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SOLID LIPID NANOPARTICLES: CLASSICAL METHODS OF LAB PRODUCTION. Solid lipid nanoparticles have been
extensively investigated as drug delivery systems. These colloidal systems have major advantages compared to others more traditional.
Reported advantages include sustained release, ability to solubilize lipophilic drugs, increased physical and chemical stability of
labile molecules, decreased unwanted side-effects showing lower toxicity, and scale up facilities. This paper aims at reviewing the
traditional methods of solid lipid nanoparticles production, such as fusion-emulsification (hot and cold), solvent evaporation-

emulsification and microemulsion, dealing with the main technological parameters that influence the quality properties of solid lipid

nanoparticles.
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INTRODUCAO

Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) foram desenvolvidas em
1991, como um sistema alternativo de encapsulag¢do de principios
ativos em relacdo aos sistemas coloidais tradicionais, tais como
emulsdes, lipossomas e nanoparticulas poliméricas. O grande dife-
rencial das NLS € a sua excelente estabilidade fisico-quimica, que
proporciona maior protecdo contra a degradagdo de farmacos labeis.'
Na drea farmacéutica, as NLS podem ser usadas por todas as vias
de administra¢do, como a oral, * parenteral * e cutinea,’ devido seu
tamanho reduzido, variando de 50 a 1000 nm e biocompatibilidade.®’

Diferentes métodos de produgdo de NLS permitem incorporar
principios ativos hidrossoldveis® e lipossoldveis.’ No entanto, devido
anatureza lipidica da matriz, as NLS sao particularmente adequadas
para veicular ativos apolares, para os quais evidenciam uma capa-
cidade de carga elevada.'” A Tabela 1 apresenta alguns exemplos
de farmacos, recentemente incorporados em NLS, assim como a
composicao lipidica dessas particulas. A preparacdo das NLS pode
ser realizada por fusdo-emulsificagdo, por emulsificagdo-evaporacio
do solvente, ou a partir de microemulsdes.>!!

PREPARACAO DAS NLS POR FUSAO-EMULSIFICACAO

A preparagao de NLS por fusdo-emulsificacio consiste na fusdo
prévia do lipidio, incorporando o principio ativo por dissolucdo ou
por dispersdo. Para aumentar a estabilidade da emulsio, geralmente
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¢é adicionada fosfatidilcolina ao lipidio fundido. Em seguida, esta
fase ¢ emulsificada numa fase aquosa, que contém um tensoativo
do tipo O/A como, por exemplo, um polissorbato!®?2¢2” ou um

Tabela 1. Firmacos incorporados em NLS e sua composi¢do

Farmacos incorporados
em NLS

Composi¢ao Ref.

Virios corticosteroides Precirol® ATO 5; Compritol® 888 ATO; 12
Dynasan® 114, Dynasan® 118, Softisan®

142, Tegin® 4100

Lopinavir Compritol® 888 ATO 13
Carvedilol Acido estedrico 14
Luteina Peceol® 15
Saquinavir Compritol® 888 ATO e manteiga de 16
cacau
Sinvastatina Monoestearato de glicerina 17
Gatifloxacina Compritol® ATO 888 18
5 flurouracilo Dynasan® 114 and 118 19
Diazepam Compritol® ATO 888; Imwitor® 900K 20
Dexametasona Compritol® 888 ATO 21
Vinpocetina Monoestearato de glicerina 22
Cetoprofeno Cera de carnatba 23
Itraconazol Tristearina e triolina 24
Budesonida Compritol® 888 25




Vol. 34, No. 10

polaxamer.'> No final, a emulsdo recém-preparada é mantida a
temperatura ambiente para a solidificagdo do lipidio e obtencio
da dispersdo aquosa de NLS.?® Para a emulsificagdo do lipidio
fundido com a fase aquosa faz-se uso de ultrassons®*?>* ou de
agitacdo mecdnica,’**! podendo ainda proceder-se, adicionalmente,
a uma operagdo complementar de homogeneizagdo a alta pressao
(HAP).**3 Estes procedimentos provocam a ruptura das goticulas
lipidicas de maiores dimensdes, originando goticulas pequenas,
dispersas no meio da fase aquosa.®

Os ultrassons e a agitagdo mecanica sdo métodos simples, mas
apresentam a desvantagem de originarem NLS com dimensdes hete-
rogéneas.*® Além disso, o uso de ultrassons é sempre acompanhado
por um risco de contaminag@o por titdnio e pela possibilidade de
degradacio do principio ativo, devido a elevada forca de cavitacio
aplicada. Para se obter particulas lipidicas de dimensdes nanométricas
sdo requeridos periodos de agitacdo superiores a 15 min e a presenca
de fosfatidilcolina no lipidio fundido. No entanto, o aumento da
concentracio desta tltima provoca uma diminuicdo da cristalinida-
de das nanoparticulas formadas.*> Além disso, as NLS que contém
uma concentragio elevada de tensoativo ndo sdo apropriadas para
administrac@o intravenosa.’’

A HAP constitui um método vantajoso para preparar NLS por
fusdo-emulsificagdo, uma vez que ndo apresenta dificuldades de
transposicéo de escala e permite trabalhar em condi¢des assépticas.*
Para se obter NLS com uma distribuicio homogénea de tamanhos,
toda a dispersdo devera ser sujeita a mesma intensidade de energia.
Caso contrdrio, as goticulas localizadas em diferentes volumes da
amostra estardo expostas a diferentes forcas de dispersdo, originando
NLS com dimensdes muito heterogéneas. A HAP caracteriza-se
pela aplicacdo da mesma tensdo de corte a toda a amostra, devido
as dimensdes reduzidas do orificio de saida do homogeneizador
(£25-30 pm). %

A concentragdo lipidica das emulsdes destinadas a preparagao de
NLS por fusdo-emulsificago varia, em regra, entre 5 e 10% (m/m),?04
podendo, no entanto, atingir valores compreendidos entre 30 e 50%.*!

A HAP pode ser realizada a uma temperatura superior ou inferior
a temperatura de fusdo do lipidio.*** Na primeira situagdo, denomina-
se HAP realizada a quente e na segunda, HAP realizada a frio. Na
HAP a quente, o lipidio € previamente fundido a uma temperatura
de cerca de 5 a 10 °C acima do seu ponto de fusdo, incorporando-se,
em seguida, o principio ativo.*

A preparagao de NLS por HAP a quente? € realizada fundindo o
lipidio, contendo o principio ativo, seguindo-se a sua dispersio por
agitacdo mecénica*® ou por ultrassons,*****’ numa solugio aquosa,
aquecida & mesma temperatura, que contém um tensoativo do tipo
O/A. Obtém-se, desta forma, uma “pré-emulsao”, que, em seguida, é
submetida a HAP, realizada a uma temperatura compreendida entre 70
¢ 90 °C, resultando uma nanoemulsao do tipo O/A. No final, a nanoe-
mulsdo € resfriada a uma temperatura igual ou inferior a temperatura
ambiente (entre 20 e 25 °C),?**8 seguindo-se a solidificacdo do lipidio
e a obteng¢do da dispersdo aquosa de NLS. A etapa de homogeneiza-
¢do pode ser repetida vdrias vezes. No entanto, deve ter-se em conta
que a HAP, por si s6, aumenta a temperatura da amostra em cerca
de 10 a 20 °C a cada ciclo de homogeneizagdo. Em muitos casos,
sdo suficientes 2 a 5 ciclos de homogeneizagio, a 500-1500 bar.*

A HAP pode ser realizada com o lipidio no estado sélido. A
preparagdo de NLS por HAP a frio consiste em fundir previamente o
lipidio, onde se incorpora rapidamente o principio ativo, promoven-
do, em seguida, o resfriamento em gelo seco ou nitrogénio liquido.
Uma velocidade de resfriamento elevada favorece a distribuigdo
homogénea do principio ativo no interior da matriz lipidica.* Apés
solidificagdo, o material € fragmentado, recorrendo-se, por exemplo,
a um almofariz ou moinho.”*!' Deste processo resultam micropar-
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ticulas com dimensdes entre 50 e 100 um,* as quais se dispersam
numa soluc@o aquosa resfriada, contendo um tensoativo do tipo O/A,
de modo a formar uma “pré-suspensdo”. Uma vez preparada, esta
pré-suspensio € submetida a HAP a temperatura ambiente ou abaixo
desta, obtendo-se uma dispersao aquosa de NLS. A realizagdo da HAP
a baixas temperaturas aumenta a fragilidade do lipidio, facilitando a
obtengdo de particulas lipidicas de menores dimensdes.*

Em comparacio com a HAP a quente, a HAP realizada a frio
requer um maior nimero de ciclos de homogeneizagdo (em regra
10 ciclos) e origina NLS de dimensdes superiores e mais heterogé-
neas.** Como a HAP aumenta a temperatura da amostra em cerca
de 10 a 20 °C, em cada ciclo, a diferenca entre o ponto de fusdo do
lipidio e a temperatura de homogeneizacao tem que ser suficientemen-
te elevada, de modo a garantir a nfo ocorréncia da fusdo do lipidio
durante o processo de HAP.>? As caracteristicas fisico-quimicas das
NLS obtidas por fusdo-emulsifica¢do sdo afetadas por um conjunto
de parametros tecnoldgicos, que incluem a solubilidade do principio
ativo, o polimorfismo do lipidio, a natureza e concentragdo do lipidio
e do tensoativo, a temperatura, a for¢a de cisalhamento e o nimero
de ciclos de homogeneizacdo efetuados.

Solubilidade do principio ativo

O principio ativo pode ser incorporado no lipidio fundido,
dissolvendo-se ou dispersando-se, independente de ser lipo- ou
hidrossoluvel. Durante a prepara¢do das NLS por HAP realizada a
quente, o principio ativo encontra-se dissolvido no lipidio fundido,
numa concentracéo préxima da saturacdo, observando-se a sua difu-
sdo para a fase externa aquosa. Este fendmeno € tanto mais acentuado
quanto maior for a hidrossolubilidade do principio ativo, a temperatu-
ra da fase aquosa e a concentracdo do tensoativo nesta fase.* Apés a
homogeneizagao cria-se uma regifio de sobressaturag@o do principio
ativo a volta das goticulas de lipidio fundido recém-formadas. Durante
o resfriamento do sistema, a solubilidade do principio ativo na fase
externa aquosa diminui, sendo, em consequéncia, redistribuida na
superficie das NLS, antes de o lipidio recristalizar completamente.
Formam-se, assim, NLS constituidas por um nticleo lipidico revestido
por uma parede contendo principio ativo.

Devido a natureza aquosa da fase externa da “pré-emulsio”,
se a preparacdo das NLS for realizada por HAP a quente obtém-
se uma eficiéncia de encapsulacdo e carregamento mais elevadas
para principios ativos hidréfobicos. Estes principios ativos tém
menor tendéncia para abandonar o lipidio fundido, difundindo-se
para a fase externa aquosa, contrariamente ao que sucede com 0s
principios ativos hidrofilicos.’> Para se aumentar a eficiéncia de
encapsulagdo das substancias hidrossoliveis, promove-se 0 aumento
da sua solubilidade no lipidio fundido, por conjugacio com pares
ionicos,* ou adicionando-se ao lipidio fundido um tensoativo, como
a fosfatidilcolina, ou ainda recorrendo-se a lipidios com proprieda-
des solubilizantes (como os mono e os diacilgliceréis) para formar
a matriz lipidica sélida. A HAP realizada a frio proporciona um
aumento da incorporacdo dos principios ativos hidrofilicos nas
NLS.* Durante a homogeneizagio, o lipidio encontra-se no estado
solido, pelo que ¢ minimizada a difusdo do principio ativo da matriz
lipidica sélida para a fase externa aquosa, contrariamente ao que
sucede com a HAP realizada a quente. A mobilidade das moléculas
dos principios ativos € menor na matriz lipidica sélida do que no
lipidio fundido, pelo que, durante a HAP realizada a frio, menor
serd a quantidade de ativos que se perde para a fase aquosa. Além
disso, esta fase pode ser substituida por outros liquidos, como os
polietilenoglicéis de massa molar baixa, nos quais o principio ativo
evidencia menor difusdo e solubilidade, o que contribui para a sua
retengdo na matriz lipidica sélida.*
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Polimorfismo do lipidio

O processo de preparacdo de NLS inicia-se com a fusdo do
lipidio, seguida do resfriamento para originar NLS. Ao iniciar o
processo de solidificacdo, a viscosidade do lipidio fundido aumenta
progressivamente, tornando-se mais dificil acomodar as moléculas
lipidicas, o que origina, no final, cristais lipidicos com diferentes
graus de organizagdo tridimensional, isto €, com diferentes formas
polimérficas.> Este fendmeno ¢ habitualmente conhecido por recrista-
lizac¢do do lipidio. O grau de cristalinidade das NLS recém-formadas
depende da organizacao tridimensional das cadeias hidrocarbonadas
das moléculas na matriz lipidica solidificada.?

Os lipidios podem apresentar polimorfismo, isto €, se cristalizar
em formas distintas, criando estruturas diferenciadas, alterando a
liberac@o do principio ativo encapsulado. Essas formas polimoérficas
podem ser identificadas por padrdes de difracdo de raios X, onde os
espagamentos longos fornecem informagoes sobre a distancia entre os
cristais planos (comprimento de cadeia), enquanto os espagamentos
curtos informam sobre a estrutura da sub-célula (distincia entre ca-
deias).*® Os lipidios podem cristalizar em estruturas tridimensionais
do tipo o, B”, B. A forma o (hexagonal) € a menos estével, com menor
ponto de fusdo e calor latente. A forma [ (triciclica) é a mais estével,
com maior ponto de fusdo e maior calor latente. As transformacdes
de o para B~ (ortorrdmbica) e desta para 3 ocorrem nesta ordem e
sdo irreversiveis.’” Desta forma, para uma aplicac@o industrial das
particulas lipidicas s6lidas € necessario controlar este polimorfismo.
A estrutura polimoérfica tem influéncia direta na eficiéncia de encap-
sulagdo e na expulsdo do ativo durante o processo de estocagem,
sendo muito importante a sua caracteriza¢do.’*> Os espacgos dessas
moléculas estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Estrutura tridimensional das trés formas mais comuns de polimor-
fismo em triacilglicerdis

Modifica¢es o B B
cristal Hexagonal (H) Ortorrdmbica Triclinica paralela
perpendicular (OL) (T
subcélulas Ortorrdmbica Ortorrombica Triclinica
0,415-0,42nm 0,42-0,43 nm 0,46 nm
0,37-0,40 nm

A organizacao tridimensional que a matriz lipidica adquire duran-
te a solidificacdo depende da velocidade de resfriamento do lipidio
e da sua composig¢do, e constitui um fator muito importante para a
incorporagdo do principio ativo nas NLS. Quando a velocidade de
resfriamento € lenta, as cadeias hidrocarbonadas dos lipidios podem
se rearranjar numa forma mais ordenada e estdvel. Pelo contrério,
quando a velocidade de resfriamento € elevada, a solidificagdo da
matriz ocorre também rapidamente, rearranjando-se numa forma
polimdrfica mais instdvel. Assim, na preparagdo de NLS por HAP
realizada a quente, como a velocidade de resfriamento € elevada, as
particulas recém-formadas adquirem, preferencialmente, a forma
polimérfica B.% No que se refere a composicao lipidica, as matrizes
com um conteudo elevado de diacilgliceréis (> 50%) cristalizam na
forma polimérfica metaestdvel B°,°' que se caracteriza por alguma
imperfei¢do na sua estrutura tridimensional. As matrizes lipidicas
formadas por triacilglicerdis, esterificados com um tnico tipo de dcido
graxo, cristalizam, normalmente, no polimorfo mais estdvel 3, que se
caracteriza por um grau de organizagio elevado. Adicionalmente, sdo
encontradas outras formas polimérficas em misturas de acilgliceréis
que sdo habitualmente referidas como formas 3.

A estabilidade termodinamica das NLS e o seu grau de empaco-
tamento lipidico aumentam, enquanto a incorporacdo do principio
ativo diminui na seguinte ordem: forma polimérfica o, forma poli-
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morfica B°, forma polimérfica . Em regra, as moléculas lipidicas
apresentam maior mobilidade quando se encontram em configuracoes
termodinamicamente mais instdveis como, por exemplo, a forma
polimoérfica o. Por esta razdo, estas configuracdes apresentam um
grau de empacotamento lipidico menor, sendo maior a sua capacidade
para incorporar os principios ativos.®® Portanto, para a preparacdo
de NLS com capacidade de carga elevada, em particular quando se
pretende incorporar ativos hidrofilicos, o lipidio devera cristalizar,
preferencialmente, na forma polimérfica mais instdvel, isto €, na
forma o, que deverd se manter durante o armazenamento.®*%*

As transformagdes polimoérficas podem ocorrer durante o arma-
zenamento promovendo a instabilidade da dispersdo coloidal, uma
vez que estdo associadas ao aumento do tamanho das particulas
lipidicas. Durante o armazenamento, a ocorréncia de transformagoes
polimodrficas € acompanhada por alteragdes na forma das particulas,
designadamente das formas esféricas (o) para as formas achatadas
(B)’64‘65

O problema associado as modifica¢des do lipidio ndo € sempre
resolvido com a manipulag@o das formas o, B e §’. A complexidade
do sistema aumenta devido as subespécies polimorficas e as intera-
¢des do lipidio com os agentes tensoativos. Para preparar NLS com
capacidade de carga elevada utilizando formas polimdrficas instdveis,
€ necessdrio o desenvolvimento de estratégias que previnam a trans-
formacao das formas instdveis para as formas mais estdveis, durante
0 armazenamento.®

Natureza e concentracio do lipidio

A maioria dos lipidios utilizados na preparacao de NLS consiste
em misturas de varios compostos quimicos. A natureza quimica dos
lipidios selecionados e a sua concentragdo influenciam a incorporago
dos principios ativos e tamanho das NLS.

Os lipidios que ddo origem a particulas altamente cristalinas,
como os triacilgliceréis constituidos por um tipo de dcido gordo,
originam estruturas organizadas, com poucos locais para acomodar
as moléculas de principios ativos, induzindo a sua expulsdo da matriz
lipidica sélida.’” Os lipidios de composi¢do mais complexa, como
as misturas de mono, di e triacilglicerdis e as misturas de diferentes
dcidos graxos formam cristais com muitas imperfeicdes, oferecendo
mais espaco para acomodar as moléculas de principio ativo.® Por esta
razdo, as misturas de acilglicer6is proporcionam uma capacidade de
carga maior do que os lipidios puros.

Para se obter NLS com dimensdes reduzidas, recorre-se a mis-
turas de mono e diacilglicer6is, os quais apresentam propriedades
tensoativas (EHL 2-5).% Ahlin er al.®® observaram que o tamanho
médio das NLS de Witepsol® W35 (constituido por dcidos graxos
de cadeia curta e quantidades elevadas de mono e diacilglicerdis)
era significativamente menor (117,0 + 1,8 nm) do que o das NLS de
Dynasan®118 (constituido por triestearina) (175,1 + 3,5 nm). Utili-
zando a HAP a quente, Siekmann e Westesen”® demonstraram que
o tamanho médio das NLS aumenta com o aumento da temperatura
de fusdo dos lipidios usados para a preparagdo, devido ao aumento
da viscosidade da fase interna da emulsdo.

O aumento da concentracdo lipidica aumenta as dimensdes das
NLS, devido ao aumento da viscosidade da “pré-emulsdo”, tornan-
do mais dificil a sua emulsificacio na fase aquosa.’”’ Portanto, sdo
formadas NLS de dimensdes maiores. Como as emulsdes contém
cerca de 5 a 10% (m/m) de lipidio, a sua viscosidade € suficiente-
mente reduzida para serem homogeneizadas por HAP, obtendo-se
NLS com dimensdes reduzidas e com uma distribui¢do homogénea
de tamanhos. Acima de 10% (m/m) de lipidio resultam NLS de
dimensdes mais elevadas e uma distribui¢do mais heterogénea de
tamanhos.>
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Natureza e concentracao do tensoativo

A escolha do tensoativo e da sua concentragdo sdo fatores que
influenciam diretamente as caracteristicas das NLS, designadamente
as suas dimensdes, a reten¢@o do principio ativo e a eficiéncia de
encapsulagdo.® Na preparacao de NLS por HAP a quente € frequente
incorporar fosfolipideos (como a fosfatidilcolina)’ no lipidio fundido
e um estabilizante estereoquimico (por exemplo, um polaxamer) na
fase aquosa externa.”® Deste modo, forma uma barreira mecanica e/ou
elétrica que impede a coalescéncia das particulas durante a sua for-
macao, e também a sua agregacio durante o armazenamento. A carga
elétrica da superficie das particulas provoca a repulsdo, mantendo o
sistema num estado termodindmico mais estdvel. Se a fase interna da
nanoemulsio O/A for suficientemente estdvel, as NLS obtidas apds
arecristalizacio do lipidio apresentardo menores dimensdes e maior
estabilidade durante o armazenamento, em compara¢do com formu-
lagGes que contém apenas um tensoativo incluido na fase aquosa.’*’

Se o aumento da concentragao de fosfatidilcolina for acompanha-
do pelo aumento do tamanho das NLS, este se deve, provavelmente, a
formagao de multiplas camadas de fosfatidilcolina a sua superficie ou
a formagdo de lipossomas na fase aquosa. E de notar que as moléculas
de fosfolipidio em excesso na fase interna se deslocam para a super-
ficie das particulas lipidicas e/ou para a fase aquosa, organizando-se
em bicamadas. As concentragdes elevadas de tensoativo reduzem a
tensdo interfacial, aumentam a area de superficie e, em consequéncia,
originam NLS de menores dimensdes.” No entanto, quando a fase
aquosa externa contém moléculas de tensoativo em excesso podem
se formar outras espécies coloidais (como, por exemplo, lipossomas),
que podem incorporar moléculas de principios ativos e diminuir a
sua eficiéncia de encapsulagdo nas NLS.*

Temperatura

Na preparagdo de NLS por HAP realizada a quente, as tempe-
raturas elevadas conduzem a uma diminui¢do do tamanho das par-
ticulas, uma vez que promovem uma diminui¢io da viscosidade da
fase interna, originando também uma distribuicio mais homogénea
de tamanhos.”” Para iniciar a recristalizagio do lipidio, € necessario
resfriar a nanoemulsdo O/A a uma temperatura que depende da
natureza do lipidio. Quando se utilizam acilgliceréis formados por
dcidos graxos de cadeia curta, e com baixo ponto de fusdo (préximo
da temperatura ambiente), a recristalizacao deve ocorrer a um valor
inferior a esta. Em alternativa, a recristalizag@o do lipidio pode ser
iniciada submetendo a nanoemulsao a liofilizagdo.

Tensao de cisalhamanto e niimero de ciclos de homogeneizacio

Na preparagdao de NLS por HAP realizada a quente, para se
reduzir as dimensdes das goticulas de fase interna da “pré-emulsdo”
pode aumentar-se a tensdo aplicada ou o nimero de ciclos de homo-
geneizagdo.”” No entanto, o excesso de ciclos, o aumento da tensdo
aplicada ou do nimero de ciclos origina NLS de dimensdes mais
elevadas, devido a coalescéncia das goticulas lipidicas, que ocorre
em virtude do aumento da energia cinética.®®

Na preparacdo de NLS por HAP realizada a frio, o lipidio
encontra-se no estado sélido, pelo que se torna necessdria uma tensao
superficial mais elevada e um maior nimero de ciclos de homoge-
neizagdo para se obter particulas com dimensdes nanométricas.*

Problemas inerentes a preparacio de NLS por fuséo-
emulsificacdo

Os problemas inerentes a preparagdo de NLS por fusdo-emul-
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sificac@o estdo relacionados com o risco potencial de degradagdo
do lipidio e/ou do principio ativo e com a possivel ocorréncia do
fendmeno de recristalizagdo do lipidio.

Degradagdo do lipidio e/ou do principio ativo

O risco de ocorréncia de degradacao do lipidio e/ou do principio
ativo durante a HAP estd associado as elevadas temperaturas e tensdes
de cisalhamento aplicadas durante o processo. No caso de principios
ativos termossensiveis, a HAP realizada a frio tem vantagens, uma
vez que o impacto térmico € apenas aplicado no inicio do processo,
para promover a fusdo do lipidio.* No entanto, a HAP, por si s0,
aumenta a temperatura da amostra, pelo que, quando se processa a
frio, deve garantir-se que a temperatura € suficientemente reduzida
para evitar a fusdo do lipidio.”!

A HAP pode também ser responsdvel pela reduciio do massa mo-
lar do lipidio e do principio ativo, jd que uma tensio de cisalhamento
elevada parece ser a principal causa para a formacao de radicais livres,
responséveis pela peroxidagao lipidica.*>* A massa molar e a estrutura
molecular do principio ativo sdo os pardmetros mais importantes
para avaliar a sua possivel degradacdo pela aplicacdo de tensdes de
cisalhamento elevadas. Os principios ativos de massa molar elevada
e com cadeias longas s@o as mais sensiveis. Com efeito, a HAP pa-
rece causar a degradacdo do DNA e da albumina. No entanto, para a
maior parte dos principios ativos incorporados em NLS, a HAP ndo
apresenta qualquer problema.

Recristalizacdo do lipidio

Para preparar NLS por HAP a quente, a nanoemulsao O/A pre-
viamente obtida deverd ser resfriada, de modo a recristalizar o lipidio
e, em consequéncia, originar a formagdo de particulas lipidicas soli-
dificadas. Devido a quantidade elevada de moléculas de tensoativo,
necessdria para estabilizar a dispersdo coloidal, e a complexidade
quimica da mistura lipidica, a cristalinidade do lipidio sob a forma de
NLS pode diferir consideravelmente do lipidio como matéria-prima.
Devido a mistura complexa de lipidios, a diferenca de temperatura
entre os pontos de fusdo e de cristalizagdo da matriz lipidica (intervalo
de resfriamento) pode atingir entre 30 e 40 °C nas dispersdes lipidi-
cas. Por exemplo, a temperatura de fusdo da trilaurina € superior a
40 °C. No entanto, nas NLS formadas por um sistema de tensoativos
constituido por um fosfolipidio e tiloxapol, o lipidio recristaliza a
temperaturas inferiores ao ponto de congelacdo da dgua.® A estabi-
lidade das dispersdes coloidais de NLS estd, portanto, condicionada
pela ocorréncia de fusdes super-resfriadas e pelas transformacdes
polimdrficas que o lipidio sofre, quando da sua recristaliza¢do sob a
forma de particulas sélidas e durante o armazenamento.

Fusoes super-resfriadas

Na sequéncia de uma HAP realizada a quente podem resultar
fusdes super-resfriadas, em vez de dispersdes aquosas de NLS. As
fusdes super-resfriadas sdo sistemas heterogéneos semelhantes a
emulsdes do tipo O/A, uma vez que o lipidio se mantém no estado
liquido e disperso na fase aquosa, embora a preparacgio seja armaze-
nada a uma temperatura inferior ao ponto de fusao do lipidio. Estes
sistemas resultam da recristalizagdo do lipidio ser consideravelmente
retardada, apds a realizagdo da HAP a quente, devido ao baixo ponto
de fusdo e a composi¢do complexa da mistura lipidica utilizada.
Se a recristalizacdo ndo for induzida artificialmente, as dispersdes
lipidicas podem permanecer super-resfriadas durante vdrios meses.
A ocorréncia de fusdes super-resfriadas aumenta com a diminui¢ao
das dimensdes das goticulas de lipidio fundido emulsificadas na fase
aquosa. Para o lipidio iniciar a recristalizagdo € necessaria a existéncia
de um determinado nimero de nucleos de cristalizacido presentes
na emulsdo. A formacdo desses nicleos € menor com a diminuicio
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das dimensdes das goticulas e, como consequéncia, € retardado o
processo de recristalizagao.

Os aumentos da temperatura e da tensdo de cisalhamento aplicada
podem originar fusdes super-resfriadas, devido a formagao de goticu-
las lipidicas de dimensdes reduzidas. Pode-se verificar, também, um
atraso na recristalizagdo com o aumento da concentra¢@o de tensoativo
e com a diminui¢do da concentragdo do lipidio na formulacéo.

Em comparacio com as formas polimérficas que o lipidio pode
adquirir (o, B” ou B), a estabilidade termodindmica e o grau de em-
pacotamento lipidico sdo mais baixos nas fusdes super-resfriadas.>*
Por esta razao, estas tltimas nao conseguem imobilizar as moléculas
de principio ativo tdo fortemente quanto as particulas sélidas, nido
podendo, por isso, ser utilizadas para modificar a cedéncia in vivo das
moléculas incorporadas. Além disso, mesmo que fosse possivel re-
cristalizar o lipidio e formar NLS a partir das fusdes super-resfriadas,
ap0ds a administra¢do in vivo ocorreria a sua fusdo, uma vez que a
temperatura corporal € superior ao ponto de fusdo do lipidio.

PREPARACAO POR EMULSIFICACAO-EVAPORACAO
DO SOLVENTE

A preparagdo de NLS por emulsifica¢do-evaporagdo do solvente
consiste na preparagio de uma fase organica, constituida pelo lipidio
dissolvido num solvente organico imiscivel com a dgua como, por
exemplo, a acetona, o diclorometano’ ou cloroférmio.” Nesta fase
¢ incorporado o principio ativo, por dissolugdo ou por dispersdo, e
adicionada a fosfatidilcolina para aumentar a estabilidade termodi-
namica da emulsdo preparada. A fase organica € depois emulsificada
numa fase aquosa, que contém um tensoativo do tipo O/A como, por
exemplo, o polaxamer 188, obtendo-se uma emulsio do tipo O/A.

Para se proceder a evaporagdo do solvente organico, a emulso obti-
da € diluida num volume elevado de fase aquosa e submetida a agitagcio
a uma temperatura compreendida entre 0 e 2 °C, podendo decorrer a
pressdo reduzida. As NLS formam-se em consequéncia da precipitacdo
do lipidio na fase externa aquosa. A evaporagdo do solvente organico
deve se realizar o mais rapidamente possivel, de modo a evitar a agre-
gacdo das NLS recém-formadas. Os principios ativos hidrossoliveis,
em vez de serem dispersos na fase organica podem, como alternativa,
ser dissolvidos numa fase aquosa, que, posteriormente, vai constituir
a fase interna de uma emulséo multipla A/O/A.* Este processo € par-
ticularmente adequado para a incorporag@o de peptideos e proteinas
em NLS. Neste caso, como a fase aquosa interna tem tendéncia para
coalescer durante a agitacdo, a presenga de um tensoativo na fase or-
génica € essencial para aumentar a estabilidade da emulsdo primdria
A/O e, em consequéncia, da emulsio multipla A/O/A.%!

Em comparagdo com o processo de preparacdo das NLS por
fusdo-emulsificagdo, a emulsificacdo-evaporagdo do solvente origina
particulas com dimensdes mais reduzidas, devido a menor viscosi-
dade da fase interna, que resulta do lipidio se encontrar dissolvido
num solvente organico em lugar de fundido. Este método apresenta a
vantagem de evitar a exposi¢do dos principios ativos a temperaturas
elevadas, apresentando, no entanto, o inconveniente relacionado com
o uso de solventes orgénicos.®

As caracteristicas fisico-quimicas das NLS obtidas por emul-
sificagdo-evaporagdo do solvente sdo afetadas por um conjunto de
pardmetros tecnoldgicos, que incluem a solubilidade do principio
ativo, o polimorfismo do lipidio e, ainda, a natureza e concentraciio
do lipidio e do agente tensoativo.

Solubilidade do principio ativo

Os principios ativos hidrofébicos dissolvem-se na fase interna
organica da emulsdo e ndo sofrem difusdo para a fase externa aquosa,
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obtendo-se, por isso, uma incorporaco elevada. No caso dos prin-
cipios ativos hidrofilicos, estas evidenciam uma tendéncia elevada
para abandonar a fase interna organica, pelo que a sua eficiéncia de
encapsulacdo € significativamente reduzida. Para ultrapassar este
problema, estas substancias, em particular, os peptideos e as prote-
inas, podem ser dissolvidas numa fase aquosa interna, formando-se
uma emulsdo multipla A/O/A, com a qual se preparam as NLS. Em
comparagdo com o método de fusdo-emulsificacdo anteriormente
descrito, a emulsificacio-evaporacdo do solvente origina NLS com
eficiéncia de encapsulagdo menores para os principios ativos hidros-
soliveis. Neste caso, a fase interna € menos viscosa, uma vez que o
lipidio se encontra dissolvido num solvente orgdnico, enquanto no
método de fusdo-emulsificagdo, o lipidio estd fundido, contribuindo
para reduzir a difus@o do principio ativo para a fase externa aquosa.

Polimorfismo do lipidio

Devido a difusdo lenta do solvente organico através da fase aquo-
sa, a solidificaciio das NLS obtidas por emulsificagdo-evaporacio do
solvente ¢ mais lenta, em comparag@o com as preparadas por fusio-
emulsificagdo. Em consequéncia, as moléculas lipidicas podem se
rearranjar numa forma termodindmica mais estdvel, adquirindo a
forma polimérfica 3, & qual estd associada uma menor capacidade
para incorporar os principios ativos.

Natureza e concentracfo do lipidio

A natureza do lipidio influencia também as caracteristicas fisico-
quimicas das NLS preparadas por emulsificacdo-evaporacdo do
solvente. Com efeito, os lipidios de composi¢do complexa, como as
misturas de mono, di e triacilglicerdis, e os que contém dcidos graxos
com cadeia de diferentes comprimentos, originam NLS com muitas
imperfeicdes, oferecendo mais espaco para acomodar as moléculas do
principio ativo. O tamanho médio das NLS aumenta com o aumento da
concentracdo lipidica na emulsao, devido ao aumento da viscosidade
da fase interna. Em regra, sdo utilizadas concentra¢des compreendidas
entre 0,5 e 2,5% (m/v). Para se obter NLS de dimensdes menores sao
utilizadas concentracdes lipidicas inferiores a 5% (m/v).%

Natureza e concentracao do tensoativo

O tamanho médio das NLS e a extensdo de incorporagdo dos
principios ativos por emulsificagdo-evaporagdo do solvente depende
do tipo de agentes tensoativos utilizados. A presenga de um agente
tensoativo do tipo O/A na fase externa aquosa € fundamental para a
formacdo da emulsdao O/A. O aumento da sua concentra¢@o provoca
uma diminui¢io da tensdo interfacial entre ambas as fases, contri-
buindo para diminuir as dimensdes das NLS.

Verifica-se, igualmente, uma reducdo das dimensdes das NLS,
quando se usa um sistema de tensoativos, em que um estd incluido
na fase interna, como um fosfolipidio, e outro, na fase externa, como
um sal biliar.”%?> Quando o principio ativo se encontra disperso, em
lugar de dissolvido, na fase orgénica, a sua tendéncia para se difundir
para a fase aquosa € maior, reduzindo a sua incorporagio nas NLS. A
utilizagdo de um agente tensoativo na fase interna aumenta a molha-
bilidade das particulas sélidas do principio ativo, contribuindo para
a sua permanéncia nesta fase e permitindo aumentar a eficiéncia de
encapsulagdo.

PREPARACAO A PARTIR DE MICROEMULSOES

As microemulsdes sdo sistemas heterogéneos termodinamica-
mente estdveis, que podem ser formados espontaneamente devido
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a uma tensdo interfacial reduzida entre uma fase interna e uma fase
externa. Para se preparar a microemulsdo, o lipidio € inicialmente
fundido, incorporando-se depois o principio ativo por dissolucdo ou
por dispersio, consoante esta € lipo ou hidrossoldvel. Simultaneamen-
te, prepara-se, 2 mesma temperatura, uma fase aquosa, contendo um
agente tensoativo do tipo O/A. Em seguida, submete-se a emulsifica-
¢do do lipidio fundido na fase aquosa, sob agitagdo mecanica intensa,
obtendo-se uma microemulsdo O/A termodinamicamente estavel.®

A microemulsdo O/A, em regra aquecida a uma temperatura
compreendida entre 60 e 70 °C,*%¢ & diluida sob agitacdo mecanica,
num volume elevado de dgua®’ ou de uma solugdo aquosa resfriada
a uma temperatura compreendida entre 2 e 3 °C. A razdo entre os
volumes da microemulsdo e da solucdo aquosa estd compreendida
entre 1:2 e 1:100 (v/v). Desta forma, assegura-se que as dimensdes
reduzidas das NLS sao devidas a precipitag¢@o do lipidio na solucio
aquosa resfriada e ndo induzidas mecanicamente pelo processo de
agita¢@o. Devido a etapa de dilui¢do, a concentracio lipidica da mi-
croemulsdo é consideravelmente mais baixa, em comparac¢io com a
das emulsdes obtidas no método de fusdo-emulsificacdo.*® As carac-
teristicas fisico-quimicas das NLS obtidas a partir de microemulsdes
sdo afetadas, ndo somente pelos fatores que interferem na preparacio
da microemulsdo, mas também pelas condi¢des experimentais em
que decorre a sua dilui¢@o na solucio aquosa, designadamente pela
temperatura desta ultima e pelo seu volume e, ainda, pelo modo
como se processa a diluicdo. Os principais parametros que afetam a
eficiéncia de encapsulagio sdo o carregamento e o tamanho das NLS.

TEMPERATURA E VOLUME DA SOLUCAO AQUOSA

As NLS sdo formadas devido ao contato rapido entre a microe-
mulsdo aquecida e a solugdo aquosa resfriada, pelo que a diferenga
de temperatura entre ambas e o volume da solucio aquosa sdo
parametros que afetam as dimensdes das particulas. A diferenca
de temperatura entre a microemulsdo recém-preparada e a solucio
aquosa resfriada € o principal pardmetro que afeta as dimensdes das
NLS. Uma diferenca elevada facilita a recristalizacao rapida do lipidio
e previne a agregacdo das NLS recém-formadas. Por esta razao, sdo
obtidas NLS com menores dimensdes quando € maior a diferenga
de temperatura entre a microemulsdo aquecida e a solucio aquosa
resfriada.’® Um volume mais elevado de soluc@o aquosa resfriada
diminui o risco de agregacao das NLS recém-formadas, enquanto um
menor volume poderd ndo ser suficiente para dispersar a totalidade da
microemulséo, obtendo-se NLS de maiores dimensdes.®” A diluicdo
da microemulsdo O/A numa solugio aquosa resfriada processa-se sob
agitacdo mecanica. Embora a agitacdo nao seja o fator responsdvel
pelas dimensdes reduzidas das NLS obtidas, este processo pode niao
ser adequado para o controle das dimensdes das particulas devido a
agregacgdo que podem sofrer, originando uma distribuicao mais hete-
rogénea de tamanhos. A utilizagao de dispositivos capilares constitui
uma alternativa vantajosa para o controle das dimensdes das NLS, ja
que proporciona uma dilui¢do gradual e controlada da microemulsdo.

Marengo et al.%® desenvolveram um aparelho para a preparagao
industrial de NLS, que permite a dilui¢do de um volume superior a
100 mL de microemulsdo liquida aquecida numa solugdo aquosa
resfriada. A microemulsdo € colocada numa cdmara de aluminio,
revestida por uma parede termostatizada, e esterilizada por filtragdo
através uma membrana filtrante com 0,22 um de abertura do poro.
Posteriormente, a microemulsdo € conduzida através de uma agulha,
diretamente para a solucio aquosa resfriada, sob agitagdo magnética
a 300 rpm. O didmetro médio e a distribui¢iio de tamanhos das NLS
estdo condicionados pelo didmetro da agulha utilizada, pela tem-
peratura e pelo volume da solugdo aquosa.*®® Para um determinado
valor de temperatura e volume de solucéo, o aumento do diametro da
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agulha origina NLS maiores, uma vez que as goticulas emulsificadas
sdo também maiores.

CONCLUSOES

As NLS podem ser usadas para as mesmas finalidades das nano-
particulas poliméricas. Por esta razdo, tém sido igualmente objeto de
estudo, considerando a sua administragcdo por vias ndo parenterais
(sob a forma de comprimidos, pellets, capsulas, hidrogéis e cremes)
e por vias parenterais. Apds a administrac@o oral, pode-se conseguir
uma liberagdo modificada dos principios ativos para a mucosa gas-
trointestinal e reduzir a variabilidade da absor¢do, devido a natureza
lipidica da sua matriz. A absor¢do pode ser melhorada, em compa-
racdo com as nanoparticulas poliméricas, devido as propriedades
adesivas da matriz lipidica & mucosa gastrointestinal. Além disso,
os lipidios das NLS podem ser processados e absorvidos, tal como
os lipidios provenientes da alimenta¢do. Assim, os principios ativos
podem ser absorvidos juntamente com os lipidios, com aumento da
sua biodisponibilidade. A maior vantagem das NLS para administra-
¢do tépica reside no fato de protegerem dos principios ativos contra
a degradagdo quimica e modularem a sua liberagdo para camadas
particulares da pele. Em muitos casos, para se conseguir uma for-
mulagdo para a administracao tépica € necessdria a incorporacao das
dispersdes aquosas de NLS em hidrogéis ou em cremes.

No que se refere a administragio parenteral, as NLS tém sindo
estudadas para o direcionamento de principios ativos para os pulmdoes,
baco e cérebro. As propriedades fisico-quimicas das NLS dependem
do método de preparagao utilizado, o qual, por sua vez, € influenciado
por vdrios parametros tecnoldgicos. Como a matriz destes sistemas
¢é de natureza lipidica, os métodos de preparacdo ocorrem em meio
organico e evidenciam melhores resultados para principios ativos
de natureza hidrofébica. Devido ao fendmeno de recristalizacio
do lipidio, necessdrio para a solidifica¢cdo da matriz e formagao
das nanoparticulas, as propriedades fisico-quimicas das NLS estdo
condicionadas pela ocorréncia de transformagdes polimorficas, que
dependem do tipo de lipidio utilizado. O tipo de forma polimoérfica
que o lipidio adquire condiciona a capacidade de carga das NLS.
Os lipidios que cristalizam em formas altamente organizadas, como
os triacilgliceréis, constituidos por um tnico tipo de 4cido graxo,
originam sistemas com poucos locais para acomodar os principios
ativos, induzindo a sua expulsdo da matriz lipidica sélida. Os lipidios
de composi¢ao mais complexa, como as misturas de mono, di e tria-
cilgliceréis, formam estruturas com muitas imperfeicdes, originando
NLS com maior capacidade para incorporar os principios ativos.

As NLS podem ser preparadas a partir de métodos que se baseiam
na fusdo-emulsificagdo, sendo particularmente importantes aqueles
que recorrem a HAP realizada a quente ou a frio. Os parametros que
concorrem para a otimizagao das formulacdes incluem, para além da
natureza e concentragdo do lipidio e do tensoativo, a temperatura, a
tensdo de superficial e o nimero de ciclos de homogeneizagao. Este
método apresenta o inconveniente associado ao risco de degradacio
do lipidio e/ou do principio ativo, devido as elevadas temperaturas
e tensOes superficiais aplicadas durante o processo, bem como ao
risco de ocorréncia de transformagdes polimorficas durante o arma-
zenamento das NLS.

A preparagdo por emulsificagdo-evaporagio do solvente € realizada
no meio de emulsdes do tipo O/A ou A/O/A, sendo particularmente
adequado para incorporar substincias termossensiveis, uma vez que
durante o processo de preparag@o ndo se aplicam temperaturas elevadas.
Este método apresenta o inconveniente relacionado com a utilizagio de
solventes organicos, nos quais deve ser solubilizado o material lipidico.

Finalmente, a preparacdo de NLS a partir de microemulsdes
requer a utilizagdo de um dispositivo apropriado para dispersar a
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microemulsio aquecida numa solucéo aquosa resfriada, sendo, por
isso, um método influenciado pela temperatura e pelo volume da so-
lugdo aquosa e pelas dimensdes do dispositivo capilar utilizado. Neste
método, as dimensdes reduzidas das NLS sdo devidas a precipitacio
do lipidio na solug¢io aquosa resfriada e ndo induzidas mecanicamente
pelo processo de agitagdo.
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