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Resumo

O cancro continua a ser uma das doengas com maior impacto na sociedade, nao sé6
pela gravidade como também pela frequéncia, sendo detetados anualmente numeros
crescentes de novas pessoas afetadas. Apesar dos avangos no tratamento oncologico, a
quimioterapia continua a fazer parte da terapéutica convencional.

No entanto, grande parte dos anticancerigenos usados acarreta problemas como:
solubilidade, toxicidade e pouca especificidade, comprometendo a eficacia do tratamento e
podendo induzir resisténcia. As nanoparticulas lipidicas (NL) surgem assim como um sistema
de transporte de anticancerigenos muito promissor. Esta dissertagao aborda a aplicagao das
varias geragoes de nanoparticulas lipidicas no transporte de anticancerigenos, em particular
na resolugao dos problemas a estes associados.

As perspetivas futuras aliam as vantagens das NL a co-encapsulagio de
anticancerigenos com quimiossenssibilizadores e ao targeting de forma a tornar a terapéutica

mais eficaz, especialmente quando existem mecanismos de resisténcia.

Palavras-chave: Nanoparticulas lipidicas solidas, transportadores lipidicos
nanoestruturados, conjugados farmaco-lipido, nanoparticulas hibridas lipido-polimero,

anticancerigenos, co-encapsulagao, targeting.

Abstract

Cancer is one of the most devastating diseases affecting the life of many people
around the world, with an increased number of new diagnosed cases every year. Despite the
advances in oncology treatment, chemotherapy still remains the standard of care.

However, a large part of the conventionally used anticancer drugs has problems
related to solubility, low toxicity and specificity, thus compromising the effectiveness of the
treatment, also being able to induce resistance. Lipid nanoparticles (LN) are a very promising
anticancer drug transport system. This dissertation addresses the application of the several
generations of lipid nanoparticles in the transport of anticancer drugs, giving particular insight
to the problems they are able to solve.

A future prospective about the use of LN for the co-encapsulation of anticancer and
chemosensitizer compounds, and their targeting ability, in order to provide a more effective

treatment, especially in the case of resistance mechanismes, is finally presented.

Keywords: solid lipid nanoparticles, nanostructured lipid carriers, lipid drug
conjugates, polymer lipid hybrid nanoparticles, cancer chemotherapy, anticancer drug

delivery, co-encapsulation, tumor-specific targeting.



l. Introducao

Em 1991 R. H. Miiller desenvolveu a primeira geragao de nanoparticulas lipidicas
(NL), as nanoparticulas lipidicas solidas (do inglés, solid lipid nanoparticles, SLN) como um
sistema alternativo de encapsulagio de farmacos em relagio aos sistemas coloidais
tradicionais. [I, 2]

Desde muito cedo que as NL se mostraram um sistema de transporte de farmacos
promissor e versatil, podendo ser administradas por diversas vias: oral, parenteral, dérmica,
ocular, pulmonar e retal. [I, 3] Tal é devido a propriedades como o seu tamanho reduzido
(50 a 1000 nm), excelente estabilidade fisico-quimica, uma vez que possuem uma matriz
solida a temperatura ambiente e a temperatura corporal, que lhe proporciona uma maior
protecao, no caso dos farmacos serem labeis, e uma libertagao controlada dos mesmos,
apresentando também um excelente perfil de seguranga, pois na sua composicao sao
utilizados lipidos biocompativeis e biodegradaveis, que sao estabilizados por tensioativos nao
idnicos, anidnicos ou cationicos. [I, 3-7] Para além disso, a sua produgao é custo-efetiva,
facilmente transposta para uma escala industrial, envolvendo excipientes de baixo custo e
evitando o recurso a solventes organicos. [I, 8, 9]

Além das caracteristicas mencionadas, a utilizacao de NL esta associada a um melhor
perfil farmacocinético comparativamente a outros sistemas de administragao e a uma
entrega eficiente do farmaco no local pretendido, devido a sua capacidade de
direcionamento que, no caso dos citotoxicos, leva ao aumento da toxicidade em células
tumorais resistentes e, deste modo, sao minimizados os efeitos colaterais sistémicos destes
farmacos. [10, 11]

Porém, é importante mencionar que as SLN apresentam também limitagoes, tais
como: reduzida capacidade de carga, devido a baixa solubilidade dos farmacos no lipido
solido, particularmente para compostos hidrofilicos, e a estrutura cristalina da matriz e a
ocorréncia de transi¢coes polimorficas dos lipidos durante o armazenamento, conduzindo,
muitas vezes, a expulsio do farmaco incorporado. [I] Para colmatar algumas destas
limitagoes foi entio desenvolvida uma 2* geragao de NL, os transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLC). [7] Mais recentemente, surgiram os conjugados farmaco-lipido
(LDC) e as nanoparticulas hibridas lipido-polimero (PLN) que apresentam uma elevada
capacidade para incorporar farmacos hidrofilicos, como sera discutido a posteriori. [ 10]

Com excegao de alguns tipos de cancro onde se usa a imunoterapia ou a terapia
hormonal, os farmacos citotoxicos parecem permanecer como a principal forma de

tratamento, por serem toxicos para as células cancerigenas que apresentam uma divisao e
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crescimento acelerados, causando a sua morte. [12] Porém, estes farmacos nao sao inécuos,
pois apresentam uma elevada toxicidade e baixa especificidade, comprometendo assim o seu
efeito terapéutico e conduzindo a ocorréncia de mecanismos de resisténcia durante o
tratamento. [10, 12]

As caracteristicas fisico-quimicas favoraveis, a cinética de libertagao controlada e a
entrega especifica do farmaco no local de agao fazem das NL uma valiosa opgao como
transportador de anticancerigenos, salvaguardando a exposicao dos tecidos saudaveis a estes
agentes, conduzindo a elevados niveis de toxicidade nos tecidos tumorais e aumentando a
eficacia da quimioterapia. [10]

Esta monografia € uma revisao literaria focada na otimizagao do desempenho das NL
como sistemas de administragao de anticancerigenos sendo, para isso, necessario conhecer
as caracteristicas e composicao destas, métodos de preparagao, bem como as propriedades

dos farmacos a incorporar.



2. Nanoparticulas lipidicas (NL)

2.1 Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN)

As nanoparticulas lipidicas solidas sao compostas por lipido(s) no estado soélido,
tensioativos (associados a co-tensioativos, se necessario), agua e pelo fairmaco que se
pretende incorporar. [10] O lipido sdlido (tipicamente numa concentragao 0,1 — 30% m/m)
vai ser disperso numa solugao aquosa de tensioativo (0,5 - 5% m/m). [13]

Os lipidos usados na preparagao de SLN podem ser de diversas categorias, de acordo
com a sua estrutura: acidos gordos com diferentes comprimentos na cadeia hidrocarbonada,
ésteres de acidos gordos, alcoois gordos, ceras, glicéridos com diferentes estruturas ou
misturas de mono- di- e triglicéridos. Podem também ser utilizados lipidos catidnicos, tais
como a estearilamina (Tabela A.l1). A escolha deste constituinte nao € arbitraria, sendo um
parametro critico, uma vez que influencia a capacidade de incorporagao do farmaco, o
comportamento de libertagao sustentada e a estabilidade das SLN. [10]

Fases lipidicas diferentes levam a diferentes coeficientes de particio e,
consequentemente, a diferentes capacidades de carga. A capacidade de incorporagao do
farmaco € tanto maior quanto maior for a solubilidade deste no lipido fundido ou quando ha
um elevado coeficiente de particao entre o lipido e a fase aquosa, tendo como base o
principio igual-dissolve-igual. Deste modo, para se obter uma elevada capacidade de
incorporagao é necessario conhecer a solubilidade e polaridade do lipido em causa. [10]

A hidrofobicidade lipidica varia de acordo com o equilibrio dos grupos funcionais
hidrofobicos e hidrofilicos, e vai determinar a hidrofobicidade global das SLN. [12]

O polimorfismo lipidico € um fendmeno tipico das SLN em relacio a outras
formulagoes lipidicas. [14] Os lipidos no estado solido podem adquirir diferentes formas
meta-estaveis que, posteriormente, se irao transformar numa forma polimérfica
termodicamicamente mais estavel. [I5] Esta mudanga de forma conduz a um desafio no
desenvolvimento das SLN. [16] Assim, no caso dos triglicerideos estao descritas trés formas
polimérficas: a forma-a, instavel; a forma-f’, meta-estavel e a forma 3, estavel. [14] As
moléculas de farmaco sao incorporadas em espagos existentes entre os lipidos no estado
solido. Se o lipido estiver na forma meta-estavel aquando da preparagao, com o tempo irad
converter-se na forma estavel (mais ordenada) e esses espagos tendem a desaparecer. [|]
Tal comportamento pode conduzir a expulsao do farmaco a partir do nucleo lipidico para a
superficie, levando a libertagao brusca do mesmo durante o armazenamento (Figura A.l). [7]

Devido a este fendmeno, na escolha de lipidos deve optar-se por lipidos com

tendéncia a formar cristais perfeitos de forma a evitar transicoes polimérficas. Sabe-se, por
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exemplo, que os lipidos com cadeias longas de acidos gordos apresentam transigoes
polimorficas mais lentas do que aqueles com cadeias curtas. Outros fatores devem ser
considerados, como as condi¢goes de armazenamento bem como os métodos de produgio.
Assim, por exemplo, se o arrefecimento for rapido a matriz lipidica tende a ficar na forma
meta-estavel. A escolha do tensioativo e de co-tensioativos é também crucial, podendo
influenciar o comportamento polimoérfico dos lipidos da matriz, quer favorecendo a
recristalizagao na forma meta-estavel, quer aumentando a velocidade de cristalizagao. [I0,
I7, 18] Os tensioativos tém uma cabega hidrofilica e uma cauda lipofilica, reduzindo a tensao
superficial entre as duas fases. Desta forma, vao ajudar a dispersar o lipido na fase aquosa e a
estabilizar a nanoparticula apds o arrefecimento. Sao varios os fatores que devem ser
considerados na escolha dos tensioativos: equilibrio hidrofilo-lipofilo (HLB), a via de
administragao, a toxicidade e os efeitos na modificagao dos lipidos e no tamanho da
particula. [10, 19]

O tipo de SLN vai depender da natureza quimica do firmaco e do lipido, da
solubilidade do farmaco nos lipidos fundidos, da natureza e concentragao dos tensioativos,
do método e temperatura de produgao utilizados. [20] Assim foram descritos trés modelos
de incorporagao (Figura A.2):

I- SLN tipo | ou modelo de matriz homogénea;

2- SLN tipo Il ou modelo com farmaco “em concha”;

3- SLN tipo Ill ou modelo do ntcleo enriquecido com o farmaco.

As SLN tipo | possuem uma matriz caracterizada pela distribuicao homogénea de
farmaco no lipido. Estas SLN sao obtidas através da técnica de homogeneizagao a elevada
pressao (HPH) a frio (ver secgao 2.5.1), segundo a qual é preparada uma mistura de lipidos
contendo o farmaco molecularmente disperso. Apds a solidificagao da mistura, esta é
submetida a um processo de moagem, evitando assim o enriquecimento de farmaco em
diferentes partes da SLN. [20]

As SLN do tipo Il sao obtidas quando é usada a técnica de HPH a quente e a
concentragao de farmaco no lipido é baixa. Durante o processo de arrefecimento o lipido
ira precipitar primeiro, conduzindo a uma concentragao cada vez maior de farmaco no lipido
remanescente. Quando o fairmaco atinge a sua saturagao uma camada externa ira solidificar,
contendo a substincia ativa e lipidos. O enriquecimento da zona exterior das particulas
favorece a libertagdo imediata do farmaco (burst effect). A percentagem de farmaco
localizado no involucro exterior pode ser ajustada de uma maneira controlada através da

alteragao de parametros de produgao, tais como a temperatura. [20, 21]



As SLN do tipo lll surgem quando a concentragao de farmaco na massa lipidica é
elevada ou relativamente proxima da sua concentragao de saturagao. O arrefecimento do
lipido, na maioria dos casos reduz a solubilidade do farmaco. Quando a concentragao de
saturagdo € ultrapassada, o farmaco precipita, conduzindo a formagao de um nlcleo
enriquecido com farmaco. [20] Nesta situagao, a libertagao do farmaco vai ser prolongada.
[10]

O tamanho reduzido, a capacidade de incorporagao e a extensa superficie tornam as
SLN um sistema de administragao de farmacos muito promissor, alternativo aos sistemas
convencionais. Em relagao as nanoparticulas poliméricas, as SLN sao compostas por lipidos
biocompativeis que sao fisiologicamente bem tolerados quando administrados in vivo
(excipiente GRAS), podendo ser preparadas sem o uso de solventes organicos que
poderiam, por vezes, ser toxicos. [|4] Comparativamente as nanoemulsoes, a matriz sélida
das SLN torna possivel a libertagao prolongada do farmaco; os lipidos solidos vao também
proteger os farmacos instaveis e sensiveis da degradagao e coalescéncia, reduzindo a
particio dos farmacos para a fase externa. [10] Os tensioativos usados nas SLN sao,
normalmente, os utilizados em sistemas coloidais associados a menor toxicidade. A
adaptagao da produgao das SLN a uma escala industrial com custos reduzidos torna-as ainda
mais atraentes, sendo também possivel submeté-las a um processo de esterilizagao. [10, 14]

Porém, as SLN apresentam limitagoes, como foi ja referido, tais como a reduzida
capacidade de carga determinada pela matriz solida cristalina, particularmente para farmacos
hidrofilicos, e a expulsao de farmaco durante o armazenamento devido as transigoes

polimorficas. Tal levou ao desenvolvimento de outras nanoparticulas lipidicas. [22]

2.2 Transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC)

Os NLC foram desenvolvidos para colmatar as desvantagens das SLN. Os NLC
apresentam uma capacidade de carga de farmacos mais elevada, devido a matriz sélida
menos organizada resultante da mistura de um lipido so6lido com um lipido liquido (6leo)
num racio tipicamente de 70:30 a 99,9:0,1. [13] Esta matriz solida apresenta um ponto de
fusao inferior as SLN, mantendo-se, no entanto, solida a temperatura ambiente e corporal.
Consequentemente, a probabilidade de “expulsio” do farmaco devido a transi¢oes
polimorficas vai ser menor (Figura 2). Os NLC tém também um menor teor de agua que as
SLN e permitem uma maior estabilidade quimica dos farmacos incorporados. [22, 23]

Estao descritos trés modelos para a nanoestrutura dos NLC (Figura A.3) [20]:

I- NLC tipo | ou modelo do cristal imperfeito;

2- NLC tipo Il ou modelo amorfo;



3- NLC tipo lll ou modelo mdltiplo.

Os NLC do tipo | sio também definidos como modelo do cristal imperfeito, porque
na sua matriz existem muitas imperfeicoes que sao capazes de acumular firmacos. Este
modelo é obtido através da mistura de lipidos solidos com pequenas quantidades de lipidos
liquidos (6leos). Devido aos diferentes comprimentos de cadeia dos acidos gordos e da
mistura de mono-, di- e triglicéridos, a matriz nas NLC nao é capaz de formar uma estrutura
ordenada. [20]

Os NLC do tipo Il, também denominados de modelo amorfo, sao criados através da
mistura de lipidos que nao recristalizam mais, formando uma estrutura amorfa depois de
homogeneizagao e arrefecimento. [20]

Os NLC do tipo lll sao descritos como modelo multiplo. Este modelo foi
desenvolvido para melhorar a capacidade de carga de alguns farmacos, nomeadamente
aqueles cuja solubilidade em lipidos liquidos € maior do que em lipidos solidos. Sao derivados
de emulsoes do tipo A/O/A, consistindo na dispersao de nanocompartimentos de 6leo em
lipido solido, em agua. Neste modelo misturam-se lipidos sélidos com lipidos liquidos (6leos)
numa razao tal que a solubilidade do 6leo no lipido sélido é excedida. O lipido fundido e o
oleo quente sao entao misturados devendo mostrar um intervalo de miscibilidade nas
concentragoes utilizadas (aproximadamente 40°C). Uma nanoemulsao é produzida a uma
temperatura ainda mais elevada (aproximadamente 80°C), seguindo-se o arrefecimento das
goticulas lipidicas. Ao atingir o intervalo de miscibilidade, o 6leo precipita formando goticulas
pequenas de oleo no lipido solido fundido. A solidificacao dos lipidos sélidos na matriz leva a
fixacao das goticulas oleosas. [20]

Tal como as SLN, os NLC podem ser produzidos em grande escala através do
método de homogeneizacdo a elevada pressao e o processo pode ser modificado para

produzir dispersoes de particulas lipidicas com um teor sélido de 30 a 80%. [22, 24]

2.3 Conjugados farmaco-lipido (LDC)

Os conjugados farmaco-lipido (LDC, do inglés, lipid drug conjugates) foram
desenvolvidos para colmatar a reduzida capacidade de carga na matriz lipidica das SLN, em
particular para farmacos hidrofilicos, devido a particio para a fase aquosa durante o
processo de produgao. Apenas farmacos potentes em baixa dose podem ser adequadamente
incorporados na matriz lipidica solida. De forma a ultrapassar esta limitagao surgiram os
LDC que apresentam uma capacidade de carga até 33%. A conjugagao do fairmaco com o
lipido é conseguida por formagao de um sal (por exemplo, com um acido gordo) ou por

ligacdo covalente (por exemplo, com ésteres). Por fim, este conjugado vai ser processado



com uma solugao de tensioativo para a formulagao de nanoparticulas. Estas nanoparticulas

sdo esféricas e apresentam um nucleo com farmaco estabilizado por um tensioativo (Figura

A.4). [25]

2.4 Nanoparticulas hibridas lipido-polimero (PLN)

A fim de melhorar a incorporagao de farmacos hidrofilicos, surgiram também as PLN
(do inglés, Polymer—Lipid Hybrid Nanoparticles) (Figura A.5). Neste tipo de NL, é formado um
complexo por um farmaco idnico com um polimero id6nico de carga oposta como, por
exemplo, o sulfato de dextrano, que é depois incorporado na fase lipidica. A Figura A.6
ilustra esse processo. [10, 26]

Nestes sistemas, o polimero pode conduzir a uma libertagao mais rapida do farmaco.
Assim, as moléculas de farmaco perto da superficie sao inicialmente libertadas, deixando as
moléculas do polimero dissociadas relativamente hidrofilicas. Entretanto, algumas cargas
residuais do polimero que nao estao completamente neutralizadas podem acelerar o
processo de erosao, havendo uma maior libertagio de farmaco a partir do interior da

nanoparticulas (Figura A.7). [12]

2.5 Métodos de producao

2.5.1 Homogeneizacao a elevada pressao (HPH): quente e frio

A homogeneizacao a elevada pressao € um método adequado para a preparagao de
NL e pode ser realizada a temperatura elevada (HPH a quente) ou a temperatura baixa
(HPH a frio). Esta técnica apresenta diversas vantagens: evita a utilizagdo de solventes
organicos, permite a obtengao de dispersdes com elevado conteudo de particulas e é de facil
transposicao para a escala industrial. [25]

Na HPH a quente, o farmaco (preferencialmente lipofilico) é dissolvido ou suspenso
no lipido fundido. A fase oleosa é dispersa numa solugao aquosa de tensioativo(s) a mesma
temperatura, obtendo-se uma pré-emulsao a quente. Esta é posteriormente processada num
homogeneizador de elevada pressao com temperatura controlada de acordo com um
numero de ciclos pré-determinado, normalmente trés. A nanoemulsao obtida vai
recristalizar durante o arrefecimento até a temperatura ambiente, formando as
nanoparticulas lipidicas (Esquema A.l). Em geral, as temperaturas mais elevadas resultam em
particulas com tamanho inferior, devido a diminuicao da viscosidade da fase interna. No
entanto, as altas temperaturas podem aumentar a degradagao do farmaco e transportador,

sendo critico para farmacos termolabeis. O aumento da pressio de homogeneiza¢ao ou do
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numero de ciclos resulta, normalmente, num aumento do tamanho de particula por
coalescéncia, como resultado da elevada energia cinética das particulas. [5]

A HPH a frio foi desenvolvida para ultrapassar varios problemas associados a
homogeneizagao a quente, tais como: o facto da temperatura elevada poder induzir a
degradagao do farmaco, a possibilidade do farmaco sofrer particao para a fase aquosa
durante a homogeneizagao e a complexidade do passo de cristalizagao. Deste modo, esta
técnica permite a incorporagao de farmacos hidrofilicos, evitando este problema e
minimizando a exposigao térmica apenas necessaria numa fase inicial. O primeiro passo é
semelhante ao que ocorre na HPH a quente e inclui a solubilizagao ou dispersao do farmaco
no lipido fundido. Subsequentemente, a fase interna oleosa é colocada em azoto liquido de
forma a promover um rapido arrefecimento e submetida a moagem para obtengao de
microparticulas. Estas sao, posteriormente, dispersas na solugao de tensioativo a frio,
formando-se uma pré-suspensao, que € homogeneizada num HPH segundo um numero
definido de ciclos, obtendo-se assim as nanoparticulas lipidicas (Esquema A.l).
Comparativamente a HPH a quente, na HPH a frio as particulas tém, normalmente,

tamanhos superiores e uma distribuicao mais alargada. [5, 14]

2.5.2 Homogeneizacdo a elevada velocidade (HSH) e

ultrassonicacao (US)

A homogeneizagao a elevada velocidade e a ultrassonicagao sao técnicas que também
permitem produzir nanoparticulas lipidicas. A maior vantagem é que os equipamentos
usados sao bastante comuns no laboratério. De acordo com estas técnicas, o farmaco é
incorporado no lipido fundido e a fase interna oleosa dispersa numa solugao aquosa de
tensioativo, recorrendo a um homogeneizador de elevada velocidade ou ultrassonicador.
Apos arrefecimento da mistura formam-se as nanoparticulas lipidicas (Esquema A.2). As
desvantagens destes métodos sao a distribuicao do tamanho das particulas, que, por vezes é
ampla, podendo variar na gama dos micrometros, o que leva a instabilidade fisica com o

crescimento de partl'culas durante o armazenamento e a contaminagio com metais, ho caso

da US. [27]

2.5.3Microemulsificacao

Esta técnica baseia-se na diluicdo de microemulsoes. [27] A microemulsio é uma
dispersao transparente, fluida, oticamente isotrépica e termodinamicamente estavel de dois
liquidos imisciveis, contendo quantidades apropriadas de tensioativos (e co-tensioativos se

necessario). Nesta técnica, o farmaco é disperso no lipido fundido, e a essa mistura adiciona-



se uma solugao de tensioativo quente. A agitagao suave e a elevada concentragao de
tensioativos conduz a obtengao da microemulsao. Por fim, a microemulsao é dispersa em
agua fria (2°C-4°C) em excesso, normalmente na propor¢io de 1:20, sob agitacao,
formando-se as nanoparticulas lipidicas (Esquema A.3). A distribuicio do tamanho de
particula e a estabilidade estao relacionados com as propriedades de microemulsao, tais
como os lipidos e os tensioativos utilizados, a concentragao dos tensioativos e a proporgao
de farmacol/lipido. Este processo tem como vantagem a baixa energia mecanica utilizada.
Porém, a baixa concentragao de nanoparticulas como resultado do passo de diluicao do
sistema, e a complexidade em termos de formulagao constituem algumas das desvantagens.

[25]

2.5.4 Emulsificacdo - evaporacao do solvente

Na técnica de emulsificagdo — evaporagao do solvente, a fase interna é constituida
por lipido e farmaco dissolvidos num solvente organico imiscivel com agua (p.ex.
cloroférmio) e, em seguida, é emulsionada numa fase aquosa contendo o tensioativo,
recorrendo a um homogeneizador de alta velocidade ou ultrassonicador. Por fim, o solvente
organico é evaporado, usando, por exemplo, um evaporador rotativo, e as NL sao obtidas
por precipitacao (Esquema A.4). Aqui o tamanho da particula depende, em parte, da
concentragao de lipido na fase organica (tamanhos menores podem ser obtidos com uma
reduzida concentragao de lipido em relagao ao solvente organico. A grande vantagem deste
método é a possibilidade de evitar o stress térmico. Porém, tem como desvantagem o uso de
solventes organicos e o facto da solubilidade do lipido no solvente organico ser limitada,

levando a dispersoes diluidas, o que torna este método menos atrativo. [14]

2.5.5 Dupla emulsificacao

Nesta técnica, o farmaco ¢é dissolvido em agua, e depois disperso numa fase organica
contendo o lipido e emulsionante. Posteriormente, esta emulsao primaria (A/O) vai ser
dispersa numa soluciao aquosa que contém um emulsionante hidrofilico. Por fim o solvente é
evaporado e obtém-se as nanoparticulas lipidicas (A/O/A) (Esquema A.5). [28]

A grande vantagem desta técnica é que permite incorporar farmacos hidrofilicos e
evita o stress térmico permitindo incorporar farmacos termolabeis. Por outro lado, a
utilizagdo de solventes organicos e a elevada polidispersio constituem as principais
limitagoes desta técnica. [28]

Em sintese, na Tabela A.2 é feita a comparagao, com as vantagens e desvantagens, de

cada um dos métodos mencionados.



2.6 Propriedades

Uma adequada caracterizagao fisico-quimica das NL é crucial para assegurar a
qualidade do produto, a estabilidade, e a propria cinética de libertagao. Dentro dos
parametros a analisar destacam-se: tamanho de particula, morfologia, potencial zeta, grau de
cristalinidade e polimorfismo, a eficiéncia de encapsulagao e capacidade de carga. [14]

O tamanho de particula é um otimo indicador de estabilidade. As formulagoes
adequadas devem ter uma baixa polidiespersao e tamanho médio inferior a |um. Este
parametro é afetado pela composi¢ao da formulagao (mistura de tensioativos, propriedades
dos lipidos e farmacos incorporados), pelos métodos de produgao e a temperatura. Por
exemplo, elevadas quantidades de tensioativo favorecem a formagao de particulas menores;
outro exemplo, sao as baixas temperaturas que tendem a formar particulas maiores. [29] O
tamanho de particula pode ser determinado por espetroscopia de correlagao foténica (PCS),
difragao de laser ou recorrendo a técnicas microscopicas de alta resolugao. [14]

A andlise da morfologia € Util para obter informagoes relativas a forma e ao tamanho.
Assim, pode ser estudada através da microscopia electronica de varrimento (SEM),
microscopia electrénica de transmissao (TEM) e microscopia de forga atomica (AFM). [14] A
AFM, para além da forma e superficie, permite obter informagoes acerca da topografia das
nanoparticulas (informagao tridimensional). [30]

Tal como o tamanho de particula, o potencial zeta € um parametro que da uma
indicagao da estabilidade do sistema coloidal. Para além disso, este parametro também
permite inferir acerca da possivel localizagao do farmaco na nanoparticula. O potencial zeta
€ uma propriedade fisica relacionada com a carga superficial de uma particula em suspensao,
sendo influenciado pelas mudangas na interface com o meio onde é disperso, pela
dissociagao de grupos funcionais na superficie ou adsor¢ao de compostos idnicos presentes
no meio aquoso da dispersao. [3|] Este pardmetro pode ser determinado através da
dispersao eletroforética da luz (ELS). [14]

O grau de cristalinidade e polimorfismo sao pariametros importantes, uma vez que
como foi referido anteriormente, condicionam a estabilidade das nanoparticulas, quando ha
mudangas polimorficas das formas instaveis e meta-estaveis para a forma estavel, podendo
conduzir a libertagdo do farmaco incorporado. [7] Estes parametros podem ser estudados
através da calorimetria de varrimento diferencial (DSC) e pela difragao de raios-X. [14]

Devido ao tamanho reduzido das nanoparticulas, a determinagao da quantidade de
farmaco é complexa. A técnica mais utilizada para esse efeito é a ultrafiltragao-centrifugacao.

Esta técnica permite a separagao das nanoparticulas da fase externa aquosa, recorrendo a
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uma unidade de filtragio com determinado MWCO, sendo a concentragao de farmaco livre,
presente na suspensao, determinada por método indireto no filtrado, apos centrifugagao.
Assim pode determinar-se a eficiéncia de encapsulagio (razao da massa do farmaco
encapsulado, determinada pela diferenga da massa de farmaco total e a massa de farmaco
livre, pela massa de farmaco total) e a capacidade de carga (razao da massa do farmaco
encapsulado, determinada pela diferenga da massa de farmaco total e a massa de farmaco

livre, pela massa lipidica). [32]

3. Nanoparticulas lipidicas e anticancerigenos

3.1 Obstaculos a quimioterapia e o uso das NL

Na maioria dos tumores, a quimioterapia com farmacos citotdxicos permanece como
a terapéutica mais vulgarmente utilizada. [10] Porém, apesar dos avangos que existem, os
resultados de tratamentos com quimioterapia continuam a ser insatisfatorios. A taxa de
resposta para o cancro do pancreas, cancro do eséfago e cancro do ovario estao abaixo dos
20%, por exemplo. [33] Mesmo em tumores malignos que sao sensiveis a agentes
citotoxicos, como por exemplo no cancro de mama, os resultados clinicos estao abaixo da
expectativa. Em comparagao com outras classes de medicamentos, os farmacos
anticancerigenos apresentam problemas Unicos, destacando-se a pouca especificidade, alta
toxicidade e a suscetibilidade de induzir resisténcia. Os farmacos citotdxicos administrados
convencionalmente ligam-se extensiva e indiscriminadamente aos tecidos do corpo e as
proteinas do plasma de forma imprevisivel. Apenas uma pequena fragao dos medicamentos
consegue alcangar o tumor. [12] Deste modo, a eficacia terapéutica fica reduzida e ha um
aumento da toxicidade do farmaco a nivel sistémico. Idealmente, os farmacos citotoxicos sé
deveriam atuar sobre as células cancerigenas, mas na realidade eles também sao toxicos para
as células de divisao rapida, por exemplo, as células da medula 6ssea e as células do trato
gastrointestinal. A fraca especificidade de farmacos anticancerigenos quer em termos de
biodistribuicao, quer a nivel farmacolégico, constitui um desafio significativo para que os
anticancerigenos sejam eficazes. Dependendo da escolha do farmaco, diferentes 6rgaos ou
tecidos podem ser estimulados ou danificados pela agao nao especifica destes. [34] Quase
todos os citotoxicos tém efeitos colaterais, como nauseas, vomitos, fadiga e perda de cabelo.
Porém, alguns desses efeitos sio especificos e podem ser, por vezes, fatais, como por
exemplo, as antraciclinas podem causar cardiotoxicidade. [35] Os farmacos citotéxicos tém
uma curva dose-resposta acentuada e elevada para que o éxito terapéutico seja obtido. [36]

Isto leva a um dilema dificil para os médicos: escolher entre altas doses do farmaco com
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elevado risco de toxicidade para os tecidos normais, ou usar firmacos em doses baixas
sendo a probabilidade de resposta terapéutica menor. [37] Também as células cancerigenas
exercem mecanismos a nivel celular de forma a diminuir a toxicidade dos agentes citotoxicos
a elas expostos, o que leva a resisténcia celular. A mais notavel é a resisténcia a multiplos
farmacos (MDR) presente a nivel do fenotipo, que envolve o efluxo ativo de uma ampla
variedade de farmacos citotoxicos para fora do citoplasma, através da sobreexpressao de um
transportador - glicoproteina-P (P-gp). [37, 38] A P-gp é uma glicoproteina associada a
membrana celular e é capaz de transportar ativamente diversos substratos, incluindo varios
agentes anticancerigenos, citotoxicos hidrofobicos, tais como alcaldides da vinca (vincristina,
vinblastina), taxanos (paclitaxel, docetaxel), as epipodofilotoxinas (etoposido, teniposido), as
antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina), topotecano, dactinomicina e
mitomicina-C para fora das células, tornando a quimioterapia ineficaz. [39] As nanoparticulas
lipidicas podem transportar os farmacos para dentro das células cancerigenas por
endocitose, ultrapassando o mecanismo de efluxo de farmacos pela P-gp, contornando assim
este problema. [40] Por vezes, ha barreiras que dificultam a permeagao dos farmacos
citotoxicos, nomeadamente em tumores solidos, o que torna dificil alcangar elevadas
concentragoes de farmacos nas células cancerigenas. [38, 41] A nivel vascular, a angiogénese
encontra-se desregulada, e o fluido intersticial é por vezes insuficientemente drenado devido
ao sistema linfatico deficitario. Deste modo, as nanoparticulas podem extravasar para dentro
do tumor sendo ai retidas. Este efeito de permeabilidade aumentada e retengao faz com que
as nanoparticulas lipidicas alcancem o tumor, resolvendo assim a baixa especificidade dos
citotoxicos acima mencionados. A modificagao fisico-quimica da superficie das nanoparticulas
lipidicas tem sido também usada na sua biodistribuicio de forma a melhorar o
direcionamento para o tecido alvo. Assim, a quantidade de firmaco a atingir as células
cancerigenas € maximizada e a sua toxicidade sistémica € diminuida. [1] As nanoparticulas
lipidicas rapidamente ganharam terreno como transportadores de farmacos anticancerigenos
demonstrando as seguintes propriedades: |) versatilidade do transportador ao permitir a
encapsulacio de farmacos citotoxicos com diferentes propriedades fisico-quimicas; 2)
melhoria da estabilidade do farmaco; 3) capacidade de incorporar mais de um farmaco num
mesmo transportador, o que permite a possibilidade de combinar firmacos e agentes com
diferentes agdes, o que vai melhorar a compliance do doente e aumentar a eficacia do
tratamento, por exemplo, ao combinar um agente citotoxico com um quimiossensibilizador;
4) melhoria na citotoxicidade in vitro contra as células tumorais; 5) maior eficacia dos
farmacos, demonstrada em modelos animais; 6) melhoria na farmacocinética e distribuicao

dos farmacos in vivo. [10]



3.2 Anticancerigenos

Os anticancerigenos podem ser divididos com base na solubilidade que apresentam.
A maioria destes farmacos sao lipofilicos e pouco solUveis em agua. Porém, existem varias
excegoes: alguns farmacos sao sollveis em agua, porque as moléculas destes sao pequenas e
contém grupos hidrofilos. Devido aos grupos ionizaveis que alguns farmacos lipofilicos
possuem, podem ser convertidos em sais ionicos soluveis em agua, permitindo a
solubilizagao e administragao através de solventes aquosos convencionais, como € o caso da

dextrose a 5% ou soro fisiologico a 0.9%. [42]

3.2.1 Lipossoluveis

Dentro deste grupo de anticancerigenos encontramos inibidores da topoisomerase-|,
como é o caso da camptotecina e irotecano e os seus pro-farmacos; taxanos, como € o caso
do paclitaxel e outros compostos lipofilicos com propriedades anti-tumorais, como: o
etoposido, o acido dll-trans-retindico e o acido butirico. Em geral, todos estes compostos
sao eficientemente encapsulados nas SLN, nao sendo necessirio modificagbes nas

nanoparticulas. [10]

3.2.1.1Camptotecina (SN-38)

A camptotecina € um composto alcaldide extraido da planta Camptotheca acuminata.
[10] As moléculas de camptotecina e os derivados desta possuem estruturas aromaticas
extensas, sendo bastante lipofilicos. [43] A atividade anti-tumoral da camptotecina esta
fortemente correlacionada com a funcionalidade do anel lacténico que possui. Em meio
aquoso, em particular em pH basico, este anel é vulneravel a hidrdlise, o que leva a formagao
de um grupo carboxilo que torna o composto farmacologicamente inativo (Figura A.8).
Assim, a baixa solubilidade e estabilidade quimica deste composto comprometem a sua
aplicacao. [44] Estes dois problemas podem ser superados através do uso de nanoparticulas
lipidicas, tendo sido demonstrada uma eficiéncia de encapsulagao de 99,6%, o que confirmou
a sua capacidade para incorporar compostos lipofilicos. No mesmo estudo, foi confirmado o
efeito protetor das SLN, tendo o farmaco permanecido no estado ativo (com o anel
lactoénico) até ser libertado no local alvo. [10]

Num estudo recente, foram formuladas SLN, e foi caracterizado o seu efeito
citotoxico. A absorgao celular e a retengao foram aumentadas duas vezes, quando as SLN
foram utilizadas. Assim, os efeitos anticancerigenos sao melhorados em relagao ao farmaco

livre, podendo ser uma estratégia promissora para melhorar os efeitos quimioterapéuticos.

[44]



3.2.1.2 Irinotecano (CPT-11 ou camptosar)

Este composto é o mais potente dos inibidores da topoisomerase-l. Em relagao a
camptotecina é mais estavel e menos lipofilico. [45]

A nivel terapéutico é geralmente usado em quimioterapia no cancro do colén. E um
pro-farmaco da SN-38 cuja atividade anti-tumoral é cerca de mil vezes superior ao
irinotecano (Figura A.9). A utilizagao clinica do SN-38 é impedida devido a extrema
hidrofobicidade que este composto apresenta. Apesar de menos provavel, a abertura do anel

lactonico por hidrolise do irinotecano e SN-38 pode ocorrer. [45]

De forma a melhorar a solubilidade em agua e a estabilidade quimica foram
preparadas nanoparticulas lipidicas (nomeadamente SLN). A formulagao de SLN permitiu
alcangar uma concentragao elevada de SN-38: |,0mg/ml. A estabilidade do anel lactonico
(forma ativa) foi melhorada. Apds 3h de incubagio em albumina sérica humana, a
concentragao de SN-38 na forma ativa foi de 80%. [47] Esta concentragao foi superior em
relagao as retengoes de 40% obtidas quando formuladas SLN s6 com irinotecano. Em ambos
os estudos foi demonstrada melhoria na solubilizagao dos farmacos, bem como na

preservagao da estabilidade destes. [10]

3.2.1.3 Paclitaxel

O paclitaxel é um agente anti-microtubular e tem atividade anti-tumoral de largo
espectro, sendo eficaz contra varios tipos de tumores, mesmo usado isoladamente. O
paclitaxel disponivel no mercado esta formulado sob a forma de solugao micelar nao aquosa,
contendo um oleo de ricino polioxietilado, o Cremophor EL (taxol) e etanol desidratado. O
Cremophor EL ¢é conhecido por causar reagoes de hipersensibilidade graves e
nefrotoxicidade. [48] Para solubilizar o paclitaxel sem a necessidade de Cremophor EL,
foram desenvolvidas formulagdes com nanoparticulas lipidicas (SLN mais especificamente).
[48] Todos esses excipientes sao comuns em formulagoes parenterais, apresentando maior
seguran¢a que o Cremophor EL. O paclitaxel é normalmente diluido para uma concentragao
de 0,6-1,2 mg/ml com soro fisiologico ou dextrose para uso clinico. Como o paclitaxel € um
farmaco com baixa estabilidade fisica, esta diluicio pode destabilizar a formulagao e levar a
precipitacio do farmaco, sendo necessario filtrar a solugao antes da administragao, o que
conduz a um aumento no custo do trabalho, para além da concentragao do farmaco ficar
alterada. Quando o paclitaxel é formulado com as SLN este problema nao é encontrado [41]
A precipitagao do paclitaxel também pode ocorrer quando o sistema de libertagao nao é
controlado, pois ao libertar o farmaco rapidamente pode atingir-se a concentragao de

saturagao do mesmo. Quando transportado através das SLN essa precipitagio nao foi
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observada.[49] O paclitaxel-SLN quando liofilizado demonstrou estabilidade e as SLN
dispersaram facilmente. [50] Deste modo, os problemas associados ao paclitaxel, incluindo o
elevado risco de hipersensibilidade e a precipitagao frequente, sao resolvidos usando SLN.
Atualmente, foram desenvolvidos novos anticancerigenos andlogos ao paclitaxel e mais
especificos, podendo as nanoparticulas lipidicas ser também U(teis para estes novos

compostos. [10]

3.2.1.4 Outros compostos

Etoposido (VP-16)

E um dos anticancerigenos mais antigos e ainda hoje se usa em quimioterapia. E um
alcaldide que inibe a topoisomerase |l e produz derivados reativos que podem levar a quebra
do DNA. Este farmaco foi encapsulado em SLN com sucesso. Sendo estavel e redispersivel
quatro meses apos a preparagao, o sistema de SLN demonstrou uma eficiéncia de
encapsulagao de 98,96%, com 4% de etoposido. [51]

Sulindac

Este composto é um anti-inflamatorio nao esterdide (AINE) que demonstrou
capacidade para reduzir a incidéncia de alguns cancros, nomeadamente do pulmao. No
entanto o uso deste a longo prazo esta associado a toxicidade gastrointestinal. Para
contornar este problema sintetizou-se o fosfo-sulindac (PS). Este composto tem eficacia no
tratamento de cancro e menor toxicidade gastrointestinal. No entanto, o PS é muito
hidrofobico, resultando em baixa solubilidade em ambientes aquosos. Esta propriedade limita
a sua biodisponibilidade e a sua entrega efetiva no tumor in vivo. Assim, as nanoparticulas
lipidicas surgem como uma forma de superar este problema, permitindo a dissolugao do
farmaco em meio aquoso, a estabilizagao do farmaco, distribuicao especifica junto ao 6rgao-
alvo e ajudam a superar a resisténcia. [11]

Num estudo recente, procedeu-se a incorporagao de PS em SLN e verificou-se um
aumento da eficacia contra o cancro do pulmao. Com as SLN houve um refor¢o no
direcionamento mitocondrial, um efeito crucial responsavel pela indugao de apoptose in vivo
e in vitro. A formulacgado com SLN aumentou 35 vezes o conteldo na mitocondria em
comparagao com o PS livre. [11]

Acido all-trans-retinéico

E um anticancerigeno conhecido pela sua instabilidade quimica: termossensibilidade,
fotossensibilidade e oxida facilmente, podendo por isomerizacio ser convertido em
isotretinoina ou ser oxidado formando compostos inativos. A estabilidade quimica do acido

all-trans-retindico foi avaliada apos incorporagao em SLN, tendo permanecido mais de 90%
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do farmaco intacto, apos 3 meses de armazenamento a 4°C. O mesmo farmaco, nas mesmas
condicoes de armazenamento, sem estar associado a SLN, em um més sofreu uma
degradagao de cerca de 50%. [52] Um estudo recente envolveu a formulagao de SLN com
uma amina lipofilica (benetamina). Foi possivel obter uma elevada eficiéncia de encapsulagao
(quase 100%) para o acido retindico. Além disso, a atividade anti-tumoral in vitro foi
melhorada quando comparada com o acido retindico livre e noutras formulagoes de
nanoparticulas, tendo resultado numa otimizagao da formulagao. [53]

Acido Butirico

O acido butirico, trata-se de um acido gordo, sendo um composto anticancerigeno
muito usado no cancro do célon. Este composto estimula a absorgao de eletrdlitos, inibe a
inflamagao do colon e o stress oxidativo, melhora as barreiras de defesa do colon e inibe a
carcinogénese. A auséncia de butirato é associada a atrofia da mucosa e a morte das células
do colon. In vitro, este composto mostra um efeito inibitdério no crescimento de células
cancerigenas: induz a apoptose, inibe a proliferagio e promove a diferenciagao [54], nao s6
em células de cancro colorretal, mas também em células de cancro da mama, gastrico, do
pulmao, cérebro e pancreas. No entanto, in vivo, esse efeito é muito baixo devido a sua
semivida curta, por causa do seu metabolismo acelerado. [55] Isto requer a sua
administragao parentérica continua para manter concentragoes terapéuticas. Além disso, os
acontecimentos adversos (anemia, dor de cabega, nauseas, diarreia, colicas abdominais e
odor forte) reduzem ainda mais a adesao a terapéutica do doente. Um estudo recente
mostrou que as SLN com o acido butirico promoveram a diminuicao da adesao de células
tumorais a células endoteliais, o que é crucial para impedir a sua metastizagao. [54] Um
outro estudo mostrou que a incorporagao do acido butirico nas SLN fez com que a inibigao
da adesao fosse de longa duragao, sendo detetavel 8 horas apos o tratamento com o
farmaco, e teve a duragao de 48h. A principal conclusao foi que a formulagao com as SLN
inibiu a adesao em concentragoes mil vezes menores comparativamente ao acido butirico

livre o que sugeriu que as SLN eram um sistema eficiente para entrega do farmaco. [56]

3.2.2 Hidrossoluveis

Existem agentes citotoxicos sollveis em agua como é o caso do 5-fluoroulacilo (5-
FU) e a mitomicina-C, sendo, porém, relativamente poucos. Além disso, alguns farmacos
lipofilicos sao utilizados na forma de sais, de modo a serem convenientemente diluidos e
administrados através de veiculos a base de agua. [12] Por exemplo, as antraciclinas, como a
doxorrubina e alcaldides da vinca, como a vincristina, sao muitas vezes administrados através

do soro. Quando o farmaco hidrofilico é altamente potente, apenas é preciso uma pequena
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quantidade para este ser eficaz. Porém, na maioria das vezes, para que o efeito
anticancerigeno seja o desejado sao precisos varios miligramas de farmaco. [57] Assim, é
necessario recorrer a estratégias para a incorporagao destes fairmacos em nanoparticulas
lipidicas, de forma a tirar partido das mais-valias, ja referidas, que este tipo de
transportadores apresenta. Uma dessas estratégias usadas envolve a adigao de contra-ioes
organicos para formar pares ionicos com as moléculas de farmacos carregadas. Esta técnica
foi utilizada na incorporagao dos sais de doxorrubina e idarrubicina, para os quais se obteve
melhorias na encapsulagao destes farmacos em SLN. (Figura 1) [12]
Lipid

(1) Drug*+ lon™ > . Druglon-SLN

Figura | Estratégia de incorporagao do contra-ido [/0]

Uma outra estratégia possivel para a incorporagao € a utilizagao de conjugados de
farmaco-lipido (LDC). [12] Aqui procede-se a formagao de um conjugado do farmaco com
um lipido -acido gordo — formando-se um sal, ou através de uma ligagao covalente (por
exemplo: ligagao éster), tal como referido na secgao 2.3. Esta mistura é posteriormente
processada com uma solugao de tensioativos para a formulagio de nanoparticulas pelos

métodos tradicionais (Figura 2). [12]
(2) Drug® + Lipid~ — Drug*—Lipid~ — [Drug*—Lipid~]-SLN
Figura 2 Formacao de conjugados farmaco-lipido (LDC) [/10]

Por fim, outra estratégia que pode ser utilizada, envolve a complexagao de polimeros
ionicos com os farmacos, de forma a produzir nanoparticulas hibridas lipido-polimero (PLN)
tal como ja referido na secgao 2.4. Aqui as cargas os farmacos sao neutralizadas por contra-
ioes de polimeros, formando um complexo farmaco-polimero, que é posteriormente
incorporado em lipidos para a preparacao de nanoparticulas (Figura 3). [12]

Lipid

(3) nDrug™ + Polymer”‘;} [nDrug*—Polymer™ ]-SLN
Figura | Formacao de PLN [/0]

No geral é preferivel usar o sal solivel de um farmaco anticancerigeno para formular

nanoparticulas lipidicas quando ele se encontra disponivel. [12]
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3.2.2.1 Iénicos

Doxorrubicina e idarrubicina

Estes farmacos anticancerigenos pertencem ao grupo das antraciclinas. Acredita-se
que o efeito anti-tumoral das antraciclinas se deva a sua capacidade para se difundir através
da membrana celular, intercalando-se entre os pares de bases de DNA, tendo a
topoisomerase || como alvo. [58] A doxorrubicina e a idarrubicina estao disponiveis sob a
forma de sais e apresentam uma estrutura semelhante. Porém, a doxorrubicina é mais
hidrofilica, devido a presenca de grupos polares adicionais. Como ilustrado na Figura A.I0,
ambas as moléculas possuem um grupo amina e podem ser convertidas em sais de
cloridrato. A doxorrubicina € um dos farmacos mais antigos e tem indicagao para o
tratamento de leucemias, linfomas, cancro da bexiga e da mama. Uma caracteristica
relevante da doxorrubicina é a sua instabilidade a luz e a algumas solugoes ou fluidos
bioldgicos. Os principais fatores relacionados com a sua degradagao sao a exposi¢ao a luz
ultravioleta e a elevados pH, principalmente acima de 6,5. Ja a idarrubicina é um analogo
sintético da daunorrubicina, tem lipofilicidade melhorada, o que resulta numa absorgao
celular mais eficaz, tem uma melhor capacidade de quebra do DNA e maior citotoxicidade

em relagao a doxorrubicina. [58]

De forma a facilitar a incorporagao destes sais nas SLN, utilizam-se as estratégias
anteriormente referidas. Ja foram utilizadas e testadas as estratégias do par-idnico e de PLN.
[10]

Na estratégia do par idnico, os contra-ides usados foram o decil-fosfato ou
hexadecil-fosfato, para a formagao de pares com o cloridrato de doxorrubicina e cloridrato
de idarrubicina em SLN contendo acido estearico e lecitina de ovo. Estes pares idnicos
permitiram aumento da lipofilicidade em cerca de 1000 vezes para a doxorubicina e mais de
300 vezes para a idarrubicina. A capacidade de carga de doxorrubicina e idarubicina nas SLN
atingiu 7% e 8,4%, respetivamente. Os farmacos, no entanto, foram libertados muito
lentamente, provavelmente devido a sua lipofilicidade, tendo, a libertagio apos 2h sido
inferior a 0,1%. Esta velocidade de libertagao nao permitiu atingir elevadas concentragoes do
farmaco nas células cancerigenas, sendo de referir que, a exposigao cronica a concentragoes
sub-letais de farmacos anticancerigenos pode induzir resisténcia. [10, 58]

Outra abordagem estudada consistiu no uso de PLN. Foram preparadas com sucesso
PLN de cloridrato de doxorrubicina através da inclusio de sulfato de dextrano como
contra-iao. A eficiéncia de encapsulagio foi superior a 70% na presenca de sulfato de

dextrano e de 40% na auséncia deste.[26] Uma outra formulagao de PLN com doxorrubicina
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foi formulada com um polimero mais lipofilico: HPESO (epéxido de oleo de soja hidrolisado
e polimerizado), tendo a capacidade de carga do anticancerigeno atingido os 6%. A libertagao
dos farmacos em ambas as formulagoes de PLN foi rapida, em comparagao a conseguida
com a formulagao do par-iénico das SLN. [58-60]

Isto pode explicar-se devido a complexagao farmaco-polimero nao neutralizar
completamente toda a carga, o que ajuda a libertar mais facilmente o farmaco, levando a uma
terapia mais eficaz, em relagao ao par idnico-SLN. As células cancerigenas que apresentam
MDR, evidenciaram niveis de doxorrubicina-PNL mais elevados do que quando a
doxorrubicina livre foi administrada. Deste modo, as nanoparticulas lipidicas permitiram uma

melhoria da eficacia terapéutica em caso de mecanismos de resisténcia. [40, 61]
3.2.2.2 Nao idnicos

5-Fluorouracilo (5-FU)

O 5-FU é um composto anticancerigeno muito usado no cancro da mama, trato
gastrointestinal, cabe¢a e pescogo. [9] Este farmaco é o principal agente em quimioterapia
com atividade clinica contra o cancro colorretal. [9] A solubilidade em agua do 5-FU é
elevada, o que torna dificil a incorporagao nas SLN. Para contornar este obstaculo foi
reduzida a solubilidade em agua através da conjugacao de dois grupos de octanoilo a
molécula de 5-FU [62], formando o 3’,5’-dioctanoilo-5-fluor-2’-desoxiuridina (FUdR). Este
derivado pode ser incorporado nas SLN com uma eficiéncia de encapsulagao superior a 90%.
Esta estratégia envolveu procedimentos, por vezes, morosos. Os farmacos hidrofilicos como
o 5-FU tém a vantagem de poder ser facilmente diluidos e administrados sem preocupacao
com a precipitagio do farmaco. Nesta situagao, a mais-valia das nanoparticulas passa por
permitir uma libertagao controlada e melhorar o perfil do farmaco, no que diz respeito aos

efeitos secundarios e ao padrao de biodistribuicao. [9]

4. Perspetivas futuras

4.1 Combinacao de quimiossensibilizadores com

anticancerigenos em NL

As nanoparticulas lipidicas podem ser Uteis para contornar o problema do efluxo de
farmacos na membrana, causado pela P-gp (fenétipo MDR), mas é improvavel que resolvam
todos os problemas de resisténcia ao farmaco. Varios compostos apresentam atividade

inibitoria da P-gp, sendo designados por “quimiossensibilizadores”. Além da inibicao do

efluxo celular dos farmacos citotoxicos mediada pela P-gp, restauram a sensibilidade das
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células resistentes a farmacos para o tratamento de quimioterapia. [63] O verapamil e a
ciclosporina-A sao quimiossensibilizadores que levaram a toxicidades significativas e a
interagoes farmacocinéticas, devido as baixas poténcias e reduzida especificidade. O
valspodar e o elacridar sao mais potentes e especificos, que podem afetar a farmacocinética
dos anticancerigenos administrados concomitantemente com eles, nem sempre sendo
eficazes em tumores solidos. Parte destas limitagoes podem ser resolvidas usando as NL.
Dois estudos permitiram a encapsulagao da ciclosporina-A [64] e verapamil [26] em SLN
com sucesso. O Ultimo grupo de investigadores, desenvolveu ainda um sistema de co-
encapsulagdo da doxorrubicina e verapamil em PLN, que proporcionou a terapéutica
citotoxica (doxorrubicina) e a quimiossensibilizagao (verapamil), tendo verificado que os
perfis de libertagao nao interferiam entre si. [26] Como o verapamil tem efeitos colaterais e
nao é especifico para o P-gp (responsavel pela resisténcia), formulou-se um sistema capaz de
entregar a doxorrubicina e um quimiossensibilizador mais potente — elacridar (GG-918). [65]
Foi demonstrado que a co-encapsulagao aumentou a concentragao do anticancerigeno na
célula e levou a uma maior eficacia (maior citotoxicidade) do que quando usados os
compostos isoladamente. Este resultado sugere que os dois farmacos precisam de estar

espacialmente proximos no local de agao para que haja um melhor efeito anticancerigeno.

[65]

4.2 Targeting de NL para alvos tumorais especificos

De forma a que a citotoxicidade seja seletiva é importante explorar as diferencas
entre as células cancerigenas e saudaveis, nomeadamente a nivel dos antigénios de superficie.
Deste modo, o antigénio como so seria expresso nas células cancerigenas permitiria uma
orientagao molecular. [66] Com base neste pressuposto, foram desenvolvidos sistemas de
SLN direcionadas para o recetor de folato (que é expresso em varios tipos de cancro) para a
administragcao de um pro-farmaco de paclitaxel. [67] Esta formulagao direcionada permitiu
uma melhoria da absorgao de farmacos e citotoxicidade em linhagens com recetores folato.
Em ensaios in vivo, foi inibido o crescimento do tumor e a sobrevivéncia de animais também
aumentou em relagao as SLN formuladas sem direcionamento e em SLN com Cremophor
EL. Os resultados deste estudo foram promissores, podendo levar ao desenvolvimento de
mais NL direcionadas. [67]

Num estudo recente foram desenvolvidas SLN com paclitaxel com conjugados de um
peptideo de polietilenoglicol clivavel enzimaticamente. Estes conjugados interagem
especificamente com as melanoproteinases, que sao, por sua vez, sobre-expressas em células

tumorais, permitindo assim especificidade na integracao. Os resultados obtidos revelaram
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que o farmaco foi acumulado no local do tumor numa maior extensao, persistiu mais tempo
na circulagdo e mostrou uma menor toxicidade em relagao as SLN com paclitaxel sem o
peptideo. [68]

O etoposido é usado no tratamento de cancro do ovario com alguns tipos de
resisténcia. O hialuronato de sédio é um composto que se liga a recetores sobre-expressos
das células cancerigenas do ovario. Neste estudo, foram desenvolvidas SLN com hialuronato
contendo o etoposido e verificou-se que a citotoxididade do etoposido aumentou em
relagio as SLN sem o hialuronato. Assim, pode ser uma mais-valia a nivel terapéutico,
podendo ser reduzida a dose prescrita e, consequentemente os efeitos secundarios deste

farmaco. [69]

4.3 Terapia génica anticancerigena através de NL

Nos ultimos anos, a terapia génica esta a tornar-se uma estratégia muito promissora,
podendo ser usada por si s6 ou combinada com um farmaco citotdxico. Na terapia génica é
importante identificar um transportador nao téxico que seja capaz de atingir os tecidos
cancerigenos com boa especificidade e que permita a transferéncia do material genético com
alta eficiéncia. Tradicionalmente, tém sido usados agentes virais. Porém, estes podem
provocar respostas imunitarias indesejadas. Ja foram desenvolvidos e testados peptideos,
polimeros policationicos e, mais recentemente, SLN e lipossomas cationicos. Estes sistemas
apresentaram elevada eficiéncia de transfecgao in vitro, mas in vivo a sua eficacia esta longe de
ser a ideal. [70]

Atualmente, nenhum sistema de SLN foi ainda utilizado para entrega de material
genético, mas com as SLN catidnicas isso pode tornar-se possivel. [70] Num estudo usaram-
se Cos-1 de células semelhantes a fibroblastos de rim de macaco, e formularam-se
lipossomas e SLN a partir dos mesmos lipidos cationicos. Estas duas formulagoes
mostraram-se equipotentes em eficiéncia de transfeccao in vitro. Assim, as SLN mostram ser
pelo menos tao eficazes como os lipossomas na terapia génica. [70]

Recentemente, formularam-se SLN de superficie modificada com uma proteina
fluorescente verde, contendo doxorribucina e um plasmideo (pEGFP), com o objetivo de
combinar a terapéutica anticancerigena com a terapia génica. A citotoxicidade in vitro desta
formulacao foi baixa e o efeito terapéutico foi notavel, tanto a nivel farmacolégico como na
terapia génica. Deste modo, este tipo de sistemas oferece a combinagao da genética com a

quimioterapia sendo multifuncional e, representando uma melhoria na terapéutica do cancro.

[71]

24



5. Conclusao

As nanoparticulas lipidicas sio um sistema de administragdo de farmacos
anticancerigenos muito promissor. Estas apresentam a vantagem de serem compostas por
excipientes biocompativeis e biodegradaveis (GRAS). Além disso, os métodos de produgao
normalmente utilizados (HPH) permitem uma facil transposicao para uma escala industrial.
Por sua vez, os anticancerigenos apresentam problemas que podem ser contornados pela
utilizagao de nanoparticulas lipidicas, como por exemplo: solubilidade, seguranca, estabilidade
e resisténcia.

Assim, a melhoria de propriedades como: a capacidade de carga, o direcionamento, a
biodisponibilidade, a estabilidade e a modulagio da libertagao dos farmacos sao
caracteristicas que as tornam uma excelente escolha para o transporte de anticancerigenos.

Estudos recentes tém demonstrado a mais-valia das NL na co-encapsulagao de
citotoxicos com agentes quimiossensibilizadores. Estes ultimos compostos (por exemplo:
verapamil ou Elacridar) tém como finalidade melhorar a eficacia terapéutica, permitindo, por
exemplo, a diminuigdo do efluxo celular dos farmacos pela P-gp. Também o targeting
(direcionamento) tem sido uma propriedade estudada com as NL, tendo estas revelado
resultados muito satisfatorios.

A associagao das NL a terapia génica tem sido também recentemente investigada.
Porém, ainda nao existem muitos resultados a este nivel, sendo necessarios mais estudos.

Deste modo, atendendo ao aumento do nimero de doentes afetados por cancros e
as limitagoes das terapéuticas convencionais, nao sera surpreendente que num futuro
proximo as nanoparticulas lipidicas sejam uma opgao valiosa como sistemas de
administragao, oferecendo tratamentos eficazes, seguros, e especificos, melhorando assim o

perfil farmacoldgico dos anticancerigenos atuais.
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Anexos



Tabela A.l: Exemplos de lipidos e tensioativos usados na preparagao das NL; adaptado de

[10]
Lipidos Tensioativos
Triglicéridos Anfotéricos
Tricaprina Lecitina de ovo
Trilaurina Fosfatidilcolina de ovo
Trimiristina Fosfatidilcolina de soja
Tripalmitina

Triestearina

Outros glicéridos
Monoestearato de glicerol
Behenato de glicerol

Palmitostearato de glicerol

Acidos Gordos
Acido estearico
Acido palmitico

Acido decandico

lonicos
Colato de soédio
Dodecilsulfato de sodio

Glicocolato de sodio

Sais organicos
Monodecilfosfato

Monohexadecilfosfato

Nao idnicos
Poloxamero 188

Poloxamero 407

Acido beénico Tween 20
Tween 80
Ceras
Cetilpalmitato Co-tensioativos
Butanol
Acido butirico
Cationicos

Estearilamina

Polimeros ionicos

Epoxido de oleo de soja

hidrolisado e polimerizado (HPESO)

Figura A.2: Transicao polimoérfica que ocorre nas SLN [7]
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(@) (b) ©)

Figura A.3: Tipos de SLN, a) SLN tipo | (matriz homogénea), b) SLN tipo Il (farmaco “em
concha”, “Shell”), b) SLN tipo Il (farmaco no nucleo da SLN) [10]

Low oil Amorphous High oil
A \ - @ \\
/,‘ \ _- N / ) [ ‘ : . )
GNCA/ = =) . O
=\ 1% e 9/

1 i 11

Figura A.4 Tipos de NLC: I) modelo do cristal imperfeito; Il) modelo amorfo; 1ll) modelo

maltiplo [22]

Figura A.5 Estrutura e imagem de um conjugado farmaco-lipido [5]

Figura A.6 Morfologia das PLN, obtida por microscopia eletrénica de transmissao. [10]
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Water-soluble Water-soluble Drug-polymer Drug-loaded polymer-lipid
counter polymer ionic drug complex Hybrid nanoparticles (PLN)

Figura A.7 Mecanismo de formagao e estrutura das PLN. D+ representa uma molécula de
farmaco catiénico e a linha curva representa uma molécula de polimero anidnico. O complexo
formado resulta duma neutralizagdo das cargas, sendo posteriormente envolvido numa matriz

lipidica. [10]

Figura A.8 Processo de libertagio do farmaco a partir de uma PLN. D+ representa uma

molécula de farmaco cationico e a linha curva representa uma molécula de polimero aniénico. [12]

Esquema A.l: Homogeneizagao a elevada pressao (HPH)

Dissolugdo ou suspensao
do farmaco no lipido fundido

HPH Quente HPH Frio

* Fase oleosa +

Dispersao numa Arrefecimento em
solugdo aquosa de tensioativo azoto liquido
Moagem

Microparticulas

v

Dispersao numa solucdo
de tensioativo a frio

Pré-emulsao

Pré-suspensao

Homogeneizagdo de elevada pressiao Homogeneizagao de elevada pressao

Nanoemulsdo

Arrefecimento
(recristalizacao)

Nanoparticulas Lipidicas «—
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Esquema A.2: Homogeneizagao a elevada velocidade (HSH) e Ultrassonicagao (US)

Dissolugao ou suspensao
do farmaco no lipido fundido

Fase oleosa

Dispersao numa
solugao de tensioatico

!

Homogeneizagdao de elevada velocidade
ou
Ultrassonicagao

Arrefecimento

Nanoparticulas Lipidicas

Esquema A.3: Microemulsificagao

Dissolugdao ou suspensio
do farmaco no lipido fundido

Fase oleosa

Dispersao numa
solugdo aquosa de tensioativo

v

Agitagao suave
Microemulsdo

Diluicdo com dgua fria (2°C a 4°C)
em excesso (1:20)

Agitagao

Nanoparticulas Lipidicas

34



Esquema A.4: Emulsificacao — evaporagao do solvente

Dissolugdo do firmaco e lipido num
solvente imiscivel na agua

|

Emulsificagdo numa fase aquosa
contendo tensioativo

Pré-emulsio

Homogeneizagao de elevada velocidade
ou
Ultrassonicagao

Evaporagao do solvente
organico

Precipitagao

!

Nanoparticulas Lipidicas

Esquema A.5: Dupla emulsificacao

Dissolugao do farmaco
em dgua

Dispersao em fase organica contendo
o lipido e emulsionante

A/O emulsao primaria

Dispersao em solugao aquosa
com emulsionante hidrofilico

Evaporagao do solvente

Nanoparticulas Lipidicas
A/O/A
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Tabela A.2: Tabela comparativa dos diferentes métodos de produgao

Vantagens

Desvantagens

Homogeneizacdo a

elevada pressao (HPH)

-nio utilizacio de solventes

organicos

-dispersdes com elevado contetdo

de NL

-transponivel para escala industrial

HPH quente:

-particulas mais pequenas

HPH frio:
-menor exposi¢ao térmica

(evita desvantagens da HPH quente)

-requer elevada energia

HPH quente:
-aumenta a degradagio do
farmaco e transportador
-parti¢do do farmaco para a fase
aquosa

-complexidade do passo de

recristalizagao

HPH frio: particulas maiores

Homogeneizacao a
elevada velocidade
(HSH)

e

Ultrassonicacao (US)

-equipamentos sao comuns no

laboratério

-heterogeneidade do tamanho de
particulas

-requer elevada energia

US — potencial contaminagio

metalica

Microemulsificacao

-baixa energia mecanica utilizada

-baixa concentracio de NL
(diluicao)

-complexidade da formulagao

Emulsificacdo — evaporacao

do solvente

-evita stress térmico

-uso de solventes organicos
-solubilidade limitada do lipido no

solvente organico

Dupla emulsificacao

-incorporagao de farmacos
hidrofilicos

-evita stress térmico

-uso de solventes organicos

-elevada polidispersao
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Figura A.9 Hidrdlise da camptotecina. O anel lactonico (a esquerda) pode ser
hidroliticamente aberto para formar o carboxilato (direita). Este processo é acelerado na presenga

de hidroxidos) [10]

ook acl,
HEy o
CPT-11
Lactone SN-38
Lactone CH:CH .
oM
i CHLCH hcH
«Tel )
L}
OH oH
Ca(r:t[})n;r);:r;lc-)te 2 O SN-38 cHiHT b
Carboxylate

Figura A.10 Conversao metabolica do irinotecano em SN-38 [46]

Figura A.l | Doxorrubicina (R;= OCHj3 , R,= CH,OH) ou idarrubicina (R;= H, R;= CHj3) *

o grupo amina é protonado quando se forma o cloridrato de sal sollivel em agua de doxorrubicina ou

idarrubicina.

[10]
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