UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO DE FARMACIA 1 E 11

NANOEMULSOES PARA ADMINISTRACAO PARENTERAL
DE FARMACOS

LUISA BARTMANN WILD

PORTO ALEGRE, 29 DE NOVEMBRO DE 2010.



Luisa Bartmann Wild

NANOEMULSOES PARA ADMINISTRACAO PARENTERAL
DE FARMACOS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
como requisito para a obtengao do titulo de
Farmacéutico pelo curso de Farmicia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Prof. Dr. Helder Teixeira

Orientador

Farm. MSc. Fernanda Bruxel

Co-Orientadora

Porto Alegre
2010



RESUMO

Nanoemulsdes sdo sistemas nanométricos em que goticulas de 6leo estdo dispersas em uma
fase continua aquosa. A maior aplicacdo destes sistemas encontra-se na possibilidade de
administrar substancias de reduzida hidrossolubilidade intravenosamente, além de
apresentarem a possibilidade, através de ligantes especificos, de direcionar os compostos
veiculados a locais de interesse. Assim, foi realizada uma revisio na literatura, em busca de
farmacos incorporados em nanoemulsdes, de uso parenteral, e que estdo presentes no mercado
ou sdo potenciais candidatos. Dentre os resultados mais relevantes, encontram-se: a) a
aclacinomicina A, que esta veiculada em nanoemulsdes contendo PEG-folato, aumentando o
efeito citotoxico através do direcionamento a células tumorais; b) a anfotericina B, que por
estar incorporada nessas goticulas, permanece no estado monomérico; ¢) a camptotecina e
seus pro-firmacos, com elevada retencdo nesses sistemas e protegidos da degradacdo
enzimdtica; d) a carbamazepina, que alcancou maior permeabilidade através da barreira
hematoencefilica; e) a claritromicina, que apresentou uma redu¢do na incidéncia da dor no
local de administracdo, quando incorporada nas nanoemulsdes; f) a dexametasona, que foi
detectada em elevadas concentracdes no tecido inflamado; g) a morfina, que demonstrou
prolongada atividade antinoceptiva; h) o paclitaxel, que somou a vantagem da formulagdo a
associacao com outras substincias no interior das goticulas, aumentando o efeito citotdxico; i)
o propofol, que com um ntcleo oleoso diferente da formulagdo disponivel no mercado,
apresentou maior aceitabilidade pelos pacientes; j) e enfim a prostaglandina E;, que reduziu
sua dose efetiva em cerca de dez vezes com a incorporagdo em nanoemulsdes. No seu
conjunto esta revisdo evidencia o interesse da incorporacdo de moléculas de reduzida

hidrossolubilidade em nanoemulsodes.

Palavras-chave: nanoemulsdo; aclacinomicina A; anfotericina B; camptotecina;
carbamazepina; claritromicina; dexametasona; morfina; paclitaxel; propofol e prostaglandina

E:.



LISTA DE ABREVIATURAS

AB: anfotericina B

ACM: aclacinomicina A

apo E: apolipoproteina E

ASC: 4rea sob a curva

CBZ: carbamazepina

CER: ceramidas

CL: claritromicina

Cl: clearence

Chax : concentracdo maxima

CPT: camptotecina

CUR: curcumina

DEX: dexametasona

DMSO: dimetilsulf6xido
DSPE-PEG: diestearilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol
HCPT: hidréxicamptotecina

IV: intravenoso

LDE: cholesterol-rich nanoemulsion
LDL.: lipoproteina de baixa densidade
MONCPT: 10-alkoxy-9-nitrocamptothecin
MOR: morfina

NFxB: fator nuclear kappa B

O/A: 6leo em dgua

PEG: polietilenoglicol

PF: propofol

PF68: pluronic F68

PGE;: prostaglandina E,

PTX: paclitaxel

RES: sistema reticuloendotelial

TCL: triglicerideos de cadeia longa.

TCM: triglicerideos de cadeia média.



v/v: volume/volume

Vss: volume de distribui¢do no steady-state.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, mais de 40% das novas entidades quimicas farmacologicamente ativas
sdo moléculas de reduzida hidrossolubilidade (Lipinski, Lombardo et al., 2001), diversas
delas apresentando problemas relacionados a solubilidade e biodisponibilidade (Muller,
Schmidt et al., 2004). Por esta razdo, hd uma crescente necessidade de novas formulagdes
visando a administracdo destes compostos lipofilicos (Gershkovich, Wasan et al., 2008).
Assim, a associacdo desses farmacos a sistemas carreadores pode conduzir a sua chegada em
quantidades terapéuticas diretamente ao local desejado, podendo aumentar a efetividade
(Yokoyama e Watanabe, 1996), a estabilidade, devido a protecdo diante da degradacio
quimica e enzimdtica nos fluidos bioldgicos (Tomii, 2002; Gershkovich, Wasan et al., 2008),
e ainda, reduzir os problemas relacionados aos efeitos adversos (Yokoyama e Watanabe,

1996).

Neste contexto, nanoemulsdes lipidicas tém sido recentemente desenvolvidas como
carreadores de farmacos de reduzida hidrossolubilidade. Esses sistemas sdo constituidos por
uma mistura de dois liquidos imisciveis, em que uma fase oleosa é dispersa, na forma de
goticulas, em outra fase aquosa, formando o sistema "6leo em dgua" (O/A) (Gershkovich,
Wasan et al., 2008). Essas goticulas normalmente possuem um tamanho compreendido entre
200 e 400 nm, adequado para a administragdo intravenosa (Washington, 1996), e sdo
estabilizadas por uma monocamada (Igarashi, Takenaga et al., 1996) de emulsificantes na
interface 6leo/dgua (Liu e Liu, 1995). As lecitinas sdo os tensoativos (Gershkovich, Wasan et
al., 2008) usados na preparacdo da maioria das emulsdes parenterais. Elas sdo constituidas por
misturas de fosfolipideos, dentre os quais fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, que sio
neutros em pH 7, e fosfatidilserina e dcido fosfatidico, que sdo carregados negativamente em
pH 7. Esses fosfolipideos estdo presentes em lecitinas de ovo e de soja, compreendendo de 1-
2% do total de lipideos. Apesar disso, eles sdo de grande importancia para a estabilidade das
emulsdes, pois a sua concentracio € suficiente para conferir uma carga de - 40 a - 60 mV a
superficie das goticulas (Washington, 1996). Tensoativos sintéticos também sdo utilizados na
estabilizacdo das emulsdes, principalmente como co-emulsificantes. Entre eles se encontram
os derivados do polioxietileno e polioxipropileno, como o poloxamero 188 (PF68), e ainda os

tensoativos polioxietileno-sorbitanos (Tweens) e ésteres de sorbitano (Spans) (Floyd, 1999).



Diversos métodos podem ser empregados no preparo dessas formulagdes, incluindo-se
a homogeneizacdo a altas pressdes (passagem de uma dispersdo grosseira através de um
orificio), a microfluidizacdo (passagem da emulsdo através de uma série de microcanais)
(Jafari, He et al., 2008), a sonicac@o (aplicacdo de um campo acustico ultrassénico) (Li e
Fogler, 1978), SolEmuls® (mistura do pé do fairmaco ao Lipofundin® que entdo € submetida
a homogeneizacdo a alta pressdo) (Muller e al., 2002), além da emulsificacdo espontanea

(que utiliza solventes organicos e pressao reduzida) (Kelmann, Kuminek et al., 2007).

Devido a sua estrutura, as nanoemulsdes permitem uma liberacdo controlada dos
farmacos veiculados, considerando-se que eles necessitam de um certo tempo para serem
liberados da fase oleosa interna para a fase aquosa externa desses sistemas (Lu, Zhang et al.,
2009). Assim, uma liberagdo lenta do farmaco no local de acdo poderia aumentar a eficicia
terapéutica, bem como manter seu efeito terapéutico por mais tempo, aumentando sua

biodisponibilidade no sitio de a¢do (Panyam e Labhasetwar, 2004).

As nanoemulsdes também apresentam adequadas propriedades farmacéuticas em
termos de biodegradabilidade, biocompatibilidade, estabilidade fisica e facilidade de producio
(Santos-Magalhaes, Pontes et al., 2000), podendo ser preparadas em escala industrial. Quando
comparadas a lipossomas, sdo sistemas relativamente estdveis a temperaturas inferiores a 25°
C por longos periodos (Liu & Liu, 1995). Os fendmenos de instabilidade estdo relacionados a
dois processos distintos. O primeiro deles, a floculagdo, € considerado um fendomeno
reversivel no qual as goticulas da emulsd@o formam massas aderentes, mas mantendo a sua
integridade individual. O segundo é um fendmeno irreversivel, a coalescéncia, em que a

interface entre as gotas é perdida e se formam goticulas maiores (Washington, 1996).

Desde a década de 1960 (Gershkovich, Wasan et al., 2008), essas emulsdes ja eram
utilizadas como uma fonte de calorias e dcidos graxos essenciais para pacientes graves (Floyd,
1999). A primeira emulsdo lipidica para administracio parenteral de forma segura
(Intralipid®) foi desenvolvida para a nutricdo parenteral (Gershkovich, Wasan et al., 2008).

Em relacdo a seguranca de administragdo intravenosa das nanoemulsdes, existe a
necessidade de manter uma distribuicdo de tamanho de particula menor que S5um, uma vez

que particulas maiores podem levar a incidéncia de embolia (Davis, 1974) e aumento da



pressdo sanguinea. O pH da nanoemulsio deve permanecer dentro do intervalo de 6 a 7, pois
um pH baixo (valores inferiores a 5) leva a diminui¢do da repulsdo eletrostatica entre as
particulas, resultando num aumento do tamanho dos glébulos e em coalescéncia (Floyd,

1999). Além disso, o pH neutro minimiza a hidrélise da lecitina (Filippin, Souza et al., 2008).

Apesar das vantagens do uso de nanoemulsdes como carreadores de compostos
lipofilicos, existem também algumas limitacdes, relacionadas principalmente ao sistema
reticuloendotelial (RES). Quando as emulsdes sdo administradas intravenosamente, elas
sofrem um processo de opsonizacdo de proteinas plasmdticas (Gref, Domb et al., 1995) e sdo
rapidamente captadas pelos fagdcitos mononucleares presentes no figado, baco e medula
6ssea (Liu & Liu, 1995). Isto pode ser vantajoso para a vetorizagdo de fairmacos ao RES, mas
¢ certamente problemdtico para o direcionamento a outros alvos (Liu & Liu, 1995). Outra
limitacdo desses sistemas ¢é sua instabilidade termodindmica, que pode levar a uma
significativa tendéncia a perda de estabilidade fisica durante o armazenamento (Huang, Hua et

al., 2008).

Neste contexto, o presente trabalho visa revisar na literatura as diferentes estratégias e
resultados, obtidos com a incorporagdo de farmacos de reduzida hidrossolubilidade em
nanoemulsdes lipidicas, para a administracio intravenosa. Além de diferentes mecanismos e
resultados, buscou-se uma diversidade de classes terapéuticas, incluindo firmacos que estdo
em desenvolvimento e os que ja estdo sendo comercializados na forma de nanoemulsdes,

como a dexametasona, propofol e prostaglandina E;.
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2. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa bibliogrifica da presente revisdo foi realizada em duas etapas. Na primeira
etapa, selecionaram-se dez farmacos pertencentes a diferentes classes terapéuticas, com modo
de acdo e estratégias de formulacdo variadas, com alguns representantes de fairmacos com
formulagGes ja presentes no mercado, € que possuissem uma maior quantidade de artigos
publicados nos bancos de dados pubmed e scopus. As palavras chaves utilizadas foram:
nanoemulsion,  nanoemulsion AND  pharmacodynamics e  nanoemulsion AND

pharmacokinetics.
J4 na segunda etapa, realizou-se uma busca mais ampla, nas mesmas bases de dados
anteriores, porém utilizando o nome de cada firmaco selecionado, alternado com diferentes

palavras chaves: nanoemulsion, emulsion, submicron e nanoparticles.

Todas essas buscas foram realizadas entre os meses de agosto e novembro de 2010.
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3. FARMACOS

3.1. ACLACINOMICINA A

Cloridrato de Aclacinomicina A (ACM) € um antibiético antitumoral que pertence a
classe das antraciclinas (Shiokawa, Hattori et al., 2005), e ¢ amplamente usado para o
tratamento do cancer. Porém, sua utilizacdo clinica ainda é bastante limitada, devido a sua
toxicidade (Ohguchi, Kawano et al., 2008). Seu mecanismo de acdo ocorre através da inibicdo
da sintese de é&cidos nucléicos, especialmente RNA, pela ativacdo de um inibidor da

topoisomerase I e II (Nitiss, Pourquier et al., 1997).

Visando aumentar a atividade antitumoral e diminuir a toxicidade deste farmaco,
direcionando-o efetivamente ao tumor (Ohguchi, Kawano et al, 2008), nanoemulsdes
contendo polietilenoglicol (PEG) se mostraram promissoras (Wang, Maitani et al., 2002).
Sabe-se que o uso de PEG, em emulsdes O/A, permite prolongar o tempo de permanéncia das
emulsdes na corrente sanguinea (Liu e Liu, 1995). Assim, foi desenvolvida uma formulagio
composta de cloridrato de ACM, vitamina E, colesterol e diestearilfosfatidiletanolamina -
polietilenoglicol (DSPE-PEG). Comparando-se as nanoemulsdes com solugdes salinas de
ACM em ensaios in vivo, observou-se uma ASC significativamente menor no figado e baco
(sistema fagocitico mononuclear), o que foi atribuido a barreira estérica formada pela camada
PEG, além de uma menor biodistribui¢cdo e um maior tempo de circulagio das nanoemulsdes.
Foi observado pelos autores, que as emulsdes (80-150 nm) ndo atravessaram eficientemente o
endotélio celular presente na maioria dos tecidos normais, pois o didmetro dos poros desses
tecidos € normalmente menor que 80 nm. J4 no tecido vascular tumoral, a difusdo através da
parede dos vasos ocorre para particulas de até 400 nm de didmetro. Portanto, as particulas que
permaneceram mais tempo em circulag@o, provavelmente acumulam-se no tumor, conduzindo
a uma maior ASC para as nanoemulsdes, direcionando o efeito e diminuindo a toxicidade nos
tecidos normais, como o coracdo, que é o principal 6rgdo atingido pelos efeitos téxicos da

ACM (Wang, Maitani et al., 2002).

Outra formulagdo contendo DSPE-PEG e colesterol tem sido descrita, adicionada de

folato (Shiokawa, Hattori et al., 2005). Essa abordagem se torna uma alternativa promissora,
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porque o receptor de folato € expresso abundantemente em grande parte das células tumorais
humanas (Shen, Ross et al., 1994). Esse receptor permite a ligacdo do 4cido félico com alta
afinidade, e possui trés isoformas (a, e y), com padrdes de distribuicio tecidual varidveis
(Ohguchi, Kawano et al.,2008). A inclusdo de folato na formulacdo deve ocorrer em baixas
concentragcdes, uma vez que altas fracdes molares de folato reduzem a absorcdo celular
(Reddy, Abburi et al., 2002), pois essas moléculas podem formar dimeros, trimeros e até
mesmo se reunir em quatro moléculas (Ciuchi, Dinicola ef al., 1994), impedindo a ligacdo ao
receptor, que permite a ligacdo de apenas uma molécula de dcido félico (Antony, Utley ef al.,
1981).

Em estudo in vitro, a inclusao de folato nas nanoemulsdes mostrou um aumento na
absorcdo e citotoxicidade quando comparadas com nanoemulsdes isentas de folato. Observou-
se também uma maior concentracdo de ACM no baco e no figado apds 24 horas, o que pode
estar relacionado a uma neutralizacdo do revestimento PEG da goticula pelos residuos de
folato. O aumento da associagdo da formulagdo com as células € atingido ndo s6 devido a
presenca de folato, mas também devido a presenca da cadeia de PEGsgg (mais longa) ao qual
o folato esta ligado (Shiokawa, Hattori et al., 2005). O folato conjugado ao polimero PEG de
menor tamanho reduz a exposi¢do do mesmo, dificultando a possibilidade de interagdo com o
receptor (Gabizon, Horowitz et al., 1999). Nos estudos in vivo ndo observou-se maior
eficiéncia em relacdo a absorcdo e a atividade, o que poderia estar relacionado a necessidade
de extravasamento a partir da corrente circulatéria, a passagem pelo espaco intercelular e a
alcangar os receptores na superficie celular, ou mesmo a saturagdo dos receptores (Shiokawa,

Hattori et al., 2005).

Mais um estudo também reportou uma formulacio com DSPE-PEG revestidas com
PEGgq, e folato ligado as cadeias PEGsyy ou PEG3490 (para que o folato permanecesse no
exterior da camada de PEG) (Ohguchi, Kawano et al., 2008). A biodistribuicao foi avaliada
em camundongos, verificando-se uma maior concentragdo de ACM no bago, explicado pela
natural tendéncia do firmaco a se acumular nesse 6rgdo (Shiokawa, Hattori et al., 2005), e
pela regulacdo ascendente dos receptores de folato no bago, por dieta deficiente neste
composto (Gabizon, Shmeeda et al., 2004). A vantagem da inclusdo do folato na nanoemulsio
foi verificada com o aumento da quantidade de farmaco acumulada no tumor (2,7 e 2,6 vezes
maior, para uma concentragdo de 0,03 e 0,24mol%, respectivamente, de folato conjugado com

PEGsg00), quando em comparacdo com nanoemulsdes isentas de folato. Por outro lado, a
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atividade antitumoral ndo mostrou diferenca entre as formulacdes contendo ou ndo folato,
ocorrendo apenas maior supressdo do tumor para todas as nanoemulsdes quando comparadas

com a solucdo de ACM (Ohguchi, Kawano et al., 2008).

3.2. ANFOTERICINA B

Anfotericina B (AB) € um padrdo de fairmaco para o tratamento de infec¢des flingicas
invasivas. AB exerce seu efeito fungicida devido a sua capacidade de ligacdo irreversivel ao
ergosterol, um componente encontrado nas células de fungos, desestabilizando a membrana e
causando a morte celular (Filippin, Souza et al, 2008). Entretanto, sua administracio
parenteral é limitada devido a sua toxicidade. Assim, um baixo indice terap€utico ¢é alcancado
com a formulagdo disponivel comercialmente (Fungizone® Bristol-Myers-Squibb), na forma

desoxicolato (Filippin, Souza et al., 2008).

Muitos estudos t€m sugerido que a toxicidade de AB estd relacionada ao seu estado
fisico-quimico, e particularmente a suas formas de auto-associacdo (Filippin, Souza et al.,
2008). Resultados indicam que a seletividade da AB aparece quando se utiliza o estado
monomérico, ou um estado levemente agregado do farmaco (Kawabata, Onda et al., 2001).
Isso porque, os mondmeros de AB associam-se com os esterdis das membranas de células
fingicas, enquanto a auto associagdo, formando oligdmeros de AB, podem também
permeabilizar as membranas das células do hospedeiro devido a complexacdo da AB com o
colesterol, levando a toxicidade (Filippin, Souza et al., 2008). Esta € a primeira observagdo da
diferenca entre o colesterol e o ergosterol na formagdo do complexo com a AB, em
membranas (Kawabata, Onda et al., 2001). Desse modo, o desenvolvimento de uma nova
formulacdo lipidica, para administracdo IV de AB, € desejavel, porque as emulsdes lipidicas
possuem a hipétese de diminuir a associacdo das moléculas de AB, e assim reduzir a interacio

desse farmaco com o colesterol (Heinemann, Kahny et al., 1997).

Desenvolveu-se uma formulacdo de nanoemulsdes ricas em triglicerideos contendo
AB, de fécil producdo, com componentes biocompativeis (triglicerideos caprilico, lecitina de
soja e colesterol) e que ndo utiliza solventes organicos (Filippin, Souza et al., 2008).
Observou-se em teste in vitro de inibicdo do crescimento de Candida albicans, que a

formulagdao comercialmente disponivel demonstrou menor atividade antiftingica em relagdo a
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uma nanoemulsio contendo AB (Filippin, Souza et al., 2008). Como AB € pouco solivel em
dgua e em O6leo, suas moléculas se integram na camada de lecitina das emulsdes (Schmidt e

Muller, 2003).

Ja se demonstrou que a liberacio de AB de lipossomas (AmBisome® - Gilead
Sciences) € lenta, e assim pode ser incapaz de mostrar a sua forte atividade antifiingica, apesar
de AmBisome® poder entregar altos niveis de AB para o local infectado (Filippin, Souza et
al., 2008). Dessa maneira, Fukui ef al. (2003) supdem que a diferen¢a na atividade antifiingica
entre AmBisome® e nanoemulsdes contendo AB, € devido a seletividade na transferéncia do
farmaco, que € regulada pelas caracteristicas fisico-quimicas do carreador e das células alvo.
Uma vez, que AB em nanoemulsdes é rapidamente liberada na presenca de células flingicas,
porque o farmaco tem maior afinidade pelo ergosterol do que pelo componente lipidico da

emulsdo, contribuindo para uma maior atividade antiftingica (Filippin, Souza et al., 2008).

Utilizando a formulacdo comercial Intralipid® (20%) e adicionando AB, foram
realizados testes em camundongos com candidiase sistémica. Em comparagdo com o
tratamento convencional, as nanoemulsdes foram mais efetivas, porém um aumento na dose
para 10 mg/kg foi necessario para obter uma maior sobrevivéncia dos animais. Entretanto,
este aumento ndo foi possivel para a formulagdo convencional de AB desoxicolato, por se
tornar letal. Esta dose em nanoemulsdes, levou a quase 100% de sobrevivéncia com um

tratamento de 5 dias (Shadkchan e Segal, 1999).

AB também tem sido utilizada como farmaco de primeira escolha para o tratamento da
leishmaniose visceral em regides endémicas. Apesar dos seus efeitos adversos, como
miocardite, anafilaxia, hipocalemia, nefrotoxicidade, além de hospitalizacdo prolongada e
necessidade de monitorizacdo continua, AB continua a ser o firmaco mais eficaz (quase
100% de eficicia) e € uma droga amplamente utilizada (Sundar e Rai, 2005). A forma
lipossomal, que possui menos efeitos adversos, esta fora do alcance da populacdo endémica,
devido ao seu custo elevado. Assim desenvolveram-se emulsdes lipidicas com AB (ABLE;
Bharat Serum and Vaccines Limited, Mumbai, India) que contém 6leo de soja, lecitina de ovo
e glicerina. A formulac@o teve uma excelente tolerabilidade (11% dos pacientes tiveram leves
reacdes na infusdo), taxa de cura de 91%, reducdo do tratamento de 4 semanas para 3 dias,
quando comparado com AB desoxicolato. Porém, a limitacdo do estudo foi o pequeno

tamanho da amostra (Sundar, Chakravarty et al., 2008). Em um segundo estudo desse mesmo
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grupo, foi analisado a possibilidade de administragdo de uma dose tnica de AB 15 mg/kg,
onde ndo se observou nenhum efeito adverso significante, e alcangou-se uma taxa de cura de

100% (Sundar, Singh et al., 2009).

3.3. CAMPTOTECINA

Camptotecina (CPT) é um potente agente citotéxico com atividade contra um amplo
espectro de cinceres, como o de célon, de mama, de ovério e de pulmao. O seu modo de acio
e de seus andlagos ocorre através da inibicido da DNA topoisomerase I, causando a
estabilizacio do complexo topoisomerase-DNA, resultando na apoptose das células
cancerigenas (Koo, Rubinstein et al, 2006). Derivados da CPT tém sido utilizados
clinicamente, apesar de nenhum deles ser tdo eficaz quanto a CPT (Thomas, Rahier et al.,

2004), além de possuirem sinteses demoradas e caras (Fang, Hung et al., 2009).

A CPT ¢ ativa na forma de lactona, que € pouco soliivel em dgua e possui estabilidade
pH dependente, podendo ser convertida em carboxilato, na busca do equilibrio entre as duas
formas (Zhaoa, Gaoa et al., 2007). O que contribui para a formacdo de mais carboxilato, € a
preferéncia da albumina humana de se ligar a essa forma, favorecendo uma abertura mais
rdpida do anel da lactona no sangue (Mi e Burke, 1994). Assim, a incorporacgdo desse farmaco
na nanoemulsdo, visa proteger a molécula na sua forma ativa, alcancando elevada atividade
antiproliferativa no tumor (Zhaoa, Gaoa et al., 2007), além de promover sua solubilizacdo, ja
que ¢ insolivel na maioria dos solventes biocompativeis, e para evitar sua toxicidade para as

demais células (Hatefi e Amsden, 2002).

Fang et al. (2009) formularam uma nanoemulsdo contendo um gis no seu nucleo, o
perfluorocarbono, o qual foi adicionado na forma liquida junto com o 6leo de coco, se
transformando em géds apds a sonicacdo. A baixa tensdo de superficie, baixa viscosidade, alta
densidade e/ou propriedade de fusdo das nanoemulsdes compostas com perfluorocarbono,
melhoram a capacidade de fusdo destes veiculos com membranas celulares ou de serem
fagocitados pelas células (Lindner, Song et al., 2000; Unger, Porter et al., 2004). Além da
presenca de um ambiente dcido entorno do tumor favorecer a absorcédo e retencdo da CPT e de
seus derivados, prétons também sdo atraidos pelas goticulas negativamente carregadas da

nanoemulsdo, diminuindo ainda mais o pH no local (Fang, Hung ef al., 2009). Assim, sdo
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mantidos niveis elevados da CPT na sua forma ativa (lactona) neste pH 4cido (Opanasopit,
Ngawhirunpat et al., 2006), o que proporciona um aumento do efeito citotéxico do farmaco
quando encapsulado nas nanoemulsdes. A alta taxa de encapsulagdo da CPT (maior que 90%)
foi relacionada a presenca do perfluorcarbono, pois estas nanoemulsdes continham baixa
quantidade de 6leo (2%), e também a retencdo do farmaco na camada fosfolipidica (Fang,

Hung et al., 2009).

Derivados de CPT também foram incorporados em nanoemulsdes (Han, He et al.,
2009; Zhaoa, Gaoa et al., 2007). A encapsulacdo do 10-alkoxy-9-nitrocamptothecin
(MONCPT), facilmente obtido, € desejavel, pois quando injetado intravenosamente em
solugdo alcalina ocorre a formagdo de sais soldveis em dgua, devido a sua baixa solubilidade e
estabilidade, levando a redugdo da atividade. A incorporagdo da molécula na nanoemulsio
contribui para a estabilizacdo dos niveis sanguineos do farmaco, devido a uma liberacio
sustentada, prolongando o seu efeito. Além disso, leva a um aumento na atividade
antitumoral, que poderia estar associada a uma penetracdo da nanoemulsdo na membrana
nuclear da célula (Han, He et al., 2009), ja que o alvo desse firmaco € a topoisomerase I,

situada no nucleo celular (Zhaoa, Gaoa et al., 2007).

O mesmo foi sugerido para o derivado hidréxicamptotecina (HCPT) que, ao ser
incorporado em nanoemulsdes, mostrou maior citotoxicidade em comparagdo com o HCPT
usado na clinica, obtido da Harbin Sanctity Pharmaceutical Co. Ltd. As formulagdes foram
incubadas durante 4 horas com células HelLa (linha de células de cancer cervical), as quais
exibiram uma considerdvel mudanga de morfologia e apresentaram uma sugestdo de morte
celular por apoptose em 72 horas. Com a determinacio das quantidades de firmaco no niicleo
e citoplasma nas células HeLa, a concentracdo de HCPT nas expostas a emulsio ultrapassou a
concentracdo das expostas a formulacdo comercial, cerca de 18 a 33 vezes (Zhaoa, Gaoa et

al., 2007).

Huang et al. (2008) mostraram uma modulagdo da liberagdo in vitro de CPT a partir de
nanoparticulas lipidicas, em comparacio ao firmaco livre. Esta taxa de liberagdo depende
principalmente da composi¢do da fase interna da goticula. Nanoparticulas com nucleo lipidico
s6lido promoveram uma libera¢do mais sustentada do farmaco (45% em 30 horas) em relacdo
a nanoemulsdes (75% em 30 horas). Esse fato pode ser explicado pela menor viscosidade e

rigidez da fase liquida dispersa na nanoemulsdo, que causa uma rapida difusdo do farmaco
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para o exterior da estrutura (Westesen, Bunjes et al., 1997). Uma menor taxa de liberacdo do
farmaco a partir das nanoparticulas lipidicas s6lidas, apresenta-se como uma vantagem destes
sistemas, que se soma ao fato delas possuirem também maior carga negativa e, portanto,
atrafrem mais protons entorno do tumor, baixando o pH e aumentando o efeito citotéxico da

CPT (Huang, Hua et al., 2008).

3.4. CARBAMAZEPINA

A carbamazepina (CBZ) é um bloqueador dos canais de s6dio das membranas dos
neurdnios, um dos fiarmacos mais importantes para a terapia da epilepsia psicomotora
(Barakat e Yassin, 2006). Atualmente, estd disponivel comercialmente nas formas
farmacéuticas de uso oral, como comprimidos (Akkar e Muller, 2003). Porém, busca-se uma
forma alternativa de uso parenteral para pacientes que ndo sdo capazes de utilizar a via oral
(Muller, Schmidt et al., 2004), ou visando minimizar o niimero de doses administradas ao dia,
buscando uma liberacdo controlada e evitando flutuacdes plasmdticas, normalmente
responséveis pelos efeitos adversos do tratamento, como nduseas, tonturas e visdo dupla

(Aldenkamp, Alpherts et al., 1987).

A CBZ ¢é um farmaco pouco solivel em 4gua e em O6leo, assim localiza-se
preferencialmente na interface das nanoemulsdes. Para introduzir o farmaco na camada
interfacial de lecitina, é necessdrio dissolvé-lo juntamente com a lecitina em um solvente
organico, evaporar este solvente, e utilizar a mistura (lecitina + farmaco) na produgdo da
emulsdo (Muller, Schmidt et al., 2004). Assim, esse processo (emulsificacdo espontinea) tem
recebido grande atencdo pelo fato de ser facilmente realizado em escala laboratorial, ndo
requerer sofisticados equipamentos, nem altas temperaturas, e por geralmente levar a
formulagdes com goticulas de tamanhos pequenos, entre outras vantagens (Kelmann,
Kuminek et al., 2007). Porém, este processo gera alto custo, além de ndo ser simples para a
producdo industrial, em larga escala (Akkar e Muller, 2003). Desta maneira, buscando uma
formulag@o sem o uso de solventes organicos, Miiller et al. (2002) desenvolveram a producio
de SolEmuls®, onde o p6 do farmaco é misturado com a emulsdo lipidica disponivel

comercialmente (Lipofundin®) e submetido a um processo de homogeneizagdo a alta pressao.
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A farmacocinética de nanoemulsdes contendo CBZ foi avaliada em cachorros beagle e
comparada a uma solug¢do contendo ciclodextrinas. Essas duas formulagdes tiveram um perfil
similar em muitos aspectos (drea sobre a curva, tempo de meia-vida, clearance), porém o
volume de distribui¢do mostrou-se significativamente mais baixo para as nanoemulsdes. Além
disso, observou-se uma liberagdo mais lenta da CBZ a partir do complexo com ciclodextrinas
comparado a CBZ a partir das nanoemulsdes, uma vantagem as nanoemulsdes quando um

efeito mais rdpido é desejado (Kuminek, Kratz et al., 2009).

Considerando-se o tecido cerebral como o alvo do tratamento da epilepsia, estudou-se
uma formulagdo para administracdo de CBZ estabilizada por 1-O-alquilgliceréis, como o 1-O-
decilglicerol ou 1-O-hexadecilglicerol (Madhusudhan, Rambhau et al., 2007), uma vez que os
1-O-alquilglicer6is sao anfifilicos e podem causar uma abertura transitéria na barreira
hematoencefdlica e melhorar a liberagdo de alguns agentes anticincer ao cérebro
(Erdlenbruch, Jendrossek et al., 2000). Analisando varios tecidos de camundongos, observou-
se um aumento na retencdo de nanoemulsdes contendo CBZ combinada com 1-O-
alquilglicerdis, especialmente 1-O-decilglicerol, aumentando a biodisponibilidade do farmaco
aos tecidos, que pode estar relacionada a rapida distribuicdo, seguido por lento clearance das
goticulas oleosas presentes na base dos capilares, nos tecidos. Isso sugere, que esta
formulacdo interage com células do endotélio capilar por adesdo, envolvendo provavelmente
moléculas de éter glicerol presentes na superficie das nanoemulsdes. Apds a penetragao,
ocorre a permeabilizacdo da membrana celular, e por isso, 0 mecanismo parece ser o
responsédvel pelo aumento nos niveis de CBZ em vérios tecidos. No cérebro, os niveis de
farmaco atingidos com essa formulacdo chegaram a uma concentragdo 2,37 vezes maior,
quando comparado com o fdrmaco dissolvido em uma mistura de solventes, composto de

solucdo salina-etanol-PEG 400 em 2:1:3 (v/v/v) (Madhusudhan, Rambhau et al., 2007).

3.5. CLARITROMICINA

Claritromicina (CL) € um antibiético macrolideo com um grupamento metoxila ligado
a posi¢do Cg da eritromicina, que a torna uma molécula mais estdvel (Nakagawa, Itai ef al.,
1992). Este farmaco pode ser administrado intravenosamente na forma de sal de lactobionato,
solivel em dgua em pH menor ou igual a cinco, causando dor durante a administracdo

(Lovell, Johnson et al., 1995) e restringindo sua aplicagdo clinica (Lu, Zhang et al., 2009).
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Objetivando minimizar a dor no momento da injecdo, nanoemulsdes de CL foram
desenvolvidas, contendo na fase oleosa o acido ol€éico e o acido hexanoico, visando aumentar
a solubilidade do farmaco (Lovell, Johnson et al., 1995). Devido ao fato do método de
filtracdo ser utilizado para a esterilizacdo da formulacdo anterior, a sua producdo em escala
industrial se torna inadequada (Lu, Zhang et al., 2009). A substituicio por um método que
utiliza calor também ndo € viavel, devido a presenca dos acidos oléico e hexandico, que
podem se separar do filme interfacial dos emulsificantes e causar a desestabilizacdo da
formulagao (Lu, Wang et al., 2008;Nakagawa, Itai et al., 1992). Assim substituiu-se o nicleo
oleoso por vitamina E, a qual apresenta boa solubilidade para CL e pode ser submetido a
esterilizacdo térmica. Além disso, uma formulacio de emulsdo de CL sem nenhum
antioxidante, faz com que fosfolipidios e 6leos facilmente sofram oxidagdo e hidrdlise, que
sdo processos que reduzem a estabilidade dos complexos fosfolipideos-CL e resultam na
parcial dissociacdo do complexo. Os dcidos graxos livres, que sdo os principais produtos da
degradacdo, sdo instidveis e podem degradar a CL, reduzindo a quantidade de farmaco
disponivel. Finalmente, os autores verificaram que o poder antioxidante da vitamina E nio
produziu efeito suficiente quando a mesma foi submetida a altas temperaturas, e assim esta foi

substituida pelo antioxidante L-cisteina (Lu, Zhang et al., 2009).

Comparando-se as nanoemulsdes com a solug@o de CL, a emuls@o de CL. mostrou um
perfil de liberagdo similar ao da solug@o, o que provavelmente esta relacionado a presenca do
farmaco no filme interfacial da emulsdo, sendo liberado mais rapidamente para a corrente
sanguinea do que se estivesse no nicleo oleoso. Mesmo assim, a concentra¢do sanguinea de
CL administrada sob forma de nanoemulsdes foi mais alta que ap6s administragdo da solucio
de CL, visto que esta dltima pode ser mais rapidamente distribuida aos tecidos (Lu, Zhang et

al., 2009).

Visando estudar a dor no local da inje¢do em modelos animais, avaliou-se
primeiramente o nimero de lambidas nas patas dos ratos apds administracdo de 2,5 mg/mL de
CL incorporada em nanoemulsdes contendo vitamina E (dose subterapéutica). Quando a
solugdo de CL foi injetada, verificou-se que todos os animais lambiam suas patas em média
20 vezes. No entanto, quando a emulsdo de CL foi administrada, apenas 80% dos animais
lamberam suas patas com uma média de 7,9 vezes. Em outro teste realizado, que usou o
modelo de irritacdo da veia da orelha de coelhos, o grupo que recebeu a solucdo de CL

apresentou uma leve descoloracdo apds a infusdo, com dano ao redor do local da inje¢do apds
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24 horas, enquanto o grupo que recebeu a emulsdo, ndo apresentou dano visivel (Lu, Wang et
al., 2008). Apesar da reducdo da dor, a concentragdo do farmaco foi de 2,5 mg/mL, a qual ndo

¢ suficiente para o uso terapéutico (Li, Nie et al., 2008).

3.6. DEXAMETASONA

Dexametasona (DEX) possui excelente atividade antiinflamatéria (Yokoyama e
Watanabe, 1996), e seu mecanismo de acdo ocorre através da ligacdo a receptores
glicocorticéides presentes no citoplasma celular (Panyam e Labhasetwar, 2004). Assim,
apesar de sua poténcia e uma variedade de efeitos farmacoldgicos favoraveis, o uso clinico de
corticosterdides é limitado devido a seus efeitos colaterais (Mizushima, Hamano et al., 1982).
Logo, desenvolveu-se palmitato de DEX em microesferas lipidicas, como “Lipoesterdide”, o
qual € disponivel comercialmente como Limethason® (Green Cross Co., Osaka, Japdo)

(Yokoyama e Watanabe, 1996; Klang e Benita, 1998).

Como os lipossomas, as microesferas lipidicas sdao facilmente absorvidas pelos
fagbcitos e se acumulam em tecidos inflamados, possuindo uma atividade antiinflamatdria
muito mais forte do que o firmaco livre (Mizushima, Kaneko et al., 1983). Incubando-se
Limethason® com macréfagos, ocorreu o aprisionamento do mesmo pelos macréfagos,
ocorrendo a hidrélise do pro-firmaco a DEX, que € liberado gradualmente no meio de
incubacdo. Limethason® suprimiu mais de 80% da atividade fagocitdria dos macréfagos na
concentracdo de 0,03 mg/mL, enquanto a solugdo de fostafato de DEX inibiu somente 30%,
mesmo na concentragdo de 0,3 mg/mL. Limethason® também suprimiu fortemente a
liberagdo do anion superdxido pelos macréfagos. A taxa de inibigdo foi de 74.5 e 80.6% na
concentracdo de 0.03 e 0.1 mg/mL respectivamente. O tempo de meia vida do palmitato de
DEX foi de 2,7 horas, e é amplamente distribuido nos 6rgdos que fazem parte do sistema

reticulo endotelial, como o figado e baco (Yokoyama e Watanabe, 1996).

Yokoyama e Watanabe (1996) realizaram um estudo, onde 138 pacientes com artrite
reumatdide (doenga para qual o produto comercial Limethason® ¢é indicado) (Klang e Benita,
1998), foram tratados com a nanoemulsdao Limethason® ou com Decadron® (solugcdo de
fosfato de DEX). Nesse estudo, os pacientes que receberam Limethason® demonstraram uma

maior taxa de melhora acompanhada de menor taxa de respostas agravantes (Yokoyama e
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Watanabe, 1996). Ha relato na literatura que a atividade anti-inflamatéria de palmitato de
DEX incorporada na emulséo lipidica € de 5 a 6 vezes mais potente que o da solugdo de
fosfato de DEX (Mizushima, Hamano et al., 1982). A incidéncia de efeitos adversos foi de
8.3% com Limethason® e 152 % com Decadron® (Yokoyama e Watanabe, 1996).
Nanoemulsdes sdo significativamente mais efetivas para o alivio de sintomas em pacientes
com artrite reumatéide, quando comparado com DEX livre em doses 1 a 3 vezes mais altas

(Mizushima, Kaneko et al., 1983).

Outro estudo demonstrou que a concentracdo plasmdtica de palmitato de DEX em
nanoemulsdes foi mais alta do que a solu¢do de fosfato de DEX, poucas horas apds a
administracdo. O padrdo de distribuicio entre ambas formulacdes foi diferente, estando
palmitato de DEX em menor concentra¢do nos musculos, mesmo que o padrio de eliminagio
das duas formulacdes foi o mesmo. Esses resultados indicam que apds a injecdo intravenosa,
fosfato de DEX distribui-se rapidamente em tecidos ricos em 4gua, como os musculos,
enquanto que a nanoemulsdo de palmitato de DEX, € retida nos vasos sanguineos. As
concentragcdes no figado, rim e pulmio foram similares para as duas formulacdes, mas foi
observada uma concentracdo muito maior de palmitato de DEX no baco, apds 2,5 horas da
injecdo, resultado da grande quantidade de células fagocitarias presente nesse orgdo. No
tecido inflamado, a distribui¢do de palmitato de DEX foi maior (Mizushima, Hamano et al.,

1982).

Assim nanoemulsdes contendo palmitato de DEX se mostraram dtteis para o
tratamento de diversas doencas, como doencas inflamatorias, artrite reumatdide, e outras
doencas auto-imunes, tais como anemia hemolitica e purpura trombocitopénica idiopatica,
para as quais os corticosterdides sdo eficazes, pelo menos parcialmente, através do bloqueio

do sistema reticuloendotelial (Mizushima, Hamano et al., 1982).

3.7. MORFINA

A morfina (MOR) € o analgésico opidide mais amplamente utilizado para dor aguda e
cronica (Lugo e Kern, 2002). A via parenteral é frequentemente escolhida para sua
administracdo, porque assim, um estado estdvel é alcancado mais rapidamente, o que evita o

aparecimento de picos de dor (Morales, Lara et al., 2004).



22

No entanto, a rdpida distribuicdo da MOR do compartimento central, combinado com
um tempo de meia vida curto, resulta numa concentragdo plasmadtica terap€utica para somente
1 a 3 horas ap6s a administracdo (Wang, Sung et al., 2008). Devido a baixa solubilidade
lipidica deste farmaco, a sua penetragdo na barreira hemato-encefilica € adiada, e o pico de
efeito ndo ocorre até 20 minutos apds a administrag@o intravenosa (Lugo e Kern, 2002). Além
disso, o uso da via subcutinea ou intravenosa para a sua administragdo é limitado, devido a
necessidade de manutengio do acesso parenteral e por apresentar maior custo (Wang, Sung et

al., 2008).

O desenvolvimento de nanoemulsdo contendo MOR utiliza uma estratégia para
prolongar o tempo de retencdo do firmaco nas emulsdes apds a administracdo, através do
aumento da lipofilia do fairmaco por modificagdo quimica, com um pré-firmaco (Kawakami,
Yamashita er al., 2000). Assim trés pro-firmacos foram sintetizados por esterificacdo:
propionato de morfina (MPR), enantato de morfina (MEN), e decanoato de morfina (MDE)
(Wang, Sung et al., 2008). Assim, a duracdo da atividade antinoceptiva da MOR pode ser
prolongada e, devido a maior lipofilia obtida, a disponibilidade do pro-firmaco no sistema

nervoso central € maior (Wang, Hung et al., 2008).

Na composi¢ido da nanoemulsdo, optou-se pelo emulsificante fosfatidiletanolamina,
porque fosfatidilcolina, apesar de ser comumente usado como emulsificante para emulsdes
lipidicas, pode se ligar a proteinas de superficie, como as lipoproteinas, e desestabilizar a
emulsdo (Hung, Chen er al., 2006). A presenga de colesterol, também contribui para a
diminuic¢do da capacidade de ligacdo as apolipoproteinas, aumentando o tempo de meia vida
da formulagdo (Saito, Miyako et al., 1997). J4 a presenca de PF68, causou aumento da
hidrofilicidade, formando uma barreira estérica na superficie da emulsdo (Kawakami,
Yamashita et al., 2000), prolongando o tempo de circulagdo sanguinea, contribuindo para a
reducdo da captagdo hepdtica e prolongando a agdo analgésica. Como nicleo oleoso utilizou-
se o esqualeno, devido aos problemas relatados ao uso do 6leo de soja, que foram a “fat

overload syndrome” ou inflamacao (Wang, Sung et al., 2008).

Por fim, as emulsdes lipidicas mostraram uma liberacdo mais lenta dos pré-farmacos
MEN e MDE do que para MPR. MDE ndo apresentou diferengas no perfil de analgesia
quando comparadas as formas solu¢do aquosa e emulsdo lipidica. Porém emulsdes contendo

MPR demonstraram um efeito analgésico mais longo, e emulsdes contendo MEN maior valor
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da ASC do tempo de laténcia, como uma maior intensidade analgésica, quando comparadas as

solugdes dos respectivos pro- farmacos (Wang, Sung et al., 2008).

3.8. PACLITAXEL

Paclitaxel (PTX) ¢ um farmaco que apresenta atividade antitumoral, utilizado no
tratamento de diversos tipos de cancer (Singh e Dash, 2009). Seu modo de acdo ocorre através
da sua ligacdo aos microtibulos, preferancialmente a -tubulina, estimulando a fosforilagio
(Laferriere e Brown, 1995) e estabilizando os microtibulos, causando impedimento da
despolimerizagdo, que resulta em morte celular (Geney, Sun et al., 2005). O FDA aprova o
uso do PTX como farmaco de primeira escolha, em combina¢do com cisplatina, para o
tratamento do cancer de ovario avangado, com ou sem outro tratamento quimioterapico
prévio, e como de segunda opg¢do, para o tratamento do sarcoma de Kaposi (Singh e Dash,

2009).

Atualmente PTX é comercializado (Taxol®) como uma mistura de 50:50% (v/v) de
6leo de ricino polioxietilado (Cremophor EL) e dlcool desidratado (Lundberg, Risovic et al.,
2003), porém essa formulagdo estd associada com preocupacdes farmacoldgicas e
farmacocinéticas, incluindo sérias reagdes de hipersensibilidade (Weiss e Donehower et al.,

1990).

PTX ¢é uma molécula de elevado peso molecular e com alta lipofilia, sendo
praticamente insolivel em dgua (Singh e Dash, 2009). Além disso, a dose desta molécula é
limitada pelo seu risco de toxicidade (Safavy, 2008). A partir disso, sua incorporacdo nos

veiculos oleosos se torna uma abordagem promissora.

O desenvolvimento de uma formulacdo intravenosa, mais segura e livre de Cremophor
¢ um ponto importante a ser investigado, uma vez que muitas das reacdes adversas relatadas
(hipersensibilidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, vasodilatagéo, dificuldade respiratoria,
letargia e hipotensdo) se associam a presenca de Cremophor (Singh e Dash, 2009; Lundberg,
Risovic et al., 2003). Devido a solubilidade limitada do PTX e sua rdpida liberacdo das
emulsdes O/A (Lundberg, 1997), o uso de um pré-farmaco mais lipofilico se torna uma

alternativa (Lundberg, Risovic et al., 2003). A partir disso, Lundberg et al. (2003)



24

esclareceram a perspectiva do comportamento farmacoldgico e farmacocinético do derivado
oleato de PTX, em nanoemulsdes O/A contendo o polimero hidrofilico, PEG, combinado com
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (principal agente emulsificante). PEG possui a funcio
de prevenir a rapida absor¢do pelo sistema mononuclear fagocitirio e consequentemente
aumentar o tempo de circulacdo. Foi observada, apds incubacdo com células cervicais
humanas, uma pronunciada absor¢do do composto em baixas concentracdes, provavelmente
como resultado da ligacdo das gotas da emulsdo a superficie celular e um consequente
aumento da acdo citotdxica. Porém, revelou-se um atraso na atividade citotéxica com o pré-
farmaco, devido a uma lenta liberacdo do oleato de PTX hidrolizado (PTX livre). Isto pode
ser favordvel, uma vez que a citotoxidade do PTX € mais dependente do tempo de exposi¢do,
do que da concentracdo do farmaco a qual as células sdo expostas. Sendo o pré-farmaco mais
lipofilico, ele tem uma menor tendéncia a liberacdo a partir desses veiculos. Assim, em
experimentos utilizando coelhos, obteve-se maior ASC, maior Cp.x, menor Cl e menor Vss,
além de uma maior concentracdo plasmitica em comparagdo com a formulacdo ndo
esterificada de PTX, seja em emulsdo lipidica ou em Cremophor EL: etanol (1:1, v/v). Maior
ASC tem mostrado um aumento no indice terapéutico em estudos pré-clinicos (Lundberg,

Risovic et al., 2003).

Como no estudo anterior, Dias et al. (2007) também incorporaram o pré-farmaco
oleato de PTX em nanoemulsdes, contendo colesterol € denominadas de LDE. Estas, em
contato com o plasma, adquirem apolipoprotreinas E (apo E), que serdo reconhecidas pelos
receptores celulares, permitindo a internalizacdo das nanoemulsdes. Assim, hd uma vantagem
no direcionamento das emulsdes aos tecidos tumorais, pois se sabe que diversas células
cancerigenas super expressam os receptores LDL, e por isso possuem uma absorcdo 3,6 vezes
maior dessas nanoemulsdes do que os tecidos normais. Neste estudo, os experimentos foram
realizados em pacientes portadores de cancer de ovdrio, de endométrio ou cervical, e
verificou-se que a absorcdo varia ndo somente em relacdo ao 6rgdo afetado, mas também em
relacdo ao tipo de tumor, estando relacionada a quantidade de receptores expressos. Quando
comparadas com a formulacdo comercializada, as LDE mostraram uma diminuicdo na
liberagdo do fairmaco antes de chegar ao seu alvo, maior tempo de meia vida e maior ASC,
estando de acordo com o estudo anterior. Assim, sugere-se que em iguais concentragdes de
farmaco administradas, as nanoemulsdes LDE mantém concentragdes superiores por mais
tempo, aumentando o tempo de exposi¢do das células ao farmaco, resultando em maior

efetividade (Dias, Carvalho et al., 2007).
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Focando em outro tecido passivel de tratamento com PTX (tecido mamaério), com o
mesmo interesse de diminuir a toxicidade e aumentar a acdo antitumoral, oleato de PTX foi
incorporado em nanoemulsdes contendo colesterol. Foram testadas doses nas quais a
formulagdo convencional de PTX (em Cremophor EL) frequentemente causa sérios efeitos
adversos, os quais ndo foram observados na presenca da nanoemulsdo (Pires, Hegg et al.,
2009). A reducio da toxicidade (de até 10 vezes) do oleato de PTX em nanoemulsdes, quando
comparado com a formulagdo de Cremophor EL ji havia sido previamente descrita em

animais (Rodrigues, Maria et al., 2005).

Tumores cerebrais constituem outro alvo para este firmaco. As limita¢des para o
tratamento desses tumores sdo: a baixa permeabilidade dos farmacos através da barreira
hematoencefilica e da juncdo entre as células do endotélio cerebral; a expressdo de ativas
bombas de efluxo transportadoras de drogas, tais como glicoproteina-P e enzimas
metabolizadoras, incluindo o citocromo P-450 (Desai, Vyas et al., 2008). A fim de contornar
os problemas de permeabilidade, nanoemulsdes t€ém sido utilizadas, concomitantemente com
ceramidas (CER), que atuam nas células como segundo mensageiros, apresentando um papel
crucial como mediadores na sinalizagdo da apoptose (Woodcock, 2006). As CER, além da
restrita solubilidade (como o PTX), possuem ainda a propensdo de degradac@o enzimatica na
circulag@o sistémica (Stover, Sharma et al., 2005), o que € contornado pela presenca da
emulsdo. Nos estudos in vitro, em células de glioblastoma humano, apds administracdo de
PTX (10 nM) sob forma de nanoemulsdo, obteve-se em média 63% de células viaveis,
comparadas a mais de 82% quando o medicamento foi administrado sob forma de solucdo
aquosa. Numa combinagdo de dose de 10 nM de PTX e 10 uM de CER, a viabilidade célular
diminuiu para 85% sob a forma de solu¢do aquosa e mais de 53% sob a forma de
nanoemulsao, indicando significante aumento da citotoxicidade. Observou-se também, que a
administracio de CER proporcionou um aumento na atividade da caspase, relacionada a

inducdo da apoptose (Desai, Vyas et al., 2008).

Na busca por uma formulacdo que supere a resisténcia dos tumores a multiplos
farmacos, outra associagdo foi estudada: PTX com curcumina (CUR), incorporados
simultaneamente em nanoemulsdes contendo Oleo de linhaca, para o tratamento de
adenocarcinoma de ovdrio (Ganta e Amiji, 2009). CUR possui a capacidade de inibir a
superexpressdo de glicoproteina-P, diminuindo a resisténcia do tumor ao farmaco PTX (Ganta

e Amiji, 2009), e de bloquear o fator transcricional, ou fator nuclear kappa B (NFxB), que é
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um regulador da inflamacéo, proliferacdo celular e apoptose (Aggarwal, Shishodia et al.,
2005). O nucleo oleoso contendo 6leo de linhaca, que possui em sua composicido os acidos
graxos 6mega 3 e dmega 6, apresenta uma possivel propriedade de prevencao do cancer (Rose
e Connolly, 1999), como outra vantagem. No ensaio in vitro com células de adenocarcinoma
de ovdrio, observou-se eficiente internaliza¢do dos farmacos encapsulados, tanto em células
resistentes a multiplos firmacos, como nas sensiveis (Ganta e Amiji, 2009), bem como a
supressdo do crescimento celular, mesmo em baixas doses. Apds a adicido de cadeias PEG
nessa formulagdo, porém, nao se observou um aumento no efeito, ao contrario do que se vinha
observando por outros autores (Lundberg, Risovic ef al., 2003). Deduziu-se que a hidrofilia
dessas cadeias PEG formariam uma barreira estérica, reduzindo a absor¢do da nanoemulsio

pela célula tumoral (Ganta e Amiji, 2009).

3.9. PROPOFOL

Propofol (PF) é administrado comumente com o objetivo de induzir e manter a
anestesia cirdrgica, e para a sedacio em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) (Smith,
White er al., 1994). E insolivel em dgua, e por isso necessita de um veiculo oleoso. Nos
Estados Unidos existem duas formulagdes comercialmente disponiveis que sdo: Diprivan®
emulsdo injetdvel a 1% (AstraZeneca Pharmaceuticals LP, Wilmington, DE) e PF emulsao
injetavel a 1% (Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL) (Ward, Norton et al., 2002). No
Brasil, hd a produgdo do genérico pela Eurofarma (Eurofarma, 2010). Na Alemanha existe
ainda uma formulagdo que mistura triglicerideos de cadeia média e longa (Propofol-Lipuro®;

B. Braun, Melsungen) (Ward, Norton et al., 2002).

A inclusdo de PF nas nanoemulsdes diminui o volume de distribui¢do, o que o limita
ao espaco vascular central, aumentando o clearence, diminuindo o tempo para o inicio da
acdo e para o efeito maximo, melhorando a seguranca, além de diminuir a duracéo de efeito e

dose necessaria deste farmaco (Dutta e Ebling, 1997).

Como ja citado, uma das formulagdes presentes no mercado contém uma concentragio
de 1% de PF em nanoemulsdes (Diprivan®) (Knibbe, Voortman et al., 1999). A formulacdo
possui como ntcleo oleoso o dleo de soja (composto por triglicerideos de cadeia longa), que

favorece a elevagdo dos triglicerideos plasmaticos, principlamente quando o medicamento é
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administrado por infusdo continua, durante um longo periodo de tempo (Ward, Norton et al.,
2002). Além disso, a formulacdo possui em sua composicio lecitina de gema de ovo
(emulsificante), que se converte em liso-lecitina, com propriedades hemoliticas in vitro. Este
composto tem sido considerado o responsavel pelo efeito hemolitico do Diprivan® (Knibbe,

Voortman et al., 1999).

A partir dos incovenientes citados, principalmente quando um longo prazo de
administracdo € requerido, desenvolveu-se uma nova formulacdo parenteral de PF 6% em
Lipofundin® TCM/TCL 10% (PF 6% SAZN). Lipofundin® TCM/TCL 10%, ¢ uma emulsio
O/A composta de uma mistura de triglicerideos de cadeia média (TCM) e triglicerideos de
cadeia longa (TCL). Desse modo, uma diferente composi¢do do niicleo oleoso, possibilitou a
inclusdo de uma maior concentragdo de PF, e consequente diminui¢do na concentragdo de
lipideos e emulsificantes necessarios (Knibbe, Voortman et al., 1999), acompanhada de uma
farmacocinética e eficacia de sedacdo similar a formulacdo comercial Diprivan® (Doenicke,

Roizen et al., 1997; Knibbe, Naber et al., 2004).

Doenicke et al. (1997) demonstraram, em voluntirios saudaveis, que a formulagdo
contendo um ndcleo oleoso composto por TCM e TCL, exibiu uma melhor aceitabilidade
pelos pacientes em relagdo a formulagdo contendo apenas TCL, por diminuir a incidéncia de
dor no local da injecdo. Os autores tém atribuido este resultado a baixa concentracdo de PF
livre na fase aquosa da nova formulacdo (Doenicke, Roizen et al., 1997). Babl et al. (1995)
relataram que emulsdes com 50% de TCM na fase oleosa resultam em significativa reducgio
da concentracio de PF na fase aquosa, comparando-se com uma composicdo de apenas TCL.
Entretanto, outros fatores poderiam ter contribuido para a reduc¢do da dor no local de inje¢ao,
como a propria presenca de TCM, ou o menor volume de formulacdo administrado (Knibbe,

Voortman et al., 1999).

Uma dltima vantagem deve ser citada a essa formulagdo contendo reduzida
concentracdo de lipideos, a qual se refere ao fato de que muitos pacientes que recebem
sedacdo por longos periodos, recebem também nutricdo parenteral. A nutri¢do parenteral total
também € composta por emulsdes lipidicas, e assim, sua concomitante administracdo com
nanoemulsdes de PF, pode levar a uma elevacio excessiva na concentracio de triglicerideos
plasmaticos, tornando-se um fator limitante do tratamento. Assim, as formulagdes de PF com

reduzida taxa de lipidios, apresentam a vantagem de ndo ter a necessidade de ajustar o suporte
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nutricional, porém ¢é aconselhdvel que o nivel de lipideos no soro do paciente continue a ser
monitorado (Knibbe, Naber et al., 2004).

Outra formulagio comercialmente disponivel, Aquafol™

(Daewon Pharmaceutical
Co., Ltd., Seoul, Korea), contém 8% de PF e é livre do solvente lipidico (TCL). Esta
formulacdo constitui-se de uma microemulsdo, que € um sistema opticamente transparente,
termodinamicamente estdvel, com didmetro aproximado entre 10 e 50 nm (Morey e Modell et
al., 2010) e que visou buscar vantagens sobre as nanoemulsdes, visando eliminar os efeitos
adversos apresentados pelo Diprivan® (infec¢do, embolia gordurosa, hipertrigliceridemia e
pancreatite) (Baker e Naguib, 2005). Porém, em estudo realizado em humanos, os efeitos
adversos entre Aquafol™ e Diprivan® ndo diferem em relagdo ao tipo, incidéncia e
severidade, durante o periodo avaliado, além das formulacdes serem bioequivalentes (Kim,
Choi et al., 2007). Outros pesquisadores verificaram que as microemulsdes evitaram a
pancreatite, a hipertrigliceridemia (relacionados a presenga dos triglicerideos), e o embolismo
gorduroso (causado pela instabilidade da formulacdo contendo TCM). Entretanto, Aquafol™
teria causado mais severa e frequente dor no local da injecdo, o que estaria associado com a

alta concentracdo de PF livre na fase aquosa, de acordo com os autores (Jung, Choi et al.,

2010).

3.10. PROSTAGLANDINA E,

Prostaglandina E; (PGE)) apresenta varias atividades fisioldgicas, como vasodilatacéo,
reducdo da pressdo sanguinea, angiogé€nese, e inibicdo da agregacdo plaquetdria (Igarashi,
Takenaga et al, 2001). Devido ao seu curto tempo de meia vida e a necessidade de
administracdo de altas doses, causando diversos efeitos adversos, como hipotensao, diarréia
(Hoshi, 1996) e dor na administracdo (Igarashi, Takenaga et al., 1996), este fairmaco foi
introduzido em esferas lipidicas (lipo-PGE;). A veiculag@o do fairmaco nesse sistema, possui a
capacidade de transportar PGE; ao sitio da lesdo vascular, resultando na acumulacdo dessas
esferas lipidicas nas paredes dos vasos lesionados (Igarashi, Takenaga et al., 2001). Além
disso, ocorre a liberacdo mais lenta do firmaco e a inibi¢do da inativagdo da PGE;, que
normalmente ocorre devido ao efeito de 1* passagem nos pulmdes (Igarashi, Takenaga et al.,

1996).
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Essas lipo-PGE,; foram disponibilizadas a partir do ano de 1985, mas PGE; em
ciclodextrinas (Ono Pharmaceutical, Osaka, Japdo) ja estava disponivel no mercado desde
1975. Em um estudo comparativo entre essas duas formulag¢des, mostrou-se que lipo-PGE; é
mais potente, pois para atingir um mesmo efeito, ela requer uma dose dez vezes menor,
reduzindo os efeitos adversos. Além disso, a duracdo do efeito de PGE; incorporada em
ciclodextrinas € de apenas alguns minutos ap0s a infusio, necessitando-se de infusido continua
para o tratamento, enquanto que o efeito de lipo-PGE; perdura por alguns dias (Momma,

1996).

Para serem utilizadas no tratamento clinico, muitas emulsdes lipidicas sdo diluidas em
fluidos de transfusdo, como a solucdo salina. Foi verificado que o pH dessas solu¢des tampao
(a partir de 4,5) tem forte influéncia na retencdo da PGE, nas particulas lipidicas. Sabendo-se
que uma maior retencdo do firmaco, permite uma maior eficacia clinica, o controle do pH é
indispensavel. A faixa de pH entre 3 e 5,5 permitiu uma retencdo maior que 90% da
quantidade de PGE; nas nanoemulsées. Em pH mais elevado, a PGE; permanece na forma
dissociada, altamente solivel em solu¢des aquosas, e possui um maior permeabilidade através
da membrana interfacial da particula do que a forma nao-dissociada (Yamaguchi, Fukushima

et al., 1995).

Apesar da vantagem de utilizacdo das nanoemulsdes sobre a complexagdo do farmaco
com ciclodextrinas, verificou-se um actimulo de lipo-PEG; na aorta toricica apds a infusio

em ratos hipertensivos (Mizushima, Hamano et al., 1990).

A existéncia de instabilidade quimica da PGE, nessas estruturas lipidicas também foi
demonstrada, resultando numa liberacdo mais rdpida do fdrmaco apds a administracio
(Igarashi, Takenaga et al., 2001). Em funcdo disso, buscou-se uma nova formula¢do que
substitui PGE; por seu pré-firmaco AS013, sintetizado por esterificagdo, resultando no
aumento da estabilidade quimica e da solubilidade em lipidios, e sendo efetivamente

convertido em PGE, quando in vivo (Igarashi, Mizushima et al., 1992).

Em experimentos em ratos, lipo-AS013 apresentou um atraso de 10 segundos (de um
total de 40 segundos) no seu pico de efeito, quando comparado com lipo-PEG;, pelo fato da
sua conversdo em PGE; Além disso, apresentou um efeito mais prolongado, demorando mais

tempo para o nivel da pressdo sanguinea retornar ao valor inicial, fato possivelmente
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resultante da maior quantidade de fiarmaco que alcancou os vasos sanguineos. Os ratos
hipertensos, em comparacdo com ratos normais, tiveram uma maior resposta a nova
formulacdo, e uma menor resposta a lipo-PEG;, provavelmente devido a maior
permeabilidade dos vasos nos animais doentes, e assim maior disponibilidade de lipo-AS013
no tecido alvo (Igarashi, Takenaga et al., 2001). No Reino Unido foi realizado um estudo em

humanos, que confirmou a efetividade de lipo-AS013 (Belch et al., 1997) (96).
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4. CONSIDERA COES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que firmacos empregados para administracido
parenteral, e que apresentam reduzida hidrossolubilidade, podem ser incoporados em
nanoemulsdes, sendo estas formulagdes consideradas seguras, uma vez que sdo utilizadas para

a nutri¢do parenteral ha mais de 50 anos.

Nanoemulsdes sido constituidas de diferentes componentes, os quais influenciam o
comportamento dessas formulacdes no organismo. As variacdes desses componentes resultam
em alteracdes em relacdo ao direcionamento, estabilidade, seguranca, tempo de circulacio
sanguinea, velocidade de liberacdo do farmaco e at¢é mesmo podem ter um efeito
farmacoldgico, como no caso do 6leo de linhaca. Soma-se a essas estratégias de formulagdes,

o uso de pré-farmacos, que ji é bem conhecido no ambito farmacéutico.

As nanoemulsdes podem permitir um direcionamento € portanto, uma maior
quantidade de farmaco exposto a regido de interesse, levando, conseqiientemente, a um
aumento na eficicia terapéutica. Também podem melhorar a seguranca do tratamento, o
transporte intracelular, protegendo o farmaco contra degradacdes. Ainda, esses sistemas
podem proporcionar um maior conforto na administracdo, que junto com a redugdo dos
efeitos adversos, tornam o tratamento mais aceitdvel pelo paciente, possuem uma liberacio
sustentada, que estabiliza os niveis sanguineos, prolongando a agdo, e possibilitam a

administracio de uma dose maior do que a dose em solugdo, tudo em busca de uma

farmacodinamica adequada.

Como foi reportado ao longo do trabalho, diversas formulagdes ja estdo presentes no
mercado, e possuem uma tendéncia de crescimento. Elas estdo presentes como carreadores de
farmacos pertencentes a uma variedade de classes terapéuticas (APENDICE A). Porém, as
nanoemulsdes sdo somente um tipo de formulacdo dentro dos nanosistemas, outras
alternativas para a melhora dos tratamentos farmacoldgicos e para a inclusdo de novos

farmacos também sdo intensamente estudadas.
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APENDICE

APENDICE A — Anilise das principais indicacdes e referéncias dos firmacos revisados.

FARMACO

PROBLEMA E ESTRATEGIA
UTILIZADA

RESULTADOS

PRINCIPAIS
REFERENCIAS

Aclacinomicina A
(Antitumoral)

& OH

Problema: toxicidade.

Estratégia: incorporagdo do farmaco
em nanoemulsdes revestidas por PEG
e/ou PEG-folato, visando
direcionamento ao tumor.

Aumento da atividade
antitumoral;

Reducdo da toxicidade.

- Ohguchi, Kawano et al., 2008;
- Shiokawa, Hattori et al., 2005;
- Wang, Maitani et al., 2002;

Anfotericina B
(Antifiingico)

Problema: toxicidade.

Estratégia: incorporagdo do farmaco
em nanoemulsdes para evitar a auto
associacao de seus mondmeros.

Aumento da atividade
antiftingica;

Redugdo da toxicidade.

- Filippin, Souza et al., 2008;

- Heinemann, Kahny et al., 1997,
- Kawabata, Onda et al., 2001;

- Schmidt e Muller, 2003;

- Shadkchan e Segal, 1999;

- Sundar, Chakravarty et al., 2008;
- Sundar, Singh et al., 2009.

Camptotecina
(Antitumoral)

Problema: conversdo da forma ativa
(lactona) na inativa (carboxilato).

Estratégia: incorporagdo do farmaco
em nanoemulsdes, protegendo a
forma ativa da molécula.

Aumento da concentracdo da
forma ativa (lactona).

- Fang, Hung et al., 2009;

- Han, He et al., 2009;

- Huang, Hua et al., 2008;

- Koo, Rubinstein et al., 20006;
- Zhaoa, Gaoa et al., 2007.




Carbamazepina
(Antiepiléptico)

Problema: efeitos adversos devido as
flutuagdes plasmaticas;

Estratégia: incorporagdo do farmaco
em nanoemulsdes contendo
alquilglicerdis.

Liberacgao controlada;

Reducdo dos efeitos adversos e
do nimero de doses
administradas ao dia;

Aumento da penetracdo no
sistema nervoso central.

- Akkar e Muller, 2003;

- Barakat e Yassin, 2006;

- Kelmann, Kuminek et al., 2007;
- Kuminek, Kratz et al., 2009;

- Madhusudhan, Rambhau et al.,
2007,

- Muller, Schmidt et al., 2004.

Claritromicina

(Antibidtico)

Problema: dor na administragao;

Estratégia: incorporagdo do farmaco
em nanoemulsdes contendo nicleo
composto por antioxidante.

Reducdo da dor durante a
administracéo.

- Li, Nie et al., 2008;

- Lovell, Johnson et al., 1995;
- Lu, Wang et al., 2008;

- Lu, Zhang et al., 2009.

Dexametasona*
(Antiinflamatdrio) Problema: efeitos adversos; - . .
o Redugio dos efeitos adversos; | . Mizushima, Hamano ef al., 1982;
e Estratégia: incorporagdo do pré- . - Mizushima, Kaneko et al., 1983;
= farmaco, palmitato de dexametasona Aumento da atividade - Panyam ¢ Labhasetwar, 2004
. FI > Ill)as nanoemulsses d antiinflamatoria. - Yokoyama e Watanabe, 1996.
Morfina .
(Analgésico) Problemas: curto tempo de meia-vida Aumento da penetragdo no
e baixa lipofilia do farmaco. . P ¢
HO sistema nervoso central e

[ ]

Estratégia: incorporagdo do pro-
farmaco lopofilico nas nanoemulsdes.

aumento no tempo de circulagdo
sanguinea.

- Wang, Hung et al., 2008;
- Wang, Sung et al., 2008.




Paclitaxel

Problema: efeitos adversos.

(Antitumoral)
,\}-g o oH Estratégia: incorporagdo do pré- .
0 ) . Aumento da atividade .
farmaco, oleato de paclitaxel, em . ~ - Desai, Vyas et al., 2008;
N antitumoral e redu¢do dos : _
o - o nanoemulsdes contendo colesterol, e efeitos adversos - Dias, Carvalho et al., 2007;
dw 0 tH ”gf_ associacdo do paclitaxel com ’ - E’anzﬁ) ¢ An}gﬂ’ 2(,)09; L 2003:
i ceramidas ou curcumina no niicleo HIEbers, fsovic et a, ’
" - Pires, Hegg et al., 2009;
oleoso da nanoemulsao.  Singh e Dash, 2009.
Propofol* Problemas: dor na administracdo do
L farmaco incorporado nas - - Jung, Choi et al., 2010;
(Anestésico) P Reducdo da dor; - Kim, Choi et al., 2007;

nanoemulsoes.

Estratégia: alteracdo da composicdo
do ntcleo oleoso da nanoemulsdo.

Aumento da dose administrada.

- Knibbe, Naber et al., 2004;
- Knibbe, Voortman et al., 1999;
- Ward, Norton et al., 2002.

Prostaglandina E*
(Vasodilatador/Inibidor da agregacdo
plaquetaria)

0
OH

HO

Problemas: curto tempo de meia-vida
e efeitos adversos.

Estratégia: incorporagdo do pro-
farmaco na nanoemulsdo.

Aumento do tempo de meia-vida
e reducdo dos efeitos adversos.

- Hoshi, 1996

- Igarashi, Takenaga et al., 1996
- Igarashi, Takenaga et al., 2001
- Momma, 1996

- Yamaguchi, Fukushima et al.,
1995

* farmacos disponiveis no mercado em formulagdes do tipo nanoemulsao.




