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Resumo

A psoriase é das doencas cutaneas inflamatdrias mais comuns. Esta patologia, apesar de
ndo ser fatal, esta associada a diversas comorbilidades, como as doencas
cardiovasculares, e apresenta um impacto consideravel na qualidade de vida e na

autoimagem dos doentes.

Vérios sdo os farmacos disponiveis como opc¢do terapéutica para o tratamento da
psoriase, mas o seu uso prolongado demonstra beneficios limitados, podendo conduzir a
fendmenos de toxicidade severa. Os 6mega-3 sdo compostos bioativos naturais com
acdo anti-inflamatdéria comprovada, pelo que a utilizacdo destes &cidos gordos

polinsaturados no tratamento da patologia pode ser benéfica.

O desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas para aplicacdo dermatoldgica tem vindo
a ganhar um relevo cada vez maior junto da comunidade cientifica. Este tipo de vetores,
compostos por uma matriz lipidica sdlida, permitem modular a libertacdo das
substancias ativas encapsuladas, protegendo-as eficazmente da degradacdo e
prolongando o efeito e a eficacia terapéuticos. Deve salientar-se ainda a referida
inocuidade destes sistemas, uma vez que sdo constituidos por lipidos semelhantes aos
fisioldgicos, diminuindo a possibilidade de irritacdo da pele e minimizando o risco

toxicoldgico, ao mesmo tempo que promovem a hidratacdo cutanea.

A presente dissertacdo apresenta inicialmente uma revisdo bibliografica dos vetores
lipidicos usados para veicular acidos gordos naturais e respetivo estado da arte, com
especial destaque para as nanoparticulas lipidicas. Adicionalmente, o trabalho apresenta
os beneficios dos 6mega-3 em varias patologias e 0s mecanismos imunoldgicos
subjacentes a psoriase. A pesquisa bibliografica foi efectuada em varias bases de dados,
como PubMed, ScienceDirect, Wiley Online Library ou Google Scholar, utilizando-se
como critério de selecdo trabalhos publicados na area. Na segunda parte, é abordado o
trabalho de desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas lipidicas contendo

Omega-3 e a sua incorporacdo em bases semissolidas.
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Pela técnica da sonicacdo, obtiveram-se particulas com tamanhos nanométricos (entre
163,0 e 176,3 nm), com um bom indice de polidispersdo (entre 0,246 e 0,262) e um
elevado potencial zeta (entre 30,0 e 43,1 mV), prevendo-se uma boa estabilidade das
nanoparticulas lipidicas ao longo do tempo de armazenamento. Foram ainda utilizadas
trés bases semissolidas (pomada hidrdfila de polietilenoglicois, PEGs; gel de
metilcelulose e creme 6leo em &gua, O/A) para a incorporacdo dos vetores lipidicos

nanoestruturados (Nanostructured Lipid Carriers, NLC).

A andlise das caracteristicas reoldgicas, bem como o estudo de estabilidade acelerada,
foram limitados por problemas inerentes as formulagdes desenvolvidas. No entanto, dos
resultados obtidos, a pomada de PEGs parece ser a alternativa mais promissora para
incorporar as dispersdes de NLC, apresentando esta um comportamento pseudoplastico

e com tixotropia.
Do anexo consta o Abstract da comunicagdo submetida e aceite para apresentacéo no 4™
Congress on Innovation in Drug Delivery, que contém parte dos resultados obtidos

neste trabalho.

Palavras-Chave: acidos gordos; émega-3; psoriase; vetores lipidicos; nanoparticulas

lipidicas; nanoparticulas de lipidos solidos; vetores lipidicos nanoestruturados.
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Abstract

Psoriasis is one of the most common inflammatory skin diseases. This pathology,
though not usually life-threatening, is associated with various co-morbidities, such as
cardiovascular disease, and presents a significant impact on the quality of life and the

patients’ self-image.

There are several drugs available as therapeutic options for the treatment of psoriasis,
but their prolonged use offers limited benefits and can lead to severe toxicity. Omega-3
are natural bioactive compounds with proven anti-inflammatory activity. Hence, the use

of these polyunsaturated fatty acids in the treatment of the disease might be beneficial.

The development of lipid nanoparticles for dermal application is an area of increasing
interest for the scientific community. This type of vectors, with a solid lipid core matrix,
allow for the sustained release of the encapsulated active substance, protecting it from
degradation, prolonging the therapeutic effectiveness. Moreover, the safety of these
systems should be noted, since they are composed of lipids similar to the physiological
ones, thus minimizing skin irritation and associated toxicity risk, while promoting skin

moisture and hydration.

This dissertation presents, initially, a literature review of the lipid vectors used as
carriers for natural fatty acids and respective state of the art, with a special emphasis on
lipid nanoparticles. Additionally, the benefits of omega-3 in various pathologies are also
discussed, as well as the immunological mechanisms underlying psoriasis. The
bibliographical research was done in several databases, including PubMed,
ScienceDirect, Wiley Online Library or Google Scholar, using as a criterion selection
papers published in the area. In the second part of the dissertation, experimental work
on development and characterization of lipid nanoparticles containing omega-3 and its

incorporation in semisolid bases, is addressed.
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Using the sonication technique, it was possible to obtain particles with nanometric sizes
(between 163,0 and 176,3 nm), a good polydispersity index (between 0,246 and 0,262)
and zeta potential (between 30,0 and 43,1 mV), foreseeing a good stability of the lipid
nanoparticles throughout the storage time. Three different semisolid bases (hydrophilic
ointment of polyethylene glycols, PEGs; methycellulose hydrogel and water-in-oil
cream, O/W) were used, in order to allow the incorporation of nanostructured lipid
carriers (NLC).

Analysis of the rheological characteristics, as well as the accelerated stability study of
semisolid bases, were limited by problems inherent to the formulations developed.
However, the results obtained, seem to indicate that the hydrophilic ointment of PEGs is
the most promising alternative to incorporate the NLC dispersions. This semisolid base

presents pseudoplastic behavior and thixotropy.
The appendix comprises the Abstract of the communication submitted and accepted for
the 4" Congress on Innovation in Drug Delivery, which contains part of the results that

were obtained in the experimental work.

Keywords: fatty acids; omega-3; psoriasis; lipid vectors; lipid nanoparticles;

nanostructured lipid carriers; solid lipid nanoparticles.
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Introducéao

Os &cidos gordos sdo compostos organicos simples, formados por carbono, hidrogénio e
oxigénio. No contexto de uma alimentacdo saudavel, as gorduras provenientes de
diferentes alimentos sdo essenciais a0 bom funcionamento do organismo e, quando
consumidas nas propor¢des recomendadas, ndo excedendo os 30% do valor energético
diario, sdo bem toleradas e tém diversos efeitos benéficos, sendo de destacar os acidos
gordos polinsaturados da série Omega-3 (AG n-3), nomeadamente o0 4cido
docosahexaenoico (DHA) e o acido eicosapentaendico (EPA) (Direccdo-Geral da
Saude, 2016).

Os acidos gordos polinsaturados atuam beneficamente em varias doencas, incluindo a
psoriase. A psoriase € uma doenca de etiologia multifatorial, com predisposicao
genética, sendo classificada como inflamatdria, recorrente e de evolucdo cronica (Solis
etal., 2014).

A base imunoldgica subjacente a esta patologia prende-se com uma desregulacdo dos
linfécitos T (Rahman et al.,, 2013). A ativacdo destas células produz grandes
quantidades de acido araquidénico (AA), o que por sua vez, conduz a formacdo de
diversos mediadores pro-inflamatérios, como prostaglandinas, leucotrienos, citocinas e
moléculas de adesdo, contribuindo para a hiperproliferacdo anormal de queratindcitos
caracteristica da doenca. A administracdo de Omega-3 resulta na inibicdo dos
mediadores pré-inflamatérios e, a sua metabolizacdo, permite uma diminui¢cdo do
processo inflamatdrio, bem como uma melhor resolugdo das lesdes da pele (Rahman et
al., 2013).

A absorcdo oral e topica dos AG n-3 representa um desafio, motivando o0s
investigadores para o desenvolvimento de novas abordagens tecnoldgicas em alternativa
aos sistemas terapéuticos convencionais. Os vetores lipidicos, como os lipossomas, as
micro e nanoemulsfes ou as nanoparticulas lipidicas, sdo exemplos dessas novas
abordagens, permitindo aumentar a estabilidade e a eficacia dos compostos (Rahman et
al., 2013).
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A presente dissertacdo teve como objetivo conhecer o estado da arte relativo ao uso de
vetores lipidicos na veiculacdo de &cidos gordos naturais, assim como proceder a
preparacdo laboratorial e caracterizagdo de uma formulacdo contendo nanoparticulas
lipidicas com dmega-3 e sua posterior veiculacdo em bases semissélidas, com o intuito

de aplicagdo tdpica para potencial tratamento da psoriase.

O sucesso de uma formulacdo depende da selecdo criteriosa dos excipientes. As
incompatibilidades entre a substancia ativa e os excipientes podem modificar a sua
estabilidade e biodisponibilidade. Neste contexto, recorreu-se a analise da miscibilidade
lipido sélido/lipido liquido e ao método da calorimetria de varrimento diferencial (DSC)
para detetar possiveis interacfes, bem como para escolher o lipido sélido e respetiva
concentracdo. As nanoparticulas lipidicas foram posteriormente produzidas recorrendo-

se as técnicas da homogeneizacgdo a alta pressdo (HPH) e dos ultrassons.

O estado da arte baseou-se na pesquisa e analise de artigos cientificos publicados em
diferentes bases de dados, como Pubmed, Science Direct, Wiley Online Library e
Google Scholar, e de livros especificos da area. As palavras-chave utilizadas durante a
pesquisa foram: “fatty acids”, “omega-3”, ‘“psoriasis”, “lipid vectors”, “lipid
nanoparticles”, “nanostructured lipid carriers”, “solid lipid nanoparticles”. A pesquisa
realizou-se no espago temporal compreendido entre 1980 e 2016, sendo este reduzido

aos ultimos 10 anos para apresentar os resultados dos estudos experimentais.
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I. Acidos gordos naturais

1. Classificacao dos acidos gordos

Os acidos gordos (Figura 1) representam um amplo grupo de compostos organicos
formados por uma estrutura basica de atomos de carbono, dispostos em cadeia, aos
quais se ligam atomos de hidrogénio. Num dos extremos da cadeia hidrogenocarbonada
alifatica encontra-se um grupo acido ou carboxilico (HO-C=0) e, no outro, localiza-se
um grupo metilo (CHa) (Fink e Mikesky, 2015).

ﬁtﬂrr'!ﬂs de carbono
| | O
MWJJ\DH

Grupo carboxilico

Figura 1: Estrutura basica de um &cido gordo (adaptado de Garcia, 2016).

Estes compostos organicos podem ocorrer na natureza como substancias livres ou
esterificadas. Contudo, raramente sdo encontrados na sua forma livre, verificando-se
que, na maioria das vezes, tendem a ser parte integrante de estruturas moleculares
lipidicas mais complexas. Com efeito, grande percentagem dos &cidos gordos naturais
encontra-se esterificada com o glicerol, dando origem aos triglicerideos, os quais
representam cerca de 95% dos lipidos existentes no organismo humano (Vianni e Braz-
Filho, 1996; Stoker, 2012).

Os acidos gordos podem ser classificados de diferentes maneiras, de acordo com 0s
seguintes parametros: comprimento da cadeia hidrogenocarbonada, nivel de saturacao,
tipo de configuracéo (cis ou trans) e, ainda, mediante a capacidade de o corpo sintetizar
ou ndo determinado acido gordo (Manore et al., 2009; Roth, 2011).
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1.1. Comprimento da cadeia carbonada

Quanto ao comprimento da cadeia carbonada, geralmente considera-se que, se 0s &cidos
gordos contém menos de 6 carbonos, sdo designados de &cidos gordos de cadeia curta
(SCFAs). Os acidos gordos de cadeia média (MCFAS) possuem entre 6 a 12 4&tomos de

carbono e os de cadeia longa (LCFAS) sdo constituidos por 14 ou mais carbonos.

O comprimento da cadeia carbonada influencia 0 modo como os &cidos gordos sdo
digeridos, transportados, metabolizados e usados pelo corpo, sendo que nos SCFAs e
nos MCFAs, os processos de digestdo e transporte ocorrem mais rapidamente

comparativamente aos LCFAs (Manore et al., 2009).

Com muito pouca frequéncia verifica-se a presenca de SCFAs nas vérias fontes
alimentares, sendo a excecao o acido butirico, o qual pode ser encontrado na gordura do
leite (Fink e Mikesky, 2015).

1.2. Nivel de saturacéo

Relativamente ao nivel de saturagdo, se todas as ligacGes entre os atomos de carbono
que constituem a cadeia hidrogenocarbonada séo ligacdes simples (C-C), o &cido gordo

¢ classificado como saturado.

Por outro lado, se existir entre os dtomos de carbono uma ou mais ligagdes duplas
(C=C), a cadeia ndo se encontra saturada com os atomos de hidrogénio, sendo
designados por acidos gordos insaturados. Um &cido gordo insaturado com uma Unica
ligacdo dupla é classificado como acido gordo monoinsaturado (MUFA), ao passo que
se tiver duas ou mais ligacGes duplas € designado como &cido gordo polinsaturado
(PUFA).

Os &cidos gordos sdo incorporados no organismo de acordo com o grau de insaturacéo.
Os MUFAs, mais soluveis na fase aquosa do meio intestinal, sdo absorvidos mais
facilmente na forma livre; os PUFAs sdo incorporados preferencialmente nos

fosfolipidos e os AG saturados sao incluidos nos triglicerideos (Nelson e Cox, 2005).
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Existem dois sistemas numéricos para denotar a posicao relativa das liga¢cGes duplas nos
acidos gordos insaturados: o sistema delta e o sistema 6dmega. O sistema delta (A) é
definido por trés critérios — o numero de carbonos, 0 nimero de ligacGes duplas e a
posicdo dessas ligacbes. O carbono do grupo carboxilico € marcado como o carbono
namero 1, sendo o ndmero e a posicdo das ligacdes duplas contadas a partir deste
extremo. Por exemplo, o &cido a-linolénico tem, neste sistema, a seguinte notacdo: 18:3:
A%1215 (Figura 2a) (Small, 2000; Pelley, 2011; Stoker, 2012).

a
) 15 12 9 1
b) Sistema A: 18:3:A%1%15

1 3

=

H,C COCH
3{0*\/—\/’—\»/—\#—"‘\/\/”\/

Sistema ®: 18:303

Figura 2: Representagdo da classificacdo do acido a-linolénico nos sistemas delta e 6mega

(adaptado de Micronutrient Information Center da Oregon State University, 2016).

No sistema 0mega (), especifica-se o nimero de carbonos, o nimero de ligacdes
duplas e a posicdo da primeira ligacdo dupla relativamente ao carbono do extremo
metilo da cadeia, sendo este designado por carbono me assinalado como o carbono
namero 1 (Pelley, 2011). Convencionalmente, o simbolo ® pode ser substituido pela
letra “n-*“ (Zacharias, 2012). O mesmo exemplo do &cido gordo supracitado, o &cido a-
linolénico, no sistema émega pode ser representado como: 18:3w3 (Figura 2b) (Small,
2000).

E de realcar trés familias de &cidos gordos denominadas de acordo com esta
classificagdo: 0s 6mega-3, os 6mega-6 e os 6mega-9 (Fink e Mikesky, 2015). A Tabela

1 apresenta um resumo dos principais acidos gordos n-3, n-6 e n-9.
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Tabela 1: Principais &cidos gordos n-3, n-6 e n-9 (adaptado de Institute of Medicine, 2005).

18:3 Acido a-linolénico 18:2 Acido linoleico 18:1 Acido oleico
(ALA)
20:5 Acido 18:3 Acido y-linolénico 22:1 Acido ertcico
eicosapentaenodico (EPA)
22:5 Acido 20:3 Acido dihomo- y-
docosapentaendico linolénico (DGLA)
22:6 Acido 20:4 Acido araquiddnico
docosahexaendico (DHA) (AA)
22:5 Acido

docosapentaendico

1.3. Tipo de configuracéo (cis ou trans)

Os acidos gordos, mais especificamente, os insaturados, podem ainda ser classificados
como cis ou trans. Esta terminologia refere-se ao posicionamento dos atomos de
hidrogénio dispostos em redor da ligacdo dupla do acido gordo, determinando,

consequentemente, o tipo de configuracao.

Na configuracdo cis, os hidrogénios em redor da ligacdo dupla encontram-se do mesmo
lado da cadeia carbonada, resultando numa repulsdo eletrostatica entre os atomos e,
consequentemente, uma torcdo na cadeia. Na configuracdo trans, os atomos de
hidrogénio em torno da ligacéo dupla situam-se em lados opostos da cadeia e, como tal,

0 &cido gordo assume uma conformacao mais linear.

A maior parte dos acidos gordos encontrados na natureza estdo na configuracdo cis.
Contudo, hoje em dia, verifica-se que a presenca de acidos gordos trans na dieta € muito
prevalente, devido a um processo designado de hidrogenacdo. A hidrogenacdo consiste
na adicdo de 4tomos de hidrogénio a algumas das ligacbes duplas de um &cido gordo
insaturado, tornando-o mais saturado e fazendo com que este assuma uma conformacéo
mais linear do tipo trans. Os &cidos gordos trans acarretam consequéncias para a saude,

visto que estdo associados, entre outros aspetos, a um aumento dos niveis de colesterol
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LDL e a uma diminuicdo do colesterol HDL, aumentando o risco de doenga coronaria
(Fink e Mikesky, 2015).

1.4. Capacidade de o organismo sintetizar ou néo o acido gordo

Os acidos gordos podem também ser classificados mediante a capacidade de o
organismo ser ou ndo capaz de sintetiza-los. Se um &cido gordo é capaz de ser
sintetizado em quantidades adequadas e, como tal, ndo necessita de ser obtido através de
fontes alimentares, é considerado como ndo essencial. Sdo exemplos os &cidos gordos

saturados ou os 6mega-9 (Fink e Mikesky, 2015).

Se determinado &cido gordo ndo pode ser produzido pelo organismo a partir de outras
substancias, este tem de ser obtido através da dieta ou por suplementagdo, sendo
designado de &cido gordo essencial. Exemplos destes &cidos incluem o acido o-
linolénico (ALA) da familia dos 6mega-3, e 0 acido linoleico, dos 6mega-6 (Fink e
Mikesky, 2015).

Os vegetais de folha, a linhaca, as nozes e seus 06leos estdo entre as fontes alimentares
mais ricas de ALA, sendo o 6leo de canola também um excelente recurso para se obter
este acido gordo. J& o 4&cido linoleico encontra-se presente, sobretudo, em d&leos
vegetais, como o 6leo de milho, soja, girassol, amendoim ou cartamo. Certos tipos de
nozes e sementes, como o0s pinhdes e a castanha-do-brasil, contém, igualmente, um
elevado teor de 4cido linoleico (Manore et al., 2009; USDA National Nutrient Database
for Standard Reference, 2014).

Apesar de, teoricamente, 0s humanos serem capazes de sintetizar a partir dos acidos
gordos a-linolénico e linoleico, por via de uma série de reagOes de insaturagdo e
elongacdo, acidos gordos n-3 e n-6 de cadeia mais longa (tais como, o DHA e 0 EPA),
ou o0 acido araquiddnico (AA), respetivamente, algumas evidéncias sugerem que esta
conversdo € extremamente limitada, pelo que estes &cidos gordos podem ser
classificados como condicionalmente essenciais (Tvrzicka et al., 2011). A dose minima
diaria recomendada de EPA e DHA varia entre 250 e 450 mg/dia, especialmente em
mulheres gravidas ou em idade reprodutiva (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition

and Allergens (NDA), 2010). Podem ser obtidos através do consumo dos denominados
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peixes gordos, como o salm&o ou atum, bem como a partir de éleos de peixe (Tvrzicka
etal., 2011).

2. Funcoes e beneficios gerais dos acidos gordos

Em termos gerais, os acidos gordos essenciais desempenham varias fungdes de extrema
importancia, tais como (Rustan e Drevon, 2005): fornecem energia as células e
funcionam como fonte de reserva energética, sob a forma de tecido adiposo e musculo-
esquelético; sdo componentes estruturais das membranas celulares; providenciam
isolamento térmico e elétrico e protecdo mecanica; funcionam como precursores de
varias moléculas de sinalizacdo celular, como por exemplo, os eicosandides; intervém

na regulacdo genética.

O interesse pelos acidos gordos, especialmente os n-3, procede da descoberta, por parte
de investigadores na década de 80, de que, certas populacdes, como 0s esquimos da
Gronelandia (ou inuites), apresentavam uma menor incidéncia de doencas
cardiovasculares, apesar de terem uma dieta rica em gorduras. Este facto contrasta
marcadamente com aquilo que se verifica nas populacdes ocidentais, as quais
demonstram uma correlacdo entre uma dieta rica em gorduras e a ocorréncia de eventos
cardiacos (Stoker, 2012). A prevaléncia de outras patologias de cariz inflamatorio e

autoimune era, igualmente, muito baixa nos inuites (Kromann e Green, 1980).

2.1. Mecanismos de ac¢do anti-inflamatdria dos 6mega-3

Na base da relacdo entre os acidos gordos polinsaturados e a inflamagdo encontram-se
0s eicosanoides. Os eicosanoides podem ser considerados como mediadores bioativos,
com um papel crucial na sinalizagdo celular, influenciado as respostas imunes e
inflamatdrias. S8o moléculas produzidas a partir de acidos gordos polinsaturados de 20
carbonos, provenientes dos fosfolipidos das membranas celulares ou da corrente
sanguinea. O processo de sintese ocorre no figado, apos estimulacdo por hormonas,
citocinas ou outros elementos, e depende, principalmente, de trés familias de enzimas:
as cicloxigenases (COX), as lipoxigenases (LOX) e o citocromo P450 (CYP450) (Insel,
2013; Micronutrient Information Center da Oregon State University, 2016).
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Em resposta a um processo inflamatorio, o AA ¢é libertado das membranas celulares,
através da ativacédo da fosfolipase Az, atuando como substrato da COX e da 5-LOX para
a producdo de eicosandides. O AA origina eicosanoides altamente pré-inflamatorios e
pro-agregantes, tais como a prostaglandina (PG) E2, o tromboxano (TX) A2 ou o

leucotrieno (LT) B4 (Fetterman Jr. e Zdanowicz, 2009).

Um consumo elevado de DHA e EPA conduz a uma substituicdo de AA por acidos
gordos n-3 na camada fosfolipidica das células, reduzindo a quantidade de AA
disponivel para ser incorporado e libertado da membrana celular e ser usado como
substrato para a sintese de eicosanoides pré-inflamatorios (Calder, 2012; Solis et al.,
2014).

Por outro lado, sendo o EPA estruturalmente similar ao AA, atua como um competidor
inibitorio do acido araquidonico no processo de conversdo pelas enzimas, tornando-se o
substrato preferencial da COX e 5-LOX e bloqueando o metabolismo do AA. Os
produtos de conversdo do EPA, como o TXAs, as PG Iz e Es e 0 LTBs sdo, quando
comparados com 0s eicosanodides resultantes da conversao do AA, muito menos
potentes na estimulagéo da inflamacao (Figura 3). O DHA tem igualmente a capacidade
de interferir no metabolismo do AA (Fetterman Jr. e Zdanowicz, 2009; Siriwardhana et
al., 2012; Calder, 2012).

A ’ — PGE

Altamente
Por ac3o da COX e da 5-LOX inflamatérios
PGEs
EPA TXAs
LTBs Menos

inflamatdrios

Figura 3: Tipos de eicosandides derivados do AA e do EPA (adaptado de Siriwardhana et al.,
2012).
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A metabolizacdo do DHA e do EPA conduz ainda & formacdo de mediadores que
apresentam significativas propriedades anti-inflamatérias, nomeadamente as resolvinas
e as protetinas (Figura 4) (Calder; 2006; Calder, 2012).

Maior consumo de EPA ou DHA

membranas celulares .~ membranas celulares

_',IJ
-

Incorporacio de AA nas @ - — EPA ou DHA nas

A livre EPA livre DHA livre
Elcos-anmdes Eicosandides com menor Resolvinas  protetinas Resolvinas da
poténcia inflamatdria \Ea série E série D .

Mediadores inflamatdrios . - .. ..
Mediadores com agdo anti-inflamatéria

Figura 4: Mecanismos de acdo anti-inflamatdria dos 6mega-3 (adaptado de Calder, 2006).

De acordo com a informacdo anteriormente mencionada, os eicosandides podem ter
efeitos fisioldgicos contrarios, dependendo se sdo provenientes de acidos gordos n-3 ou
n-6 (Insel, 2013). Os eicosanoides derivados dos 6mega-3 tém, geralmente, acdo anti-
inflamatoria, antitrombatica, antiarritmica e vasodilatadora e, os eicosandides derivados
dos Omega-6, tendem a ser pré-inflamatérios e pro-trombéticos. Os dois tipos

competem pelas mesmas vias metabolicas (Brayfield, 2014).

As diferencas nos processos de conversdo permitem ainda explicar a maior incidéncia
de doencas cardiovasculares, inflamatdrias, autoimunes ou oncologicas nas populagdes
ocidentais em comparagdo com 0s inuites, dado que, enquanto a dieta dos esquimos é
rica em &cidos gordos 6mega-3 (menor razdo 6mega-6/6mega-3), originando derivados
com efeitos supressivos, a dieta das populacfes ocidentais é excessiva em &cidos gordos
Omega-6 e deficiente em Omega-3 (elevada proporcdo Omega-6/0mega-3), 0 que
promove a patogénese de muitas das patologias referidas (Stoker, 2012; Simopoulos,
2012).
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2.2. Doencas cardiovasculares

Os acidos gordos n-3, sobretudo os de cadeia longa EPA e DHA, parecem ter efeitos
benéficos na diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares. Apesar do mecanismo
dos efeitos protetores potenciados pelos PUFAs n-3 ndo estar ainda completamente
esclarecido, parece compreender uma melhoria do perfil lipidico, bem como uma
reducdo da inflamag&o vascular e da agregacdo plaquetéria (Fetterman Jr. e Zdanowicz,
2009; Calder, 2012).

A diminuicdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos resulta, por exemplo, do aumento
da clearance de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) na circulacdo
sanguinea ou da reducdo da atividade das enzimas hepéticas intervenientes na sintese de
triglicerideos (Backes et al., 2016). A diminuicdo de triglicerideos é linearmente
dependente da dose. Contudo, verificam-se variagfes interindividuais importantes,
havendo uma reducdo mais proeminente em individuos com niveis iniciais de

triglicerideos mais elevados (Mozaffarian e Wu, 2011).

Atraveés da inibicdo da sintese do TXA:z nas plaquetas, os &cidos gordos n-3 tém acdo
antitrombdtica, diminuindo o risco de formacdo de trombos, os quais podem resultar em

episodio de enfarte do miocardio (Mason, 2011; Mozaffarian e Wu, 2011).

A nivel da vasculatura endotelial, esta reportado uma melhoria da sua funcéo, resultante
da inibicdo dos canais de célcio e da diminuicdo da proliferacdo de células musculares
lisas (Hirafuji et al., 2003; Kromhout, 2012). Adicionalmente, estd documentada uma
modesta diminuicdo na presséo arterial, devida, sobretudo, a producao de 6xido nitrico,
um potente vasodilatador (Mozaffarian e Wu, 2011; Kromhout, 2012). Para além destes
principais efeitos, os 6mega-3 parecem promover, igualmente, a redugdo de arritmias e

da formacdo de placa aterosclerotica (Mozaffarian e Wu, 2011).

Vérios estudos demonstraram a eficacia dos PUFAs na reducdo de eventos
cardiovasculares (Barrett, 2013; Brayfield, 2014). A ingestdo de acidos gordos émega-
3, procedente de peixe ou de suplementos, parece estar associada a uma reducdo da
mortalidade por doenca coronaria, incluindo o enfarte agudo do miocardio e a morte
stbita cardiaca (Mozaffarian e Wu, 2011; Kromhout, 2012; Greene et al., 2016).

11
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Contudo, é importante sublinhar que, apesar dos resultados, existem ainda discrepancias
sobre os efeitos destes acidos gordos na prevencdo do risco cardiovascular, com varias
publicacGes a questionar os beneficios anteriormente constatados (Enns et al., 2014;
Mohebi-Nejad e Bikdeli, 2014). A inconsisténcia nos resultados dos estudos pode ser
influenciada por aspetos como a etnia, 0 uso de medicacéo, a presenga de contaminantes
ou a origem dos &cidos gordos (Barrett, 2013).

2.3. Doencas inflamatdrias e autoimunes

Foram relatados efeitos benéficos na sintomatologia da artrite reumatdide e, em alguns
estudos, 0s Omega-3 ajudaram mesmo a diminuir a dose de anti-inflamatdrios
(Fetterman Jr. e Zdanowicz, 2009; Lee et al., 2012). Uma revisdo sistémica de 23
ensaios clinicos, nos quais se pretendia averiguar a suplementacdo de 6mega-3 em
doentes com artrite reumatdide, permitiu concluir que, uma suplementacdo diaria de
aproximadamente 3g/dia de PUFAs n-3, conduziu a melhorias, ainda que modestas, em
alguns dos sintomas clinicos da doenca, tais como dores articulares, inflamacdo e
rigidez matinal (Miles e Calder, 2012).

Outras patologias inflamatdrias e autoimunes que podem beneficiar do uso de 6mega-3

incluem a psoriase, a asma, a colite ulcerosa e a doenga de Crohn (Insel et al., 2013).

2.4. Neoplasias e caquexia

Uma das areas de maior interesse para o uso potencial de acidos gordos n-3 € a do
cancro e a caquexia (Fetterman Jr. e Zdanowicz, 2009). Em culturas celulares de
tumores humanos do célon (linhas HT-29, HCT116 e SW480) e do esofago (linha TE-
1), a suplementagdo com PUFAs n-3 permitiu a inducdo da apoptose e a inibi¢do da
proliferacdo (Sun et al., 2013; Kubota et al., 2013). Adicionalmente, esta demonstrado
que o DHA e o EPA permitem aumentar a eficacia de agentes quimioterapicos
comummente usados nas neoplasias, tal como o docetaxel no caso do cancro da mama
(Chauvin et al., 2016).

12
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A caquexia pode ser caracterizada como uma sindrome complexa e multifatorial,
acompanhada de anorexia, atrofia muscular e perda de peso, acometendo
frequentemente individuos com cancro ou com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA). A presenca desta sindrome € indicativa de um prognostico
desfavoravel, complicando o esquema terapéutico e aumentando a sua eventual

toxicidade (Fetterman Jr. e Zdanowicz, 2009).

Em alguns estudos, a suplementacdo com AG dmega-3 permitiu restabelecer o apetite,
moderou a perda de peso, aumentou a massa muscular e melhorou a qualidade de vida
(Sénchez-Lara et al., 2014; Silva et al., 2015). Noutros estudos ndo foram encontrados
beneficios significativos (Mazzotta e Jeney, 2009; Ries et al., 2012).

2.5. Transtornos neuroldgicos e psiquiatricos

Alguns estudos tém associado um elevado consumo de peixe a um menor risco de
diminuigéo da fungéo cognitiva e da doencga de Alzheimer (Raji et al., 2014; Morris et
al., 2016). Nesta area, a pesquisa tem-se centrado nos potenciais efeitos neuroprotetores
dos émega-3 de cadeia longa, uma vez que doentes com Alzheimer apresentam baixos
niveis de DHA no soro e nas membranas celulares neuronais. Os mecanismos
neuroprotetores dos Omega-3 sdo provavelmente multifatoriais, e podem estar
relacionados com uma variedade de efeitos moleculares e celulares ao nivel do sistema

nervoso central (Lim et al., 2005).

Os mecanismos propostos para o efeito protetor no cérebro e sistema vascular incluem a
mitigacdo da inflamagdo, a melhoria do fluxo sanguineo cerebral e uma redugdo da
agregacdo de placas amildides (Fotuhi et al., 2009). Os PUFA n-3 conseguem
igualmente prevenir acumulacfes neuronais de célcio, as quais podem desencadear uma

cascata que, eventualmente, conduz a leséo e morte neuronal (Lim et al., 2005).

A literatura também sugere existir uma relacdo entre deficiéncia em Omega-3 e
problemas de humor. Associados a terapéutica, este tipo de acidos gordos parece
melhorar alguns sintomas da depressdo e aumentar a duracdo da regressdo da doenca
(Pharmacist’s Letter, 2012; Brayfield, 2014).

13
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Il. Psoriase

A psoriase € uma doenga cronica inflamatoria autoimune que afeta aproximadamente 2
a 3% da populacdo mundial, sendo caracterizada por uma queratinizacdo e
multiplicacdo de células epidérmicas exagerada e desordenada (Solis et al., 2014). De
um modo geral, a renovacéo celular da pele demora cerca de um més mas, na psoriase,
ocorre um aumento no ritmo deste processo, conduzindo a uma hiperqueratose e a uma
diferenciacdo celular incompleta, acompanhadas do espessamento da pele (acantose),
projecdo e alongamento das papilas dérmicas (papilomatose) e acumulagédo de celulas
com nucleo no estrato cérneo (paraqueratose). Para além disso, 0s vasos sanguineos
dérmicos encontram-se dilatados e em nimero superior (Chu et al., 2011; National
Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin Diseases, 2013; Meffert, 2015).

Na sua forma tipica, designada de psoriase em placas, a doenca manifesta-se com lesbes
espessas e inflamadas, recobertas por escamas prateadas (Figura 5). Estas lesoes,
denominadas de placas, costumam ser acompanhadas de prurido, dor e descamacao,
estando geralmente localizadas na zona inferior das costas, cotovelos e couro cabeludo,
embora possam aparecer em qualquer regido do corpo (National Institute of Arthritis

and Musculoskeletal and Skin Diseases, 2013).

A psoriase pode estar associada ao desenvolvimento de outras patologias, tais como a

obesidade, a hipertensao, a dislipidemia ou a doenca cardiovascular (Solis et al., 2014).

Figura 5: Aparéncia das lesfes da psoriase em placas (adaptado de Nestle et al., 2009a).
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1. Fisiopatologia da psoriase

A patogénese da psoriase ndo esta totalmente esclarecida. Porém, a teoria mais aceite é
a de que € uma patologia dermatologica que parece resultar da interacdo complexa entre
fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais. Entre os fatores ambientais incluem-se o
alcool e o tabaco, o stress, as lesdes cutaneas, as infe¢cbes como a faringite
estreptococica f-hemolitica ou, ainda, certos medicamentos como os -bloqueadores ou

o litio (Chu et al., 2011; Torres e Filipe, 2014; Meffert, 2015).

1.1. Papel do sistema imune inato e adquirido

A fisiopatogenia da psoriase engloba maultiplos fenémenos imunitarios complexos e
relacionados, envolvendo, como tal, diferentes vias do sistema imune inato e adquirido
(Torres e Filipe, 2014). Células como os linfdcitos T, os queratindcitos e as células
dendriticas, desempenham um papel crucial na resposta imune desregulada que é

responsavel pelas caracteristicas histoldgicas tipicas da psoriase (Chu et al., 2011).

Apesar dos mecanismos exatos para a inducgdo da doencga ndo estarem ainda totalmente
elucidados no que respeita aos fatores ambientais anteriormente referidos, é aceite que,
geralmente, estes sdo importantes para o despoletar da patologia. Tais fatores tém a
capacidade de iniciar uma cascata de eventos que inclui a formacdo de complexos
DNA-LL37, a ativacdo de células plasmocitdides dendriticas (pDC) e a secre¢do de
interferdo o (IFNa) (Nestle et al., 2009a; Mahil et al., 2016).

O LL37 é uma catelidicina pertencente ao grupo dos péptidos antimicrobianos (AMPS).
Estes péptidos, moléculas geralmente pequenas constituidas por 12 a 50 aminoéacidos,
desempenham um papel integral na defesa contra microrganismos patogénicos
(Morizane e Gallo, 2012). Em peles saudaveis, a expressdo de catelidicinas ocorre em
niveis baixos (Braff et al.,, 2005). Contudo, em resposta a uma lesdo ou infecéo
microbiana, como pode ocorrer na psoriase, a producdo de -catelidicinas por
queratinécitos, nomeadamente de LL37, é fortemente induzida, pelo que este AMP se

encontra sobreexpresso na pele psoriatica (Mahil et al., 2016).
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O LL37 liga-se a fragmentos enddgenos de DNA ou RNA que sdo libertados pelas
células mortas ou sob stress, formando complexos DNA-LL37 que intervém na ativagao
de pDCs através da ligacdo a recetores do tipo especifico (Figura 6) (Lande et al., 2007;
Ganguly et al., 2009). Em condi¢Bes normais, as pDCs ndo respondem a acidos
nucleicos enddgenos, mas, a formacdo deste tipo de complexos, elicita uma resposta
(Lande et al., 2007). Como resultado, ocorre a secre¢do de IFNa pelas pDC, o qual, em
conjunto com o fator necrético tumoral o (TNFa), a interleucina 6 (IL-6) e a
interleucina 1p (IL-1pB), promove a ativacdo de células dendriticas (DCs) presentes no
local (Mahil et al., 2016).
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Figura 6: Evolugdo de uma lesdo psoriatica (adaptado de Chu et al., 2011).

Em 2014, numa publicacdo para a revista Nature, Lande et al. reportaram que o LL37,
para além de mediar a perda de tolerdncia a acidos nucleicos enddgenos, podera
igualmente funcionar como autoantigénio, conduzindo a ativacdo de linfécitos T

autoreativos.
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Apos ativacdo, as DCs migram para os nodulos linfaticos e apresentam o autoantigénio
aos linfdcitos T naive, com subsequente libertacdo de interleucina 12 e 23 (IL-12 e IL-
23), as quais promovem a diferenciacao das células T naive em células efetoras do tipo
Thl e Tul7, respetivamente (Nestle et al., 2009a; Lande et al., 2014). A inducdo do
fendtipo TH1 é ainda regulada pela IL-18, enquanto a maturacéo e proliferacdo das Th17
depende de outras citocinas, como a IL-6, IL-1B, TGF- e IL-21 (Dinarello, 1999;
Bettelli et al., 2008; Gaffen et al., 2014).

De seguida, os linfécitos Thl e TH17 entram na circulagcdo sanguinea e deslocam-se
para a derme. O estabelecimento de interagdes com moléculas de adesdo, como a P-
seletina ou a E-seletina, presentes nas células endoteliais dos vasos, facilita este
movimento (Mahil et al., 2016).

Vérias moléculas secretadas pelos linfocitos T (IL-17A, IL-17F, IL-22, TNF, IFNy)
atuam nos queratinécitos, levando a sua hiperproliferacdo. Por sua vez, 0s
queratindcitos ativados, produzem citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (e.g.
CXCL1, CCL20, IL-1, TNF, IL-8), para além de péptidos antimicrobianos, como as -
defensinas ou as proteinas S100. Estas substancias sdo responsaveis por atrair mais
células efetoras imunes para a pele, fendmeno denominado de quimiotaxia, conduzindo
a um feedback positivo que sustenta e amplifica o processo inflamatério (Chu et al.,
2011; Mahil et al., 2016).

Outros eventos paralelos contribuem para a formacdo da lesdo psoriatica, tal como a
interacdo entre os queratindcitos e os fibroblastos, resultando na reorganizacéo tecidular
e deposicdo de matriz extracelular ou, ainda, a producdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), promovendo a angiogénese (Nestle et al., 2009b; Mahil et
al., 2016).

1.2. Metabolismo do acido araquidonico

Como parte de um processo multifatorial, em lesdes psoriaticas verifica-se um aumento
das concentragcbes de AA livre e dos seus metabolitos pro-inflamatdrios, incluindo
prostaglandinas (PGl,, PGE1, PGE., etc.), leucotrienos (LTB4, LTC4, etc.) ou acidos

hidroxieicosatetraendicos (HETE). Estes derivados tém um efeito quimiotatico sobre os
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leucdcitos, em particular nos neutréfilos, podendo contribuir para a proliferacdo dos
queratinocitos (Christophers e Sterry, 1993; Grimminger e Mayser, 1995; Mayser et al.,
2002; Rahman et al., 2012).

Para além de modularem a duracdo e a intensidade da resposta inflamatoria, 0s
metabolitos do AA induzem igualmente a producéo de citocinas, como 0 TNF-a e IL-1,
as quais estdo envolvidas na patogénese da psoriase. Desta forma, é possivel afirmar
que o metabolismo do é&cido araquidonico é outro aspeto relevante a ter em

consideracao na fisiopatologia da psoriase (Harbige, 2003).

2. Acidos gordos naturais no tratamento da psoriase

O tratamento da psoriase é especifico para cada caso, tendo em consideracdo o estado
clinico do doente, o histdrico da doenca e a severidade das placas (Solis et al., 2014). A
medicacdo topica é a primeira abordagem no tratamento de doentes com psoriase ligeira
a moderada, passando pelo uso de substancias como o ditranol, coaltar, corticosteroides,
analogos da vitamina D, retinoides ou os inibidores da calcineurina (Feldman, 2016).
Contudo, estes farmacos antipsoriaticos apresentam certas limitacGes, podendo resultar
em efeitos adversos como hipercalcemia, irritacdo e ardéncia da pele ou

teratogenecidade (Rahman et al., 2015).

Vaérios estudos apontam para a existéncia de beneficios na psoriase quando acidos
gordos n-3 sdo adicionados ao tratamento topico (Zulfakar et al., 2007; Balbés et al.,
2011).

Puglia et al. (2005) observaram uma reducdo significativa do eritema das lesbes
psoriaticas em 10 individuos com a doenca, mediante aplicacdo tOpica previa de
extratos de Oleo de peixe. Por outro lado, Balbas et al. (2011) demonstraram que a
suplementacdo com &cidos gordos n-3 (capsulas Oravex®, contendo 280 mg de EPA e
40 mg de DHA) complementa o tratamento topico, contribuindo claramente para uma
melhoria transversal dos endpoints escolhidos para a avaliagdo da eficacia,
nomeadamente os indices PASI (indice de Gravidade e Extensdo da Psoriase), NAPSI
(indice de Severidade da Psoriase Ungueal) e DLQI (indice Dermatoldgico de
Qualidade de Vida).
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A administracdo de 4&cidos gordos n-3 permite uma diminuicdo do processo
inflamatorio, bem como uma maior resolugdo das lesdes da pele (Rahman et al., 2013).
Como ja tinha sido referido, 0 EPA e o DHA séo capazes de bloquear o metabolismo do
AA, limitando a sintese de prostaglandinas e leucotrienos com papel pro-inflamatério.
Por outro lado, as resolvinas e protetinas, metabolitos destes &cidos gordos, apresentam
propriedades anti-inflamatorias, pelo que, similarmente, contribuem para a resolucdo do

processo inflamatdrio tipico da psoriase.

Estes mediadores exercem outras a¢fes imunoreguladoras, as quais, no seu computo
geral, ajudam a reduzir a hiperplasia e a hiperproliferagdo de queratindcitos, tais como
(Serhan et al., 2000; Schwab et al., 2007; Vassiliou et al., 2008; Serhan et al., 2008):
inibicdo da secrecdo de varias citocinas, incluindo 1L-12, IL-23, IL-6, IL-1B ¢ TNF-o,
fagocitose de células polimorfonucleares apoptoticas; diminuicdo do processo de
quimiotaxia e inibicdo da migracdo transendotelial de neutrofilos.
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I11. Vetores lipidicos

A encapsulacdo, protecdo e libertacdo de compostos lipdfilos bioativos (e.g.
nutracéuticos, antimicrobianos, vitaminas, antioxidantes, etc.) tem vastas aplicacfes no
sector farmacéutico, na area da cosmética e cuidado pessoal e na inddstria alimentar
(Schwendener e Schott, 2010; Singh, 2016). Contudo, a utilizacdo efetiva destes
bioativos é muitas vezes limitada pela sua baixa biodisponibilidade e solubilidade
(Shrestha et al., 2014).

O recurso a vetores lipidicos é uma das estratégias usadas para fazer face aos desafios
anteriormente mencionados (Shrestha et al., 2014). Encapsular um composto lip6filo
nestes vetores conduz a um aumento da sua capacidade de permeacdo nas membranas
bioldgicas e, consequentemente, a uma maior eficacia (Kalepu et al., 2013) Apesar do
uso de matrizes lipidicas ndo ser um conceito novo, encontrando-se descrito na
literatura cientifica ha varias décadas, nos Gltimos anos tém sido desenvolvidos varios
transportadores desta natureza (Shrestha et al., 2014). A crescente disponibilidade de
excipientes lipidicos com perfis de seguranca reconhecidos e caracteristicas que
permitem uma certa flexibilidade no que respeita a libertacdo dos farmacos, contribuiu

substancialmente para o surgimento desses novos sistemas (Kalepu et al., 2013).

Os sistemas lipidicos podem ser manipulados de forma a atender a uma série de
requisitos especificos, sendo como tal uma estratégia comercialmente apetecivel para a
administracdo de farmacos por varias vias (Shrestha et al., 2014). Entre as suas
inimeras vantagens citam-se (Shrestha et al., 2014): (i) a capacidade de controlar e
direcionar a libertacdo das moléculas encapsuladas; (ii) uma melhoria da capacidade de
carga e da estabilidade dos compostos encapsulados; (iii) 0 recurso a excipientes que
sdo biodegradaveis e, como tal, biocompativeis e com baixo/sem risco de toxicidade;
(iv) a viabilidade de aplicagdo em varias vias de administracdo, incluindo a oral, topica

(e.g. cuténea, oftalmica e nasal), parenteral e pulmonar.
Uma das grandes limitagfes do uso de acidos gordos 6mega-3 € a sua suscetibilidade

para sofrer fenomenos de peroxidacdo lipidica, devido as ligacOes insaturadas. A

peroxidacao lipidica resulta, muitas vezes, na perda de agdo terapéutica (Taneja e Singh,
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2012). Outro problema relaciona-se com uma baixa disponibilidade, decorrente de uma
penetracao e absorcdo limitadas através da pele (Rahman et al., 2012).

Devido as vantagens que oferecem, e com o0 objetivo de ultrapassar estas limitacdes, 0s
vetores lipidicos tém despertado grande interesse por parte dos investigadores. Assim,
este capitulo, apresenta uma breve referéncia aos varios tipos de vetores lipidicos
usados na veiculacdo de acidos gordos, bem como o respetivo estado da arte. As
nanoparticulas lipidicas, nomeadamente os vetores lipidicos nanoestruturados (NLC),
sdo abordadas com mais pormenor, uma vez que foi o sistema desenvolvido na parte

experimental do trabalho.

1. Microemulsdes

As micremulsdes sao definidas como sistemas coloidais contendo goticulas de diametro
geralmente inferior a 0,15 pum, sendo constituidos por uma fase oleosa, uma fase
aquosa, um agente tensioativo e um cotensioativo. Formam-se espontaneamente por
agitacdo ligeira, quando 0s componentes se misturam nas proporcdes corretas,
possuindo propriedades fisico-quimicas especificas, tais como transparéncia ou
opalescéncia, estabilidade termodindmica e, geralmente, baixa viscosidade,

independente da relacdo de volume de fases (Simdes et al., 2011).

As microemulsdes podem assumir uma estrutura interna complexa, a qual determina as
propriedades fisico-quimicas do sistema. Assim, podem ser formadas microemulsdes
simples do tipo 6leo em agua (O/A) ou agua em oOleo (A/O), ou microemulsdes
maultiplas (O/A/O ou A/O/A). As microemulsdes multiplas formam-se quando os

volumes das fases sdo muito diferentes, predominando uma delas (Simdes et al., 2011).

Baboota et al. (2012) formularam uma microemulsdo contendo 6leo de linhaga, o qual é
rico em &cido a-linolénico. Usou-se 4gua destilada para a fase aquosa, € o Unitop 100 e
0 PEG 400 foram selecionados como agentes tensioativo e cotensioativo,
respetivamente. Obteve-se um tamanho médio de goticula de 186 nm. Também o indice
de polidispersdo (Polidispersity Index, PI), valor ndo especificado pelos autores,
demonstrou uma distribui¢éo uniforme do tamanho. Os resultados alcangados no estudo

de permeacdo in vitro, realizado em células de Franz usando como membrana um
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enxerto de pele de rato da regido abdominal, demonstraram que as microemulsdes
permitiram uma permeagdo e retencdo de Oleo de linhaga na pele 4,2 a 5,7 vezes
superior quando comparado com o controlo (6leo de linhaga). Por outro lado,
determinou-se que o pH da formulacdo, medido com um potencidmetro, se encontrava
num intervalo compreendido entre 5,0 e 5,5, 0 que é préximo do valor do pH fisioldgico
da pele (entre 4,5 e 5,5), prevendo um baixo risco de irritacdo cutanea. Deste modo, 0s
autores sugeriram que a formulacdo desenvolvida apresentou caracteristicas que lhe

permite ser usada na terapia topica da psoriase.

2. Nanoemulsdes

As nanoemulsdes constituem sistemas coloidais apresentando goticulas uniformes e de
tamanhos reduzidos, geralmente compreendidos entre 20 e 200 nm. Para preparar uma
nanoemulsdo é necessaria uma fase aquosa, uma fase oleosa, pelo menos um agente
tensioativo e elevada energia para obter goticulas de tamanhos nanométricos (e.g.
através da homogeneizacdo a elevada pressdo). Contrariamente as microemulsdes, as
nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis e a sua formacdo ndo é espontanea,
dependendo da temperatura, da pressdo, da composicdo e dos procedimentos

experimentais usados na sua preparacdo (Simdes et al., 2011).

Ahmad e Kumar (2014) desenvolveram uma nanoemulsdo para a aplicacdo tdpica do
dipropionato de betametasona, um corticosteroide com atividade anti-inflamatoria,
imunomoduladora e antiproliferativa, utilizado no tratamento da psoriase. Para a fase
lipidica utilizou-se o 6leo de peixe contendo 6mega-3, sendo também intencdo dos
autores explorar o seu efeito anti-inflamatério em combinac¢do com o dipropionato de
betametasona. Usou-se agua destilada para a fase aquosa, € o Tween® 80 e o
Transcutol® P foram selecionados como agentes tensioativo e cotensioativo,
respetivamente. O Tween® 80 tem um equilibrio hidrofilo-lip6filo (EHL) elevado, o que
contribui para uma melhor emulsificacdo do ¢leo de peixe. Por outro lado, o
Transcutol® P é um bom agente solubilizante, propiciando uma melhor penetracio de
farmacos lipofilos, como é o caso do dipropionato de betametasona, uma vez que

aumenta a solubilidade da substancia ativa no dominio lipéfilo do estrato corneo.
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De modo a aumentar a sua consisténcia e potenciar a permeacdo atraves da pele, a
nanoemulsdo foi incorporada num hidrogel de Carbopol® 971. O hidrogel foi preparado
pela adicdo de Carbopol® 971 e de &cido salicilico a agua, tendo sido a mistura
posteriormente agitada com um agitador magnético, até se obter a consisténcia desejada.
A formulacdo otimizada apresentou um tamanho médio de goticula de 128,89 + 2,12
nm e um Pl de 0,201 £ 0,03, o que indica uma distribuicdo de tamanhos homogénea. O
potencial zeta (Zeta Potential, ZP) foi de -36,09 + 1,03 mV. De acordo com a literatura,
valores absolutos elevados de ZP, nomeadamente, +30 mV ou -30 mV, s&o indicadores
de uma boa estabilidade a longo prazo (Malvern, 2012a). Foi ainda possivel comparar a
acdo anti-inflamatdria entre a formulagdo desenvolvida e uma formulacdo placebo
contendo apenas Oleo de peixe. Para tal, recorreu-se a um modelo classico de
inflamacéo, que € o da inflamacgéo aguda na pata de ratos induzida por carragenanas. O
hidrogel contendo dipropionato de betametasona e 6leo de peixe e o hidrogel placebo
foram aplicados 30 minutos antes da administracdo das carragenanas, tendo-se de
seguida calculado a percentagem de inibicdo (% inibicdo) de edema para cada uma das
formulacBes. Os resultados obtidos revelaram que o hidrogel com dipropionato de
betametasona e Oleo de peixe demonstrou uma percentagem de inibicdo mais
significativa (85,22%) quando comparado com a formulagéo placebo (33,31%) e, como
tal, a associacdo do Oleo de peixe e do dipropionato de betametasona pode, de facto, ser

atil no tratamento da psoriase.

3. Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas de lipidos
anfifilicos (geralmente fosfolipidos) dispostas concentricamente, aprisionando no seu
interior um ou mais compartimentos aquosos. Esta estrutura resulta da organizacéo
espontanea motivada por fatores entropicos dos fosfolipidos em meio aquoso, dotando
os lipossomas da capacidade de incorporarem quer farmacos lipossoluveis, quer

hidrossoluveis, de uma forma eficaz (Matos e Moutinho, 2011).

De acordo com 0 seu tamanho e numero de bicamadas, os lipossomas podem ser
classificados em trés subtipos principais, nomeadamente: vesiculas unilamelares
pequenas (Small Unilamellar Vesicles, SUV), vesiculas unilamelares (Large
Unilamellar Vesicles, LUV) e vesiculas multilamelares (Multilamellar Vesicles, MLV).
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Relativamente aos lipossomas, hd que sublinhar as preparacfes desenvolvidas por
Ghorbandaze et al. (2016), Sahari et al. (2016) e Skibinski et al. (2016). Ghorbandaze e
colaboradores (2016) desenvolveram nanolipossomas com 0leo de peixe com o objetivo
de poderem ser incorporados em iogurtes, aumentando como tal o valor nutricional
destes alimentos. As caracteristicas fisico-quimicas dos iogurtes produzidos, como a
acidez ou o indice de peroxidos, foram avaliadas ap6s trés semanas de armazenamento a
4 °C. Os testes demonstraram que a encapsulacao conduziu a uma reducéo significativa
da acidez e do indice de perdxidos, protegendo eficazmente os acidos gordos
polinsaturados da degradacdo por fendmenos oxidativos e aumentando a sua
estabilidade. Estes resultados estdo de acordo com o perfil de &cidos gordos obtidos por
cromatografia gasosa, na medida em que, apos 21 dias de armazenamento, 0s iogurtes
enriquecidos com 6leo de peixe nanoencapsulado apresentaram teores mais elevados de
DHA e EPA quando comparados com iogurtes contendo 6leo de peixe ndo encapsulado.
Os iogurtes enriquecidos com DHA e EPA encapsulado apresentavam ainda a vantagem
de oferecerem melhores propriedades sensoriais, nomeadamente em termos de sabor,
aroma, cor e textura. Num painel de avaliadores constituido por 30 pessoas, estes
iogurtes tiveram uma aceitacdo global superior quando comparados com iogurtes

fortificados com 6leo de peixe na sua forma livre.

O estudo conduzido por Sahari et al. (2016) sobre a estabilidade de diferentes
formulacbes de nanolipossomas contendo DHA e EPA e preparados com
dipalmitoilfosfocolina (DPPC) como lipido sélido, revelou que a adi¢éo de a-tocoferol a
formulacdo, um composto com reconhecida atividade antioxidante, pode ser benéfica.
Este composto protege os 4acidos gordos contra a oxidacdo e contribui para a
estabilidade fisica dos vetores lipidicos. Os nanolipossomas com a-tocoferol
apresentaram uma maior eficiéncia de encapsulacdo de DHA e EPA e tamanhos de
particula mais homogéneos quando comparados com as restantes formulagdes, uma
formulacdo contendo DPPC, DHA e EPA, e a outra contendo DPPC, DHA, EPA e metil
e propilparabeno, o que reforga a vantagem deste composto nos nanolipossomas com
DHA e EPA.
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O risco de cancro da mama pode ser influenciado por fatores dietéticos, tais como o tipo
e a quantidade de acidos gordos ingeridos. O DHA ¢é capaz de suprimir a carcinogénese
mamaria em ratos, reduzir o crescimento celular e induzir apoptose. De acordo com esta
premissa, Skibinski et al. (2016) desenvolveram uma formulacgéo lipossomica contendo
DHA para ser testada em linhas celulares humanas de cancro da mama, usando lipidos
com estrutura semelhantes aqueles que sdo encontrados nas bactérias do dominio
Archea, capazes de proteger eficazmente o DHA da oxidacéo e de flutuacGes de pH. Os
testes realizados em duas linhas celulares, MCF-7 e MDA-MB-23, demonstraram que
os lipossomas com DHA foram mais eficazes na reducédo da proliferacéo, na inducdo da
apoptose e na regulacdo de algumas proteinas envolvidas no ciclo celular quando
comparados com o DHA na sua forma livre. De acordo com estes resultados, os autores
sugeriram a potencial utilidade da formulacdo desenvolvida na prevencdo do cancro da

mama.

3.1. Marinossomas

Outra alternativa interessante para veicular acidos gordos é a utilizagdo dos
marinossomas. Os marinossomas sdo um tipo especial de lipossomas formados por

lipidos anfifilicos de origem marinha.

Cansell et al. (2007) desenvolveram marinossomas contendo &cidos gordos
polinsaturados n-3 para administracdo topica. O trabalho experimental consistiu no
estudo da influéncia da aplicacdo direta de uma dispersdo de marinossomas nas
concentragfes de PGE> e IL-8, mediadores produzidos por queratindcitos de epiderme
humana, ap0s exposicdo a um agente de contacto irritante, o 6leo de croton (extraido
das sementes do Croton tiglium).

Demonstrou-se que 0s marinossomas com acidos gordos n-3 apresentavam atividade
anti-inflamatoria, sendo capazes de diminuir e modular os niveis de PGE; e IL-8, dois
mediadores envolvidos na psoriase. Estes resultados e o facto de os marinossomas
apresentarem boa estabilidade em condi¢Ges que mimetizam a fisiologia da pele em
termos de pH ou temperatura, sugerem que este tipo de veiculo lipidico pode ser usado

com vista a prevencdo e tratamento de patologias topicas (Cansell et al., 2007).
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4. Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas sdo vetores compostos por uma matriz lipidica solida, na
qual os compostos podem ser incorporados (Midiller et al., 2011). Apresentam um
tamanho de particula normalmente compreendido entre os 40 e os 1000 nm (Guimaraes
e Ré, 2011). Os sistemas de nanoparticulas lipidicas dividem-se em dois subtipos, as
nanoparticulas de lipidos sélidos (Solid Lipid Nanoparticles, SLN) e os vetores lipidicos
nanoestruturados (Nanostructured Lipid Carriers, NLC) (Mdller et al., 2011).

4.1. Nanoparticulas de lipidos s6lidos (Solid Lipid Nanoparticles, SLN)

Na década de 90, varios grupos de investigacdo concentraram-se no desenvolvimento de
nanoparticulas alternativas as até entdo existentes, tendo produzido SLN (Mauller et al.,
2002a; Wissing et al., 2004). As primeiras patentes foram submetidas por Gasco em
1993 e por Muller e Lucks em 1996 (Gasco, 1993; Muller e Lucks, 1996).

A composicdo destas nanoparticulas é semelhante a das nanoemulsdes do tipo O/A, em
que o lipido liquido (6leo) é substituido por um lipido sélido (Mdller et al., 2007). As
dispersdes aquosas de SLN sdo sistemas constituidos por 0,1-30,0 (%, m/m) de fase
lipidica solida as temperaturas ambiente e corporal (i.e., com ponto de fusdo > 40 °C),
dispersa num meio aquoso, e estabilizadas com 0,5-5,0 (%, m/m) de agente(s)
tensioativo(s) (Pardeike et al., 2009).

Alguns exemplos de lipidos solidos usados na preparacdo das SLN incluem (Wu e Guy,
2009): triglicerideos puros (e.g. triestearina, tripalmitina, trilaurina, trimistina), misturas
de triglicerideos, acidos gordos (e.g. acido estearico, acido palmitico), esteroides (e.g.
colesterol), ceras (e.g. palmitato de cetilo, cera de carnauba) e monoésteres de alcoois
hidroxilados (e.g. behanato de glicerilo, monoestearato de glicerilo, palmitato estearato

de glicerilo).

As SLN apresentam alguns inconvenientes, tais como uma baixa capacidade de carga
das moléculas na matriz lipidica solida ou a possibilidade de expulsdo das mesmas
durante o periodo de armazenamento (Wissing et al., 2004). Apds a preparacdo das

SLN, parte das nanoparticulas adquirem estados cristalinos instaveis de alta energia, as

26



Vetores lipidicos contendo acidos gordos naturais

conformacgdes a ou 3’. Durante o armazenamento, pode ocorrer uma transi¢do deste tipo
de conformagdes para outra menos energeética e, como tal, mais estavel, a conformagéao
. Contudo, esta origina uma matriz cristalina altamente ordenada e com menor nimero
de imperfeicbes, 0 que pode conduzir a expulsdo, ao longo do tempo, das moléculas
encapsuladas e, consequentemente, a problemas de estabilidade das formulagbes
(Pardeike et al., 2009).

4.2. Vetores lipidicos nanoestruturados (Nanostructured Lipid Carriers,
NLC)

Os NLC representam a segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas, tendo surgido no
inicio do novo milénio, com o intuito de contornar potenciais limitagdes associadas as
SLN, sobretudo as que se relacionam com a baixa estabilidade durante o

armazenamento (Pardeike et al., 2009).

A matriz lipidica dos NLC corresponde a uma mistura de lipido sélido com um lipido
liquido, que se encontra dispersa numa fase aquosa contendo um ou mais agentes
tensioativos. A propor¢do do lipido sélido e do lipido liquido na mistura pode variar
entre os 70:30 até os 99,9:0,1, sendo que a quantidade maxima de lipidos na dispersdo
final deve ser de 30%. O teor de agente tensioativo varia entre 1,5 e 5,0 (%, m/v)
(Pardeike et al., 2009). A matriz resultante dos NLC apresenta um ponto de fusdo mais
baixo, quando comparado com o lipido sélido, mas permanece solida as temperaturas

ambiente e corporal (Muller et al., 2002b).

A principal diferenca entre as SLN e os NLC reside na composi¢éo e organizagao dos
lipidos da matriz, o que ocasiona estruturas morfoldgicas diferentes (Figura 7). Desta
forma, a estrutura cristalina perfeita das SLN pode ser comparada a um muro de tijolos,
enquanto a estrutura dos NLC, originada pela mistura espacial de varias moléculas
distintas, € imperfeita e comparada a um muro de pedras. Teoricamente, esta diferenca
permite aumentar a capacidade de encapsulacdo de moléculas e prevenir a sua expulsdo

durante o armazenamento (Souto et al., 2008; Silva et al., 2011a).
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Figura 7: Comparagdo entre a estrutura interna da matriz das SLN e NLC (adaptado de
Guimardes e Ré, 2011).

4.3. Vantagens e desvantagens das nanoparticulas lipidicas

Alguns dos beneficios das nanoparticulas lipidicas, e que fundamentam o seu interesse e
adequacao para uso cutaneo, prendem-se com o facto de a matriz destes vetores ser
constituida por substancias reconhecidas como seguras para a utilizacdo em humanas,
i.e., apresentam estatuto GRAS (Generally Regarded as Safe), biocompativeis e
biodegradaveis, o que conduz a uma reducdo do risco de toxicidade aguda ou crénica
(Das e Chaudhury, 2011).

As nanoparticulas lipidicas retnem, num s6 sistema, as vantagens dos sistemas
convencionais, a0 mesmo tempo que minimizam algumas das suas desvantagens.
Comparativamente aos sistemas convencionais, as nanoparticulas lipidicas apresentam
as seguintes vantagens (Pardeike et al., 2009; Muller et al., 2011; Das e Chaudhury,
2011; Berton et al., 2011): (i) elevada estabilidade fisico-quimica; (ii) permitem nédo so
a libertacdo modificada, como também a protecdo quimica dos compostos
encapsulados; (iii) possibilitam a veiculacdo de moléculas hidréfobas e hidrofilas,
embora a eficdcia de encapsulacdo diminua significativamente nas ultimas; (iv)
possibilitam o direcionamento das moléculas para locais-alvo especificos; (v) auséncia
de necessidade da utilizacdo de solventes organicos durante a sua producgéo, o que reduz
ainda mais o risco toxicologico; (vi) facilidade de transposicdo dos métodos de
producdo para a escala industrial; (vii) baixos custos de produgéo.
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Uma desvantagem das dispersGes aquosas de nanoparticulas lipidicas é a sua baixa
viscosidade. Desta forma, para se obter uma preparacdo com consisténcia apropriada
para aplicacdo cutadnea, as nanoparticulas podem ser incorporadas em bases
semissolidas  (e.g. cremes ou hidrogéis). Contudo, pode verificar-se
incompatibilidade(s) com os constituintes da base semissolida, particularmente quando
sdo usados certos agentes tensioativos ou agentes gelificantes (Lippacher et al., 2001).
Adicionalmente, outro inconveniente é o facto de, por vezes, 0 composto encapsulado
nas nanoparticulas necessitar de ter uma natureza suficientemente lipéfila, para se obter

uma eficiéncia de encapsulacdo consideravel (Berton et al., 2011).

4.4. Métodos de producao

A literatura cientifica descreve diversos métodos de producdo das nanoparticulas
lipidicas, como a homogeneizacdo a alta pressdao, desenvolvida por Muller e Lucks
(Muller et al., 1995); a técnica da microemulsdo, desenvolvida por Gasco (Gasco,
1993); a sonicacdo (Das e Chaudhury, 2011); a emulsificacdo-evaporacdo do solvente
(Sjostrém e Bergenstahl, 1992); o método da substituicdo do solvente (Olbrich et al.,
2002); o método da emulsificacdo-difusdo do solvente (Ehrler et al., 2007); a inversdo
de fases (Heurtault et al., 2002); os fluidos supercriticos (Chattopadhyay et al., 2007); a

extrusdo por membrana (Joseph e Bunjes, 2011)

Na presente dissertacdo apenas estdo descritos 0s métodos de homogeneizacdo a alta
pressdo a quente e de sonicacdo, uma vez que foram estas as técnicas utilizadas no

trabalho experimental.

4.4.1. Homogeneizacao a alta pressao

A homogeneizagéo a alta pressao (High-Pressure Homogenization, HPH) permite obter
dispersdes aquosas de nanoparticulas lipidicas estaveis e com reduzido PI (i.e., as

nanoparticulas apresentam uma distribuicdo de tamanhos homogénea).
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Na HPH a quente (Figura 8), a fase lipidica contendo o composto dissolvido ou
homogeneamente disperso, é fundida a uma temperatura 5 a 10 °C acima do ponto de
fusdo do lipido sélido. De seguida, uma solucdo aquosa de tensioativo, aquecida a
mesma temperatura, € emulsionada com a fase lipidica a uma velocidade elevada, por
agitacdo mecanica (normalmente, recorrendo a um Ultra-turrax®). Deste procedimento
obtém-se uma emulsdo O/A, a qual é submetida, ainda quente, a um processo de
elevada energia atraves de um homogeneizador de alta pressdao (Das e Chaudhury,
2011). A nanoemulsdo O/A obtida recristaliza apds arrefecimento rapido, levando a
solidificacdo do(s) lipido(s) e consequente formacdo das nanoparticulas lipidicas
(Wissing et al., 2004).

Fase lipidica o P Nanoparticulas
\\> lipidicas
x ";YS =
FasSHguOSa . 2. Er.nuliificaga? por 3. Homogeneizador 4. Arrefecimento répido
agitacdo mecanica
(Ultra-turrax®)

1. Aquecer as duas fases a
mesma temperatura

Figura 8: Representacdo esquematica da produgdo de nanoparticulas lipidicas por HPH a
guente (adaptado de Shah et al., 2015a).

Os tamanhos nanometricos resultam da aplicacdo de uma tensdo de corte elevada e da
combinacdo de forcas de cavitagdo e turbuléncia, gerados no interior do
homogeneizador, aquando da passagem da dispersdo aquosa pelo orificio de tamanho
reduzido a uma presséo elevada (Shah et al., 2015a). O ciclo de homogeneizagdo pode
ser repetido até que a emulsdo adquira o tamanho desejado (Das e Chaudhury, 2011).
No entanto, a utilizacdo de uma pressao elevada e/ou 0 aumento do numero de ciclos de
homogeneizacdo realizados, podem propiciar um incremento do tamanho das

nanoparticulas, devido a energia cinética elevada que resulta na sua coalescéncia. Como
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tal, geralmente aplicam-se trés a cinco ciclos de homogeneizacdo, a uma pressao que
varia entre 0s 500 e os 1500 bar (Mukherjee et al., 2009).

Este método pode ser usado para encapsular compostos lipdfilos e insoltveis, bem
como substancias mais sensiveis, uma vez que o tempo de exposicdo destas a
temperaturas elevadas é relativamente curto (Miiller et al., 2000). E também um método
reprodutivel e facil de adaptar a uma escala industrial (Shah et al., 2015a). Contudo,
este ndo € o melhor processo para encapsular moléculas hidrofilas, ja que, durante a
homogeneizacdo da fase lipidica, estas deslocam-se para a fase aquosa, originando uma
eficacia de encapsulagdo muito baixa (Miller et al., 2000).

4.4.2. Sonicacao

A primeira parte deste método, também designado por método dos ultrassons (Figura
9), é similar a referida na técnica de HPH a quente. Desta forma, a fase lipidica (com o
composto disperso ou dissolvido) é fundida e adicionada a fase aquosa contendo o(s)
agente(s) tensioativo(s) previamente aquecido(s) a mesma temperatura (i.e., 5 - 10 °C

acima do ponto de fusdo do lipido sélido).

Fase lipidica Nanoparticulas
lipidicas
_>
Fase aquosa e 2. Emulsificagdo por 3. Ultrassons 4, Arrefecimento répido

v agitacdo mecanica
(Ultra-turrax®)

1. Aquecer as duas fases a
mesma temperatura

Figura 9: Representacdo esquematica da producdo de nanoparticulas lipidicas por sonicacéo
(adaptado de Shah et al., 2015a).
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Esta mistura é emulsificada por agitacdo mecanica, utilizando geralmente um Ultra-
turrax®. A emulsdo O/A obtida é, de seguida, submetida a energia dos ultrassons,
utilizando uma sonda de sonicacdo, que origina uma energia de cavitacdo, com a
consequente colisdo entre as goticulas e a divisdo destas em tamanhos nanométricos. A
ultima etapa consiste no arrefecimento rapido da nanoemulsdo O/A em banho de gelo,
originando as nanoparticulas solidas (Puglia et al., 2008; Das e Chaudhury, 2011).

Esta é uma técnica versatil, rapida, facil de executar, com baixos custos de producéo e
reprodutivel, se os pardmetros operacionais foram otimizados, nomeadamente, o tempo
e a amplitude de sonicagdo. Para além disso, Chaturvedi e Kumar (2012) referem ainda

que as perdas de amostra verificadas sdo negligenciaveis.

Tém sido apontados alguns problemas relativos a aplicacdo deste método,
nomeadamente no que diz respeito a dispersdo obtida poder apresentar uma elevada
distribuicdo do tamanho das particulas (i.e., valores elevados de PIl), havendo a
possibilidade da presenca de microparticulas ou, ainda, a potencial contaminagdo por
metais provenientes da erosdo da sonda de sonicacdo (Pardeshi et al., 2012). No
entanto, é de sublinhar que alguns estudos contrariam estas desvantagens, tendo-se
obtido sistemas com estabilidade semelhante aos preparados por outras técnicas, e com
auséncia de toxicidade (Silva et al., 2011b; Mendes et al., 2013).

4.5. Acidos gordos naturais veiculados em nanoparticulas lipidicas

Um grupo de investigadores formulou dispersdes de NLC contendo diferentes tipos de
lipidos naturais provenientes da regido de Baical (Sibéria, Russia), incluindo o 6leo de
peixe puro ou fragdes de &cidos gordos poli e monoinsaturados, fragfes estas isoladas
de 6leo de peixe e de 6leo de sementes de pinho (Averina et al., 2011). As dispersdes
aquosas de NLC foram produzidas pela técnica da HPH a quente, usando como lipido
sdlido o Dynasan® 118 (triestearato de glicerilo) e como agentes tensioativos o Tween®
80 e o Poloxamer 188. Os NLC foram armazenados a diferentes temperaturas,
nomeadamente a 4 °C, 20 °C e 40 °C. De modo geral, os resultados da medicdo do
tamanho de particula, do ZP e do PI, permitiram demonstrar que os NLC apresentavam
boa estabilidade fisica, independentemente das condicGes de temperatura. Apds 28 dias

de armazenamento, a Unica diferenca estatisticamente significativa, foi um aumento do
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PI de 0,25 para 0,40 da formulagio contendo Tween® 80 e fragGes de acidos gordos
monoinsaturados isolados de 6leo de peixe. Esta diferenca de valores, sugere uma
distribuicdo mais ampla do tamanho de particula. As medi¢des foram feitas recorrendo-
se as tecnicas de espectroscopia de correlacao de fotdes e difratometria de laser, as quais
serdo descritas de forma mais detalhada no Capitulo V. Também se constatou que o
tamanho de particula depende do tipo de tensioativo utilizado, ja que as formulagoes
contendo fracbes de acidos gordos isolados de Gleo de peixe e Oleo de sementes de
pinho e estabilizadas com Poloxamer 188, apresentaram um tamanho de particula menor
quando comparadas com as mesmas dispersdes contendo Tween® 80. Para os NLC
estabilizados com Poloxamer 188, o D95 (95% das particulas com tamanho inferior ao
determinado) foi de cerca de 300 nm durante todo o tempo de armazenamento e as
varias temperaturas. Os NLC contendo Tween® 80, apresentavam, ap6s 28 dias, valores
de D95 que variavam entre 3,2 e 39,5 pum, podendo-se mesmo detetar a presenca de
agregados um dia ap6s a producdo, a 4,0 °C e 20,0 °C. Adicionalmente, as
nanoparticulas lipidicas produzidas demonstraram uma elevada eficacia de
encapsulacdo dos &cidos gordos polinsaturados durante o tempo de armazenamento,
tendo-se constatado apenas, apds 3 meses, um ligeiro decréscimo de cerca de 7% (de
88% para 81%) dos niveis daqueles compostos nos NLC contendo fracdes de PUFAs

isolados de 6leo de peixe.

Muchow et al. (2009) desenvolveram uma formulacdo com consisténcia semissolida,
composta por uma dispersdo altamente concentrada 70 (%, m/m) de NLC com 6mega-3,
destinada a administracdo oral, com o intuito de melhorar a sua biodisponibilidade e
minimizar o odor e sabor desagradaveis. Segundo os autores, a formulacdo
desenvolvida pode representar uma opcdo viavel para pessoas com problemas em
deglutir formas farmacéuticas solidas, especialmente individuos com cancro, uma vez
que pode facilmente ser dispersa em agua ou outros tipos de bebida e administrada desta
forma. Para a producgdo dos NLC por HPH foi usado como lipido solido o Dynasan®
118. O dodecilsulfato de sodio (SDS) foi escolhido como agente tensioativo e
estabilizador por repulséo eletrostatica. Adicionalmente, usou-se o succinato de d-o-
tocoferol polietileno glicol 1000 (TPGS) e a polivinilpirrolidona (PVP) como agentes
estabilizadores estéricos. As nanoparticulas lipidicas apresentaram um tamanho de
particula de 243 nm, o que favorece a absorcao a nivel do trato gastrintestinal, e um Pl

de cerca de 0,064, indicando uma distribuicdo estreita do tamanho de particula.
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Adicionalmente, o ZP foi relativamente baixo (-15 mV). Porém, os autores salientam
que a elevada viscosidade do sistema, bem como os varios agentes estabilizadores

usados, contribuem para a sua estabilidade.
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IV. Sistemas semissélidos a base de nanoparticulas lipidicas
para uso cutaneo

A aplicacdo tépica é uma via de administracdo de bioativos usada para obter efeitos a
varios niveis (estrato corneo, epiderme e derme). No entanto, alguns problemas tém sido
relatados quando se utilizam preparagdes convencionais, tal como uma baixa penetracao

dos constituintes ativos, devido a funcéao barreira do estrato corneo (Hommoss, 2009).

Vérios investigadores tém centrado a sua pesquisa no uso topico, ao nivel da pele, de
SLN e NLC. As nanoparticulas lipidicas apresentam certas caracteristicas que as tornam
vantajosas para a aplicacdo cutanea quer de farmacos, quer de cosméticos. Como ja
mencionado, estes sistemas coloidais sdo compostos por lipidos biodegradaveis
semelhantes aos fisioldgicos, ndo irritantes nem tdxicos e, como tal, sdo adequados para
uso em peles inflamadas ou danificadas, como ocorre na psoriase. Por outro lado, o seu
pequeno tamanho assegura um contacto proximo com o estrato cérneo, aumentando a
guantidade de composto ativo que pode permear a pele (Wissing e Miller, 2003;
Pardeike et al., 2009).

1. Ocluséo e hidratagcao cutanea

O fendmeno de acantose (engrossamento) da pele psoriatica tem sido atribuido a um
aumento nos niveis de colesterol e a uma diminui¢do dos niveis de ceramidas. Além
disso, os fatores naturais de hidratagdo (Natural Moisturizing Factors, NMF),
encontram-se praticamente ausentes. Como resultado, o tratamento desta doenca pela

via topica representa um grande desafio (Wertz et al., 1989).

Para ultrapassar as complexidades inerentes ao tratamento topico da psoriase, varias
estratégias tém sido propostas, entre as quais 0 uso de sistemas coloidais lipidicos. Este
tipo de sistemas permite, em parte, resolver o problema do desequilibrio lipidico
caracteristico da psoriase, na medida em que a sua matriz € constituida por componentes
fisiologicos, possibilitando o fornecimento dos lipidos em falta e restaurando as

condicGes fisioldgicas normais da pele (Morganti et al., 2001).
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Quando uma formulagdo semissolida contendo nanoparticulas lipidicas é aplicada na
pele, origina-se um filme muito fino, constituido por nanoparticulas dispostas em
monocamada. Devido ao seu caracter hidrofobo, o filme formado apresenta acao
oclusiva, retardando a perda transepidérmica de agua, promovendo assim a hidratagédo
cuténea. Este mecanismo de acdo € muito vantajoso no tratamento da psoriase, ja que as

peles psoriaticas sdo peles extremamente secas e desidratadas (Souto e Muller, 2008).

De facto, a ocluséo proporcionada pelas formulagdes tdpicas convencionais nao permite
assegurar uma rapida hidratacdo, especialmente se o estrato corneo for excessivamente
seco. As dispersdes aquosas de nanoparticulas lipidicas sdo adequadas para o efeito
pretendido, uma vez que quando aplicadas na pele, formam um filme lipidico denso e
oclusivo (Souto e Miiller, 2008).

O grau de hidratacdo conferido depende do tipo de lipidos e agentes tensioativos
usados, bem como do tamanho das nanoparticulas lipidicas. Quanto menor o tamanho
das nanoparticulas que formam o filme, menor ¢é a evaporacao de agua, uma vez que 0S
poros de ar existentes entre as nanoparticulas sdo também inferiores. Assim, limita-se a
perda transepidérmica de agua e potencia-se a hidratacdo cutéanea. De forma contréria,
tamanhos maiores (e.g. microparticulas), facilitam a evaporacdo de agua (Souto et al.,
2008).

2. Incorporacdo de nanoparticulas lipidicas em formulacdes
semissolidas

Similarmente ao que acontece com 0s lipossomas ou com as nanoparticulas poliméricas,
as dispersdes de nanoparticulas lipidicas podem ser incorporadas em bases semissolidas
convencionais, tais como cremes O/A ou hidrogeis, com o intuito de adquirir uma

consisténcia adequada para a aplicagdo na pele (Souto e Muller, 2007).

Para produzir cremes O/A contendo nanoparticulas lipidicas, podem ser usadas
dispersdes concentradas, isto €, com cerca de 50% de conteudo lipidico solido. A
incorporacdo pode ser realizada durante ou apos a producdo do creme. No primeiro
caso, uma parte da dgua que constitui o creme, € substituida pela dispersdo aquosa de
SLN ou NLC altamente concentrada, decorrendo posteriormente o processo classico de
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producdo. As nanoparticulas lipidicas sdo estaveis o suficiente para evitar a sua

coalescéncia com a fase lipidica do creme (Souto e Muller, 2007).

No segundo caso, 0 creme € produzido de forma usual, mas com um teor de &gua
reduzido, com o intuito de compensar a 4gua que € acrescentada posteriormente com a
dispersdo aquosa de nanoparticulas lipidicas. Apos a preparacdo da formulagdo, a
dispersdo de nanoparticulas € incorporada na base semissélida por agitacdo, a
temperatura ambiente. Este procedimento evita a fusdo das nanoparticulas, prevenindo

uma alteracdo da sua estrutura interna (Souto e Muller, 2007).

A incorporacdo de nanoparticulas lipidicas em hidrogéis € um processo simples. O
hidrogel é previamente preparado e, posteriormente, a dispersdo de SLN ou NLC é
diluida na base semissélida (Silva et al., 2012). Alternativamente, pode adicionar-se o
agente gelificante diretamente a dispersdo aquosa de nanoparticulas lipidicas, ocorrendo
a gelificacdo da agua e a formacdo de um sistema do tipo nanoemulgel. Este
procedimento apresenta como vantagem a obtencdo de uma formulacdo mais

concentrada em nanoparticulas lipidicas (Tichota et al., 2014).

A adicdo de certos eletrolitos, como o hidroxido de sodio ou de potéssio, reduzem a
carga elétrica superficial das particulas (i.e., 0 ZP), conduzindo a sua destabilizacdo e
agregacdo. Como tal, nos processos de gelificacdo dependentes do pH, é aconselhavel
utilizar outro tipo de agentes neutralizantes, dos quais sdo exemplo o Tristan® ou o
Neutrol® TE. Ap6s a formacio do hidrogel, a agregacdo das nanoparticulas deixa de
constituir um problema, uma vez que as particulas estdo integradas na rede

tridimensional e tornam-se fisicamente estaveis (Souto e Muller, 2007).
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V. Trabalho Experimental

No presente capitulo sdo descritos os materiais e 0s métodos usados no
desenvolvimento e caracterizacdo de NLC contendo acidos gordos émega-3 e na sua

incorporacdo em bases semissolidas.

Como objetivos especificos do trabalho experimental podem ser descritos 0s seguintes:
i. Estudo da compatibilidade do lipido liquido (6mega-3) com diferentes lipidos
solidos e selecdo da mistura de lipidos.
ii.  Desenvolvimento e caracterizacdo fisica das dispersdes aquosas de NLC com
Omega-3.
iii.  Incorporacdo dos NLC em diferentes bases semissolidas para administracao
topica: hidrogel, creme O/A e pomada hidrdfila.

iv.  Avaliacdo da reologia e da estabilidade acelerada das preparac6es semissolidas.
1. Mateérias-primas

O 6mega-3, o lipido liquido, foi gentilmente cedido pela Paneural (Espanha). Os lipidos
sélidos Precirol® ATO 5 (palmito estearato de glicerilo), Gelucire® 43/01 (ésteres de
glicerol de acidos gordos saturados) e Imwitor® 900K (monoestearato de glicerilo)
foram fornecidos pela Gattefossé (Franca). O Tween® 80 (polissorbato 80), o PEG 4000
(polietilenoglicol 4000), o PEG 400 (polietilenoglicol 400), a metilcelulose, o
propilenoglicol, a glicerina e a trietanolamina foram adquiridos a Acofarma (Espanha).
O cloreto de benzalconio foi obtido & Merck Schudart (Alemanha), o Span 40
(monopalmitato de sorbitano) a Fluka (Alemanha), o acido estearico a VWR Chemicals

(Bélgica) e o Nipagin (metilparabeno) a J. M. Vaz Pereira (Portugal).

A égua ultrapura foi purificada pelo sistema Milli®Q Plus (Millipore®, Alemanha).
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2. Estudos de pré-formulacao

Com o objetivo de determinar a compatibilidade e a composi¢do da mistura lipidica
(i.e., proporcdo entre lipido solido e lipido liquido) para preparar os NLC, procedeu-se a
analise da miscibilidade de cada um dos lipidos sélidos com o lipido liquido e ao estudo
de calorimetria de varrimento diferencial (Differential Scanning Calorimetry, DSC) das

respetivas misturas.

2.1. Analise da miscibilidade lipido solido/lipido liquido

No desenvolvimento de formulacbes de NLC, um dos pré-requisitos essenciais é que
exista miscibilidade entre o lipido sélido e o lipido liquido (Kasongo et al., 2011).
Inicialmente foram escolhidos trés possiveis lipidos sélidos para testar a miscibilidade
com 0 6mega-3: 0 Precirol® ATO 5, o Gelucire® 43/01 e o Imwitor® 900K.

Hu et al. (2006) mencionam que as nanoparticulas lipidicas devem permanecer no
estado solido a temperatura ambiente e corporal. Como tal, a selecdo do lipido sélido
para preparar as dispersdes de NLC deve ter em atencdo o ponto de fusdo do mesmo.
Tem sido referido que para preparar as dispersdes de NLC, a combina¢do de lipido
solido e lipido liquido deve apresentar um ponto de fusdo superior a 40 °C (Silva et al.,
2009; Kasongo et al., 2011). Deste modo, a escolha dos trés lipidos solidos justifica-se
pelo seu ponto ou intervalo de fusdo. O ponto de fusdo do Gelucire® 43/01 é de 43 °C,
enquanto os intervalos de fusio do Precirol® ATO 5 e do Imwitor® 900K variam entre
53 °C e 57 °C, e entre 54 °C e 64 °C, respetivamente (Ash e Ash, 2008; Jain e Gupta,
2009; Cremer Health, 2013).

2.1.1. Metodologia

A miscibilidade do 6mega-3 com o Precirol® ATO 5, o Gelucire® 43/01 e com o
Imwitor® 900K foi avaliada em duas proporgdes (%, m/m), 50:50 e 60:40 (lipido sdlido:
lipido liquido). Para tal, diferentes quantidades de démega-3 (0,2 g e 0,25 g) foram
adicionadas a cada lipido solido (0,25 g e 0,3 g), diretamente para viais de vidro. As

pesagens efetuaram-se em balanca analitica (Acculab Sartorius Group).
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Posteriormente, as misturas foram agitadas com recurso a um agitador orbital (Unimax
1010, Heidolph, Alemanha), utilizando uma velocidade de aproximadamente 200 rpm e
durante 1 hora, a uma temperatura 5 - 10 °C acima do ponto de fusdo mais elevado do
lipido sélido. Dos trés lipidos sdlidos, o Imwitor® 900K é o que apresenta um intervalo
de fusdo superior (54 - 64 °C) (Cremer Health, 2013). De seguida, as misturas lipidicas
foram arrefecidas a temperatura ambiente (25,0 + 1,0 °C).

Apds a solidificacdo, a miscibilidade entre os diferentes lipidos foi analisada,
colocando-se para tal uma porcdo de cada mistura num papel de filtro, seguida de
observacao visual. Este procedimento permite verificar a eventual existéncia de gotas de
6leo no papel de filtro, o que ¢ indicativo da falta de miscibilidade entre o lipido solido

e o lipido liquido (Kasongo et al., 2011).

2.1.2. Resultados e discussao

Para as trés misturas lipidicas, e nas diferentes proporcdes testadas, ndo foram
observadas quaisquer gotas de 6leo no papel de filtro. Estes resultados sdo indicativos

de que existe miscibilidade entre 0 dmega-3 e cada um dos lipidos analisados.

Apesar de normalmente, e como previamente mencionado, os lipidos sélidos serem
misturados com os lipidos liquidos numa proporcdo que pode variar entre 70:30 até
99,9:0,1 (Pardeike et al., 2009), neste trabalho experimental, o0 6mega-3 funciona ndo s6
como lipido liquido, como também é o composto bioativo que se pretende veicular.
Atendendo a estas consideracfes, a concentracdo deste constituinte deve ser a mais
elevada possivel. Desta forma, optou-se por desenvolver uma formulagdo de NLC na

qual a fase lipidica continha uma proporcéo lipido sélido:lipido liquido de 60:40.

2.2. Calorimetria de varrimento diferencial (Differential Scanning
Calorimetry, DSC)

As misturas lipidicas foram submetidas a analise térmica por DSC.

A DSC consiste em submeter a substancia que se pretende testar e um material de
referéncia inerte a um mesmo programa de aquecimento ou arrefecimento,
rigorosamente controlado, medindo e comparando-se a diferenga no fornecimento de
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energia calorifica em funcdo da temperatura, isto €, a variacdo entélpica (AH) (Giron,
2013).

Nesta técnica, quando a amostra é sujeita a uma transformacéo fisica, tal como acontece
num processo de transi¢do de fase, € necessario que uma maior ou menor quantidade de
energia seja transferida para a amostra, com 0 objetivo de manté-la a mesma
temperatura que o material de referéncia. A quantidade exata de energia calorifica varia,
dependendo se a transicdo requer o consumo de energia, 0 que se Verifica em
fendmenos endotérmicos como a fusdo, ou, se a transicdo propicia a libertacdo de
energia, processo caracteristico de fendmenos exotérmicos como a cristalizagdo
(Martucci, 2014).

Este método permite fornecer indicacbes sobre o comportamento de fusdo e de
cristalizacdo, bem como sobre o polimorfismo dos constituintes sélidos e liquidos das
nanoparticulas, baseando-se no facto das alteracbes estruturais dos lipidos possuirem
temperaturas e entalpias de fusao diferentes (de Mendoza et al., 2009; Das e Chaudhury,
2011; Averina et al., 2011). Estes parametros sdo extremamente importantes, uma vez
que influenciam ndo s6 a eficiéncia de encapsulacdo, como também o perfil de
libertacdo e a eventual expulsdo do composto incorporado nas nanoparticulas lipidicas

durante o armazenamento (Duréan et al., 2011).

2.2.1. Metodologia

A andlise da cristalinidade e do polimorfismo das matérias-primas (lipidos sélidos e
lipido liquido) e das misturas lipidicas foi realizada utilizando o DSC 200 F3 Maia®
(NETZCH, Alemanha) com trocador automético de amostras. Para cada analise foram
pesadas, em balanca analitica, massas de amostra compreendidas entre os 30 - 40 mg e
colocadas em cadinhos de aluminio selados com tampa perfurada. Como referéncia

usou-se um cadinho e tampa equivalentes, vazio.
Os perfis da anélise térmica (termogramas) foram obtidos em atmosfera dinamica de

azoto (20 mL/minuto). O programa térmico contemplou um arrefecimento até aos 5 °C

(com uma taxa de 10 °C por minuto), seguida de uma isotérmica durante 8 minutos e,
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posteriormente, um aquecimento dos 5 °C aos 200 °C (5 °C/minuto). Os dados foram
obtidos com recurso ao software Proteus® versdo 5.2.1 (NETZCH, Alemanha).

2.2.2. Resultados e discussao

Os termogramas dos lipidos encontram-se apresentados na Figura 10.

DSC /(mW}mg) [1,3] Gelucire 43/01 [3,3] Omega 3
[2 3] [2,3] Imwitor 900K [4,3] Precirol ATQS
il texo

3

[3.3]

31

Onset: 41.7 °C, -0.3201 mW/mg

Peak: 46.3 °C

Onset: 51.4 °C, -0.2614 mW/mg

— [4.3]

Peak: 60.1 °C Onset: 60.7 °C, -0.2142 mW/mg
ety

01 o [2.3]

Peak: 67.5 “C

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperature /°C

Figura 10: Termogramas dos lipidos.

Analisando os termogramas, verifica-se que os trés lipidos sélidos apresentam picos
endotérmicos a temperaturas proximas as que se encontram descritas na literatura para

0s respetivos pontos/intervalos de fusao.

O perfil térmico do Gelucire® 43/01 foi idéntico ao obtido por Tiwari et al. (2009), o do
Imwitor® 900 K ao de lbrahim et al. (2014) e o do Precirol® ATO 5 ao de Avasatthi et
al. (2016). O mega-3 ndo sofreu qualquer fendmeno térmico, o que era de esperar, uma
vez que este composto é liquido. Contudo, é importante salientar que o facto de ndo se
verificarem estes fendmenos, permite concluir que o 6leo é estavel a temperatura de

producao dos NLC.
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A Figura 11 apresenta os termogramas das misturas lipidicas numa concentracdo de
60:40 (i.e., lipido solido:lipido liquido).

DSC /(mW/mg) [1,3] Gelucire_Omega 3
[2.3 [3,3] Precirol Omega 3

exo [2,3] Imwitor Omega 3
251 | Onset: 29.7 °C, -0.1883 mW/mg -

2.0 1

1.5

1.0 4

0.5
Onset: 58.2 °C, -0.2712 mW/mg
0.0 1 i

23l

-0.51

-1.0 4

-1.54

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperature /°C

Figura 11: Termogramas das misturas lipidicas.

As misturas do Gelucire® 43/01 e do Imwitor® 900K com o lipido liquido apresentam
temperaturas de onset do processo de fusdo de 29,7 °C e de 59,2 °C, respetivamente. Tal
indica que a mistura de Gelucire® 43/01 e 6mega-3 ndo se apresenta no estado solido a
temperatura ambiente e, desta forma, ndo se consegue obter nanoparticulas sélidas. Por
outro lado, a mistura de Imwitor® 900K com o 6mega-3 demonstra uma temperatura de
onset de fusdo alta de mais para o efeito final pretendido, ou seja, a aplicagdo na pele.
De acordo com estes resultados, selecionou-se a mistura lipidica 6mega-3 e Precirol®
ATO 5 para o desenvolvimento das nanoparticulas lipidicas, apresentando esta mistura

uma temperatura de onset de 45,4 °C.
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3. Preparacao das dispersdes de nanoparticulas lipidicas

3.1. Metodologia

A dispersdo aquosa de NLC foi preparada pela técnica de HPH a quente e pela técnica

da sonicagdo ou dos ultrassons, de acordo com a composicao indicada na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo da dispersdo aquosa de NLC.

Precirol® ATO 5 6,00
Omega 3 4,00
Tween® 80 2,50
Cloreto de benzalcénio 0,50
Agua ultrapura 87,00

Para ambas as técnicas, a primeira etapa de preparagdo da dispersdo aquosa de NLC
consistiu no aquecimento da fase lipidica (mistura do lipido sélido com o lipido liquido)
e da fase aquosa, contendo 0s agentes tensioativos, a uma temperatura 5 - 10 °C acima
do intervalo de fusdo do lipido sélido (53 - 57 °C). Ap6s a fusdo do lipido sélido,
adicionou-se a fase aquosa a fase lipidica e homogeneizou-se com recurso ao Ultra-
Turrax® T25 (IKA®, Alemanha), a uma velocidade de 9000 rpm durante 5 minutos,

obtendo-se uma emulsédo O/A.

Na técnica de HPH a quente, a emulsdo O/A obtida foi posteriormente transferida para o
homogeneizador (Emulsiflex-C3, Avestin, Alemanha), onde foi forgcada a passar por um
orificio com diametro muito reduzido (i.e., 10 - 30 um) sob elevada presséo que, numa
curta distancia, atinge uma velocidade elevada (Mukherjee et al., 2009; Sinha et al.,
2010). Durante a preparacao das dispersdes, a temperatura deve ser mantida, a fim de
evitar que o lipido solido solidifique. Deste modo, 0 homogeneizador foi previamente
aquecido a + 70 °C, fazendo recircular agua ultrapura a essa temperatura. Efetuaram-se
10 ciclos de homogeneizacdo, a uma presséo entre 800 e 1000 bar. A tensdo de corte
elevada e a forca de cavitacdo fragmentaram as goticulas lipidicas em dimensdes
nanométricas. A Ultima etapa consistiu na transferéncia da nanoemulsdo O/A para viais

de vidro, os quais foram devidamente selados e colocados em banho de gelo para
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permitir um arrefecimento mais rapido, de modo a que o lipido solido solidificasse e
ocorresse a formacao das nanoparticulas lipidicas, ou seja, dos NLC.

Por seu turno, na técnica da sonicacéo, a emulsdo O/A foi submetida a acdo energética
dos ultrassons através de uma sonda de sonicagdo (Bandelin Sonopuls, Alemanha), com
uma amplitude energética de 40%, durante 15 minutos. Este processo de elevada
energia permitiu que as goticulas de 6leo da emulsdo O/A quebrassem e adquirissem
tamanhos nanométricos. Por fim, tal como se verificou na técnica de HPH a quente, a
nanoemulsdo O/A foi imediatamente transferida para viais de vidro e colocada em
banho de gelo para permitir um arrefecimento mais rapido e a formacéo dos NLC.

Apbs a sua producdo, as dispersdes de NLC foram armazenadas a duas temperaturas
distintas (5,0 £ 1,0 °C e 25,0 £ 5,0 °C), com 0 objetivo de avaliar a sua estabilidade ao

longo do tempo.

4. Caracterizacdo das dispersGes aquosas de nanoparticulas
lipidicas

4.1. Tamanho das particulas e indice de polidispersao (Polidispersity
Index, PI)

O diametro e a distribuicdo do tamanho das particulas (geralmente indicada pelo PI) séo
parametros importantes, influenciando a estabilidade fisica das dispersdes de
nanoparticulas lipidicas (Vitorino et al., 2011). Estas caracteristicas estdo dependentes,
em grande medida, do método de producéo e da composicdo das nanoparticulas (Shah et
al., 2014).

A espectroscopia de correlagdo de fotbes (Photon Correlation Spectroscopy, PCS) ou
dispersdo dindmica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS), é a técnica mais usada para
aferir acerca do tamanho das particulas de uma dispersdo (Obeidat et al., 2010). A
técnica da DLS é considerada relativamente precisa e sensivel, tendo como vantagens o
facto de ser rapida e ndo destrutiva, requerendo apenas uma quantidade muita pequena
de amostra sem uma preparagdo prévia extensa. E capaz de medir tamanhos de

particulas com valores entre os 3 - 3.000 nm e, como tal, considerada adequada para
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caracterizar dispersdes de nanoparticulas lipidicas (Das e Chaudhury, 2011; Shah et al.,
2015D).

O principio deste método consiste em relacionar a velocidade de difusdo das particulas,
provocada pelos seus movimentos, com o tamanho das mesmas (Malvern, 2012a). Para
tal, faz-se incidir sob as particulas um feixe laser de determinado comprimento de onda,
analisando-se as flutuacdes da intensidade da luz dispersa em funcéo do tempo (Shah et
al., 2015b). A dispersdo da luz resulta dos movimentos Brownianos, 0s seja, 0S
movimentos das particulas resultantes da sua colisdo aleatéria com as moléculas do
liquido que as circunda (Malvern, 2012a). Particulas de menor tamanho movem-se mais
depressa (i.e., tém maior velocidade de difusdo) e, como tal, causam uma maior
flutuacdo da intensidade da luz. Por outro lado, as particulas de maior tamanho movem-
se mais lentamente (i.e., ttm menor velocidade de difuséo), pelo que a intensidade de
luz dispersa varia igualmente de forma mais lenta (Shah et al., 2015b). Deste modo, a
intensidade da luz dispersa depende do tamanho e da velocidade dos movimentos

Brownianos das particulas (Malvern, 2012a).

O aparelho usado na técnica de DLS possui um processador de sinais, 0
autocorrelacionador digital, o qual compara a intensidade da dispersdo da luz a
intervalos de tempo sucessivos, sendo esta informacdo passada posteriormente a um
software especializado, capaz de analisar os dados recolhidos e derivar os parametros
desejados (Malvern, 2012a).

Como técnica complementar a DLS, os tamanhos das particulas podem ser avaliados
por difratometria de laser (Laser Diffractometry, LD), permitindo uma analise num
intervalo entre 0,01 e 3500 um (Malvern, 2016). E recomendavel a utilizagio da DLS e
da LD em simultaneo, uma vez que com esta Ultima técnica é possivel detetar a
presenca de microparticulas ndo mensuraveis com a técnica de DLS (Mehnert e Mader,
2001; Muller-Goyman, 2004).

O PI também pode ser determinado pela técnica de DLS, sendo este uma indicagédo da
homogeneidade de distribuicdo do tamanho de particulas em dispersdo (Shah et al.,
2014). Os valores de P1 podem variar entre 0 e 1, em que O corresponde a uma amostra

completamente monodispersa e 1 indica uma distribuicdo muita ampla de tamanhos.
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Quanto menor o valor de PI, mais monodispersa é a populacdo de particulas. De uma
maneira geral, uma amostra com um Pl menor que 0,25 é considerada monodispersa.
Um valor de PI superior a 0,25 sugere a presenca de particulas com tamanhos

significativamente diferentes na formulacéo (Martins, 2012).

4.2. Potencial zeta (Zeta Potential, ZP)

O ZP reflete a carga elétrica total a superficie de uma particula (Vitorino et al., 2011). A
sua magnitude é igualmente um indicador Util da estabilidade fisica a longo prazo das
dispersdes coloidais, bem como para prever possiveis interacdes eletrostaticas entre as

nanoparticulas e as membranas celulares (de Boer e Gaillard, 2007; Malvern, 2012b).

Existem dois mecanismos principais que contribuem para a estabilidade das dispersoes
coloidais, a repulsao estérica e a estabilizacdo eletrostatica. A repulsdo estérica requer a
adicdo de compostos que adsorvem a superficie das particulas e previnem a sua
agregacdo, por impedimento estérico. Na estabilizacdo eletrostatica, as particulas tém
carga de superficie suficiente para propiciar forcas de repulsdo entre si, resistindo a
floculacdo ou coagulacdo. As particulas dispersas num sistema aquoso adquirem carga a
superficie principalmente devido a presenca de grupos ionizaveis ou pela adsorcdo de
espécies ionicas, afetando a distribuicdo de iGes no meio e aumentando a concentragao

de ies de carga oposta a da particula junto a superficie (Malvern, 2012b).

Um valor elevado, em termos absolutos, de ZP, ¢ indicativo de particulas com carga
elevada, pelo que estas apresentam menor tendéncia para a agregacdo durante o
armazenamento, devido a repulsdo eletrostatica que ocorre entre si. Se, contudo, as
particulas tiverem valores de ZP baixos, as forcas de atracdo excedem as forcas de
repulsdo, podendo conduzir a coagulacdo ou floculacéo da dispersdo (Das e Chaudhury,
2011). As nanoparticulas sdo consideradas estaveis se apresentarem, em termos
absolutos, valores de ZP elevados, nomeadamente, superiores a 30 mV (Malvern,
2012Db).
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4.3. Metodologia

No presente trabalho, apds a preparacdo das nanoparticulas lipidicas, procedeu-se a
medicdo do tamanho das particulas e do PI, através da técnica de DLS, bem como a
determinacdo do ZP, utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern® Instruments, Reino
Unido), a 25 °C. Antes da medic¢do, as dispersdes aquosas de NLC foram diluidas com
agua ultrapura, de modo a evitar a multidispersdo de luz decorrente de uma
concentracdo elevada de particulas. Os resultados apresentados séo valores médios (Z-
ave) + desvio padrdo (SD) de trés medices, dois dias apos a producao e apds 90 dias de
armazenamento, no frigorifico (5,0 £ 1,0 °C) e a temperatura ambiente (25,0 + 5,0 °C).
O Z-ave e 0 Pl foram obtidos a partir do correlograma, pelo software Zetasizer Nano ZS
(Malvern®, Reino Unido). No caso das medicdes realizadas dois dias apds a producio, a
média apresentada é a média das diluicBes 1:2, 1:3 e 1:4, uma vez que se obtiveram
resultados concordantes. A média dos resultados da medicao efectuada apds 90 dias foi

obtida pela medicéo, em triplicado, da dilui¢do 1:4.

De forma a executar-se uma analise mais detalhada e verificar a auséncia ou presenca de
particulas com tamanhos micrométricos, as dispersdes de NLC foram também avaliadas
pela técnica de LD, utilizando um Mastersizer 3000 (Malvern®, Reino Unido).
Mediram-se os valores D50 e D90, traduzindo estes a percentagem de particulas com
volume igual ou inferior ao valor apresentado (i.e., 50 e 90%). As medi¢Ges foram
efetuadas em triplicado, mediante as seguintes condi¢fes de analise: indice de refracdo
= 1,6; indice de absorcdo = 0,01; densidade (g/cm®) = 1,0. Os resultados apresentados

sdo os valores médios (LD) + desvio padrdo (SD) de cada medicéo.
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4.4. Resultados e discussao

Os resultados do tamanho médio (Z-ave e LD), Pl e ZP das dispersdes aquosas de NLC

armazenadas a 5,0 £ 1,0 °C e a 25,0 + 5,0 °C s&o apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Tamanhos médios de particula (Z-ave e LD), Pl e ZP das dispersfes aquosas de

NLC, preparadas pela técnica de HPH a quente e pela técnica da sonicacao ou dos ultrassons.

NLC HPH
i 480 £0,047 808+0,073 202+3,000 0,283+0,011 1,2 0,000
la
NLC US
i 225+0,117 433+0,178 163+12,000 0,246+0,012 30+ 0,000
1a
NLC US
- - 170,3+1,385 0,262 +0,005 43,1 + 1,560
dia 90 (25°C)
NLC US
- - 176,3+0,000 0,259 +0,007 42,3 + 0,283
dia 90 (5°C)

Pardeike et al. (2009) referem que as dispersdes aquosas de nanoparticulas lipidicas
devem apresentar um tamanho compreendido entre os 40 e os 1000 nm. Analisando os
resultados, verifica-se que, para ambas as técnicas, e durante todo o periodo de
armazenamento, os NLC mostraram valores de tamanho de particula inferiores a 1000

nm, 0 que esta de acordo com o postulado por Pardeike et al.

Por outro lado, o valor de D90 para as dispersdes aquosas obtidas por HPH é bastante
superior quando comparado com o mesmo valor para as dispersdes originadas por
ultrassons. De facto, 90% da populacdo de NLC produzidos por HPH, apresentam um
tamanho igual ou inferior a 808 nm (i.e., D90 = 808 + 0,073 nm), enquanto para 0S
NLC obtidos por sonicacéo, este valor é bastante menor (433 £ 0,178 nm). O mesmo se
verifica no caso do D50. Deste modo, é possivel afirmar que a sonicacdo permite obter,
quando comparada com a HPH a quente, nanoparticulas com tamanhos menores, 0 que

justifica o uso desta técnica para a producao de nanoparticulas lipidicas.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, a dispersdo aquosa de NLC
apresentou a ambas as temperaturas de armazenamento (5,0 £ 1,0 °C e 25,0 + 5,0 °C)
particulas com diametro médio idéntico e dentro da escala nanométrica, facto reforcado
pelos valores de Pl obtidos, os quais sdo indicativos de uma distribuicdo homogeénea de
tamanho na populagcdo de nanoparticulas presentes na dispersdo. De notar que, na
medicao efectuada dois dias apos a preparacdo, os NLC demonstraram um valor de Pl
inferior a 0,25, pelo que, de acordo com a informacao anteriormente referida, é possivel

definir a populacdo como monodispersa.

Relativamente ao ZP, conseguiram-se igualmente resultados bastantes satisfatorios, de
acordo com os valores de referéncia presentes na literatura. Em todas as medicdes, as
dispersdes apresentaram valores absolutos de ZP iguais ou superiores a 30 mV,
prevendo-se uma boa estabilidade das dispersdes ao longo do tempo. A presenca de dois
agentes tensioativos, 0 Tween 80® e o cloreto de benzalconio, pode justificar os
resultados obtidos. De facto, 0 Tween® 80 e o cloreto de benzalconio sdo capazes de
estabilizar eficazmente a dispersdo e prevenir a agregacdo das nanoparticulas, por
estabilizacdo estérica e eletrostatica, respetivamente (Tabatt et al., 2004;
Kheradmandnia et al., 2010; Bikkad et al., 2013; Mendes et al., 2013).

A dispersdo de NLC obtida pelo método dos ultrassons e armazenada a diferentes
temperaturas foi analisada e caracterizada apds um periodo de armazenamento de 90
dias. A andlise visual confirmou a auséncia de alteracGes macroscépicas nas dispersdes
aquosas. Porém, denotou-se o desenvolvimento de uma ligeira coloracdo amarela. A
medicdo dos parametros avaliados, i.e., tamanhos, Pl e ZP, permitiram verificar apenas
ligeiras variagGes dos valores relativamente aos valores obtidos na disperséo dois dias
apos a producdo. Perante os resultados, considera-se que a dispersdo apresenta

estabilidade a ambas as temperaturas de armazenamento.

5. Incorporacéo das dispersdes de NLC nas bases semissolidas

Dada a reduzida viscosidade das dispersfes de nanoparticulas lipidicas para aplicagdo
topica (Silva et al., 2012), as dispersdes aquosas de NLC preparadas foram incorporadas
em diferentes bases semissolidas, designadamente: pomada hidrofila  de

polietilenoglicdis (PEGS), gel de metilcelulose (hidrogel) e creme O/A.
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Na Tabela 4 encontra-se descrita a composicdo das bases semissolidas utilizadas para
incorporar a disperséo de NLC.

Tabela 4: Composi¢do (%, m/m) das bases semissolidas utilizadas para incorporacdo da
dispersdo de NLC (adaptado de Oliveira, 2014).

Pomada hidrofila Hidrogel Creme O/A
Polietilenoglicol 4000 40,0 - -
Polietilenoglicol 400 50,0 - -
Span 40 1,0 - -
Metilcelulose 1000 - 2,0 -
Propilenoglicol - 10,0 -
Acido estearico - - 24,0
Trietanolamina - - 1,2
Glicerina - - 13,5
p-hidroxibenzoato de ) ) 01
metilo
Agua - g.b.p. 60,0 61,3

As funcdes dos constituintes de cada uma das bases semissolidas detalhadas na Tabela 4

sdo as seguintes (Oliveira, 2014):

e Pomada hidrofila de PEGs:
- Polietilenoglicol 4000 e Polietilenoglicol 400: Excipientes hidrofilos.
- Span 40: Excipiente A/O.

e Hidrogel:
- Metilcelulose 1000: Agente gelificante.
- Propilenoglicol: Excipiente hidrofilo humectante.
- Agua: Liquido gelificado.
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e Creme O/A:
- Acido estearico: Excipiente hidréfobo.
- Trietanolamina: Forma, in situ, juntamente com o &acido estearico, o agente
emulsivo O/A estearato de trietanolamina.
- Glicerina: Excipiente hidrofilo humectante.
- p-hidroxibenzoato de metilo: Conservante.

- Agua: Fase aquosa.

5.1. Metodologia

As dispersdes de NLC foram incorporadas em bases semissolidas previamente
preparadas, utilizando um almofariz de porcelana. Testaram-se diferentes propor¢des de
base semissélida:NLC, nomeadamente, 60:40, 50:50 e 40:60, com o objetivo de
determinar qual a proporcao mais adequada para aplicacao topica. Apds a incorporacao,
as misturas foram armazenadas a temperatura ambiente, tendo sido avaliado o aspeto e a

consisténcia de cada formulacéo, por analise visual e sensorial.

5.2. Resultados e discussao

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Avaliagdo do aspeto da formulacdo quanto & proporcdo adequada de base

semissolida:dispersdo aquosa de NLC para aplicagdo tdpica.

Proporcao base semi-solida:NLC

Base semi-solida 60:40 50:50 40:60
Pomada hidrofila de PEGs +++ + +
Hidrogel ++ ++ Eg
Creme O/A ++ + +

Legenda: +++, consisténcia adequada para aplicacao topica; ++, consisténcia suficiente

para aplicacdo topica; +, fraca consisténcia para aplicacao topica.
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Tal como reportado por alguns autores, a incorporagdo da dispersdo aquosa de NLC
resultou numa diminuicdo da consisténcia inicial em todas as bases semissolidas
testadas. A elevada quantidade de agua das dispersfes de nanoparticulas lipidicas pode
justificar este comportamento (Gonzalez-Mira et al., 2012; Tichota et al., 2014).
Mediante a analise dos resultados, verifica-se que a proporcao de 60:40 é a que oferece,
para todas as bases semissélidas preparadas, a consisténcia mais apropriada para

aplicacdo topica.

6. Caracterizacao dos sistemas semissolidos
6.1. Analise da reologia das formulagdes semissolidas

A reologia pode ser definida como o estudo das propriedades de fluidez e deformagéo
da matéria (Lee et al., 2009). Dado que a aceitabilidade por parte do doente e a eficacia
e qualidade das formulacdes semissélidas estdo condicionadas pelas suas propriedades
de fluxo, € indispensavel proceder-se a analise destas caracteristicas (Mastropietro et al.,
2013).

Dependendo da relacdo entre a viscosidade e a tensdo de corte, 0s sistemas
farmacéuticos podem apresentar um comportamento Newtoniano ou ndo-Newtoniano.
Os gréficos que representam as propriedades de fluxo sdo denominados de reogramas.
Os sistemas Newtonianos séo caracterizados como sistemas em que a tensao de corte (t)
é diretamente proporcional a velocidade de corte (y), sendo a viscosidade constante. NoOS
sistemas ndo-Newtonianos, a tenséo e a velocidade de corte sdo independentes, pelo que

a viscosidade néo é constante (Lee et al., 2009; Alves et al., 2011).

Os sistemas ndo-Newtonianos podem ser subdivididos em vulgarmente plasticos ou
pseudoplasticos com valor de cedéncia, pseudoplasticos ou reofluidificantes, ou
dilatantes ou reoespessantes (Figura 12a). Os materiais vulgarmente plasticos requerem
uma tensdo minima de corte para que o sistema flua. Se a viscosidade diminuir com o
aumento da velocidade de corte, o sistema é classificado como pseudoplastico. Por fim,
se se verificar um aumento da viscosidade com o aumento da velocidade de corte, 0

sistema apresenta um comportamento dilatante (Alves et al., 2011; Lee et al., 2009).
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Figura 12: Tipos de comportamento reoldgico dos sistemas farmacéuticos: a) perfis dos
sistemas Newtonianos e ndo-Newtonianos; b) fendmeno de tixotropia (adaptado de Alves et al.,
2011).

Adicionalmente, o0s sistemas n&o-Newtonianos podem apresentar tixotropia,
representada por uma area de histerese (i.e., area entre as curvas ascendente e
descendente) no reograma (Figura 12b). Este fendbmeno ocorre quando a preparagdo é
submetida a uma forca de cisalhamento e a sua estrutura de rede quebra, conduzindo a
uma diminuigéo gradual da viscosidade que facilita 0 escoamento da preparagéo a partir
do recipiente de acondicionamento e auxilia o seu espalhamento sobre a pele. Quando a
forca é removida, a viscosidade recupera lentamente, auxiliando a manter a preparacao
na pele. De acordo com estas consideracdes, é desejavel que as formulagcbes
semissdlidas para aplicacdo topica, ao nivel da pele, apresentem tixotropia (Lee et al.,
2009; Alves et al., 2011).

6.2. Estudo de estabilidade acelerada

Os estudos de estabilidade permitem avaliar e assegurar a manutencdo da qualidade,
eficacia e seguranca das formulacdes a longo prazo, sendo como tal considerados um
requisito para a aceitacdo e aprovacdo de qualquer produto farmacéutico. A estabilidade
de um sistema farmacéutico depende, por um lado, de fatores ambientais, como a
temperatura, humidade e luz e, por outro, de fatores que sdo intrinsecos a propria
formulacéo, tais como, as propriedades fisicas e quimicas da(s) substancia(s) ativa(s) e

excipientes, a dosagem ou o processo de producdo (Punam et al., 2014).
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6.3. Metodologia

6.3.1. Estudo do comportamento reoldgico

O estudo do comportamento reoldgico das formulacBes semissdlidas (i.e., bases
semissolidas placebo e bases semissélidas contendo a dispersdo aquosa de NLC) foi
realizado através da determinacdo das viscosidades aparentes (v, cPo), mediante a
aplicacdo de diferentes velocidades de corte (rpm), utilizando-se um viscosimetro
rotacional ST-2001 (J.P. Selecta®, Espanha). Cada ensaio teve a duracdo de 1 minuto,
com igual tempo de descanso, e realizou-se a uma temperatura constante de 20 + 1 °C.
Posteriormente, tracaram-se os graficos de tensdo de corte (t = n x G, cPo.rpm) versus
velocidade de corte (G, rpm). As medi¢des foram efetuadas 7 dias e 30 dias apos a

preparacdo, tendo sido as formulagdes armazenadas a temperatura ambiente.

6.3.2. Estudo de estabilidade acelerada

As formulacdes semissolidas preparadas foram submetidas a um estudo de estabilidade
acelerada por centrifugacdo (Heraeus Labofuge™ 200, Alemanha), ap6s 30 dias de
armazenamento a temperatura ambiente. Para tal, colocou-se 10 mL de cada formulacéao
em tubos de Falcon® e aplicou-se dois ciclos de centrifugacdo de 30 minutos cada, a
uma velocidade de 3000 rpm. Posteriormente, verificou-se se houve ou ndo a ocorréncia
de separacdo de fases. Durante a centrifugacdo, a amostra esta sujeita a stress, havendo
uma simulacéo do aumento da forca de gravidade. Consequentemente, a mobilidade das
particulas ¢ maior, 0o que pode conduzir a fendmenos de instabilidade, observaveis

através da separacdo de fases (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004).

6.4. Resultados e discussao

6.4.1. Reologia das formulagdes semissolidas

Os resultados da caracterizacdo reoldgica das diferentes bases semissolidas preparadas

encontram-se representados nas Figuras 13 e 14.

Para ambas as formulacdes creme O/A (i.e., creme O/A placebo e creme O/A contendo

a dispersdo de NLC), ndo foi possivel avaliar a viscosidade aparente, uma vez que as
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preparacGes eram demasiado fluidas e, como tal, nenhuma das agulhas do viscosimetro
permitiu obter percentagens de torque (% torque) consideradas aceitaveis as velocidades
de corte minima e maxima selecionadas, i.e., entre 10 e 100% (Brookfield Ametek,
2016). Ap6s um més de armazenamento a temperatura ambiente, este creme contendo
NLC estava ainda mais fluido do que no dia da incorporagéo, concluindo-se que este
sistema é pouco estavel para incorporacdo de dispersGes aquosas de nanoparticulas

lipidicas.

Os reogramas dos hidrogéis, 7 dias apds a preparacdo (Figura 13), revelam que estes
apresentam um comportamento ndo-Newtoniano do tipo reofluidificante ou
pseudoplastico, visivel pela diminuicdo da viscosidade em funcdo do aumento da
velocidade de corte. Todavia, ocorre uma sobreposicdo das curvas ascendentes e
descendentes em ambos o0s reogramas, o que indica que os hidrogéis ndo apresentam

tixotropia.

Herraez-Dominguez et al. (2005) constataram que, para certos tipos de metilcelulose,
nomeadamente os que apresentam um baixo grau de viscosidade, e em concentragdes
superiores a 1 (%, m/m), estabelece-se um equilibrio entre a tensdo de corte
(responsavel por quebrar as ligacdes entre as moléculas) e 0s movimentos Brownianos
das particulas (responsaveis por restabelecer essas mesmas ligacdes), pelo que ndo se

verificam mudancas na estrutura tridimensional e a viscosidade permanece constante.

14000,0

120000 / =T (Gel
/ Metilcelulose
3 10000,0 / (Placebo))
/ T (Gel
' Metilcelulose +
- NLC)
2000,0

0,0

o.rpm)

Tensdo de corte [cP
e @ =]
(=] (=] (=]
=] 5 B
[=] [=] (=]

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 1000 1200

Velocidade decorte (rpm)

Figura 13: Reogramas do hidrogel placebo e do hidrogel contendo NLC incorporados, 7 dias

ap6s a preparagio.
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A andlise do comportamento reoldgico dos hidrogéis permite verificar que a tensdo de
corte necessaria para que a base placebo do hidrogel flua é superior & tensdo necessaria
para a fluidez do hidrogel com a dispersdo aquosa de NLC incorporada. De facto, a
presenca das nanoparticulas lipidicas influencia a consisténcia do hidrogel, conduzindo
a uma diminuicdo da sua viscosidade (Tichota et al., 2014). Nao foi possivel determinar
através dos reogramas os efeitos do armazenamento na reologia dos hidrogéis, ja que
apos um més, o hidrogel contendo as nanoparticulas lipidicas apresentava alteragdes
pronunciadas quer da cor, quer da textura, quando armazenado a temperatura ambiente.
Estas alteracbes s&o indicativas de problemas de estabilidade da formulagdo

desenvolvida.

A Figura 14 apresenta os reogramas da pomada hidrofila de PEG contendo a dispersao
de NLC incorporada. Nao foi possivel apresentar o comportamento reoldgico da
pomada hidrofila placebo, devido & elevada consisténcia apresentada por esta base

semissolida, o que impediu a avaliacdo da viscosidade aparente com o viscosimetro.
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10000 -—r
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Tenséo de corte [cPo.rpm)
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Figura 14: Reogramas da pomada hidréfila de PEGs com NLC, 7 e 30 dias ap0s a preparagéo.

Tal como os hidrogeis, a pomada hidrofila de PEGs com NLC apresenta um
comportamento do tipo reofluidificante ou pseudoplastico. Contudo, contrariamente ao

hidrogel, verifica-se a presenca de tixotropia, ainda que de forma muito discreta. Pela
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andlise da Figura 14, verifica-se que houve um aumento da viscosidade da pomada com
NLC apds 1 més, acompanhada de uma ligeira diminuicdo da tixotropia, o que talvez se
deva a evaporacdo de alguma quantidade de 4gua da formulacdo. Consequentemente, a

tensdo de corte necessaria para que a pomada flua também aumentou.

Apesar das alteracdes que o gel de metilcelulose sofreu, o computo dos resultados
sugere que a pomada hidrofila de PEGs pode ser, das formulagdes testadas, a melhor
alternativa para incorporar as dispersdes de nanoparticulas lipidicas, ja que para além de
um comportamento pseudoplastico, demonstrou tixotropia. No desenvolvimento de uma
formulacdo semissolida apropriada para a administracéo topica de bioativos, ambas as

propriedades devem estar presentes (Silva et al., 2009).

6.4.2. Estabilidade acelerada por centrifugacéo

Ao fim de 30 dias de armazenamento, apenas a pomada hidréfila de PEGs contendo
NLC se encontrava em condicGes apropriadas, pelo que somente esta preparacdo foi
submetida ao estudo de estabilidade acelerada. Ap6s o primeiro ciclo de centrifugacao,
a base semissélida continuava intacta (Figura 15a). Contudo, no final do segundo ciclo,
verificou-se a ocorréncia de separacdo de fases, no fundo do tubo de Falcon® (Figura
15b), o que deixa prever uma instabilidade da preparacdo ao longo do tempo de

armazenamento.

Figura 15: Aspeto da pomada hidréfila de PEGs com NLC: a) apds um ciclo de centrifugacao;

b) apds dois ciclos de centrifugacéo.

58



Vetores lipidicos contendo acidos gordos naturais

Conclusoes

Inserido na area da veiculacdo de substéncias por meio de sistemas coloidais, este
trabalho visou o desenvolvimento de um veiculo lipidico nanoestruturado (NLC) com

O0mega-3 destinado a aplicacdo topica, ao nivel da pele.

Relativamente a preparacdo das nanoparticulas lipidicas, este estudo foi realizado com
éxito. Inicialmente, procedeu-se a uma selecdo criteriosa da mistura e concentracdo
lipidica mais adequadas, com base na analise da miscibilidade lipido solido/lipido
liquido e na técnica de DSC. Das duas técnicas de producdo utilizadas, a técnica dos
ultrassons demonstrou ser mais eficaz, levando a obtencdo de NLC com tamanhos
menores e mais homogéneos e um elevado ZP, tendo-se mostrado estaveis ao longo do

tempo de armazenamento.

Devido a baixa viscosidade que caracteriza as dispersdes aquosas de nanoparticulas
lipidicas, os NLC foram incorporados em diferentes bases semissélidas para adquirirem
consisténcia adequada a aplicacdo pretendida. Contudo, as formulacdes preparadas
apresentaram diversos problemas quanto a sua consisténcia e textura, sendo que para o
creme O/A ndo foi possivel proceder a analise do comportamento reoldgico. Das trés
alternativas em estudo, a pomada de PEGs demonstrou ser a mais indicada para
incorporar 0s NLC, devido ao comportamento pseudoplastico e alguma tixotropia.
Todavia, quando sujeita ao estudo de estabilidade acelerada por centrifugacao,
verificou-se a ocorréncia de separacdo de fases, o que aponta para uma reduzida
estabilidade do sistema ao longo do tempo de armazenamento. Com o objetivo de obter
sistemas com caracteristicas mais adequadas, € necessdria uma reformulacdo da

composicgdo das bases semissolidas escolhidas.

Concluindo, os NLC representam um sistema promissor para a veiculagcdo do dmega-3
no tratamento da psoriase. Adicionalmente, o facto de serem constituidos por lipidos
fisioldégicos biocompativeis e promoverem a oclusdo cutanea, sdo fatores que
contribuem para a promocdo da hidratacdo cutanea da pele psoriatica e uma eventual
melhoria da patologia. Para comprovar esta aplicacdo, é fundamental a realizacdo de

estudos in vitro, em culturas celulares, e ex vivo de permeacdo na pele. Por fim, é
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necessario efetuar testes in vivo, em animais e humanos, que comprovem a eficécia

terapéutica da formulagéo para utilizacéo clinica.
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SUITABILITY OF SEMISOLID FORMULATIONS TO INCREASE LIPID
NANOPARTICLES CONSISTENCY FOR TOPICAL APPLICATION
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Introduction

Lipid nanoparticles are colloidal systems consisting of aqueous dispersions of solid
nanoparticles. There are two types of lipid nanoparticles, solid lipid nanoparticles (SLN)
and nanostructured lipid carriers (NLC), presenting advantages for topical application.
However, these systems are liquid with low viscosity, showing a typical Newtonian
behavior, which means that they are not suitable for topical administration. Thereby,
their incorporation into conventional semisolid formulations (e.g. hydrophilic ointments
or hydrogels) has been used to increase consistency, while promoting the stability of
lipid nanoparticles. This strategy can modify the rheological properties of the semisolid
formulation due to interactions between the components of the final formulation. The
present study focused on the preparation and characterization of SLN and NLC aqueous
dispersions, and their incorporation into semisolid formulations. The rheological
behavior of the prepared formulations was assessed, in order to verify their suitability

for topical application.

Materials and methods

Aqgueous SLN and NLC dispersions containing glyceryl palmitostearate as solid lipid
were prepared by ultrasound technique. NLC differ from SLN due to the presence of
liquid lipid (fish oil), which was used in a proportion of 60:40 (w/w) of the lipid matrix.
The mean particle size (Z-ave), polidispersity index (PI) and zeta potential (ZP) were
assessed by dynamic light scattering (DLS) after a dilution with purified water (1:4).
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The lipid nanoparticles were incorporated in methylcellulose-based hydrogel and
polyethylene glycol-based hydrophilic ointment, and rheological studies were

performed to evaluate their flow properties.

Results and discussion

Concerning particles size, SLN presented higher values of both Z-ave (181.2 + 0.493
nm) and PI1 (0.412 + 0.006), compared to NLC dispersions, which had a Z-ave of 177.8
+ 0.757 nm and a PI value of 0.254 + 0.006. Despite this difference, both dispersions
are suitable for topical application. Moreover, the ZP values were positive (SLN = 36.3
+ 0.849 mV and NLC = 42.2 + 1.27 mV), due to the presence of a cationic surfactant
(benzalkonium chloride), which is an electrostatic stabilizer of SLN and NLC
dispersions. The results of rheological studies showed that both semisolid formulations
containing SLN and NLC exhibited a non-Newtonian shear-thinning (or pseudoplastic)
behavior, i.e. a decrease in viscosity with increase of shear rate. In addition, it was
observed that the NLC decreased the viscosity of the formulation, which is probably
related to the presence of the fish oil. Furthermore, the hydrophilic ointments exhibited
thixotropy (the reversible variation of viscosity with time), and this phenomenon is
more pronounced for the hydrophilic ointment-loaded SLN.

Conclusions

The incorporation of SLN and NLC into semisolid formulations affect their rheological
properties, facilitating flowing from the container and skin spreading of the formulation,
which are both desirable for topical application.
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