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RESUMO: Carreadores nanoparticulados como lipossomas, emulsées (6leo em agua),
nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas lipidicas sdélidas sdo extensivamente
investigados por promoverem muitas vantagens em relagao as formulagdes tradicionais
como, por exemplo, a liberagdo sustentada de ativos, solubilizar ativos lipofilicos,
aumentar a estabilidade fisica e quimica moléculas labeis, minimizar os efeitos colaterais
entre outras. Dentre estes carreadores destacam-se as nanoparticulas lipidicas sdlidas
que apresentam varias vantagens em relacdo aos demais carreadores como, por
exemplo, menor toxicidade, facilidade de produgdo em larga escala, maior estabilidade
durante a estocagem e maior estabilidade durante o processo de esterilizagdo. Este
carreador foi desenvolvido nos anos 90 apresentando diversos métodos de preparacao,
assim como diferentes estruturas, tendo aplicacdo tanto na area farmacéutica quanto na
area cosmética. Neste trabalho, serdo abordados os métodos de preparagdo e
caracterizagdo de diferentes estruturas de nanoparticulas lipidicas sdlidas, assim como

possiveis aplicagoes deste carreador.
PALAVRAS-CHAVES: Nanotecnologia, Nanoparticulas, FArmacos, Cosméticos.

ABSTRACT: Nanoparticulated carriers as liposomas, emulsions (oil in water), polymeric
nanoparticles and solid lipid nanoparticles are extensively investigated since they exhibit
many advantages regarding the traditional formulations, such as, active sustained

release, solubilize lipophilic active, increase the physical and chemical stability of
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unstable molecules, minimize the collateral effects etc. Among these carries highlight the
solid lipid nanoparticles present several advantages in relation to others carries as, for
example, smaller toxicity, easily production on scale up, larger stability during the stock
and larger stability during the sterilization process. This carries was developed in the 90’s
presenting several preparation methods, as well as different structures, having
application in the pharmaceutical and as in the cosmetic areas. In this work, will be
boarded the preparation methods and characterization of different structures of solid lipid

nanoparticles, as well as possible applications of these carries.

KEYWORDS: Nanotechnology, Nanoparticles, Drugs, Cosmetics.
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1. INTRODUGAO

Sistemas carreadores coloidais,

como nanoparticulas, nanoemulsoes,

lipossomas, nanosuspensdes e micelas
tém atraido a atencdo nos Ultimos anos
por diminuirem a toxicidade de ativos,
solubilizarem ativos lipofilicos e manterem
o efeito do ativo no tecido alvo, entre
outras vantagens (MEHNERT E MADER,
2001).

Uns dos primeiros carreadores
desenvolvidos foram os lipossomas que
sdo vesiculas esféricas compostas por uma
ou mais bicamadas de fosfolipidios. A
adicdo de compostos naturais como
polietilenoglicol (PEG) na superficie dos
lipossomas possibilita 0 aumento do tempo
de permanéncia deste carreador na
corrente sanguinea por minimizar a sua
captura por macrofagos. No mercado ja
existe um produto composto por lipossoma
PEGlado, que contém o ativo anfotericina
B encapsulado, vendido como Ambisome®.
Entretanto, os lipossomas apresentam
problemas de estabilidade fisico-quimica.
Desta forma, os lipossomas podem se
agregar durante o processo de estocagem

(MARCATO E DURAN, 2008).

Posteriormente foram
desenvolvidos oS nanocarreadores
poliméricos, que sdo constituidos de

polimeros naturais ou sintéticos. Uma das
vantagens deste sistema € a variabilidade
de polimeros biodegradaveis que podem
ser utilizados como material de cobertura
é possivel

das particulas. Além disto,

modificar quimicamente a estrutura do

incluindo a sintese  de

Esta

polimero,

copolimeros. modificacdo  pode
diminuir a toxicidade dos polimeros e pode
direcionar as alvos

particulas para

especificos. Entretanto, este sistema
nanoestruturado apresenta desvantagens
como, por exemplo, presenca de solvente
organico residual usado no processo de
producdo destas particulas, citotoxicidade
escalonamento do

(MARCATO E

dos polimeros e
processo de
DURAN, 2008).

Outro tipo de nanocarreador sdo as

producao

nanoemulsdes lipidicas que foram
introduzidas nos anos 50 em produtos de
nutricdo parenteral. Nos Ultimos anos,
este carreador passou a ser utilizado no
transporte de farmacos lipofilicos como,
por exemplo, o diazepam, vendido como
Diazepam-Lipuro® injetavel, para aplicagdo
intravenosa e intramuscular. As vantagens
das nanoemulsfes incluem seguranga
toxicoldégica e o facil escalonamento da
producao deste carreador por
homogeneizacdo a alta pressdo. Porém, a
possibilidade do uso de nanoemulsodes
como sistema de liberacao sustentada é
limitado devido o seu reduzido diametro e
0 seu estado liquido o que promove, em
muitos casos, uma rapida liberagcdo do
ativo. Para minimizar este efeito, as
nanoemulsdes sao utilizadas no transporte
de ativos muito hidrofébicos com um
coeficiente de particdo octanol/agua maior
1000.000:1(MEHNERT E MADER,

Para rapida

que
2001).

liberacdo do ativo, sistemas de liberacao

minimizar esta



MARCATO, P. D. et al./Revista Eletronica de Farmacia Vol 6(2), 1-37, 2009.

sustentada tém sido produzidos com
lipidios sélidos. Lipidios soélidos tém sido
usados por varios anos na forma de
peletes para retardar a liberagao de ativos
apo6s a administracdo oral como, por
exemplo, no caso do
Mucosolvan® Retard Capsules (MEHNERT

E MADER, 2001). Nesta linha, esta revisao

produto

2. Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas
(NLS)
Em 1996,

termo

Mdaller e Lucks

introduziram o nanoparticulas

lipidicas sdlidas (NLS) ao patentearem um

método de producdo de NLS por
homogeneizacdo a alta pressdo (MULLER E
LUCKS, 1996). As NLS wusualmente

consistem de ingredientes bem toleraveis

fisiologicamente e ja aprovados para
aplicagbes farmacéuticas em humanos,
10-100

que as

apresentando VezZes menos

toxicidade do particulas
poliméricas. Além disto, as NLS podem ser
facilmente produzidas em larga escala,
tém boa capacidade de estocagem,
apresentando estabilidade de até 3 anos -
podem ser esterilizadas em autoclave sem
perderem a forma esférica e sem um
significativo aumento no tamanho das
particulas e tém um largo espectro de vias
de administragdo que incluem parenteral,
oral, oftalmica e topica (PEDERSEN et al.,
2006; CAVALLI et al., 1997). A tabela 1
mostra exemplos de lipidios e
estabilizantes utilizados em preparacgao de
NLS.

As nanoparticulas lipidicas podem
diferentes

ser classificadas em trés

tem como objetivo mostrar o]
desenvolvimento das particulas lipidicas
assim métodos de

sdlidas como o0s

producao e caracterizagao destas
particulas e a sua aplicacdo nas areas
farmacologicas e cosméticas. Para isto, foi
realizada uma busca dos principais artigos

nesta area incluindo artigos de revisao.

estruturas: nanoparticulas lipidicas sélidas
(NLS), carreador lipidico nanoestruturado
(CLN) e conjugado farmaco-lipidio (CFL).
As NLS sdo formadas por lipidios sélidos a
ambiente e

temperatura corporal, e

estabilizadas por tensoativos. Os lipidios
utilizados na preparacao de NLS sao
triglicerideos, mistura de glicerideos ou
ceras. A desvantagem dessa estrutura é a
sua baixa capacidade de encapsulamento
que varia de 25-50% dependendo da
solubilidade do ativo na matriz lipidica, do
método utilizado e do estado polimoérfico
da matriz lipidica. A utilizacdo de lipidios
muito semelhantes gera cristais perfeitos.
Como o farmaco se localiza entre as
cadeias lipidicas e nas imperfeigbes dos
cristais, a alta organizacdo dos cristais
diminui a eficiéncia de encapsulamento
(Figura 1A). Para minimizar este efeito,
utilizam-se lipidios complexos como mono-
di-triglicerideos (Tabela 1). Entretanto, o
ativo pode ser expulso da particula apos a
transicdo polimorfica da forma o para a
modificagdo mais estavel B. Este processo
pode ocorrer durante a estocagem da
dispersdo (Figura 1B) (MULLER et al.,

2007; MULLER et al., 2000).



Tabela 1: Lipidios e estabilizantes

lipidicas sélidas.

utilizados na preparagdo de nanoparticulas

LIPIDIO

ESTRUTURA

Acido Estearico

O

/\/\/\/\/\/\/\/\/ILOH

Monoestearato de Glicerila

OH
OH

(o)

/\/Nvﬁ\/\/\/Avn\/\/go

Triestearina

J)VV\/\/\AA/\/\
OW
ow

SURFACTANTE

ESTRUTURA

Poloxamer F68

-t

a =30 unidades
b =75 unidades

Polissorbato 80

HO— (CH,CH,0),~ CHCH,—(OCH,CH,);~0COC7H33

HO— (CH,CH,0); 0

HO— (CH,CH,0)y X+y+z+w=20

Para melhorar a eficiéncia de
encapsulamento e minimizar a expulsdo do
ativo das particulas durante a estocagem,
no final dos anos 90, surgiram os CLN
(carreadores lipidicos nanoestruturados)
que apresentam 3 diferentes estruturas
(WISSING et al.,, 2004). O primeiro
modelo consiste na mistura de glicerideos
compostos por diferentes acidos graxos.
Esta mistura aumenta a distancia entre as

cadeias de acidos graxos dos glicerideos

ocasionando imperfeicdes no cristal. Estas
imperfeicoes geram mais espago para
acomodar mais ativo aumento, desta
maneira, a eficiéncia de encapsulamento.
Este modelo é conhecido como “CLN
imperfeito” (Figura 1C). O segundo modelo
€ a mistura de lipidios so6lidos com lipidios
liquidos (6leo) como, por exemplo, Migliol
(triglicérideo caprico/caprilico). Este
modelo é chamado de “CLN amorfo” no

gual, a alta quantidade de 6leo misturado
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com o lipidio solido gera particulas em um
estado sélido amorfo (Figura 1D). Esta
estrutura evita a expulsdo do ativo das
particulas durante a estocagem, ja que o
processo de cristalizacdo do lipidio para a
forma B ndo ocorre nessas condigbes. O
terceiro modelo é chamado de “multiplo
CLN”

analogo da emulsdo agua em o6leo em

que pode ser considerado um

B

@A
Forma o
@C

D

Lipidio amorfo

agua, isto &, uma dispersao de 6leo em
lipidio sdlido em agua (Figura 1E). Neste
modelo, a solubilidade das moléculas de
6leo no lipidio sélido é excedida levando a
uma separacdo de fase e formacao de
nanocompartimentos de 6leo dentro da
matriz lipidica sélida (UNER et al., 2007;
JENNING 2000).

et al.,

CristalizacaqQ " Ativo expulso

Lipidio s6lido

Figura 1: A) NLS, B) Modelo de liberacdo de ativo durante a estocagem controlada pela

transformacdo da forma o para g, C) CLN imperfeito, D) CLN amorfo, E) Multiplo CLN.

Tanto nos CLN quanto nas NLS, a
eficiéncia de encapsulamento de ativos
hidrofilicos € muito baixa, o que pode ser
aumentada utilizando baixas
concentragdes do ativo. Em funcdo disto,
CFL

farmaco-lipidio) que podem ser produzidos

foi desenvolvido os (conjugado
por dois métodos. O primeiro método é
chamado de formacao de sal que consiste
em dissolver o ativo (sal) e o lipidio em
um solvente que &, em seguida, evaporado

a baixa pressdo. O segundo método é

3. Métodos de Preparacao

chamado de ligacao covalente, no qual o
ativo (sal) e um alcool graxo reagem em
presenca de um catalisador formando
de CFL que

purificados por cristalizagdo. Estas grandes

grandes particulas sao
particulas de CFL sdo misturadas em uma
solugdo de tensoativo e homogeneizadas a
alta pressdao formando nanoparticulas de
CFL.

encapsular

Em geral, os CFL possibilitam
de 33% de

hidrofilicos (WISSING et al., 2004).

mais ativos

Hl Ativo

Oleo nanocompartimentado
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Existem 5 métodos de preparacao de

nanoparticulas lipidicas sdlidas que

incluem microemulsdo a quente,
emulsificacdo e evaporacdo de solvente,
difusdo de

solvente, spray-drying e

homogeneizagdo a alta pressao.

3.1. Método de Microemulsdo a Quente

O método de microemulsdo a
quente foi desenvolvido por Gasco e
colaboradores e modificado por diversos
grupos. As microemulsdes sao preparadas

por agitacao, contendo tipicamente: 10%

fundido
estearico-Tabela 1), 15% de surfactante
Polisorbato 20 ou 60,
etc-Tabela 1),

de lipidio (exemplo: &cido
(exemplo:
fosfatidilcolina de soja
10% de

(exemplo: Poloxamer-Tabela 1) e agua. O

acima de co-surfactante
processo de formacao das microemulsdes
estd esquematizado na Figura 2. A ultima
etapa deste método é a adicdo da
microemulsao quente em uma solugdo de
surfactante fria resultando na solidificacdo
das nanoparticulas lipidicas soélidas (HOU
et al., 2003; CORTESI et al., 2002).

Lipidio Fundido (5-10 °C acima da temperatura
de fuséo do lipidio)

l Agitacao

Microemulsao
6leo em agua

Solugao de Surfactante e co-surfactante na
mesma temperatura do lipidio

l Agitacdo

Solucao de Surfactante gelada (2-3 °C)

Figura 2: Esquema da preparacao de NLS pelo método de microemulsdo a quente.

A desvantagem deste método é a
remocao do excesso de agua - que pode
ser retirada por ultracentrifugacdao, por
liofilizagdo ou por didlise - e 0 uso de altas
concentragdes de surfactantes (15% m/v)
(10% m/v) (UNER,
2006). HOU et al. (2003) encapsularam

mifepristone em NLS pelo método de

e co-surfactantes

microemulsdo. Foram obtidas particulas de
106 nm e foi verificado por difracdo de
Raio-X e por calorimetria diferencial de

varredura (DSC) que as NLS tém um

arranjo cristalino com baixa organizacao
favorecendo a encapsulagao do ativo que
foi de 87%.

O método de microemulsdao é, em
geral, utilizado para encapsular ativos
lipofilicos, mas ativos hidrofilicos também
podem ser encapsulados utilizando
emulsdo agua em oOleo em agua como
esquematizado na Figura 3 (PEDERSEN et
al., 2006; HOU et al., 2003; MEHNERT E
MADER, 2001).

Cortesi et al.

Através deste método,
(2002)

microparticulas lipidicas sélidas de 20 um

preparam
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no encapsulamento do ativo hidrofilico
cromoglicato de sodio. A eficiéncia de

encapsulamento foi de 50%, e no estudo

de liberagao in vitro em tampao fosfato foi
verificado que 100% do ativo foram

liberados apos de 5 horas.

Solugéo quente do Ativo hidrofilico + Surfactante

Microemulsao

l Agitagéo agua em oleo

Lipidio Fundido (5-10 °C acima da temperatura
de fuséo do lipidio)

Figura 3: Esquema da preparagdao de NLS laeIoAr%'é%g%% de microemulsdo a quente no

Solucédo de Surfactante gelada (2-3 °C)

3.2. Emulsificacdo e evaporacao de solvente
A Figura 4 mostra o esquema de preparacdo de NLS pelo método de emulsificacédo

e evaporacdo de solvente (UNER, 2006).

Lipidio dissolvido em um solvente imiscivel em
agua (ex. cloroférmio, tolueno etc)

Emulsao 6leo

Solugéo de Surfactante

|

Evaporagao do solvente organico a baixa
pressao

Figura 4: Esquema da preparacao de NLS pelo método emulsificagdo e evaporacgao de
solvente.
desvantagens

como, por exemplo,

Uma das vantagens deste método é
o] encapsulamento de ativos
termosensiveis, pois neste método ndo é
utilizado aquecimento na producao das
particulas.

Entretanto, apresenta

solvente residual na dispersdo final e o
fato das dispersdes serem muito diluidas,
devido a limitada solubilidade do lipidio no
solvente organico (WISSING et al., 2004).

Outra desvantagem €& a produgdo de
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microparticulas lipidicas e ndo de
nanoparticulas, o que pode ser revertido
utilizando homogeneizagdo a alta pressdo
ou ultra-som. LUO et al. (2006) utilizando
o método de ultra-som/emulsificagdo e
evaporacdo de solvente prepararam NLS
com um didmetro menor que 100 nm. As
particulas foram preparadas dissolvendo o
lipidio (monoestearato de glicerila), o ativo
e o estabilizante (lecitina de soja) em
diclorometano a 50 °C e dispersando esta
mistura em agua na mesma temperatura.
ApOs a evaporacdo do diclorometano, a
fase aquosa foi adicionada gota a gota a
uma fase oleosa a 50 ©°C sob agitacgdo
magnética. Esta emulsdo foi sonicada
(600W) por

sonicador de sonda e, em seguida, foi

5 minutos utilizando um

dispersa em agua fria. Particulas de 70 a
200 nm foram obtidas dependendo das
condicdes de preparagdo encapsulando
98% de ativo (LUO et al., 2006).

3.3. Difusdo de solvente
O método de difusdo e evaporacdo
de solvente foi primeiramente

desenvolvido para a preparagdao de
nanoparticulas com polimeros sintéticos.
Este método é simples e ndo requer
nenhum equipamento especial. Porém,
como desvantagens este método inclui o
uso de solvente organico e a dificuldade de
produzir as particulas em
(Figura 5) (CHATTOPADHYAY et al., 2008;

HU et al., 2006; HU et al., 2005).

larga escala

Lipidio dissolvido em um solvente miscivel em
agua (ex. acetona)

l Agitacdo

Solucéo de Surfactante

|

Evaporagéo do solvente organico a baixa
pressao

Figura 5: Esquema da preparacao de NLS pelo método difusao de solvente.

HU et al. (2006) prepararam, pelo método
NLS e CLN,

utilizando o lipidio so6lido monoestearato

de difusdao de solvente,

de glicerila e o lipidio liquido Migliol. O

objetivo deste trabalho foi o]

encapsulamento de propionato de
clobetasol, um modelo de ativo lipofilico.
Neste estudo, os autores observaram que
a eficiéncia de encapsulamento (EE) foi
CLN devido a

maior nos menor
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organizacdo de seu arranjo cristalino. Além
disto, a EE aumentou com o aumento da
quantidade de lipidio liquido, o que ja era
esperado, uma vez que a adigdo de lipidio
liquido ocasiona a formagdo de um cristal
imperfeito acomodar mais

que pode

moléculas de ativo, como discutido
anteriormente.

Utilizando este método, HU et al.
(2004)

gonadorelina em NLS com um diametro de

encapsularam o] peptideo
422 nm. Poucos trabalhos tém relatado o
encapsulamento de peptideos em NLS
devido a dificuldade de encapsular ativos
hidrofilicos como peptideos em matrizes
lipofilicas. Os autores observaram que a
diminuicao da temperatura da fase aquosa
contendo PVA de 25 ©°C para 0 °C
aumentou a eficiéncia de encapsulamento
da gonadorelina de 50 para 69%. Este
aumento da eficiéncia de encapsulamento
foi atribuido a rapida deposicdo interfacial
do lipidio entre a gota formada
(constituida pelo lipidio, solvente organico
e peptideo) e o meio aquoso, antes da
saida do peptideo para a fase aquosa. No
estudo de liberagao in vitro foi observada
uma liberagdo bifasica, com um burst nas
primeiras 2 horas,

seguida por uma

liberacdo sustentada, em que foram
liberados 4% do peptideo por dia durante

14 dias.

3.4. Secagem por aspersao

Microparticulas lipidicas  sdlidas
podem ser produzidas pelo processo de
secagem por aspersao (spray-drying) que

consiste na dissolugdo do lipidio e do ativo

em um solvente organico como, por

exemplo, cloroférmio. Em seguida, a
solucdo é aspergida em um aparelho
(spray-drier), no qual um fluxo continuo
de ar quente evapora rapidamente o
solvente das gotas aspergidas obtendo

particulas secas. Para evitar a agregacgdo

das particulas e para aumentar a
propriedade de fluxo do  produto
pulverizado, utiliza-se, por exemplo,

lecitina juntamente com o lipidio. A rapida
evaporacao do solvente pode influenciar e
cristalina das

modificar a estrutura

substancias. Por este motivo foi
desenvolvido o congelamento por aspersao
(spray-congealing) que consiste em
aspergir o lipidio fundido no spray-drier a
solidificando e

temperatura ambiente,

formando as microparticulas lipidicas
solidas. O uso de diferentes velocidades de
resfriamento pode ocasionar a cristalizagao
formas

do lipidio em diferentes

polimérficas (ELDEM et al., 1991).

3.5. Homogeneizagédo a alta pressdo

Na homogeneizagdo a alta pressdo
uma dispersdo de particulas é
impulsionada com alta pressao (100-2000
bar) através de uma cavidade estreita
(poucos micrémetros), e acelerada em
uma curta distdncia, com alta velocidade
(cerca de 100 km/h) ao encontro de uma
barreira. A colisdo com a barreira
possibilita a formacdo de nanoparticulas
didmetro (MEHNERT E

Nanoparticulas lipidicas

com reduzido

MADER, 2001).
solidas podem ser preparadas por esta
métodos  basicos:

técnica por dois
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homogeneizagdo a quente e

homogeneizagdo a frio. A figura 6 mostra

um exemplo de homogeneizador de alta

pressdo utilizados na producdo de NLS.

Figura 6: A) Homogeneizador de Alta pressao da Niro-Soavi (Panda 2k).

No processo de homogeneizacdo a
Quente, inicialmente, o ativo é dissolvido
no lipidio fundido. Em seguida, esta
mistura € adicionada em uma solugdo
guente de tensoativo sob alta agitacao,
formando uma pré-emulsdo (d6leo em
agua). Esta pré-emulsdao é homogeneizada
em um homogeneizador de alta pressao
(100-1500 bar) (Figura 7). Em geral, sao
suficientes um a trés ciclos para formar as

NLS. Em seguida,

resfriada a uma temperatura abaixo da

temperatura ambiente ocasionando a
cristalizacéo do lipidio e formagdo das NLS.
Este método é utilizado principalmente no
encapsulamento de ativos lipofilicos, isto
porque, no caso de ativos hidrofilicos, este
migra para a fase aquosa durante a
homogeneizagao resultando em uma baixa

eficiéncia de encapsulamento

(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008a;

esta dispersdo é ATTAMA E MULLER-GOYMANN, 2008).
Ativo é disperso no Lipidio Fundido (5-10 °C
acima da temperatura de fuséo do lipidio)

l Alta Agitagao Pré-Emulsao

Solucédo de Surfactante na mesma temperatura
do lipidio

|

Homogeneizacao a Alta Pressao
(500-2000 bar)

Figura 7: Esquema da preparagdo de NLS pelo método Homogeneizagdao a Quente.
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A Homogeneizagdo a Frio é mais
apropriada para ativos hidrofilicos. Neste
método, inicialmente, o ativo é dissolvido
no lipidio fundido com ou sem surfactante.
A adicdo do surfactante nesta etapa pode
aumentar a solubilidade do ativo hidrofilico
no lipidio fundido. Em seguida, esta
mistura (lipidio+ativo) é solidificada em
gelo seco ou nitrogénio liquido para
aumentar a fragilidade do lipidio e facilitar
o processo de moagem das particulas que
€ realizado em um moinho de bolas, por

exemplo. Apdés a moagem sdo obtidas

microparticulas (aproximadamente 50-100
um) que sao dispersas em uma solugdo de
tensoativo. Em seguida, esta dispersdo é
homogeneizada a alta pressdo a
temperatura ambiente ou a 0 °C (Figura
8). O estado soélido da matriz minimiza a
migracdo do ativo hidrofilico para a fase
aquosa aumentando a sua eficiéncia de
encapsulagao. Ativos termosensiveis
podem ser encapsulados por este método,
ja que o tempo de exposicao deste ativo a
muito  curto

altas temperaturas é

(DEMIREL et al., 2001).

O ativo é disperso no Lipidio Fundido (5-10 °C
acima da temperatura de fusao do lipidio)

|

Solidificagdo com nitrogénio liquido ou gelo seco

|

Moagem das particulas em um moinho formando
microparticulas (50-100 um)

l

Solucao de Surfactante a temperatura ambiente

l Agitacao

Homogeneizacao a Alta Pressao
(500-2000 bar)

Figura 8: Esquema da preparagdo de NLS pelo método Homogeneizagado a Frio.

A maior vantagem da técnica de

homogeneizagdo a alta pressdo é a

possibilidade de producao das

nanoparticulas em larga escala, além de
produzir estreita faixa de diametro de

particulas (com baixo numero de
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microparticulas) e de nao utilizar solvente
organico. Entretanto, a alta temperatura
no processo pode aumentar a velocidade
de degradacao do ativo e do carreador, e
modificar a conformacdo de proteinas,
enquanto a alta pressdao pode ocasionar a
coalescéncia das particulas (HU et al.,,
2006).

As nanoparticulas lipidicas
produzidas por homogeneizacdo a quente
produz, em geral, particulas abaixo de 500
nm e poucas microparticulas. Ja a
homogeneizacdo a frio, produz particulas
maiores e com uma distribuicido de
(UNER, 2006).

Entretanto, a reducdo do diametro das

diametro mais larga

particulas pode ser obtida aumentando a

300 0,6

200+ — 04

100 " 02

Diametro (nm)
|
(d1) epepIsiadsipijod op sa1pu|

250 500 1000 1500
Pressao (bar)

A

pressdao de homogeneizacao e utilizando 3-
7 ciclos, tanto na homogeneizagdo a
guente quanto a frio. SAKULKHUL et al.
(2007)

pressao e do

investigaram a influéncia da

namero de ciclos de
homogeneizagdo no didametro de NLS

produzidas pelo método de

homogeneizacdo a quente. Os autores
observaram que o aumento da pressdo e o
aumento do numero de ciclos de
homogeneizacdo reduziram o diametro e o
indice de polidispersidade das particulas
como mostra a Figura 9. Para este estudo
foi escolhida a pressdao de 500 bar e 3
ciclos de homogeneizagdao para produzir
particulas de 200 nm de didmetro com

indice de polidispersidade de 0,3.

300 0,6

200 0.4

100 0.2

Diametro (nm)
(dI) apepisiadsipijod ap soipu|

T T T 010
1 3 5 7
Numero de Ciclos

B

Figura 9: Efeito da: A) Pressdo, B) niumero de ciclos de homogeneizagdao, no diametro e

no indice de polidispersdo (IP) das NLS preparadas pelo método de homogeneizagao a
quente.(Modificada da Ref. SAKULKHUL et al., 2007)

Estudo similar foi realizado por LIU et al.
(2007). Neste estudo foi observado que a
homogeneizacao sob pressao de 500 bar
produziu particulas de 143 nm, e o

aumento do numero de ciclos de

homogeneizacao ocasionou a formagao de

particulas polidispersas. Entretanto, o
aumento da pressdao para 1000 bar com
um ciclo reduziu o diametro das particulas

para 37 nm. O aumento do nUmero de
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ciclos de homogeneizagdo mantendo a
mesma pressao de 1000 bar ocasionou um
leve aumento no didmetro das particulas.
Este resultado se deve ao fato de que a
alta

homogeneizagdo a pressao pode

formar pequenas particulas com alta
energia cinética que pode levar a sua
apos o

agregacao processo  de

homogeneizacao. Ja para a
homogeneizacdo a pressao de 800 bar, os
autores obtiveram particulas de 43 nm
com uma faixa estreita de diametro
utilizando 5 ciclos de homogeneizacao.
Com o método de homogeneizagdo
a alta pressdo, varios ativos tém sido
encapsulados em nanoparticulas lipidicas
solidas apresentando grande potencial de
incorporagdo como no encapsulamento da
coenzima Q10 (WISSING et al., 2004b),
(MUHLEN et al., 1998),
(HOU et al., 2003),
clotrimazole (SOUTO E MULLER, 2006).

Dependendo do

prednisolona

mifepristone

método  de
homogeneizacdo (a frio ou a quente)
utilizado e das condicbes de preparacao
das NLS,

diferentes maneiras dentro das particulas,

o ativo sera incorporado de

influenciard diretamente na sua
Além disto, o tipo de NLS

0 que
liberagao.
depende da natureza quimica do ativo e do
lipidio e da solubilidade do ativo no lipidio
fundido. A Figura 10 mostra 3 modelos de
incorporacdo. O primeiro modelo é o de
matriz homogénea (solugdo soélida) (Figura
10A). Esta estrutura € obtida na producédo
de NLS por homogeneizacdo a frio. Neste

método, o ativo estd molecularmente

disperso no lipidio fundido formando uma

mistura. Em seguida, esta mistura é
congelada, minimizando o enriquecimento
do ativo em diferentes partes da particula
lipidica. O segundo e o terceiro modelo
sao, respectivamente, o de parede rica em
ativo e ndcleo rico em ativo (Figura 10 B e
C). Estas

producdo de

estruturas sao obtidas na
NLS

homogeneizacdo a quente. O modelo de

pelo método de
parede rica em ativo é obtido quando se
utiliza baixa concentragdo do ativo no
lipidio. Neste caso, durante o processo de
resfriamento da nanoemulsdo (d6leo em
agua), o lipidio precipita primeiro
ocasionando um continuo aumento da
concentracdo do ativo no lipidio fundido
restante. O modelo de nucleo rico em ativo
€ obtido quando a concentracdo do ativo
no lipidio fundido é alta, atingindo a
saturacdo. No processo de resfriamento
das gotas quentes de 6leo ocorre, na
maioria dos casos, uma reducdo da
solubilidade do ativo no lipidio. Quando a
solubilidade excede a saturagdo, o ativo
precipita levando a formacdo de um nucleo
rico em ativo (UNER et al., 2007; SOUTO
et al., 2004).

A liberagdo do ativo das NLS estd
diretamente relacionada com a estrutura
das nanoparticulas. A liberagdo do ativo no
modelo de parede rica em ativo € mais
rapida do que no caso do modelo de
nucleo rico em ativo, apresentando um
grande burst (rapida liberacdo inicial do
ativo) como mostra a Figura 11 (UNER et

al., 2007; SOUTO et al., 2004).
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[ SIRC)

Figura 10: Modelo de incorporacao de ativos em NLS: A) Matriz homogénea (solugao

solida), B) Parede rica em ativo, C) Nucleo rico em ativo.

30+

25
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% de Ativo Liberado
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Figura 11: Liberacgdo in vitro de ativo encapsulado em NLS: A) Nucleo rico em ativo, B)
Parede rica em ativo. (Modificada da Ref. SOUTO et al., 2004).

4. Técnicas de Caracterizacao

Técnicas microscopicas,
Espectroscopicas, Calorimetria Diferencial
de (DSC)

Magnética Nuclear de Prétons tém sido

Varredura e Ressonancia
utilizadas na caracterizagdao e elucidacao
da estrutura das nanoparticulas lipidicas
solidas. Neste trabalho, serdo abordadas
as informagdes que cada uma destas
técnicas pode fornecer no estudo de
nanoparticulas lipidicas sdlidas e exemplos
destas citados

caracterizagOes na

literatura.

4.1. Difracdo de Raio-X
Os

diferentes

lipidios podem apresentar
o]

a

formas polimorficas.

polimorfismo €& observado devido

organizacao das cadeias de alcano nos
BI
B O

empacotamento hexagonal o é a forma

empacotamentos o  (hexagonal),

(ortorrébmbica) e (triclinica).
mais desordenada, a ortorrombica B’ é
menos desordenada e o empacotamento
triclinico B € o mais organizado. Desta
forma, para uma aplicagdao industrial das
particulas lipidicas soélidas € necessario
controlar este polimorfismo (BUNIJES et
al., 2007; ALLAIS, 2003).

A

influéncia

tem
de

encapsulamento e na expulsao do ativo

estrutura  polimorfica

direta na eficiéncia

durante o processo de estocagem sendo,

portanto, muito importante a sua

caracterizagao. Uma das técnicas

empregadas para caracterizar a estrutura



MARCATO, P. D. et al./Revista Eletronica de Farmacia Vol 6(2), 1-37, 2009.

polimérfica das NLS é a difracdo de Raio-
X, que determina o comprimento dos
espagcamentos longos e curtos do reticulo
lipidico. Além disto, a difracdo de Raio-X
permite diferenciar entre um material
amorfo e um material cristalino e serve
para avaliar a influéncia do constituinte
6leo nos espagamentos longos dos
carreadores
(CLN).

importante a associacdo desta técnica com

nanocristais dos lipidicos

nanoestruturados Entretanto, ¢é
a técnica de calorimetria diferencial de
varredura (DSC), visto que, o DSC permite
diferenciar sdélidos amorfos e liquidos
(RUKTANONCHALI et al., 2008; MEHNERT E
MADER, 2001; MULLER et al., 2000).
Através da técnica de Difracdo de
Raio-X é possivel calcular o espacamento
longo (correspondente a deflexao dgo1)
derivado do pequeno angulo da difragdo de
Raio-X. BUNIJES et al. (2007) realizaram
nanoparticulas de

este estudo em

Intensidade

triestearina, e observaram que o]
espacamento longo na modificacao o foi de
5,1 nm e 4,5 nm nas amostras contendo
nanoparticulas na forma f. Resultados
similares foram obtidos por Attama et al.
(2006) no estudo de CLN de cera de
abelha com éleo de teobroma.

A Figura 12 mostra exemplos de
padrdes de difracdo de Raio-X do ativo
(POD), do

tripalmitato, de NLS de tripalmitato sem

podofilotoxina lipidio
ativo e do POD encapsulado em NLS de
tripalmitato (CHEN et al., 2006) Nesta
figura pode-se observar que o pico de
difracdo do ativo POD desapareceu quando
este foi encapsulado em NLS. Este
resultado demonstra que o POD esta no
estado amorfo nas NLS. Além disto, os
autores  concluiram

que o lipidio

tripalmitato estava parcialmente
cristalizado devido ao fraco e largo pico de

difracao.

MLMML;._ POD

Tripalmitato

NLS

sl

NLS-POD

0 10

30

Figura 12: Padrdo de difracdo de Raio-X. (Modificada da Ref CHEN et al., 2006)

4.2. Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC)

A técnica de Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC) é muito

importante na caracterizagao de
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nanoparticulas lipidicas sdlidas, pois
fornece informagbes sobre a cristalinidade
das mesmas. O grau de cristalinidade de
uma particula é extremamente importante,
eficiéncia de

porque influencia na

encapsulamento, na velocidade de
liberagdo do ativo e na expulsdo do ativo
durante o processo de estocagem. A
DSC

temperatura e a entalpia de fusdao das

analise de fornece ainda a
particulas. Um valor alto de entalpia de
fusdo sugere alta organizacdo no reticulo
cristalino, isto porque a fusao de um cristal
altamente organizado (cristal perfeito)
requer mais energia para superar as forgas
de coesdo do reticulo cristalino do que um
cristal pouco ordenado ou amorfo. Além
disto, com essa técnica é possivel observar
o comportamento de cristalizacdao das
particulas, que influencia na expulsdo ou
nao do ativo, uma vez que, durante o
processo de estocagem o lipidio pode
passar da forma o para a modificagao B’,
que ¢é convertida rapidamente para a
forma B. Com o aumento da formagao da
modificacdo mais estavel (B’/B), o reticulo
cristalino torna-se mais perfeito,
promovendo a expulsdo do ativo das
particulas como mostrado na Figura 1B
(ATTAMA et al., 2006). Em geral, essa
transformacdo € lenta para triglicerideos
de cadeia longa do que para triglicerideos
de cadeia curta. Fatores que levam a
transformacgdo da forma o para a forma
sdo: a temperatura, a exposicdo a luz e a
perda de agua da dispersdo de NLS. Por
particulas sdo

exemplo, quando as

aplicadas na pele ou no corpo humano, a

alteracao da temperatura e a perda de
agua da dispersdo iniciam a transformacao
da forma o para a modificagao j, liberando
o ativo das particulas. Portanto, o controle
do ativador da transformacao da forma o
para a forma B possibilita a criagao de um
carreador de ativos
(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008b).
CASTELLI et al. (2005)
investigaram, por DSC, a organizagao e
NLS

(nanoparticulas lipidicas solidas) e em CLN

inteligente

distribuigdo  de lipidios em
(carreadores lipidicos sélidos), assim como
a dispersdo do ativo lipofilico indometacina
nas particulas. As particulas foram
preparadas pela técnica de microemulséo,

utilizando o lipidio sdélido behenato de

glicerila e o |lipidio liquido Migliol. Os
autores observaram que 0s CLN
preparados eram constituidos por

nanocompartimentos oleosos dentro da
matriz sélida (“multiplo CLN"”). Além disto,
foi observado que o ativo possui maior
solubilidade no déleo do que na matriz
lipidica. Isto porque as curvas de DSC do
Migliol sozinho e do Migliol com o ativo ndo
mostraram nenhum pico calorimétrico,
implicando na completa dissolugdao do
ativo no 6leo. Este resultado também foi

observado nos ensaios de liberagao
cinética, que avalia se um composto em
contato com o sistema lipidico em meio
aquoso é capaz de migrar ou se difundir
através das NLS e se dissolver dentro da
fase lipidica. Este teste ¢é realizado
incubando o composto com as NLS na
mesma temperatura de preparacao das

particulas. Se a migragdo ocorrer, ela sera
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detectada pela mudanga da forma do pico
calorimétrico, que é devido ao aumento da
quantidade do composto dentro das
particulas. Neste ensaio, ndo se observou
alteragdo na forma do pico calorimétrico
quando as NLS foram incubadas com o
ativo a 80 °C. Entretanto, quando os CLN
foram incubados com o ativo na mesma
temperatura foi observada uma alteragao
na forma do pico calorimétrico sugerindo a
migracdo do ativo para dentro das NLS.
Este resultado demonstra a alta
solubilidade do ativo na fase oleosa
(Migliol).

BUNJES et al. (2007) investigaram
NLS

estabilizadas pelo fosfolipidio lecitina de

a forma e a estrutura das

A

2 g

'

a o i
Aguecimento—e- \

S100iSGC

Fluxo de Aquecimento

10'2'0'§l]‘4'0'S‘D'G'DIIJ"D'BIU
Temperatura (=C)

soja. Fosfolipidio foi utilizado como
estabilizante para preservar por mais
tempo a forma o aumentando, desta

forma, a eficiéncia de encapsulamento e
minimizando a expulsdao do ativo das
particulas durante o processo de
estocagem. O lipidio utilizado neste estudo
foi a triestearina. Foi observado que as
nanoparticulas estabilizadas por lecitina de
S-100

completamente

soja apresentavam-se
transformadas na
modificagao p (Figura 13A). Entretanto, as
particulas estabilizadas por lecitina de soja
hidrogenada (S100-3) apresentaram uma
predominante fracdo da forma o (Figura

13B).

2 mivy

Fluxo de Aquecimento

Agquecimento —»

S100-3/5GC
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Figura 13: Curva de DSC de aquecimento (10 °C/min) e de resfriamento (5 °C/min) de

nanoparticulas de triestearina estabilizadas com: A) Lecitina de soja S-100, B) Lecitina
de soja hidrogenada S-100-3.(Modificado da Ref. BUNJES et al., 2007)

4.3. Ressonédncia Magnética Nuclear de
Prétons (RMN-H*)

A ressonancia magnética nuclear de
protons é uma técnica importante na
caracterizagdo de dominios de lipidios

liquidos dentro das  nanoparticulas

lipidicas. Quando o lipidio liquido (6leo) é
incorporado na fase lipofilica das NLS, este
6leo pode permanecer dentro da particula
no estado liquido mesmo que a particula
esteja no estado solido. Informagoes sobre

a mobilidade e arranjo das moléculas de
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6leo podem ser obtidas pela técnica de
espectroscopia de RMN-H!. Através da
técnica de RMN-H'é possivel verificar se
um lipidio estd no estado liquido ou semi-
solido/solido através da diferenca do
tempo de relaxacdo de prétons no estado
liquido e no estado semi-sdlido/sodlido.
Protons em estado liquido tém um sinal
fino e com alta amplitude, enquanto que
protons no estado semi-sdlido/sdlido tém
um sinal fraco e largo
(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008a;
UNER, 2006; MEHNERT E MADER, 2001).
JENNING et al. (2000) investigaram
através da técnica de RMN-H'! a estrutura
do lipidio liquido (Migliol) dentro da matriz
lipidica solida. Para isto, foram realizados
espectros de RMN-H! de NLS de behenato
de CLN de behenato de
glicerila com Migliol
Migliol. Os

observaram que as NLS apresentam um

de (glicerila,
e de nanoemulsdo
com apenas autores
fraco e largo pico entre 0,9 e 2,5 ppm
referente aos protons do lipidio. Este sinal
fraco e largo corresponde ao lipidio no
estado sdlido. J& no caso das
nanoemulsdes foi observado um sinal fino
e de alta amplitude entre 0,9 e 2,5 ppm
liquido.

correspondente ao lipidio

Entretanto, nos espectros dos CLN foi

observado um sinal com intensidade e
largura intermediario entre os sinais da
NLS e da nanoemulsao, demonstrando a
incorporacdo do dleo. Através da RMN-H! é
possivel verificar se o sinal dos prétons de
lipidio liquido se referente ao lipidio sdlido
fundido ou ao lipidio liquido, pelo calculo

da razdo dos protons de CH; (1,25 ppm) e

CHs (0,9 ppm). O lipidio sdlido behenato
de glicerila (Cy;) possui alta razao de
protons CH,/CHs; (12,2), enquanto que o
lipidio liquido (Cg.12) possui baixa razao
CH,/CHs (3,1). A razao CH,/CHs nos CLN
foi abaixo de 3,2, indicando apenas as

moléculas do lipidio liquido.

4.4. Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(MET)

Dentre as técnicas microscopicas, a
microscopia eletrénica de transmissdo tem
se mostrado a mais adequada na obtencdo
de imagens diretas de nanoparticulas,
possibilitando a determinacdo da sua
distribuicdo de diametro, além da
determinacdo da sua estrutura cristalina,
no caso do uso de microscopios de alta
resolugcao (HOU et al., 2003). BUJES et al.
(2007) investigaram a estrutura cristalina
de nanoparticulas lipidicas estabilizadas
por lecitina de soja por MET em condigdes
criogénicas. Neste método, o vacuo é
substituido por um meio criogénico. O
técnica consiste na

diferencial desta

possibilidade de se avaliar, além da
morfologia e do didmetro das particulas, a
lamilaridade e a difracdo de elétrons em
14A,

observa-se particulas lipidicas esféricas na

estruturas cristalinas. Na figura

forma o. Estas particulas apresentam

camadas concéntricas, sendo que as

camadas ficam mais distorcidas em
diregdo ao centro das particulas e com
uma alta densidade eletronica (regido mais
escura dentro das particulas). Isto
acontece devido a grande espessura da

particula nesta area. A distancia das listras
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foi de 5,2 nm. Na figura 14B, observa-se a

estrutura de particulas lipidicas com

modificagao B. Nesta imagem pode-se
observar particulas com forma circular e
elongada constituidas por camadas
orientadas em paralelo. No interior das
particulas podem ser observadas listras

regulares escuras com uma distancia em

torno de 4,6 nm. A partir destes
resultados e dos resultados obtidos por
medidas de difracdo de Raio-X e de
calorimetria diferencial de varredura, os
autores propuseram um modelo do
processo de solidificagdo das particulas de
triestearina estabilizadas por lecitina de

soja como mostra a figura 14C.

Paricula de Emulsio

Pzrticula de Emulsén
com a parede
solidif cada

Paricula naforma c

Tempc/T T ﬂ

Particula naforma p

Figura 14: MET criogénica: A) NLS de triestearina na forma a, B) NLS de triestearina na

modificacdo p e C) Esquema do modelo proposto por Bujes et al. (2007) do processo de
solidificacdo de particulas lipidicas. (Modificada da Ref. BUNJES et al., 2007)

4.5. Microscopia de Forca Atémica

O desenvolvimento da técnica de
Microscopia de Forca AtOmica data da
década de 1980. Ela envolve o arraste de
uma sonda com uma ponta extremamente
fina (tip) ao longo da amostra ou muito
proxima a sua superficie gerando imagens
em 3 dimensdes com uma capacidade de
resolugdo de até 0,01 nm. Esta técnica é
uma ferramenta chave na obtencdo de

imagens de materiais moles, sistemas

bioldgicos e sistemas coloidais. As imagens
podem ser obtidas utilizando diferentes
modos de anadlise que sdo: contato, ndo-
contato e contato intermitente ou
dinamico. A utilizacdo de diferentes modos
na aquisicdo da imagem permite analisar
varias propriedades da superficie da
amostra, além de detalhar a natureza e o
local destas propriedades (SHAHGALDIAN
2003). CHEN et al. (2006)

observaram por Microscopia de Forga

et al.,
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Atomica as NLS, utilizando o modo de
contato intermitente no qual o tip toca
periodicamente a superficie do material.
Particulas de NLS de tripalmitato com
morfologia esférica foram observadas
como mostram as imagens de AFM da
Figura 15. Nesta imagem, pode ser
observada uma pequena diferenga entre a
largura e altura das particulas, que se

deve ao processo de secagem da dispersao

de NLS sobre o suporte de mica. Além

disto, ndo se observa clusters de
nanoparticulas que € comum em imagens
de NLS por Microscopia de Forca AtOmica.
Em geral, clusters de NLS sao formados
durante a secagem de particulas em alta
concentragcdo. Neste estudo, as particulas
foram diluidas 80 vezes evitando, desta

forma, a formacgao de clusters.

Figura 15: Imagens planar (4x4um) de AFM de NLS (Modificada da Ref. CHEN et al.,

2006).

4.6. Espectroscopia de correlacdo de
fotons (PCS) e Potencial Zeta

O diametro e a distribuicdo das
particulas sdo parametros muito
importantes na determinacao da qualidade
da dispersdo. Estes parametros podem ser
medidos por espectroscopia de correlagcao
de fétons (PCS), também chamado de
espalhamento dinamico de luz (DLS). O
PCS é uma técnica de sonda ndo evasiva
de difusdo em fluidos complexos. A
principal aplicacdo desta técnica é a
medida de diametro de particulas de
dispersoes coloidais diluidas. O PCS mede
o movimento Browniano das particulas, de
maneira

que as determinagbes do

diametro sdo influenciadas pelas camadas
de surfactantes adsorvidas nas particulas
assim como pela camada de hidratagao.
Uma limitagdo desta técnica é a faixa de
diametro possivel de medir. O DLS so6 é
capaz de medir didametro de particulas
menores que 3 um (HANUS E PLOEHN,
1999).

O tamanho das nanoparticulas
lipidicas é afetado por varios parametros,
como a composicdo da formulagdo (a
concentracdo de

surfactante, tipo de

lipidio, propriedades do ativo a ser
encapsulado etc), método e condigBes de
producdo (tempo, temperatura, pressao,

esterilizagcdao etc). O crescimento das
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particulas durante a estocagem é um
indicativo da instabilidade do material e,
conseqgientemente, da baixa qualidade do
produto. Além disto, o aumento do
diametro das particulas estd diretamente
relacionado com o indice de recristalizacao
do lipidio que pode passar da forma
polimérfica o para a modificagdo B. Quanto
maior a recristalizacdo do lipidio, mais
rapido serd o crescimento das particulas.
Entretanto, este processo pode ser
retardado por semanas, ou até meses.
Além disto, o didametro das particulas
determina a via de administracdo da
formulagao. Por

exemplo, para

administragdes intravenosas o diametro

maximo das particulas é de 5 um
(SAKULKHUL et al., 2007; FREITAS E
MULLER, 1999).

FREITAS E  MULLER  (1999)

investigaram os efeitos das condigdes de
estocagem, como temperatura e exposigao
a luz, na estabilidade de nanoparticulas
behenato de

lipidicas de glicerila

45

produzidas por homogeneizagdo a quente.
Para avaliar a estabilidade das particulas
durante o processo de estocagem, foram
utilizadas as técnicas de espectroscopia de
calorimetria

correlacdo de fotons e

diferencial de varredura. Foi observado
gue a reducdo da concentragdao das NLS na
dispersdo aumentou sua estabilidade
durante a estocagem (Figura 16). Na
(m/v) de NLS, o

diametro das particulas aumentou de 770

dispersdao de 10%
nm para 23 pm apos 3 dias. Ja na
dispersdao de 2% (m/v) de NLS, o didmetro
das particulas nao aumentou
significativamente. A baixa concentracdo
das nanoparticulas diminui a probabilidade
de colisdo entre elas, reduzindo a
agregagao das mesmas durante o processo
de estocagem. Além disto, foi observado
um crescente aumento da cristalinidade
das particulas durante o processo de
estocagem principalmente na dispersao
contendo 10% (m/v) de NLS, resultando

no aumento do didmetro das particulas.

40
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Figura 16: Diametro (barras) e entalpia (linhas) de 10%, 5% e 2% (m/v) de NLS:
Barra preta (¢) 10%, Barra branca (m) 5% e Barra cinza (A) 2% estocadas a 20 °C sob
agitagao por 14 dias. (Modificada da Ref FREITAS E MULLER, 1999).
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Além do diametro e da distribuicdo das
particulas, o Potencial Zeta (PZ) também é
um indicativo da estabilidade das
particulas. Em geral, devido a repulsdo
eletrostatica, particulas com carga se
agregam menos durante a estocagem.
Particulas com PZ maior que + 30 mV s&o
requeridas para uma excelente
estabilizagdo eletrostatica. Entretanto, esta
regra nao pode ser utilizada em sistemas
estéricos,

com estabilizadores pois a

adsorcao destes estabilizadores pode
diminuir o PZ (UNER et al., 2007).

O aumento da temperatura e a
exposigdo a luz ocasionam o aumento da
energia cinética, mudando a cristalinidade
das particulas (transformacgdo da forma o
para a modificacdo p) ocasionando a
agregacao das mesmas. A recristalizagao
pode resultar na mudanca de carga na

superficie e, conseqlentemente, alterar o

Potencial Zeta das particulas. A
diminuicio do  Potencial Zeta e,
conseqlientemente, na repulsdo

eletrostatica, facilita a agregacdao das
particulas, sendo por isto utilizado como
estabilidade de

2007,

indicativo da
dispersdo (UNER et al.,
2006).

LEE et al. (2007) investigaram o
efeito da temperatura na estabilidade de
NLS de

polietilenoglicol (PEG), produzidas através

uma
UNER,

trimiristina estabilizadas por
do método de homogeneizagdo a quente.
A estabilizagdo foi avaliada através das

técnicas de PCS e PZ durante a estocagem

das NLS a 4, 25 e 40 ©°C. As particulas
estocadas a 4 ©C ndo apresentaram
mudanga significativa de didmetro e PZ
durante 8 semanas. Entretanto, as
particulas estocadas a 25 °C tiveram uma
significativa alteracdo do didametro apds 4
semanas e as particulas estocadas a 40 °C
formaram gel dentro de 1-2 semanas. Mas
o Potencial Zeta das particulas estocadas a
25 e a 40 °C nao sofreu, praticamente,
alteragdo. Este resultado demonstra que a
medida de PZ ndo foi um bom parametro,
neste caso, para avaliar a estabilidade da
dispersdo devido, provavelmente, ao fato
de que estas particulas foram estabilizadas

por um estabilizante estérico (PEG).

5. Aplicacao
As nanoparticulas lipidicas soélidas
utilizadas em

podem ser aplicagoes

topicas, intravenosa e em injegdes
extravenosas (intramuscular, subcutanea e
em infiltracdes nervosas) (MULLER et al.,
2000; TOONGSUWAN et al., 2004). Além
disto, tém  sido

estas  particulas

investigadas no encapsulamento de
particulas magnéticas para a detecgdo de
tumores cerebrais (SILVA, 2007).

trabalho,

Neste
serd abordado o uso deste
cosméticos e

carreador na area de

farmacos, assim como sua vantagem

nestas aplicagoes.

5.1. Cosmético
A via cuténea apresenta-se como
bastante

uma via de administracao
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atrativa e acessivel para a administracao

de ativos. Entretanto, a via cutanea é
altamente seletiva em relacdo aos ativos
que conseguem difundir passivamente
através da camada mais externa da pele, o

estrato corneo (GUTERRES et al. 2007;

CEVC, 2004). Em vista disto, muitos
estudos tém sido realizados no
desenvolvimento de carreadores

nanoparticulados. Nos Ultimos 5 anos, a
atengdo para o uso de nanoparticulas
lipidicas sélidas na area de cosméticos tem
aumentado. Estudos que descrevem o

aumento da estabilidade quimica de
compostos cosméticos labeis utilizando
NLS, (JEE et al., 2006),
coenzima Q10 (WISSING et al., 2004b) e
derivados de vitamina C (UNER et al.,

2005)

como retinol

podem ser encontrados na

literatura. Além de aumentar a
estabilidade de compostos labeis, as NLS

diminuem a perda de agua da pele,

aumentando, conseqlientemente, a sua
hidratagdo. @ Desta forma, as NLS
apresentam propriedades oclusivas,

mostrando ser mais eficiente, em relacdo a
perda de &gua, quanto menor for as
particulas, como mostra a Figura 17. Além
disto, esta propriedade suaviza rugas e
aumenta a penetragdo de compostos em
camadas especificas (UNER et al., 2007;
SOUTO E MULLER, 2008).

vantagens deste carreador em cosméticos

Outras

sao: promover liberacdo sustentada do
ativo, reduzir a absorgdo sistémica e atuar
como um protetor solar fisico (ATTAMA et
al.,2006)

200 nm

Evaporagéo ca agua

Poros Grandes

Fusao

]
2
3

Poros pequenos

2 Forgas Ca ilares
— 55

(=AY

Figura 17: Modelo da formacgdo de filme sobre a pele de particulas lipidicas de 2 ym e de

200 nm e modelo de difusdo das nanoparticulas para um filme de poucos poros
(Modificada da Ref. WISSING E MULLER, 2003).

WISSING E  MULLER  (2003)
estudaram o aumento da hidratacdao da
pele in vivo apds 28 dias de tratamento

com NLS, comparando-o ao tratamento

com cremes (O0leo em agua). As particulas

foram preparadas pelo método de

homogeneizacdo a quente utilizando o

lipidio palmitato de cetila. O creme
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contendo NLS apresentou maior hidratagao
do que o creme sem NLS como mostra a
Figura 18. Este efeito se deve a formagdo
do filme de NLS. Forgas capilares dos
poros nanomeétricos entre as NLS podem
promover a fusdo das particulas formando

um denso filme sobre a pele (Figura 17).

Mudanca da Hidratagéo (%)

Este estudo demonstra o efeito oclusivo de
nanoparticulas lipidicas e o possivel e
eficiente uso deste carreador em cremes
cosméticos com o intuito de aumentar a
hidratacdo da pele (SOUTO E MULLER,

2008).

T
Controle

T
Creme com NLS

Figura 18: Mudanga da hidratagdo apds 28 dias de tratamento (Modificada da Ref.
WISSING E MULLER, 2003).

BORGI et al. (2005) estudaram a
penetracdo em pele de porco de um
corante modelo (vermelho do nilo-VN) em
NLS, CLN e nanoemulsdes por Microscopia
Confocal de Varredura a Laser. As
particulas produzidas pelo método de
homogeneizagdo a quente apresentaram
diametro de 200 nm. A distribuicdo do
corante foi significativamente influenciada
pelo tipo de carreador nanoparticulado.
Quando o corante encapsulado em NLS foi
aplicado, a concentracdao do corante no
estrato coérneo, na epiderme e na
superficie da derme foi 4 vezes maior em
relacdo ao corante livre em creme. Ja no
caso dos CLN, foi observado um aumento

de 2 vezes em relagdo ao ativo livre, tanto

para os CLN produzidos com o lipidio
liquido acido oléico, quanto para os
produzidos com Migliol. E, no caso das
nanoemulsdes, nao foi observado nenhum
aumento da penetracdo do corante em
relagdo ao ativo livre, ao contrario, apds 8
horas de tratamento o nivel do corante no
estrato corneo foi muito menor do que o
Este estudo
NLS em

aumentar a penetracdo do corante VN e a

corante livre em creme.

demonstra a eficiéncia de
possibilidade de acompanhar a penetracao
de ativos na pele por Microscopia Confocal.

LIU et al. (2007) investigaram o
NLS no
isotretinoina, que é um ativo utilizado no
NLS

uso de encapsulamento de

tratamento de acne. As foram
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preparadas por homogeneizagdo a quente
utilizando o lipidio Precirol ATO 5, com o
objetivo de diminuir a absorcdo sistémica
deste ativo e aumentar a sua eficacia no
tecido alvo (derme). Foram preparadas
particulas de 42 nm e a eficiéncia de

encapsulamento foi de 82%. Para estudar

sistema de célula de difusdo de Franz com
pele abdominal de rato (Figura 19). Os
autores observaram que o ativo
encapsulado evitou a absorgao sistémica,
aumentando o tempo de residéncia do
ativo na pele, demonstrando que as NLS
carreadores em

sao promissores

a penetracdao do ativo, foi utilizado o aplicagdes topicas.

Coleta de Amostra

Compartimento Doador

Membrana —»

Compartimento Receptor

Agitador Magnético

Figura 19: Célula de difusdo de Franz.

As NLS sdo também utilizadas para aumentar a estabilidade de compostos labeis.
JEE et al. (2006) investigaram o uso de NLS no aumento da estabilidade de trans-retinol
(AR) que é um composto hidrofébico da vitamina A. Este composto protege a pele contra
radicais livres que causam o envelhecimento precoce e até céncer de pele. Em vistas
destas propriedades, o trans-retinol vem sendo estudado em aplicacGes na area de
cosméticos. Entretanto, o seu uso é limitado devido a sua baixa estabilidade quimica
quando exposto ao ar, agua ou luz. Desta forma, sistemas nanoparticulados como NLS
podem aumentar a sua estabilidade. Neste trabalho de JEE et al. (2006), as NLS foram
preparadas pelo método de homogeneizagcdo a quente obtendo particulas com diametro
de 96 nm e com um Potencial Zeta (PZ) de -28 mV. Foi observado que as NLS ndo foram
capazes de estabilizar o ativo AR contra a degradacgdo por exposi¢cdo a luz. Apds 48h,
apenas 1% de AR estava intacto sendo que o restante foi oxidado. Esta baixa protecao
das NLS contra degradacdo do ativo AR pode estar relacionada ao tipo de lipidio utilizado,
ja que em outros estudos foi demonstrado que NLS podem aumentar significativamente a
estabilidade de AR. O lipidio utilizado neste estudo (DS-CBS) pode estar se auto-

oxidando e o AR encapsulado nas NLS pode estar atuando como um anti-oxidante,
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removendo os radicais lipoperoxil, resultando na degradacdao do AR. Para aumentar a sua
estabilidade, foi encapsulado antioxidantes juntamente com o AR em NLS, como
Vitamina C, tocoferol e mistura de BHT-BHA (butilato hidroxitolueno-butilato
hidroxianisol). Os anti-oxidantes protegeram o AR da degradagdo sendo que, apds 72
horas até 89% do AR estava intacto. O anti-oxidante mais eficiente foi a mistura de BHT-
BHA, por ter maior interacdo com ativo AR e por ser lipofilico, o que aumentou a sua
eficiéncia de encapsulagao.

Outra aplicagdo das NLS é no encapsulamento de protetores solares. O interesse
em protetores solares mais eficientes tem aumentando devido a reducdo da camada de
ozOnio, que resulta em um aumento do numero de casos de céncer de pele. Sendo
assim, protetores solares sdo utilizados regularmente por milhdes de pessoas e o
conhecimento dos efeitos nocivos destes agentes se faz muito importante. Muitos
protetores solares penetram na pele causando efeitos adversos como fotoalergias,
reacOes fototoxicas e irritacbes na pele (XIA et al., 2007). O desenvolvimento de
formulagdes que diminuem ou evitam a penetracdo destes ativos na pele, diminui os
seus efeitos adversos. Isto é possivel com nanoparticulas lipidicas sdlidas que atuam
como protetores solares fisicos por espalhar e refletir a radiagdo UV (SIMEONI et al.,
2006). Esta propriedade de espalhamento de luz depende fortemente do grau de
cristalinidade da matriz lipidica. WISSING E MULLER (2002a) encapsularam o
fotoprotetor quimico oxibenzofenona em CLN pelo método de homogeneizagdo a quente
utilizando o lipidio liquido Migliol. Em estudo in vivo foi observado que este ativo tem
absorcao sistémica, gerando efeitos adversos. Neste estudo, foi observado que as
particulas sem ativo apresentaram um efeito de espalhamento de luz, e a encapsulagao
da oxibenzofenona no CLN levou a um efeito de fotoprotegao sinergistico. Além disto, foi
observado que CLN com 5% de oxibenzofenona apresentou o mesmo valor de absorgao
gue CLN com 10% do ativo. Portanto, o mesmo fator de protecdo pode ser obtido
utilizando menos ativo e, consequentemente, isto diminuird os efeitos adversos do
fotoprotetor quimico. Em estudo de liberagdo in vitro do ativo foi observado que apds 4
horas de experimento, apenas 3% do ativo foram liberados dos CLN, mantendo uma
liberagdo sustentada por 24 horas (WISSING E MULLER (2002b).

5.2. Farmacos

As nanoparticulas lipidicas podem ser administradas por diversas vias que incluem

oral, parenteral, oftdlmica e dérmica.

5.2.1. Oral
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A rota oral continua sendo a via de administracdo de farmacos mais atrativa,
devido ao seu grande potencial comercial. A incorporagdo de farmacos em NLS abre
perspectivas de aumentar a biodisponibilidade e prolongar os niveis plasmaticos de
farmacos. Além disto, as NLS podem oferecer maior flexibilidade na modulacdo da
liberagao de farmacos dentro do trato gastrointestinal e evitar ou diminuir a degradagdo
guimica de moléculas labeis como peptideos (GASCO, 2007).

PANDEY et al. (2005) estudaram o uso de NLS no encapsulamento de antibidticos
utilizados no tratamento da tuberculose. As particulas foram preparadas pelo método de
difusdo de solvente utilizando o lipidio acido estearico. A eficiéncia de encapsulamento foi
de 51%, 45% e 41% para, respectivamente, rifampicina, isoniazida e pirazinamida. Estas
particulas foram administradas oralmente a ratos e a farmacocinética desses farmacos foi
avaliada. Um dia apdés a administracdo dos farmacos livres, estes ndo foram mais
detectados na corrente sanguinea, enquanto que, no caso dos farmacos encapsulados em
NLS, s6 apos 9 dias, esses ndo foram mais detectados. Além disto, os farmacos foram
detectados no pulmado, figado e bago apds o décimo dia da administracdo oral das NLS
contendo os farmacos. Ja na administracdo dos farmacos livres, apds 48 horas ndo se
detectou mais os farmacos nestes orgdos. Estes resultados mostram o efeito de
liberagcdo sustentada do ativo que aumentou de 10-29 vezes o tempo de residéncia dos
farmacos quando estes foram encapsulados em NLS em relagdo aos ativos livres. No
estudo da atividade quimioterapica, foi verificado que o uso de NLS no encapsulamento
dos farmacos pode reduzir o nimero de dosagem de 46 para 5 devido ao efeito de
liberagdo sustentada que ¢é obtido com NLS. Este resultado demonstra que o
encapsulamento destes ativos em NLS poderia evitar que os pacientes interrompessem o
tratamento no meio, por ser muito longo, diminuindo os indices de tuberculose.

LUO et al. (2006) estudaram a administragdao oral em ratos de NLS contendo
vinpocetina. Este ativo ¢é utilizado no tratamento de desordens circulatdrias
cerebrovascular, entretanto, apresenta baixa absorcdo oral sendo rapidamente
metabolizada e eliminada do corpo. Para aumentar a sua biodisponibilidade, este ativo foi
encapsulado em NLS pelo método de emulsificagcdo e evaporacdo de solvente. Estas
particulas (70 a 200 nm) foram administradas oralmente em ratos para o estudo de
farmacocinética. Neste estudo, os autores observaram que o reduzido diametro das NLS
possibilitou sua bioadesdo no trato gastrointestinal aumentando assim o seu tempo de
residéncia. Como conseqléncia, houve um aumento da biodisponibilidade do ativo
vinpocetina encapsulado comparado com este ativo livre. Além disto, observaram que a
quantidade de estabilizante também aumentou significativamente a absorgdo oral do
ativo em NLS. O estabilizante pode ter contribuido no aumento da permeabilidade da
membrana intestinal ou no aumento da afinidade entre a particula lipidica e a membrana

intestinal.
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5.2.2. Parenteral

Muitos farmacos, como peptideos, tém baixa estabilidade fisica e quimica no trato
gastrointestinal, sendo por isto, administrados pela via parenteral. Entretanto, pela via
intravenosa estas moléculas também podem ser rapidamente degradadas. Por este
motivo o encapsulamento destas moléculas é uma grande vantagem. NLS sd&o
geralmente injetadas intravenosamente, intramuscularmente ou subcutanemente.
Devido reduzido diametro das NLS (menor que 1 uym), estas podem ser usadas em
administracdo sistémica com um risco minimo de agregacdo nos vasos sanguineos
(ALMEIDA E SOUTO, 2007).

LU et al. (2006) estudaram a administracdo subcutdnea de NLS no tratamento de
cancer de mama. As particulas foram preparadas pelo método de microemulsdo
utilizando o lipidio behenato de glicerila. Particulas de 61 nm foram obtidas com
eficiéncia de encapsulamento do ativo mitroxantrona (MTO) de 87%. Foi observado que
uma menor concentracao (50% menor) do ativo MTO encapsulado em NLS apresentou a
mesma porcentagem de inibicdo do tumor do que o ativo livre em maior concentracgado.
Este fato se deve a alta afinidade das NLS pelo tumor, verificada por Microscopia
Eletronica de Varredura, na qual NLS foram observadas na superficie do tumor. Este
resultado demonstra que particulas lipidicas sodlidas pode ser um promissor sistema

carreador de ativos antitumorais contra cancer de mama.

5.2.3. Dérmica

CHEN et al. (2006) investigaram o uso de NLS no encapsulamento de
podofilotoxina (POD) que inibi o crescimento de células epiteliais infectadas pelo virus
papiloma humano (HPV) na epiderme, e é utilizado como um farmaco de primeira-linha
no tratamento de verrugas vaginais. Entretanto, este ativo apesar de ser aplicado
topicamente é absorvido sistemicamente gerando severos efeitos adversos sendo,
portanto, necessario o desenvolvimento de uma formulagao que reduza a sua absorcdo
sistémica e aumente o seu tempo de residéncia na epiderme o que € possivel através do
encapsulamento do POD em nanoestruturas. O POD foi encapsulado em NLS preparadas
pelo método de microemulsdo utilizando o lipidio tripalmitato. Foram realizados estudos
de permeacgdo cutdanea em célula de difusdo de Franz utilizando pele de porco. Neste
estudo foram obtidas particulas com didmetro de 73 nm e com PZ de -48 mV. No estudo
de permeacdo cutanea, ndo foi observado a presenca do ativo na célula receptora de
Franz apds 8 horas da aplicagcdo de POD encapsulado em NLS indicando que o ativo
encapsulado ndo penetrou através da pele de porco. Entretanto um constante aumento
da concentragdo do ativo na célula receptora foi observado para ativo livre. Desta forma,

o encapsulamento do ativo em NLS pode evitar a absorcdo sistémica deste ativo em
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aplicacbes topicas quando comparado com o ativo livre. Além disto, foi observada uma
acumulacdo 4 vezes maior do ativo na pele de porco no caso do ativo encapsulado em
NLS em relagdo ao ativo livre. A profundidade de penetracdo na pele de porco do POD
livre e encapsulado foi avaliada por Microscopio Confocal de Varredura a Laser. Os
autores observaram que o POD encapsulado em NLS se localizou principalmente na
epiderme e na area do foliculo capilar. Este resultado demonstra que o ativo encapsulado
pode penetrar na pele através de dois caminhos que incluem o estrato corneo e os
foliculos capilares. Ja o ativo (POD) livre foi distribuido tanto na derme quanto na
epiderme. Além disto, foi observado no caso das NLS-POD que a maior parte do ativo se
localizou no estrato cérneo devido a alta fluorescéncia na secgdo horizontal da pele (10
um de profundidade). Mas o ativo POD também foi encontrado na epiderme nas
profundidades de 75, 135 e 275 ym, porém em menor quantidade. Na profundidade de
275 um o ativo so aparece ao redor dos foliculos capilares que é uma das vias de
penetragdo do ativo encapsulado. Os foliculos capilares tém um diametro de
aproximadamente 40 ym sendo que particulas pequenas podem penetrar dentro da

epiderme e da derme, principalmente, através desta via.

5.3. Outras Aplicacbes

MONTANA et al. (2007) estudaram o uso de NLS como carreadores de RNA para
transferéncia de genes. Para isto nanoparticulas de NLS cati6nicas foram preparadas pelo
método de microemulsdo com o lipidio behenato de glicerila e o tensoativo catiénico
brometo de dimetildioctadecylamonia (DDAB). Particulas de 100 nm com PZ de +41 mV
foram obtidas. Estas particulas apresentaram eficiente ligagdo com moléculas de RNA
que foi verificado pela alteracao do PZ para -17 mV. Além disto, em estudo in vitro, estas
particulas conseguiram se difundir através da membrana celular e liberar o RNA
demonstrando serem um potencial carreador na terapia genética em humanos.

Outra aplicagdo das NLS é no encapsulamento de particulas magnéticas para o
diagnostico de cancer cerebral. Nanoparticulas magnéticas encapsuladas em NLS foram
administradas intravenosamente em ratos e foi observado que estas particulas se
concentraram mais no cérebro comparado as particulas magnéticas livres. Este estudo
demonstra o potencial das NLS em ultrapassar a barreira hemato-encefalica sendo,
portanto, possivel o seu uso na administracdo de ativos que atuem no cérebro e no
carreamento de particulas magnéticas para o diagndstico de cancer cerebral (KOO et al.,
2006).

6. Consideracgoes Finais
As NLS sdo atrativos carreadores de ativos utilizados em produtos cosméticos e

farmacéuticos. Uma das vantagens das NLS é a sua facil producdo em larga escala, o que
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aumenta o interesse de industrias na producdo deste carreador. Diferentes métodos
podem ser utilizados na producao de NLS, sendo possivel em alguns deles nao utilizar
solventes organicos, mas apenas reagentes aprovados por 6rgdos regulatérios como a
FDA (Food Drug Administration). Uma das desvantagens € a baixa eficiéncia de
encapsulamento. Entretanto, isto pode ser melhorado pela producdo de diferentes
estruturas de nanoparticulas lipidicas como os CLN. As NLS e CLN apresentam grande
versatilidade no carreamento de diferentes ativos, podendo ser administradas por
diversas vias como oral, parenteral, dérmica e oftalmica.
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