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Sumario

O retinol, comummente designado por vitamina A, é um importante componente para o
bom funcionamento do organismo, nomeadamente, ao nivel do sistema ocular. Esta
substancia ativa (SA), apresenta caracteristicas lipofilas, sendo a sua principal fonte

através da alimentacéo.

Um defice de retinol a nivel oftalmico conduz a uma alteracdo na visdo no escuro,
acarretando o fendmeno de cegueira noturna. Assim, o objetivo desta tese, consistiu no
desenvolvimento de uma formulag&o contendo retinol para a aplicacdo topica, capaz de
entrar diretamente no ciclo do olho. Para tal, inclui-se na formulacdo das nanoparticulas
um lipido catiénico para promover o aumento das propriedades mucoadesivas ja
caracteristicas das nanoparticulas de lipidos sélidos (do inglés, “solid lipid
nanoparticles”, SLN) permitindo um aumento da biodisponibilidade da SA.

A formulacdo das SLN foi obtida com recurso ao método de homogeneizagédo a alta
velocidade. Neste método, a fase lipidica, constituida por Precirol® ATO 5 e pelo
brometo de cetiltrimetilamonio (do inglés, “cetyltrimethyammonium bromide”, CTAB),
é submetida a aquecimento a cerca de 5-10°C acima do ponto de fusdo dos lipidos
usados. A fase aquosa, contendo um agente tensioativo, foi também submetida a
aquecimento a mesma temperatura que a fase lipidica, procedendo-se, posteriormente, a
emulsificagdo de ambas as fases, a 6000 rpm, durante 20 min. Para as SLN contendo
retinol, foi necessario efetuar uma dissolucdo prévia da SA em etanol sob
homogeneizacdo e posterior evaporagdo do solvente. As formulagdes obtidas foram
acondicionadas em frascos de vidro, deixando-se arrefecer até atingirem a temperatura

ambiente.

Para a avaliacdo das SLN produzidas, procedeu-se a determinacao de alguns parametros
fisico-quimicos, nomeadamente, o tamanho medio de particula (TMP), o indice de
polidispersdo (IP) e o potencial zeta (PZ) com recurso a técnica de espetrofotometria de
correlacdo fotdnica, morfologia das particulas por microscopia de fluorescéncia,
capacidade de carga (CC) e eficacia de encapsulagdo (EE) com recurso a técnicas

espetrofotometricas.
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Capitulo I — Introducéo Geral

1. Nanoparticulas de lipidos solidos

Para que se possa entender o que sdo SLN, e qual o seu contributo nas areas de
Nanotecnologia e Nanomedicina, devem compreender-se alguns conceitos tais como

nanoparticulas e lipidos.

Definem-se como lipidos, as substancias que apresentam um conjunto de caracteristicas
moleculares, nomeadamente, porcdes hidréfobas, que Ihes conferem uma caracteristica
prépria, de serem insolUveis em agua, isto &, propriedades hidréfobas/lipéfilas (Kaneko
etal., 1998).

As SLN caracterizam-se por apresentarem uma matriz constituida por lipidos so6lidos
(Figura 1) que podem ser componentes fisioldgicos e/ou lipidos geralmente
reconhecidos com seguros (do inglés, “Generally Recognized As Safe”, GRAS) para a
administracdo oral e topica, ou como tendo um estatuto juridico aceite (Araujo et al.,
2009). Este facto demonstra a seguranga com que se podem utilizar estes novos
sistemas terapéuticos (NST), uma vez que o risco de toxicidade aguda e cronica €
bastante reduzido (Souto e Miller, 2007).

As SLN foram desenvolvidas no inicio dos anos 90 como alternativa a outros NST, tais
como as nanoparticulas poliméricas, lipossomas e emulsbes (Pardeike, Hommoss e
Muiller, 2009).

Monocamada fosfolipidica

~a

Matriz lipidica sélida

Figura 1: Esquema ilustrativo da morfologia das SLN.
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As SLN sdo vistas como novos transportadores coloidais para SA constituidos por
lipidos solidos (Mller, Mader e Gohla, 2000). O diametro destas particulas lipidicas
varia entre 50 nm a 1 um, apresentando um ndcleo sélido (Sagalowicz e Leser, 2010) e
uma elevada capacidade de carga aquando da incorporacao de SA apolares (Souto et al.,
2011).

A Nanomedicina ¢é definida como a ciéncia e a tecnologia de diagnostico, tratamento e
prevencdo de doencas e lesdes traumaticas, de aliviar a dor, e de preservar e melhorar a
salde humana, usando ferramentas moleculares do corpo humano. Este conceito é
baseado em escalas nanométricas com o objetivo de usa-las para conseguir beneficios
médicos, visto que é nesta escala que se verifica uma acdo a nivel intracelular das

moléculas e compostos (Diebold e Calonge, 2010).

A Nanotecnologia é um termo de origem grega “nano” cujo significado ¢ anido (Aradjo
et al., 2009), sendo a area da tecnologia que se dedica a utilizagdo de estruturas de
tamanho coloidal, ou seja, particulas de dimensdes compreendidas entre 0,1 a 500 nm.
Estas nanoparticulas podem ser obtidas por varios processos, utilizando diversos
materiais como os poliméricos, lipidicos e/ou por macromoléculas (Souto e Miiller,
2007). Desta forma, a utilizacdo, criacdo e manipulacdo de materiais, dispositivos ou
sistemas em escala nanométrica é designada nanotecnologia (Fathi, Mozafari e
Mohebbi, 2012).

As SLN podem ser vistas como transportadores de SA e, quando tal se verifica, podem
ser classificadas como nanofarmacéuticos e/ou nanomedicinais. Assim, quando as SLN
se encontram encapsuladas com SA, a sua finalidade € servir-lhe de veiculo para que

atinja de forma eficaz o local de ac&o ao qual se destina (Diebold e Calonge, 2010).

Aquando da encapsulagdo de SA em SLN, estas vao permitir um controlo da libertagéo
da mesma, fazendo com que haja uma libertagdo da concentracdo adequada de SA no
local-alvo (Souto e Miiller, 2010) e que a concentracdo terapéutica seja mantida por um
periodo de tempo maior, principalmente no caso de veicularem SA hidrofobas. Este
aumento da biodisponibilidade apds a administragdo da SA por via topica, permitem
uma reducdo da toxicidade e citotoxicidade (Diebold e Calonge, 2010). Estas
nanoparticulas tém a capacidade de proporcionarem um aumento da area de superficie
e, consequentemente, melhorar a solubilidade da SA quando comparados com

transportadores de escala micrométrica (Fathi, Mozafari e Mohebbi, 2012).
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Pode verificar-se que as SLN tem surgido como sendo uma alternativa as formulac6es
com lipossomas, visto que a utilizacdo de SLN se revela mais vantajosa no que diz
respeito a estabilidade fisica, custo de producéo e possibilidade de produgdo em larga
escala (Wissind e Miiller, 2003) (Shah et al., 2007).

Quando sdo comparadas nanoemulsdes e lipossomas com SLN, estas exibem uma maior
eficacia de encapsulacdo, permite um elevado controlo do perfil de libertacdo e uma
taxa de degradacdo menor, permitindo uma libertacdo prolongada da SA. Apresentam
ainda como vantagens a auséncia de solventes orgénicos para a sua preparacéo,
capacidade de producdo em larga escala com esterilizacdo e protecdo da SA da

degradacédo quimica (Fathi, Mozafari e Mohebbi, 2012).

As SLN sdo produzidas recorrendo a lipidos biocompativeis e biodegradaveis, que
apresentam com consisténcia solida a temperatura ambiente e corporal. O facto destas
nanoparticulas apresentarem uma matriz sélida permitem uma libertacdo controlada da
SA nelas incorporada, sdo facilmente produzidas em larga escala e, dependendo, da
capacidade de carga da matriz para a SA é possivel garantir uma estabilidade durante o

tempo de armazenamento (Das et al., 2011).

As nanoparticulas lipidicas sdo obtidas tendo por base emulsdes do tipo O/A em que a
fase oleosa é substituida por um lipido sélido a temperatura ambiente e corporal, de
elevado pureza ou por uma mistura de lipidos. A temperatura de fusdo da matriz lipidica
pode ser ajustada em funcdo do local a que se destina, atraves da selecdo de um lipido

gue cumpra os requisitos pretendidos (Muller, Mehnert e Souto, 2005).

As SLN sdo compostas, para além da matriz lipidica (0,1-30% lipidos dispersos em
meio aquoso), por um agente tensioativo (0,5-5%) (Pardeike, Hommoss e Miiller,
2009), pudendo eventualmente, apresentar na sua constituicdo um agente tensioativo
secundario. A composi¢do da matriz e 0 método pelo qual as SLN séo produzidas, ird
influenciar as suas caracteristicas fisico-quimicas, nomeadamente, a estabilidade, o
tamanho das particulas, o indice de polidispersdo, a eficacia de encapsulagdo, a

capacidade de carga e o rendimento de todo o processo (Souto e Miiller, 2010).

Em suma, a composicao lipidica das nanoparticulas tem revelado um papel crucial na
velocidade com que as SLN séo degradadas pelas enzimas lipolitica, como demonstram

estudos elaborados in vitro (Mehnert e Mader, 2001).

16



Formulag¢fes Nanoestruturadas de Retinol

As formas farmacéuticas coloidais (lipossomas, nanoparticulas, nanoemulsoes,
microemulsdes, etc) aplicadas ao nivel do olho, tendo sido alvo constante de diversos
estudos (Gaudana et al., 2009). A utilizacdo destes NST permitem uma modificagdo na
libertacdo da SA incorporada no local-alvo, diminuindo o numero de aplicacdes,
conferem maior estabilidade a SA e facilitam a sua passagem através das barreias

anatémicas oculares e das bombas de efluxo (Gaudana et al., 2010).

As SLN surgiram como um sistema de transporte para suprir problemas relacionados
com a penetracdo de SA, podendo utilizar-se polimeros e/ou macromoléculas naturais
de origem lipidica. Estes sistemas permitem, ainda, um aumento da oclusao, a protecdo
das SA que sejam facilmente sujeitas a degradacbes quimicas e uma libertacdo
controlada da SA (Mdller, Mehnert e Souto, 2005).

Com base nas caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, forma e carga de superficie)
exibidas pelas SLN, estas demonstram um elevado potencial para a aplicabilidade em
tratamentos na area de oftalmologia, pela capacidade de aderirem a superficie ocular e

interagiram com o epitélio ao nivel do olho (Araujo et al., 2011).
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2. Administragéo ocular de SLN

O sistema visual é constituido pelos olhos, estruturas acessorias (sobrancelhas,
palpebras, glandulas lacrimais, pestanas, musculos extrinsecos do olho e conjuntiva)
(Figura 2 e 3), nervos, feixes e vias oOticas. Os olhos respondem a luz iniciando uma
transmissdo de sinais aferentes até ao encéfalo através das vias éticas e dos nervos. Ao
passo que as estruturas acessorias pretendem assegurar a protecdo dos olhos da luz
direta do sol e das particulas agressivas, pois estas estruturas apresentam como funcéo
proteger, lubrificar, mover e auxiliar de diversas formas o funcionamento usual do olho
(Seeley et al., 2005).

Palpebra superior

Sobrancelha

Pupila
iris

Glandulas lacrimais

Pestanas

Péalpebra inferior

Figura 2: Componentes do sistema visual (adaptado de (Seeley et al., 2005)).

Anatomicamente o olho é constituido por trés camadas. A camada externa € constituida
pela esclerdtica (parte posterior) e pela cornea (parte anterior). A camada média é
composta pelo corpo ciliar e pela iris. A camada interna é formada pela retina (Seeley et
al., 2005) (Figuras 3 e 4).
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Esclerdtica
Coroideia
Retina
Musculo ciliar
Canal de Schlemm ——”f L Coroa ciliar Corpo ciliar

Iris Processos ciliares

Camara
i osterior Ligamentos suspensores
to | P ERI
g:tr:r?;n men do cristalino
Camara \ | Compartimento
anterior ; bl posterior
U
Coérnea Cristalino
Capsula do
cristalino

Figura 3: Esquema ilustrativo da anatomia do olho (adaptado de (Seeley et al., 2005)).

Corpo ciliar

retina

Humor aquoso

Epitélio corneal

Epitélio conjuntival

. Nervo 6tico
Barreira

hemato-aquosa g jarstica corbide

Figura 4: Esquema ilustrativo da anatomia do olho e das diferentes vias que a SA pode

seguir ao atingir o olho: 1) permeacdo transcorneal a partir do fluido lacrimal, dentro da
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camara anterior; 2) permeacdo ndo-corneal através da conjuntiva e esclerotica; 3)
distribuicdo da SA através do fluxo sanguineo via barreira hemato-aquosa para a cAmara
anterior; 4) eliminacdo da SA atraveés da camara anterior pelo humor aquoso; 5)
eliminacdo da SA a partir do humor aquoso para a circulagdo sistémica através da
barreira hemato-aquosa; 6) distribuicdo da SA através do sangue para o olho posterior
através da barreira hemato-retiniana (do inglés “Blood Retinal Barrier”, BRB); 7)
administragdo intravitrea da SA; 8) eliminacdo da SA a partir do humor vitreo através
da BRB; 9) eliminacdo da SA a partir do humor vitreo para a camara posterior.
(adaptado de (Urtti, 2006)).

A esclerotica (Figura 3 e 4) é a camada mais externa, apresentando uma estrutura firme,
opaca e de cor branca. E constituida por tecido conjuntivo colagénico, rico em fibras
elasticas, tendo como fungdo a manutencdo da forma do olho e a protecdo das estruturas
internas (Seeley et al., 2005).

A cérnea (Figura 3) é uma estrutura avascularizada, sem cor, que permite a entrada de
luz no olho. Ela é constituida por tecido conjuntivo colagénico, fibras elasticas e
proteoglicanos com uma camada de epitélio pavimentoso estratificado (superficie
exterior) e uma camada de epitélio pavimentoso simples (superficie interior),

apresentando um baixo contetdo em agua (Seeley et al., 2005).

O olho pode ser dividido em dois compartimentos tendo em consideracdo a sua
localizacdo face ao cristalino. O compartimento anterior (Figura 3) é constituido pelas
camaras anterior (localizada entre a cornea e a iris) e posterior (localizada entre a iris e 0
cristalino) sendo ambas preenchidas pelo humor aquoso. O compartimento posterior
(Figura 3) é rodeado quase na totalidade pela retina e pelo humor vitreo (Seeley et al.,
2005).

O desenvolvimento de um sistema de libertacdo de SA para um determinado tecido
ocular consiste num grande desafio devido as caracteristicas tdo dispares apresentadas
por cada componente do olho independentemente da via de administracdo. Para além
das limitacbes anatomicas (diferentes camadas da cdrnea, esclerética e retina) e
fisiologicas (melanina, bombas de efluxo e influxo, fluxo sanguineo, lacrimal e

linfatico) apresentadas pelo olho, as formulagdes oftalmicas também tem que ter em
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linha de conta outros inumeros fatores tais como a esterilidade, a isotonicidade, o pH, a

viscosidade e a limpidez (Guadana et al., 2010).

A administracdo de SA no segmento posterior do olho pode ser feita com recurso a
diversas vias, nomeadamente, via topica, via sistémica, via intravitrea e via periocular
(Thrimawithana et al., 2011).

A reduzida biodisponibilidade das SA administradas por via ocular, sob a forma
convencional de colirios (solugdes, suspensdes e pomadas), deve-se, principalmente, a
fatores pré-corneias (drenagem, pestanejar, lacrimejo, volume da lagrima e
impermeabilidade relativa das SA para a membrana epitelial). Esta diminuicdo da
biodisponibilidade das SA a nivel ocular obriga a uma instilacdo frequente dos colirios
para se atingir o efeito terapéutico. Em alguns casos, a instilacao repetida pode levar a

efeitos colaterais indesejaveis devido a absorcao sistémica da SA (Gupta et al., 2010).

Aguando da uma administracao topica (Figura 5) é necessario ter em consideracdo, para
além das barreiras anatomicas e os fatores citados anteriormente, pois estes podem
afetar negativamente a biodisponibilidade das SA, sendo a justificativa para apenas 5 %

da dose aplicada atinja os tecidos intraoculares (Guadana et al., 2010).

Topical
Administration |
/ ~\\~\
" \
‘ Corneal Route ’ . Conjunctival Route
= |
Cornea I A Sclera +—— Conjunctival

l |

Aqueous Chamber

Latosad Dithusion

Posterior § 3
Chamber & — s
v (iris) g C(l;?u:'?:d l Systemic Route
Intraocular Tissues l Memiwane)
\N ) s ——

¢/~ Posterior Tissues
“._  RPERetina,VH

Figura 5: Distribuicdo das SA a nivel ocular apés a sua aplicacdo topica (adaptada de
(Hughes et al., 2005)).
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Cada camada da cornea oferece uma polaridade diferente e uma estrutura de taxa de
limitacdo do potencial de permeacédo de SA. O epitélio corneano ¢é lipofilo apresentando
uma resisténcia significativa para a permeacdo de SA com caracteristicas hidréfilas. O
estroma da cornea é uma estrutura bastante hidratada, atuando como uma barreira a
permeacdo de SA lipofilas. Desta forma, para a SA atravessar a cornea deve apresentar
uma natureza anfipatica. Relativamente a absor¢do de SA pela conjuntiva, esta € muito
baixa devido a perda da SA para a circulacdo sistémica pela presenca de capilares
sanguineos e linfaticos. Um outro condicionamento € a presenca de juncdes apertadas
entre as células epiteliais, dificultando a penetracdo de SA com caracteristicas lipofilas
(Guadana et al., 2010).

No que concerne a permeabilidade da esclerdtica (Figura 3 e 4), esta é comparavel a do
estroma da cornea. Os estudos realizados por Geroski e Edelhauser demonstram que a
permeabilidade das moléculas a este nivel estd dependente do seu raio (de forma
inversamente proporcional) e da sua carga (moléculas carregadas positivamente

apresentam menor permeabilidade) (Geroski e Edelhauser, 2001).

Assim, a via tdpica ndo é eficaz para a administracdo de concentracdes terapéuticas de
SA para 0 segmento posterior, devido a drenagem répida através do ducto nasolacrimal,
baixa permeabilidade do epitélio corneano, absorcdo sistémica que pode ocorrer e

presenca da barreira hemato-aquosa (Thrimawithana et al., 2011).

Quando se procede a administracdo sistémica, as principais barreiras com as quais nos

confrontamos sdo a barreira hemato-aquosa e BRB (Guadana et al., 2010).

A BRB impede a difusdo de SA administradas sistemicamente para 0 segmento
posterior do olho, sendo que a administracdo de altas doses agrava a toxicidade
intrinseca da SA, devido a absorcdo ndo especifica. Consequentemente, as vias de
administracdo ideais para a libertacdo de SA no segmento posterior sdo a via intravitrea
(Figura 6) e a via periocular (Thrimawithana et al., 2011). Os estudos tém demonstrado
gue compostos extremamente lip6filos tem a capacidade de penetrar a BRB, atingindo
concentragOes significativas ao nivel do humor vitreo ap6s a administragédo por via

sistemica (Hughes et al., 2005).

A membrana limitante interna (do inglés,“internal limiting membrane”, ILM) e a BRB

sdo as principais barreiras bioldgicas para o transporte de SA do humor vitreo para a
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retina. A BRB é composta por celulas endoteliais dos vasos sanguineos da retina e pelo
epitélio pigmentado da retina (EPR), formando uma barreira secundaria para o
transporte de moléculas de SA lipdfilas para as células internas da retina
(Thrimawithana et al., 2011).

Recentes avancos na area da nanotecnologia tem incentivado os pesquisadores a
encontrarem formas de ultrapassar a BRB. Num dos estudos realizados, foi
demonstrado que na administracdo de nanoparticulas de ouro de 20 nm estas
apresentavam capacidade para atravessar a BRB e para se distribuirem de forma
uniforme por todas as camadas da retina, sem exibir citotoxicidade, e mantendo a
viabilidade dos vérios tipos de células. E ainda de referir que aquando da administracio
de nanoparticulas de tamanhos superiores (100 nm) estas ndo foram encontradas ao
nivel da retina. No entanto, devido a toxicidade e as preocupacdes adjacentes a
administracdo intravenosa de SA, ndo é muito comum a utilizacdo desta via para o

tratamento de doencas oculares (Guadana et al., 2010).

A injecdo intravitrea de SA envolve a injecdo direta da formulacédo (Figura 6), na forma
de solucdo, particulas, suspensdo ou implantes, no segmento posterior do olho. Muitas
SA destinadas a tratar doencas do segmento posterior do olho sdo administrados por
esta via. Esta forma de administragdo permite obter maiores concentragbes de SA ao
nivel da retina e minimiza os efeitos colaterais sistémicos. Porém, a administracao
frequente de SA por esta via pode levar ao descolamento de retina, hemorragia,
endoftalmite e um aumento da pressdo intraocular. Para minimizar algumas destas
complicacdes, NST tém sido desenvolvidos na forma de SLN (Thrimawithana et al.,
2011).
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Figura 6: Esquema ilustrativo da administracdo intravitrea de SA no segmento posterior
do olho, no qual A representa a administracdo de micro ou nanoparticulas injetados com

recurso a uma agulha (adaptado de (Thrimawithana et al., 2011)).

A via de administracdo periocular permite a deposicdo de moléculas contra a superficie
externa da esclerdtica, minimizando o risco de danos na retina e a endoftalmite
associada a administracdo intravitrea. Esta via é considerada menos dolorosa e a mais
eficiente na administracdo de SA para o segmento posterior do olho. Dentro desta via
incluem-se as vias retrobulbar, peribulbar, subtenoniana e subconjuntival
(Thrimawithana et al., 2011).

As SA quando administradas pela via periocular podem atingir o segmento posterior por
trés vias: via transesclerdtica, via circulagcdo sistémica através da cordide e da via
anterior através do filme lacrimal, cérnea, humor aquoso e do humor vitreo (Guadana et
al., 2010).

A permeabilidade da esclerética para as SA depende apenas do raio molecular que estas
apresentam e ndo da sua lipofilia molecular, da hidratacdo esclerdtica e da presséo
intraocular (Thrimawithana et al., 2011).

A eficacia terapéutica de qualquer SA, independentemente da via de administracéo
selecionada, estd intimamente relacionada com a sua biodisponibilidade. Para melhorar

esta biodisponibilidade ao nivel ocular as estratégias usadas tem como objetivo
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aumentar a penetracdo da SA na cdrnea e prolongar o tempo de permanéncia pré-
corneal da SA (Gupta et al., 2010).

Desta forma, o uso de sistemas baseados em nanotecnologia para a libertacdo de SA tais
como microemulsdes, nanosuspensdes, nanoparticulas, SLN, dendrimeros e lipossomas,

tem sido usados com vista ao aumento da biodisponibilidade (Gupta et al., 2010).

Para sistemas de libertacdo de SA de uso oftalmico é necessario ter presente que as
particulas devem apresentar um tamanho apropriado e estavel a longo prazo (elevado
PZ), bem como uma pequena variacdo de tamanho (baixo IP) para que a irritacdo
causada seja a menor possivel. Cavalli et al. (2002) demonstrou que a aplicagédo de SLN
que respeitem as caracteristicas anteriormente descritas, ndo causam qualquer tipo de

irritacdo a nivel ocular (Gupta et al., 2010).

As vantagens agquando da aplicacdo de SLN a nivel ocular sdo diversas, sendo de
referenciar a possibilidade de autoadministracdo por parte do paciente, ndo se
verificarem alteracBes na visdo, protecdo contra enzimas metabolicas, capacidade de
penetracdo sobre as células da cérnea, libertacdo prolongada da SA e dirigidas para um
determinado local de acdo, reduzindo os efeitos secundéarios e a quantidade de SA a

administrar (Araujo et al., 2009).

A utilizacdo de sistemas de libertacdo de SA nanotecnoldgicos, que respeitem 0s
parametros acima descritos, pode revelar-se como sendo das melhores terapéuticas para
enfermidades a nivel ocular. Contudo, para cada SA devem ser estudadas quais as
caracteristicas O6timas (Araujo et al., 2009).

Em suma, um sistema terapéutico adequado a cedéncia de SA a nivel oftdlmico deve
obedecer aos seguintes parametros: instilacdo facil e ndo irritante, apresentar uma boa
penetracdo ao nivel da cdrnea e conjuntiva, elevado tempo de residéncia na cornea,
caracteristicas reoldgicas apropriadas e um tamanho o mais pequeno possivel (Souto et
al., 2010).
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3. Aplicacao do retinol na administracao ocular

O retinol € comummente designado por vitamina A, visto que nos primoérdios da
descoberta das vitaminas estas eram designadas por letras de acordo com as suas
caracteristicas quimicas, facto este, que caiu em desuso causado pelo aumento do
numero de conhecimento de vitaminas. Atualmente, sdo designadas pelo seu nome

genérico, isto é, por uma designacgdo prépria (Falé e Soares, 2002).

As vitaminas encontram-se presentes em pequenas quantidades nos alimentos, sendo
essenciais ao correto funcionamento metabolico do organismo. Elas podem ser
classificadas em dois tipos consoante a sua solubilidade: hidrossollveis e lipossolaveis,
sendo que a vitamina A se inserem na classe das vitaminas lipossolUveis (Seeley et al.,
2005).

Devido a sensibilidade exibida pelas vitaminas, estas deves ser protegidas com
substancias antioxidantes para que a sua integridade ndo seja posta em causa e,
consequentemente, a sua acdo fisiologica (Gonnet, Lethuaut e Boury, 2010).

O retinol apresenta-se como sendo um alcool isoprendide de cadeia pesada (Figura 7),
sensivel a degradacdo desencadeada por reacdes de oxidacdo e polimerizacdo. Existem
estudos que demonstram que quando o retinol é encapsulado em SLN, cerca de 50-70%

da vitamina ndo se degrada (Sagalowicz e Leser, 2010).

-
OH

Figura 7: Estrutura quimica da vitamina A (retinol).
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A vitamina A apresenta-se, ao nivel do organismo, sob diversas formas consoante a sua

localizacdo e atividade bioldgica (Gonnet, Lethuaut e Boury, 2010).

O retinol é obtido através da alimentacdo de forma direta ou sob a forma de ésteres e
carotendides, sendo uma das fontes mais ricas nesta substancia é o figado de animais
(Jenning et al., 2000). In vivo, o retinol pode ser convertido em all-trans-retinal (Figura
8), através de um processo de oxidacdo, catalisado pela enzima redutase presente ao

nivel ocular, nomeadamente, na retina (Gonnet, Lethuaut e Boury, 2010).

Figura 8: Estrutura molecular do all-trans-retinal (adaptado de (McBee et al., 2001)).

A presenca da vitamina A no organismo em doses adequadas, é essencial para 0
processo de crescimento 6sseo (Mason, 1994) e dos dentes, e desempenha um papel de
extrema importancia no processo da visdo, sendo necessaria a sintese de rodopsina
(pigmento da retina) e a rececdo da luz de fraca intensidade (visdo corpuscular) e ao
funcionamento normal das células epiteliais (Falé e Soares, 2002). Assim, o retinol
desempenha fungdes sobre a diferenciacdo celular, proliferacdo e hemostase (Jenning, et
al., 2000). Desempenha também um papel fundamental sobre a manuten¢do da salude da
pele, nomeadamente no que diz respeito a desordens dermatoldgicas (como ache e
dermatite), ao nivel dos tecidos superficiais e mucosas, esta envolvida no processo de

propagacao de colagénio e previne o seu envelhecimento (Jee et al., 2006).

Uma deficiéncia vitaminica pode ser causada por diversos fatores, nomeadamente, por
uma dieta inadequada, por necessidades aumentadas, gravidez, como consequéncia de

certas patologias, bem como por acdo de alguns medicamentos. Para contornar este
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transtorno, as vitaminas, podem ser utilizadas clinicamente para a prevencao da sua falta

e no tratamento de deficiéncias vitaminicas (Falé e Soares, 2002).

As necessidades de ingestdo diaria de retinol variam consoante a idade, o sexo e a
atividade fisica (Tabela 1). Porém, a referéncia média de ingestdo de retinol situa-se
entre 20 a 30 Ul de vitamina A/kg. No entanto, para assegurar o aporte das quantidades
diarias necessarias, recomenda-se o consumo do dobro ou triplo das necessidades

individuais (Falé e Soares, 2002).

Tabela 1:Ingestdo diaria de referéncia de retinol consoante a idade e o sexo (adaptada
de (Falé e Soares, 2002)).

Idade Retinol (pg/dia)

Homem Mulher
0 —12 meses 350
1-3anos 400
4 — 10 anos 500
11 - 18 anos 600
19 — > 50 anos (YY) 600

Os sinais que surgem aquando de uma caréncia vitaminica, afetam diversos aparelhos

constitutivos do nosso organismo, como se pode verificar na Tabela 2.

Tabela 2: Sinais de caréncia de retinol vulgarmente descritos (adaptada de (Falé e
Soares, 2002)).

Aparelho Ocular Cegueira corpuscular
Queratomalacia

Lacrimejo

Edema papilar
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Estado Geral Anorexia
Diminuic&o da taxa de crescimento
Perda de peso
Aumento da mortalidade
Resisténcia ao stress
Aparelho Urinario Metaplasia do epitélio
Aumento do risco da formacéo de calculos
Aparelho Genital Degeneréncia dos epitélios germinativos
Aparelho Respiratorio | Metaplasias da mucosa
Desaparecimento do epitélio ciliar
Aumento da sensibilidade as infegdes
Aparelho Digestivo Queratinizacdo das mucosas da boca e do
esofago
Aumento da sensibilidade as infecGes
bacterianas e parasitarias
Pele Hiperqueratose
Pelos secos e raros
Sistema Osseo Metaplasia
Formac&o de tecido 6sseo poroso

Quando ocorre um défice deste valor, como sintoma inicial, observa-se uma perturbacéo
da purpura retiniana, havendo o aparecimento de cegueira corpuscular, comumente
designada de cegueira noturna. Pode surguir, também, um atraso no crescimento, 0
aparecimento de perturbacdes a nivel da pele e um aumento da suscetibilidade a

infecdes (Seeley et al., 2005).

A vitamina A atua sobre a visdo, ativando o pigmento da retina, sensivel a luz, que é

indispensavel para a visdo sob escassa luminosidade (Cunha, 2005).

A cegueira noturna caracteriza-se pela ma visibilidade aquando de um ambiente pouco
iluminado. Quando esta perturbacdo ocorre de forma temporaria a sua causa mais

comum é um défice de vitamina A (Seeley et al., 2005).
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A xeroftalmia para além de ser uma patologia caracterizada por olhos secos, é também
caracterizada por dificuldade de visdo durante a noite. Esta enfermidade pode ser
dividida em 4 etapas: xerose conjuntival, mancha de Bitot com xerose conjuntival,
xerose corneal, ulcera corneal com xerose e queratomalacia (Organizacdo Mundial de
Saude).

A posologia de retinol recomendada varia consoante a patologia a tratar. No caso de
perturbacbes ao nivel oftdlmico, consoante a gravidade das mesmas, varia o tempo de
tratamento bem como a dose a utilizar. Conforme demonstra a Tabela 3, para o
tratamento da cegueira noturna, patologia alvo da formulacao elaborada ao longo desta
investigacdo, este deve ser realizado 2 a 3 vezes por semana, sendo a posologia de
50000 Ul/dia de retinol (1 Ul equivale a 0,344 ug de retinol) (Falé e Soares, 2002).

Através de estudos realizados em animais e humanos, alguns investigadores concluiram
a eficacia da aplicacdo do retinol em estados de xerofltalmia leve a moderada
(Deshpande et al., 1997).

Tabela 3: Posologia de retinol necessaria consoante o tipo de patologia a tratar
(adaptada de (Falé e Soares, 2002)).

Oftalmica Perturbagdes de visdo noturna 50000 (2 a 3x semana)
Xeroftalmia grave 200000 (varios meses)
Queratomal&cia grave

Disqueratoses 200000 (VArios meses)

Afecbes da mucosa Rinite atrofica 200000 (varios meses)
Cabelos e unhas quebradicas 100000
Acne 100000 a 200000
Ginecologia SPM 100000 a 150000
Otorrinolaringologia Surdez 150000 a 300000
Zumbidos (6 semanas)
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A administracdo de formulagdes de retinol esta contraindicada na gravidez, lactacéo,
hipervitaminose A, em casos de insuficiéncias hepéatica e renal, hiperlipidemia,
hipersensibilidade e em situagcdo de tratamento simultineo com outros derivados de
retinol (Falé e Soares, 2002).

Como se encontra anteriormente mencionado, a falta niveis adequados de retinol, pode
causar cegueira pela interrupcéo do processo de fototransducgéo. Este € um processo que
ocorre ao nivel das células da retina aquando da captacdo de luz pelos pigmentos
visuais, gerando um sinal neuronal (McBee et al., 2001).

Para que a fototransducdo se inicie, é necessario a isomeracdo do retinol a all-trans-
retinal, induzida pela luz (Kuksa et al., 2003), que vai ativar a rodopsina, por alteracdo
conformacional desta proteina, tornando-a capaz de absorver a luz e gerar um sinal
elétrico, levando a supressao da circulacdo de corrente elétrica escura (McBee et al.,
2001).

Sumariamente, devido as alteracGes oxidativas que podem ocorrem nas formulagdes de
vitaminas, nomeadamente da vitamina A, existe uma necessidade crescente de criar
novas alternativas para ultrapassar este problema. Assim, uma solucdo que tem vindo a
ser adotada € a encapsulacdo de vitaminas de forma a impedir alteracbes que possam
determinar a perda das suas propriedades fisioldgicas. A encapsulacdo de vitaminas
pode ser feito com recurso a micro e nanoencapsulacées em que sdo criadas particulas
gue atuam como um reservatério para a incorporacdo de SA, ou particulas matriciais,
particulas estas capazes de constituir uma barreira contra o processo de oxidacdo. A
aplicacdo destas técnicas permite melhorar os efeitos bioldgicos, controlar o
fornecimento das SA, aumentar o prazo de validade e a ocorréncia de menos efeitos

secundarios (Zuccari et al., 2005).
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Capitulo Il — Obtencdo de SLN contendo retinol: métodos de

preparacao e analise da estabilidade fisica.

Neste capitulo serdo descritos todos os métodos e materiais necessarios.

1. Preparacdo das SLN

1.1. Materiais

O lipido soélido utilizado foi o Precirol® ATO 5 (gliceril diestearato) que foi
gratuitamente fornecido pela Gattefossé (Saint-Priest, Franca), o agente tensioativo
Lutrol® F68 foi gratuitamente fornecido pela Basf (Ludwigshagen, Alemanha), o lipido
cationico brometo de cetiltrimetilaménio (do inglés, “cetyltrimethyammonium
bromide”, CTAB) foi adquirido pela Sigma Aldrich (Sintra, Portugal), a SA utilizada
foi o all-trans-retinal (aldeido do retinol) que foi obtido pela Sigma Aldrich (Sintra,
Portugal), o etanol absoluto adquirido pela Panreac Quimica SA (Barcelona, Espanha),
a agua ultra purificada foi obtida a partir de um sistema MilliQ Plus (Millipore,

Alemanha). Todos os reagentes foram utilizados sem qualquer tratamento adicional.

1.2. Obtencéo das SLN

A preparacdo das SLN foi realizada pelo método de homogeneizacédo a alta velocidade.
Neste método, efetua-se a fusdo prévia do lipido solido e, posteriormente, procede-se a
incorporacdo da SA por dispersdo ou dissolucdo. ApoOs esta etapa, a fase aquosa,
contendo um agente tensioativo do tipo O/A, é adicionada a fase lipidica,
emulsionando-se por agitacdo mecénica a alta velocidade. A disperséo coloidal obtida é
deixada a temperatura ambiente para a solidificacdo do lipido e, consequente, obtencgéo
da dispersdo aquosa de SLN (Souto et al., 2011).
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A aplicacdo do método de homogeneizacdo a alta velocidade provoca a rutura das
goticulas lipidicas de dimensdes maiores, em goticulas de menores dimensdes dispersas
no seio da fase aquosa (Souto et al., 2011), de forma menos agressiva
comparativamente com o método de HPH e pelo uso de ultrassons. Este método torna-

se, por isso, ideal para a manipulacdo de substancias sensiveis, tais como as vitaminas.

Para a producdo da disperséo coloidal de SLN foi utilizada a formulagéo apresentada na
Tabela 6. A fase lipidica, constituida pelo Precirol® ATO 5 e pelo CTAB, foi colocada
a fundir a 60°C, uma vez que o ponto de fuséo do Precirol® ATO 5 se encontra entre
53-57°C. A fase aquosa, composta pela agua ultrapura e pelo agente tensioativo O/A
(Lutrol® F68) dissolvido foi submetida a aquecimento a mesma temperatura que a fase
lipidica. Em seguida, emulsionaram-se ambas as fases a 6000 rpm durante 20 min
(Figura 9). Finalmente, deixou-se a dispersdo coloidal em repouso, & temperatura
ambiente, para a formacdo da dispersdo aquosa de SLN. Este foi o procedimento

executado para a producédo da formulacao placebo.

Fase aquosa

/ : \\.
Fase Lipidica (60°C) Fase aquosa (60°C) =

reC|roI® ATO5 Lutrol® F68
+
CTAB Agua ultra-pura

Retmol

Emulsao de ambas

as fases a 6000 rpm

durante 20 min

Figura 9: Esquema ilustrativo da producdo da SLN; 1) formulagdo placebo; 2)

formulacdo contendo retinol.
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No que concerne a formulacdo contendo o retinol foi necessario realizar uma dissolucéo
prévia da SA em 3,0 mL de etanol absoluto (devido a esta ndo ser completamente
soltvel nos lipidos). Desta forma, o retinol dissolvido foi adicionado a fase lipidica
fundida, a uma temperatura de 80°C, sob agitacéo, até evaporacdo do etanol, reduzindo-

se gradualmente a temperatura até os 60°C.

Os agentes tensioativos, como o Lutrol® F68 (Figura 10), sdo utilizados para reduzir a
tensdo superficial das particulas (Mehnert e Mader, 2001), permitindo uma melhor
dispersdo das mesmas em meio aquoso. Os agentes tensioativos aceites para integrarem
formulacGes de SNL para o tratamento de doencas oftalmicas encontram-se na Tabela 4
(Souto et al., 2010).

Tabela 4: Agentes tensioativos utilizados em formulacdes de SLN destinadas a

aplicacdo oftalmica (adaptado de (Souto et al., 2010)).

Agentes tensioativos Agentes tensioativos nao- Agentes tensioativos
anfotéricos ionicos ionicos
L-a-phosphatidylcholine Poloxamero 188 Colato de sddio
Lipoid E80 Poloxamero 407 Sulfato dodecilsddio
SP Poloxamina 908 Glicolato de sddio
Epikuron 200, 95% SP Diestearato de Oleato de sodio
Lipoid S100 Poliglicerolmetilglucose Taurocolato de sodio
Lipoid S75, 68% SP Solutol HS15 Taurodeoxicolato de sédio
Phospholipon 90G, 90% Span 20
Span 40
Span 60
Trehalose
Tween 20
Tween 40
Tween 80
Tyloxapol
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Dos agentes tensioativos aceites para utilizacdo em aplicacdes oftalmicas (Mclain, 2008,
cit in Araudjo et al., 2010,) foram selecionados trés deles, de acordo com as referéncias
bibliograficas consultadas para formulacdes de retindides (Tween® 80 (Gonzalez-Mira
et al., 2010) e (Das et al., 2011), Lecitina de soja (Lipoid® S75) (Liu et al., 2007) e
Lutrol® F68 (Araujo et al., 2010)) para verificacdo de qual o agente tensioativo ideal
para a formulagdo pretendida. Apos a determinacéo do TMP, IP e PZ de cada uma das
formulacbes (dados relativos a estas determinacGes ndo s&o demonstrados neste

documento), aferiu-se que o melhor agente emulsivo seria o Lutrol® F68.

HO—[CHCH,0]—{CH(CHyCH,0]—[CH,CH;0}—H

Figura 10: Estrutura quimica do Lutrol® F68.

O Lutrol® F68 é aceite pelas autoridades reguladoras para administracdo ocular pelo
seu carater ndo iénico e ndo causar irritacdo ocular quando aplicado neste tipo de
formulagcGes. Outros fundamentos tidos em consideracao para esta escolha baseiam-se
no facto de este agente tensioativo possuir um ponto de fusdo proximo do ponto de
fusdo do lipido utilizado (Precirol® ATO 5) e um elevado valor de equilibrio hidro-
lipidico (EHL) (Aradjo et al., 2010) (Tabela 5), e o facto de em estudos efetuados por
Mubhlen, ter-se verificado melhores resultados relativamente ao tamanho de particula

quando utilizava este agente tensioativo (Mdiller et al., 1995).

Tabela 5: Caracteristicas do agente tensioativo Lutrol® F68 (adaptado de (Jannin et al.,
2006).

Peso Molecular %o polimerosde EHL Ponto de

(g/mol) polietilenoglicol fusédo (°C)

Lutrol® F68 8436 81,8+1,9
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Este agente tensioativo € um copolimero com capacidade mucoadesiva, concedida pela
sua carga positiva, o que confere as SLN essa carga permitindo a ocorréncia de
interacOes idnicas entre as nanoparticulas e os residuos de &cido sialico presentes no
muco (carregados negativamente). Assim, verifica-se um aumento do tempo de
residéncia das SLN e uma maior biodisponibilidade da SA (Nagarwal et al., 2009). Por
outro lado, o Lutrol® F68 permite a estabilizacdo estérica das SLN fazendo com que a
degradacdo das nanoparticulas seja retardada, originando uma libertacdo prolongada da
SA (Mehnert e Mader, 2001).

Gokce et al. (2008) num dos estudos realizados com Lutrol® F68 para avaliacdo da
viabilidade das células epiteliais da cdrnea de coelho, verificou que estas ndo ficaram

comprometidas na sua presenca (Gokce et al., 2008).

O Precirol® ATO 5 (Figura 11) foi o lipido escolhido para integrar a matriz lipidica
solida das SLN produzidas apds a da realizagdo de um “Lipid Screening” (este método
consiste em testar a solubilidade do retinol em diversos lipidos), no qual a SA a
incorporar apresentou elevada solubilidade. Este lipido ja tem sido aplicado noutras
formulacGes como refere Souto et al. (2010), nomeadamente, algumas formulacdes

destinadas a administracdo ocular (Gonzalez-Mira et al., 2010).
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Figura 11: Estrutura quimica do Precirol® ATO 5.
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Os estudos tem vindo a demonstrar que, por diversas vezes, a citotoxicidade verificada a
nivel ocular se deve a presenca de agentes de superficie nas SLN do que propriamente
devido a composi¢do da matriz lipidica (Souto et al., 2010).

Devido ao reduzido tamanho das SLN, estas apresentam propriedades adesivas,
nomeadamente, propriedades mucoadesivas dependendo da composicdo superficial das
nanoparticulas. Desta forma, o uso de lipidos catidnicos permite um aumento da sua
capacidade mucoadesiva para as células epiteliais oftalmicas, visto que estas apresentam
carga anionica, aumentando do tempo de contacto das SLN com a cornea, aumentando a

biodisponibilidade da SA incorporada nas nanoparticulas (Souto et al., 2010).

O CTAB (Figura 12) é um lipido catiénico que foi selecionado para fazer parte desta
formulacdo com base em estudo cientificos onde foi demonstrado um transporte
méaximo da SA, quando esta se destina a ser aplicada na cornea, quando o sistema de
transporte da SA se apresenta na forma catidnica, comparativamente com
transportadores anionicos e neutros (Gaudana et al., 2010). Estes fendbmenos ocorrem
porque o epitélio corneal é carregado negativamente acima do ponto isoelétrico (Aradjo

et al., 2009) permitindo uma atracao entre as SLN e as células epiteliais da cdrnea.

TH\.} £
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Figura 12: Estrutura quimica do lipido cationico (CTAB) (adaptado de (Manna e
Chakravorti, 2012)).

Este tipo de lipidos sdo vulgarmente usados pela rapidez e simplicidade de os formular

e por serem seguros do ponto de vista biol6gico (Lv et al., 2006).
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Tabela 6: Composicao da Formulagéo

Constituintes % (m/m)

Placebo SLN com retinol
Precirol ATO 5 5 5
CTAB 0,5 0,5
Lutrol F 68 1 1
all-trans-retinal - 0,05
Agua ultra pura gbp 100 gbp 100

2. Analise fisico-quimica das SLN produzidas

2.1. Tamanho médio de particula, potencial zeta e indice de polidispersao

O TMP das SLN obtidas, assim como o PZ e o IP, foram medidos por espetroscopia de
correlag@o fotonica a 25°C (espetrofotometro de correlagdo fotonica; do inglés, “photon
correlation spectrophotometer”, PCS) (Malvern Zetasizer Nanoseries) (Figura 13). As
amostras foram diluidas em &gua ultra pura para a analise ocorrer em concentracoes
aceitaveis. No caso da determinacdo do PZ, as amostras foram diluidas em agua ultra
pura, cuja condutividade estava ajustada a -50 pS/cm, com uma solugédo de cloreto de
sodio 0,9 % (M/v).

Figura 13: PCS utilizado (Ata Scientific — Specialists in Analytical Instrumentation).
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A espetroscopia de correlacdo fotonica possui como fundamento a dispersao de luz que
acontece devido a diferenca dielétrica ocorrida entre 0 material e 0s meios circundantes
na presenca de particulas sélidas e liquidas envolvidas no campo eletromagnético do
feixe de luz. Por conseguinte, as varia¢fes surgidas no campo eletromagnético induzem
a oscilacdo dos dipolos das particulas procriando a irradiacdo de luz em diversas
direcOes. Estas pequenas flutuagdes na intensidade da luz dispersa surgem devido aos
movimentos brownianos (Gun'ko et al., 2003).

Através do método anteriormente referido, tem sido exequivel determinar o tamanho de
particula, peso molecular, forma das particulas, coeficientes de difusdo bem como a sua

agregacao em dispersdes coloidais e suspensdes (Gun'ko et al., 2003).

A determinacdo do TMP baseia-se na divergéncia da intensidade do campo
eletromagnético, pela modificacdo da dispersdo da luz quando ha uma variacdo do
tamanho da particula e do comprimento de onda incidente na mesma (quanto menor o

comprimento de onda, menor o tamanho da particula) (Gun'ko et al., 2003).

A determinacdo do IP permite saber quais as condigdes de estabilidade fisica das SLN
produzidas, pois este parametro fornece a indicacdo da distribuicdo das SLN na
dispersdo coloidal. Quanto mais homogénea for esta distribuicdo, maior sera a
estabilidade da dispersdo aquosa. Sabendo que o IP pode variar de 0-1, em que 1
representa a pior situacdo, isto é, na dispersdo encontram-se presentes SLN de variados
tamanhos, e em que O corresponde a uma situacdo ideal pois com essa premissa

positiva, as SLN produzidas apresentariam todas o mesmo TMP.

A determinacdo do PZ fornece a informacédo acerca da estabilidade das nanoparticulas

durante as condi¢cfes de armazenamento (Mehnert e Mader, 2001).
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2.2. Estudos morfoldgicos por microscopia de fluorescéncia

Ap0s a preparacdo das nanoparticulas retirou-se 5,0 pL para uma Iamina e foi observada
com uma ampliacdo de 100x no microscopio de fluorescéncia (Eclipse 50i Nicon,
Japdo) (Figura 14).

Figura 14: Microscépio de fluorescéncia usado (Micron Optics - Nikon Microscope

Systems for New Jersey and Puerto Rico).

Este € um método meramente auxiliar que permite verificar o estado das particulas,
através da analise da sua morfologia e confirmando a auséncia de agregados. Assim, o
objetivo primario desta analise foi avaliar a qualidade das formulagdes de SLN
produzidas, verificando, se as particulas se encontram agregadas/aglomeradas, a
homogeneidade das particulas, bem como o tamanho das particulas, observando se estas

apresentam grandes diferencas entre si.

2.3. Avaliacdo da estabilidade das formulagées a longo prazo

A avaliacdo fisico-quimica (TMP, IP e PZ) das formulagdes de SLN desenvolvidas foi
realizada ao longo de 3 meses nos dias 0, 7, 14, 30, 60 e 90 ap0s a sua producdo. Para
tal, as amostras foram armazenadas em tubos de Falcon devidamente selados a duas
temperaturas diferentes, 25°C e 4°C. A avaliagcdo a temperaturas distintas apresenta

como objetivo a comparacédo da estabilidade das dispers6es produzidas.
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2.4. Determinacao da eficacia de encapsulacéo e da capacidade de carga

A avaliacdo da EE e da CC das SLN produzidas ¢ aferida de forma indireta, através da

determinacéo da quantidade de SA livre (ndo encapsulada) presente na fase aquosa.

A quantidade de retinol presente na fase aquosa é determinada através da elaboragédo de
uma curva de calibragdo, tendo em consideracdo que o branco é realizado com o

solvente usado (etanol absoluto) e que todas as amostras sdo medidas em triplicado.

Para a determinacdo do comprimento de onda efetuou-se um varrimento no espetro
(Helios Gamma UV-Visible Spectrophotometer (Thermo)) (Figura 15) utilizando-se
uma solucdo padrdo de concentracdo de 1 mg/mL. O comprimento de onda méaximo
(384 nm) foi encontrado na solucdo de 1 ng/mL como se pode observar na Tabela 7 e na
Figura 16.

(111 0
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B

Figura 15: Espetroscépio utilizado (Department of Chromatographic Methods).
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Figural6: Representagdo grafica da determinagdo do comprimento de onda méaximo.
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Tabela 7: Absorvéncias obtidas com uma solucdo padrédo de concentragdo de 1 ng/mL a
diferentes comprimentos de onda.

Comprimento de onda (nm) Absorvéncia

316,0 0,543
324,0 0,634
330,0 0,687
336,0 0,705
340,0 0,719
363,0 0,961
370,0 1,022
383,5 1,091
385,5 1,091
484,0 0,221
549,0 0,238
591,0 0,265
593,5 0,270

Posteriormente, a obtencdo da curva de calibracdo foi elaborada através da leitura das
absorvéncias dos padrdes de diferentes concentragdes (1; 0,8; 0,6; 0,4 e 0,2 ng/mL),

(apresentados na Tabela 8) representada na Figura 17.

Tabela 8: Apresentacdo das absorvéncias obtidas e respetivas médias para cada padréo.

[Retinol] Absorvéncia Absorvéncia Absorvéncia  Média das
pug/ml 1 2 3 Absorvéncias
0,256 0,251 0,233 0,247
0,467 0,486 0,466 0,473
0,712 0,721 0,703 0,712
0,965 0,988 0,977 0,977

42



Formulag¢fes Nanoestruturadas de Retinol

Curva de calibragao
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Figura 17: Curva de calibracéo obtida para o retinol nas concentragdes compreendidas
entre 2-8 pg/mL.

As amostras da formulagdo contendo o retinol necessitam de um tratamento prévio antes
da leitura das respetivas absorvéncias no espetrofotometro. Para tal, colocou-se 1mL da
formulacdo num Eppendorf e procedeu-se a sua centrifugacéo (MiniSpin® Eppendorf) a
13,400 rpm durante 30 min. Apos este procedimento, uma vez que as particulas
depositam, é retirada uma aliquota de 100 pL de sobrenadante (a SA ndo encapsulada
encontra-se em suspensdo), perfazendo com o solvente utilizado até o volume de 1 mL

e, entdo, € medida a absorvéncias das amostras (Tabela 9).

Tabela 9: Absorvéncias obtidas para as trés aliquotas medidas e respetiva média.

Amostra Absorvéncias
X1 0.257
X2 0.258
X3 0.252
Média 0.256
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A avaliacdo da quantidade de retinol aprisionado nas SLN é um parametro bastante
relevante pois este condiciona o perfil de libertagédo da SA bem como a concentracéo da
SA presente na matriz lipidica.

Por interpolagdo grafica, obtém-se a quantidade de retinol presente nas aliquotas
medidas.

A CC do NST esta diretamente relacionada com os locais disponiveis na matriz
cristalina das SLN produzidas para o aprisionamento da SA. Para a determinacdo deste

parametro, aplica-se a seguinte formula:

CC (%) = Quantidade de SA encapsulada % 100
o) Quantidade total de lipido

A EE relaciona-se com a quantidade de SA que foi eficazmente incorporada nas SLN.

Para a sua determinacdo utiliza-se a formula seguinte:

EE(%) Quantidade de SA encapsulada 100
= X
0 Quantidade total tedrica de SA
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Capitulo 111 — Apresentacéo e discussao dos resultados
obtidos

1. Preparacéo das SLN

Apo0s a observacdo macroscopica de ambas as formulacbes foi possivel verificar que
estas se apresentavam homogéneas, com aspeto leitoso e sem aderéncia as paredes. A
formulacdo contendo o retinol ostentava uma coloracdo amarela caracteristica da SA
contida. Com base nas caracteristicas acima indicadas conclui-se que as formulages se
manifestam como dispersdes macroscopicamente estadveis. Contudo, a sua

caracterizacdo fisico-quimica é essencial para avaliar a sua estabilidade nanométrica.

2. Andlise fisico-quimica das SLN produzidas

2.1. Tamanho médio de particula, potencial zeta e indice de

polidispersao

A degradacdo das nanoparticulas estd diretamente relacionada com o grau de
cristalinidade da matriz lipidica, morfologia e dimensdo e com o estado fisico e peso

molecular da SA encapsulada.

O TMP é um dos parametros tidos em consideracdo no desenvolvimento de
formulacdes para a aplicagdo topica a nivel ocular, uma vez que este influéncia a sua
absorcéo/penetracdo assim como a eficacia de encapsulacdo do retinol. Mediante a
determinacdo do TMP ¢é possivel avaliar o risco de irritacdo e desconforto que as

particulas puderam causar (Aradjo et al., 2010).

Nagarwal et al. (2009) refere que um TMP inferior a 100 nm demonstra uma maior

absorcdo das SLN comparativamente com dimensdes entre os 800 e 1000 nm e que

45



Formulag¢fes Nanoestruturadas de Retinol

estas sdo capazes de penetrar mais facilmente as barreiras do olho aquando da

administragdo topica.

E de referir que, segundo Li et al. (2008), o TMP tolerado pelo olho humano ¢ de cerca
de 10 pm.

A determinacdo do PZ fornece informacdo sobre a carga de superficie das particulas
(Nagarwal et al., 2009), sendo uma medida indireta de avaliacdo da estabilidade fisica

das SLN a longo prazo (Gonzalez-Mira et al., 2010).

Este parametro revela-se importante na medida em que determina as interacdes que
podem ocorrer entre as membranas celulares e as SLN aquando da sua administracdo a
nivel ocular (Nagarwal et al., 2009) remetendo para a sua capacidade mucoadesiva. O
PZ das SLN interfere na estabilidade destas nanoparticulas, pois estas encontram-se
dispersas em solucdo aquosa e, a repulsdo eletrostatica entre elas evita a ocorréncia de

agregacdo (Gonzalez-Mira et al., 2010).

Para que se verifique a estabilizacdo eletrostatica das particulas, isto €, uma repulsao
elétrica das mesmas, é necessario que os valores de PZ (positiva ou negativamente
carregados) sejam proximos de 30 mV, pois na presenca de valores elevados de PZ, a
dispersdo mantém-se estavel (Nagarwal et al., 2009). Porém, nesta formulacdo, ndo se
pode retirar uma conclusdo tdo linear, uma vez que, o agente tensioativo utilizado,
permite uma estabilizacdo estérica das SLN causando uma diminuicdo do PZ (Mehnert
e Mader, 2001).

Consoante consta na Tabela 10 o TMP obtido na analise da formulacdo contendo o
retinol, é de 209,5 nm, sendo bem tolerada pelo olho humano e tendo dimensGes

préximas das dimensdes que apresentam maior absor¢do ao nivel ocular.

Relativamente ao PZ determinado (20,5 mV), verificou-se que este se encontrava um
pouco diferente dos 30 mV referidos na literatura como valor de referéncia para que
adquira uma estabilizacdo fisica a longo prazo por reacGes eletrostaticas. As SLN
evidenciam uma carga de superficie positiva, o que lhes confere propriedades

mucoadesivas, permitindo uma maior interacdo destas com a camada cornea.

No que concerne ao IP, em formulacdes destinadas a instilacdo ocular, este deve ser o

menor possivel com mencionado anteriormente. Apos a sua determinacao, verificou-se
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que este se apresentava um pouco elevado (0,395) para a sua finalidade, podendo na sua
administracao surgir algum tipo de irritagdo e intoleréncia por incompatibilidade com os

tecidos oculares.

Tabela 10: Resultados da andlise fisico-quimica efetuada a ambas as dispersdes

coloidais

Formulacéo TMP (nm)

Placebo 263,6 = 8,905 0,540 + 0,047 22,9+ 0,636
Com Retinol | 209,5 + 1,570 0,395 + 0,005 20,5+1,70

2.2. Estudos morfologicos por microscopia de fluorescéncia

A visualizagdo das formulaces placebo e com retinol obtida por microscopia de
fluorescéncia, permitiu confirmar os resultados obtidos na analise macroscopica das
mesmas. Assim, verificou-se a presenca de SLN de forma esférica, dimensdes
semelhantes e auséncia de agregados, como evidencia a Figura 18 e como comprovam

os resultados obtidos da avaliag&o fisico-quimica.

Um outro parametro analisado foi a movimentacdo das particulas, podendo visualizar-se
que estas apresentavam o0s esperados movimentos brownianos (movimentos intrinsecos

das particulas).
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(A) (8)

Figura 18: (A) — Fotografia da observacdo microscopica da formulagéo placebo obtida;

(B) — Fotografia da observacdo microscopica da formulacdo obtida contendo retinol.

2.3 Avaliacao da estabilidade das formulag6es a longo prazo

Os resultados obtidos da avaliagdo da estabilidade das formulagbes a longo prazo
encontram-se documentados na Tabela 11 e podem ser visualizados na Figura 19.

Tabela 11: Resultados obtidos referentes & avaliacdo da estabilidade a longo prazo

Temperatura ambiente 4°C

Dia F&g:;’ TMP (nm) PI PZ(mV) | Dia Flc; rg’:: TMP (nm) PI PZ (MV)

Do | Placebo | 263,6:8,905 | 0540£0047 | 22,9%0,636 | D, | Placebo | 242,1%2.421 | 04060004 | 23,9+113
Do | Retinol | 209,5:1570 | 0,395£0,005 | 20,5¢1,70 | D, | Retinol | 249,7+10,55 | 0453%0,056 | 17,5:0,420
D, | Placebo | 302,4%2621 | 0493:0,026 | 17,1¢0354 | D; | Placebo | 267,9+2314 | 0418:0,013 | 21,8%L27
D, | Retinol | 232,0£11,12 | 0665:0,130 | 12,3£0283 | D; | Retinol | 218,9+1,361 | 0,285:0,0038 | 17,0£0,919
D | Placebo | 394,6:37,74 | 0,773t0,088 | 14,9%0,141 | Di; | Placebo | 261,2¢11,68 | 04350020 | 16,420,141
D | Retinol | 1934%4228 | 0415:0,055 | 10,0£0,000 | Di | Retinol | 200,3%4310 | 03970015 | 14,3+156

Placebo

391,6+47,56

0,556+0,076

13,0£0,495

Placebo

351,2+47,56

0,505+0,076

18,940,495

Retinol

544,0+5,197

0,481+0,056

6,700,707

Retinol

238,945,197

0,411+0,056

13,840,707
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Figura 19: Representacdo grafica da estabilidade fisico-quimica das SLN (placebo e

com retinol) a longo prazo (7, 14, 30 e 60 dias apds a producéo).

Como demonstrado na Tabela 11, o TMP tende a aumentar ao longo do tempo. Este
fendmeno é facilmente explicado pelo facto de ao longo do tempo as particulas de
menores dimens@es apresentarem uma tendéncia para se depositarem sobre as particulas
de maiores dimensdes (Figura 20), incorporando-as, causando um aumento do TMP
(Araujo et al., 2011).

Como consequéncia do acontecimento referido anteriormente, verificam-se alteracdes

sucessivas de aumento e decréscimo nos valores do IP das SLN produzidas (Tabela 11).

Relativamente ao PZ, este decresce ao longo do tempo devido as moléculas de CTAB se
agregarem ao Precirol® ATO 5, como “guest molecules” (Tabela 11). Ao longo do
tempo de armazenamento, ocorre um aumento da cristalinidade das SLN, que podera
estar associado a alteracdo da configuragdo termodindmica da matriz lipidica para uma
configuracdo mais estavel. Este rearranjo na matriz lipidica das SLN, pode conduzir &
expulsdo das “guest molecules”,ou seja, a expulsdo do CTAB da superficie da matriz

lipidica e, consequente aumento do PZ (Vighi et al., 2007).
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Comparando os resultados obtidos para ambas as temperaturas de armazenamento
testadas, verifica-se uma maior estabilidade a longo prazo quando o armazenamento da

formulacdo ¢ efetuado a 4°C, quer ao nivel do TMP, quer do IP, bem como do PZ.

SIN: @
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Figura 20: Esquema ilustrativo do que acontece ao longo do tempo as SLN (adaptado
de (Mdller et al., 2002).

2.4 Analise da eficacia de encapsulacdo e da capacidade de carga

Tendo por base os resultados apresentados na Tabela 11, apés a interpolacdo grafica na
curva de calibracdo obtida (Figura 17), obteve-se a concentracdo final de retinol
presente na formulagdo, tendo em consideragdo o fator de diluicdo de 1000:100.
Seguidamente, determina-se a quantidade de retinol ndo encapsulado, sabendo que o
volume final da formulacdo é de 10 mL, conseguindo-se, de forma indireta, determinar
a quantidade de retinol encapsulada. Posteriormente, procedeu-se a aplicacdo das
férmulas anteriormente mencionadas, para a determinacdo da CC e da EE das SLN

produzida. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 21.
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Figura 21: Representacdo grafica dos resultados obtidos paraa EE e CC.

Com base nos resultados apresentados na Figura 21, verifica-se que 57% da quantidade
de retinol adicionada a formulacdo foi aprisionada na matriz lipidica das SLN
produzidas. Contudo, os locais disponiveis para a encapsulacdo de retinol sdo apenas de
0,05%. Desta forma, pode constatar-se que as SLN produzidas apresentam uma matriz
lipidica estavel pois possuem poucos locais livres para o aprisionamento do retinol,

consequéncia de um elevado nivel de organizacdo da estrutura da matriz lipidica.

Em suma, para aumentar a eficicia de encapsulacdo do retinol teria de ocorrer uma
modifica¢do na estrutura tridimensional da matriz lipidica para uma forma estrutural de
menor organizagdo, para que existisse um maior nimero de locais disponiveis para o

aprisionamento do retinol.
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Capitulo 1V - Concluséo Geral

Nos ultimos anos, tem sido evidente que a descoberta e criacdo de novas SA nédo é
suficiente para um avanco na terapéutica e prevencao de doencas de diversas etiologias.
Para que este avango ocorra é necessario a criagdo de novos sistemas de transportes para
as SA ja existentes e para as que ainda se encontram em estudo. Desta forma, sera
possivel obter todas as vantagens das suas aplicagdes, uma eficacia maxima e uma

reducdo os efeitos colaterais.

As doencas do ambito oftalmico passam, na maioria das vezes, por tratamentos
invasivos em que ndo se verifica uma libertacdo controlada e prolongada da SA, sendo
necessarios repetir as aplicacGes. Para contornar este facto, o desenvolvimento de
técnicas ndo invasivas com recurso a NST, como as SLN utilizadas neste projeto,

apresentam um elevado potencial na area da oftalmologia.

Sabe-se que, a formulacdo de SLN produzidas apresenta 285 g de retinol e, com base
na Tabela 3, as necessidades diarias para o tratamento de uma deficiéncia na visdo
noturna, sdo de 50000 Ul, 2 a 3 vezes por semana, 0 que corresponde a um total de
17200 pg. Desta forma, compreende-se que a formulacdo produzida ndo conseguiria
responder de forma adequada quando utilizada como fim para o tratamento da cegueira

noturna, sendo necessaria uma formulacdo mais concentrada para uma terapéutica.

As SLN atualmente, tem estado a ser alvo de desenvolvimento, nomeadamente, para a
aplicacdo a nivel oftalmico. Uma mais-valia do desenvolvimento deste tipo de sistema
coloidal prende-se com o facto de a sua producdo ser facilmente executada a nivel
laboratorial em grande escala. A medida que s&o publicados mais estudos denota-se que
a eficacia destes NST, ndo esta apenas dependente da composicdo e do método
selecionado para a obtencdo das SLN. Desta forma, sdo necessarios mais estudos para
que as SLN se tornem mais eficazes como transportadores de SA destinados a

administracao ocular.

Futuramente, a aplicacdo de SLN no tratamento de doencas oftalmicas, esteja
largamente investigada e que possa constituir um método seguro e eficaz para a

terapéutica na area de oftalmologia.
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