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Resumo da Monografia

As nanoparticulas lipidicas como as nanoparticulas de lipideos solidos (SLN,
Solid lipid nanoparticles) baseadas em emulsdes mdltiplas sdo novos sistemas
terapéuticos versateis e inovadores para a incorporacdo de farmacos hidrofilos. O
presente estudo reporta um desenho fatorial 3° com o objetivo de desenvolver uma
formulagdo de SLN oOtima. As varidveis independentes analisadas foram as
concentracdes de lipideo solido, agente tensioativo hidréfilo e lipdfilo. O tamanho
hidrodinamico de particula, o indice de polidispersdo e o potencial zeta foram as
variaveis dependentes. O estudo através do desenho fatorial aplicado, permitiu otimizar
uma formulacéo de SLN que é composta por 1.0%(m/m) de lipideo sélido, 0.25%(m/m)

de agente tensioativo lipofilo e 1.5%(m/m) de agente tensioativo hidrofilo.

Com o objetivo de aumentar o potencial zeta das particulas, e consequentemente
a sua estabilidade, recorreu-se ao uso do alginato de sodio como polimero de
revestimento. Para o efeito foram testadas 4 concentracGes diferentes (0.25%, 0.5%,

0.75% e 1.0% (m/m), sugerindo que a concentracao ideal testada foi 0.75% (m/m).

A influéncia do pH na fase aquosa interna das SLN também foi testada e os
resultados sugerem que pH baixos (i.e., 2-3) influenciam fortemente o tamanho
hidrodinamico das particulas produzidas, aumentando da regido nano para micro.
Contudo, as SLN podem revelar-se Uteis na incorporacdo de farmacos hidrofilos que

requerem pH entre 4-10.

As SLN baseadas em multiplas emulsBes sdo uma abordagem promissora para a

incorporacdo de farmacos hidrofilos, e também para proteinas e péptidos.

Palavras-chave: Nanoparticulas lipidicas; nanoparticulas lipidicas sélidas; emulséo

multipla; farmacos hidrofilos; desenho fatorial; mucoadesividade.
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Abstract

Lipid nanoparticles, namely solid lipid nanoparticles (SLN) based on multiple
emulsions are versatile and innovative carriers for hydrophilic biomolecules. This work
reports a 3% full factorial design study to optimize SLN formulations enclosing
hydrophilic biomolecules in an inner aqueous phase. The concentrations of solid lipid,
lipophilic and hydrophilic emulsifiers were set as the 3 independent variables. Mean
particle size, polydispersity index and zeta potential were set as the dependent variables.
The selected optimized parameters were set as 1.0%wt of solid lipid, 0.25%wt of

lipophilic emulsifier and 1.5%wt of hydrophilic emulsifier.

The coating of SLN with sodium alginate was found to improve the PZ of the
lipid particles and four different concentrations were evaluated (0.25; 0.5; 0.75 and
1.0% wt). The results suggested that the ideal concentration was 0.75%wt.

The influence of low pH (i.e. about 2-3) in the inner aqueous phase was stronger
than the higher pH values, contributing for the production of larger droplet sizes.
Nevertheless, these systems can be useful for the incorporation of biomolecules

requiring a pH ranging between 4 and 10.

SLN based on multiple emulsions technology were found to be a promising
approach for the incorporation of several hydrophilic drugs, such as proteins and

peptides.

Keywords: Solid Lipid Nanoparticles; multiple emulsion; hydrophilic drugs; factorial

design; mucoadhesivity.
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Objetivos do trabalho

Durante a Gltima década, o desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas ganhou
bastante interesse devido a inovadora forma de vetorizar farmacos com propriedades

fisico-quimicas complexas e baixa biodisponibilidade.

O presente trabalho foca o desenvolvimento e formulacdo de SLN baseadas em

emulsBes maltiplas com o objetivo de vetorizar farmacos hidréfilos.

O revestimento com um polimero com propriedades mucoadesivas permite
aumentar o seu potencial para as vias oral, nasal ou ocular e a andlise da influéncia do
pH permite prever a utilidade destes sistemas na vetorizacdo de péptidos e proteinas

com requisitos de pH especificos para exercer a sua acao terapéutica.

Desta forma, os principais objetivos do presente trabalho sdo:

I. Estudo da influéncia quantitativa do lipideo sélido e agente tensioativo nas
propriedades fisico-quimicas de uma formulacdo de nanoparticulas lipidicas elaborando

um desenho fatorial 3°.
I1. Caracterizacdo fisico-quimica da formulacao otimizada.

I11. Estudo da concentracdo de alginato de sodio como polimero de revestimento
e avaliagdo da sua influéncia nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
obtidas.

IV. Avaliacdo da influéncia do pH da fase aquosa interna nas propriedades

fisico-quimicas das nanoparticulas produzidas.

15
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Capitulo |
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Introducao

1.1.Defini¢bes de nanotecnologia e nanomedicina aplicadas a

vetorizacdo de farmacos

A nanotecnologia é uma ciéncia que oferece potenciais e promissores progressos
no dominio da saide e medicina. A nanomedicina aplicada a vetorizagdo de farmacos
surgiu na ultima década como uma ciéncia de alta tecnologia e cada vez mais surgem
estudos na tentativa de otimizar a biodisponibilidade de inimeros farmacos que nédo
possuem caracteristicas ideais para exercer a sua acdo terapéutica (Etheridge et al.,
2012).

A nanotecnologia é definida segundo a Royal Society and Royal Academy of
Engineering “como o estudo dos fendbmenos e manipulacdo dos materiais a nivel
atémico, molecular e macromolecular, e o design, caracterizacdo, producdo e
aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas controlando a sua morfologia e

tamanho nanométrico” (Ann, 2004).

A nanomedicina segundo o The European Technology Platform on
Nanomedicine (ETPN, 2012) define-se como a aplica¢do da nanotecnologia na area da
salde. Envolve a exploracdo de novas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos
materiais a uma escala nanométrica. A nanomedicina tem um impacto potencial na

terapéutica, prevencdo e diagndstico de diversas patologias.

A nanomedicina ainda permanece num conceito académico, pois apesar de 0s
esforgos da sua introducdo na industria farmacéutica, requer longos estudos para

comprovar a sua eficacia, seguranca e utilidade na vetorizagdo de farmacos.

A nanomedicina é uma ciéncia que interseta com outras &reas como a
engenharia, biotecnologia, medicina, ciéncias fisicas e tecnologia da informacéo. Todas

elas devem cooperar para a estimulagdo de novos rumos na pesquisa, patentes,

17
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comercializacdo, desenvolvimento e transferéncia de tecnologia. As grandes areas que
abrangem a nanomedicina incluem (i) a vetorizacdo de farmacos, (ii) diagnostico e
imagem in vivo e in vitro, (iii) medicina regenerativa e (iv) implantes (Boisseau and
Loubaton, 2011).

A vetorizacdo de farmacos é uma area de investigacdo que atraiu o interesse
devido & possibilidade de ultrapassar as principais limitagdes das industrias
farmacéuticas, que € a libertagdo do farmaco no ¢érgdo-alvo, aumentando
consideravelmente a sua biodisponibilidade. Os avancos na biotecnologia e areas
relacionadas na descoberta e design racional de novos sistemas terapéuticos sao
importantes para melhorar a eficacia de farmacos ja existentes. Muitos dos farmacos
atualmente comercializados apresentam diversas limitagdes, tais como, (i) baixa
solubilidade em diversos solventes, (ii) elevada toxicidade, (iii) necessidade de doses
elevadas para exercer acdo terapéutica, (iv) agregacdo consequente da baixa
solubilidade, (v) degradacdo enzimatica e/ou quimica in vivo, (vi) reduzido tempo de
semivida e (vii) vetorizagdo ndo especifica (Parveen et al., 2012).

Deste modo, o desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos com farmacos
classicos, oferece uma nova competitividade para as industrias farmacéuticas devido a
expiragdo das patentes e introducdo de cada vez mais genéricos no mercado. Estes
novos sistemas podem veicular farmacos de um modo mais eficaz e conveniente
aumentando a adesdo do paciente a terapéutica, aumentando o tempo de vida do
farmaco providenciando uma terapéutica mais arrojada, eficiente e com menor custo
(Kayser et al., 2005, Parveen et al., 2012).

Adicionalmente, estes novos sistemas terapéuticos oferecem uma maior protecdo
in vivo aos farmacos, como ja foi anteriormente referido, sendo especialmente atrativo

para péptidos e proteinas com o objetivo de aumentar a sua farmacocinética.

A emergéncia da nanotecnologia na area de vetorizagdo de farmacos atinge um
impacto significativo, sendo as nanoparticulas o sistema de eleicdo, com potenciais

aplicacdes na area da nanomedicina.
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Existe uma diversidade de sistemas nanométricos para vetorizar farmacos.
Contudo, este trabalho apenas vai realcar o uso de vetores lipidicos, nomeadamente as

nanoparticulas de lipideos so6lidos (“Solid lipid nanoparticles”, SLN).

1.2. Nanoparticulas de lipideos sélidos

O universo das nanoparticulas lipidicas é abrangente podendo incluir-se
lipossomas, micelas, vetores lipidicos nanoestruturados (“Nanostructured lipid
carriers”, NLC) e SLN.

As SLN foram desenvolvidas no inicio dos anos 90 (Gasco, 2003, zur Muhlen et
al., 1998) e atualmente representam uma boa ferramenta no tratamento de diversas
patologias através da vetorizacdo de farmacos. As SLN sdo vetores coloidais de
natureza lipidica, sendo compostas por lipideos no estado sélido (Muller et al., 2011).
Sdo equiparadas a emulsGes com a substituicdo de lipideos liquidos por solidos (Uner
and Yener, 2007). Além disso, sdo denominadas de dispersfes coloidais por
apresentarem particulas de tamanho nanométrico (100-400nm) dispersas numa solucao
aquosa de agente tensioativo. A sua propriedade caracteristica reside na sua
constituicdo, pois sdo apenas compostas por lipideos solidos a temperatura ambiente e a

temperatura corporal estabilizadas por agente tensioativo (Souto and Muller, 2007).

Relativamente a natureza dos lipideos que podem constituir estes sistemas,
incluem-se os acilglicer6is, ceramidas, acidos e alcoois gordos, que sdo
fisiologicamente compativeis e participam no metabolismo natural dos lipideos no
organismo (Tabela 1). Desta forma, a natureza lipidica destes sistemas é uma vantagem
relativamente a baixa toxicidade que apresentam, mesmo usados em concentracdes de 5
a 30% (Severino et al., 2012, Souto and Miiller, 2005). Contudo, para além dos lipideos
também é necessario o0 uso de agentes tensioativos para reduzir a tensdo interfacial e
evitar a deposicdo e agregacdo das nanoparticulas dispersas na fase aquosa. Geralmente,
as SLN sdo compostas por 0.1 a 30% (m/m) de lipideo solido e estabilizadas por 0.5 a
5% (m/m) (Pardeike et al., 2009).
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Os agentes tensioativos sdo geralmente escolhidos de acordo com a sua

compatibilidade quimica com o lipideo em questdo e também de acordo com o seu valor

de equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL). Os agentes tensioativos mais vulgarmente

aplicados sdo os nédo-ionicos, i.e., que ndo contém carga iénica como os polisorbatos
(Tween® 20, 40, 60, 80), os sorbitanos (Span®20, 40, 60, 80), ésteres de sorbitol
(Mirj® 45, 52, 53, 59), alcoois (Tyloxapol) e os poloxameros (Pluronic ou Lutrol®F68,

F127). Os ésteres de aglcares também podem ser empregues como 0s ésteres do acido

estedrico, palmitico, oleico e laurico. De uma forma geral, todos os materiais que

constituem as SLN devem ser considerados GRAS (Generally regarded as safe)
(Wiechers and Souto, 2010, Souto et al., 2011).

Tabela 1. Exemplos de lipideos sélidos vulgarmente aplicados na producédo de

SLN.

Nome Comercial

Nome quimico

Referéncias

Precirol®ATO5

Palmitoestearato de

glicerilo

(Das et al., 2011,
Sivaramakrishnan et al.,
2004)

Compritol®888ATO

Dibenehato de glicerilo

(Blasi et al., 2007, Kuo and
Chung, 2011)

ACILGLICEROIS

Dynasan®114

Trimiristato de glicerilo

(Aditya et al., 2010,
Martins et al., 2012,
Fangueiro et al., 2012b)

Dynasan®116

Tripalmitato de

glicerilo

(Kuo and Chung, 2011,
Kuo and Lin, 2009)
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Dynasan®118 Triestereato de glicerilo

(Noack et al., 2012)

) Monoestearato de
Imwitor®900K o
glicerilo

(Doktorovova et al., 2011,
Sivaramakrishnan et al.,
2004)

wn K- , .
8 8 Acido estearico (Ghadiri et al., 2012,
&)
c 3 Zhang et al., 2000)
\< (D
8 Alcool cetilico (Sanna et al., 2010)
Q
04
O
O
92
o) i o (Sanna et al., 2010, Souto
o) Alcool estearilico
@) et al., 2004)
-
<L
) (Kuo and Lin, 2009, Kim
Manteiga de cacau
et al., 2005)
) (Kheradmandnia et al.,
Cera de carnauba
? 2010)
=
= .
é (Kheradmandnia et al.,
3 Cera de abelhas 2010, Attama and Miiller-

Goymann, 2008)

Palmitato de cetila

(Martins et al., 2012,
Fangueiro et al., 2012a)
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Os farmacos lipofilos sdo veiculados na matriz lipidica, caso estejamos a falar de
emulsdes simples. Habitualmente, séo incorporados alternativamente entre as cadeias
dos &cidos gordos e entre as camadas de lipideos ou na estrutura amorfa do cristal.
Contudo, lipideos mais puros resultam numa matriz mais cristalina e perfeita, resultando
em menor capacidade de incorporar farmaco, sendo uma das maiores limitacGes desta
nanoparticulas (Souto et al., 2006). Existem diversos fatores que podem influenciar a
capacidade de incorporagdo de farmacos nas SLN tais como (i) solubilidade do farmaco
no lipideo, (ii) miscibilidade do farmaco e lipideo, (iii) estrutura quimica e fisica da

matriz lipidica sélida e (iv) o estado polimérfico do lipideo (Uner and Yener, 2007).

Existem essencialmente trés formas polimdérficas que as particulas podem
adquirir: a, B’e B. De acordo com a recristalizagdo e tipo de lipideo e agente tensioativo
usados nas nanoparticulas elas podem adquirir qualquer uma destas formas. Diferem na
sua estabilidade e na cristalinidade do cristal formado, e consequentemente na
capacidade de veicular farmacos na matriz. Desta forma, a ordem crescente de
cristalinidade é a<p’<p. Para além disso, ao longo do tempo de armazenamento, a
estrutura cristalina que adota inicialmente pode mudar para outras formas polimdrficas
mais estaveis, levando a expulsdo do farmaco da matriz lipidica, pois forma um cristal
mais perfeito (Souto et al.,, 2006). As SLN conseguem incorporar eficientemente
moléculas lipofilas, e quanto a moléculas hidréfilas, estas podem ser incorporadas numa

fase aquosa interna em emulsdes multiplas (Figura 1).

Farmaco lipéfilo Farmaco hidréfilo

(a) SLN simples (b) SLN baseada em emulsio maltipla (A/O/A)

Figura 1. llustracdo esquematica de uma SLN como a matriz lipidica solida (a) SLN

baseada em emulsdes simples e (b) SLN baseada em emulsdo multipla A/O/A
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A grande diferenca entre estes dois sistemas reside no facto das emulsdes
maltiplas apresentarem uma viscosidade menor devido & fase aquosa externa e a
quantidade limitada de lipideo que pode usar-se. Como foi anteriormente referido, as
SLN séo geralmente compostas por 0.1 a 30% de lipideo sélido, contudo a partir de 5%
revela-se uma quantidade excessiva para desenvolver SLN baseada em emulsdo
maltipla, uma vez que diminui a estabilidade termodindmica destas emulsdes mais
complexas (Fangueiro et al., 2012b). Quando se usa elevadas concentragdes de lipideo,
podera ocorrer rutura do sistema, e consequentemente ocorrer uma difusdo da fase
aquosa interna onde usualmente encontram-se os farmacos hidréfilos a veicular, para a

fase aquosa externa (Morais et al., 2008, Fangueiro et al., 2012b).

Desta forma, as SLN baseadas em emuls6es maltiplas requerem necessariamente
dois agentes tensioativos, um com elevado valor de EHL e outro com valor menor. O
agente tensioativo com menor valor de EHL devera estabilizar a emulsdo priméria A/O
e deverd ser adicionado a fase lipidica e 0o outro com maior valor de EHL devera
estabilizar a interface O/A e devera ser adicionado a fase aquosa externa (Carlotti et al.,
2005, Jiao et al., 2003, Fangueiro et al., 2012b). Na realidade, ambos os agentes
tensioativos estardo presentes na interface secundéria, i.e., entre as goticulas e a fase

aquosa externa.

O desenvolvimento e formulacdo de SLN baseadas em emulsdes mdaltiplas
envolvem aspectos importantes, tais como (i) escolha do tipo de agente tensioativo, (ii)
composicdo da fase lipidica, (iii) ratio das trés fases e o (iv) ratio das concentra¢des dos
agentes tensioativos hidrofilo e lipofilo (Morais et al., 2008).

Em suma, as principais vantagens das SLN para vetorizacdo de farmacos
incluem (i) a baixa toxicidade devido a composicdo de lipideos fisioldgicos, (ii)
permitiram uma libertacdo prolongada dos farmacos por erosdo/degradagédo dos lipideos
da matriz, (iii) possibilidade de producdo de suspensdes/emuls@es lipidicas altamente
concentradas, (iv) facil producdo sendo bastante transponivel a producdo da escala
laboratorial para industrial, (v) possibilidade de associacdo com excipientes (promotores
da absorcdo, inibidor de proteases) que potenciam a biodisponibilidade dos farmacos,
(vi) protecdo quimica e enzimatica dos farmacos in vivo e (vii) vetorizagdo dos

farmacos diretamente no seu local de absorcdo, aumentando consequentemente a sua
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biodisponibilidade e reduzindo a dose necessaria administrada (Mduller et al., 2000,
Souto and Miiller, 2005, Pardeike et al., 2009, Martins et al., 2007).

Contudo e apesar de todas as vantagens acima mencionadas, existem também
certas limitacOes associadas tais como (i) baixa capacidade de incorporagdo de
farmacos, devido as transi¢cbes das formas polimorficas e estrutura cristalina destas
particulas, (ii) possibilidade de toxicidade devido ao uso de agente tensioativo e
conservantes, (iii) complexidade do estado fisico do lipideo que pode originar diferentes
formas polimorficas, possibilidade de sobreaquecimento causando problemas aquando
da sua administracdo (por exemplo, gelificagdo, aumento do tamanho da particula,
expulsdo da farmaco) e (iv) possibilidade de serem reconhecidas pelo sistema
imunitério e posteriormente fagocitadas pelos macrofagos, provocando uma degradacao
intracelular com efeitos toxicos (Souto and Miller, 2007, Martins et al., 2007, Battaglia
and Gallarate, 2012).

1.3.Meétodos de producéo de SLN

As SLN podem ser produzidas através de varios métodos que estdo bem
descritos na literatura (Souto et al., 2011, Miiller et al., 2000, Souto and Mdller, 2011).
A selecdo do método mais adequado depende das propriedades do farmaco como a sua
estabilidade a temperaturas elevadas, volatilidade, solubilidade e peso molecular
(Muller et al., 2000, Souto and Miller, 2011).

1.3.1. Homogeneizacéo a alta pressdo a quente e a frio

O método mais simples e mais aplicado é o método da homogeneizacao a alta
pressdo (HAP), que pode ser a quente ou a frio (Mdller et al., 2000). Em ambos os
métodos, o farmaco é solubilizado ou disperso nos lipideos previamente fundidos (5-
10°C acima do ponto de fusdo do lipideo). Na HAP a quente, uma solucdo aquosa de
agente tensioativo quente ¢ adicionada a fase lipidica e homogeneizada e alta velocidade
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(normalmente 1 minuto a 8.000rpm é suficiente). De seguida, esta pré-emulsdo é
processada por HAP que através de forcas de cavitacdo, gera particulas de tamanhos
reduzidos. Normalmente, sdo necessarios 3 a 5 ciclos de homogeneizacdo a uma pressao
de 500 bar. Apds este processo, obtém-se uma nanoemulsdo que por arrefecimento
originara recristalizacdo do lipideo solido e consequentemente a formacao das SLN. A
HAP a frio é ligeiramente diferente. Apés a dispersdo ou solubilizacdo do farmaco no
lipideo fundido, esta mistura é arrefecida através de gelo seco ou nitrogénio liquido
obtendo-se microparticulas, que sdo suspensas por uma solucdo fria de agente
tensioativo. Neste caso, a suspensdo € sujeita ao HAP, para que as microparticulas
lipidicas sejam reduzidas a nanoparticulas lipidicas no estado solido, através da
homogeneizacdo a temperaturas reduzidas. As forgas de cavitagdo aplicadas quebram as

microparticulas em nanoparticulas (Mishra et al., 2010).

A maior diferenca entre as duas técnicas é a temperatura, e a HAP a frio é mais
adequado para farmacos termolabeis, como proteinas e péptidos. A HAP a frio também
foi desenvolvida com o objetivo de ultrapassar alguma limitacfes da HAP a quente, tais
como o escape do farmaco para a fase aquosa, levando muitas vezes a sua cristalizacéo
fora da matriz lipidica e a formacéo de fusdes super-arrefecidas, onde o lipideo ndo se

encontra totalmente no estado sélido. Contudo, a HAP a quente é mais utilizada para

producéo em larga escala (Souto and Muller, 2011).

1.3.2. Sonicac&o ou homogeneizacéao a alta velocidade

A producdo de SLN por sonicagdo ou por homogeneizacgdo a alta velocidade é
aplicada menos frequentemente. A fase lipidica e a fase aquosa sdo aquecidas a mesma
temperatura (5-10°C acima do ponto de fusdo do lipideo) e emulsificadas por meio de
agitacdo mecénica (homogeneizacdo a alta velocidade) ou sonicagdo. Posteriormente
procede-se ao arrefecimento da nanoemulsdo produzida a temperatura ambiente ou em
banho de gelo para formar-se as SLN. A principal desvantagem destas técnicas € a
possivel presenca de outras nanoestruturas, isto €, micro e nanoparticulas na dispersao
final (Sinha et al., 2011).
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1.3.3. Método da microemulsao

A técnica da microemulséo foi desenvolvida por Gasco (Gasco, 1997) e desde
entdo tem sido adaptada por diversos grupos de investigacdo (Fontana et al., 2005,
Ghadiri et al., 2012, Patel and Patravale, 2011, Pedersen et al., 2006). Nesta técnica, as
fases aquosa e lipidica sdo aquecidas a mesma temperatura (5-10°C acima do ponto de
fusdo do lipideo). Esta mistura é depois homogeneizada formando uma pré-emulsdo. E
importante regular a temperatura para que o lipideo se mantenha sempre no estado
fundido durante todo o processo. Seguidamente, dilui-se esta mistura com agua gelada,
0 que leva a quebra da microemulsdo em nanoemulsdo. Esta nanoemulsdo obtida é

arrefecida, permitindo a formacéo das SLN (Sinha et al., 2011).

1.3.4. Método da dupla emulsao

O método da dupla emuls&o foi aplicado neste trabalho e é usado como o préprio
nome indica, para produzir SLN baseadas em emulsdes multiplas. Este método foi
descrito por Garcia-Fuentes e colaboradores (Garcia-Fuentes et al., 2003) e é aplicado
quando se pretende incorporar farmacos labeis e/ou hidréfilos, como proteinas e
péptidos, numa fase aquosa interna evitando degradacdo enzimatica e quimica.
Primeiramente, o farmaco é solubilizado na fase aquosa interna, sendo esta fase
adicionada a uma fase lipidica sujeita & mesma temperatura. Esta emulsdo primaria €
homogeneizada a alta velocidade e seguidamente dispersa numa fase aquosa externa

para formar a emulsdo mdultipla A/O/A (Fangueiro et al., 2012b).

1.3.5. Método de emulsificacdo-evaporacao do solvente

O método de emulsificagdo-evaporacdo do solvente foi descrito por Sjostrom e
Bergensahl (Sjostrom and Bergenstahl, 1992) e é usualmente aplicado quando o

farmaco ndo é soltvel no lipideo. Nesta técnica, um solvente orgénico ndo miscivel com
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a agua (p.e. ciclohexano, cloroférmio) que solubilize o lipideo é disperso numa fase
aquosa de agente tensioativo para produzir uma emulsdo O/A. Durante a
homogeneizacdo a alta velocidade, o solvente € evaporado devido ao aquecimento que é
a emulsdo é sujeita. Este método € util para farmacos hidrofilos e proteinas e/ou

péptidos.

1.3.6. Método de deslocamento do solvente ou nanoprecipitacao

O método de deslocamento do solvente (também denominado de método de
nanoprecipitacao) foi inicialmente proposto para nanoparticulas poliméricas (Quintanar-
Guerrero et al., 1999) e posteriormente adaptado para nanoparticulas lipidicas (Dong et
al., 2012, Hu et al., 2002, Videira et al., 2002). Esta técnica utiliza solventes organicos
semi-polares misciveis em agua (p.e. acetona, etanol ou metanol) que solubilizem o
lipideo. O farmaco € adicionado a esta mistura e depois adicionado a uma fase aquosa
de agente tensioativo por injecdo sob agitacdo magnética. As nanoparticulas lipidicas
sdo formadas ap6s remocdo total do solvente por difusdo ou por destilacdo levando a
precipitacdo das nanoparticulas (Souto and Muller, 2007).

1.3.7. Método da emulsificacdo-difusdo do solvente

O método da emulsificacdo-difusdo do solvente utiliza solventes organicos semi-
polares que sdo previamente saturados com A&gua para assegurar o equilibrio
termodinamico. Este solvente serve para solubilizar o lipideo, e procede-se a adigéo do
farmaco. Esta mistura é adicionada a uma solucdo aquosa de agente tensioativo para
formar-se uma emulsdo O/A. A solugdo saturada evita a difusdo do solvente das
goticulas par a fase aquosa. As SLN sdo formadas por adi¢do de um excesso de agua a
emulsdo, facilitando o deslocamento do solvente das goticulas e provocando a

precipitacdo das nanoparticulas (Sinha et al., 2011, Wissing et al., 2004).

27



Desenvolvimento e formulacao de nanoparticulas lipidicas mucoadesivas

1.3.8. Método de inversao de fases

O método de inversdo de fases foi desenvolvido por Heurtault e colaboradores
(Heurtault et al., 2002). Este método envolve duas etapas. Na primeira etapa todos os
componentes sdo fundidos e emulsificados por agitagdo magnética usando um ciclo de
temperaturas (p.e. 25-85°C) e seguidamente arrefecido para uma temperatura intermédia
(p.e. 60°C). Estes trés ciclos de temperatura (85-60-85-60-85°C) sdo aplicados para
inverter a fase inicial. Na segunda etapa, a mistura é sujeita a um choque de temperatura

irreversivel pela adi¢do de agua gelada. Esta etapa leva a formacdo das nanoparticulas.

1.3.9. Método de coacervacao

Um método recente foi descrito para produzir SLN. Este método denominado de
coacervacao foi desenvolvido por Battaglia e colaboradores (Battaglia et al., 2010). O
método baseia-se na interacdo de uma solucdo micelar de sais alcalinos de acidos
gordos (p.e. estearato de sodio, palmitato de sodio, miristato de sédio) e uma solucédo de
acido (solucdo de coacervacdo) na presenca de um polimero anfipatico como agente
estabilizante (Battaglia et al., 2010, Corrias and Lai, 2011). Com a descida do pH
devido & soluc&o de acido, as SLN precipitam. E um método bastante simples, de baixo
custo e termossensivel que permite a incorporacdo de variados farmacos (Battaglia and
Gallarate, 2012).

1.4. Aplicacédo das SLN na vetorizacdo de farmacos

A aplicagdo de SLN na vetorizacdo de farmacos tém sido bastante investigada e
estas usufruem de uma caracteristica propria, sao fisiologicamente compativeis devido a
sua composicgdo lipidica. Desta forma, as vias de transporte e metabolismo j& existem no

organismo e podem promover uma maior performance das SLN in vivo, aumentando a
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eficacia terapéutica dos farmacos. Apesar das SLN serem vastamente investigadas para
diversas vias de administracdo, tais como oral, peroral, topica, dérmica e transdérmica,
intravenosa, ocular, intraduodenal e pulmonar, neste trabalho apenas vamos focar as

vias oral, nasal e ocular devido a potencialidade das SLN mucoadesivas para estas vias.

1.4.1. Viaoral

A via oral é sem davida a via de eleicdo devido ao conforto e facilidade de
tratamento, promovendo uma maior adesdo a terapéutica por parte dos pacientes devido
a sua natureza nao-invasiva. Esta via € muito atrativa para SLN mucoadesivas, uma vez
que aderidas as paredes do trato gastrointestinal (TGI), estas particulas sdo capazes de
libertar o farmaco exatamente no seu local de absor¢do. Adicionalmente, a sua
constituicdo baseada em lipideos aumenta essa mucoadesividade, ja que estes sdo
também promotores de absorcdo. Quando ocorre a etapa de absor¢do, o organismo ira
absorver conjuntamente o lipideo e o farmaco solubilizado (efeito de Trojan ou
mecanismo de absor¢do de promocédo de efeito) (Souto and Muller, 2007). Para estas
vias, podem ser usados todos os lipideos e agente tensioativos que sdo empregues em
formas farmacéuticas convencionais (comprimidos, cépsulas). Algumas vantagens
relacionadas com esta via incluem a protecdo do farmaco de hidrdlise, 0 aumento da sua

biodisponibilidade e prolongamento dos niveis plasmaticos (Souto and Mdiller, 2007).

As SLN ndo devem ser diretamente aplicadas como dispersdes coloidais nestas
vias, pois 0 ambiente acidico do estdmago e a variacdo da forca ionica podem resultar
numa agregacdo das particulas, comprometendo a sua eficAcia como nanoparticulas.
Deste modo, apos a sua producdo devem ser veiculadas em comprimidos, capsulas ou
pos para administracdo oral. Este processo pode ser efetuado por granulagédo, sendo as
SLN o liquido de granulacdo ou entdo por liofilizagdo, sendo o p6 comprimido
(comprimidos) ou usado para preencher capsulas (Battaglia and Gallarate, 2012).

A absorcdo das SLN através da mucosa intestinal pode ocorrer por diversos
mecanismos, nomeadamente pelas placas de Peyer, por uptake intracelular, por difusdo
passiva ou por transporte paracelular (Figura 2). Em condicdes fisiologicas, o transporte
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paracelular é limitado devido sobretudo a pouca area de superficie entre 0s espagos
intercelulares e também devido a pequena espessura das juncdes epiteliais (des Rieux et
al., 2006). Algumas estratégias estdo a ser usadas com 0 objetivo de aumentar a
absorcéo de farmacos fracamente absorvidos através do uso de agente tensioativos ou
polimeros mucoadesivos. Contudo, 0 uso destas substancias em concentracdes elevadas
e 0 seu uso continuo pode danificar o TGl e também podem ser toxicas quando
absorvidas para a circulagdo sistémica (Salamat-Miller and Johnston, 2005).

O transporte paracelular de nanoparticulas depende de diversos fatores, tais
como as propriedades fisico-quimicas das particulas, como o tamanho, potencial zeta,
hidrofobicidade a superficie da particula ou a presenca de ligandos, e também da
fisiologia do TGI (Florence, 2004).

O transporte transcelular das nanoparticulas ocorre por transicitose, um processo
pelo qual as particulas sdo captadas pelas células. O processo é iniciado por endocitose
na membrana das células apicais, na qual a particula é transportada através das células
(Figura 2). Dois tipos de células estdo envolvidos neste processo: 0s enterdcitos e as
células M (localizadas nas placas de Peyer). Apesar de a literatura conter muita
controvérsia, deduz-se que a absorcdo de particulas pode ocorrer através dos
enterdcitos, nomeadamente através das vilosidades no intestino (Jani et al., 1992).
Contudo, devido a baixa atividade endocitica existente nos enterdcitos, a quantidade de
particulas que é absorvida por esta via € muito reduzida. As células M representam
também uma fracéo significativa na absorcéo de diversos materiais, nomeadamente de

nanoparticulas (Florence, 2004).

s Extracelular

Intestino

Intracelular
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Figura 2. Transporte das nanoparticulas através das células epiteliais. As particulas
podem ser transportadas por (1) enterdcitos, (2) por difuséo passiva, (3) por transporte
paracelular ou (4) pelas células M (placas de Peyer) [adaptada de des Rieux et al.,
2006].

O mecanismo pela qual as SLN sdo absorvidas ap6s administracdo oral
encontra-se esquematicamente representado na Figura 3. No intestino, apds
administracdo das SLN, estas podem ser absorvidas através de dois processos. O
primeiro pode ocorrer consequente da degradacdo dos lipideos que constituem as SLN
por enzimas (p.e. lipases), quebrando as ligagdes dos lipideos formando-se mono e
diacilglicer6is que podem solubilizar um farmaco pouco soltuvel. A degradacdo é
relativamente rapida devido a grande area de superficie das particulas. Os lipideos sdo
absorvidos conjuntamente com o farmaco solubilizado por um “mecanismo de absorgado
de promogdo de efeito”. Para uma biodisponibilidade maxima, é necessario que o
farmaco se encontre molecularmente disperso na matriz lipidica sélida durante a
formacdo in situ dos mono e diacilglicerdis, para que o farmaco seja transportado
através de micelas de acilglicerois e diretamente absorvido através da parede intestinal
(Figura 3) (Mdller, Runge et al., 2006).

O outro processo envolve a interacdo dos lipideos com os sais biliares, levando a
formacdo de micelas constituidas por farmacos e lipideos. Estas micelas promovem a
absor¢do do farmaco. Os movimentos do TGl em associacdo com a presenca de
moléculas bioativas na superficie, tais como os sais biliares, transferem os dleos e
gorduras para uma emulséo, sendo as goticulas da emulsdo degradadas. A degradacéo, e
subsequente solubilizacdo dos farmacos sdo mais rapidas se as goticulas forem mais
pequenas, preferencialmente de tamanho nanométrico em vez de micrométrico. Este
processo leva a formacao de micelas mistas antes da absorc¢ao por interagdo com 0s sais
biliares. Ambos 0s principios, a associacao intima do farmaco com o lipideo e formacao
de uma dispersdo ultrafina de tamanho nanométrico caracterizam a particularidade das
SLN. O farmaco é assim libertado exatamente no local de absorcdo, levando a uma

maior concentracdo entre o sangue e a parede intestinal (Muller, Runge et al., 2006).
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Figura 3. Mecanismos de absorcdo das SLN pela via oral. As particulas aderem a
mucosa da parede do intestino e as moléculas de farmaco séo libertadas exatamente no

local de absorcao [adaptado de Miller, Runge et al., 2006].

1.4.2. Via Nasal

A via nasal ¢ uma via muito atrativa para aa administracdo de um variado grupo
de farmacos. Comparativamente a outras vias, € uma das vias mais fiaveis e favoraveis

para a terapé€utica sistémica cronica.

A cavidade nasal tem relativamente uma grande &rea de absor¢do e devido a
presenca de uma rica vascularizacdo na mucosa nasal permite uma rapida absorcao,
capaz de evitar o fendmeno de primeira passagem hepatica. Para além disso, tem sido
bastante investigada para a vetorizacdo de farmacos para o cérebro, com muita

potencialidade de atravessar a barreira hemato-encefalica (BHE) (Ugwoke et al., 2005).
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Em condicGes fisioldgicas normais, a mucosa nasal € revestida de muco que é
composto por duas camadas: a camada externa, que é densa e viscosa e a camada
interna, que € mais fluida e serosa. O muco nasal é constituido por 95% de agua, 2.5-3%
de mucina (uma glicoproteina) e o0 restante sdo eletrdlitos, lipideos e enzimas
(especialmente enzimas proteoliticas) e anticorpos (Hussain, 1998). Este funciona como
uma barreira protetora contra a entrada de moléculas estranhas ao organismo devido a
rede polimérica constituida pela mucina e pela presenca das enzimas proteoliticas que
degradam rapidamente as moléculas a entrada. Desta forma, 0 muco tem uma fungéo
protetora que pode também dificultar a entrada de farmacos. As maiores barreiras
apresentadas por esta via sdo (i) deposi¢do e eliminacdo de farmacos na cavidade nasal
através dos mecanismos mucociliares, que reduz o tempo de permanéncia destes e
consequentemente a sua absorcao, (ii) penetracdo da camada mucosa e transposi¢do da
membrana epitelial, ¢ uma barreira fisica na qual os farmacos podem atravessar por
transporte paracelular ou transcelular e (iii) a degradacdo enzimética que pode ocorrer
por enzimas localizadas na cavidade nasal, como as lisossomais (lllum, 2003, Grassin-
Delyle et al., 2012).

A absorcdo nasal de farmacos lipofilos ocorre usualmente pela via transcelular
através de uma difusdo passiva a favor do gradiente de concentragdo, por recetores ou
por mecanismos de transporte vesicular. As moléculas polares podem atravessar através
das juncdes epiteliais das células. Contudo, estas juncbes sao estruturas dinamicas que
abrem e fecham, sendo o seu tamanho inferior a 10 A. Desta forma, a via paracelular é
menos eficiente para moléculas maiores e é dependente do peso molecular do farmaco
(<1000 Da) (Illum, 2002).

E possivel aumentar a absorcéo nasal dos farmacos através do uso de promotores
de absorcdo que auxiliam o seu transporte através da cavidade nasal. Para o efeito
podem usar-se substancias mucoadesivas, como foi o caso deste trabalho. Estas
substancias permitem uma adesdo das particulas a superficie do epitélio aumentando o
seu tempo de permanéncia, para que o farmaco seja absorvido através da rica
vascularizagéo presente nesta mucosa (Illum, 2002, Illum, 2003). Como o0 muco nasal é
substituido a cada 10-15 minutos e também existe o fendmeno de clearance mucociliar,
os farmacos ndo tém tempo suficiente para serem absorvidos, logo uma solucao viavel é

usar estes promotores de absorcdo (Hussain, 1998).
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Para além das barreiras inerentes a esta via, as caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos também sdo responsaveis pelo sucesso associado a esta via. A solubilidade,
carga, tamanho e difusdo através das membranas bioldgicas sdo aspetos muito
importantes a reter. Relativamente ao peso molecular dos farmacos, demonstrou-se que
quanto maior, menor é a capacidade de absorcdo pela mucosa nasal. Sendo assim, o
peso molecular méximo de uma molécula capaz de atravessar a barreira nasal é de 1000
Da, j& na via oral sdo 300 Da. A nivel de solubilidade, os farmacos lipofilos tém maior

capacidade de serem permeabilizados (Hussain, 1998, Grassin-Delyle et al., 2012).

1.4.3. Via Ocular

A via ocular tem sido bastante investigada conjuntamente com as demais vias de
administracdo para a vetorizacao de farmacos através de SLN. A administracao por esta
via € muito usada para tratamento de patologias locais do olho, contudo também

enfrenta varios desafios, podendo ser ultrapassados pelo uso de SLN.

A maioria das limitacdes das vias de administracdo estdo relacionadas com a
fisiologia e anatomia do 6rgdo em questdo, e a via ocular ndo € exce¢do (Figura 4). O
olho é parcialmente isolado do resto do corpo por diversas barreiras que impedem a
passagem de certas substancias, como farmacos. Estas barreiras contribuem para uma
menor biodisponibilidade dos farmacos a nivel ocular e consistem (i) huma camada
mucosa aquosa do filme lacrimal que protege a superficie anterior do olho, (ii) num
epitélio corneal com bastantes juncBes epiteliais e desmossomas, (iii) em vasos
sanguineos na iris que leva a fenestracfes, (iv) numa camada ndo-pigmentada do
epitélio ciliar que constitui uma barreira e limita a passagem de substancias do sangue
para a parte interna do olho e (v) no pigmento epitelial da retina (PER) conjuntamente
com o endotélio dos vasos retinais constituem as barreiras retina-sangue interna e
externa, barreira que limita a passagem de substancias do sangue para a retina e para a

cavidade ocular (Diebold and Calonge, 2010).

Adicionalmente, alguns processos fisioldgicos contribuem para a pobre eficacia
dos farmacos administrados convencionalmente. Os fendmenos de pestajenar e a

drenagem lacrimal através do sistema de drenagem que o olho possui contribuem para a
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reducdo do tempo de permanéncia dos farmacos aplicados topicamente. As gotas
oculares aplicadas topicamente s&o removidas em menos de 30 segundos (Xu et al.,
2000). Desta forma, os farmacos ndo residem muito tempo no seu local de absorcéo,
levando a uma necessidade de aplicar gotas varias vezes ao dia e de solucGes altamente
concentradas podendo traduzir-se em reacfes adversas toxicas e dano ocular (Arici et
al., 2000).

O epitélio corneal é praticamente impermeével a qualquer molécula com mais de
500 Da. Muitos dos farmacos aplicados localmente sdo superiores a isso €
consequentemente ndo conseguem atravessar a cornea. Usualmente os farmacos
lipofilos atravessam o epitélio corneal através das via transcelular, enquanto 0s
farmacos hidrofilos atravessam através da via paracelular (Le Bourlais et al., 1998).
Alternativamente, os farmacos sdo permeados através da conjuntiva e da esclera sendo
este processo denominado de “passagem ndo produtiva”. Desta forma, menos de 5%

dos farmacos aplicados localmente atingem os tecidos intraoculares (Sahoo et al., 2008).
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Figura 4. llustracdo esquematica da estrutura anatomica do olho humano
[adaptado de Ludwig, 2005].

De acordo com Wood e colaboradores (1985), as nanoparticulas sdo capazes de
aderir & mucosa ocular demonstrando uma atividade intrinseca e sdo capazes também de
interagir com o epitélio. Logo, a vetorizagdo de farmacos, principalmente fracamente
solGveis em agua, que possam atravessar as barreiras oculares e atinjam eficazmente o
seu local de absorcdo pode ser possivel através de nanoparticulas, entre as quais as

lipidicas.

A administracdo ocular pode ser realizada ndo s6 localmente, mas também
através de injecdes intra-vitreas e implantes. Contudo, as gotas oculares continuam a ser

0 sistema mais pratico, facil e cbmodo para os pacientes aderirem melhor a terapéutica.

As nanoparticulas para a administracdo ocular devem ter um tamanho de
particula pequeno (100-300 nm) e uma distribuicdo de tamanho pequena para evitar que
ocorra irritacdo ocular e para melhorar a biodisponibilidade dos farmacos. A sua
composicdo deverd também ter compatibilidade com o olho. Os veiculos destas
nanoparticulas sdo por norma iguais aos convencionais, i.e., solu¢cbes tampdes com
agentes conservantes e devem ser cuidadosamente analisados quanto a sua esterilidade,
pH e osmolaridade (Sahoo et al., 2008).

Desta forma, um sistema para administracdo ocular ndo deve causar visao turva

ou irritabilidade e ndo deve ser necessaria a sua aplicagcdo mais que duas vezes por dia.

1.4.4. Outras vias
As vias acima mencionadas sdo interessantes para nanoparticulas mucoadesivas,

como € o caso do presente trabalho e por isso foram abordadas de uma forma mais

completa. Contudo as demais vias de administracdo sdo bastante abordadas e
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investigadas para a vetorizacdo de farmacos com SLN e a Tabela 2 demonstra alguns

exemplos com referéncia aos farmacos, materiais e respetiva via de administrag&o.

Tabela 2. Exemplos de farmacos veiculados em SLN e a sua propriedade

terapéutica, lipideo usado, agente tensioativo e respetiva via de administracao.

, Aplicacéo Via de A
Farmaco A . ~ Referéncias
terapéutica administracéo

. e L. (Souto and
Clotrimazol Antifangico Topica Miiller, 2005)
Intravenosa (Manjunath and
Clozapina Antipsicético Venkateswarlu,
Intraduodenal 2005)
(Mdller et al.,
Oral 2008)
Cyclosporina A Imunosupressor
Ocular (Gokece et al.,
2008)
Diazepam Sedativo, Rectal (Sznitowska et
anticonvulsivante al., 2001)
Oral (Fanglzjgllrf etal.,
Insulina Diabetes mellitus )
Pulmonar (Liu et al., 2008)
e L. (Souto and
Antifun T
Cetoconazol tifingico opico Miiller, 2005)
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Bloqueador beta-

) L. . Attama et al.,
Timolol adrenérgico néo- Ocular (
) 2009)
selectivo
Anti-rugas Fangueiro et al
Vitamina E Topica (Fang K

Antioxidante 2012a)

1.5. Revestimento das SLN com polimeros mucoadesivos

Os polimeros mucoadesivos sd&o macromoléculas naturais ou sintéticas capazes
de aderirem as mucosas bioldgicas. A introducdo de polimeros mucoadesivos na
literatura farmacéutica ocorreu ha mais de 40 anos e atualmente é uma estratégia
promissora para prolongar o tempo de permanéncia dos farmacos no local de absorgéo e
de forma a direcionar especificamente o farmaco para diversas membranas (Grabovac et
al., 2005).

Os polimeros mais vulgarmente aplicados para o efeito sdo os poliacrilatos e
derivados, o quitosano e derivados, o alginato de sodio e os derivados da celulose. Os
polimeros devem possuir uma das seguintes caracteristicas para promoverem a
mucoadesividade: (i) grupos hidroxilos ou carboxilicos suficientes para a formacéo de
pontes de hidrogénio, (ii) carga idnica (anidnica ou cationica), (iii) elevado peso
molecular, (iv) grande flexibilidade das suas cadeias poliméricas e (v) tensdo superficial

para distribuir-se na camada mucosa (Szucs et al., 2008).

Desta forma, reveste-se as SLN com estes polimeros para aumentar a absorcéo
de farmacos nas mucosas. O revestimento antecede usualmente uma fase de
polimerizagdo, em que através da solubilizacdo com solucdes de pH controlado torna-se
o polimero ativo. De seguida, procede-se ao revestimento das SLN com esta solugéo
polimérica, fazendo com que o polimero se concentre na superficie das particulas
(Figura 4).
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Figura 5. llustracdo esquematica do revestimento de SLN com polimeros. Apés

polimerizacdo do polimero com solugdes de pH controlado, procede-se ao revestimento
das particulas, ficando o polimero localizado a sua superficie [adaptado de Lemarchand
et al., 2004].

1.5.1. Alginato de sédio

O alginato de sodio € o sal do acido alginico e € um polissacarido solavel em
4gua extraido de algas marinhas. E constituido por cadeias alternativas de 4cido a-L-
gulurdnico e acido B-D-manurdnico. A Figura 6 demonstra a estrutura quimica deste
polissacarido com os residuos dos &cidos guluronico e manuronico e as ligagdes destes
para formar a estrutura do alginato (George and Abraham, 2006).
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Figura 6. Estrutura quimica do alginato. O polimero é constituido por duas cadeias com
dois mondmeros de &cido gulurénico e dois mondmeros de acido manurénico [adaptado
de George and Abraham, 2006].

A sua utilidade na industria farmacéutica é reportada como agente viscosificante,
estabilizante e agente tensioativo. Pode ser usado para a via oral, nasal ou ocular pelo
seu estatuto GRAS, sendo biodegradavel e isento de toxicidade. A sua administracao
oral ndo parece provocar respostas imunes, ao contrario do que é observado para a via
intravenosa. Apesar da sua biocompatibilidade estar bastante investigada, para uma
administracdo intravenosa reportou-se o desencadeamento da resposta imune e o
desenvolvimento de fibrose (Cole et al., 1992, De Vos et al., 1996).

O uso do alginato de sodio para a via oral € de grande valor devido as suas
propriedades mucoadesivas. Alguns estudos demonstraram que os polimeros com carga
ionica sdo aplicados como agentes mucoadesivos (Chickering and Mathiowitz, 1995,
Chang et al., 1985). Uma maior carga idnica resultara numa maior adesdo e polimeros

anionicos parecem ser mais eficazes que os polimeros cationicos (Chang et al., 1985).

O alginato € um polimero anionico com grupos carboxilicos, sendo por isso um
bom agente mucoadesivo. As suas propriedades mucoadesivas no estado hidratado
podem dever-se a formagdo de pontes de hidrogénio ou interagdes idnicas. Existem
estudos onde reportam que o alginato apresenta maior mucoadesividade que outros
polimeros bastante usados, tais como o quitosano, a carboximetilcelulose, o poliestireno

e o0 acido poli-lactico (George and Abraham, 2006). Devido a esta propriedade
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mucoadesiva, as particulas aderem mais facilmente as mucosas e o tempo de
permanéncia do farmaco no local de absorcdo é retardado, possibilitando que mais
farmaco seja absorvido e consequentemente havera uma maior biodisponibilidade e

eficcia terapéutica.

1.5.2. Quitosano

O quitosano é um polimero muito abundante na natureza. A quitina € o principal
componente estrutural dos crustaceos, sendo também encontrada em outras espécies,
como os moluscos, fungos e insetos. A forma mais comum do quitosano é o a-quitosano
(Shepherd et al., 1997, George and Abraham, 2006). Os seus sais sdo soluveis em agua,
sendo a sua solubilidade dependente do grau de acetilagdo e do pH do meio (Felt et al.,
1998).

A sua vasta utilizacdo deve-se a facil manipulacéo e baixo custo deste polimero,
sendo também classificado como GRAS (Muzzarelli, 2010).

Devido a sua natureza cationica, deduz-se que o quitosano interfere com o
transporte dos lipideos no intestino, formando micelas com os sais biliares, acidos
gordos e colesterol, promovendo a sua absorcdo (Felt et al.,, 1998). A sua
biocompatibilidade j& estd bastante divulgada e quanto a sua biodegradabilidade, este
polimero é metabolizado por certas enzimas, tal como a lisozima (Muzzarelli, 1997).

As suas propriedades mucoadesivas ja foram reportadas (Illum, 1998, Felt et al.,
1998) e 0 seu uso como agente mucoadesivo na vetorizacdo de farmacos tem sido
bastante estudado. A sua aplicacdo como agente mucoadesivo para a via oral é
equivalente ao alginato, pois permite que as particulas adiram mais facilmente a mucosa
intestinal, aumentando o tempo de permanéncia no seu local de absorcéo (Portero et al.,
2002). Um mecanismo de acdo que foi sugerido baseia-se nas interagdes ionicas entre 0s
grupos amino carregados positivamente no quitosano (Figura 7) e as cargas negativas
presentes no muco (camada mucosa). Esta interacdo é sobretudo eletrostatica (Deacon et
al., 2000).
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Figura 7. Estrutura quimica do quitosano [adaptado de George and Abraham, 2006].

A sua utilidade ndo se limita apenas a agente mucoadesivo, sendo também
reportado 0 seu uso como adjuvante de permeacdo. Esta propriedade deve-se a
capacidade deste polimero abrir as juncdes epiteliais (Junginger and Verhoef, 1998) e
devido a sua natureza catidnica, interage com as membranas resultando numa
reorganizacdo estrutural das proteinas das juncdes epiteliais. O quitosano é capaz de
aumentar a absorcdo pela via paracelular, o que é importante para moléculas hidréfilas

como péptidos e proteinas (Schipper et al., 1997).

1.5.3. Mecanismo de adesdo das nanoparticulas com propriedades
mucoadesivas

A figura 8 sumariza o mecanismo de adesdo que ocorre as SLN com
propriedades mucoadesivas. Ocorre interacdo eletrostatica ou formacdo de pontes de
hidrogénio entre as cadeias da camada mucosa com as cadeias poliméricas que revestem
as particulas, o que promove a “fixacao” destas particulas na mucosa. Como as SLN
permitem uma libertacdo prolongada, efetua-se a libertacdo do farmaco a partir das SLN
aderidas, fazendo com que maior quantidade de farmaco seja posteriormente absorvido

diretamente no seu local de absorcéo.
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Figura 8. llustracdo esquematica das propriedades mucoadesivas das nanoparticulas
lipidicas revestidas com polimeros de revestimento na parede intestinal. A
mucoadesividade das nanoparticulas a mucosa intestinal permite prolongar o tempo de

residéncia do farmaco diretamente no local de absorcao.
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Capitulo 11
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Descricdo dos materiais e métodos

Neste capitulo serdo descritos todos os métodos e materiais utilizados para o
desenvolvimento e otimizacdo de uma formulacdo de SLN através de um desenho
fatorial 3%, a caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas obtidas, o revestimento

com o alginato de sddio e a avaliacdo da influéncia do pH na fase aquosa interna.

A influéncia na escolha dos agentes tensioativos e do lipideo sélido é uma tarefa
bastante importante no desenvolvimento e producdo de novos sistemas terapéuticos a
base de SLN. Todos os constituintes devem ser quimicamente compativeis e 0s agentes
tensioativos devem ter um EHL étimo que permita estabilizar as interfaces entre a fase
aquosa e lipidica, minimizando a sua tensdo superficial. A escolha correta dos dois
agentes tensioativos (lip6filo e hidrofilo) afetara diretamente a formacéo das particulas.
Desta forma, a lecitina de soja (Lipoid® SPC-3) foi selecionada como agente
tensioativo lipofilo e apresenta um EHL de aproximadamente 7-9, e o poloxamero 407
(Lutrol® LF127) foi selecionado como o agente tensioativo hidrdfilo apresentando um
EHL de aproximadamente 29. O lipideo sélido selecionado foi a trimiristina ou
Dynasan® 114 (triglicerideo microscritalino composto por éster de glicerina e acido

miristico) com um ponto de fusdo de 55-58°C e um EHL de aproximadamente 2.

2.1. Materiais e Reagentes

Tabela 3. Descri¢do dos materiais utilizados no protocolo experimental para a
preparagédo das SLN.

Material

Gobelés de 50,0 mL

Balancga Analitica

Espatula de metal
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Ultra Turrax®T25 ( IKA-Labortechnik, Alemanha)

Agitador magnético

Placa de aquecimento

Micropipetas de 5,0 uL; 1000 uL

Microscapio de fluorescéncia (Eclipse50i Nikon, Japan)

Potenciometro (inoLab pH Level 1)

Tabela 4. Descri¢do dos reagentes utilizados no protocolo experimental para a

preparacdo das SLN.
Reagente Fornecedor
Dynasan® 114 (D114) Sasol GmbH (Witten, Alemanha)
Lipoid® SPC-3 (S PC-3) Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha)
Lutrol®LF127 (LF127) BASF (Ludwigshafen, Alemanha)
Colato de sodio Sigma Aldrich (Madrid, Espanha)
Glicerol Acopharma (Barcelona, Espanha)
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Alginato de sédio VWR (Oeiras, Portugal)
Hidréxido de sédio (NaOH) Acopharma (Barcelona, Espanha)
Acido cloridrico (HCI) Acopharma (Barcelona, Espanha)

Todos os reagentes descritos na Tabela 4 foram usados sem qualquer tratamento
prévio e as solugdes de NaOH e HCI obedeceram as normas indicadas na Farmacopeia
Portuguesa VIII.

2.2. Preparacao das nanoparticulas de lipideos sélidos

O meétodo utilizado para a obtencdo das nanoparticulas foi adaptado de um
método de dupla emulsdo descrito por Garcia-Fuentes (Garcia-Fuentes et al., 2003) e
envolve dois passos (Figura 9). O primeiro passo envolve a adicdo da fase aquosa
interna (1.0 mL) a quente (= 60 °C), a fase oleosa composta por Dynasan® 114,
Lipoid® SPC-3 e glicerol a mesma temperatura (= 60°C). Homogeneizou-se a emulsdo
interna A/O no Ultra Turrax®T25 durante 15 minutos. O segundo passo envolve a
dispersdo da pré-emulsdo A/O através de agitacdo magnética numa fase aquosa externa
gelada contendo Lutrol®LF127 e colato de sédio (0.1%m/m) dissolvidos em agua ultra
pura para permitir a formagdo das SLN. As formulagdes obtidas foram usadas nos

estudos posteriores.
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Figura 9. llustracdo esquemética do método da emulsdo multipla.

47



Desenvolvimento e formulacao de nanoparticulas lipidicas mucoadesivas

2.3. Otimizacao de uma formulagdo de SLN através de um desenho

factorial 3°

No desenvolvimento das SLN foram avaliadas 3 varidveis diferentes e a sua
influéncia nos pardmetros fisico-quimicos das nanoparticulas através de um desenho
fatorial 3° composto por 3 variaveis, cada uma avaliada a 3 niveis. As variaveis
independentes foram as concentragdes de D114, S PC-3 e LF127. As variaveis
dependentes estabelecidas foram o tamanho hidrodinamico das particulas (THP), o
indice de polidispersdo (IDP) e o potencial zeta (PZ). Foram desenvolvidas 11
formulacGes através do desenho fatorial e designadas de SLN1 a SLN11. Para cada
variavel independente, estabeleceu-se trés niveis descritos como minimo (—1), médio
(0) e maximo (+1) (Tabela 5). Estes valores foram escolhidos com base em estudos de
pré-formulacéo e descricdo na literatura. O desenho fatorial foi aplicado com o objetivo
de maximizar a eficacia experimental através de um nimero reduzido de experiéncias.
Os dados foram estatisticamente analisados utilizando o programa STATISTICA 7.0
(Stafsoft, Inc.).

Tabela 5. Descricdo dos niveis de cada variavel independente do desenho fatorial. Os

trés niveis sdo descritos como minimo (—1), médio (0) e maximo (+1).

Variaveis Niveis
independentes Nivel minimo (-1) Nivel médio (0) Nivel maximo (+1)
D114 (m/m%b) 1.00 1.250 1.50
S PC-3 (m/m %) 0.25 0.375 0.50
LF127 (w m/m %) 0.50 1.000 1.50

2.4. Caracterizacdo fisico-quimica

O THP das particulas e o seu IDP foram analisados por dispersdo dinamica da
luz (DLS, Dynamic Light scattering) a 25°C (Malvern Zetasizer Nanoseries). O DLS é
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uma técnica vulgarmente aplicada para a caracterizacdo fisico-quimica de dispersoes
coloidais, e baseia-se no movimento browniano das particulas. Uma particula grande,
move-se mais lentamente, logo o sinal recebido traduzira num tamanho de particula

maior.

As amostras foram diluidas com &agua ultra-pura para a analise ocorrer em
concentracOes aceitaveis. Todas as amostras foram analisadas em triplicado. O PZ
também foi analisado com o mesmo aparelho, uma vez que permite determinar a
mobilidade eletroforética convertendo em potencial elétrico a superficie das particulas.
A medicdo foi efetuada em agua ultra-pura com a condutividade ajustada a -50 puS/cm

com uma solucdo de cloreto de sédio (0.9%m/v).

2.5. Revestimento com o alginato de sodio

O alginato de sddio foi dissolvido numa solucdo aquosa acida com HCI 0.1 M
(pH ajustado a 3.5-4.0) durante a noite atraves de agitacdo magnética a 350 rpm. As
solucdes obtidas foram filtradas por uma membrana de nitrocelulose com um poro de
0.45um para remover possiveis impurezas e agregados. Na etapa de preparacdo, a
solucdo de alginato de sédio substitui a agua na fase aquosa externa. Foram preparadas
4 concentraces distintas (0.25; 0.5; 0.75; e 1.0%m/m), para avaliar qual a concentracdo
ideal que ndo altera abruptamente os parametros iniciais otimizados da formulacédo de

SLN determinados no desenho fatorial.

2.6. Analise da morfologia das nanoparticulas de lipideos solidos

A formulagdo com os parametros otimizados e revestida com o alginato de sodio
foi observada por microscopia de fluorescéncia (Eclipse 50i, Nikon, Japdo). Para além
de possibilitar observar a morfologia e a auséncia de agregados, foi usada para
confirmar a presenca de emulsdo multipla. Desta forma, recorreu-se as propriedades

hidrofilas do corante azul-de-metileno. A fase aquosa interna foi substituida por uma
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solucéo aquosa de azul-de-metileno (5.0 puL de corante + 995 uL de agua ultra-pura). O
corante ird mimetizar um farmaco hidréfilo encapsulado nas SLN e como tal, devera

ficar na fase aquosa interna rodeado pela matriz lipidica.

2.7. Analise da influéncia do pH da fase aquosa interna

A avaliacdo do pH na fase aquosa interna € importante quando se pretende
incorporar farmacos peptidicos e proteicos, uma vez que cada um tem um pH étimo
para realizar e manter a sua atividade biologica. Também pretende-se avaliar a
influéncia que a variacdo do pH tera nos parametros fisico-quimicos das nanoparticulas,
i.e., no THP, IDP e PZ. Desta forma, a fase aquosa interna da SLN otimizada foi
substituida por solu¢bes com pH ajustados a 2, 4, 6, 8 e 10 com HCI 0.1M e NaOH
0.1M.
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Capitulo 111
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Resultados e Discussao dos Resultados

3.1. Desenvolvimento e otimizacao de uma formulacéo de SLN através
do desenho fatorial

Um desenho fatorial 3* foi realizado para analisar o efeito dos niveis das
varidveis independentes nas variaveis dependentes com o objetivo de desenvolver uma

formulacdo 6tima e estavel de SLN.

Tabela 6. Resultados obtidos dos parametros fisico-quimicos analisados para as 11
formulacGes de SLN.

Formulacéo D114 SPC-3 LF127 THP IDP+DP PZ
(m/m%) (m/m%) (m/m%) (nm)xDP (mV)

SLN1 1.5 0.25 0.5 690.2+3.56 0.786+0.148 -0.26
SLN2 1.0 0.25 0.5 167.8+7.21 0.333+0.013 -1.51
SLN3 15 0.5 0.5 256.5£8.70 0.648+0.004 -1.52
SLN4 1.0 0.5 0.5 158.6+2.05 0.188+0.001 -0.93
SLN5 1.5 0.25 1.5 215.5+3.82 0.486+0.006 -0.88
SLNG6 1.0 0.25 1.5 128.9+2.05 0.171+0.019 -0.60
SLN7 15 0.5 1.5 233.9£13.65 0.496+0.07 -0.23
SLN8 1.0 0.5 1.5 168.7+4.38 0.348+0.018 -1.68
SLN9 1.25 0.375 1.0 246.1+5.94 0.484+0.002 -1.42
SLN10 1.25 0.375 1.0 177.2¢2.97 0.325+0.017 -0.74
SLN11 1.25 0.375 1.0 176.8+0.35 0.310+0.012 -1.13

Os parametros analisados, i.e., as variaveis dependentes como o THP, IDP e PZ

para as 11 formulacbes de SLN desenvolvidas estdo descritos na Tabela 6. O THP
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variou entre 128.9+2.05 nm (SLN 6) e 690.2+3.56 nm (SLN 1), enquanto o IDP variou
entre 0.171+0.019 (SLN 6) e 0.786+0.148 (SLN 1). Como esperado, 0 PZ nédo variou
muito e manteve-se ligeiramente negativo. Isto deve-se ao facto de os materiais usados
serem de natureza ndo-ionica. Este pardmetro é muito importante para garantir a
estabilidade da emulsdo maultipla, assim como para as suas propriedades mucoadesivas,
levando a um maior tempo de residéncia do farmaco no local de absorcdo ou agdo. Para
uma formulacéo 6tima, os parametros avaliados como o THP e IDP devem ser menores

quanto possiveis, independentemente da via de administracao.

o 1‘3379321
Mm co
2 3»‘392092

(A) (B)

Figura 10. Gréfico de Pareto dos parametros analisados para o0 THP (A) e para o IDP

(B).

Tabela 7. Andlise estatistica pelo teste ANOVA para o THP e IDP com os respetivos
valores de F e p.

Variaveis THD IDP
dependentes

Fatores avaliados e Valor de F Valor de p Valor de F Valor de p

interacgdes
(1) D114 10.10289 0.033583 31.58426 0.004928
(2) SPC-3 2.50809 0.188435 0.15374 0.714984
(3) LF127 4.69067 0.096262 3.43831 0.137309
1 por 2 3.36956 0.140307 0.42705 0.549103
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1 por 3 3.71978 0.126007 3.37799 0.139934
2 por3 4.25547 0.108099 3.68493 0.127328
Total 240795.1 10 31.58426 0.004928

Uma andlise da variancia através de um teste ANOVA foi realizada para as 3
varidveis. De acordo com a Figura 10A, relativamente ao THP, o Unico fator que
revelou-se estatisticamente significativo foi a concentracdo de lipideo solido (valor de p
<0.05; 0.033583, Tabela 7). As restantes variaveis, i.e., as concentragdes de S PC-3 e
LF127, assim como as interacGes entre elas ndo foram estatisticamente significativas
(valor de p >0.05). Os mesmos resultados foram encontrados na avaliacdo das variaveis
dependentes no IDP (valor de p <0.05; 0.004928, Tabela 7 e Figura 10B). A
concentracdo de lipideo sdlido foi a Unica variavel independente a afetar o IDP. Estes
resultados sugerem que elevadas quantidades de lipideo solido afeta a estabilidade da
emulsdo multipla, devido a um aumento da viscosidade do sistema que aumenta a
tensdo a superficie das particulas. Como resultado, podera ocorrer fendmenos de
aglomeragéo e sedimentacéo, originando THP mais elevados. De acordo com Schubert
and Muller-Goymann (2003), o aumento no THP deve-se a reducdo do fluxo de difusdo
de moléculas de soluto através da fase aquosa externa que por sua vez, origina um
aumento na viscosidade da fase lipidica. Para além disso, a concentracdo de lipideo
solido estabelece uma relacdo e balanco entre as fases aquosas interna e externa,
relevando ser um importante parametro a controlar. De acordo com Harms and Muller-
Goymann (2011), o comportamento cristalino das matrizes lipidicas depende fortemente
na composicao qualitativa e quantitativa do lipideo e agentes tensioativos usados. Por
isso, um aumento na concentracdo de lipideo requer um aumento do agente tensioativo
usado, o que pode levar consequentemente a um excesso de agente tensioativo na fase
aquosa externa seguido de formacdo de outras nanoestruturas, como micelas. A
presenca destas nanoestruturas, afeta diretamente o IDP, uma vez que as micelas por
norma tém THP de 10 a 100 nm e o THP das formulag6es s&o superiores (> 100 nm).
Isto explica também os resultados encontrados nos graficos de Pareto (Figura 10) e nos
gréaficos de superficie de resposta (Figuras 11 e 12), demonstrando que a concentragdo

de lipideo solido afeta ambos os parametros, THD e IDP.
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Figura 11. Gréfico de superficie de resposta do THP: (A) efeito da concentracdo de
D114 vs concentracdo de S PC-3 e (B) efeito da concentragdo de D114 vs concentragao
de LF127.
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Figura 12. Gréfico de superficie de resposta do IDP: (A) efeito da concentracdo de
D114 vs concentracdo de S PC-3 e (B) efeito da concentracdo de D114 vs concentracédo
de LF127.

Uma vez que ambos os parametros sdo limitantes no desenvolvimento e
producdo de SLN, o objetivo do desenho fatorial foi encontrar uma formulagéo 6tima,
i.e., como os parametros fisico-quimicos mais adequados para a incorporacdo de

farmacos hidroéfilos.

Desta forma, a formulacdo considerada O0tima é composta por 1%(m/m) de
D114, 0.25%(m/m) de S PC-3 e 1.5%(m/m) LF127. Em suma, a formulagéo designada

como SLN 6 foi a selecionada.
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3.2. Revestimento das SLN com o alginato de sddio

O uso do alginato de sodio como agente de revestimento é bastante comum para
a via oral, uma vez que prolonga o tempo de residéncia na mucosa TGI, levando
consequentemente a uma maior capacidade de absorcdo. Esta propriedade deve-se a
capacidade do polimero interagir com o muco e desta forma, aumentar a
mucoadesividade das particulas. Este polimero foi usado com o objetivo de aumentar o
baixo PZ apresentado pela formulacdo SLN6 (-0.60 mV). Segundo os resultados
apresentados na Figura 13, todas as concentracdes de alginato de sodio testadas foram
eficazes no aumento do PZ, sendo o aumento mais significativo na concentracdo de
0.75%(m/m). Desta forma, pode deduzir-se que o polimero foi eficientemente absorvido
na superficie das SLN ja que aumentou de -1.59 para -7 mV. O aumento do PZ
demonstrou ndo ser dependente da concentracdo de polimero usado, uma vez que o
valor de PZ da concentracdo de 0.75%(m/m) foi superior ao da concentracdo de
1.0%(m/m). Este fendbmeno pode dever-se ao facto de ocorrer uma saturacdo de
moléculas de alginato de sddio a superficie das particulas, levando a um completo

revestimento.

THP - IDP 10% |
600 + 0.6

L = 4 |
e . L P T
200 + + 02
100 7 rol 0%
0 i i 0
Sem 025%  0.50% 075%  1.0%
@) revestimento

Figura 13. Resultados dos parametros fisico-quimicos avaliados apds revestimento com
as 4 concentragdes de alginato de sodio testadas e sem revestimento: (A) THP e IDP e
(B) PZ.
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Contudo, os restantes parametros fisico-quimicos de todas as formulacdes
aumentaram, i.e. 0 THP e o IDP. O aumento mais significativo foi na formulacdo com a
concentracdo de 0.5%(m/m) de alginato de sédio. Isto pode ser explicado baseado num
aumento da viscosidade dos sistemas, que pode levar a difusdo da fase aquosa interna
para a fase aquosa externa e vice-versa. Com base nos resultados obtidos, a
concentracdo de alginato de sodio escolhida foi a de 0.75%(m/m), uma vez que
apresentou o valor mais elevado de PZ, com valores adequados de THP e IDP. Sendo
assim, a SLN6 apresenta um THP de 340.40+32.98 nm, um IDP de 0.45+0.01 e um PZ
de -7.00+1.90 mV.

3.3. Analise da morfologia das SLN e verificacdo da existéncia de
emulsdo maltipla

Para a anélise da presenca de emulsdo multipla nas SLN produzidas, recorreu-se
ao uso de um corante hidrofilo como o azul-de-metileno. O corante foi adicionado a
fase aquosa interna da multipla emulsdo aquando do processo de producdo, para que
desta forma, mimetize um farmaco com as mesmas caracteristicas hidrofilas. A Figura
14 permite visualizar uma fase interna azulada rodeada pela matriz lipidica. Isto
comprova a existéncia de uma emulsdo A/O/A. Para além disso, esta técnica permitiu
visualizar a forma esférica das particulas, assim como a aparente homogeneidade do
THD e a auséncia de aglomerados. Estes resultados confirmam a presenca de uma

emulsdo A/O/A e também os bons parametros fisico-quimicos ja reportados.
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Figura 14. Imagem das SLN revestidas com alginato de sodio através de microscopia
de fluorescéncia (100x). Na imagem € possivel verificar que o interior das goticulas é

azulado, indicando que o corante azul-de-metileno foi eficazmente encapsulado.

3.4. Avaliacao da influéncia do pH da fase aquosa interna

O pH é um parametro bastante importante que influencia a estabilidade e
funcionalidade das SLN. Este sistema ndo sé é Gtil para a incorporacdo de moléculas
hidréfilas, mas como para péptidos e proteinas com essas mesmas propriedades. Como
tal, o pH da fase onde estara o farmaco/proteina devera assegurar a atividade bioldgica
do mesmo, i.e., ndo devera desnaturar ou de alguma forma inativar a sua acdo
fisiolégica. Por este motivo, realizou-se o estudo da influéncia de varios valores de pH
na fase aquosa interna, uma vez que a forca ionica é fortemente dependente do pH e

pode levar a agregacao das particulas (Zimmermann and Muller, 2001).

Todas as formulagdes revelaram-se macroscopicamente estaveis para realizar o
estudo. De acordo com os resultados representados na Tabela 8, pode-se verificar que o
pH 2 revelou afetar fortemente o THP. O THP passou de alguns nanometros
(340.40+32.98 nm) para micrometros (1621+217.1nm). As restantes formulagdes (pH 4,
6, 8 e 10) apresentaram um ligeiro aumento no THP e no IDP para os valores de pH
testados, contudo permaneceram na zona nano. De acordo com o estudo de Schwarz and
Mehnert (1999), a diminui¢do do valor de pH pode levar a um aumento da protonacéo
dos grupos funcionais a superficie da particula. Também a diminui¢do do pH pode levar
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a um aumento da concentracdo de eletrolitos, que pode causar uma compressao na
camada de difusdo das particulas, assim como uma repulsdo eletrostatica e
consequentemente destabilizagcdo das SLN. Os resultados sugerem que o pH baixo na
fase aquosa interna pode destabilizar as SLN. Contudo, o pH entre 4 e 10, pode ser
usado para incorporar peptidos ou proteinas sem que as propriedades fisico-quimicas
das SLN sejam significativamente afetadas. O PZ, que é o principal fator afetado pela
variacdo do pH oscilou entre -6.38 to -9.59 mV. O pH final das formulac¢des foi também

medido e apresentou um valor em torno dos 6-6.5.

Tabela 8. Avaliacéo da influéncia da variacdo do pH da fase aquosa interna nos

pardmetros fisico-quimicos, i.e., THP (nm), IDP e PZ (mV).

pH (fase aquosa THP (nm)+DP IDP+DP PZ (mV)
interna)
2 1621+217.1 0.388+0.260 -9.52
4 709.5£20.73 0.580+0.151 -8.63
6 614.6+126.7 0.799+0.191 -9.59
8 517.9+144.3 0.639+0.041 -6.38
10 491+65.62 0.614+0.061 -7.61
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Concluséo geral

O desenho fatorial aplicado permitiu formular e otimizar com sucesso
formulacBes de SLN com parametros fisico-quimicos satisfatorios, recorrendo a um
ndmero minimo de experiéncias. A influéncia das variaveis independentes (i.e.,
concentracdes de lipideo solido, agente tensioativo hidrofilo e lipofilo) no THP, IDP e
PZ foi avaliado por analise estatistica. Verificou-se que o THP e o IDP das particulas
produzidas sdo fortemente dependentes da concentracdo de lipideo solido que traduz a
tendéncia da coalescéncia de fases na presenca de elevadas concentracdes de lipideo
solido. A formulacdo considerada como otimizada para os restantes estudos foi a SLN6,
composta por 1.0%(m/m) de D114, 0.25%(m/m) de S PC-3 e 1.5%(m/m) de LF127.
Esta analise estatistica pode ser usada para desenvolver a mesma tipologia de sistemas,
i.e., SLN baseada em emulsdao mdultipla.

O revestimento das SLN com o alginato de s6dio aumentou o valor de PZ e isso
pode melhorar as capacidades mucoadesivas das particulas em mucosas, como a mucosa

TGI, nasal ou ocular. A concentracdo ideal de alginato de sodio testada foi 0.75%(m/m).

A influéncia do pH da fase aquosa interna revelou-se forte para pH baixo, i.e.,
para valores de pH entre 2-3 o THP resulta em valores micrométricos. Contudo, 0s
parametros fisico-quimicos nos restantes pH testados (4, 6, 8 €10) apenas mostram um
ligeiro aumento do THP e IDP.

Os resultados sugerem que o uso de SLN baseadas em emulsdo mdaltipla pode
ser uma abordagem promissora para a incorporacao de peptidos e proteinas e farmacos

hidroéfilos.
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