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LIPID-CORE NANOCAPSULES: PREPARATION, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL APPLICATIONS. Lipid-core
nanocapsules (LNCs) are core-shell structures, in which the core is an organogel formed by a solid lipid dispersed in a triglyceride,
and the shell is a polymer. Those nanocapsules encapsulate poorly-water soluble drugs by dispersion in the core and/or interaction
with the polymer. The core and the shell act as diffusional barriers differenting the LNC from previously developed polymeric
nanocapsules containing an oily core and a polymer shell, which unique diffusional barrier is the shell. In this review, we discuss the
supramolecular structure, the physico-chemical characterization, including sizing, surface potential, fluorescent labeling strategies,
as well as the interfacial reactions in water to coat and functionalise the LNC surface. Different organometallic complexes have
been synthesized to decorate the nanocapsules envisaging the treatment of atherosclerosis, cancer, mucopolysaccharidosis I, and
hypertension. We also describe the main applications of the nanoformulations in the pharmaceutical, medical, and veterinary fields,
including in vitro and in vivo evaluations of toxicity and efficacy.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de nanocarreadores de fairmacos oferece
novas opgoes para o tratamento de doengas.! Os nanocarreadores
com tamanhos de particulas submicrométricos exibem propriedades
Unicas relacionadas ao aumento da relacdo drea de superficie-volume,
e, portanto, um nuimero significativo de dtomos estd presente na
superficie das nanoparticulas, contribuindo para a interacdo com
sistemas bioldgicos.>

Nas dltimas décadas, diferentes tipos de nanocarreadores foram
desenvolvidos, incluindo nanoparticulas inorganicas e nanoparticulas
organicas, como dendrimeros, lipossomas, micelas poliméricas e
nanoparticulas poliméricas.® As nanoparticulas poliméricas foram
desenvolvidas como uma alternativa aos lipossomas propostos como
carreadores de farmacos.* Desde entdo, varios polimeros e outros
materiais tém sido utilizados para a preparacdo de nanoesferas
(matriz polimérica) e nanocdpsulas (nticleo-casca).>® A selecdo das
matérias-primas deve propiciar caracteristicas de biodegradabilidade
e/ou biocompatibilidade as nanoparticulas.! Devido a diversidade de
polimeros, farmacos, 6leos e tensoativos que podem ser utilizados,
véarios métodos também foram desenvolvidos, os quais jia foram
amplamente descritos na literatura.>’

Em 1989, o método de deposic¢ao interfacial de polimero pré-
formado foi proposto para a preparagdo de nanocdpsulas poliméricas.?
Em geral, o fairmaco € dissolvido no niicleo oleoso e a parede
polimérica oferece uma barreira difusional para a sua liberacdo,
que pode apresentar curvas de primeira ordem (monoexponenciais
ou biexponenciais). Alternativamente, a decomposicdo da parede
polimérica determina a liberag¢@o do farmaco, produzindo uma curva
de ordem zero. Empregando este método de preparacdo foram obtidas
nanocdpsulas que apresentaram duas barreiras difusionais para a
liberagdo de um pré-farmaco.’ Esta caracteristica é decorrente da
formacio de um organogel no nucleo e de uma parede polimérica.
Com o intuito de diferencid-las de outras nanocdpsulas poliméricas,
essas novas estruturas foram nomeadas como nanocdpsulas de
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ndcleo de lipidico (LNCs, do inglés: lipid-core nanocapsules)™
(Figura 1S). As nanocdpsulas poliméricas® e as LNCs apresentam
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas diversas, como, por
exemplo, flexibilidade'' e penetragio cutinea.'

As LNCs podem aumentar a estabilidade quimica (ou
fotoquimica) e solubilidade aparente de farmacos,'*!* possibilitar
a coencapsulacdo de substincias ativas (ndcleo/superficie)!>!¢ e
controlar sua liberacdo.'” Outras vantagens incluem o aumento do
efeito terapéutico e da biodisponibilidade de farmacos,'® a redugio
de efeitos adversos'** e o direcionamento ativo de farmacos e
biofdrmacos.?’? Além disso, esses nanocarreadores tém baixa
toxicidade como demonstrado em diferentes modelos de estudo
in vivo.?* Esse conjunto de caracteristicas fazem das LNCs
nanocarreadores eficientes, pois apresentam resultados relevantes e
promissores no ambito médico, farmacéutico e veterindrio.

Nos tltimos anos, a estrutura supramolecular das LNCs, assim
como estratégias de marcagdo fluorescente, ou de revestimentos e
funcionalizagao de superficie por reacao interfacial (in situ) tém sido
descritos. Assim, este artigo de revisdo descreve a preparacio das
LNCs, sua composigdo e marcagido com sondas fluorescentes, seu
revestimento para estabilizacdo fisica coloidal e sua funcionalizagdo
de superficie por formagdo de complexos organometdlicos, e, ainda,
uma visdo geral das suas principais aplicacdes bioldgicas estudadas
até o momento.

FATORES EXPERIMENTAIS QUE INFLUENCIAM
AS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS
NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO

Mecanismo de formacio

As LNCs sdo preparadas pelo método de deposicao interfacial
de polimero pré-formado, também conhecido como deslocamento
de solvente (Figura 1). A fase organica, contendo as matérias-primas
lipofilicas, € injetada (funil ou seringa) na fase aquosa, contendo um
tensoativo ou dispersante, sob agitacio magnética moderada.® As
nanocdpsulas sdo formadas instantaneamente, devido a migracio
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do solvente orginico para a fase aquosa.”’ Essa migragio leva a
supersaturacdo da fase organica e, como consequéncia, a formagao
de nanogoticulas e precipita¢do interfacial do polimero.® A presenga
de tensoativo ou dispersante na fase aquosa previne a agregacao.
Nesse contexto, a estrutura supramolecular € formada a partir de um
mecanismo de automontagem, seguido pela reducdo do tamanho das
particulas na etapa de evaporagio do solvente.” Em geral, a propor¢do
entre a fase organica e a fase aquosa € de 1:2 (v/v); porém, € possivel
reduzir o volume da fase aquosa entre 40-60%, a fim de minimizar
o tempo e a energia consumidos na etapa de evaporacdo do solvente
e concentracdo da formulag@o, sem alterar o didmetro médio de
particula.?? O controle do tamanho (didmetro médio e distribui¢ao
de diametros) estd relacionado a viscosidade da fase organica. Para a
obtencdo de LNCs com distribui¢do de tamanhos unimodal, regime
diluido, ou semidiluido, da fase orginica deve ser empregado.?
Existe uma proporgdo ideal entre monoestearato de sorbitano, 6leo
e polimero [1:4,1:2,6 (m/m/m)] para formar LNCs sem que haja a
contaminac¢do com nanoesferas ou nanoemulséo na formulagdo.'
Idealmente, para se obter uma formulagdo cineticamente estavel, a
proporcao entre o polissorbato 80 e 0 monoestearato de sorbitano é
de 2:1.%%° Devido a otimizagdo das quantidades de matérias-primas
e dos processos de sintese, o rendimento das dispersdes aquosas de
LNCs € de 100%.
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As LNCs sdo preparadas a partir de duas fases, em geral: acetona
e dgua. Ocasionalmente, pequenos volumes de etanol podem ser
adicionados a fase organica, para auxiliar na solubiliza¢do de
matérias-primas e, também, para modificar a difusdo da acetona
para a fase aquosa, permitindo a formacao de LNCs com didmetros
menores.’! A evaporagéo ocorre sob pressao reduzida (evaporador
rotativo) a 40-45 °C.? Quanto ao fluxo de inje¢@o, fluxos mais rapidos
(38 mL min') levam a formagdo de nanocdpsulas com didmetros
menores.*> No caso de se utilizar uma seringa, os didmetros séo
menores (D, = 102 £ 11, PDI = 0,11 = 0,01) do que os diametros
obtidos se empregando funil (D, = 153 + 7 nm, PDI=0,13 +0,01),*
devido ao maior fluxo de inje¢do. Considerando esses fatores, a
producdo das LNCs pode ser facilmente ampliada em ambiente
laboratorial, mantendo a reprodutibilidade entre os lotes, cujos
volumes finais podem ser de 10 mL ou de 100 mL.>*3¢ Além disso,
a produ¢do dessas nanocdpsulas pode ser transposta para a escala
industrial.'®

Niicleo lipidico: um organogel
O ntcleo das LNCs € composto por um lipidio sélido (por

exemplo: monoestearato de sorbitano) e um lipidio liquido
(geralmente um triacilglicerol de cadeias médias). O lipidio s6lido
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atua como geleificante de baixa massa molar para o dleo, levando
a formacdo de um organogel.”” O organogel altera as propriedades
mecanicas e confere maior rigidez as LNCs em compara¢do com
outras nanocdpsulas poliméricas.'”> O monoestearato de sorbitano
contribui para aumentar a eficiéncia de encapsula¢do de firmacos
lipofilicos, pois interage de forma ndo covalente.”” Além disso, a
formagdo do organogel aumenta a viscosidade do niicleo, promovendo
a resisténcia a difusdo do farmaco,”'° atuando assim, como uma
segunda barreira difusional para o farmaco disperso/solubilizado no
nicleo. Adicionalmente, estudos demonstraram que o monostearato
de sorbitano pode ser substituido por outras substincias lipofilicas
s6lidas, como o palmitato de cetila e o colesterol.*

Em geral, as LNCs sdo obtidas empregando-se triglicerideo
caprico/caprilico como lipideo liquido. No entanto, 6leos
vegetais,®*? Gleos de origem animal® e 6leos minerais* também
sdo relatados como componentes liquidos (Tabelas 1S, 2S, 3S e 45).
Esses 6leos apresentam composi¢des distintas e, consequentemente,
caracteristicas singulares que podem influenciar nas propriedades
fisico-quimicas das nanocdpsulas. Oleos mais viscosos produzem
nanocdpsulas de maiores tamanhos.* Além disso, o 6leo pode
modular a liberagdo do farmaco,* contribuir para o efeito
biolégico,* afetar a estabilidade de armazenamento® e a eficiéncia
de encapsulagio do farmaco.?’

A encapsulagdo do formaco nas LNCs ndo depende exclusivamente
da sua solubilidade na fase dispersa, mas a lipofilia (logaritmo da
distribuicdo, log D) do farmaco influencia a sua distribui¢do na
formulagdo. Desta forma, um algoritmo, para determinar o mecanismo
de distribuicdo, foi validado (8 fairmacos) baseando-se nos valores
de log D correlacionados com seis tipos de distribui¢des, que variam
desde a completa dissolug@o do farmaco na fase externa (firmacos
hidrofilicos) até a completa encapsulagio do farmaco no ntcleo das
LNCs (farmacos altamente lipofilicos).*

A escolha do 6leo deve considerar suas caracteristicas e
compatibilidade bioldgica,* sua capacidade de dispersar ou
solubilizar a substéncia ativa®® e sua propriedade ndo-solvente
para o polimero.* Além disso, o polimero deve interagir com o
monoestearato de sorbitano, o que ndo ocorre quando polimeros
metacrilicos positivos sdo empregados nas formulagdes ocasionando
agregacdo das particulas.> Desta forma, os estudos de pré-formulagéo
sdo essenciais visando a produ¢do de LNCs com caracteristicas
adequadas ao objetivo proposto.

Parede polimérica

A poli(e-caprolactona) é comumente utilizada como parede
polimérica das LNCs!® (Tabelas 1S, 2S, 3S e 4S), oportunizando
a reducdo da degradac@o da substdncia ativa durante as etapas
de preparagio,” o aumento da eficiéncia de encapsulagdo, a
liberacdo controlada, a modulacdo da penetracdo da substancia
ativa nas camadas da pele’! e, consequentemente, melhora dos
efeitos bioldgicos em comparacdo aos nanocarreadores lipidicos
convencionais.>> Adicionalmente, as LNCs podem ter a parede de
Eudragit® S100,%* Eudragit® L100,% etilcelulose,™ ou, ainda, de
poli(L-lactideo) (PLLA).> O uso de diferentes polimeros permite
a obtencdo de nanocdpsulas com caracteristicas fisico-quimicas e
comportamento biolégico distintos.

Revestimento de superficie

LNCs revestidas com polissorbato 80, poloxamer 188,
lecitina (Lipoid S75), quitosana e poli(etilenoglicol) (PEG) foram
descritas (Tabelas 1S, 2S, 3S e Figura 1). O polissorbato 80% e
o poloxamer 188,%” tensoativos polioxigenados nao-anidnicos,
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contribuem para a estabilidade cinética do sistema coloidal por
mecanismo de impedimento estéreo. O revestimento com lecitina
99% (como unico estabilizante de interface) diminui a estabilidade
coloidal comparado ao revestimento de polissorbato 80.°¢ Uma
estratégia para se obter o revestimento com quitosana € utilizar
lecitina 75-80% (que possui impurezas anidnicas, como &acido
fosfatidico) juntamente com polissorbato 80, para posterior reacio
interfacial com solugdo aquosa dcida de quitosana.’’ A lecitina e o
polissorbato 80 formam uma corona hidrofilica composta de micelas
na interface nanocédpsula-dgua,® estabilizando a formulagdo por um
mecanismo hibrido envolvendo impedimento estéreo e repulsdo
eletrostdtica.” O método é baseado em auto-organizagdo dos
materiais seguido de reacdo interfacial, reagindo o grupo amonio
da quitosana com grupos fosfato da lecitina e 4cido fosfatidico.
O potencial de superficie € positivo e as formulacdes liquidas
dessas nanocdpsulas tém sua estabilidade cinética decorrente do
impedimento estéreo do polissobato 80 e da repulsido eletrostética da
quitosana.®® Recentemente, foi descrito o processo de revestimento
com quitosana em uma etapa, com a vantagem de reduzir o tempo
de preparacdo, uma vez que, a solugdo acidificada de quitosana ¢
adicionada a fase aquosa, na auséncia do polissorbato 80.° Em
alguns estudos, o revestimento de nanoparticulas poliméricas com
quitosana € realizado sem a adic¢éo de lecitina.®*®* A superficie de
quitosana aumenta a mucoadesdo das nanoparticulas,*** melhora
a atividade antimicrobiana,’® e pode, ainda, oportunizar a formagio
de complexos organometdlicos decorando as LNCs.?!9%65

O revestimento com PEG, para reduzir o reconhecimento das
nanoparticulas pelo sistema fagocitico mononuclear e aumentar seu
tempo de meia-vida na corrente sanguinea,® é realizado pela adi¢do
do polimero (PEG 6000 ou PEG 4000) na fase aquosa, mantendo
as demais etapas de preparacdo (na auséncia de lecitina e/ou
quitosana).®*¢7% O revestimento € obtido pela formagao de ligagdes
de hidrogénio intermoleculares com a poli(g-caprolactona).®

Funcionalizac¢io de superficie: complexacio organometalica

A funcionalizag¢do da superficie de nanocarreadores tem por
objetivo modificar a estrutura externa da particula, a fim de promover
o direcionamento ativo e favorecer o reconhecimento entre o ligante
de superficie e os receptores nas células e tecidos-alvo.”” Além
disso, as moléculas acopladas na superficie do nanocarreador podem
apresentar maior estabilidade em ambientes bioldgicos.! Outra
vantagem da funcionalizacdo de superficie € a possibilidade de
combinar diferentes substincias ativas no mesmo nanocarreador.'>"°
Nesse sentido, LNCs foram funcionalizadas (Tabela 4S) com
farmacos,?>’ biofdrmacos,?%’! aminoécidos e peptideos’™™ e
proteinas.**7

As LNCs, uma vez formadas por auto-organizagao,” podem ser
funcionalizadas em trés etapas de reacdes interfaciais consecutivas:
(7) reagdo da quitosana com os grupos fosfatos da lecitina; (if) reagao
de um fon metélico (por exemplo, Fe?*, Zn** ou Au**) com o grupo
amina da quitosana, formando um quelato pela interacdo do fon
metédlico com o grupo hidroxila em posi¢do C-3 da quitosana,
e (iii) reacdo de um ligante (contendo dtomos de oxigé€nio ou
nitrogénio) com o quelato (Figura 2S).2'% Todas essas etapas
in situ sdo realizadas em dgua, sob agitagdo magnética e temperatura
ambiente (Figura 1).7°7275 A adi¢do do ligante (1 min apds a adi¢@o
do fon metdlico) € necessdria para passivar a superficie, uma
vez que na auséncia do ligante, as nanocdpsulas reagem entre si
formando rapidamente microagregados.?'> Mesmo que o ligante
possa interagir com a quitosana sem a presenga do fon metélico, a
presenca do complexo organometdlico ¢ essencial para o melhor
resultado terapéutico.”
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Conjugacio de materiais estruturais com corantes
fluorescentes

A rodamina B foi conjugada através de método cldssico de
ativacdo da fun¢do carboxilica com os grupos o,w-hidroxila da
poli(e-caprolactona) para o rastreamento das LNCs em sistemas
bioldgicos.” O conjugado (Rho-PCL), ap6s purificagio, € misturado
com poli(e-caprolactona) na propor¢do 1:10 (m/m), sendo as LNCs
fluorescentes quimicamente estdveis (a0 menos 4 h) em tampao
fosfato salino e meios gdstrico e intestinal simulados (pH = 7.4;
pH = 1,2; e pH = 6,8, respectivamente).”” Estudos in vitro de
captagdo celular (microscopia confocal) foram conduzidos com
as LNCs fluorescentes,®’8™ assim como estudos de penetracio e
distribuigdo cutineas em tecido animal.”> As LNCs fluorescentes
podem ser detectadas (microscopia intravital) no parénquima cerebral
de camundongos apds a administragdo da formulagdo por via oral,
intravenosa e intraperitoneal.”””

LNCs contendo Rho-PCL (emissdo no vermelho) foram
preparadas contendo também em seu nticleo um derivado
benzoxazdlico (emissdo no azul) observando-se que as nanocdpsulas
foram internalizadas intactas em células de cancer de mama (MCF-7)
e, ap6s 24 h, a sonda azul foi liberada no interior celular sugerindo
a degradagdo das LNCs.”? Em outro estudo de captac@o celular, a
rodamina B foi conjugada com 6leo de ricino,* o conjugado foi
misturado com triglicerideo de cadeias médias (1:10, m/m) obtendo-
se LNCs fluorescentes. Apés aplicagdo em macréfagos humanos
(linhagem U937) foi observada emissdo fluorescente (microscopia)
préxima ao nicleo das células.

Formulacdes liquidas esterilizadas e isotonicas

Atualmente, a esterilizacdo de formas farmacéuticas liquidas pode
ser obtida por filtracdo, autoclavagem, irradiagio e tratamentos com
6xido de etileno, formaldeido e plasma gasoso.?'#? Obter formulagdes
nanotecnoldgicas esterilizadas sem alterar suas caracteristicas ¢ um
desafio. LNCs preparadas com poli(e-caprolactona) mantém suas
caracteristicas fisico-quimicas ap0s a esterilizacdo por autoclavagem
(134°C, 2,1 bar por 10 min).%*#3 Alternativamente, LNCs (dy, <220 nm)
podem ser esterilizadas por filtracdo esterilizante (0,22 um).*
Formulagdes isotonicas de LNCs foram obtidas empregando-se
glicerol,*? sem altera¢do da viscosidade e da estabilidade cinética
das formulacdes, além de nao induzir hemdlise em teste in vitro.

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS
FORMULACOES LIQUIDAS

Técnicas espectroscépicas e microscopias de luz, de forga atd-
mica, ou eletronica sdo empregadas para caracterizar as propriedades
fisico-quimicas das formulacdes quanto a distribuigdo e a dispersido
de didmetros, ao didmetro médio, a densidade numérica de particulas,
a morfologia e caracteristicas de superficie. Adicionalmente, sdao
utilizadas técnicas para avaliar a mobilidade eletroforética (potencial
zeta), pH, e a quantificac@o e eficiéncia de encapsulacéo (Figura 3S).%
Além disso, a calorimetria de varredura diferencial, espalhamento
de raios X a baixo angulo,*” microscopia eletrdnica de varredura,*
microscopia de forca atdmica,” e espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier®® também sdo empregadas para
caracterizar as formula¢des de nanocdpsulas, elucidando a estrutura
supramolecular, a morfologia e a interagdo entre as matérias-primas.
Pode-se citar a levitacdo acustica de gota unica como uma técnica
promissora na drea de desenvolvimento de sélidos por aspersio.®’
No entanto, esta técnica ainda ndo foi aplicada para a formulagdes
de LNCs.
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Técnica de espalhamento de luz

A difracdo de laser (DL), o espalhamento de luz dinamico
(dynamic light scattering - DLS) e a andlise de rastreamento de
nanoparticulas (nanoparticle tracking analysis - NTA) s@o técnicas
complementares, utilizadas para a determinagdo das curvas de
distribui¢do de didmetro, assumindo geometria esférica de particulas.
A DL caracteriza o didmetro de particulas baseado em espalhamento
Mie (particulas menores dispersam a radiacdo eletromagnética em
angulos maiores). O equipamento fornece a curva de distribui¢cdo no
intervalo de 40 nm a 1000 mm.* Desta forma, esta técnica é utilizada
como screening inicial na caracterizagdo, visto que pode indicar a
presenca de microagregados na formulagdo, o que ndo € desejado. O
DLS e o NTA sio técnicas baseadas na dispersdo de Rayleigh e na
equacdo de Stoke-Einstein. A radiacdo eletromagnética € dispersada
por particulas em movimento translacional muito menores do que o
comprimento de onda da fonte laser utilizada. O DLS analisa por
espectroscopia de correlagdo de fétons o diametro hidrodinamico
a partir da flutuac@o na intensidade da luz espalhada em funcio do
tempo, enquanto o NTA mede o didmetro hidrodindmico registrando
o movimento individual através da luz espalhada particula a particula
empregando um microscépio de luz. No caso da preparagdo de
amostras ser realizada de forma quantitativa, empregando-se o NTA
pode-se acessar a densidade numérica de nanocdpsulas, ou seja a
concentra¢do por volume.®%’ Além disso, esta técnica correlaciona
a curva de diametros com a intensidade de luz espalhada permitindo
a determinac@o de nanocristais de firmaco misturados com as
nanocdpsulas (solug@o supersaturada) mesmo que tenham a mesma
distribui¢@o de didmetros.?

Considerando as metodologias mencionadas, o didmetro médio
das LNCs varia de 71 a cerca de 700 nm (Tabelas 1S, 2S, 3S e 45).
As diferengas de tamanho descritas para esse tipo de nanoparticula
estdo relacionadas a sua composic¢do, massa molar do polimero,
componentes lipidicos, substincia ativa e modificacdes de superficie,
assim como pelas técnicas usadas para caracteriza-las.

Microscopia eletronica de transmissiio

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) caracteriza
as nanoparticulas apés secagem sobre o suporte (sob condigdes
de vdcuo). Desta forma, os didmetros obtidos por MET podem ser
menores que aqueles avaliados por DLS.* No entanto, no caso de
LNCs, a caracterizag@o por MET € geralmente aplicada para ilustrar
e confirmar a forma esférica das particulas.?'***2 Adicionalmente,
arugosidade superficial e a presenca de corona hidrofilica (estruturas
micelares de tensoativos) na superficie das nanocdpsulas foram
caracterizadas.’*%

Potencial zeta

O potencial zeta, avaliado por mobilidade eletroforética, estima
o potencial de superficie das particulas,®® podendo ser usado para
caracterizar o revestimento de superficie.’” Neste contexto, valores
de potencial zeta negativos foram descritos para as LNCs estabilizadas
com polissorbato 80, poloxamer 188, lecitina e PEG, enquanto
que para nanocdpsulas revestidas com quitosana, com ou sem
funcionalizagdo, valores positivos foram determinados (Tabelas 1S,
25, 3S e 4S).

Potenciometria

O pH (potencial hidrogenionico) de formulagdes de LNCs varia
geralmente entre 3,9 e 7,5. As matérias-primas determinam o pH,
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assim como a sua variacdo em funcdo do tempo € indicativo de
alteracdio de espécies ionizdveis ou da hidrdlise de ésteres, sendo
um indicativo de estabilidade.** Quando € usado o revestimento
com quitosana, dispersa em solucdo acidificada, as formulacdes
apresentam valores de pH entre 4 e 5.*' Alteracdes de pH ao longo
das etapas de obten¢do das LNCs podem ocasionar a ionizagdo de
farmacos, diminuindo a eficiéncia de encapsulagio.’*!

Quantificacao de substancias ativas e eficiéncia de
encapsulacao

A concentragdo de fairmaco nas formulacdes é determinada de
forma direta por métodos analiticos validados seguindo diretrizes de
agéncias regulatérias nacionais e internacionais.”** A cromatografia
a liquido com detector ultra-violeta (CLAE) ¢ a técnica mais
utilizada,”®*7 sendo a cromatografia a liquido com espectrémetro
de massa em Tandem uma alternativa.”® A escolha do método de
quantificagdo e a preparacdo de amostra dependem da concentragio
do analito e da matriz.

A eficiéncia de encapsulag@o € determinada de forma indireta
empregando-se a ultrafiltragdo-centrifugagdo, separando o farmaco
solivel (na fase continua) das LNCs.*® No entanto, é importante
verificar previamente se a membrana de filtragdo € ou ndo uma barreira
para a passagem do farmaco, visto que, se for o caso, o resultado da
eficiéncia de encapsulacio serd superestimado devido a sua retengio
na membrana. Além disso, para a ultrafiltracdo, membranas de
filtracdo com poros de diferentes tamanhos podem ser selecionadas,
considerando-se a massa molecular da substancia ativa e o didmetro
das nanocdpsulas, permitindo apenas a permeacdo de pequenas
moléculas para o ultrafiltrado. Apds isolamento do farmaco soluvel,
este € quantificado no ultrafiltrado, e esta concentragdo € subtraida da
concentracdo total de farmaco presente na formulacdo.*® A eficiéncia
de encapsula¢@o nas LNCs varia de 20% a 100% dependendo da
lipofilia do farmaco e suas interagdes com os materiais constituintes
(Tabelas 18, 28, 3S e 4S).

Estabilidade cinética

As formulacdes liquidas de LNCs sdo dispersdes termodinami-
camente instdveis, mas sua estabilidade cinética pode ser aumentada
com eficientes revestimentos de superficie. A parede polimérica
¢é hidrofébica favorecendo as interacdes particula-particula, o que
gera agregacao das LNCs em fungdo do tempo. A estabilidade ciné-
tica pode ser avaliada por espalhamento mdltiplo de luz em funcio
do tempo para determinar fendmenos de aglomeracio, agregacio
(floculagéo e coalescéncia), sedimentagdo e cremagem.'>* A otimi-
zacdo das proporc¢des dos materiais constituintes das LNCs fornece
formulagdes cineticamente estdveis.'>** A funcionalizagio de su-
perficie diminui essa estabilidade, mas ainda assim as formulacdes
apresentam relativa estabilidade.®*7> O espalhamento mdltiplo de
luz em temperatura varidvel permite estimar a entalpia relativa entre
formulagdes, determinando uma ordem de estabilidade para as for-
mulagdes comparadas.>

APLICACOES BIOLOGICAS

O uso das LNCs apresenta diferentes vantagens como descrito
anteriormente. No entanto, os nanocarreadores também possuem
limitagdes como dificuldades de aplicacdo, perda de estabilidade,
acimulo em o6rgdos inespecificos, reconhecimento pelo sistema
fagocitdrio e toxicidade indesejada.'® Para contornar esses obstaculos
o desenvolvimento de novas formulagdes vem sendo estudado,
permitindo a otimizacdo entre os componentes a fim de melhorar
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a estabilidade das dispersdes. Além disso, as LNCs podem ser
incorporadas em diferentes formas farmacéuticas (liquidas, s6lidas
e semissoOlidas). Os pds secos podem ser obtidos por aspersdao
das formas liquidas por spray-drier,**'°' comprimidos podem ser
preparados pelo método de granulac@o timida'® e os hidrogéis podem
ser preparados pela dispersdo de agentes espessantes diretamente na
formulagéo liquida.'*1* Essa versatilidade de obtencéo de diferentes
produtos possibilita o planejamento para a administragdo das LNCs
por diferentes vias: oral,” injetdvel,” pulmonar e nasal,*>"*1% vaginal*!
ou cutinea.’'% Qutra estratégia para atingir alvos especificos € a
modificacdo de superficie citada nas secdes anteriores, que também
pode modular a ativagdo do sistema imune e a toxicidade. Assim, 0s
estudos com LNCs devem considerar os objetivos a serem atingidos
para delinear a composi¢@o final da particula.

Neste contexto, os estudos de desenvolvimento e ensaios pré-
clinicos, assim como alguns estudos na drea veterindria, conduzidos
entre 2013 e 2021, sdo abordados nas préximas se¢des. Estudos
anteriores de preparacdo e avaliagdo de formulagdes contendo LNCs
foram amplamente discutidos em artigo de revisdo.'®

Cancer

Culturas celulares in vitro, mecanismo de agdo e internaliza¢do
celular

As nanoparticulas utilizam da condig¢@o fisiopatolégica do cancer
(alta vascularizacio, angiogénese e fungdo linfética prejudicada) para
a entrega de farmacos ao tecido tumoral (efeito de permeabilidade e
retenc@o aumentada).'”” Além disso, o direcionamento para o tecido
tumoral pode ser otimizado pela funcionalizac¢do de superficie com
moléculas especificas (anticorpos, peptideos, proteinas).®

A encapsulacdo de drogas ou de farmacos em LNCs ocasiona
citotoxicidade aumentada frente a células tumorais, dentre elas a
indometacina em células de glioma (C6 e U138-MG),'®® resveratrol
em células de glioma (C6),'” curcumina em células de glioma (C6
e U251MG),* tretinoina em células epiteliais de adenocarcinoma
pulmonar (A549 resistente a0 mesmo farmaco)''’ e em células de
cincer de mama triplo negativo (MDA-MB-231),'"! éster dietilico
do metotrexato em células de adenocarcinoma de mama resistentes
(MCF-7 ¢ MDA-MB-231),"? metotrexato em células de glioma
(C6),'3 acetileugenol em células de melanoma (SK-MEL-28),!!*
doxorrubicina em células de adenocarcinoma de mama (MCF-7),”
imiquimode em células de cancer cervical (SiHa)*'* e em melanoma
(SK-MEL-28),'" metotrexato em células de glioma (GL261),”
lapatinibe em células de cincer de bexiga (T24),* erlotinibe em
células de cancer de pulmio (A549),'"" floretina em células de
melanoma (SK-MEL-28),'% extrato rico em licopeno de goiaba
vermelha em células de adenocarcinoma de mama (MCF-7)''° ¢
bozepinibe em células de glioma (C6 e U138).!% As LNCs apresentam
seletividade para células malignas'®!® e compatibilidade com células
normais.*'%

Os mecanismos de atividade antitumoral in vitro das formulacdes
de LNCs foram apoptose,4#26+105108-110.112115.117 pecroge, !4 parada
da fase GO/G1,*>108-110113 parada da fase G2/M?**!% ¢ parada da fase
S10519 do ciclo celular, e, ainda, supressdo da progressao do ciclo
celular devido ao aumento de células na fase sub-G1,' redugio
da formagio de coldnias,**!'"S autofagia,*®® modulacdo das vias de
sobrevivéncia de PI3K/AKT, GSK3 e -catenina, além da indugio
da diferenciacao celular,'® aumento da liberagdo de 6xido nitrico,'*
liberagdo da citocina pré-inflamatéria interleucina-6,* inducao da
senescéncia celular,'® e inibi¢do da ativagio de NF-kB induzida
por lipopolissacarideo e producio de espécies reativas de oxigénio
em células microgliais.''® Adicionalmente, efeitos sinérgicos foram
determinados quando LNCs contendo tretinoina foram combinadas
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com 5-fluorouracil ou doxorrubicina (MDA-MB-231, cancer de
mama).'"

O acetileugenol nanoencapsulado foi internalizado pelas células
de melanoma (SK-MEL-28 e B16F10),''"*!"” bem como LNCs
contendo curcumina foram captadas pelas células de glioma (C6
e U251MG) por endocitose. A internalizagdo da doxorrubicina
encapsulada pelas células de cancer de mama (MCF-7) ocorreu
por endocitose mediada por caveolina e por endocitose de fase
fluida.”® Formulac@o liquida de LNCs contendo metotrexato mostrou
diferentes mecanismos de internalizag¢do: em células de glioma
(GL261) - captagao mediada por endocitose dependente de caveolina;
e em células imunes do cérebro (células microgliais BV2) - fagocitose
e macropinocitose.”

LNCs funcionalizadas

LNCs contendo doxorrubicina foram funcionalizadas com o
dcido arginilglicilaspértico (RGD),” ligante para a integrina o3,
(superexpressa em células tumorais). Neste estudo, foi observada
maior citotoxicidade quando a formulag¢do foi aplicada em
astrocitoma de glioblastoma humano (U87MG), que apresenta uma
maior expressdo dessa integrina, do que quando aplicada em células de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), que apresentam menor
expressao. Na sequéncia desse estudo, LNCs contendo alfa-bisabolol
e doxorrubicina, e funcionalizadas com RGD, demonstraram
citotoxicidade maior do que o tratamento padrdo frente as linhagens
de glioblastoma (US7MG e U138MG), com parada do ciclo celular
na fase S.* E, ainda, em modelo de membrana corioalantoide (CAM)
de ovos embrionados de galinha a formulagdo apresentou efeitos
anti-angiogénicos (RGD).

LNCs funcionalizadas com bromelina ocasionaram um maior
efeito antiproliferativo (MCF-7) quando comparado a bromelina
em solugdo, mesmo apresentando uma atividade proteolitica in vitro
similar.® LNCs funcionalizadas com bevacizumabe apresentaram
maior efeito citotoxico (células de glioma C6) que o anticorpo em
solugdo, e quando a formulacdo foi aplicada em modelo CAM de
ovos embrionados de galinha apresentou um potente efeito anti-
angiogénico (principal mecanismo de a¢do do bevacizumabe) na
presenca e na auséncia do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés).%> Um estudo comparativo,? onde 3 formulagdes
de LNCs foram preparadas contendo: a) metotrexato (encapsulado
e funcionalizado na superficie), b) éster dietilico de metotrexato
(funcionalizado na superficie), ou c) éster dietilico de metotrexato
(encapsulado, e fenilalanina, um aminodcido sem atividade na
superficie), demonstrou para todas as formulagdes auséncia de
citotoxicidade em células nao-tumorais (HaCaT) e, seletivamente,
citotoxicidade para células de carcinoma de mama (MCF-7). As
LNCs com superficie decorada (a e b) apresentaram atividade
antiproliferativa e captagdo celular maiores nas células tumorais.

LNCs duplamente funcionalizadas com doxorrubicina e
acido félico diminuifram seletivamente a proliferagdo celular com
resultados melhores para a linhagem tumoral de carcinoma de células
transicionais da bexiga (T24) em comparagdo a linhagem celular de
adenocarcinoma de ovario (OVCAR-3)." Além disso, estas LNCs
funcionalizadas foram captadas pelas células de cancer de mama
(MDA-MB-231), causando morte celular por apoptose, diminuicio
da capacidade de migracdo das células, inibicdo da formagdo de
colonias e aumento dos niveis de 6xido nitrico.!"®

Estudos in vivo

Em modelo murino de glioma, uma significativa redugido do
tamanho do tumor foi observada ap6s a nanoencapsulagdo de trans-
resveratrol,'” curcumina®® ou metotrexato,'"? além de uma melhora
da taxa de sobrevida dos animais,’® ou diminui¢do dos achados
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histopatolégicos caracteristicos de glioblastoma humano (necrose,
infiltracdo linfocitica, hemorragia intratumoral, edema intratumoral,
presenga de pseudopaligada).’®!® LNCs contendo metotrexato
levaram a uma diminui¢do nos niveis da proteina BCL-2 em ratos,
sugerindo um mecanismo intrinseco da via de apoptose em seu
efeito.'” Essa formulagdo aumentou a expressao de CD73 nas células
de glioblastoma in vitro e linfécitos T no microambiente tumoral
in vivo, e diminuiu a porcentagem de células T reguladoras (Treg) —
importantes para a progressdo do cancer, uma vez que induzem uma
resposta imune pré-tumoral.'!?

A combina¢do de LNCs contendo bozepinibe (intranasal)
e temozolomida (intraperitoneal) apresentou efeitos sinérgicos
reduzindo o tamanho do tumor em um modelo de glioma (C6)
em ratos.'” E a combinagdo de duas formula¢des de LNCs
funcionalizadas seja com bevacizumabe (tratamento) ou com o
peptideo especifico para a mutacdo vIII do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFRVIII) (pré-tratamento), ambas por
via intranasal, reduziu consideravelmente o tumor (C6), e os achados
histopatolégicos (edema peritumoral, proliferacio vascular, necrose
e hemorragia), observando-se maior infiltragdo de linfécitos T CD8*
no tecido tumoral.”

Ap6s a administracdo de LNCs fluorescentes (vias intravenosa,
peritoneal e oral), a emissdo de fluorescéncia no parénquima cerebral
em camundongos demonstrou que as LNCs atravessaram a barreira
hematoencefilica, sendo que a formulac@o contendo indometacina e
éster etilico de indometacina mostrou reducdo significativa do volume
tumoral (GL261).”” Na sequéncia desse estudo, a encapsulagdo de
metotrexato em LNCs também mostrou reducdo significativa do
volume tumoral (implanta¢@o intracranial de células GL261).”
LNCs (sem farmaco), formulagio usada muitas vezes como controle
nos estudos, quando aplicada em modelo de melonama afeta os
mecanismos intracelulares. Dessa forma, a pré-exposi¢do das células
in vitro, levou a uma maior suscetibilidade & morte celular quando
as células foram submetidas a privacdo de soro, hipéxia ou quando
na presenca de neutréfilos. Nesse sentido, células de melanoma co-
cultivas com neutréfilos reduziram a secre¢do de mediadores quimicos
pré-tumorais (VEGEF, arginase-1, interleucina 10, metaloproteinase 9
e TGF-f). Nos neutrdfilos ocorreu o aumento na produgao de espécies
reativas de oxigénio. Isso indica que as LNCs alteram a sinalizagio
entre as células tumorais e neutréfilos, resultando em neutréfilos com
fendtipo antitumoral.''” Em modelo in vivo, apés a administragdo oral,
esta formulacio inibiu o desenvolvimento tumoral em camundongos
(B16F10 - linhagem celular implantada).'*

Doencas do sistema nervoso central

Atividade antipsicaotica, anticonvulsivante e antidepressiva

LNC:s revestidas com polissorbato 80 podem entregar farmacos
ao tecido cerebral,'7” decorrente da capacidade desse tensoativo em
aumentar a permeabilidade de nanocarreadores através da barreira
hematoenceflica.'® Dessa forma, olanzapina encapsulada em LNCs
teve aumento da biodisponibilidade plasmética e cerebral,’®!?! assim
como o efeito antipsicético (vias intraperitoneal e oral) em modelo
animal de comportamento estereotipado foi melhorado,!**!12!
promovendo efeito sedativo'?' e reduc¢do no ganho de peso e nos
niveis de colesterol total.'” Além disso, essa formulagio incorporada
em hidrogéis termossensiveis tem potencial para administracio via
intramuscular.’!

Em outro estudo, a quetiapina encapsulada em LNCs teve
uma liberacdo sustentada e um aumento na sua concentragao
no tecido cerebral.'?>!> A resisténcia terapéutica a quetiapina é
decorrente de alteracdes nos transportadores de influxo na barreira
hematoencefdlica, descritas em modelo animal de esquizofrenia,
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utilizando modelagem farmacocinética semi-mecanistica.'?*
Contudo, o tratamento com LNCs contendo quetiapina reverteu
o efeito disruptivo do bloqueio sensdrio-motor em um modelo de
esquizofrenia neurodesenvolvimental.!?

Outro estudo pré-clinico demonstrou uma melhora no efeito
antidepressivo do cloridrato de trazodona quando encapsulado.?’
Enquanto que formas secas (p6s e granulos dispersiveis) de
nanocdpsulas revestidas com quitosana contendo fenitoina, reduziram
a gravidade de convulsdes e aumentaram a sobrevivéncia dos animais
em um modelo agudo de convulsdes induzidas por pilocarpina.'®:126

Doenga de Alzheimer

Atualmente a doenga de Alzheimer tem tratamento disponivel
limitado a redugio e controle de sintomas.'”” Formulacdo de LNCs
contendo resveratrol administrada em pré-tratamento ou co-tratamento
modulou a neuroinflamagdo em culturas in vitro organotipicas de
hipocampo de rato estimulada pelo peptideo -amiloide, protegendo
as células contra a formagdo de espécies reativas de oxigénio e a
morte celular.'® In vivo, a formulagdo protegeu contra a perda de
memoria, a neurodegeneragdo e a neurotoxicidade.'”” Da mesma
forma, LNCs contendo curcumina mostraram um efeito neuroprotetor,
que foi associado a diminui¢do da fosforilagdo da proteina tau, ao
aumento nos niveis de sinaptofisina e fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF), a ativagdo da via de sinalizagdo Akt/GSK-3,'3
bem como, a reducdo dos niveis de citocinas inflamatérias no cortex
pré-frontal, hipocampo e soro de roedores."*! Além disso, as LNCs
contendo curcumina promoveram efeitos antioxidantes via reducado de
espécies reativas e da restauraciio da atividade das enzimas superéxido
dismutase e catalase e efeitos antidepressivos.'*

A administracdo de LNCs contendo meloxicam, ou a combinagdo
de meloxicam e curcumina co-encapsulados, melhorou a memoria dos
animais, sendo a atividade atribuida a reducdo da ciclooxigenase-2
(COX-2) no cérebro dos roedores'3*!3* e a0 aumento de uma enzima
envolvida na excitabilidade neuronal (Na*, atividade de K* ATPase).'3
LNCs contendo crisina também melhoraram a memoria e o
aprendizado em camundongos fémeas, reduzindo os danos cerebrais
pela diminuicdo da neuroinflamacao e do estresse oxidativo.'*

Outras doengas do sistema nervoso central

A sinvastatina, usada no tratamento da dislipidemia, também
apresenta efeitos pleiotropicos.!* Neste contexto, a administragdo
de LNCs contendo sinvastatina em ratos, que receberam 4 meses de
uma dieta hiperlipidica, foi capaz de evitar alteracdes cognitivas e
o déficit de memdria em animais hipercolesterolémicos e obesos.*
Além disso, essa formulagio apds secagem apresentou propriedades
aerodinamicas adequadas para administrag@o pela via pulmonar.'?’

LNCs contendo curcumina foram mais efetivas do que a curcumina
livre na atenuagdo da neuroinflamacio, na perda de peso, na reducio
da atividade locomotora e no desenvolvimento de comportamento do
tipo depressivo em um modelo de rato de comportamento doentio
induzido por lipopolissacarideo (LPS)."*® Além disso, a administra¢do
da formulagdo evitou o comprometimento da memdria em ratos
expostos passivamente a fumaca do cigarro, efeito relacionado a
regulacdo das atividades enzimdticas de Na* K* ATPase e Ca* ATPase
e ao estresse oxidativo.**

Hipertensao e doencas cardiovasculares

LNCs (em solugdo aquosa ou na forma pulverulenta) contendo
carvedilol, utilizado para tratar insuficiéncia cardiaca congestiva severa,
demonstraram caracteristicas fisico-quimicas e mucoadesividade
adequadas para a administracdo por via sublingual.**!** Paralelamente,
a hesperetina (um flavonoide com propriedades venoativas)
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nanoencapsulada pode ser impregnada em tecido de poliamida
(por ex.: meias eldsticas de compressdo), mantendo o flavonoide no
tecido mesmo apds sucessivas lavagens com dgua e sabdo neutro, e
favorecendo a sua penetracgéo através da pele.'*

A administrag@o de LNCs contendo resveratrol, em um modelo
murino de sindrome metabdlica induzida por uma dieta rica em
gordura, reduziu a pressdo arterial sistdlica e diastdlica dos animais,
e diminuiu o peso corporal e a resisténcia a insulina.'*' Em ratos
espontaneamente hipertensos, um efeito anti-hipertensivo prolongado
(até 24 h) foi observado apds a administracdo de LNCs contendo a
combinagdo de furosemina (encapsulado) e captopril (complexado a
superficie da particula).”” Além disso, LNCs contendo ambrisentana
reverteram a disfungdo sistdlica, preveniram a remodelacdo vascular
e a progressdo da hipertensdo arterial pulmonar em ratos.'*

Como estratégia terapéutica para a aterosclerose, LNCs
funcionalizadas com o fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-)
mantiveram a capacidade do fragmento de reconhecer e reagir com
lipoproteina de baixa densidade eletronegativa [LDL (-)] (in vitro).*!
Na sequéncia, o tratamento agudo de camundongos (Ldlr’) com
essa formulagdo, inibiu a progressdo das lesdes aterosclerdticas
e o processo inflamatério associado.®®” Um estudo in vitro
demonstrou que LNCs contendo 4cido docosahexaendico e superficie
funcionalizada com o anticorpo anti-molécula de adesdo celular
endotelial plaquetdria (PECAM-1) sdo internalizadas por células
endoteliais (HUVEC), revelando o potencial de entrega as células
endoteliais associadas a artéria inflamada.'*

Atividades anti-hiperalgésica, anti-inflamatoéria e
imunossupressora

LNCs contendo (-)-linalol atuam como reservatdrio para sua
liberag@o sustentada, e aumento do efeito anti-hiperalgésico em
modelo murino de dor muscular ndo inflamatéria croénica.'** LNCs
contendo meloxicam mostraram melhor efeito anti-inflamatério
do que o farmaco livre em modelo murino de pleurisia.'*> Além
disso, a formulacido demonstrou atividade antinociceptiva e efeitos
antiedematogénicos em modelos agudos de nocicepcio induzida por
substincias quimicas.'*

O pré-tratamento com LNCs contendo alfa-bisabolol reduziu
a hiperresponsividade das vias aéreas, aciimulo de neutréfilos,
mieloperoxidase, niveis de quimiocinas e danos histolégicos nos
pulmdes de camundongos com lesdo aguda induzida por LPS."
Usando o mesmo modelo in vivo, LNCs contendo resveratrol
aumentaram a resposta anti-inflamatdria pela modulagdo das vias
PI3K/Akt e ERK1/2.¥

A instilagdo nasal de microaglomerados de LNCs contendo
budesonida, em modelo murino de asma, promoveu a redugido do
influxo de células imunes no lavado broncoalveolar e secre¢io
de quimiocina inflamatéria (eotaxina-1).** A formulag¢do também
inibiu a remodelag¢do das vias aéreas devido a reducdo da fibrose
peribronquica e hipersecrecdo de muco, no modelo cronico da doenca.
Outro glicocorticoide, o deflazacort, quando encapsulado manteve
seu efeito anti-inflamatério, sendo capaz de restaurar a integridade
da barreira epitelial bronquica (células-Calu 3 in vitro), sugerindo
a reducdo de suscetibilidade a alérgenos e patdgenos, relatados em
casos de asma e rinite alérgica.'*

Considerando doencas articulares degenerativas, LNCs
contendo a associagdo resveratrol e curcumina foram internalizadas
por condrécitos humanos primdrios, levando a uma reducio dos
niveis de 6xido nitrico e a protecdo dos condrdcitos inflamados
contra alteragdes morfoldgicas e apoptose (in vitro)."” Em roedores
portadores de artrite, um efeito antiedematogénico superior da
formulacdo foi demonstrado em relag@o aos polifendis em solugdo ou
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encapsulados individualmente. Além disso, a formulacio reduziu as
alteracdes teciduais, como fibrose da membrana sinovial, cartilagem
e perda 6ssea.'* Da mesma forma, LNCs contendo vitamina D3, ou
a associag@o vitamina D3 e curcumina, promoveram a modulacio
do metabolismo purinérgico, reduzindo a inflamag¢do associada
a artrite.”*5!" E, a formulagdo de LNCs contendo metotrexato
reduziu os niveis de citocinas in vitro em células mononucleares
sinoviais derivadas de pacientes com artrite reumatoide (modelo
de resisténcia ao metotrexato) e apresentou in vivo a diminuicio
do edema de pata com uma reducdo de 75% da dose, comparada
a solu¢do do farmaco.' A atividade antiedematogénica também
foi observada em outro estudo com LNCs contendo tacrolimus.'>?
Adicionalmente, a nanoencapsulagdo evitou a hiperglicemia nos
animais tratados (efeito adverso relacionado a terapia convencional).
A encapsulacdo do tacrolimus aumentou a sua biodisponibilidade
oral, e independente da via de administragao, oral ou intraperitoneal,
a atividade imunossupressora foi equivalente.”

LNCs (sem farmaco) foram internalizadas por leucécitos do
sangue periférico, reduzindo a secre¢do intracelular de citocinas
(TNF-o., IL-8) e a transmigracio celular quando sob estimulacio
inflamatdria. Esses achados foram associados a inibi¢do da via
MAP quinase e influxo intracelular de célcio. Dessa forma as LNCs
sem farmaco podem interromper e prevenir processos inflamatdrios
indesejados.3* Assim como acima mencionado no caso de céncer, 0s
resultados mostram que as LNCs apresentam atividade per se.

Doencas parasitarias

A leishmaniose ¢ uma doenca tropical negligenciada, sendo
necessario o desenvolvimento de novos tratamentos.'>* Neste sentido,
LNCs contendo quercetina'® e LNCs contendo uma chalcona sintética
antileishmania (CH8)'> reduziram a carga parasitaria em lesdes
cutaneas provocada por Leishmania amazonensis. A formulacdo com
quercetina reduziu o tamanho da lesdo cutdnea com uma dose efetiva
40 vezes menor do que a droga livre.!% O segundo estudo demonstrou
que LNCs contendo CH8 foram internalizadas por macréfagos
infectados in vitro, mostrando um direcionamento intracelular para
os vacuolos parasitéforos, ativando mecanismos microbicidas dos
macréfagos como: produgdo de espécies reativas de oxigénio, 6xido
nitrico e atividade proteolitica intracelular.'>

LNCs contendo pirimetamina aumentaram a eficdcia e a
tolerabilidade do farmaco em modelo pré-clinico de Toxoplasma gondii
(toxoplasmose), resultando no aumento da taxa de sobrevivéncia dos
animais tratados.’® Adicionalmente, LNCs contendo curcumina
apresentaram atividade tripanocida in vitro (Trypanosoma evansi)
e in vivo a formulagdo atenuou a parasitemia em ratos.* Mais
recentemente, LNCs contendo curcumina, revestidas com quitosana,
mostraram atividade antimalarica (Plasmodium falciparum —
resistente a cloroquina W2) mais efetiva do que outras formulagdes
revestidas com polissorbato 80 ou PEG 6000, o que pode estar
relacionado a natureza catidnica da superficie dessas particulas.®

Atividade antimicrobiana

LNCs contendo fluconazol foram capazes de reverter a resisténcia
antifingica de isolados de Candida albicans, C. krusei, C. glabrata
e C. tropicalis (com multiplos mecanismos de resisténcia, incluindo
bomba de efluxo de farmacos).’> Ademais, LNCs contendo
fluconazol, ou amiodarona, ou a associag@o fluconazol e amiodarona,
diminuiram a carga fiingica pulmonar em modelo de criptococose
murina, apds administragdo intranasal.' Por outro lado, LNCs
contendo dapsona, revestidas com lecitina/polissorbato 80, ou
com lecitina-quitosana/polissorbato 80, demonstraram atividades
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antibacteriana e antiftingica contra isolados de Staphylococcus aureus
multirresistente, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e
Aspergillus niger.”® Na continuidade dos estudos, outras duas
formulacdes de LNCs produzidas com os mesmos revestimentos, mas
contendo 4cido fusidico, melhoraram a atividade antibacteriana do
farmaco frente as bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis.”® LNCs
(sem farmaco) e revestidas com quitosana mostraram atividade
antimicrobiana, o que pode estar associado a atividade antimicrobiana
descrita para a quitosana.’® Enquanto que, LNCs contendo
ciprofloxacino mostraram um efeito antibacteriano contra
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, evitando a
formagio de estruturas semelhantes a biofilme.*

Aplicacio topica

As LNCs apresentam a capacidade de modular a liberacio
e a permeagdo/penetragdo de substdncias ativas através de peles
e mucosas.!#3192156-160 Copngiderando que as LNCs (organogel)
apresentam flexibilidade menor do que as nanocdpsulas (6leo),!
apos aplicacdo tdpica as primeiras funcionam como reservatério
nas camadas mais externas da pele (estrato cérneo e epiderme
vidvel).!? Adicionalmente, a incorporagdo das LNCs em diferentes
veiculos (supensdo, hidrogéis e pds) modula a mucoadesividade
da formulag@o.'®! Formulagdes semissélidas de LNCs contendo os
farmacos halcinonida,' furoato de mometasona'*® ou Fenitoina,’’
bem como, formulagdes liquidas de LNCs contendo propionato
de clobetasol'® ou dutasterida (LNCs revestidas com lecitina/
polissorbato 80 ou lecitina-quitosana/polissorbato 80)°? reduziram
a permeacdo dos firmacos nas camadas mais profundas da pele
(in vitro), mesmo quando a pele se encontrava lesionada.’’ Cabe
salientar, ainda, que a aplicagdo topica de LNCs contendo propionato
de clobetasol,"® ou LNCs contendo dutasterida,”® maximizou o
direcionamento dos fdrmacos para anexos da pele (foliculos pilosos).

Formulagdes semissélidas de LNCs contendo dipropionato de
betametasona, ou fenitoina, reduziram a inflamacao do tecido em um
modelo animal de dermatite de contato'®’ e promoveram a cicatrizacdo
de feridas cutéineas;’! assim como, hidrogéis preparados com LNCs
contendo 6leo de pequi (revestidas com lecitina/polissorbato 80
ou lecitina-quitosana/polissorbato 80) promoveram a cicatrizacio
de feridas dérmicas.'®> Contudo, os hidrogéis contendo as LNCs
revestidas com lecitina-quitosana/polissorbato 80 apresentaram os
melhores resultados, atribuidos a uma produgdo eficaz de fibras
de coldgeno (coldgeno tipo I) e as propriedades antimicrobianas
intrinsecas da quitosana.

Por outro lado, LNCs contendo 4cido lipdico reverteram a agio
pré-oxidante do dcido lipdico livre, porém sem beneficios adicionais
a cicatrizagdo.'®® Outro estudo mostrou que os hidrogéis contendo
LNCs contendo 6leo de arroz reduziram o estresse oxidativo e a
resposta inflamatdria, bem como, preveniram o edema de orelha
induzido por luz UVB, em camundongos.'® Um estudo recente
conduzido com LNCs contendo a associag¢do dcido lipdico e
resveratrol demonstrou aumento da fotoestabilidade e da capacidade
antioxidante, promovendo uma liberacdo controlada e permeagao
in vitro das substincias ativas através do estrato cérneo.' Além
disso, uma formulacio de LNCs contendo a associagio resveratrol e
curcumina favoreceu a permeacdo de resveratrol em camadas mais
profundas da pele (epiderme e derme vidveis) devido a intera¢do da
curcumina com bicamadas lipidicas do estrato cdérneo, facilitando
a passagem do resveratrol. Ademais, as LNCs foram internalizadas
por fibroblastos dérmicos humanos (células NHDF-p), revelando
o potencial de liberagdo das substdncias antioxidantes em nivel
subcelular."’



Vol. 46, No. 10

Gastroprotecio

Administradas via oral, as LNCs (sem farmaco) diminuiram a
formacao de dlceras induzidas por etanol e reduziram a peroxidagio
lipidica no tecido géstrico em ratos.'® Adicionalmente, LNCs
contendo alfa-bisabolol promoveram a gastroprotecdo quando
etanol (contato direto) ou indometacina (inibi¢do sistémica de
prostaglandinas) foram usadas na indug@o de ulceras gastricas.'®® O
efeito foi decorrente da formacio de filmes oclusivos na superficie
da mucosa, da preservagdo da camada de muco no tecido géstrico, e
da prevencao de lesdes hemorrdgicas e infiltragdes celulares.

Reducio de efeitos adversos

Em ensaio HET-CAM (do inglés: Hens Egg Test-Chorion
Allantoic Membrane), o potencial de irritagdo de ditranol e
dipropionato de betametasona foi reduzido apds encapsulagdo em
LNCs.2167 Por sua vez, a encapsulagdo de meloxicam em LNCs
atenuou o potencial ulcerogénico do farmaco e a peroxidagdo lipidica
no estdomago e figado de ratos.'® Da mesma forma, a encapsulacdo de
haloperidol em LNCs reduziu a genotoxicidade em células do sangue,
além da hepatotoxicidade e da nefrotoxicidade.'® A nanoencapsulagio
também protegeu contra o desenvolvimento agudo e subcronico de
discinesia oral, um efeito adverso motor do haloperiol.*

Terapia de reposiciio enzimatica

A mucopolissacaridose tipo I, doenga genética rara caracterizada
pela deficiéncia da enzima alfa-L-iduronidase, € tratada com
laronidase, terapia de reposi¢do enzimadtica.'”” A funcionalizacdo
de LNCs com laronidase aumentou a sua atividade catalitica pela
diminui¢do da agregagdo da enzima.” A formulagio foi testada
in vitro em fibroblastos de pacientes com mucopolissacaridose tipo I,
mostrando-se segura, e in vivo em modelo animal de deficiéncia
de alfa-L-iduronidase, modificando o perfil farmacocinético
da laronidase e aumentando a atividade da enzima sérica apés
administragdo intravenosa. Além disso, a atividade enzimatica foi
maior em 6rgdos periféricos (figado, baco, rim e coracdo) do que
a soluc@o de laronidase, ap6s 4 h da administragdo, sendo que a
atividade aumentada foi mantida no figado e rim por 24 h.

Nanocapsulas de nicleo lipidico aplicadas a fertilizacio in vitro

A suplementacio de meios de cultivo com LNCs (sem farmaco),'”!
ou LNCs com tretinofna'’> ou LNCs com melatonina,'”>!”* demonstrou
efeitos benéficos para a maturac@o de odcitos e desenvolvimento de
embrides bovinos, promovendo baixo ou nenhum efeito téxico. Os
mecanismos envolvidos estdo relacionados a redugdo de espécies
reativas de oxigénio,!”""'* a baixas taxa de apoptose em embrides
oriundos de odcitos cultivados na presenca das LNCs,!'”* a baixa
expressdo de genes relacionados a apoptose nos blastocistos,!7>!7
a regulacdo positiva de genes antiapoptdticos' e de enzimas
antioxidantes!”'”* e a melhores taxas de clivagem e formagdo de
blastocistos.!7>1™

Ademais, LNCs contendo melatonina atravessam a zona
pelicida e a membrana plasmadtica de odcitos, permanecendo no
seu interior até o estdgio de blastocisto, sugerindo que a liberacdo
intracelular sustentada da melatonina favorece o desenvolvimento
embriondrio.!7>!7*

Além disso, LNCs (sem farmaco) revestidas com superficie
anionica (lecitina/polissorbato 80) ou catidnica (lecitina-quitosana/
polissorbato 80) ndo afetaram a viabilidade, a cinética e a morfologia
dos espermatozoides bovinos [quando usadas em concentragdes
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de até 20% (v/v)].'” Esses resultados mostram que as LNCs sdo
promissoras na suplementacdo de meios de cultivo para a fertilizagdo
in vitro, ndo apresentando toxicidade para células reprodutivas e
embriondrias bovinas.

Toxicidade

Estudos toxicolégicos, considerando fatores fisicos e quimicos,
sdo realizados para determinar se materiais organizados ou
dimensionados na escala nanométrica podem apresentar risco ao
meio ambiente, aos animais e/ou aos humanos.'’® Existem evidéncias
de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, toxicidade
reprodutiva, genotoxicidade e reacdes de hipersensibilidade
associadas ao uso de nanoparticulas inorganicas (principalmente
metdlicas) e orgdnicas (lipidicas, proteicas e poliméricas).'”” Nesse
sentido, existe a necessidade de investigacdo dos efeitos téxicos
relacionados a cada tipo de nanoparticula. Diferentes formulacoes
de LNCs tiveram sua toxicidade avaliada (Tabela 5S). Em relacdo as
LNCs (sem farmaco), baixa ou nenhuma toxicidade foi registrada em
ratos quando estas nanocdpsulas foram administradas em dose tinica
ou vdrias doses via intraperitoneal®** ou via intradérmica.”*'”® Efeitos
cardiotéxicos tampouco foram evidenciados, quando a formulacio
foi administrada por via intravenosa.'” Ainda, as LNCs ndo foram
letais para o nematoide Caenorhabditis elegans apds exposicao aguda,
apesar de que a maior dose aplicada reduziu o tamanho corporal dos
nematoides.**

Quanto a toxicidade ambiental, LNCs contendo 6leo de farelo de
arroz, 6leo de soja ou dleo de semente de girassol ndo produziram
genotoxicidade em raizes de cebola (Allium cepa).** Quanto aos
diferentes revestimentos de superficie, as LNCs catidnicas (quitosana)
ou as neutras (PEG ou polissorbato 80) apresentam baixa toxicidade
para ratos machos® e fémeas.”> No geral, essas formulagdes nio
alteraram o peso corporal, ou as caracteristicas histoldgicas de
diferentes 6rgdos; contudo, algumas alteragdes nas enzimas hepdticas,
no perfil lipidico e marcadores de fungdo renal foram registradas.®*%
Adicionalmente, os diferentes revestimentos ndo provocaram
ansiedade, nem alteragdes na atividade locomotora, ou alteracdes
comportamentais ou na memoria.®

LNCs contendo curcumina e meloxicam, ou LNCs contendo
meloxicam, revestidas ou ndo revestidas com PEG apresentaram-se
seguras,™” ndo causando, em ratos, efeitos letais, ou alteracoes em
marcadores hepdticos e renais,”” ou, em camundongos, nao apresen-
taram genotoxicidade, nem toxicidade hematoldgica, bioquimica e
histoldgica.” Sinais de toxicidade ndo foram observados em larvas
de Galleria mellonella expostas sistemicamente de forma aguda a
LNCs revestidas com polissorbato 80, ou lecitina/polissorbato 80,
ou lecitina-quitosana/polissorbato 80.%

Em mucosa nasal de coelho ex vivo, LNCs contendo sinvastatina,
revestidas com quitosana, ndo apresentaram potencial irritativo ou
toxicidade.®' Similarmente, LNCs contendo prednisolona ndo foram
citotoxicas para as células epiteliais da cérnea, nem irritativas para
a CAM de ovos de galinha.** Além disso, a curcumina encapsulada
em LNCs ndo apresentou toxicidade a roedores fémeas prenhas ou ao
feto.'® Mesmo quando revestimentos polioxigenados (polissorbato 80
ou PEG) ou cationico (quitosana) foram empregados na formulacio
contendo curcumina, efeitos teratogénicos e irritantes em modelo de
embrido de galinha ndo foram observados.?® Considerando a baixa
toxicidade, LNCs sdo nanocarreadores seguros e biodegraddveis,
como demonstrado apds avaliagdo da massa molar da parede de
poli(e-caprolactona), que € hidrolisada mais rapidamente na presenca
de microrganismos do que quando a formulagdo € esterilizada.®®
Devido a suas caracteristicas, LNCs foram estudadas na prevengdo
de efeitos toxicos e prejudiciais do paraquat, um herbicida téxico.'®!
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O pré-tratamento de células epiteliais alveolares (A549) com LNCs
contendo melatonina aumentou a viabilidade celular e reduziu
os danos ao DNA. Adicionalmente, a formulacdo protegeu in
vivo nematoides (C. elegans) frente a peroxidac@o lipidica.'®* De
forma geral, as LNCs apresentam baixa toxicidade em modelos
experimentais in vitro ou in vivo, no entanto, os achados até o
momento ndo descartam a necessidade de novos estudos em relacéo
a esse tema.

Estudo clinico e patentes

Atualmente, LNCs contendo o quimioterdpico imiquimode estdo
sob investigacdo em ensaio clinico'®* em pacientes acometidos com
ceratose actinica, uma lesdo de boca pré-tumoral. O recrutamento
dos pacientes foi encerrado, porém ainda ndo foram divulgados os
resultados do estudo. No que diz respeito as patentes, podemos citar,
no campo da nanotecnologia cosmética, o desenvolvimento do sistema
Nanophoton®. Esse sistema € baseado na coencapsulagio de um filtro
UV juntamente com 6leo de buriti nas nanocdpsulas poliméricas e
o desenvolvimento de uma formulagdo fotoprotetora, com maior
fotoestabilidade e atuagdo em amplo espectro de radiagdo.'®*!%> Qutra
invencdo refere-se a encapsulac@o de finasterida nas nanocdpsulas e
a incorporagdo destas em uma formulag@o de aplicacdo tépica, com
o objetivo de tratar a alopecia. Apds o ensaio de 23 dias, os animais
(modelo murino) tratados com a formulagéo desenvolvida apresentaram
crescimento de pelos em quase todo o dorso, enquanto que nos controles
e no grupo que recebeu o farmaco veiculado em uma nanoemulsio o
crescimento de pelos ocorreu em pequenas dreas apenas. 187

CONCLUSAO

As LNCs sdo produzidas por um processo de automontagem,
controlado pela viscosidade, regime de dilui¢do e fluxo de injecdo
da fase organica. A propor¢ao otimizada das matérias-primas permite
rendimentos quantitativos (100%) de nanocdpsulas. A estratégia
de revestimento e funcionaliza¢do de superficie in sifu, permite
versatilidade na escolha de ligantes, abrindo a perspectiva para
a medicina personalizada. Devido a essas caracteristicas, aliadas
as vantagens ja descritas para nanocarreadores como: liberacéo
sustentada, aumento do efeito terapéutico e da biodisponibilidade
de farmacos, reducio de doses e de efeitos adversos, um nimero
expressivo de estudos tem investigado a aplicagdo dessa estratégia
na drea veterindria e na drea médica e farmacéutica, a exemplo do
tratamento de processos inflamatérios ou de doencas complexas e
heterogéneas como o céincer.

Apesar das vantagens apresentadas pelas LNCs alguns obstdculos
devem ser superados, incluindo a baixa eficiéncia de encapsulagao de
algumas substancias ativas. Outro fator bastante relevante € a inclusao
das LNCs sem farmaco como controle nos desenhos experimentais,
a fim de distinguir o efeito da estrutura supramolecular e formulacéo
contendo a substancia ativa, visto os relatos de atividade das particulas
per se. Investigacdes como essas contribuirdo para a elucidagao dos
mecanismos pelos quais as LNCs sem farmaco atuam em sistemas
bioldgicos. Ainda, o aumento do nimero de estudos em modelos
biolégicos in vivo, com avaliacdo das terapias a longo prazo e
em ciclos (a exemplo dos tratamentos para o cancer), auxiliard na
translag@o dessa tecnologia para novos ensaios clinicos a fim de
avaliar a eficdcia e toxicidade em humanos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar encontram-se a Figura 1S que apresenta
uma linha do tempo sobre o desenvolvimento e aplicagdes das LNCs;
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Figura 2S que € uma representag¢do da complexacdo organometalica
entre o fon Zn** e 0 aminodcido fenilalanina, utilizado como ligante
modelo; Figura 3S que ilustra as principais técnicas de caracterizagdo
das LNCs; Tabela 1S com a caracterizacdo fisico-quimica das
LNCs revestidas com poloxamer 188, polissorbato 80 e/ou lecitina;
Tabela 2S com a caracterizacio fisico-quimica das LNCs revestidas
com quitosana; Tabela 3S com a caracterizag@o fisico-quimica das
LNCs revestidas com PEG; Tabela 4S com a caracterizacdo fisico-
quimica das LNCs com funcionalizagdo de superficie; Tabela 5S que
apresenta os estudos sobre toxicidade das LNCs.
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