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Resumo

A nanotecnologia é uma area transversal a varios dominios cientificos englobando
conceitos da biologia, quimica, engenharia, matematica, computacdo entre outros. A
nanotecnologia aplicada as ciéncias farmacéuticas, e em particular ao encapsulamento
de farmacos, surgiu héa relativamente pouco tempo, mas devido aos recentes e rapidos
avancos tecnologicos permitiu a descoberta de novas oportunidades de diagnostico e

terapéutica para diversas doencas.

Os nanotransportadores sdo sistemas desenvolvidos a escala nanométrica (< 1pum)
podendo ser usados como veiculo de substancias ativas para libertacdo controlada. Sdo
varios 0s materiais que podem ser usados para a sua obtencdo, incluindo materiais
biodegradaveis tais como polimeros (naturais ou sintéticos) e lipidios. Atualmente a
maioria dos trabalhos realizados foca o encapsulamento de farmacos e caracterizacdo
dos nanotransportadores obtidos, sendo escassos 0s dados relativos a
nanotransportadores (NT) sem substancia ativa, os quais sdao de grande importancia

aquando da realizacdo de estudos subsequentes, tais como ensaios in vitro.

Este trabalho teve como objetivo a preparacéo e caracterizagéo de diferentes tipos de
NT sem substéncia ativa: lipossomas (Lip), nanocapsulas (NC), nanoesferas (NE) e
transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC), os quais foram preparados,
respetivamente, pelo método de hidratacdo do filme lipidico seguido de extrusdo
mecanica, por nanoprecipitacdo (NC e NE) e por homogeneizacdo a alta pressdo a
guente. Cada nanotransportador foi preparado mediante a realizacdo de 5 ensaios
independentes e caracterizados no que respeita (i) a sua concentracdo, por analise de
localizacdo de nanoparticulas, (ii) didmetro hidrodindmico médio e (iii) indice de

polidispersdo (Pdi) ambos por disperséo dinamica de luz, (iv) potencial Zeta e (v) pH.

Os NT que apresentaram maior concentracdo (numero de particulas em disperséo)
foram os lipossomas (média de 6,27x10* part/ml). O diametro hidrodindmico médio
dos nanotransportadores variou entre 126,3+3,7 nm (NE) e 174,2+4,2 nm (NC) e 0

potencial zeta entre -6,86+4,0 mV (lipossomas) e -19,48+2,8 mV (NLC). Em todas as

\Y



amostras, ndo se verificou alteracfes consideraveis de pH. As NC e NE apresentaram
Pdi <0,1 sugerindo uma distribuicdo de tamanho de particulas unimodal e
monodispersa, pelo contrario as NLC e Lip apresentaram indices de polidispersdo
elevados. Dos quatro tipos de nanotransportadores estudados, as NC e NE foram
aqueles que apresentaram uma menor variabilidade de resultados (tamanho e Pdi) entre
os diferentes ensaios sugerindo uma maior repetibilidade do método de preparacao e da

formulagdo destas particulas.

Palavras-chave:  Caracterizacdo  fisico-quimica;  Carregadores lipidicos
nanoestruturados; Lipossomas; Nanocapsulas; Nanoesferas; Nanotransportadores sem

substancia ativa.
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Abstract

Nanotechnology is a cross-cutting area to various scientific domains encompassing
concepts of biology, chemistry, engineering, mathematics, computing, among others.
Nanotechnology applied to pharmaceutical sciences, in particular to the encapsulation
of drugs, is relatively recent. Nevertheless, due to recent and fast technological
advances, it allowed the discovery of new diagnostic and therapeutics opportunities for

various diseases.

Nanocarriers are systems developed at the nanoscale (<Ium) that can be used as a
vehicle for the controlled release of active substances.. There are several materials that
can be used for its preparation, including biodegradable materials such as polymers
(natural or synthetic) and lipids. Currently, most research work focuses on the
encapsulation of drugs and the characterization of the obtained nanocarriers.Thus, there
are still few data regarding nanocarriers without active substance, which are of great

importance when carrying out subsequent studies such as in vitro assays.

The objective of this study consisted on the preparation and characterization of
different types of nanocarriers without active substance: liposomes (Lip), nanocapsules
(NC), nanospheres (NS) and nanostructured lipid carriers (NLC), which were prepared,
respectively, by the method of lipidic film hydration followed by mechanical extrusion,
by nanoprecipitation (NC and NE) and by hot high pressure homogenization. Each
nanocarrier was prepared by carrying out 5 independent assays and characterized in
terms of (i) its concentration, by nanoparticles tracking analysis, (ii) average
hydrodynamic size and (iii) polydispersity index (Pdi) both by dynamic light scattering
technique(iv) Zeta potential (v) pH.

The nanocarriers that showed a higher concentration (number of particle in
dispersion) were liposomes (mean value 6.27 x10™ part/mL). The mean hydrodynamic
diameter of nanocarriers varied between 126.3 + 3.7 nm (NE) and 174.2 + 4.2 nm (NC)
and the zeta potential was between -6.86 + 4.0 mV (Lip) and -19.48 £ 2.8 mV (NLC).

In all samples, there was no significant pH changes.
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The NC and NE had a Pdi <0.1 suggesting a unimodal size distribution and
monodisperse particles. By the contrary, NLC and Lip showed a high polydispersity
index value. From the four types of nanocarriers studied, the NC and NE were those
who showed lower variability of results (size and Pdi) between different trials
suggesting a greater repeatability of the preparation method and formulation of these

particles.

Keywords: Physico-chemical characterization; nanostructured lipid carriers,

liposomes, nanocapsules, nanospheres, nanocarriers without active substance.
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Capitulo 1 — Introducéo

1. Motivacao

Esta dissertacdo descreve o trabalho efetuado durante o segundo ano do curso de
Mestrado em Tecnologia Biomédica do Instituto Politécnico de Braganca. O trabalho
realizado dividiu-se em duas fases: a primeira correspondeu a realizacdo da parte
pratica/experimental que decorreu no Laboratdrio Tecnologia Farmacéutica e Sistemas
de Liberacdo de Farmacos — FarmaTec da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal de Goias, Brasil, tendo sido o estagio financiado pelo programa de Intercambio
com uma duracdo de 5 meses; a segunda fase correspondeu ao periodo de elaboracéo do
trabalho escrito e respetiva apresentacdo que decorreu no Instituto Politécnico de

Braganca, Portugal.

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia que manipula a matéria a escala atomica e
molecular, criando novos materiais e desenvolvendo novos produtos a escala
nanométrica. Esta ciéncia é transversal a varios dominios cientificos como biologia,
quimica, engenharia, entre outros. Assim sendo, pode ser considerada como uma
tecnologia de convergéncia, devido a inter-relagdo de todas as ciéncias nela envolvidas.
No que respeita a area das ciéncias farmacéuticas, em particular o encapsulamento de
farmacos, nas ultimas décadas sdo varios os estudos realizados por diferentes grupos de
investigacdo em todo o mundo com o objetivo de desenvolver sistemas que permitam
direcionar e controlar a libertacdo de farmacos. Atualmente sdo desenvolvidos sistemas
a escala nanométrica e micrométrica cujo objetivo consiste em possibilitar a libertacéo
de principios ativos de uma forma controlada, contribuindo para a melhoria da
biodisponibilidade de alguns farmacos bem como para a reducdo da respetiva dose
terapéutica e toxicidade. Sdo ja varios os trabalhos realizados que focam o

encapsulamento de farmacos e a caracterizagdo dos nanotransportadores obtidos.



Introducéo

Contudo séo escassos 0s dados relativos a nanotransportadores sem substancia
ativa, os quais sdo de grande importancia aquando da realizacdo de estudos

subsequentes, tais como ensaios in vitro.

De facto, até a presente data, a maioria dos trabalhos realizados no ambito da
avaliacdo da citotoxicidade de farmacos nanoencapsulados, foca sobretudo a avalia¢do
da citotoxicidade do farmaco versus a citotoxicidade do nanotransportador com o
farmaco, sendo escassos 0s estudos publicados que incidem na avaliacdo da
citotoxicidade que o proprio nanotransportador sem substancia ativa pode provocar nas
células. Para a prossecucdo de tais estudos é entdo fundamental proceder a
caracterizacdo do nanotransportador sem substancia ativa. Por outro lado, considerando
que alguns parametros tais como o tamanho da particula e respetiva carga podem
influenciar o destino bioldgico das nanoparticulas, interferindo por exemplo no seu up-
take celular, € ainda importante proceder a estudos que permitam averiguar se a
preparacdo de nanotransportadores em diferentes ensaios independentes, utilizando um
mesmo método, permite obter, ou ndo, particulas semelhantes no que respeita as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Sendo assim, importa desenvolver trabalhos de
investigacdo que visam aprofundar esta temética ja que sdo escassos 0S estudos

cientificos que a analisam.

Desta forma, objetivo desta dissertacdo consistiu na preparacéo de diferentes tipos
de nanotransportadores sem substancia ativa, nomeadamente lipossomas, nanocapsulas,
nanoesferas e transportadores lipidicos nanoestruturados, e respetiva caraterizacdo no
que respeita a sua concentracdo na amostra (nimero de particulas/mL), 0 seu tamanho
hidrodindmico médio, indice de polidispersdo, potencial Zeta e pH. Cada tipo de
nanotransportador foi preparado em diferentes dias, mediante a realizacdo de ensaios
independente, tendo-se procedido de seguida a caracterizacdo de cada uma das amostras
obtidas.



Introducéo

2. Disposicao do trabalho

De forma a proporcionar uma melhor compreensao da disposi¢do dos contetidos que
serdo abordados ao longo da presente dissertacdo, segue-se a descricdo dos varios

capitulos desta.

No primeiro capitulo, apresenta-se a motivacdo que levou a realizacdo da presente
dissertacdo, os objetivos fundamentais da mesma e uma breve e sucinta descri¢do da

disposicao dos seus contetdos.

No segundo capitulo, encontra-se a revisdo de literatura onde se refere, entre outras
informacdes, os diferentes tipos de nanotransportadores avaliados neste trabalho,

diferentes métodos de preparacdo e os métodos de caracterizacdo utilizados.

No terceiro capitulo, apresenta-se a seccdo de material e métodos onde sdo
descritos 0s equipamentos e reagentes utilizados, bem como todo o protocolo
experimental envolvido na preparagdo e caracterizagdo dos nanotransportadores em

estudo.

No quarto capitulo, por sua vez, sdo apresentados os resultados referentes a parte

experimental do trabalho e a discussdo dos mesmos.

No quinto capitulo, apresenta-se a conclusdo do presente trabalho e uma

abordagem de possiveis trabalhos futuros.

Por ultimo, segue-se a bibliografia utilizada na escrita desta dissertacao.






Capitulo 2 - Reviséo da Literatura

2. Nanotecnologia

No final da década de 50, o fisico Richard Feynman numa palestra realizada no
Instituto de Tecnologia da Califérnia (Caltech), intitulada “There’s Plenty of Room at
the Bottom”, sugeriu a possibilidade de manipulacdo dos &tomos de forma a construir
novos materiais, afirmando “Os principios da fisica ndo mencionam algo contra a
possibilidade de se manipular as coisas atomo por atomo”, referindo também que a
principal barreira para a manipulacdo a escala nanométrica seria a sua visualizacéo
(Feynman, 1992). Esta palestra é por muitos considerada como sendo o ponto inicial da

nanotecnologia.

A nanotecnologia é uma ciéncia capaz de manipular a matéria a escala atémica e
molecular, criando novos materiais e desenvolvendo novos produtos a escala
nanomeétrica (Cao, 2004). Esta ciéncia aborda sobretudo a caracterizagcdo, manipulacao,
fabricacdo e aplicacdo de estruturas bioldgicas e ndo bioldgicas a escala referida. O
prefixo “nano” relaciona-se diretamente com uma escala de medida nanométrica, onde
um nanémetro representa um bilionésimo metro. Materiais e produtos com tamanhos
desta ordem de grandeza geralmente exibem caracteristicas funcionais Unicas, nao
encontradas em matérias similares a escala macro (Cao, 2004; Sahoo et al., 2007; Chau
etal., 2007).

A Nanotecnologia é uma érea transversal a varios dominios cientificos, uma vez que
requer conhecimentos multidisciplinares, englobando conceitos a nivel da biologia,
quimica, engenharia, matematica e computacdo. Assim sendo, a nanotecnologia pode
ser considerada como uma tecnologia de convergéncia, devido a dependéncia de todas

as ciéncias nela envolvidas (Fortunato, 2005).

Um dos principais vetores na area da nanotecnologia é a Nanobiotecnologia, a qual
combina a biologia com a engenharia a nanoescala de forma a manipular sistemas vivos

ou construir materiais biologicamente inspirados a nivel molecular (Fortunato, 2005).
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A Nanobiotecnologia pode definir-se como sendo o desenvolvimento, o estudo e
producdo de nanomateriais (dispositivos organicos) utilizados para fins biologicos ou
biomateriais em que pelo menos um componente possui tamanho nanométrico. Dentro
da Nanobiotecnologia pode-se destacar areas que incluem a nanomedicina (diagndstico,
monitorizacdo e controlo de sistemas biol6gicos), nanofarmacos (encapsulamento de
farmacos), fisica-médica (diagndstico) e nanocosmética (ingredientes ativos com fins

dermocosmeéticos) (Silva, 2004; Marques, 2009).

No que respeita a area das ciéncias farmacéuticas, e em particular o encapsulamento
de farmacos, nas ultimas décadas sdo varios os estudos realizados em todo o mundo
com o objetivo de desenvolver sistemas que permitam direcionar e controlar a libertagdo
de farmacos. O desenvolvimento da microencapsulacdo nos anos 60 foi um marco
importante na area farmacéutica e cosmética uma vez que possibilitou realizar a
libertagdo de principios ativos de uma forma controlada, contribuindo para a melhoraria
da biodisponibilidade de alguns farmacos bem como para a reducdo da respetiva dose
terapéutica e toxicidade. Posteriormente a microencapsulacdo serviu de modelo para o
desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas, em escala nanométrica, levando a
criacdo de nanoparticulas que possibilitavam a producdo de sistemas de libertacdo
controlada através da vectorizacdo de farmacos (Lasic, 1998a; Pimentel et al., 2007;
Marques et al., 2009). Atualmente, a nanotecnologia aplicada & é&rea das ciéncias
farmacéuticas € um setor que se encontra em grande desenvolvimento, debrucando-se
sobretudo no desenho, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos a escala
nanomeétrica (Pimentel et al., 2007; Marques et al., 2009). Assim, nos dias de hoje sdo
desenvolvidos sistemas a escala nanométrica e micrométrica, tais como lipossomas,

nanoparticulas, microemulsdes, entre outros.

2.1. Nanotransportadores

Inicialmente, o desenvolvimento de sistemas com vista a libertacdo controlada
incidiu sobretudo no desenvolvimento de microcapsulas com tamanhos compreendidos
entre 5 a 2000 um. Hoje em dia, particular atencdo é dada ao desenvolvimento de
sistemas a escala nanométrica com o objetivo de transportar farmacos bem como

direciona-los para 6rgaos ou tecidos especificos (Donbrow, 1991; Park, 2007).
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Os nanotransportadores s&o sistemas, desenvolvidos a escala nanométrica (abaixo de
1um), podendo ser constituidos por diferentes materiais, incluindo materiais
biodegradaveis tais como polimeros naturais ou sintéticos, lipidos (como por exemplo
fosfolipideos) e por vezes por compostos organometalicos, que servem de veiculo para
farmacos ou outras substancias (Rawat, 2006). Atualmente, existem diferentes tipos de
nanotransportadores tais como nanoparticulas, complexos lipidicos, dendrimeros e
micelas poliméricas, entre outros (Rawat, 2006; Park, 2007; Couvreur et al., 1995). Na

Figura lapresentam-se varios tipos de nanotransportadores disponiveis atualmente.

0%0o 0o
00° o 9°
o0 %00
1- Nanocapsula 2- Nanoesfera 3- Nanoparticula
Lipidica Solida
L
.~ w =
4- Lipossoma 5- Micela 6- Dendrimero

Polimérica

Figura 1: Diferentes tipos de nanotransportadores.

De uma forma geral, os nanotransportadores sdo considerados como sendo
excelentes veiculos para o transporte e libertacdo de farmacos pelas inUmeras vantagens
que oferecem. Entre estas destaca-se uma maior eficiéncia terapéutica (alcancada
através da libertacdo controlada de farmaco), a possibilidade de direcionamento a alvos
especificos, a diminuicdo da toxicidade, a superacdo da resisténcia oferecida pelas
barreiras bioldgicas do corpo (devido ao reduzido tamanho que possuem) e a capacidade
de incorporar substancias hidrofilicas e lipofilicas aumentando consequentemente a
biodisponibilidade de substancias pouco solliveis (Rawat, 2006). Emboras estas
vantagens sejam significativas, existem desvantagens que devem ser levadas em
consideracdo, entre elas, uma possivel toxicidade, auséncia de biocompatibilidade dos

materiais utilizados e o elevado custo de obtencdo dos nanotransportadores comparados
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com as formulag¢Ges farmacéuticas convencionais (Verma & Garg, 2001; Dunne et al.,
2003; Tao & Desai, 2003).

Na presente tese, encontram-se referidos apenas as nanoparticulas produzidas a base
de polimeros e alguns complexos lipidicos como, lipossomas e transportadores lipidicos
nanoestruturados. A Tabela 1 apresenta algumas nanoparticulas, aplicagcdes vantagens e
desvantagens apresentadas por estas.

Tabela 1: Diferentes nanotransportadores, aplicac6es, vantagens e limitacoes.

NT Vantagens Desvantagens SA Aplicacao Referéncia

Griseofulvina Antifungica  Zili et al., 2005

Capacidade de Ourique et al.
Tretinoina T”"Fam?“to a ’
encapsular . . Dérmico 2008
. . Citotoxicidade
diferentes tipos de -
NP . . de alguns . Ribeiro et al.,
substéancias / . [3-caroteno Antioxidante
x polimeros 2008
Protecéo da
ancia ati . Torrecilla et al.,
SubStAncia ativa Docetaxel Anti-tumoral
2013
. 2- .
Baixa Anti-tumoral  Du et al., 2010

citotoxicidade / Metoxiestradiol

Biocompatibilidade

5-Fluoruracilo/ Conceicdo et

Lip / Enca_tpsulz,:lgao de Estabilidade Metotrexanc Anti-tumoral al., 2009
SA hidrofilicas e
hidrofébicas/ Nao- Diclofenac de Anti- Lima &
imunogénicos sodio inflamatorio  Qliveira, 2002
Melhor Luteina Dérmica Mitri etal.
capacidade de 2011
encapsulamento/ )
NLC Eficacia na Nao referidas ATRA At I Chinsriwongkul
incorporacdo da nti-tumora
SA durante o etal, 2011
armazenamento

Vimpocetina Tratamento  Zhuang et al.,
neuroldgico 2010

NT- Nanotransportadores; NP- Nanoparticulas Poliméricas (Nanocéapsulas/Nanoesferas); Lip- Lipossomas; NLC-

Carregadores lipidicos nanoestruturados. ATRA - Acido trans retingico.
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2.1.1. Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais compostos por polimeros
naturais, sintéticos ou semissintéticos. Estes sistemas poliméricos sdo amplamente
utilizados para a libertacdo de farmacos, uma vez que para além de permitirem realizar a
libertacdo dos mesmos de uma forma controlada, também os podem direcionar para

sitios especificos (Rawat, 2006).

O termo “nanoparticula” engloba dois tipos de estruturas diferentes, nomeadamente
nanocapsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a sua composicao e
organizacdo estrutural, como se pode visualizar na Figura 2. As nanocapsulas
constituem sistemas reservatorios onde é possivel identificar-se um nucleo liquido
diferenciado (6leo ou agua) rodeado por material sélido (invélucro polimérico). Neste
caso a substancia ativa pode encontrar-se dissolvida no nucleo e/ou incluida ou
adsorvida na parede polimérica. As nanoesferas sdo sistemas formados por matrizes
poliméricas que, contrariamente a&s nanocdpsulas ndo apresentam um ndcleo
diferenciado. As substancias ativas neste tipo de nanoparticulas encontram-se
frequentemente distribuidas/encapsuladas de forma homogénea no interior da matriz,
sendo libertadas por difusdo, podendo ainda encontrar-se adsorvidas a superficie da
nanoesfera (Couvreur et al., 1995, 2002; Schaffazick et al., 2003; Guterres, 2007,
Steichen et al., 2013) (Figura 2).
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Nanocapsulas Nancesferas
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Figura 2: Representacdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas: 1)
Nanocépsula com farmaco dissolvido no seu nucleo; 2) Nanocapsula com o farmaco adsorvido
na membrana polimérica; 3) Nanoesfera com farmaco retido na sua matriz polimérica; 4)
Nanoesfera com farmaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica (Adaptado de Schaffazick,
etal., 2003).

A libertacdo da substancia ativa por parte das nanoparticulas poliméricas para o
sistema biolégico é condicionada pela dissolucdo e desintegracdo do polimero da
nanoparticula e também por fendmenos de difusdo dessa mesma substancia na particula
polimérica. As propriedades do farmaco, bem como do polimero (perfil de
biodegradacdo, distribuicdo da massa molecular e hidrofobicidade) tém uma forte
influéncia na libertacdo da substancia ativa e, por conseguinte, uma elevada importancia
na elaboracdo de sistemas nanoparticulados com fins de libertacdo controlada de
farmaco (Rieux et al., 2006; Torchilin, 2006). Relativamente a selecdo de um polimero,
para o desenvolvimento de sistemas nanoparticulados de libertacdo controlada de
farmacos, os principais critérios a ter em conta sdo, a biocompatibilidade, a sua
velocidade de degradacédo e a facilidade de obtencdo/producdo do polimero (Rieux et
al., 2006).

Considerando os diferentes polimeros existentes atualmente, aqueles que se
apresentam como sendo biodegradaveis sdo de uma forma geral os preferidos para o
desenvolvimento de nanoparticulas devido ao facto de serem facilmente eliminados do
organismo e possibilitarem um maior controlo e manutencao da libertacdo de farmacos,

uma vez que, dependendo da formulacdo escolhida, podem decompor-se em poucas
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horas ou podem resistir a degradacdo pelo organismo durante dias ou até mesmo
semanas. Os polimeros biodegradaveis podem ser naturais, tais como a albumina,
celulose, alginatos, colagénio e quitosano, ou sintéticos, como sdo exemplos o acido
polilatico (PLA), a poli (e-caprolactona)(PCL) e o poli(metil-metacrilato) (PMMA)
(Rieux, et al., 2006). Como referido anteriormente, a natureza do polimero influéncia de
forma significativa o perfil de libertacdo da substancia ativa, sendo que os polimeros
naturais, por natureza biodegradaveis, geralmente proporcionam a nanoparticula uma
libertacdo relativamente rapida do farmaco, ao passo que 0s polimeros sintéticos
possibilitam uma libertacdo mais prolongada do farmaco, podendo demorar entre dias a
varias semanas (Schaffazick et al, 2003; Rieux et al., 2006; Torchilin, 2006).

Métodos de preparacdo de Nanoparticulas Poliméricas

Sdo varios os métodos desenvolvidos para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas que se encontram descritos na literatura. De uma maneira geral estes podem
ser classificados em duas grandes categorias, dependendo se as nanoparticulas séo
preparadas diretamente através de reaces de polimerizagdo de mondémeros ou através
de polimeros, sintéticos ou naturais, pré-formados (Couvreur et al., 1995). Os métodos
que envolvem reacGes de polimerizacdo de monomeros, tais como polimerizacédo
interfacial e polimerizagdo por meio de emulsdes (aquosas ou organicas),
frequentemente requerem a realizacdo de processos adicionais de purificacdo do
material coloidal obtido de forma a eliminar moléculas residuais do meio de
polimerizacdo, que podem ser eventualmente tdxicas, tais como monomeros,
oligbmeros ou surfactantes (Couvreur et al., 1995; Reis et al., 2006). A utilizacdo de
métodos baseados em macromoléculas ou polimeros pré-formados tem a vantagem de
permitir obviar estes passos/problemas. De uma forma geral, neste tipo de metodologia
as nanoparticulas formam-se por precipitacio dos polimeros sintéticos ou pela
desnaturacdo e/ou solidificacdo de moléculas naturais (geralmente proteinas ou lipidos)
(Couvreur et el., 1995).

Sao vérios 0s métodos descritos de preparacdo de nanoparticulas poliméricas com
base em polimeros pré-formados, em particular polimeros sintéticos, podendo-se

destacar o método de Emulsificagdo/evaporacdo do solvente, Nanoprecipitacao,
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Emulsificacdo/difusdo do solvente e Salting-out (Reis et al., 2006, Mora-Huertas et al.,
2010). A escolha do método de preparacéo de nanoparticulas poliméricas realiza-se com
base em varios fatores, tais como o tipo de sistema polimérico, area de aplicacdo

(biomeédica, ambiental, etc.), tamanho pretendido, entre outros (Rao & Geckeler, 2011).

Seguidamente, 0 método de nanoprecipitacdo pelo uso de polimeros pré-formados é
referido de forma mais detalhada, uma vez que foi o método utilizado na parte
experimental do presente trabalho para a preparacdo de nanocapsulas e nanoesferas

poliméricas utilizadas na parte experimental do mesmo.
Método de Nanoprecipitacao

O método de nanoprecipitacdo com base na utilizacdo de polimeros pré-formados,
também denominado deslocamento do solvente ou deposicdo interfacial foi descrito
inicialmente por Fessi e colaboradores em 1989 e permite obter a formacdo de
nanoesferas ou de nanocépsulas (neste ultimo caso se for utilizado um pequeno volume
de 6leo na fase organica) (Reis et al., 2006). Este método necessita de uma fase organica
(fase solvente) e de uma fase aquosa (fase ndo-solvente) e baseia-se na emulsificacao
esponténea da fase interna (organica) contendo o polimero dissolvido, na fase externa
(aquosa) (Fessi et al., 1989; Reis et al., 2006; Mora-Huertas et al., 2010; Rao &
Geckeler, 2011).

A fase organica é composta por um solvente organico (etanol, acetona, hexano,
cloreto de metileno entre outros) que seja miscivel em agua e facilmente removido por
evaporacgdo, por um polimero (sintético ou natural), tensioativo lipofilico, substancia
ativa (farmaco) e 6leo (no caso das nanocapsulas, uma vez que as nanoesfera ndo tém
6leo na sua constituicdo) miscivel no solvente orgénico. A fase aquosa por sua vez €
constituida por um ndo-solvente, ou um conjunto de ndo-solventes do polimero
(geralmente agua) e por um tensioativo (Reis et al., 2006; Mora-Huertas et al., 2010;
Rao & Geckeler, 2011).

Este método envolve a precipitacdo do polimero pré-formado dissolvido na fase
organica e a difusdo do solvente orgénico na fase aquosa. A preparacdo de nanoesferas
através deste método inicia-se pela dissolucdo do polimero, do tensioativo e da
substancia ativa no solvente organico, obtendo-se assim a fase organica (de realgar a
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auséncia de 6leo, uma vez que se trata de nanoesferas). Esta fase é vertida lentamente na
fase aquosa sob agitacdo, provocando uma difusdo rapida do solvente e levando a
formacdo instantanea de uma suspensao coloidal. Durante a evaporacdo do solvente
organico sob pressdo reduzida (Roto-evaporacdo), ocorre a formagdo da matriz
polimérica (Sinha et al., 2004; Reis et al., 2006; Rao & Geckeler, 2011). Ao ser
eliminado, o solvente provoca uma turbuléncia interfacial durante o seu deslocamento,
devido a matua miscibilidade entre este e a agua. O tensioativo confere estabilidade ao
sistema polimero-tensioativo durante o processo de difusdo do solvente organico na
agua, provocando assim a agregacdo do polimero e consequente formacdo de
nanoesferas (Fessi et al., 1989; Puisieux et al., 1994).

Para a producdo de nanocapsulas, é introduzido 6leo na fase organica. A formacéo
das nanocapsulas baseia-se na mistura da fase organica com a fase aquosa sob agitacao,
levando a formacdo de uma emulsdo espontdnea da solucdo oleosa na forma de
nanogoticulas devido a difusdo do solvente no ndo-solvente. Ao rotoevaporar o solvente
organico sob pressdo reduzida, o polimero (insolivel no 6leo e no nao-solvente)
deposita-se na interface 6leo/agua, formando assim o invélucro da nanocépsula (Fessi,
et al., 1989; Puisieux, et al., 1994; Reis et al, 2006; Mora-Huertas, et al., 2010).

O 6leo utilizado na fase organica é escolhido segundo alguns critérios, entre eles
pode-se destacar, auséncia de toxicidade, a elevada solubilidade da substéancia ativa
nesse Oleo, baixa solubilidade do 6leo no polimero e vice-versa, ser miscivel no
solvente organico mas imiscivel na mistura final, bem como a inexisténcia de risco de

degradacédo do polimero (Limayem, et al., 2006).

Pelo apresentado, pode concluir-se que esta metodologia destina-se
preferencialmente ao encapsulamento de substancias lipofilicas devido a miscibilidade
do solvente com a fase aquosa, o que diminui a eficiéncia do encapsulamento de

farmacos hidrossoluveis.

A Figura 3 representa de forma esquematica o processo de preparacdo de
nanoparticulas poliméricas com base no método de deposicao interfacial do polimero

pré-formado.
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Fase Organica:
Polimero+
Substancia ativa +
Solvente Orgamco +
Tensioativo + éleo *

Evaporagio
do solvente

organico

e o nio solvente
residual

Fase Aquosa:
Nio solvente (ex: Agua) +
Tensioativo

Figura 3: Representacdo do método de nanoprecipitacdo. * O dleo € usado apenas aquando
da formacéo de nanocépsulas, na formacdo de nanoesferas este componente esta ausente
(Adaptado de Reis et al, 2006).

Componentes utilizados em formulacdo de Nanoparticulas
Poliméricas

De uma forma geral, a preparacdo de nanoparticulas poliméricas requer a utilizacdo
de um polimero, de um ou varios solventes, de um nao-solvente, de um ou mais
tensioativos e de 6leo no caso particular de se tratar de nanocépsulas. Os componentes
das formulacbes das nanoparticulas poliméricas usados na parte experimental do
presente trabalho para a preparacdo de nanocéapsulas e nanoesferas poliméricas
incluiram o polimero, poli (e-caprolactona) (PCL), Span 60 e Tween 80 usados como
tensioativos nas formulacdes e Captex, sendo este ultimo usado como Oleo na
formulacdo de nanocépsulas poliméricas. Seguidamente serdo referidos de uma forma
mais detalhada os principais componentes presentes nas formulagbes deste tipo de

nanotransportadores.
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Polimero

As propriedades fisico-quimicas do polimero utilizado na formulacdo das
nanoparticulas tém uma grande importancia e podem influenciar a elaboracdo de
sistemas nanoparticulados. A natureza do polimero bem como as suas propriedades
fisico-quimicas influenciam significativamente o tamanho das nanoparticulas e o seu
perfil de libertacdo (Rieux et al., 2006). Como referido, os critérios que mais
influenciam a escolha dos polimeros para a obtencdo de sistemas de nanoparticulas para
libertagdo controlada englobam a biodisponibilidade, biocompatibilidade, taxa de

degradacéo e a facilidade de producédo do polimero.

Os polimeros pré-formados biodegradaveis mais utilizados na producdo de
nanoparticulas sdo os poliésteres de acidos, como o &cido poli-latico (PLA) e o acido
poli-latico-co-glicélico (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), entre outros (Domb et al.,
2002; Rieux et al., 2006).

O polimero PCL, utilizado neste trabalho para a preparacdo de nanocépsulas e
nanoesferas, € um polimero ndo-tdxico, hidrofébico, semi-cristalino (apresenta uma
temperatura de transi¢do vitrea- Ty de -60°C) e a sua cristalinidade tende a aumentar
com o0 aumento do seu peso molecular. Apresenta uma boa solubilidade em
cloroférmio, benzeno, tolueno e di-clorometano entre outros, um ponto de fusdo
compreendido entre 59°C e 64°C permitindo a sua moldagem a temperaturas
relativamente baixas e uma massa molecular média compreendida entre 3000 e 80000
(Sinha et al., 2004; Woodruff et al.,2010).

Este polimero pode ser preparado por polimerizacdo por abertura do anel do
mondémero de e-caprolactona, usando uma variedade de catalisadores anidnicos,
cationicos ou de coordenacdo (Woodruff et al.,2010). A Figura 4 representa da sintese
do polimero poli (¢ -caprolactona) através da polimerizacdo pela abertura do anel de ¢-

caprolactona.
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Figura 4: Representacdo esquematica da sintese do polimero poli (¢ -caprolactona) através

da polimerizacdo pela abertura do anel de g-caprolactona (Adaptado de Sigma-Aldrich, 2013a)

A biodegradacdo do polimero poli (e-caprolactona) ocorre através da hidrolise das
suas ligacBes éster. Este tipo de reacdo permite, numa primeira fase da degradacdo do
polimero, diminuir o peso molecular do mesmo. Numa segunda fase, quando o polimero
apresenta baixo peso molecular e baixa cristalinidade sofre fagocitose ou solubilizacéo
nos fluidos corporais. A sua taxa de degradacdo pode ser aumentada adicionando
aditivos que se comportam como catalisadores no processo de hidrélise dos grupos éster
(Woodward et al., 1985).

O polimero PCL tem-se mostrado adequado e, como tal, muito utilizado para
sitemas de libertagdo controlada de farmaco uma vez que apresenta uma elevada
permeabilidade para diversas moléculas e ndo apresenta toxicidade. Ao apresentar uma
biodegradacdo lenta comparativamente a outros polimeros torna-se ideal para a

libertacdo controlada a longo prazo (Sinha et al., 2004).
Tensioativos

Os tensioativos sdo moléculas anfifilicas que apresentam apeténcia para dgua e 6leo
por possuirem na sua estrutura duas regides com polaridades opostas, uma hidrofilica
(polar) e outra hidrofobica (apolar). Devido a sua estrutura ser composta por duas
regides distintas, os tensioativos promovem a estabilidade de uma emuls&o reduzindo a

tensdo interfacial entre dois liquidos imisciveis (Lachman, 2001).
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Em 1947 Griffin, desenvolveu o sistema Balanco Hidrofilo-Lipofilo (““ Hydrophilic-
Lipophilic Balance” - HLB) que permite classificar numericamente um composto
segundo as suas caracteristicas hidrofilas e hipofilas. Esta escala permite assim
correlacionar a estrutura quimica da molécula tensioativa com a sua atividade
superficial (Lachman, 2001). O sistema HLB de Griffin, apresenta valores entre 0 e 20.
Quando os valores de HLB estdo compreendidos entre 3 e 8, o tensioativo apresenta
predominantemente caracteristicas lipofilicas, logo comporta-se como agente de
emulsdo agua/dleo (A/O). Por outro lado, quando o tensioativo tem valores de HLB na
gama de 8-18, apresenta predominantemente caracteristicas hidrofilicas, comportando-
se assim como agente de emulsdo 6leo/ 4gua (O/A) (Griffin, 1949).

Neste trabalho, os tensioativos usados para a producdo de nanoparticulas

poliméricas presentes nesta tese foram o Span 60® e 0 Tween 80°.

O Span 60 ou monoestearato de sorbitano, cuja estrutura quimica se apresenta na
Figura 5, é um éster obtido pela reacdo de sorbitano (derivado do sorbitol) com o acido
estedrico. Este € um tensioativo ndo ionico que segundo Griffin apresenta um valor de
HLB de 4,7 (Griffin, 1954).

O

OH
CH3(CH2)15CH2)LO O

OH

OH

Figura 5: Estrutura quimica do monoestearato de sorbitano ou Span 60 (Sigma-Aldrich,
2013b).

O tween 80 ou monooleato de polioxietileno sorbitano, € um éster de sorbitano
etoxilado, resultante da reacdo de um éster de sorbitano com o 6xido de eteno. Trata-se
de um tensioativo ndo ionico, solivel em &dgua e com um valor de HLB de 15,0 (Griffin,
1954; Tadros, 2005).
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Oleo

De entre os varios 6leos utilizados nas formulacGes de nanocapsulas, salienta-se 0s
diferentes tipos de triacilglicerdis constituidos pelos acidos céprico/ caprilico como
sendo os mais utilizados devido & sua ampla solubilidade para inimeras substancias
ativas. Além destes, outros 6leos tais como o benzoato de benzilo, &lcool benzilico,
acido oleico, oleato de etilo, 6leo de semente de girassol e 0leo de soja, apesar de ndo
serem usados com frequéncia, podem também gerar bons resultados quando incluidos

nas formulagdes de nanocépsulas (Mora-Huertas et al., 2010).

O oleo usado na preparacdo de nanocapsulas poliméricas na presente tese, foi o
Captex® 355. O captex® 355 ou triacilgliceréis caprico/caprilico é um triacilglicerol de
cadeia média e produzido através da esterificacdo da glicerina e de acidos gordos (acido

caprico e caprilico) derivados do 6leo de coco (Abitec, 2013).

AplicacOes das Nanoparticulas Poliméricas

Nos Ultimos anos as nanoparticulas poliméricas tém sido intensivamente estudadas
na area farmacéutica e médica como particulas transportadoras de substancias ativas,
uma vez que contém propriedades de libertacdo sustentada e controlada, tamanho
adequado (nanoescala) e apresentam grande biocompatibilidade com os tecidos e
células (Reis et al., 2006).

A titulo de exemplo, a Tabela 2 apresenta, varias aplicacdes de nanoparticulas

poliméricas na area farmacéutica e médica.
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Tabela 2: Algumas aplicacdes das nanoparticulas poliméricas.

Aplicacbes de Nanoparticulas

Poliméricas

Referéncia

Tratamento da Malaria

Date et al., 2007

Tratamento da Leishmaniose

Date et al., 2007

Tratamento da Tripanossomiase

Date et al., 2007

Tratamento da Tuberculose

Sosnik et al., 2010

Anti tumoral

Puri et al., 2007; Acharya & Sahoo, 2011

Antioxidante

Ribeiro et al., 2008

Adjuvantes Vacinas

Panyam & Labhasetwar, 2003

Diagnostico médico (Agente de contraste)

Acharya & Sahoo, 2011; Panyam et al.,
2003

Terapias genéticas

Panyam & Labhasetwar, 2003

2.1.2. Lipossomas

Descobertos nos anos 60 por Alec Bangham, os lipossomas tém vindo a ser

investigados intensivamente, com vista a sua utilizacdo como transportadores de

subtancias terapéuticas para diversas aplicagdes clinicas (Gregoriadis, 1995; Torchilin,

2005).

Os lipossomas sdo estruturas esféricas compostas por uma ou mais bicamadas

fosfolipidicas em forma de vesiculas que rodeiam uma fase aquosa (Figura 6) e

apresentam um tamanho que varia entre nanometros e micrometros de diametro. Os

lipossomas sdo compostos por fosfolipidos (de origem natural ou sintética) podendo

conter esterois (colesterol) e antioxidantes. A formacdo destas vesiculas ocorre
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espontaneamente quando os fosfolipidos sdo colocados no meio aquoso, devido a
interacdo hidrofilica da cabeca polar do fosfolipido com a &gua levando assim a
formacéo de estruturas unilamelares e multilamelares (Gregoriadis, 1995; Vemuri et al.,
1995; Sharma & Sharma, 1997; Edwards et al., 2006). Os fosfolipidos podem ser de
natureza sintética ou natural, sendo que os naturais aumentam a biocompatibilidade dos
lipossomas. Os mais usados nas formulaces de lipossomas sdo os fosfolipidos que
apresentam forma cilindrica e que se organizam em bicamadas estaveis numa solucéo
aquosa, tais como as fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e
esfingomielina (Vemuri et al., 1995; Sharma & Sharma, 1997; Batista et al., 2007).

Os fosfolipidos sdo os componentes estruturais mais abundantes das membranas
naturais podendo ser divididos em esfingolipidos e fosfoglicerideos (New, 1990). Estes
sdo compostos por uma molécula de glicerol na sua parte central e duas partes
adicionais, sendo uma hidrofdbica e outra hidrofilica. A parte hidrofébica é constituida
por duas cadeias hidrocarbonadas de acidos gordos, que ocupam a posicdo 1 e 2 da
molécula de glicerol. Por sua vez a parte hidrofilica esta ligada ao terceiro hidroxilo do
glicerol e é constituida por uma molécula de acido fosférico ligada covalentemente a
uma molécula hidrossoluvel, nomeadamente um alcool aminado sendo os mais comuns
nos fosfolipidos de origem natural a colina, a serina, entre outros (New, 1990; Lasic,
1993).

Como foi atras referido, um dos fosfolipidos mais usados para a preparacdo de
lipossomas, sdo aqueles que contém moléculas de colina, as fosfatidilcolinas também
denominadas de lecitinas. A fosfatidilcolina (quimicamente denominada 1,2 diacil-sn-
glicero-3-fosfocolina) de origem natural pode ser extraida da gema de ovo ou da soja
(Lasic, 1993; Vemuri et al., 1995).

Para além de fosfolipidos os lipossomas podem também conter outros componentes,
tais como esterois. O esterol mais frequentemente usado na preparacdo de lipossomas,
com vista a melhorar as caracteristicas de bicamada dos mesmos, é o colesterol. Este
proporciona uma melhor fluidez da bicamada, reduz a permeabilidade de moléculas
através da bicamada e estabiliza-a na presenga de fluidos bioldgicos (Vemuri, et al.,
1995).
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Devido as suas caracteristicas estruturais (Figura 6), os lipossomas podem ter como
objetivo a encapsulacdo quer de substéncias hidrofilicas como lipofilicas, sendo que as
hidrofilicas se encontram incorporadas no compartimento aquoso e as lipofilicas ficam

inseridas ou adsorvidas na bicamada lipidica (Gregoriadis, 1995; Sharma & Sharma,

1997).
Lipossoma
Zona hidrofilica {Cabega polar)
ggg g gg Bicamada
— T
7
Zona hidrofébica (Caunda apolar)

Figura 6: Caracteristicas estruturais dos lipossomas.

Devido a semelhanca entre a estrutura dos lipossomas (bicamada lipidica) e a
estrutura das membranas celulares, estes conseguem interagir profundamente com as
células do organismo. As interacGes entre os lipossomas e as células do organismo
podem ser divididas em quatro tipos principais, fusdo de membranas (membrana do
lipossoma com a membrana da célula), adsorcdo dos lipossomas a superficie das
células, intercambio entre a membrana do lipossoma e a membrana da célula (troca
molecular direta) e endocitose, como se pode verificar na Figura 7 (Vemuri et al., 1995;
Torchilin, 2005).
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Endocitose

@ @ <— Nucleus

Intercimbio Lipidico Adsorgio

Figura 7: Representagdo dos varios tipos de interagdes entre os lipossomas e as células do

organismo (Adaptado de Torchilin, 2005).

De uma forma genérica, pode afirmar-se que este tipo de nanotransportadores sao
considerados como sendo 6timos sistemas de libertacdo controlada de farmacos uma
vez que apresentam baixa toxicidade, elevada biocompatibilidade, sdo biodegradaveis,
sdo nao-imunogénicos, protegem a substancia ativa da diluicdo e degradacao na corrente
sanguinea, conseguem libertar a substancia ativa em células ou mesmo em
compartimentos celulares individuais e, como referido, sdo capazes de encapsular quer
substancias hidrofilicas quer lipofilicas (Aoki et al., 1997; Torchilin, 2005; Edwards et
al., 2006).

Os lipossomas podem ser classificados de formas diversas, por exemplo no que diz
respeito ao método de preparacdo ou pelo tamanho e nimero de bicamadas presentes na
vesicula. Quando se utiliza esta dltima, os lipossomas podem ser considerados
unilamelares (ULV), quando apresentam uma unica bicamada lipidica, ou
multilamelares (MLV) quando contém mais de uma bicamada lipidica. Geralmente os
lipossomas MLV apresentam um tamanho compreendido entre 500 a 5000 nm. Quanto
aos lipossomas do tipo unilamelar, estes podem ser descritos como vesiculas
unilamelares grandes (LUV) cujo, tamanho varia entre 200 e 800 nm e vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) com aproximadamente 100 nm de tamanho. A Figura 8

apresenta-se diferentes lipossomas segundo a classificagdo mais comum, nomeadamente
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com base no nimero de bicamadas e tamanho Ao serem descritos quanto ao método de
preparacdo, os lipossomas podem ser classificados em vesiculas obtidas por evaporacéo
reversa (REV),por prensa Francesa (FPV), por injecdo de éter (EIV), por hidratacdo do
filme lipidico, entre outros (Vemuri et al., 1995; Sharma & Sharma, 1997; Lasic,

1998a). Posteriormente serdo referidos alguns destes métodos de forma mais detalhada.

LUV

MLV

Bicamada

77| e
g3/

SUV

Figura 8: Classificacdo dos lipossomas quanto ao nimero de bicamadas e tamanho.

Por ultimo, refira-se que quer o tamanho quer o nimero de bicamadas lipidicas sdo
considerados como sendo fatores que exercem um grande influéncia na eficiéncia de
encapsulacdo de substancias ativas nos lipossomas. Por outro lado, o tamanho da
vesicula é considerado como um pardmetro critico na determinacéo do tempo de semi-

vida dos lipossomas (Sharma &Sharma, 1997).

Meétodos de preparacao de Lipossomas

Existem varios métodos de preparacdo de lipossomas que levam a formacdo de
diferentes tipos de vesiculas, as quais diferem no seu tamanho e nas suas caracteristicas
(Vemuri et al., 1995; Sharma & Sharma, 1997). De entre os varios métodos de
preparacdo de lipossomas destacam-se os meétodos que requerem a formacdo do um
filme lipidico, como o método de hidratacdo do filme lipidico, sonicagdo, extrusdo,

homogeneizacdo/microfluidizacdo e prensa francesa. Além destes métodos existem
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outros, tais como injecdo de etanol, injecdo de éter, evaporacdo em fase reversa, entre
outros (Lasic, 1993; Vemuri et al., 1995; Sharma & Sharma, 1997; Ferreira, 2006).

Refira-se que a producdo do mesmo tipo de lipossomas através de diferentes
métodos de producdo, pode-lhes conferir diferentes propriedades, tais como capacidade

de encapsulacdo, estabilidade e permeabilidade da bicamada (Ferreira, 2006).

Seguidamente descreve-se 0 método de preparacao de lipossomas por hidratagdo do
filme lipidico seguido de um processo de extrusdo, por ter sido este 0 método usado no

presente trabalho.
Hidratacao do filme Lipidico (HFL)

O método de hidratacdo do filme lipidico € um processo classico de preparacdo de
lipossomas, proposto na década de 60 por Alec Bangham. Este método inicia-se pela
formagdo de um filme lipidico (camada lipidica fina e homogénea) atraves da
dissolugcdo do lipido num solvente organico ou mistura de solventes organicos
(normalmente cloroférmio), seguido de uma evaporacdo do solvente através de
rotoevaporacao ou sob corrente de azoto. Apés a formacéo do filme lipidico, segue-se a
hidratagdo do mesmo com uma solucéo aquosa (agua ou solugdo tampéo) e subsequente
agitacdo da mistura, promovendo assim a formacdo da dispersdo de vesiculas
multilamelares (MLV’s) heterdgenas a nivel de tamanho e de nimero de bicamadas
(Lasic, 1993; Vemuri et al., 1995; Sharma & Sharma, 1997; Ferreira, 2006). A Figura 9
representa esquematicamente 0s principais passos do processo de hidratacdo do filme

lipidico na producdo de MVL’s.
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Figura 9: Representagdo esquematica da preparacdo de MLVs através do método de
hidratacdo do filme lipidico (Adaptado de Lasic, 1997).

Apo6s a producdo de MLVs através do método de hidratacdo do filme lipidico,
podem-se obter vesiculas homogéneas e de tamanho bem definido, LUVs e SUVs,
submetendo as MLVs a processos adicionais (Sharma & Sharma., 1997). Estes
processos adicionais incluem métodos mecénicos, quimicos ou eletrostaticos. Os mais
frequentemente usados sdo os métodos mecanicos, onde se pode incluir a sonicagéo,
extrusao através de membrana de policarbonato, microfluidizacdo/homogeneizacao ou a

prensa francesa, sendo que os mais difundidos sdo a sonicacdo e extrusdo (Lasic, 1993).
Processo mecénico de extrusao

O processo mecanico de extrusdo lipidica consiste na passagem forcada da
suspensdo lipidica (MLVs) através de filtros de policarbonato com um diametro de poro
bem definido, sob pressdo de uma corrente de azoto. Os filtros usados neste processo
sdo membranas de policarbonato com um didmetro de poro que pode variar entre
nanometros a micrémetros. De forma a diminuir o numero de bicamadas lipidicas,
tornando os lipossomas em vesiculas unilamelares homogéneas (LUVs e SUVS), repete-
se 0 processo de extrusdo aproximadamente 10 vezes (10 extrusdes). O diametro final
apresentado pelos lipossomas resultantes deste processo depende diretamente do
tamanho de poro da membrana de policarbonato usado (Lasic, 1993; Sharma & Sharma,
1997; Ferreira, 2006). A Figura 10 representa esquematicamente a produgdo de LUVs

atraveés do processo de extrusao.

25



Revisao da Literatura

Agitacéo
Mistura
Extruséo
Formacéo de lipossomas WVesiculas Unilamelares
- Vesiculas Multilamelares (MLV *s) (SUV’'s /LUV s)

Figura 10: Representacdo esquematica da preparacdo de LUVSs através de extrusao
(Adaptado de Lasic, 1997).

Aplicacoes dos Lipossomas

Desde que foram descritos pela primeira vez em 1965 por Bangham, os lipossomas
tém vindo a sofrer uma enorme e rapida evolucdo no sentido de produzir sistemas
usados para uma ampla variedade de aplicacdes (Torchilin, 2005), em particular em

areas cientificas como medicina e ciéncias farmacéuticas (Lasic, 1993).

Como referido, devido a caracteristicas como biocompatibilidade, capacidade de
encapsular farmacos hidrossoluveis e lipossolaveis, os lipossomas sdo intensivamente
usados como sistemas transportadores de farmacos. Assim sendo, a sua utilizacdo tem
sido descrita no tratamento de doencas cancerigenas, doencas infeciosas, inflamacoes,
no desenvolvimento de vacinas, como meios auxiliares ao diagndstico médico (agentes
de contraste), e no desenvolvimento de terapias genéticas (entrega de acidos nucleicos)
(Lasic, 1993; Sharma & Sharma, 1997; Torchilin, 2005; Batista et al., 2007).

Além das varias aplicacdes terapéuticas referidas, os lipossomas também séo usados

em areas como cosmeética e nutricdo (Lasic, 1998a; Lasic, 1998b).

2.1.3. Transportadores Lipidicos Nanoestruturados

Na década de 90, vérios grupos de investigacdo concentraram-se no

desenvolvimento de nanoparticulas alternativas as ateé entdo existentes tendo produzido
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nanoparticulas feitas de lipidos solidos, as quais foram designadas nanoparticulas
lipidicas sélidas (Muller et al., 2002a; Wissing et al., 2004). As primeiras patentes
destes nanotransportadores foram submetidas por Gasco em 1993 e por Muller e Lucks
em 1996 (Gasco, 1993; Miller & Lucks, 1996).

As nanoparticulas lipidicas solidas (SLN — Solid Lipid Nanoparticles) sdo
constituidas por lipidos solidos a temperatura ambiente e corporal e estabilizadas por
tensioativos. Estas nanoparticulas lipidicas solidas combinam as vantagens de outros
nanotransportadores, tais como libertacdo controlada, excelente tolerabilidade por parte
do organismo, estabilidade fisica e protecdo das substdncias ativas encapsuladas
(Wissing et al., 2004).

Apesar de oferecerem muitas vantagens, as SLN apresentam algumas desvantagens
tais como uma baixa capacidade de encapsulamento de substancias ativas e dispersdo
das mesmas durante o periodo de armazenamento. Estas desvantagens ocorrem
principalmente quando se utiliza um Unico tipo de lipido sélido, o que pode
proporcionar o aparecimento de estruturas cristalinas perfeitas. Considerando que neste
tipo de nanotransportador a substancia ativa fica armazenada entre as cadeias lipidicas
bem como nas imperfei¢cGes dos cristais, a alta organizacdo dos cristais provoca uma

diminuicdo da eficiéncia de encapsulamento (Miller et al 2000; Wissing et al 2004).

No final da década de 90, surgiu uma segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas,
os transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC — Nanostructured Lipid Carriers),
com o intuito de minimizar as limitacfes apresentadas pelas SLN (Mdller et al., 2002a;
Muiller et al., 2002b).

Os transportadores lipidicos nanoestruturados sdo constituidos por uma mistura de
lipidos sélidos e liquidos (6leos), com cadeias carbonadas diferentes. A matriz
resultante apresenta um ponto de fusdo mais baixo comparado com o ponto de fudo do
lipido sélido original (Muller et al., 2002b). A Figura 11 representa a diferenca
apresentada entre as matrizes das diferentes nanoparticulas lipidicas, SLN e NLC.
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Figura 11: Representacdo esquematica das diferencas entre a) estrutura da matriz cristalina
perfeita das SLN, b) estrutura da matriz imperfeita das NLC.

Dependendo do método de producéo e da composi¢do da mistura de lipidos, pode-se
obter 3 tipos diferentes de NLC, tipo imperfeito, tipo amorfo e tipo multiplo (Muller et
al., 2002b; Wissing et al., 2004; Martins et al., 2007).

O primeiro tipo, denominado “NLC imperfeito” consiste numa mistura de lipidos
diferentes (lipidos sélidos e lipidos liquidos a temperatura ambiente), ou seja glicerideos
compostos por acidos gordos diferentes. Esta mistura proporciona um aumento da
distdncia entre as cadeias dos acidos gordos dos glicerideos e consequentemente a
formagdo de cristais imperfeitos. Neste modelo, a matriz das nanoparticulas ndo
apresenta uma estrutura ordenada, mas sim imperfeita (com “espagos” ou “lacunas”), o
gue promove maiores espacos para a acomodacdo das substancias ativas encapsuladas e
consequentemente maior eficiéncia de encapsulamento (Miller et al., 2002a; Miller et
al., 2002b; Wissing et al., 2004).

O segundo tipo, “NLC amorfo”, por sua vez, produz-se quando determinados tipos
de lipidos ndo recristalizam mais apds o arrefecimento, levando a formacdo de
estruturas amorfas e evitando assim a expulsao das substancias ativas da matriz devido a
processos de cristalizacdo do lipido solido. (Mdller et al., 2002a; Mdiller et al., 2002b;
Wissing et al., 2004).

Por fim o terceiro tipo, “NLC multiplo”, € composto por uma maior quantidade de
lipido liquido (6leo) do que lipido solido, produzindo assim uma nanoestrutura
diferente. Neste modelo, a solubilidade das moléculas de 6leo no lipido solido é
ultrapassada, levando a separacao de fases e a formacao de nanocompartimentos de 6leo
dentro da matriz lipido so6lido. As substdncias ativas como apresentam maior
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solubilidade em 6leos do que nos lipidos sélidos, s&o dissolvidas no 6leo e ainda podem
ser protegidas pelos lipidos solidos (Mdller et al., 2002a; Miller et al., 2002b; Wissing
et al.,, 2004). A Figura 12 representa esquematicamente os 3 diferentes tipos de

nanotransportadores lipidicos solidos.

a) b) c)

Figura 12: Representacdo esquematica dos 3 diferentes tipos de NLC, a) NLC imperfeita,
b) NLC amorfa, ¢) NLC multipla.

No presente trabalho, foram usados nanotransportadores lipidicos nanoestruturados
(NLC) do tipo imperfeito.

Métodos de preparacao de Nanotransportadores Lipidicos Solidos

Existem varios métodos de preparacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas, dos quais
0s principais sdo: a homogeneizacdo por alta pressdo, formacdo de microemulsdes e
emulsificacdo-evaporacdo do solvente (Mdller et al., 2000; Mehnert & Mader. 2001;
Wissing et al., 2004).

A homogeneizacdo por alta presséo (HPH- High pressure homogenization) foi pela
primeira vez descrita para a producdo de nanoparticulas lipidicas sélidas por Miiller e
Lucks em 1996 (Miller & Lucks, 1996). Na homogeneizacdo por alta pressdo, uma
dispersdo de particulas é impulsionada, sob efeito de alta pressdo (100-2000 bar) através
de uma cavidade muito estreita (& escala micrométrica) numa curta distancia,
permitindo assim que o liquido (disperséo de particulas) atinja altas velocidades (cerca
de 1000 Km/h) permitindo assim a obtencdo de particulas com dimensdes e

caracteristicas desejadas (Mehnert & Mader, 2001).
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A técnica de HPH pode ser efetuada a quente ou a frio (Mehnert & Mader, 2001).
Homogeneizacgo a alta pressao a Quente (HPH Quente)

A homogeneizacéo a alta pressao a quente (HPH Quente) € uma técnica realizada a
temperaturas superiores ao ponto de fusdo dos lipidos utilizados. A Figura 13 representa
esquematicamente o processo de produgdo de nanoparticulas lipidicas sélidas através do
método HPH Quente.

2) b)
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)
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Particulas
Pré-Emulsdo Sélidas

Figura 13: Representacdo esquematica do método de homogeneizagdo a alta pressao a

quente.

Neste processo a substancia ativa e o lipido fundido (Figura 13 b)) sdo dispersos
numa solucdo aquosa quente de tensoativo a mesma temperatura (cerca de 5 a 10 °C
acima da temperatura de fusdo dos lipidos utilizados) (Figura 13 a)), sob o efeito de alta
agitacdo (Ultra-turrax ou ultrasons) formando assim uma pré-emulsdo (Figura 13 c)).
Este processo leva a ocorréncia da rotura de estruturas coloidais de grandes dimensdes,
originando estruturas de menores dimensdes. Em seguida esta pré-emulsdo é submetida
a uma homogeneizacgdo a alta pressdo com temperatura controlada (Figura 13 d)). O
namero de ciclos de homogeneizagdo a que a pré-emulsdo é submetida esta diretamente
relacionado com o tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das particulas que se
pretende. Em geral, sdo suficientes trés a cinco ciclos de homogeneizacdo com uma
pressdo variada entre 500 a 1500 bar (Mdller et al., 2000; Mehnert & Mader, 2001;
Wissing et al., 2004).
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O aumento do numero de ciclos de homogeneizacao e de pressdo pode levar a um
aumento de tamanho das particulas devido & sua aproximacdo gerada pela elevada
energia cinética das mesmas. O produto preliminar & homogeneizacao a quente é uma
dispersdo aquosa de nanoparticulas lipidicas, a qual é arrefecida por forma a que ocorra
a cristalizagdo da fase lipidica e formacdo das nanoparticulas sélidas a temperatura
ambiente (Mduller et al., 2000; Mehnert & Mader, 2001; Wissing et al., 2004).

Este metodo é usado amplamente no encapsulamento de substancias ativas
lipofilicas, no entanto ndo é apropriado para o encapsulamento de substancias ativas
hidrofilicas, uma vez que estas podem migrar para a fase aquosa durante a
homogeneizacéo, resultando numa diminuicdo de eficiéncia de encapsulagdo (Mdller et
al., 2002b).

Homogeneizacgo a alta pressdo a Frio (HPH Frio)

Neste método, inicialmente a substancia ativa € dissolvida no lipido fundido com ou
sem tensoativo (a adicdo do tensoativo aumenta a solubilidade da substancia ativa
hidrofilica no lipido fundido). Seguidamente, esta mistura é arrefecida em gelo seco ou
azoto liquido, de modo a aumentar a fragilidade do lipido e facilitar a etapa de moagem.
Apo6s a moagem séo obtidas microparticulas com um tamanho de aproximadamente 50-
100 pum, que sdo dispersas numa solucdo de tensioativo fria, com agitagdo intensa,
obtendo-se uma macrosuspensdo. Por fim esta suspensdo € submetida a
homogeneizacdo a alta pressdo realizada a temperatura ambiente ou mais baixa, fazendo
com que as macromoléculas sejam “quebradas” em nanoparticulas. Esta técnica é
recomendada para a encapsulacdo de substancias ativas hidrofobicas (Mehnert &
Mader, 2001)

O método de preparacdo de transportadores lipidicos nanoestruturados usado na
presente dissertacdo foi a homogeneizagéo a alta pressao a quente.
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Componentes da formulacdo dos NLC

Lipidos

No processo de producdo de NLC é muito importante fazer uma boa selecdo da
mistura lipidica, para que as NLC tenham caracteristicas quimicas e fisicas adequadas.
De forma a poder-se considerar uma combinacdo de lipidos como adequada, certos
critérios tém de ser obedecidos, entre os quais: as substancias ativas tém que apresentar
uma boa solubilidade nas matrizes dos lipidos utilizados, principalmente no lipido
liquido (é fundamental, pois pode alterar a capacidade de encapsulamento da particula),
as moléculas dos lipidos liquidos e solidos tém que apresentar tanto quanto possivel
incompatibilidade espacial em conjunto, os lipidos devem apresentar perfil toxicoldgico
aceitavel e ndo levar a producdo de nenhum residuo toxico, devem ser biodegradaveis
capazes de produzir particulas a escala nanométrica, entre outros (Mller et al., 2000;
Muiller et al., 2002a; Muller et al., 2002b; Tamjidi et al., 2013).

Por norma, os lipidos utilizados nas formulacdes de NLC sdo monoacilglicerdis,

diacilglicerais e triacilglicerdis, acidos gordos e ceras (Tamjidi et al., 2013).

Os lipidos liquidos mais usados nas formulacGes de NLC sdo os triacilglicerois de

cadeia longa e os acidos gordos (Tamjidi, et al., 2013).

No presente trabalho, o lipido liquido utilizado na formulagio de NLC foi o Acido
Oleico e o lipido sélido foi 0 Monoestearato de Glicerol. O &cido oleico (acido (Z)-9-
octadecen6ico) esta presente em diversos lipidos naturais comestiveis. E produzido
através da hidrolise de vérios lipidos de origem animal e vegetal, como por exemplo o
azeite. O acido oleico é muitas vezes aplicado como agente emulsionante na indUstria
agroalimentar e em formulac6es farmacéuticas, como auto-emulsionante em sistemas de
libertacdo de farmacos, entre outras aplicacbes. Apresenta uma temperatura de fusdo
entre 13°C e 14 °C, apresenta uma viscosidade baixa e € praticamente insoltvel em agua
(Rowe et al., 2009).

Dos lipidos sélidos mais vulgarmente utilizamos nas formulagGes de NLC, pode-se
destacar o monoestearato de glicerol, o acido esteérico, o palmitoesterato de glicerol,

entre outos (Tamjidi et al., 2013).
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O monoestearato de glicerol é preparado atraveés de uma reacdo entre glicerina
(1,2,3-propanotriol) e acidos gordos provenientes de triacilglicerdis de origem animal
ou vegetal. Pode ser utilizado como tensioativo ndo idnico, agente solubilizante, agente
estabilizador, agente de libertacdo controlada, entre outros, nas areas da cosmeética e
farmacéutica. E considerado um material ndo toxico (GRAS, Generally Recognized s
Safe), com uma temperatura de fusdo entre 55° e 60°C e um valor de HLB de 3,8 que

indica que é pouco soltvel em agua e muito solivel em éleos (Rowe et al., 2009).
Tensioativos

Os tensioativos usados na preparacdo de transportadores lipidicos nanoestruturados

na presente dissertacéo foram o Span 60® e o Poloxamer 188®

O polioexietileno-polioexipropileno, denominado comercialmente de Poloxamer é
um copolimero bloco que atua como um agente tensioativo em sistemas

nanotransportadores (Cunha et al., 2003; Rowe et al., 2009).

Os “Poloxamers” sdo copolimeros dos 6xidos de etileno e propileno, compostos por
uma parte hidrofébica e uma parte hidrofilica. Os segmentos de polioxietileno
apresentam carécter hidrofilico e por sua vez os segmentos de polioxipropileno
apresentam um caracter hidrofébico. As caracteristicas dos “poloxamers” em termos de
aparéncia, massa molecular, hidrofobicidade e solubilidade sdo determinados pelo
comprimento de cadeia das suas duas partes. Todos os poloxamers tém uma composi¢do
quimica semelhante, diferindo apenas na quantidade relativa de 6xidos de propileno e
etileno adicionados durante a sua producdo (Rowe, et al., 2009), sendo a sua formula
guimica HO (C,H40), (C3Hs0), (C.H40), H.

O Poloxamer 188, é um copolimero constituido por 27 unidades de polioxipropileno
e 80 de unidades de polioxietileno, sendo que na férmula anterior “a”=80 e “b”=27
(Rowe et al., 2009).

A Figura 14 representa a formula estrutural do Poloxamer.
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Figura 14: Representacdo esquematica da férmula estrutural do copolimero Poloxamer
(Rowe et al., 2009).

O Poloxamer 188 pode ser usado como agente tensioativo de emulsdes oleosas e na
preparacdo de sistemas solidos de dispersbes e como agente solubilizante. Apresenta um
valor de balanco hidréfilo-lipdfilo (HLB) de 29, é muito solivel em agua e etanol e

apresenta um ponto de fusdo compreendido entre 52° e 57°C (Rowe et al., 2009).

O tensioativo Span 60, ja foi descrito anteriormente no ponto 2.1.1.

Aplicacoes dos Transportadores Lipidicos Nanoestruturados

Os transportadores lipidicos nanoestruturados tém varias aplicagdes em diversas
areas, especialmente na area farmacéutica e na area da cosmética. Estes transportadores
podem ser utilizados em varias aplicaces para administracdo tdpica, oral, parenteral,
ocular e pulmonar (Muller et al., 2000; Shidhaye et al., 2008).

Na area da cosmética os transportadores lipidicos nanoestruturados podem ser
utilizados como veiculos topicos para protetores solares, formulacfes anti-acne e anti-

envelhecimento, perfumes, fragancias, repelentes entre outros (Souto & Miller, 2008).

Na area farmacéutica, a utilizacdo de transportadores lipidicos nanoestruturados
encontra-se descrita para administracdo por vérias vias. O encapsulamento de farmacos
nos NLC proporciona um aumento da biodisponibilidade, prolonga os seus niveis
plasméticos e evita ou diminui a sua degradacdo, uma vez que alguns farmacos ndo

encapsulados séo rapidamente degradados ou expulsos pelo organismo (Gasco, 2007).
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2.2. Meétodos de Caracterizacao dos
Nanotransportadores

A caracterizacdo dos nanotransportadores (tamanho, carga de superficie, pH entre
outras propriedades) € muito importante para o seu desenvolvimento e aplicacdo. Estas
medidas de caracterizacdo e quantificacdo de nanotransportadores s&o um enorme
desafio, uma vez que sdo afetados pelo tamanho e natureza das particulas, pela
concentracdo da amostra, pelas propriedades da solucéo e pelos principios fundamentais

dos métodos aplicados (Domingos et al., 2009).

De entre os varios métodos existentes de caracterizacdo de nanotransportadores,
serdo abordados os métodos de dispersdo dindmica de luz (DLS), o qual tem por
objetivo a medicdo do didmetro hidrodindmico médio e do indice de polidispersao (Pdi)
das particulas, o0 método da analise de localizacdo de nanoparticulas (NTA) utilizado
para calcular a concentracdo da populacdo de particulas e o tamanho da particula, o
Potencial Zeta (utilizado para determinar a carga superficial das particulas) e por fim o

pH (utilizado para verificar a existéncia de alteracdo de pH das solucdes em estudo).

2.2.1. Dispersao dinamica de luz (DLS)

A dispersdo dindmica de luz (DLS - “Dynamic Light Scattering™), é uma técnica
bem estabelecida para medir o tamanho e a distribuicdo do tamanho de particulas, na
regido sub-micrométrica. Este método € baseado na capacidade das particulas em
suspensdo se difundirem em todas as direcGes e estarem em movimento constante
(movimento Browniano das particulas). Este movimento em suspensdo faz com que a
luz laser incidida nas particulas seja espalhada em diferentes intensidades (Malvern

Instruments, 2013a; Malvern Instruments, 2013b).

O principio deste método consiste em relacionar a velocidade de difusdo das
particulas provocada pelos seus movimentos Brownianos com o tamanho das mesmas.
A intensidade de dispersdo da luz detetada estd diretamente relacionada com a
velocidade de difusdo das particulas e consequentemente com o tamanho destas, uma

vez que quanto maior for a particula, mais lento serd o seu movimento Browniano
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(menor velocidade de difusdo); contrariamente, as particulas mais pequenas apresentam
uma maior velocidade, devido ao facto de estas colidirem com as moléculas do solvente

(Malvern Instruments, 2013a; Malvern Instruments, 2013b; Hassellov et al., 2008).

Varios fatores influenciam o calculo do tamanho das particulas, entre eles inclui-se a
temperatura, uma vez que interfere diretamente com a viscosidade do meio causando

mais ou menos atrito (Malvern Instruments, 2013a; Malvern Instruments, 2013b).

O célculo da velocidade de difusdo de particulas tem como base a observacdo das
manchas padrdo produzidas pelas particulas iluminadas com o laser. A intensidade de
dispersdo de luz a um angulo especifico tende a variar com o tempo (esta variacao é
resultado da soma de numerosas ondula¢Bes difundidas individualmente através das
particulas), sendo que essas variacdes sdo detetadas por um fotodiodo e sdo analisadas
por um autocorrelacionador digital que gera uma funcgéo correlacdo que é proporcional
ao coeficiente de difusdo de particulas (D). A partir do coeficiente de difusdo de
particulas o tamanho da particula é calculado através da equacdo de Stokes-Einstein,
onde Kg € a constante de Boltzmann (equacao 1) (Malvern Instruments, 2013a; Malvern
Instruments, 2013b; Hassellov et al., 2008).

— TKs 1)

- 3nnD

O diametro que € calculado pelo método de dispersdo dinamica de luz é o valor
referente a0 modo como a particula se difunde no meio, logo a denominagdo de
didmetro hidrodindmico médio (d). Ao calcular o didmetro hidrodindmico médio
considera-se que as particulas sdo esferas perfeitas (Malvern Instruments, 2013a;

Malvern Instruments, 2013b).

O indice de polidispersao (Pdi) é um parametro calculado a partir de uma analise da
funcdo de autocorrelacdo da intensidade de dispersdo de luz. Nesta analise um Gnico
tamanho de particula é assumido e um ajuste exponencial simples é aplicado a funcéo
de autocorrelagcdo. Os valores de Pdi sdo utilizados para descrever a largura da
distribuicdo de tamanho das particulas (Malvern Instruments, 2013a; Malvern
Instruments, 2013b).
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2.2.2. Analise de localizacgao de particulas (NTA)

A anélise de localizacao de particulas (NTA — “Nanoparticle Tracking Analysis™) é
um método usado para a andlise e visualizacdo direta e em tempo real de
nanotransportadores em meio liquido baseado no movimento Browniano destas e nas
suas propriedades de dispersao de luz. Este método permite analisar particulas com uma
gama de tamanho entre os 10 nm e os 2000 nm. O movimento Browniano das particulas
é analisado em tempo real por uma camara digital cientifica, em que cada particula é
simultaneamente mas separadamente visualizada e monitorizada (rastreada) por um
software de andlise e monitorizacdo de imagem (Carr & Wright, 2012; NanoSight,
2013a).

A visualizacdo das particulas da amostra é possivel devido a luz dispersa por esta
quando iluminada por um laser. A intensidade de luz dispersa pelos nanotransportadores
é captada por uma cdmara de video e 0 movimento das particulas € monitorizado frame
por frame. Neste método a taxa de movimento das particulas esta relacionada com o
raio hidrodindmico equivalente a uma esfera, calculado atraves da equacdo de Stokes-
Einstein (NanoSight, 2013a).

Este método permite calcular o tamanho da particula, a concentracdo da populacao
de particulas e o potencial zeta. O célculo do tamanho das particulas é realizado
particula a particula (Carr & Wright, 2012; NanoSight, 2013a).

A distancia média percorrida por cada particula (no eixo x e y) é calculada
automaticamente. A partir deste valor, € possivel calcular o coeficiente de difusdo de
particulas (Dt), identificar a viscosidade do solvente (1) e o didmetro hidrodinamico (d)
e conhecer a temperatura da amostra (T). Uma vez que o movimento browniano das
particulas é feito em 3 dimensBes, o tamanho das particulas é calculado através da
analise em 2 dimensfes com 0 uso de uma variacdo da equacdo de Stokes-Einstein,
equacdo 2, onde Kg € a constante de Boltzmann (Carr & Wright, 2012; NanoSight,
2013b).

— 2
(x:ZY) — D — TKp (2)
4 3nnd
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Este software permite visualizar as nanoparticulas em tempo real, analisar particula-
a-particula, contar e medir o tamanho das particulas e fornece histogramas das
distribuicbes de tamanho das particulas analisadas (nomeadamente um ficheiro com os
dados retirados da analise e o video dessa mesma andlise) (NanoSight, 2013a). A Figura
15 mostra 0 equipamento e uma imagem exemplo do modo de visualizacdo de

nanoparticulas em tempo real.

Figura 15: Equipamento Nanosight NS500 (esquerda), imagem retirada do software NTA
Software Suite referente a visualizagdo da populacéo de nanoparticulas da amostrar em analise

(direita) (Adaptado de http://www.nanosight.com/products/ns500).

2.2.3. Potencial Zeta

A maioria das particulas dispersas em meio aquoso, tende a adquirir uma carga
elétrica superficial, principalmente devido a mudangas na interface com o meio
dispersante, quer pela dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou
pela adsorcdo de espécies ionicas presentes no meio aquoso de dispersdo (Malvern
Instruments, 2013c; Brookhaven Instruments, 2013).

Esta carga superficial modifica a distribuicdo de iGes envolventes, resultando assim
num aumento da concentracdo de iGes a volta da particula, conferindo-lhe assim uma
camada elétrica dupla. Esta camada elétrica dupla € constituida por uma parte interna
onde se encontram iGes fortemente ligados a superficie da particula e por uma parte
externa variavel, onde fatores como a temperatura e forcas eletrostaticas determinam a

disposicdo dos ides (Figura 17). Nesta parte externa da camada elétrica dupla, o
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potencial tende em decrescer com o afastamento da particula até atingir o valor zero
(Brookhaven Instruments, 2013).

A particula e a sua parte interna da camada elétrica dupla movem-se como um so,
fazendo com que a parte externa se arraste e provoque 0 “rompimento” entre os ides das
duas partes, interna e externa. A regido onde ocorre esta separacdo de partes denomina-
se plano de quebra (Brookhaven Instruments, 2013).

Sendo assim o potencial Zeta pode-se definir como a diferenca de potencial elétrico
entre o plano de quebra e um ponto no fluido da suspensdo, como demonstra a Figura

16 (Malvern Instruments, 2013c; Brookhaven Instruments, 2013).

O potencial Zeta é medido através da aplicacdo de um campo elétrico na dispersdo
de particulas. Por aplicacdo deste, as particulas vdo migrar em direcéo ao elétrodo com
carga oposta a sua carga, com uma velocidade proporcional a magnitude do potencial
zeta. Essa velocidade é medida através da dispersdo de luz e do método de velocimetria
a laser do efeito de Doppler, a partir da qual se determina o potencial zeta. Em suma o
potencial zeta € determinado pela mobilidade eletroforética das particulas (Malvern

Instruments, 2013c; Brookhaven Instruments, 2013).

O potencial Zeta € um indicador importante e til, usado para prever e controlar a
estabilidade de suspensdes coloidais e emulsdes, entre outros. O potencial Zeta ao tomar
valores elevados, quer negativos ou positivos, significa que estamos presentes a uma
suspensdo estavel, uma vez que a repulsdo entre particulas evita a ocorréncia de

agregacao (Brookhaven Instruments, 2013).
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Figura 16: Representacdo esquematica do Potencial Zeta (adaptado de Malvern
Instruments, 2013d)

2.2.4. pH

O pH é um parametro que nos revela informacdes importantes sobre a estabilidade
dos nanotransportadores e pode ser obtido através da sua monitorizacdo ao longo do
tempo (Schaffazick et al., 2003).

Alteracbes de pH podem ser indicadoras de alteragBes na estrutura interna dos
nanotransportadores. A alteracdo de pH pode indicar a degradacdo dos polimeros nas
nanoparticulas poliméricas, pode favorecer a hidrélise dos lipidos dos lipossomas, entre
outras (Guterres et al., 1995; Schaffazick et al., 2003).
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Capitulo 3 - Materiais e Méetodos

Neste capitulo, inicialmente apresenta-se 0s reagentes usados para a producdo dos 4
nanotransportadores em estudo, bem como os equipamentos envolvidos na sua
producdo e caracterizagdo. Numa segunda parte serdo apresentadas as metodologias

utilizadas na preparacdo e caracterizacéo dos 4 nanotransportadores.

3.1. Materiais (Reagentes):

e Policaprolactona Mn 80000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA);

e Captex (Abitec, Columbus OH, EUA);

e Monoestearato de Sorbitano - Span 60 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA);
e Polissorbato 80 - Tween 80 (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil);
e Acetona (Quemis, Joinville, Santa Catarina, Brasil);

e Agua ultra-purificada Milli-Q;

e Acido Oleico (Synth, S&o Paulo, Brasil);

e Monoesterato de Glicerol (Croda, Snaith, Reino Unido);

e Poloxamer 188 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

e Cloroférmio (JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA);

e Fosfatidilcolina de soja (Lipoid, Ludwigshafen, Alemanha).
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3.2. Equipamentos:

e Zetasizer Nano-S (Malvern Instruments, Reino Unido);

e NS500 (NanoSight, Reino Unido);

e ZetaPlus (Brookhaven Instruments Corporation, NY, EUA);
e Rotaevaporador RV 10 control (IKA, Staufen, Alemanha);
e Panda 2K — NS1001L (GEA Niro Soavi, Parma, Italia);

e T-25digital ULTRA-TURRAX (IKA, Staufen, Alemanha);
e Lipex extruder (Northern Lipids, Burnaby BC, Canada);

e Agitador magnético com plataforma de aquecimento C-MAG HS 7
IKAMAG(IKA, Staufen, Alemanha);

e Balanca Analitica Adventurer AR2140 (OHAUS, Nova Jersey, EUA);

e Ultra-som USC-4800 (UNIQUE, S&o Paulo, Brasil) ;

e Estufaa vacuo 440/2D (Nova Etica, Sao Paulo, Brasil);

e pH-metro digital Orion 350 PerpHect (Thermo Scientific, Massachusetts,

EUA);

3.3. Metodologia:

3.3.1. Metodos de obtencdo de Nanotransportadores sem Substancia
Ativa:

Para a preparacdo de nanotransportadores sem substancia ativa encapsulada
(nanotransportadores brancos ou vazios), utilizaram-se diferentes metodologias

conforme o nanotransportador pretendido, nomeadamente:

e Nanoprecipitacdo para a obtencdo de Nanocapsulas e Nanoesferas de poli-
caprolactona (PCL);
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e Homogeneizacdo a alta pressdao a quente para a obtencdo de Transportadores

Lipidicos Nanoestruturados (NLC);

e Hidratacao do filme lipidico seguido de extrusdo para a obtencdo de Lipossomas
80Mm.

Preparacao de Nanocapsulas de Policaprolactona

Como referido, a preparacdo de nanocépsulas de PCL foi feita através do método de
Nanoprecipitacdo. Este método tem como base a formacéo de uma pré-emulsao obtida
através da juncdo de uma fase organica (contendo o polimero, solvente organico e
tensioativo) com uma fase aquosa (&dgua e tensioativo) e posterior eliminacdo do

solvente organico por agitacdo, aquecimento ou pressao reduzida.

Inicialmente preparou-se a fase organica, a qual era composta por uma mistura de
100 mg de polimero (Poli(¢-caprolactona)), 160 mg de oleo (Captex), 38mg de
tensioativo (Span 60) e 27 mL de solvente organico (Acetona). Esta mistura foi mantida
no ultra-sons (Unique, Brasil) a uma temperatura de 40°C de forma a proporcionar a
dissolugdo do polimero. A escolha do solvente organico teve por base a sua capacidade

de dissolucdo do polimero e a sua miscibilidade em agua.

A fase orgéanica foi posteriormente vertida lentamente na fase aquosa contendo 53
mL de agua ultrapurificada e 77 mg de tensioativo (Tween 80) mantendo-se sob
agitacdo durante 30 minutos a uma temperatura de 40°C, dando assim origem a uma
pré-emulsdo. Esta pré-emulsdo é originada por uma emulsdo espontdnea em que ha

formacédo de vesiculas contendo tensioativo, polimero, éleo e solvente organico.

Seguidamente a pré-emulsdo € submetida a pressdo reduzida em Rotaevaporador
(IKA, Alemanha), tendo por objetivo a eliminagdo do solvente orgénico e consequente
formagdo de nanocépsulas com ndcleo oleoso. A pré-emulsdo foi colocada no
Rotaevaporador (IKA, Alemanha), com uma temperatura de 40°C, uma rotacdo de 45
rpm, até ficar reduzida a 10mL de solucdo. A Figura 17 representa de forma

esquematica o método descrito de producéo das nanocépsulas.
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Fase Organica:
Polimero+
Solvente+ Oleo +
Tensioativo

Evaporagdodo
Solventee ajuste
da concentragdo

)

-

[ Nanocapsulas ]&a é :

O Tensioativo % Polimero

[0 Solvente Organico

Fase Aquosa:
Agua+
Tensioativo

Figura 17: Representacdo esquematica do método utilizado para a preparacao de
Nanocéapsulas.

Preparacao de Nanoesferas de Policaprolactona

A preparacdo de nanoesferas de poli-caprolactona realizou-se através do método de

nanoprecipitacdo, 0 mesmo usado na producdo das nanocapsulas de poli-caprolactona.

A producdo de nanoesferas e de nanocépsulas realiza-se de forma similar, diferindo
exclusivamente na existéncia de 6leo na fase organica. Assim sendo, para a producédo de
nanoesferas, utilizou-se uma fase organica composta por polimero (100mg, Poli(&-
caprolactona)), tensioativo (38 mg, Span 60) e solvente organico (27mL, acetona) e uma
fase aquosa composta por agua (53mL) e tensioativo (77mg, Tween 80), isto é, em
ambos 0s casos usou-se quantidades idénticas as descritas para a preparacdo de
nanocapsulas. O procedimento foi igualmente idéntico consistindo em verter lentamente
a fase organica sobre a aquosa, mantendo-se sob agitacdo durante 30 minutos, a 40 °C,
para obtencdo da pré-emulsdo, a qual foi seguidamente colocada no Rotaevaporador
(IKA, Alemanha), sob presséo reduzida a 45 rpm e 40 °C, até ficar reduzida a um
volume de 10mL.
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A auséncia ou a presenca de Oleo provoca uma diferenca significativa nas
caracteristicas da nanoparticulas: o uso de 6leo neste método provoca a formacgdo de
nanoparticulas com nucleo diferenciado (6leo) revestido por uma capsula polimérica
(NC), por outro lado a auséncia deste provoca a formacdo de nanoparticulas do tipo

matriz polimérica (NE).

A Figura 18 representa de forma esquemética o processo de preparacdo de

nanoesferas com base no metodo nanoprecipitacao do polimero pré-formado.

Fase Orgénica:
Polimero+
Solvente +
Tensioativo

Evaporagdodo
Solvente e ajuste
da concentragdo

Pré-Emu

Fase Aquosa: [ Nanoesferas ];g\’ﬁ :

Agua +

Tensioativo m

O Tensioativo %} Polimero

[0 Solvente Organico

Figura 18: Representacdo esquematica do método de preparacdo de Nanoesferas.

Preparacdo de Transportadores Lipidicos Nanoestruturados

Para a preparacdo de Transportadores lipidicos nanoestruturados recorreu-se a

técnica de homogeneizacdo a alta pressdo a quente.

A fase lipidica utilizada para a preparacdo de NLC foi composta por 14g de lipido
sélido (Monoesterado de glicerol), 6g de lipido liquido (Acido oleico) e 3g de
tensioativo (Span 60), tendo sido aquecida até 80 °C (temperatura superior ao ponto de

fusdo do lipidio sélido), numa placa de agitacdo com agquecimento.

A fase aquosa, composta por 200 mL de &gua ultrapurificada e 5g de tensioativo
(Poloxamer 188), foi mantida em banho-maria a uma temperatura de 60°C, de forma a
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proporcionar a dissolucdo do tensioativo na agua. Seguidamente, esta fase foi colocada
numa placa de agitagdo com aquecimento, de forma a tingir a mesma temperatura da
fase lipidica, 80 °C.

Para obtencdo da emulsdo, verteu-se a fase aquosa sobre a fase lipidica, ambas a
mesma temperatura, sob elevada agitacéo, utilizando um Ultra-Turrax (IKA, Alemanha)
durante 1 min a 8000 rpm.

A emulsdo obtida foi colocada no homogeneizador, Panda (GEA Niro Soavi, Italia),
a alta pressdo (500 Bar) durante 6 ciclos. Ao ser submetida a homogeneizacédo a alta
pressdo, a pré-emulsdo contendo microparticulas, sofre uma alta tensdo de

cisalhamento, resultando assim na rutura das microparticulas até uma faixa nanométrica.

A Figura 19 representa esquematicamente o processo de preparacao de NLC através

do método de homogeneizacdo a alta pressao a quente.
Fase Fase

Aquosa Lipidica

i ﬁ

Figura 19: Representacdo esquematica da preparacdo de NLC através do método de
homogeneizacdo a alta pressdo a quente.

Apdbs homogeneizacgéo, a solucdo resultante foi guardada a temperatura ambiente, de
forma a proporcionar a mudanca do estado fisico do lipido, isto &, permitir que o lipido
fundido volte ao seu estado sélido, obtendo-se assim os transportadores lipidicos

nanoestruturados.
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Preparacao de Lipossomas 80 mM

Como referido, os lipossomas foram obtidos através do método de hidratagdo do
filme lipidico (HFL) seguido de extruséo.

Na preparacdo de lipossomas, utilizou-se uma fase organica constituida por
fosfatidilcolina na concentracdo de 80 mM (60mg/ml), 300 mg, dissolvida em 2 mL de
solvente organico (cloroférmio) que foi colocada num baldo de fundo redondo. Em
seguida procedeu-se a evaporagdo do solvente organico em corrente de azoto levando
assim a formacdo de um filme lipidico. O filme foi hidratado por uma fase aquosa,
composta por 5 mL de agua ultrapurificada durante 1 hora levando-o ocasionalmente ao
agitador tipo vortex. Apos a hidratacdo do filme lipidico obteve-se uma solucdo de
aspeto leitoso, formada por vesiculas multilamelares e fragmentos de bicamada, a qual
foi submetida a 10 ciclos de extrusdo em membrana de policarbonato com uma
porosidade de 200 nm originando uma solucdo semitransparente constituida por

vesiculas unilamelares pequenas.

A Figura 20 apresenta o esquema da producdo de lipossomas através do método

hidratacdo do filme lipidico seguido de extrusao.
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Evaporacéo em corrente
de Azoto-Remocio do Formacéo do Filme
Solvente Orgénico Lipidico
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Figura 20: Representacdo esquematica da preparacdo de lipossomas através do método

Hidratagéo do filme
Lipidico - Agua

hidratacdo do filme lipidico seguido de extrusao.

3.3.2. Caracterizacdo dos Nanotransportadores

A caracterizacdo englobou a determinacdo do diametro hidrodindmico médio e do
indice de polidispersdo (Pdi), do pH, da concentracdo e da carga superficial dos

nanotransportadores.

A caracterizagdo foi realizada para os quatro tipos de nanotransportadores em
estudo. Para cada tipo, foram produzidas 5 amostras, de forma independente em

diferentes ensaios.

Analise de localizacdo de particulas (NTA - Nanoparticle Tracking

Analisys)

A avaliacdo da concentracdo e didametro médio das particulas foi realizada pela
técnica de andlise de localizacdo de particulas (NTA - Nanoparticle Tracking Analisys)
através da utilizacdo do equipamento NS500 (Nanosigth, Reino Unido) (Figura 21).
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Este equipamento inclui uma cdmara CCD (captacédo de 30 frames por segundo), um
laser com 40 mW de poténcia continua e um comprimento de onda de 638 nm e o
software “NTA Software Suite” (Figura 22). Em cada anélise o software identifica e
monitoriza o centro de cada particula em cada frame captado pela camara CCD durante
30 a 60 segundos (900 a 1800 frames por andlise) (NanoSight, 2013b).

A utilizagdo desta técnica teve como objetivo principal a determinacdo da
concentracdo inicial dos nanotransportadores em estudo, permitido ainda a obtencéo de
dados relativos ao diametro médio das particulas. Para a realizacdo desta analise,
introduziu-se num ependorff do equipamento NS500 uma aliquota de 10uL de amostra
previamente diluida (1/100 em agua milli-Q ultrapurificada) e 2 mL de agua milli-Q
ultrapurificada, procedendo-se em seguida a sua homogeneizacdo por inversao. Esta
analise foi realizada em triplicado para cada uma das 5 amostras independentes de cada

um dos quatro tipos de nanotransportadores em estudo.

Figura 21: Imagem do equipamento NS500 (Nanosigth) utilizado neste trabalho.

Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada a temperatura ambiente com um leitor de pH
digital (pHmetro, USA, Figura 22) com eléctrodo de vidro, previamente calibrado com
tampdes de pH 4,0, 7,0 e 10,0. O pH das preparacdes de cada nanotransportador foi
medido logo apos a sua obtencédo e durante os trés dias que se seguiram.
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Figura 22: pHmetro digital com eletrodo de vidro utlizado neste trabalho.

Determinacao do indice de polidispersao e do didametro médio dos
nanotransportadores

A andlise do indice de polidispersdo (Pdi) e do diametro hidrodindmico médio das
particulas foi realizada pela técnica de Dispersdo Dindmica da Luz, realizada a 25°C no
equipamento Zetasizer Nano-S (Malvern, Reino Unido) com um laser de Hélio-Neon de

5 mW de poténcia continua e um comprimento de onda de 633nm (Figura 23).

De forma a determinar o diametro hidrodindmico médio e o Pdi das amostras
iniciais dos 4 nanotransportadores, optou-se por realizar 2 medigdes independentes para
cada amostra de nanotransportador. Para a primeira medic&o, utilizou-se 1ml de solugéo
de nanotransportador (diretamente da suspensao obtida na etapa de preparacdo). Para a
segunda medicdo, utilizou-se uma amostra de nanotransportador diluida (1:100) em
agua Milli-Q ultrapurificada (como descrito na literatura, a fim de evitar eventos de
multiscattering (Eidi et al., 2010)). Assim sendo foram realizadas 2 medi¢Ges no

Zetasizer Nano-S para cada nanotransportador, sendo estas realizadas em duplicado.
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Figura 23: Imagem do equipamento Zetasizer Nano-S utilizado neste trabalho.

Determinacao da carga superficial dos nanotransportadores
(Potencial Zeta)

O potencial zeta quantifica a carga superficial das particulas através da medicdo da
mobilidade electroforética e foi medido através do equipamento ZetaPlus (Brookhaven

Instruments Corporation, USA) (Figura 24).

Para a determinacdo do potencial zeta das amostras originalmente obtidas dos 4
nanotransportadores brancos em estudo, utilizaram-se aliquotas diluidas cerca de 15
vezes (100 pL de amostra de nanotransportadores diluida em 1500 pL de agua
ultrapurificada Milli-Q). Esta medicdo foi realizada a uma temperatura de 25°C sendo

0s resultados expressos em mV.

Figura 24: Imagem do equipamento ZetaPlus utilizado neste trabalho.
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3.3.3. Andlise estatistica

Para uma melhor andlise dos dados resultantes da técnica de Dispersdo Dinamica da
Luz utilizada para o célculo do indice de polidispersdo (Pdi) e do didmetro
hidrodindAmico médio das particulas foi realizado uma andlise estatistica utilizando o
sotware de analise estatistica IBM® SPSS® versdo 20.0 (Statistical Package for the
Social Sciences).Os dados relativos ao diametro hidrodindmico médio e indice de
polidispersdo das amostras dos 4 tipos de nanotransportadores diluidas foram
submetidas a uma analise de varidncia através do teste “ANOVA” com um nivel de

significancia de p<0,05 (5%).
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4. Analise e Discussao de Resultados

Neste capitulo, apresenta-se os resultados relativos aos ao tamanho médio das
particulas, Pdi, potencial zeta, concentracdo e pH, obtidas para 5 amostras

independentes de cada um dos 4 nanotransportadores em estudo.

Atualmente, sdo inumeros os estudos realizados com nanotransportadores para
encapsulacdo de farmacos com o objetivo de libertacdo controlada e/ou em regides
especificas do organismo humano. Nestes estudos € de enorme importancia realizar a
caracterizacdo fisico-quimica dos nanotransportadores, uma vez que quando realizados
testes de citotoxicidade, a informacdo proveniente da caracterizacdo € de enorme

importancia para a compreensao desses testes.

4.1. Preparacdo dos  Nanotransportadores sem
substéncia ativa

Como referido anteriormente, foram produzidos 4 tipos de nanotransportadores
diferentes sem substéncia ativa (NC, NE, LIP, NLC), tendo-se utilizado metodologias
descritas na bibliografia como sendo adequadas a preparacdo de cada um desses tipos.
Para a selecdo do tipo de nanotransportadores e respetivas metodologias de obtencdo,
contribuiu também a experiéncia existente no laboratério FarmaTec (Universidade de
Goias) proveniente de trabalhos anteriores de encapsulacdo de farmacos em

nanotransportadores.

Sendo ambas consideradas nanoparticulas poliméricas, as Nanocapsulas e

Nanoesferas foram obtidas pela utilizagdo do mesmo método, nanoprecipitagéo.
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No caso das Nanocapsulas, apds a preparagdo de uma pré-emulsdo resultado da
juncdo da fase orgéanica a fase aquosa, esta € rotoevaporada a presséo reduzida, fazendo
com que a acetona que inicialmente estd presente nas vesiculas comece a ser eliminada
para fora destas, arrastando o polimero para a interface Oleo/ agua, onde este se
precipita, uma vez que é insoltvel em agua e também como em dleo. Todas as amostras
de nanocépsulas foram rotoevaporadas até um volume de aproximadamente para 10 mL,

apresentando um aspeto final branco / Leitoso.

Por sua vez, as Nanoesferas em estudo também foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo de forma similar ao descrito para as nanocépsulas. Neste caso, a
acetona ao ser eliminado por rotoevaporacao, provoca a produgdo da matriz polimérica
da nanoesfera, pois como ha auséncia de éleo na formulacdo o polimero precipita de
forma uniforme formando uma matriz polimérica. As amostras de nanoesferas foram
igualmente rotoevaporadas para obtencdo de aproximadamente 10 mL e apresentavam
um aspeto esbranquigado.

Os NLC foram preparados através do processo de homogeneizacao a alta presséo a
quente, uma técnica realizada com temperaturas superiores ao ponto de fusdo dos
lipidos em uso. Esta consistiu em fundir a fase orgénica e adiciona-la a fase aquosa a
mesma temperatura sob elevada agitacdo de forma a formar uma emulsédo. Esta emulséo
é homogeneizada através de uma homogeneizador de alta pressdo de forma a obter
particulas com dimensdes e caracteristicas desejadas. As amostras obtidas apresentavam

um aspeto branco com reflexos azulados.

Por Gltimo os lipossomas usados no presente trabalho foram preparados através do
método da hidratacdo do filme lipidico seguido de extrusdo, método esse que tem como
base a formacdo de um filme lipidico seguido de uma hidratacdo de forma a haver a
producdo de lipossomas multilamelares que posteriormente sdo tratados
mecanicamente, por extrusdo, tornando-os vesiculas unilamelares. As amostras de
lipossomas resultantes apresentavam um volume final de aproximadamente 5 mL e

tinham um aspeto leitoso.
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4.2. Analise de localizacdo de particulas (NTA)

Como foi referido no capitulo anterior (ponto 3.3.2), a Andlise de localizacdo de
particulas (NTA) foi realizada de forma a calcular a concentracdo inicial de cada uma

das amostras preparadas dos 4 nanotransportadores em estudo.

Cada amostra de nanotransportadores analisada foi diluida cerca de 2000%, sendo

primeiramente diluida (1:100) e depois diluida (1:200) em agua milli-Q ultrapurificada.

Esta técnica possibilita a identificagdo/detecdo de particulas num estado liquido,
permitindo efetuar o calculo do didmetro hidrodindmico medio e a concentracdo de
particulas presentes na amostra em estudo. Como referido na seccdo Material e
Métodos, esta analise foi realizada em triplicado para cada amostra dos 4
nanotransportadores em estudo. Considerando que o0s resultados das concentracGes
apresentados pelo software NTA, eram relativos as amostras diluidas, de forma a

calcular a concentracdo inicial de cada amostra utilizou-se a seguinte (equacao 3):

CV, =GV, 3

Na Tabela 3 apresenta-se os resultados da avaliacdo por NTA relativamente as 5

amostras de NE em estudo.

A titulo de exemplo, a Figura 25, apresenta os graficos fornecidos pelo software
NTA apos a realizacdo da caracterizagdo a uma amostra de NE. O software produz este
tipo de gréaficos de forma ao operador conseguir estabelecer uma relacdo entre o
tamanho das particulas, a percentagem de intensidade de luz por elas refletida e a sua

concentracao.
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=
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=

Figura 25: Gréficos resultantes da anélise feita pelo software NTA a uma amostra de NE. A

imagem da esquerda, representa o grafico que relaciona tamanho e a concentracdo das particulas

presentes na amostra e a imagem da direita, representa o grafico que relaciona o tamanho, a

intensidade e a concentracdo das particulas.
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Tabela 3: Concentragdo inicial e didmetro médio das 5 amostras de cada um dos 4

nanotransportadores em estudo.

Amostras Concentracao Inicial [part/ml] Tamanho [d.nm]

NE1 (5,08 + 0,57)x10* 135,00 + 2,65

NE2 (6,02 + 0,34)x10" 146,00 + 4,36

NE3 (6,73 £ 0,11)x10* 135,67 + 2,52

NE4 (5,82 + 0,33)x10* 129,66 + 4,16

NE5 (7,47 +0,23)x10* 133,67 + 3,21
Média (6,22 + 0,91)x10" 136,00 + 6,05 (CV%=4,4)

NC1 (3,70 £ 0,27)x10% 230,33 £ 5,77

NC2 (8,09 £ 0,18)x10* 210,00 + 2,52

NC3 (6,24 + 0,26)x10" 202,00 + 2,00

NC4 (3,12 + 0,15)x10" 194,00 * 2,65

NC5 (2,73 + 0,36)x10" 229,00 + 3,60
Média (4,77 + 2,30)x10" 214,00 + 16,09 (CV%=7,5)

Lipl (5,71 + 0,50)x10" 172,67 + 6,03

Lip2 (5,29 + 0,32)x10" 159,00 + 8,54

Lip3 (7,80 £ 0,37)x10" 160,67 + 4,73

Lip4 (9,12 + 0,25)x10" 172,33 + 2,08
Média (6,98 + 1,80)x10" 166,17 + 7,35 (CV%=4,4)
NLC1 (5,45 + 0,33)x10" 206,33 + 9,00
NLC2 (7,02 £ 0,15)x10" 192,00 + 3,54
NLC3 (4,96 + 0,20)x10" 178,00 + 14,00
NLC4 (2,10 + 0,23)x10" 199,00 + 26,66
NLC5 (3,08 + 0,46)x10* 200,33 + 12,74
Média (4,96 + 1,95) x10" 195,07 + 10,76 (CV%=5,5)

Os resultados sdo expressos como média + DP (n=3) a Média é expressa como média + DP das 5 experiencias

independentes (n=5). NE: nanoesferas; NC: nanocapsulas; Lip: Lipossomas; NLC: Carregadores lipidicos

nanoestruturados.
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A determinacdo da concentracdo de nanotransportadores é de grande importancia
aquando da realizacdo de estudos com culturas celulares in vitro pois permite
normalizar amostras de diferentes nanotransportadores para 0 mesmo numero inicial de
particulas/mL. Apenas com a obtencdo destes valores se podem realizar estudos que
permitam avaliar a citotoxicidade de nanotransportadores em funcdo do nimero de
particulas (de tamanho conhecido) e ndo da sua concentracdo (m/v), por forma a

verificar a influéncia deste fator na viabilidade de células expostas a estas particulas.

Como se pode verificar na Tabela 3, verificou-se a existéncia de alguma variacao
dos valores de concentragdo obtidos segundo o tipo de nanotransportador, sendo que
estes valores variaram entre 2,1 x10*? part/ml (NLC) e 9,2 x10** part/ml (Lip). Verifica-
se igualmente que, no que respeita a concentracdo em particular, existe uma maior
similaridade de resultados obtidos entre os diferentes ensaios para 0 caso das
Nanoesferas (coeficiente de variagdo (CV%) = 14,6%) comparativamente aos restantes
nanotransportadores (CV% de 25,8%, 43,2% e 48,3% para o caso de LIP, NLC e NC,

respetivamente).

Como referido, os resultados apresentados na Tabela 3, demonstram que as 5
amostras de NE em estudo apresentam concentragdes muito proximas entre si.
Relativamente ao tamanho apresentado pelas NE, igualmente se verifica que os
resultados sdo de maneira geral muito préximos (CV%-= 4,4%, n=15). Estes resultados
sugerem assim uma elevada repetibilidade do método de preparacéo e da formulacao de
NE.

No que respeita as 5 amostras de NC, ao analisarmos a Tabela 3, pode-se verificar
que as amostras NC2 e NC3 apresentam uma concentracdo de particulas muito superior
as apresentadas pelas restantes amostras de NC. Esta diferenca de concentracdo deve-se
possivelmente ao facto de estas terem sido mais rotoevaporadas que as outras amostras,
apresentando um menor volume final de amostra. Tal acontecimento pode facilmente
ocorrer, pois aquando da rotoevaporacdo o volume final de aproximadamente 10 mL ¢
controlado visualmente pelo operador. Assim, as amostras finais ficam mais
concentradas, uma vez que lhes € retirada mais agua, ficando assim com mais particulas
por mililitro. A concentracdo das amostras NC1, NC4 e NC5 apresentam valores mais

similares entre si. Face aos resultados obtidos, denota-se a influéncia do operador,
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ficando patente a importancia da realizacdo da andlise por NTA para obtencdo da
concentracdo de amostras provenientes de uma mesma metodologia. J& no que diz
respeito ao didmetro hidrodindmico médio apresentado pelas 5 amostras de NC, os
resultados apresentam valores proximos (CV% = 7,5%, n=15), correspondendo a um
tamanho médio de 214,0£16,1 nm. Ao contrario do que aconteceu nos resultados
relativos as concentragdes, as amostras NC2 e NC3 ndo apresentaram resultados
discrepantes no tamanho médio, podendo-se assim concluir que apesar de ambas as
amostras referidas apresentarem mais particulas/mL do que as outras amostras, o

tamanho das particulas manteve-se similar.

Uma vez que nanoesferas e nanocapsulas foram obtidas pelo mesmo método de
preparacdo, tendo sido utilizadas formulagdes idénticas (com a diferenca da incluséo de
6leo (captex) na formulacdo das NC), torna-se logica a comparacao de resultados entre
estes dois nanotransportadores. Neste seguimento, pode-se verificar que os resultados
provenientes da analise por NTA mostram que as NE sdo particulas mais pequenas
(tamanho médio 136,00 + 6,05 nm) do que as NC (214,00 £ 16,09 nm), diferenca esta
que pode ser devida a inclusdo de 6leo na formulacéo de NC, tornando-as assim maiores

do que as NE.

Comparativamente aos restantes nanotransportadores, os lipossomas foram aqueles
que apresentaram um valor médio de concentragdo superior (6,98+1,80)x10%). Tal
facto pode ser justificado devido ao volume final das amostras ser aproximadamente 5
mL, levando assim a existéncia de um maior numero de particulas por mililitro. A
elevada concentracdo destas amostras (particulas/mL), poderd também relacionar-se
com a elevada razdo fosfolipido: agua utilizada. Relativamente as concentracdes
determinadas para as diferentes amostras de lipossomas (Tabela 3), os valores obtidos
demonstram a existéncia de alguma discrepancia (CV% = 25,8%, n=12). As amostras
Lipl e Lip 2 foram as que apresentaram concentragdes similares, sendo que as amostras
Lip3 e Lip4 apresentaram valores discrepantes. Estas diferencas poderdo ser explicadas
pela ocorréncia de alguma perda de amostra associada ao processo mecanico de
extrusdo. No que diz respeito aos valores de diametro médio das particulas, as 4
amostras de Lipossomas apresentaram valores muito similares (CV% = 4,42%, n=12),

com uma média de 166,17 nm. Contrariamente ao que se verificou nos valores de
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concentragdo, as amostras Lip3 e Lip4 apresentaram valores muito préximos aos
apresentados pelas restantes amostras, denotando-se assim que apesar das discrepancias
de valores na concentracdo das amostras, as particulas apresentaram diametros médios

similares.

Refira-se que, no caso particular dos lipossomas, apenas se apresentam resultados
para 4 amostras, devido a ocorréncia de problemas técnicos durante a caraterizacdo da

quinta amostra.

Por ultimo, no que respeita as 5 amostras de NLC, ao analisarmos a Tabela 3, pode-
denota-se a existéncia de uma elevada variabilidade entre os resultados das
concentracdes das amostras (CV% = 43,2%, n=15), sendo as amostras NLC2, NLC4 e
NLC5 as que apresentaram maiores diferencas. Esta variabilidade pode ser explicada
pelo método de preparacdo das NLC, uma vez que durante os 6 ciclos de HPH a quente
correm perdas variaveis de amostra. Relativamente aos resultados dos didametros
médios, tal como para 0s outros nanotransportadores, as diferentes amostras
apresentaram valores proximos entre si, evidenciados pelo baixo coeficiente de
variabilidade calculado (CV% = 5,5%, n=15), com uma média de 195,07 nm. Por
ultimo, refira-se que com base na analise por NTA, as particulas com menor dimensao
foram as NE, seguidas pelos LIP, NLC e finalmente as NC (com tamanhos médios de
136,0 nm, 166,2 nm, 195,1 nm e 214,0 nm, respetivamente).

4.3. Dispersao Dinamica de Luz (DLYS)

Esta técnica de caracterizacdo possibilita o calculo de 2 parametros, o diametro
hidrodinamico médio e o indice de polidispersdo (Pdi) de forma a obter dados sobre o
tamanho médio dos nanotransportadores em estudo e sobre a sua distribuicdo de
tamanho, respetivamente. A distribuicdo de tamanho pode apresentar-se, como sendo
unimodal (apresenta uma populacdo), multimodal (apresenta varias populacdes),
monodispersa ou polidispersa, contendo uma distribuicdo de tamanhos estreita, ou larga,
respetivamente (Gaumet et al., 2008). Uma vez usado uma escala compreendida entre 0

e 1, considera-se um “bom” indice de polidispersdo aquele que apresenta um valor
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inferior a 0,1 representando uma populacdo de particulas com elevada homogeneidade.
Pelo contrario, um indice de polidispersdo elevado sugere uma ampla distribuicdo de

tamanho ou mesmo a existéncia de varias populacdes (Gaumet et al., 2008).

Para a elaboracéo desta caracterizacdo optou-se por fazer 2 medidas independentes,
cada em duplicado, para cada um dos 4 nanotransportadores em estudo, como foi
referido no ponto 3.3.2. Analisou-se entdo uma Amostra diluida, tal como realizado na
maioria dos trabalhos descritos na literatura, e determinou-se adicionalmente os mesmos
parametros para a amostra inicial de cada um dos nanotransportadores (amostra obtida
segundo as metodologias descritas na seccdo de Material e Métodos e doravante
designada como Amostra inicial). De uma forma geral, verificou-se que as amostras
iniciais apresentaram tamanhos similares ou ligeiramente superiores comparativamente
com as amostras diluidas (a excecdo dos NLC os quais apresentaram valores muito
superiores, como seré referido posteriormente) (Tabelas 8-11). Mais ainda, os valores de
Pdi determinados para as Amostras iniciais foram geralmente> 0,1 (variando entre
0,095 nas NE e 0,675 nos NLC), provavelmente devido a elevada concentracdo de
nanotransportadores nestas amostras, 0 que podera levar a ocorréncia de fendmenos de
multiscattering e até mesmo de agregacdo de particulas (Eidi et al., 2010). Assim,
ambos os resultados sdo apresentados (para amostras iniciais e diluidas) tendo-se
procedido a analise estatistica apenas para os dados obtidos para as amostras diluidas.

Seguidamente, apresentam-se 0s resultados do diametro médio e do Pdi relativos as
5 amostras de nanoesferas (Tabela 4) bem como os graficos da analise por DLS
(provenientes do software Zetasizer) relativos a distribuicdo de tamanho por intensidade
(%) e por volume (%) (Figuras 26 e 27).
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Tabela 4: Tamanho (didmetro hidrodindmico médio) e indice de polidispersdo (Pdi) das

amostras de Nanoesferas (NE) de PCL.

Amostra Inicial Tamanho [d.nm] Pdi
NE 1 138,30 + 0,28 0,123 + 0,001
NE 2 134,20 + 1,84 0,095 + 0,002
NE 3 133,65 + 1,06 0,098 + 0,009
NE 4 140,45 + 0,77 0,210 + 0,009
NE 5 143,75+ 0,21 0,190 + 0,011
Média 138,07 + 4,25 0,142+ 0,050

Amostra Diluida Tamanho [d.nm] Pdi
NE 1 128,50 + 0,56° 0,053 + 0,001 "
NE 2 126,20 + 2,55°" 0,080 + 0,005*"
NE 3 128,95 + 2,33°" 0,040 + 0,005°
NE 4 120,00 £ 1,41° 0,075 + 0,006 *"
NE 5 128,00 + 2,83° 0,068 +0,021°
Média 126,33 + 3,69 0,064 + 0,017

Os resultados séo expressos como Média + DP de 2 medidas realizadas pelo equipamento @ mesma amostra de NE; a
Média é expressa como Média + DP das 5 experiéncias independentes (n=10). Os valores seguidos de letras

diferentes sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Figura 26: Distribuicdo média do tamanho por intensidade das NE, (----) Amostras diluidas

e (----) Amostras iniciais.
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Figura 27: Distribuicdo média do tamanho por percentagem de volume das NE.

Os tamanhos apresentados pelas diferentes amostras de nanoesferas sdo muito
proximos entre si, verificando-se que apenas uma das amostras (NE 4) apresenta
diferencas estatisticamente significativas de tamanho (p<0,05) quando comparada com
outras amostras de NE (NE1 e NE 5). Todas as amostras apresentam um valor de Pdi
baixo (<0,1), indicando uma distribuicdo de tamanho de particulas homogeénea. Tal é
igualmente verificado pela analise dos graficos fornecidos pelo software Zetasizer
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(Figuras 26 e 27), onde se pode observar que as particulas se distribuem num curto
intervalo de tamanhos verificando-se uma distribuicdo de tamanho homogénea,

aproximando-se de uma distribuicdo unimodal e monodispersa.

No caso das NE iniciais, os valores de tamanho obtidos ndo foram muito distantes
dos da amostra diluida, apresentado contudo um valor superior de Pdi (valor médio de
0,142). De facto, nos graficos de distribuicdo média do tamanho por percentagem de
intensidade e por percentagem de volume respetivamente (Figuras 27 e 28) constata-se
que a distribuicdo € multimodal com a presenca de um pequeno nimero de particulas de
elevado tamanho (valor médio de 4800 nm), tal poder-se-a dever a elevada
concentracdo de particulas nesta amostra e subsequente ocorréncia de fendmenos de

agregacao.

Os resultados referentes ao didmetro hidrodindmico médio e do Pdi das 5 amostras
de nanocépsulas e respetivos graficos provenientes da analise por DLS, apresentam-se
na Tabela 5 e Figuras 28 e 29.
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Tabela 5: Tamanho (didmetro hidrodindmico médio) e indice de polidispersdo (Pdi) das 5

amostras de Nanocépsulas (NC) de PCL.

Amostra Pura Tamanho [d.nm] Pdi
NC 1 201,60+ 141 0,168 + 0,008
NC 2 201,25+ 3,18 0,081 + 0,097
NC 3 185,25+ 1,48 0,090 £ 0,027
NC 4 186,50 * 2,69 0,081 £ 0,015
NC 5 197,90 £ 4,52 0,167 + 0,002
Média 194,50 + 8,01 0,118+ 0,0459
Amostra Diluida Tamanho [d.nm] Pdi
NC 1 176,00 + 0,57 %" 0,0625 + 0,0233°
NC 2 180,75+ 0,21° 0,0160 + 0,0141°
NC 3 171,25 +2,75°% 0,0350 + 0,0250°
NC 4 170,90 + 2,68° 0,0405 + 0,0049°
NC5 172,00+ 0,85° 0,0630 + 0,0260°
Média 174,18 + 4,20 0,0433 £0,0190

Os resultados sdo expressos em Média + DP de 2 medidas realizadas pelo equipamento a mesma amostra de NC

(n=2) e a Media é expressa em Média + DP das 5 experiencias independentes (n=10). Os valores seguidos de letras

diferentes sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Figura 28: Distribuicdo média do tamanho por intensidade das NC, (----) Amostras diluidas
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Figura 29: Distribuicdo média do tamanho por percentagem de volume das NC.

A semelhanca das NE, as 5 amostras de NC apresentam uniformidade nos tamanhos

obtidos, com valores préximos entre si, sendo que apenas a amostra NC 2 apresentou

diferencas estatisticamente significativas de tamanho (p<0,05) quando comparada com

as amostras de NC 3, NC 4 e NC 5. No que respeita o Pdi ndo foram verificadas

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Tal como para as NE, o Pdi para
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todas as amostras ndo ultrapassou o valor de 0,1, denotando assim uma distribuicéo de

tamanho de particulas homogénea e unimodal, o que é confirmado pela anlise das

Figuras 28 e 29.

Os resultados da avaliacdo do diametro hidrodindmico médio e do Pdi das 4

amostras de Lipossomas podem ser visualizados na Tabela 6 e nas Figuras 30 e 31.

Tabela 6: Tamanho (didametro hidrodindmico médio) e indice de polidispersdo (Pdi) das 4

amostras Lipossomas.

Amostra Pura Tamanho [d.nm] Pdi
Lip 1 177,45 + 0,212 0,289 + 0,006
Lip 2 168,15 + 3,46 0,320 + 0,048
Lip 3 142,10 + 2,97 0,450 + 0,025
Lip 4 211,10 + 3,54 0,370+ 0,016
Média 174,70 + 28,50 0,350 + 0,0710
Amostra Diluida Tamanho [d.nm] Pdi
Lip 1 124,65 + 1,20° 0,076 + 0,013%"
Lip 2 136,15 + 4,18"° 0,133 +0,003°
Lip 3 134,15+ 0,07° 0,176 + 0,026 °°
Lip 4 166,2 + 0,424 © 0,240 + 0,008 ¢
Média 140,28 + 17,98 0,150 + 0,069

Os resultados séo expressos em Média = DP de 2 medidas realizadas pelo equipamento a mesma amostra de Lip

(n=2) e a Média é expressa em Média + DP das 4 experiencias independentes (n=8). Os valores seguidos de letras

diferentes sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Figura 30: Distribuicdo média do tamanho por intensidade das Lipossomas, (----) Amostras

diluidas e (----) Amostras iniciais.
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Figura 31: Distribuicdo média do tamanho por percentagem de volume dos lipossomas.

Comparativamente as NE e NC, os lipossomas apresentaram alguma variabilidade
de tamanhos, variando entre aproximadamente 125 nm e 166 nm, e apresentando um
valor de Pdi medio de 0,150. No caso das amostras iniciais verifica-se um valor de Pdi
elevado (bastante superior a 0,1) e uma variabilidade de tamanhos ainda maior,
obtendo-se inclusivamente um valor superior a 200 nm na amostra Lip 4. Tal podera

dever-se a alguma instabilidade das particulas, devido a baixos valores de potencial Zeta
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(como sera referido posteriormente), levando & ocorréncia de fenémenos de agregacéo,
0S quais sdo mais evidentes e pronunciados na amostra inicial, com elevada
concentracdo de particulas. Ao analisar a Figura 30, proveniente do software Zetasizer,
observa-se a existéncia de uma elevada percentagem de particulas com tamanho de
aproximadamente 140 nm (amostra ap0s dilui¢do). J& na avaliagcdo da amostra inicial, €
possivel verificar a existéncia de uma distribuicdo heterogénea de tamanhos e

multimodal com a presenca de particulas de grande dimensao.

Por fim serdo apresentados na Tabela 7 e nas Figuras 33 e 34 os resultados relativos
ao didmetro médio hidrodindmico e pdi das 5 amostras de transportadores lipidicos

nanoestruturados.
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Tabela 7: Tamanho (didmetro hidrodindmico médio) e indice de polidispersdo (Pdi) das 5

amostras de Transportadores Lipidicos Nanoestruturados (NLC).

Amostra Pura Tamanho [d.nm] Pdi
NLC 1* 584,30 + 8,34 0,527+ 0,02
NLC 2* 453,40 + 8,20 0,500+ 0,015
NLC 3* 522,80 + 11,03 0,490+ 0,045
NLC 4* 549,25 + 18,17 0,675+ 0,094
NLC 5* 692,75 + 7,84 0,601+ 0,005
Média 560,5 + 88,14 0,56+ 0,08
Amostra Diluida Tamanho [d.nm] Pdi
NLC 1 172,00 + 3,11°° 0,266+ 0,017*"
NLC 2 147,65 + 7,00 0,335+ 0,018*"
NLC 3 166,65 + 0,92 "¢ 0,423+ 0,018°
NLC 4 201,50 +5,94° 0,501+ 0,129°
NLC 5 161,05 + 8,34° 0,180+ 0,002°
Média 170,07 + 19,51 0,341 + 0,126

Os resultados séo expressos em Média £ DP de 2 medidas realizadas pelo equipamento a mesma amostra de Lip
(n=2) e a Média é expressa em Média + DP das 5 experiéncias independentes (n=10). * N&o apresentaram qualidade

de critério no software ZetaSizer. Os valores seguidos de letras diferentes séo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Figura 32: Distribuicdo média do tamanho por intensidade dos NLC presentes na amostra
diluida.
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Figura 33: Distribuicdo média do tamanho por percentagem de volume dos NLC.

Através da andlise da Tabela 7, podemos verificar a elevada variabilidade de
resultados entre diferentes ensaios, quer no que respeita o diametro hidrodindmico
médio (valores entre aproximadamente 148 nm e 202 nm) quer valores de Pdi (valores
entre 0,18 e 0,51) o que denota uma alguma heterogeneidade, possivelmente associada
ao método de preparagdo. Todas as amostras apresentaram valores de Pdi >0,1 o que

indica uma distribuicdo de tamanho multimodal e polidispersa (Figuras 32 e 33).

De referir que os resultados apresentados para a amostra inicial s&o meramente
indicativos, uma vez que o software do equipamento Zetasizer forneceu a informacéo
que os resultados eram néo satisfatorios devido a elevada polidispersdo da amostra, ndo
cumprindo os critérios de qualidade necessarios a realizacdo da analise. Este facto

poderd ser devido a presenca de véarias populagdes de particulas (distribuicdo
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multimodal) nas quais se incluam particulas de grande dimensdo, bem como a
aglomerados de particulas ou restos de formulagcdo (lipidos) que possam levar a
ocorréncia de eventos de dispersdao multipla (efeito de multiscattering) intensificados

pela elevada concentracdo da amostra

Por Gltimo, ao analisarmos as Tabelas 4-7 relativas aos resultados do tamanho médio
e Pdi dos 4 nanotransportadores em estudo, verifica-se que as particulas que apresentam
uma média de tamanho menor foram as NE (126,22 + 3,69 nm), contrariamente, as
maiores foram as amostras de NLC (170,07 = 19,51 nm). Embora as NC e NE tenham
sido preparadas pelo mesmo método (nanoprecipitacdo) e com formulacGes idénticas, as
NC apresentam um tamanho superior as NE, permitindo concluir que a incluséo de 6leo
na formulagdo das NC provoca um aumento nas particulas resultantes. O mesmo
resultado foi previamente descrito por Ameller e colaboradores (2003) aquando da
preparacdo de NE e NC por nanoprecipitacdo, apenas diferindo na inclusdo de 6leo na
formulacdo de NC. Relativamente a distribuicdo de tamanhos, as NC e NE apresentam
os menores valores de Pdi (0,043 £ 0,019 e 0,064 + 0,017, respetivamente), j& os Lip e
as NLC apresentaram valores elevados de Pdi (>0,1) o que indica uma menor

estabilidade destas particulas.

Na Tabela 8 apresentam-se diferentes trabalhos relativos a nanotransportadores
similares aos estudados, tendo-se tentado selecionar particulas cuja preparacdo tenha
sido realizada com o mesmo método e formulagdes idénticas. De uma forma geral, 0s
resultados obtidos vdo de encontro aos valores publicados na literatura, contudo por
vezes nao sendo diretamente compardveis devido a diferencas nas formulacGes
(utilizacdo de tensioativos e lipidos diferentes, inclusdo de substancia ativa, etc). No que
respeita os valores de tamanho médios e Pdi de nanoesferas obtidas em estudos prévios
(Tabela 8), pode-se constatar que estas apresentam um maior didmetro médio
comparativamente ao tamanho das NE em estudo. Tal pode ser devido a diferencas na
formulacéo, pois apesar de todas apresentarem PCL na sua composic¢ao os tensioativos
usados sdo diferentes. Outro fator que pode explicar esta diferenca de tamanhos podera
ser a percentagem de polimero utilizado na fase orgéanica, como referido por Fessi e

colaboradores (1989). De forma idéntica, as NC avaliadas no presente trabalho
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apresentaram tamanhos ligeiramente inferiores aos descritos na bibliografia. Contudo,
verificou-se uma distribuicdo restrita e unimodal (Pdi médio de 0,043) contrariamente
aos valores reportados na literatura, os quais sdo superiores 0,1 indicando diferentes

populacdes de particulas nas suspensdes coloidais.

Os lipossomas em estudo apresentaram tamanhos similares aos descritos por
Conceicao et al. (2009) e Ferreira (2006), tendo sido utilizada a mesma formulagéo e
método de preparacdo. Ja para as NLC, os trabalhos apresentados na Tabela 8 foram
realizados com formulagbes muito diversas, frequentemente incluindo substancia ativa
e, alguns deles utilizando metodologias diferentes da usada neste trabalho, pelo que

torna-se dificil a comparacao de resultados.

Por ultimo, observando a Tabela 8, é de salientar a auséncia de valores de Pdi, um
importante fator na caracterizacdo de particulas, para varios dos nanotransportadores

estudados.
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Tabela 8: Exemplos de NT descritos na literatura, respetivas formulagdes, método de preparacgdo, diametro hidrodindAmico médio e Pdi.

NT Formulacéo Método Tamanho [nm] Pdi Referéncia
Polimero Tensioativo Oleo
NE PCL Lipoid S75 - Nanoprecipitacdo 1941451 - Ameller et al., 2003
PCL Poloxamer 188 - Nanoprecipitacdo 208+2,9 - Verger et al., 1998
PCL Span 80/Tween 80 - Nanoprecipitacdo 266111 0,4632+0,049 Zili et al., 2005
PCL Lipoid S75 Miglyol 810 Nanoprecipitacdo 294195 - Ameller et al., 2003
PCL 42500 Montane 60/Montanox 80 Miglyol 810 Nanoprecipitacdo 285,2+10,1 - Tewa-Tagne et al., 2006
NC PCL Monoelato de Sorbitano/Tween 80 Captex Nanoprecipitacéo 230£20 0,21+0,10 Ourique et al., 2008
PCL Span 80/Tween 80 Benzoato de Benzilo Nanoprecipitacdo 40010 0,2527+0,012 Zili et al., 2005
PCL 65000 Poloxamer 188/Lecitina de Soja Benzoato de Benzilo Nanoprecipitacdo 228+16,1 - Cauchetier et al., 2003
Lipido Antioxidante Colesterol
PC - v E.M 236,8+33 - Aoki et al., 1997
Lip PC v v HFL 57,8 0,31#1,3  Lima & Oliveira, 2002
PC - - HFL + E.M 12533 0,27 Conceicdo et al., 2009
PC - - HFL + E.M 13345 0,09 Ferreira, 2006
Lipidos Tensioativo SA
i%lllop?;? gg;g Tween 80/ Lecitina Ac. trans-retin6ico Emulsificacdo 162,68+0,75 0,11+0,04 Chlnsrlvvzoonlglk uletal,
NLC GMS/AO/MCT Lipoid E-80/ Poloxamer 188/ DS Bufadienolidos Emulsificagéo 104,1+51,2 = Lietal., 2010
GMS/ Miglyol Poloxamer 188/ Lecitina Vimpocetina HPH Quente 132+6,1 - Zhuang et al., 2010
Compritol 888 Poloxamer 188/Desoxicolato de .
a-Tocoferol s6dio - HPH Quente 244,9+11,6 0,282+0,05 Souto & Miiller 2005
GMS/MCT Poloxamer 188/ Lecitina silibina E\'f;;g'rzz‘;o 232,148,3 i Jiaetal., 2010

E.M.: extrusdo mecanica; HFL: hidratacdo de filme lipidico; HPH: homogenizagdo a alta pressdo; AO: ac. Oleico; GMS: monoestearato de glicerol; MCT: triacilglicerol de cadeia média.
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4.4. Potencial Zeta

O potencial Zeta € um potencial elétrico no campo de quebra (plano de corte), que é
definido como a distancia da superficie da particula aum ponto no fluido da suspensao,
onde ides de carga elétrica oposta permanecem fortemente ligados a particula quando
esta se move num campo elétrico. Este é calculado através da mobilidade eletroforética

das particulas num campo elétrico (Brookhaven Instruments, 2013).

O potencial zeta é uma medida indireta da estabilidade fisica das particulas e que
pode influenciar a cinética de libertacdo e o destino bioldgico dos nanotransportadores
pois, quando as particulas possuem carga positiva tendem a ser atraidas por cargas

negativas de superficies e componentes biologicas, e vice-versa (Tamjidi et al., 2013).

A magnitude do potencial zeta da-nos a indicacdo da estabilidade fisica de um
sistema coloidal pois se todas as particulas de uma suspensdo apresentarem um
potencial zeta elevado (negativa ou positivamente), estas vao-se repelir umas as outras

ndo havendo assim tendéncia em criar agregados.

Particulas com um potencial zeta superior a 30 mV (valor absoluto) sdo
consideradas fisicamente estaveis, por outro lado se o potencial zeta rondar os 20 mV
(negativo ou positivo), geralmente a suspensdo coloidal apresenta apenas estabilidade
de curto prazo, podendo-se verificar uma rapida agregacao de particulas para valores de
potencial Zeta na ordem dos -5 mV a +5 mV (Mishra et al., 2009). Contudo, em
determinadas situagdes (por exemplo quando tensioativos de elevado peso molecular
sdo usados ou quando ocorre adsorcao de moléculas a superficie das particulas) as
suspensdes podem ser estaveis, mesmo apresentando valores de potencial Zeta da ordem
dos 20 mV, ou até inferiores (Mishra et al., 2009).

Na Tabela 9 apresentam-se os valores de potencial Zeta das 5 amostras de cada um

dos nanotransportadores em estudo.

75



Andlise e Discussao de resultados

Tabela 9: Potencial Zeta das 5 amostras de cada um dos nanotransportadores em estudo.

Amostras Potencial Zeta [mV]
NE1 -19,25 + 0,63
NE2 -22,38 £ 0,62
NE3 -15,1 £ 0,66
NE4 -24,97 + 1,68
NES -15,19 + 0,62

Média -19,38 + 4,36
NC1 -13,31 £ 0,65
NC2 -14,36 =+ 0,63
NC3 -13,70 £ 0,89
NC4 -10,27 £ 0,36
NC5 -23,49+ 1,68

Média -15,02 £ 4,99
Lipl -3,83+0,78
Lip 2 -9,06 + 1,22
Lip3 -7,33 + 3,47
Lip4 -7,22 + 0,53

Média -6,86 + 4,01

NLC1 -15,95 + 0,40

NLC2 -21,55 £ 0,55

NLC3 -17,87 £ 0,70

NLC4 -22,84+£0,34

NLC5 -19,20+ 1,91

Média -19,48 + 2,77

Os resultados sdo expressos como Média + DP de 2 medidas realizadas pelo equipamento & mesma amostra de NE
(n=2) e a Média é expressa como Média + DP das 5 experiencias independentes (n=5). NE- nanoesferas; NC-

nanocépsulas; Lip- Lipossomas; NLC- Carregadores lipidicos nanoestruturados.

A determinacdo do valor de potencial zeta das amostras de nanotransportadores é de

grande importancia, pois este € um indicador da estabilidade das particulas.

Como se pode observar na Tabela 9, verifica-se a existéncia de uma variagdo de

valores de potencial zeta obtidos entre os diferentes nanotransportadores em estudo,
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sendo que estes valores variam entre -6,86 = 4,01mV para lipossomas e -19,48 + 2,77
mV para os NLC.

De um maneira geral, com excecdo dos lipossomas, os valores de potencial Zeta das
5 amostras de cada um dos nanotransportadores em estudo, indicam que estas
apresentam uma estabilidade de curto prazo. Contrariamente, os valores apresentados
pelas 4 amostras de lipossomas (-6,86 + 4,01mV) indicam que estas sdo fisicamente
instaveis, apresentando tendéncia a criar agregados devido a baixa de repulsdo entre

particulas.

Todas as amostras analisadas apresentam valores negativos de potencial Zeta. Tal
facto pode ser explicado pela composi¢éo de cada um dos nanotransportadores.

No caso das nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas) o potencial
Zeta depende principalmente da natureza quimica do polimero e do tensioativo utilizado
nas suas formulagBes. Quando utilizados tensioativos n&o-idnicos, os valores de
potencial zeta obtidos irdo ser de acordo a natureza do polimero, apresentando carga
positiva ou negativa conforme se trate de um polimero catidénico ou aniénico (Mora-
Huertas et al., 2010). Por outro lado quando as nanoparticulas sdo preparadas com
polimeros e tensioativos com carga negativa, os valores de potencial zeta serdo
negativos e com um valor absoluto maior, do que quando utilizado tensioativos néo-
i6nicos. Similarmente quando utilizado tensioativos com carga positiva, serdo obtidos

valor de potencial zeta positivos (Mora-Huertas et al., 2010).

As nanoesferas e nanocapsulas preparadas neste trabalho, apresentam potencial Zeta
negativo devido a presenca de um polimero do tipo poliéster, PCL, na sua formulacéo,
uma vez que este confere um potencial negativo a interface das particulas devido a
presenca de cadeias carboxilicas na sua composicdo (Mora-Huertas et al., 2010). Como
0s tensioativos usados na formulacdo destas nanoparticulas poliméricas sdo nao-ionicos,

estes ndo interferem no potencial apresentado pelas particulas.

No caso dos lipossomas, 0 potencial zeta pode ser alterado consoante a composi¢éo
do fosfolipido presente na sua formulacdo. Neste trabalho utilizou-se a fosfatidilcolina
(PC), considerado um fosfolipido zwitterionico ou seja com carga igual a zero,

apresentando um grupo positivo (colina) e um grupo negativo (fosfato). Neste caso, 0
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valor negativo do potencial zeta deve pode ser atribuido & presenca de acido fosfatidico

na fosfatidilcolina de soja usada na preparacao dos lipossomas.

Por sua vez, o potencial zeta dos transportadores lipidicos nanoestruturados
apresentam valores negativos devido a natureza quimica da matriz das NLC,
nomeadamente a presenca de acido oleico uma vez que os tensioativos utilizados da

formulag&o destas NLC sdo ndo ionicos.

No que respeita os valores obtidos, de uma forma geral, estes encontram-se dentro
da gama de valores descrita na bibliografia (Tabelas 10 a 12). No caso das
nanoparticulas poliméricas, estudos realizados com particulas similares, isto é, que
incluem PCL na sua composic¢do, sem substancia ativa e sendo obtidas pelo mesmo
método utilizado neste trabalho (nanoprecipitacdo), encontram-se descritos na literatura
valores de potencial Zeta negativos entre -4,45 e -62,3 mV (Tabela 10). Apesar dos
tensioativos utilizados serem diferentes, podendo dai advir uma diferenca de valores, é
de salientar que as NC e NE obtidas neste trabalho apresentaram valores de potencial

Zeta negativos de forma similar aos descritos na bibliografia.
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Tabela 10: FormulagBes e potencial zeta de algumas nanoparticulas poliméricas (NC e NE)
preparadas através do método de nanoprecipitacdo presentes na literatura.

NT  Polimero Tensioativo Oleo P. Zeta [mV] Referéncia
. Ameller et al.,
PCL Lipoid S75 - -20 2003
NE
PCL Poloxamer 188 - -29,0+1.1 Verger et al., 1998
o ) Ameller et al.,
PCL Lipoid S75 Miglyol 810 -62,3+1,3
2003
PCL Montane ) Tewa-Tagne et al.,
Miglyol 810 -27,9+1,0
(42500) 60/Montanox 80 2006
NC
Monooleato de Ourique et al.,
PCL ) CCM -4,45+0,48
Sorbitano/Tween 80 2008
Monoelato de Ourique et al.,
PCL ) SFO -8,3843,0
Sorbitano/Tween 80 2008

NT- nanotransportadores; NE- nanoesferas; NC- nanocapsulas. PCL :Poli (e-caprolactona); PLGA :Acido poli-latico-
co-glicélico; SFO :Oleo de sementes de girassol; CCM :Mistura de triacilglicerdis caprico/caprilico.

A Tabela 11 apresenta exemplos de resultados descritos na literatura relativos ao

potencial zeta de lipossomas.

Tabela 11: Formulagbes, métodos de preparacdo e potencial zeta de alguns lipossomas

presentes na literatura.

Fosfolipido SA Método P. Zeta [mV] Referéncia
PC - HFL + E.M -16,1 Gu et al., 2003
5-fluorauracilo / Conceicdo et
HFL + E.M -72+16
Metotrexano al., 2009
Aoki et al.,
PC* - E.M. -4,3+0,6
1997
PC - HFL + EM -1,4+0,1 Ferreira, 2006

*Preparado com PC e Colesterol; PC :Fosfatidilcolina; S.A :Susbtancia Ativa; HFL: Hidratacdo do filme lipidico;

E.M: Extrusdo mecanica.
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Também para os lipossomas, os resultados do potencial zeta obtidos (-3,83 a -9,06
mV) vao de encontro aos reportados na literatura (tabela 11). Em ambos os casos todo
os valores de potencial zeta sdo negativos e inferiores a 20 mV, apresentando em alguns
casos valores muito baixos em alguns casos, 0 que indica uma possibilidade elevada de
ocorréncia de agregacdo de particulas. Refira-se que, a semelhanca deste trabalho, todos
os lipossomas presentes na Tabela 11 contém fosfatidilcolina, o que pode induzir uma

pequena carga superficial negativa.

Na Tabela 12, apresentam-se exemplos de valores de potencial zeta de NLC

descritos na literatura.

Apesar destes ndo apresentarem uma formulacdo igual a usada no presente estudo e
nem sempre utilizarem a mesma técnica de preparacdo, verifica-se que todos eles
apresentam potencial Zeta negativo. Contudo, tal pode ser induzido quer pelos lipidos
negativos presentes na formulacdo das NLC em estudo, tal como o &cido oleico
(Chinsriwongkul et al., 2011) quer devido ao facto da maioria dos NLC presentes na

Tabela 15 apresentarem substancia ativa.
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Tabela 12: Formulag6es, métodos de preparagdo e potencial zeta de alguns NCL presentes

na literatura.

Lip. Lip L , A
solido  Liquido S.A Tensioativo  Meétodo P.Zeta[mV] Referéncia
Cetil A Oleico/ Tween 80/ Emulsific Chinsriwong
. . . ATRA - N -57,02+1,55 kul et al.,
palmilato  Oleo Soja Lecitina acao
2011
GMS A.Oleico/ He_spere Tween 80 qutg 5.42+0,34 Fathi et al.,
Estasan tina mecanico 2013
oy AOleico/  Bufadie Lipoid E-807 ¢ ysific s Lietal,
- +2,
MCT nolides Poloxamer acao 2010
188/ DS
Vimpoc HPH Zhuang et
GMS  Miglyol " Poloxamer -23,5+0,7 g
etina 188/ Lecitina Quente al., 2010
Comprito a- HPH Souto &
p i Poloxamer 14408
1 888 Tocoferol 188/ DS Quente Muller 2005
Emulcéo ]
o Poloxamer Jiaetal,
GMS MCT Silibina o Evaporac -20,7£1,5
188/ Lecitina 3 2010
o

S.A: Substancia Ativa; MCT: Triacilglicerol de cadeia média; GMS: Monoestearato de glicerol; ATRA: Acido trans

retindico; DS: Desoxicolato de Sodio.
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4.5. Controlo de pH

O controlo de pH das amostras de nanotransportadores em estudo é importante uma
vez que pode ser indicador de alteragbes na estabilidade dos nanotransportadores
(Schaffazick et al., 2003).

O valor de pH foi medido durante 3 dias consecutivos ap6s a producdo dos
nanotransportadores. A Tabela 13apresenta os valores de pH dos 4 nanotransportadores

em estudo.

Tabela 13: Valores de pH dos 4 nanotransportadores em estudo, medidos durante 3 dias.

Amostras de

nanotransportadores bial Dia 2 Dia 3
NE 6,27 £ 0,26 6,23 +£0,25 6,1+0,21
NC 5,78 +0,94 5,78 0,95 5,73+0,91
NLC 4,74 £ 0,06 4,73+0,05 4,79 +£0,07
Lip * 7,24 + 0,50 6,76 + 0,26 6,52 + 0,39

Os resultados sdo expressos em média + DP de 5 experiéncias independentes (n=5). * Os resultados sdo expressos em

média + DP de 4 experiéncias independentes (n=4).

Para cada nanotransportador, os valores de pH foram similares entre si durante os 3
dias de controlo, indicando assim que estas particulas possivelmente ndo sofreram

altera(;(”)es nas suas estruturas.
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Capitulo 5 — Conclusao

Neste trabalho, foram preparados 4 tipos de nanotransportadores, nomeadamente
nanoesferas e nanocapsulas (pelo método de nanoprecipitacdo), lipossomas (pelo
método de Hidratacio do filme lipidico seguido de extrusdo mecéanica) e
Transportadores lipidicos nanoestruturados (pelo método de homogeneizacdo a alta
pressdo a quente). Para cada nanotransportador foram realizados diferentes ensaios,
independentes em diferentes dias, e efetuada a respetiva caracterizagdo fisico-quimica
no que respeita a concentracdo final da amostra (particulas/mL) (através da técnica
NTA), tamanho hidrodindmico médio e indice de polidispersdo (através da técnica
DLS), potencial Zeta e pH. Verificou-se que para as formulagbes e métodos
selecionados, 0s nanotransportadores que apresentaram maior concentragdo foram os
Lipossomas. Apesar dos valores de concentracdo serem por vezes discrepantes entre 0s
diferentes ensaios para 0 mesmo nanotransportador, os tamanhos de particula obtidos
foram semelhantes. Os nanotransportadores mais pequenos foram as NE, sendo as NC e
0s NLC os de maior dimensdo. As NC e NE apresentaram Pdi <0,1 sugerindo uma
distribuicdo de tamanho de particulas unimodal e monodispersa. As NC e NE foram os
nanotransportadores que apresentaram uma menor variabilidade intra-grupo (tamanho e
Pdi) sugerindo uma maior repetibilidade do método de preparacdo e da formulagdo
destas particulas. Comparativamente aos resultados obtidos pela técnica NTA,
verificou-se que os resultados obtidos por DLS foram de uma maneira geral muito
similares e concordantes no que respeita o tamanho médio das particulas das amostras

em estudo.

O valor absoluto de Potencial Zeta foi < 25 mV para todas as amostras, 0 que
poderd indicar estabilidade fisica de curto prazo e alguma tendéncia em formar
agregados, especialmente no caso dos lipossomas, 0s quais apresentaram o valor médio

mais baixo entre todos 0S NT estudados (-6,9 mV).

83



Conclusao

Também se pode verificar que todos os nanotransportadores apresentaram potencial
Zeta negativo, 0 qual se deve a composi¢do de cada um dos nanotransportadores em

estudo, isto €, a componentes das formulagdes com carga negativa.

No que respeita o pH, verificaram-se valores similares durante os 3 dias de

controlo, sugerindo a inexisténcia de alteracdes nas estruturas dos nanotransportadores.

Como sugestdo de trabalhos futuros, propde-se realizar a medicdo do tamanho,
indice de polidisperséo e potencial Zeta das particulas ao longo do tempo de forma a
verificar a sua estabilidade a curto, médio e longo prazo. Seria também importante
proceder-se a caracterizacdo dos nanotransportadores em estudo recorrendo a outras
técnicas, como a microscopia eletronica de varrimento (SEM), a fim de comparar e
consolidar os resultados obtidos, uma vez que esta técnica permite a visualizacdo das
particulas (aspeto tridimensional) e permite obter informacGes quanto a forma, tamanho
e a diferenciacdo dos nanotransportadores. Outro aspeto que seria interessante estudar
no futuro, seria a otimizagdo da formulacdo de NLC uma vez que estas foram o0s
nanotransportadores que apresentaram resultados menos satisfatorios no que respeita a

repetibilidade de tamanho e Pdi.
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