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OPENING THE PANDORA’S BOX OF NANOMEDICINE: THERE IS INDEED ‘PLENTY OF ROOM AT THE BOTTOM’.
Limitations of conventional treatment and dosage forms prompted the investigation of novel approaches that combine efficacy,

selectivity and fewer adverse effects. These are the main promises of nanomedicine, generally defined as the application of

nanotechnology to the biomedical field. Despite the considerable advances over the years and the large number of publications

resulting from the growth of nanomedicine, there are still many hurdles and unknown factors limiting its successful translation from

promise to reality. These factors range from the lack of standardization in the terminology and regulations, to the lack of understanding

of interactions between nanocarriers and the biological system, and their influence on drug pharmacodynamics. In this manuscript,

we aim at presenting and discussing concepts and terminologies used in the nanomedicine field and examining the main types of

nanocarriers and their effects to modulate biological barriers and aid drug transport, bioavailability and targeting.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de produtos baseados em nanotecnologia
pode parecer revoluciondrio em algumas dreas, mas a aplicacio da
nanotecnologia ndo € tdo nova. Ja no século IV dC, a famosa taga
de Licurgo confeccionada pelos romanos exibia cores diferentes de-
pendendo da iluminacio, efeito atribuido posteriormente a presenca
de pequenas proporcdes de nanoparticulas de ouro e prata dispersas
em forma coloidal em todo o material de vidro.! O conceito geral de
nanotecnologia foi introduzido pela primeira vez ha seis décadas,
em 1959, pelo fisico Richard Feynman em uma palestra intitulada
“Hd mais espago ld embaixo” (originalmente There is Plenty of
Room at the Bottom), na qual foi sugerida a manipulagao de objetos
em dimensdes atdmicas e, posteriormente, langou para comunidade
cientifica o conceito de dispositivos na escala nanométrica pela pri-
meira vez em um artigo.’

Décadas depois, mesmo com o aumento do nimero de medica-
mentos baseados em nanotecnologia registrados e disponibilizados
para fins terapéuticos, ainda hd muitas lacunas na area, especialmente
quando comparamos com o grande niimero de publicag¢des cientificas
disponiveis, sendo que até agéncias regulatérias como a US Food and
Drug Administration (FDA) apresentam poucos guidelines finalizados
e langaram por enquanto apenas um drayft.> Além disso, as promessas
da nanotecnologia, especialmente para a terapia de doengas que
podem evoluir com gravidade como o cancer, ainda parecem estar
dentro de uma caixa de Pandora.*” Desde os anos 90 e até hoje, as
pesquisas prometem maior precisiio na agdo farmacoldgica de farma-
cos nanoencapsulados,?® efeito de permeagio e retengiio aumentados
em tecidos acometidos por tumores e outros processos inflamatérios,’
maior permeacao transdémica, '’ capacidade de ultrapassar a barreira
hematoencefélica (BHE),!! entre outras vantagens. Vdrias delas ainda
parecem longinquas do ponto de vista clinico.

Outro aspecto perceptivel € a falta de padronizagdo dos
métodos de caracterizagdo dos carreadores na escala nanométrica,
especialmente quando comparados aos medicamentos tradicionais
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como capsulas ou comprimidos que contam com métodos disponiveis
em compéndios como as farmacopeias. Isso provém do fato de que
a regulamentagdo de nanomedicamentos ainda é muito incipiente.
As primeiras diretrizes foram langadas pela FDA em 2014, e
mais recentemente em 2017,° foi publicada uma minuta de um
Guideline que propde uma padronizagdo quanto a caracterizagdo
destes produtos, bem como uma compreensdo do uso e aplicagio
pretendidos, além da investigag@o dos atributos que estdo relacionados
aqualidade, seguranga e eficicia. A FDA jarevisou e aprovou diversos
produtos que se utilizam da nanotecnologia e, baseado nos avancos
cientificos que vém permitindo melhor manipulacio, producio e
visualiza¢@o de nanoestruturas, espera-se um aumento na utilizacao
da tecnologia em dispositivos médicos, medicamentos, cosméticos
e alimentos. Assim, uma preocupacio da agéncia ¢ desenvolver e
melhorar procedimentos para detec¢do, quantificagdo e regulacio
de nanomateriais em produtos e amostras bioldgicas, bem como seu
impacto no meio ambiente, como descrito em seu website (https://
www.fda.gov/about-fda/nctr-research-focus-areas/nanotechnology)
com a criagdo da ‘NCTR/ORA Nanotechnology Core Facility’.
A necessidade de criar defini¢des para caracterizar a presenga de
nanomateriais em produtos para finalidades regulatérias e legislativas
também foi enfatizada pela European Comission (EC, ramo executivo
da Unido Européia), mas, embora uma defini¢do seja fornecida,
ndo foi estabelecida classificagdo de risco ou seguranga.'’ Outra
iniciativa importante nesse aspecto foi a NANoREG (ver sessdo
“Regulamentacio para nanomedicamentos”). Ainda existem intimeras
dividas e discussdes quanto a defini¢do de atributos de qualidade
para tais produtos.'*

Aliado a falta de padronizagdo prética, hd uma pletora de termos
que vém sendo usados indiscriminadamente com o prefixo nano,
muitas vezes colocados como sindnimos ou mesmo como diferentes,
mas sem nenhum padrdo conceitual. Por exemplo, nanoparticulas
podem ser divididas em nanocdpsulas e nanoesferas quando se refere
aquelas de composicdo polimérica,'s no entanto existem também as
nanoparticulas lipidicas, e hd autores que definem nanocarreadores
vesiculares, como lipossomas e polimerossomas, como nanoparti-
culas também. A confusdo conceitual ndo para por ai: um exemplo
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classico que pode confundir muitos sdo os termos microemulsio e
nanoemulsio, uma vez que as microemulsdes t€m fase dispersa de
dimensdes inferiores que a microescala, as vezes até mesmo inferiores
as nanoemulsoes. '

Neste trabalho, nds objetivamos discutir de maneira critica e uni-
formizar alguns conceitos que fundamentam a aplicacio de nanotec-
nologia para veiculagdo e liberagdo de formacos, bem como descrever
alguns dos principais nanocarreadores que vem sendo estudados e
disponibilizados para uso clinico e alguns dos efeitos moduladores
de barreiras bioldgicas que possibilitam melhor o transporte, biodis-
ponibilidade e direcionamento de farmacos.

Terminologias e conceitos

As terminologias ‘nano’

A Figura 1 compara diferentes micro e nanoestruturas e desta-
camos a faixa de escala nanométrica em comparacdo com células e
algumas biomoléculas.

A FDA nio estabeleceu defini¢Oes precisas para os termos “nano-
tecnologia”, “nanomaterial”, “nanoescala” ou outros relacionados.
No entanto, a agéncia descreveu consideragdes sobre nanotecnologia
em seu guia'? em junho de 2014, assim ao considerar se um produto a
ser regulamentado envolve a aplica¢@o de nanotecnologia, a agéncia
levantara os seguintes pontos:

1) “se um material ou produto € projetado para ter pelo menos uma
dimensdo externa, ou uma estrutura interna ou de superficie,
na faixa de nanoescala (aproximadamente 1 nm a 100 nm)”.
Aqui € importante ter em mente que apenas uma dimensdo do
material ou produto pode ser considerada no registro. Em fibras
para curativo,'” por exemplo, embora apenas o didmetro esteja
na escala nanométrica, o produto pode ser considerado um na-
nomedicamento.

2) “seum material ou produto é projetado para exibir propriedades
ou fenomenos, incluindo propriedades fisicas ou quimicas ou
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efeitos bioldgicos que sdo atribuiveis a sua dimensdo (s), mes-
mo se essas dimensdes estejam fora da faixa de nanoescala, até
um micrometro (1.000 nm)”. Essa defini¢do permite expandir o
conceito para alguns carreadores que possuem mais de 100 nm
e que ainda demostrem propriedades inerentes a nanoescala. Por
exemplo, pesquisadores demonstraram que um tipo nanocarreador
polimérico chamado polimerossoma (ver se¢do nanocarreadores)
com tamanho de 400 nm foi capaz de atravessar poros de 50 nm
intactos na mesma propor¢ao que um nanocarreador de mesma
composi¢do (micelas) com tamanho 85 nm; no entanto, 0os maio-
res exibiram uma taxa de permeagao mais rapida em comparagao
aos menores devido & sua maior flexibilidade.'®

Outra problematica advém do uso do prefixo ‘nano’que vem sen-
do muito utilizado na drea farmacéutica para designar carreadores para
farmacos em escala nanométrica, mas que tem sido usado indiscrimi-
nadamente, muitas vezes de maneira desnecessdria ou redundante. Um
exemplo € o termo nanomicela; poderia ser utilizado apenas o termo
“micela”, uma vez que sdo estruturas de autoagregacgio de dimensio
nanométrica. Exemplos semelhantes séio os termos nanovesicula ou
nanolipossoma para os lipossomas unilamelares pequenos,' pois seu
tamanho nanométrico ja € bem descrito.

Uma breve consulta a base de dados Web of Science também
sugere que diferentes termos sdo usados com mesmo sentido depen-
dendo da drea; por exemplo, as terminologias nanomedicamento (do
inglés nanomedicine) e nanoformulacdo t€m sentido similar e ambas
sdo mais usadas na drea farmacéutica. Ja nanocarreador é uma das
construcdes mais usadas em artigos. Nanosistema, por outro lado,
¢ um termo mais geral e amplamente usado na drea das ciéncias de
materiais, mas também pode fazer uma referéncia a estudos que levam
em consideracdo ndo apenas aspectos farmacoldgicos, mas fendmenos
fisico-quimicos. Nanoestrutura é uma palavra que pode se referir ao
arranjo moléculas, como DNA e RNA, mas pode ser colocada também
como um termo geral quando ndo hd uma defini¢ao do tipo exato de

Escala

Nanométrica

DNA
Célula
AntiCOpr Humana
\ / Ouro Coloidal
1A 5nm 20 nm 1 um /
] ] ] ] ] ] ] ]
Da— I 1 1 1 [ 1 o
?’\ 1 nm 10 nm 100 nm 10 um
54,/ § WW
Molécula W/MN
de Agua ‘
Proteina Virus A
Bactéria

Figura 1. Inser¢do da nanoescala em comparagdo com as dimensdes atomicas das moléculas pequenas como a da dgua, passando pelas macromoléculas

biologicas como proteinas e estruturas virais até a escala micrométrica das células
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estrutura; um exemplo sdo as nanoestruturas formadas a partir da
auto-organizacdo de copolimeros em solu¢do aquosa, fendmeno que
pode originar vesiculas, micelas ou tibulos.

Aqui usaremos o termo nanocarreador (NC) quando nos referimos
a nanoestruturas usadas para encapsulacdo e liberacao de farmacos
como lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoemulsdes e
afins; e nanomedicamentos quando fazemos meng¢ao a formulacio
final baseada em nanocarreadores, a qual pode ser liofilizada, dis-
persa em um gel, ou mesmo aprovada na forma como obtida para
uso como medicamento.

Conceitos cldssicos em nanomedicina

Como mencionado anteriormente, o conceito de nanotecnologia
no registro de medicamentos envolve nio apenas a escala, mas as
diferentes carateristicas resultantes de seu tamanho que resultariam
em um melhor desempenho terapéutico do produto. Desse modo, o
perfil diferenciado de liberacdo de farmacos a partir nanocarreadores
bem como a distribui¢ao distinta (especificidade e/ou penetracdo em
tecidos) alcangada fundamenta conceitos biofarmacéuticos que sdo,
na maioria das vezes, relatados como vantagens dos nanocarreadores.
Fala-se entdo em um campo chamado de nanofarmacologia, o qual se
baseia incialmente em perfis farmacocinéticos modulados como, por
exemplo, aumento de biodisponibilidade e/ou meia-vida e alteragdes
nas ac¢des dos farmacos, como alteragdes farmacodinimicas que resul-
tem em maior eficdcia. A Tabela 1 descreve alguns destes conceitos.

Nanocarreadores: tipos, semelhancas e distin¢des

Uma vez que ja foram descritos alguns dos conceitos que
fundamentam a nanotecnologia na drea de liberacdo de farmacos,
¢ importante conhecer alguns dos NC mais amplamente descritos
em publicacdes cientificas, sendo alguns jd usados clinicamente. A
Figura 2 exibe a representacio esquematica desses nanocarreadores,
bem como os descreve em ordem cronoldgica da sua descri¢do na
literatura.

Os NC ndo apresentam uma classificaciio definida e muitos pes-
quisadores usam a composi¢iao como ponto de partida. Nesse sentido,
h4d NC lipidicos e NC poliméricos, mas um mesmo NC também pode
ter composic¢ao variadas, contendo polimeros e lipideos a0 mesmo
tempo,™ bem como pode haver combinacdes de nanocarreadores no
mesmo sistema de liberagdo.’ Incluimos uma breve descri¢do de
alguns NC abaixo.

Lipossomas

Lipossomas (Figura 3) sdo estruturas vesiculares com interior
aquoso delimitado por uma (unilamelares) ou mais (multilamelares)
bicamadas lipidica concéntrica que podem conter colesterol para
aumentar a rigidez.* O tipo de lipidio usado pode conferir furtividade
quando peguilados ou mesmo responsividade para aqueles que sio
sensiveis a mudangas de temperatura ou pH (estes NC responsivos
sdo chamados de inteligentes e serdo discutidos adiante). Essas nano-
estruturas foram relatadas pela primeira vez por Bangham er al.,** em
1965. E importante ressaltar que lipossomas podem ser produzidas na
escala micrométrica para simular células em estudos de biofisica,*
no entanto, aqui a referéncia serd apenas como NC para farmacos.
Uma das principais vantagens dos lipossomas € a possibilidade de
encapsulagdo de agentes de diagndstico ou terapéuticos hidrofilicos
e hidrofébicos, proporcionando um maior “carregamento” de far-
maco por NC e protegendo os agentes encapsulados dos processos
metabdlicos.

E possivel modificar lipossomas com a adi¢io de diferentes com-
ponentes que desencadeiam novas propriedades para estas estruturas.
Por exemplo, transferssomas sdo lipossomas altamente flexiveis
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Tabela 1. Conceitos que fundamentam a nanofarmacologia

Conceitos

Efeito burst ou de
rajada

Termo que se refere a liberagao intensa e rapida do
farmaco do NC, que pode ocorrer nos primeiros
minutos de contato com 0 meio externo, com a
corrente sanguinea.”

Efeitos de permeacio
e retencao (EPR)
aumentados

Efeito que ocorre em tecidos tumorais sélidos e/
ou sitios inflamatérios em que o nanocarreador
pode permear passivamente através dos vasos
sanguineos, que frequentemente apresentam
maior permeabilidade nesses tecidos. Adicio-
nalmente, como espaco intersticial do tumor
apresenta uma filtragdo linfética suprimida, ocorre
o acumulo no sitio tumoral com liberacdo dos
farmacos.?!

Coencapsulacio Encapsulacdo de multiplos agentes com finali-
dade terapéutica e/ou de diagndstico no mesmo

nanocarreador.?

Refere-se a habilidade de atravessar a barreira
hematoencefilica, que € altamente seletiva e separa
a circulagio sistémica do sistema nervoso central
(SNC). E fundamental para tratamento de lesdes,
disttirbios e/ou infecgdes que acometem o SNC. !

Passagem
pela barreira
hematoencefalica

Terapia com alvo
intracelular/ uptake
celular

Nanocarreador passivel de sofrer internalizacio
celular ou em organelas celulares por meio de
processos variados, como endocitose, e permitir a
liberagdo intracelular do farmaco.*

Escape endossomal Na endocitose, os nanocarreadores sao tipicamente
aprisionadas em estruturas vesiculares intracelu-
lares como as vesiculas endossomais, o que pode
levar a sua degradac@o. Estratégias para escapar
desse processo constituem o escape endossomal®
e sdo de grande importancia para a eficdcia do

farmaco.

Furtividade Capacidade de evadir-se do sistema imunoldgico,
evitando respostas e/ou eventos imunoldgicos que

potencialmente eliminariam o NC.?

Farmaco encapsulado Farmaco carreado dentro da nanoestrutura, por
exemplo, no interior ou dentro da bicamada de
vesiculas, aprisionado dentro da matriz polimérica
de nanoparticulas ou no niicleo oleoso de nanocép-
sulas, sendo que a liberag@o requer que o farmaco

se difunda para fora da nanoestrutura.”’

Farmaco localizado externamente ao nanocar-
reador, geralmente mantendo algum tipo de
interagdo fisico-quimica com ele. Por exemplo,
na superficie de vesiculas e nanoesferas.

Farmaco adsorvido

Eficiéncia de
encapsulacio

Porcentagem de firmaco adsorvido ou encap-
sulado em relagd@o ao total de farmaco usado na
formulagao.

Eficiéncia de Porcentagem de massa de farmaco encapsulada em
carregamento/ loading relacdo & massa final de nanocarreador.

Biocorona Camada ou “coroa” biomolecular firmemente
aderida a superficie do NC oriundas da adsor¢do
de proteinas e outras biomoléculas em ambientes
fisiol6gicos.?

Teranéstica Uso de nanocarreadores para diagnosticar e/ou

monitorar uma condi¢do patolégica do paciente
fornecendo simultaneamente, um tratamento.>

devido a presenga de moléculas de tensoativos.* Etossomas contém
de 20-45% de etanol que age como promotor de permeagio cutinea.*®
Transetossomas sdo nanoestruturas similares aos lipossomas, com a
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Figura 2. Principais nanocarreadores dispostos em ordem cronologica. NLS = nanocarreador lipidico solido; CLN = carreador lipidico nanoestruturado
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Figura 3. Representacgdo da estrutura de lipossomas convencionais, lipossomas peguilados com moléculas de polietilenoglicol na superficie, lipossomas sitio-

-dirigidos com a presenga de macromoléculas como proteinas, aptameros ou “small molecules” como folatos e lipossomas multifuncionais, que poderiam ter
fungdo terandstica por exemplo. Baseado e adaptado de: https://www.mdpi.com/1420-3049/23/4/90, Olusanya et al.,> um artigo Open Access distribuido pelos
termos da Creative Commons Attribution License que permite uso, distribui¢cdo e reproducdo

presenca de 20-45% de etanol e moléculas tensoativas, combinando
assim as vantagens dos etossomas e transferossomas.*

Um dos principais inconvenientes dos lipossomas convencionais
é ordpido clearance, devido a adsor¢ao de proteinas (biocorona) para
aqueles ndo peguilados, bem como a fragilidade osmética.”” A pegui-
lagdo € o processo pelo qual as cadeias de polietilenoglicol estdo liga-
das na superficie dos lipossomas, o que leva a um prolongamento no
tempo de circulagdo sanguinea dos lipossomas em comparagdo com
as preparagdes lipossomais convencionais, e aumento da meia-vida.
Além disso, esses NC sdo menos extensivamente capturados pelas
células do sistema reticuloendotelial e t€m uma tendéncia reduzida de
liberar o farmaco enquanto circula e demonstram ter melhor EPR.*

Os lipossomas sitio-dirigidos permitem o chamado direciona-
mento ativo para receptores celulares através de moléculas ligadas a
superficie que dirigem a captacio de farmaco para alvos especificos,

como células tumorais ou células estromais associadas a tumores, e
assim podem aumentar a seletividade da distribuigdo dos farmacos.*

Os principais métodos de producdo de lipossomas descritos sdo
hidratac¢@o do filme lipidico e inje¢do de etanol. No primeiro, se
promove a hidratagdo com dgua ou tampao de um filme lipidico sob
agitacdo, o qual € formado ap6s a dissolugdo em solvente organico,
seguida da evaporacdo do solvente. Os lipossomas produzidos por
esta técnica resultam em um contetido heterogéneo com vesiculas
multilamelares com mais de 1 pm de didmetro, requerendo etapas
adicionais de prepara¢do, como sonica¢io ou extrusdo, para reduzir
e uniformizar o tamanho das vesiculas.* Apesar da ampla aplicag@o,
a preparagdo de lipossomas por meio de hidratagio do filme, em es-
cala de laboratdrio, € possivel, mas essa técnica raramente se mostra
adequada para grandes escalas. Nesse sentido, a inje¢do de etanol
permite a obten¢do de lipossomas pequenos com distribuicdo estreita
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simplesmente injetando uma solug¢@o lipidica etandlica em dgua (ou
seja, em uma dnica etapa, sem extrusao ou sonicagio).*

Polimerossomas e micelas poliméricas

Os polimerossomas sdo considerados andlogos estruturais dos
lipossomas, uma vez que sdo vesiculares assim como os lipossomas,
mas a bicamada € polimérica, formada a partir da autoagregagio
de copolimeros anfifilicos. Ou seja, sdo formados por blocos com
cardter polar e apolar unidos covalentemente e que se autoagregam
em ambiente aquosos, resultando em diferentes nanoestruturas de-
pendendo da proporg¢do destes blocos. Originalmente, foram descritas
em 1999 por Discher et al.,** e foram consideradas vesiculas mais
robustas quanto as propriedades fisico-quimicas se comparadas aos
lipossomas em razdo da composi¢do polimérica.

Para copolimeros com por¢ao hidrofilica formada por PEG, pode-
-se ainda inferir o tipo de nanoestrutura formada a partir do pardmetro
f(O<f<1)e que representa o volume da fracdo hidrofilica, como
descrito na Tabela 2 adaptada de Apolindrio et al.*!

Tabela 2. Classificacdo tedrica dos sistemas formados a partir do valor da
fragdo hidrofilica (f)

Volume da fracéo hidrofilica (f) %
40<f<25
50<f<40

Nanoestruturas formadas

Polimerosssomos

Micelas poliméricas cilindricas

Os polimerossomas (Figura 4) sdo elaborados pelos mesmos
métodos usados para elabora¢@o de lipossomas na maioria das ve-
zes, mas em razdo das caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas
de alguns polimeros, como alta temperatura de transi¢do vitrea que
dificulta a extrusdo,* apresentam algumas limitag¢des, como trabalhos
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que relatam tempo de hidratacdo do filme de um més para que ocorra
a formacdo destas vesiculas.* As vezes, ha a necessidade de técni-
cas especificas para encapsulagdo, como a eletroporagdo descrita
por Wang er al.,* que consiste na formagéo proviséria de poros na
bicamada destas vesiculas, permitindo a encapsulagdo de moléculas
grandes, como protefnas terapéuticas.

As micelas poliméricas também sio nanoestruturas formadas a
partir da autoagregacdo de copolimeros anfifilicos*' com a formacao
de um core hidrofébico rodeado por por¢ao hidrofilica. Dependendo
da proporg¢ao entre os blocos hidrofilicos e hidrofébicos, método de
producdo e fatores externos como temperatura, a autoagregacdo pode
acontecer preferencialmente em vesiculas ou micelas. E importante
ressaltar que tensoativos ndo-poliméricos também podem formar
micelas.

Dois mecanismos tém sido propostos para explicar a formagao
dos polimerossomas, o primeiro mecanismo fundamenta que ocorre
o crescimento de micelas em bicamadas que se auto-organizam em
vesiculas enquanto o segundo mecanismo acrescenta que ocorreria a
difusdo de solvente dentro destas micelas e posteriormente a formagao
das vesiculas como descrito por Bleul et al.** Desse modo, tem sido
aceito que as micelas esféricas seriam os autoagregados dos quais se
formariam os demais tipos de agregados, como micelas cilindricas,
vesiculas entre outros.*®

Microemulsoes e nanoemulsoes

Micro e nanoemulsdes (Figura 5) sdo dispersdes coloidais que,
embora apresentem similaridade do ponto de vista de composicdo e
estrutura microscopica, apresentam diferencas muito importantes que
resultam em diferentes comportamentos fisico-quimicos.'®

Vidrias defini¢cdes para microemulsdes ja foram propostas, sen-
do que a mais amplamente aceita foi introduzida por Danielsson e

Copolimero anfifilicos

i Celey

Copolimero dibloco

fragao hidrofilica

7 -

frag@o hidrofobica

fragéo hidrofilica A auto-agregacao
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polimerossomos
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fracao hidrofébica
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ferencialmente em
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v Cefguvy

Copolimero tribloco

Figura 4. Representagdo da autoagregagdo de estruturas poliméricas formando polimerossomas. Reproduzido de http://quimicanova.sbq.org.br/detalhe_artigo.
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Lindman, em 1981, que as descreveram como sistemas liquidos,
opticamente isotropicos e termodinamicamente estdveis, formados
por dgua (ou fase polar), 6leo (ou fase apolar) e um ou mais tenso-
ativos. Hoar e Schulman introduziram pela primeira vez o conceito
de microemulsdes em 1943 a partir de uma preparagdo de leite
com hexano,* embora o termo “microemulsdes” seja atribuido a
Schulman e colaboradores que a usaram em artigos da década de
50.% No entanto, dificuldades de caracterizagio e discussdes acerca
da predigdo de sua estrutura geraram disputas de nomenclatura, e
microemulsdes ja foram conhecidas como “dispersdes transparentes
de dleo e dgua”, “emulsdo micelar transparente”, “solu¢do micelar”
e “micelas intumescidas”, entre outros termos.*

As microemulsdes podem se organizar em sistemas de fase
oleosa (ou organica) dispersa em fase aquosa (ou polar), chamadas
genericamente de microemulsdes 6leo-em-dgua (o/a) ou o con-
trario (a/0).”%%! Além dessas, existem também as microemulsoes
bicontinuas, nas quais as fases aquosas e oleosas coexistem como
canais continuos, entrelacados, mas separados por uma interface de
tensoativo.’>>* A estrutura deste tipo de microemulsdo ainda ndo foi
claramente elucidada e € muito discutida, sendo sua existéncia, uma
das responsdveis pelas numerosas definicdes propostas para micro-
emulsdes. Foi sugerido um paralelo com fases liquido-cristalinas
liotrépicas, mas atualmente acredita-se que as microemulsdes bicon-
tinuas ndo apresentam a ordem caracteristica dos cristais liquidos.*?
Sendo termodinamicamente estdveis, a formacao de microemulsdes
pode ocorrer espontaneamente desde que respeitada a propriedade
fundamental de tensdo interfacial ultrabaixa, a qual € promovida pela
presenca de tensoativo (ou combinag¢do de tensoativos) geralmente
em elevadas concentragdes.?’

Microemulsdes sdo frequentemente confundidas com nanoe-
mulsdes na literatura. Parte da confusdo provém do uso dos prefixos
“nano” e “micro”, o que implica a existéncia de uma diferenga de
tamanho de 1000 vezes entre elas, muito embora as goticulas desses
sistemas possam apresentar didmetro semelhante. No entanto, como
as microemulsdes foram descritas cronologicamente antes, o termo
difundiu-se e popularizou-se entre pesquisadores antes da introdugao
das nanoemulsdes e da diferenciagdo desses sistemas. Além disso,
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o fato de nano e microemulsdes serem descritas de maneira muito
similar dificulta sua diferenciagdo. Entretanto, a diferenca ndo estd
no tamanho; uma das diferencas fundamentais € que as nanoemulsdes
ndo sdo termodinamicamente estdveis e, portanto, podem sofrer se-
paracio de fases ao longo do tempo, embora geralmente apresentem
boa estabilidade cinética.>*>¢

Assim sendo, ao contrario das microemulsdes, abordagens para
produc¢do de nanoemulsdes geralmente envolvem métodos com em-
prego de alta energia, podendo ser por meio de dispositivos conhe-
cidos como “homogeneizadores” capazes de gerar forgas disruptivas
intensas que promovem a emulsificagdo entre as fases de 6leo e 4gua,
formando mintsculas goticulas. Podemos citar como exemplo ho-
mogeneizadores com vélvulas de alta pressdo, microfluidificadores
e sistemas de cavita¢ao por ultrassom.>>>’

Dependendo da proporcdo entre seus componentes, microe-
mulsdes podem existir como uma tnica fase (preferencial na drea
farmacéutica como sistemas para libera¢do de farmacos), na qual
todos os componentes encontram-se solubilizados, ou coexistir em
equilibrio com excesso de fase polar ou apolar em sistemas multifa-
sicos (sistemas Winsor).* A presenca de microemulsdes coexistindo
com goticulas maiores em nanoemulsdes e em emulsdes convencio-
nais também foi recentemente proposta.”® Além das microemulsdes,
podem ainda ser formados cristais liquidos liotrépicos.>*° Esses con-
sistem em moléculas anfifilicas e solventes que podem se organizar
em mesofases hexagonais, ctbicas, lamelares e outros.® Entre esses
sistemas, as mesofases hexagonais ctbicas e hexagonais reversas sao
as mais extensivamente investigadas por sua capacidade de sustentar a
liberagdo de uma ampla gama de compostos bioativos, de formacos de
baixo peso molecular até proteinas, peptideos e dcidos nucleicos.*%*

O comportamento de fase das microemulsdes € descrito grafica-
mente por diagramas de fase terndrios, elaborado a partir da combi-
nagdo de trés componentes (tensoativo, fase oleosa e fase aquosa) e
pseudoterndrios (os quais apresentam dois tipos de tensoativos, sendo
um chamado de cotensoativo, normalmente um dlcool de cadeia
curta ou média).”% Esses diagramas especificam as fases formadas
sob vdrias condigdes experimentais determinadas e definem precisa-
mente suas composi¢des. Uma maneira conveniente de representar
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Figura 5. Representagdo microscdpica da nanoestruturagdo de micro e nanoemulsées com destaque para o fato de que as nanoemulsées podem conter goticulas

de tamanhos maiores que as microemulsoes



218 Apolindrio et al.

as possiveis composi¢des de sistemas de microemulsdo € construir
diagramas de fase como tridngulos equildteros® (Figura 6).
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Figura 6. Representagdo hipotética de um diagrama de fases contendo fases
oleosa/organica, aquosa/polar e tensoativos. Neste caso o tensoativo estd
associado a um cotensoativo, cuja fun¢do € diminuir a tensdo interfacial para
valores abaixo dos limites proporcionados pelo tensoativo comum, por isso
esse diagrama pode ser chamado também de pseudoterndrio. Os pontos em
azul podem delimitar fases caracterizadas como microemulsées, mesofases
hexagonais, ciibicas, lamelares ou mesmo regioes de separagdo de fases

Nanocdpsulas e nanoesferas

As nanocdpsulas (Figura 7A) sdo nanoestruturas compostas de
um interior (‘core’) oleoso rodeado por uma monocamada poliméri-
ca, sendo muito tteis na encapsulac¢do de farmacos hidrofébicos ou
ativos como filtros de protegdo solar.® As nanocédpsulas podem ser
comparadas a nanosistemas vesiculares, uma vez que o fairmaco pode
ser confinado em uma cavidade que consiste em um nicleo liquido
interno delimitado por uma membrana polimérica. Elas podem ser
definidas como sistemas core-shell de modo mais fidedigno, os quais
exibem uma estrutura tipica de niicleo-invélucro, na qual o formaco é
confinado em um reservatério ou dentro de uma cavidade cercada por
uma membrana ou revestimento de polimero. Esse reservatério pode
ser lipofilico de acordo com o método de preparagdo e as matérias-
-primas utilizadas. Além disso, levando em conta as limitacdes

A) Nanocapsulas
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operativas dos métodos de preparagdo, as nanocdpsulas também
podem transportar a substincia ativa na membrana polimérica.®’

J4 as nanoesferas (Figura 7B) s@o nanoestruturas sélidas for-
madas por uma densa rede polimérica (matriz) sem ntcleo liquido
e por isso podem levar a liberagdo retardada de farmacos presos no
interior da malha polimérica e também ter um efeito burst inicial das
moléculas de farmacos adsorvidas na superficie.® As nanoesferas sao
consideradas sistemas matriciais, enquanto as nanocdpsulas, sistemas
de reservatorios.*

Alguns dos métodos cldssicos para a preparagdo destes NC sdo:
nanoprecipitagdo, dupla emulsifica¢do, revestimento com polimero,
entre outros que sdo descritos por Mora-Huertas et al.®’

Nanoparticulas lipidicas sélidas e Carreador lipidico
nanoestruturado

Nanoparticulas lipidicas sdo classificadas em dois tipos: nano-
particulas lipidicas sélidas (Figura 8A), consideradas uma primeira
geracdo e carreadores lipidicos nanoestruturados (Figura 8B) de
segunda geracgdo. Esses NC combinam vantagens comuns a outros sis-
temas, tais como lipossomas e nanoparticulas poliméricas, incluindo
a possibilidade de carrear formacos de diferentes caracteristicas em
seu interior e, semelhante aos lipossomas e nanoemulsdes, apresentam
em sua composicao excipientes lipidicos.®

As nanoparticulas lipidicas sélidas sdo nanoesferas compostas de
um nicleo lipidico sélido. Assim como as nanoparticulas poliméricas,
a sua matriz sélida pode proteger eficientemente os ativos farma-
céuticos contra a degradacido quimica e proporcionar modificagido
dos perfis de liberagdo do farmaco. S@o sélidas tanto a temperatura
ambiente quanto bioldgica, e compostas de lipidio sélido (0.1-30%)
disperso em fase aquosa por tensoativos.”

Os carreadores lipidicos nanoestruturados sdo considerados
uma modifica¢do das nanoparticulas lipidicas sélidas, nos quais hd
presenca de lipidios sélidos e liquidos a temperatura ambiente.”” A
incorporacdo de um lipidio liquido & matriz sélida desses NC aumenta
o niimero de imperfei¢cdes na matriz sélida interna, facilitando assim
aincorporacdo de uma maior quantidade de farmaco e preservando a
estabilidade fisica do NC. Esses NC podem ser produzidos em larga
escala por homogeneizacao a alta pressdo.”

Nanoparticulas metdlicas

Nanoparticulas metélicas podem ser elaboradas a partir de
diferentes materiais. Nanoparticulas de ouro sdo uma suspensdo
(ou coloide) de particulas de ouro de tamanho nanométrico. Como

B) Nanoesferas
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Figura 7. Representagdo de nanocdpsulas (A) com uma camada polimérica e core oleoso onde podem estar dispersos farmacos e nanoesferas (B) com a for-

magdo de um emaranhado de polimero que forma uma malha que pode aprisionar moléculas de farmacos
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Figura 8. Representagdo nanoparticulas lipidicas solidas (A) com destaque
para o niicleo lipidico solido bem organizado, cristalino e carreadores
lipidicos nanoestruturados (B) com niicleo lipidico desorganizado devido
a presenca de lipidios solidos e liquidos a temperatura ambiente; lipidio
liquido pode estar disperso formando pequenas dreas de segregagdo, como
representado pelos quadrados e tridngulos brancos baseado em conceito
descrito por Miiller et al.”

mencionado, anteriormente, seu uso remonta aos tempos romanos
como no cdlice de Licurgo. Essas suspensdes coloidais foram estudas
por Michael Faraday na década de 1850, quando ele observou que
elas t€m propriedades que diferem do ouro a granel, apresentando
cor vermelha (para particulas menores que 100 nm) ou uma cor ama-
relada suja (para particulas maiores).” Nanoparticulas de prata sdo
amplamente usadas como agentes antimicrobianos.” Nanoparticulas
de 6xido de ferro sdo aplicados para bioimagem, biossensibilizacido
e terapia fototérmica.”” Nanoparticulas de 6xido de titdnio e 6xido
de zinco sdo comumente usadas em produtos como formulagdes
contendo filtro solar.”

Nanocarreadores e modulagcdo das propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas de farmacos

E importante compreender como os NC podem atuar levando a
uma maior eficicia e seguranca terapéutica. O emprego de nanocar-
readores para veiculacio e liberacdo de farmacos frequentemente
busca a modulagdo de parametros farmacocinéticos, como aumento
da biodisponibilidade e meia-vida, e especificidade na a¢do farmaco-
16gica, levando moléculas a sitio especificos do corpo, como tumores.
Além disso, os nanomateriais podem combinar multiplos métodos
de direcionamento, deteccdo, diagndstico e func¢des terapéuticas.
Por exemplo, um nanomaterial pode ser projetado para se difundir
do sangue até o intersticio tumoral, reconhecer e penetrar em uma
célula tumoral, sinalizar sua localizagdo, escapar de um endossomo,
translocar-se para o nicleo e liberar um farmaco insolivel e citotd-
xico. No entanto, dependendo da finalidade determinada, algumas
nanoestruturas s3o mais vantajosas em relac@o a outras.

Vale ressaltar que nanocarreadores apresentam reatividade, po-
dendo adsorver biomoléculas do meio bioldgico, como proteinas e
lipidios, e originando o que se conhece como “corona”.’”” A presenga
e composicdo da corona influenciam grandemente a distribuicdo e
intera¢@o da nanoestrutura com c€lulas, e essas propriedades podem
sem exploradas para melhorar a entrega e distribuicdo de firmacos.'*’
Por outro lado, com essas vantagens vém também uma potencial
toxicidade. Sabe-se que nanoestruturas podem ativar o sistema
imunolégico do hospedeiro, causando reacdes imunoldgicas via, por
exemplo, ativagdo do complemento e producio de anticorpos (como
os anticorpos anti-polietilenoglicol).” Uma preocupacdo atual € a
baixa disponibilidade de métodos in vitro humanizados bem esta-
belecidos, validados e de uso pré-clinico corriqueiro para avaliagido
de imunotoxicidade e de documentos regulatérios destinados a esse
t6pico.”
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Nesta se¢do, algumas das vantagens dos NC serdo discutidas com
destaque para o aumento da solubilidade de farmacos, promogdo da
absorg¢do, protecdo contra degradacdo, superagdo de desafios relati-
vos a aplicacgdo terapéutica de proteinas e transposi¢do de barreiras
bioldgicas.

Aumento da solubilidade aparente de farmacos

A absor¢ao de farmacos através de barreiras bioldgicas depende
de duas propriedades: permeabilidade e solubilidade. A permeabi-
lidade determina sua capacidade de atravessar barreiras bioldgicas
e depende grandemente do peso molecular e logP da molécula.
Mas a permeabilidade adequada néo assegura a absorcdo; sabe-se
que o farmaco deve estar dissolvido em fluidos biolégicos do sitio
de absorc@o. O cetoconazol, uma base fraca, ¢ um dos exemplos
cldssicos de reducdo da absorcio oral associada ao aumento do pH
estomacal. Quanto maior sua taxa de dissolu¢@o, mais rdpida € a
absorgdo. Para via oral, por exemplo, de acordo com sua solubilidade
(mais precisamente, capacidade de dissolugdo) e permeabilidade, os
farmacos podem ser diferenciados em 4 classes biofarmacéuticas,*
sendo a classe I representada por fairmacos altamente soliveis e
permedveis, classe II por aqueles permedveis mas que apresentam
baixa solubilidade, classe III pelos de baixa permeabilidade e alta
solubilidade e os de classe 1V, aqueles pouco soldveis e pouco
permedveis.’!

Observa-se, portanto, que o desenvolvimento de NC para farma-
cos classe IV € de grande interesse e o seu desenvolvimento bem-
-sucedido depende da composicdo do NC. As formas de dosagem
oral ideais, por exemplo, devem produzir uma biodisponibilidade
razoavelmente alta, como € o caso do Sandimmun Neoral® que é uma
nanoformulacio baseada em microemulsdo que aumenta a solubili-
dade e a biodisponibilidade do peptideo ciclico ciclosporina A, um
peptideo hidrofébico usado como imunossupressor em transplantes
e que jé se encontra disponivel na clinica.®

Protecao contra degradagao

A encapsulacgio de farmacos em nanocarreadores pode proteger
farmacos de degradagio fisico-quimica e enzimatica, seja ela decor-
rente de sua exposicdo a condi¢gdes ambientais (como luz UV)* ou
biolGgicas (como pH e presenca de enzimas).®? Em termos sistémicos,
¢é esperado que maiores quantidades de farmaco estejam disponiveis
para o efeito. Além disso, menores doses de farmaco podem ser uti-
lizadas, potencialmente reduzindo a incidéncia de efeitos adversos.

Nanoencapsulagdo de biofdrmacos

Biofdrmacos ou medicamentos bioldgicos, diferentes de farmacos
sintéticos, nao sdo produzidos por meio da quimica orginica, mas
por métodos de biologia molecular e processos biotecnoldgicos.®
Estes medicamentos incluem anticorpos monoclonais, fragmentos de
anticorpos, peptideos, fatores de crescimento, proteinas, oligonucle-
otideos e 4cidos nucleicos para terapia génica, bem como vacinas. A
Tabela 3 descreve alguns gargalos farmacolégicos e fisico-quimicos
comuns a biofdrmacos e como eles podem ser driblados por meio
de NC.

Nanocarreadores e transporte através de barreira biologicas

Os mecanismos de transporte de farmacos incluem a passagem
dentro de compartimentos definidos (por exemplo, vascular, citoplas-
ma, estroma etc.) e entre diferentes compartimentos, em processos
conduzidos por elementos de separacdo chamados coletivamente de
“barreiras bioldgicas”, as quais podem ser definidas como superficies
bioldgicas definidas tais como epitélios, endotélios, células, mem-
branas nucleares, endossomais, etc.®
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Tabela 3. Vantagens da nanoencapsulacdo de medicamentos bioldgicos

Vantagem dos nanomedicamentos

Gargarlos biolégicos

Quando encapsuladas em matrizes poli-
méricas ou no interior de vesiculas, essas
moléculas ndo sdo imediatamente expostas
a via sistémica, podendo levar a menor res-
posta imunoldgica. Em adicdo, a peguila-
¢do do NC, por exemplo, € um recurso que
permite driblar a opsonizagdo, diminuindo
a chance de imunogenicidade.®

Peptideos e proteinas podem
ser imunogénicos

Uma vez que a macromolécula esteja
encapsulada durante distribui¢do no corpo
ou adentre a célula dentro de um nanocar-
reador em terapia intracelular, ela pode es-
capar de sofrer acdo de enzimas sistémicas
ou proteases plasmaticas e lisossomais.®®

Biofarmacos como proteinas
podem ser rapidamente
degradados por proteases e
eliminados rapidamente da
corrente sanguinea

Doses repetidas dos
biofdrmacos sdo necessdrias
para manter os niveis
terapéuticos

Uma vez que a degradacdo e a opsonizagao
podem ser atenuadas com o uso de NC,
a meia-vida do farmaco pode aumentar
significativamente.

Modificando o método de encapsulagdo
(com minima agitacdo e sem emprego de
altas temperaturas, por exemplo) e depen-
dendo da nanoestrutura usada (vesiculas,
proteinas peguiladas), pode haver uma
diminui¢do da exposi¢do dos biofarma-
cos a fatores que levem a instabilidade
das biomoléculas, como temperatura e
mudancgas de pH. Nos casos em que sdo
usadas enzimas, a atividade terapéutica
pode inclusive aumentar.®’

Peptideos e proteinas
terapéuticas também tendem
a sofrer agregacdo, adsor¢ao

e desnaturac@o

RNAs de pequena interferéncia (do inglés
small interfering RNA/ siRNA) precisam
ser incorporados no complexo silenciador
induzido por RNA que medeia uma se-
quéncia especifica de ligacdo e clivagem
de RNAm. Desse modo, a penetracdo
intracelular é fundamental e pode ser
alcancada com uso de nanocarreadores
adequados e que evitem a degradagdo por
nucleases. Carreadores lipidicos carre-
gados positivamente tém sido extensiva-
mente usados para carrear estas moléculas
através de interacdes eletrostdticas com os
grupos fosfato carregados negativamente
da molécula de siRNA.*

A terapia génica requer
penetragdo intracelular e
evasio de nucleases

Essa jornada entre compartimentos também inclue os meca-
nismos de evasdo dos mondcitos e macréfagos ativados do sistema
reticuloendotelial, que levam ao clearance e escape de degradagdo
enzimdtica.

Nanocarreadores e pele

A pele pode ser usada como via de administragao para liberagdo de
farmacos no préprio tecido ou através dele. No primeiro caso, o objetivo
¢ o efeito local e a minimizagdo da absorcao sistémica dos farmacos.
Ao contrdrio, quando a absor¢ao e efeito sistémicos sdo desejados, nos
referimos 2 administragdo transdérmica. E comum uma confusio entre
os termos tépico e transdérmico; assim, iremos nos referir a liberacao
topica quando o efeito farmacoldgico apenas na pele € almejado, e
transdérmica, quando o farmaco deverd ser sistemicamente absorvido
e distribuido para atingir seu alvo e exercer seu efeito farmacolégico.
Diferentes NC tém sido estudados para essas finalidades, como nano
e microemulsdes,**>* nanoparticulas lipidicas” e lipossomas.
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O tratamento de feridas ¢ um exemplo do uso de NC t6pico, pois
nessa situacgdo a pele estd rompida e hd a necessidade da localizagio
do ativo no local, bem como sua protecdio de possivel degradacio
em razdo da presenca de enzimas que agem nas diversas fases de
cicatriza¢do. Além disso, a espessura total da pele € parcialmente
comprometida e ha outro desafio relacionado a abundancia de células
inflamatdrias e clearance de NC, sendo que modificacdes de superfi-
cie de NC podem permitir a evasdo seletiva do clearance fagocitdrio
por macréfagos.”!

A administragdo de formacos por via transdérmica tem importan-
cia crescente, especialmente para aqueles sujeitos a extensa elimina-
¢do pré-sistémica, o que reduz sua biodisponibilidade. Além do efeito
sistémico, os nanomedicamentos transdérmicos podem exercer seu
papel nos tecidos adjacentes a sua aplicacio (terapia transdérmica
local), como a administra¢do na mama para atingir tumores mamarios,
evitando assim reagdes adversas sistémicas®***ou aplica¢do em dreas
de inflamagao para diminuir inchaco e dor.

Em pele integra, o estrato cérneo (EC), camada mais externa da
epiderme, € considerado a principal barreira a ser transposta pelos
NC. O EC apresenta cerca de 18 a 21 camadas de células sendo
composto de queratinécitos mortos chamados cornedcitos, os quais
sdo mantidos juntos por uma rede de proteinas como a queratina e
revestidos por uma camada de lipideos (principalmente ceramidas).
O EC e as jun¢oes apertadas no estrato granuloso criam uma barreira
impermedvel a maioria das moléculas de farmaco hidrofilicas e de
peso molecular superior a 500 Da.*® Quando os firmacos atravessam
o EC e atingem a epiderme vidvel, tém acesso a queratindcitos vidveis
e células imunologicamente ativas que podem permitir a penetragao
de NC e drenagem por linfonodos.*

Idealmente, os NC devem permitir o transporte de farmacos
encapsulados ou adsorvidos na pele sem a necessidade de danificar
a fung@o de barreira natural, se deformando, ou utilizando promo-
tores de permeagdo cutanea. Assim, podem facilitar o fornecimento
de agentes ativos por meio das estruturas da pele, interagir com os
lipidios para mediar o transporte e permitir a criacdo de depdsitos
de farmacos na pele para uma liberagio sustentada ou induzida por
estimulos.”” As trés rotas potenciais de entrada de farmacos através
da pele para o tecido subepidérmico sdo: através dos foliculos ca-
pilares com suas glandulas sebdceas associadas, através dos ductos
sudoriparos ou através do estrato cérneo continuo intracelularmente
através de cornedcitos, intercelularmente ao redor de cornedcitos e
entre esses apéndices.”’

Para essa finalidade a literatura tem relatado o uso de liposso-
mas, vesiculas deformaveis (transfersomas), vesiculas contendo
promotores de permeacao (niossomas, etossomas, transetossomas),
nanoparticulas lipidicas ou poliméricas, micro e nanoemulsdes e
dendrimeros.?®*

Nanocarreadores e barreira intestinal: via oral

Nanocarreadores podem ser empregados por via oral para diversas
finalidades, sendo o aumento da biodisponibilidade uma das princi-
pais.!® A absor¢do de farmacos no trato gastrointestinal (TGI) ocorre
majoritariamente no intestino e hd trés mecanismos principais pelos
quais isso acontece apds a molécula atravessar a camada de muco.®
O primeiro deles € a absorcdo passiva, em que a molécula atravessa
as células da membrana apical para a basolateral e entra na circulacéio
sanguinea; devido a natureza lipidica da membrana plasmadtica, esse
processo permite a penetragdo de moléculas lipofilicas mas dificulta o
transporte de compostos hidrofilicos, além de ndo ser seletivo. Outro
meio passivo utiliza as tight junctions ou jungdes aderentes, zona em
que uma célula se une a outra e permite a passagem de moléculas;
esse, por sua vez, tem melhor transporte de moléculas hidrofilicas
e também ndo € seletivo. O tltimo utiliza transportadores presentes
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na membrana apical que aceleram o processo de absor¢do e pode ser
tanto passivo, quanto ativo; tem melhor seletividade e € responsédvel
pela maior parte da absor¢do dos nutrientes.®

Farmacos muito insoldveis nao utilizam nenhum dos transportes
citados eficientemente quando administrados na forma livre. Pooja
et al.'® explora essa problemdtica ao incorporar o paclitaxel em um
nanocarreador lipidico sélido para administracdo oral e conjugando
em sua superficie lecitina derivada de gérmen de trigo. Foi demons-
trado que essa abordagem levou ao aumento da biodisponibilidade do
paclitaxel em ratos, fato que o autor atribui a interagdo com células
M das placas de Peyer presentes no intestino que podem englobar os
nanocarreadores e transportd-los diretamente ao sistema linfatico.!??
Foi demonstrado que houve seu acimulo em diversos tecidos, mas
principalmente no pulmdo, mostrando seu potencial em quadros de
cancer nesse local.

Outra estratégia interessante que permite sobrepujar as barreiras
intestinais € a utilizaciio de moléculas zwiteridnicas biocompativeis
na superficie de nanocarreadores lipidicos sélidos. Shan et al.'®
demonstraram que € possivel melhorar a biodisponibilidade oral de
macromoléculas, como a insulina, ao utilizar dilauroilfosfatidilcolina
na superficie de seu nanocarreador; foi demonstrado aumento na
difusdo pela camada de muco e melhora na afinidade com enteré-
citos através de sua ligacdo com transportadores PEPT1 presentes
na membrana apical que permitiu a internaliza¢do do sistema sem
danificar a integridade das células.

Nanocarreadores e barreira placentdria: tratamento fetal

A placenta € o 6rgdo vascular que une o feto a parede do ttero
materno com fungdes enddcrina, pardcrina e autdcrina, metabo-
lismo, prote¢do e transporte de substincias e € constituida por
tecidos de origem embriondria que formam a chamada barreira
placentdria.'™*

A entrega de moléculas menos invasiva e mais especifica pode
ser feita através de NCs, seja diminuindo a exposig¢do fetal a um de-
terminado farmaco, quanto de forma a aumentar a retencdo deste na
placenta. Ainda, com o avanco do diagnéstico fetal in uterus, a terapia
fetal por meio da administracio de formacos no organismo materno
comegou a ser uma forma vidvel de modular fungdes da placenta
e minimizar ou prevenir riscos a saide do feto, disponibilizando
farmacos para tratamento de condigdes fetais.!0>1

Um trabalho desenvolvido por Abd Ellah et al.'” demonstrou
em modelos in vivo o potencial de nanoparticulas poliméricas de
promover a liberag¢do na placenta do gene do fator de crescimento
IGF-1, responsdvel pelo desenvolvimento placentdrio e fetal, de
forma a tratar a restri¢do do crescimento intrauterino, uma condi¢ao
para a qual ainda ndo ha tratamento a ndo ser o parto prematuro, o
qual pode levar a diversas complicacdes. As nanoparticulas estudadas
foram capazes de se localizar na placenta e induzir a expressdo do
gene aumentando assim, o peso do feto.

Em se tratando da terapia fetal propriamente dita, um estudo
desenvolvido por Bajoria e colaboradores, em 1997 demonstraram
o potencial terap&utico ndo-invasivo de lipossomas anidnicos para
aumentar a transferéncia placentdria de tiroxina minimizando a ex-
posicdo materna a substincia para o tratamento de hipotireoidismo
congénito fetal, em modelo de placenta humana retirada apds o
periodo expulsivo (ex-vivo).'®

Nanocarreadores e barreira hematoencefdlica

Uma das maiores dificuldades para o tratamento das enfermida-
des do SNC ¢€ ultrapassar a BHE. Composta por células endoteliais
com diversos tipos de ligagdes e mecanismos capazes de impedir
a passagem de substincias para o cérebro, a BHE possui diversas
moléculas de adesdo juncional, claudinas e ocludinas, além de

Abrindo a caixa de pandora dos nanomedicamentos: hd realmente muito mais ‘espaco 14 embaixo’ 221

proteinas citoplasmadticas que impedem seletivamente a passagem
de certas substancias.'”

Para vencer esses mecanismos, os farmacos ou NC precisam
apresentar certa lipofilicidade, tamanhos menores que 500 Da,
serem capazes de inibir a glicoproteina-P e a capacidade de atraves-
sar passivamente esta barreira, como por exemplo, ao se ancorar a
apolipoproteinas, as quais possuem receptores especificos na BHE.
Outras abordagens vém sendo estudadas, como a conjugacdo das
nanoparticulas com anticorpos para receptores de glicose como o
GLUTT1, presente nas c€lulas endoteliais da BHE, ou ainda receptores
de insulina.'?

De modo geral, alguns mecanismos ou propriedades fisico-quimi-
cas das moléculas ou ainda NC vém sendo utilizados para ultrapassar
a BHE, como a passagem pelas juncdes oclusivas de moléculas hi-
drossoluveis, através da via de difusdo hidrofilica paracelular; pela
difusdo passiva de moléculas lipossoldveis pelas células endoteliais;
por vias de endocitose ou transcitose; ou ainda pela maquinaria de
transporte de peptideos ou pequenas moléculas. Muitos NC utilizam
alteracOes superficiais como aptdmeros, peptideos ou anticorpos para
uma a¢do mais alvo-dirigida, enquanto outros optam por a utilizacio
de PEG ou outros polimeros para uma dire¢do mais passiva do alvo.
Além disso, podemos considerar NC que possuem moléculas incor-
poradas com caracteristicas que promoverdo a passagem pela BHE,
como moléculas hidrofilicas ou hidrofdbicas, lipidios catidnicos e
moléculas lipofilicas.!!! A utilizacdo de polimeros naturais, como a
quitosana e alginato, ou aminodcidos, como a polilisina, poli dcido
aspdrtico, ou proteinas como gelatina e albumina, parecem facilitar
a passagem pela BHE.!'?

Nanocarreadores e tumores: efeito de permeagdo e retengdo
aumentados e nanomedicamentos para penetragdo intracelular

A liberac@o de farmacos no ambiente tumoral pode envolver o EPR,
e a penetragdo intracelular de nanoestruturas. No caso do EPR temos
um processo passivo como ja explicado anteriormente. J4 mediante o
uptake celular, promove-se a liberacio de moléculas (i.e., genes, farma-
cos e contrastes) no citoplasma, nicleo ou outros sitios intracelulares
especificos, sendo um pré-requisito que os NCs sejam transportados
através da membrana plasmatica de maneira eficiente.!’® E possivel
ainda a utiliza¢@o de marcadores expressos em tumores para aumentar
a seletividade do nanocarreador e melhorar sua internalizagdo, no que
conhecemos como “direcionamento ativo”. Assim, a superficie do na-
nocarreador pode ser modificada com ligantes, anticorpos e substratos
desses marcadores para conferir direcionamento ativo.”’

Quando os NCs alcancam a membrana exterior de uma célula,
eles podem interagir com componentes da membrana plasmadtica
ou matriz extracelular e entrar na célula principalmente através de
endocitose.” No entanto, € a biocorona, e ndo o nanocarreador tal
qual produzido, que interage com as células. Ela altera o tamanho
e composicdo superficial de um nanomaterial, conferindo-lhe uma
identidade bioldgica distinta da sua identidade sintética.'*

Para NCs que ndo podem atravessar diretamente a membrana
plasmatica, sua penetragdo celular pode ser mediada por endocitose
fagocitica e pinocitica.> A penetragio na célula ocorre principalmente
por endocitose e leva ao envolvimento dos NC em invaginacdes de
membrana, seguido de seu brotamento para formar vesiculas endociti-
cas, que sdo entdo transportadas para compartimentos especializados
no ambiente intracelular.?*

Os mecanismos para uptake dependem de tamanho, superficie e
forma como ilustrado na Figura 9. O processo pode ser explicado por
diferentes mecanismos como a macropinocitose (uma via dependente
de actina com grandes vactiolos). A endocitose mediada por clatrina
também pode ser desencadeada, levando ao recrutamento de recepto-
res de superficie celular para ligacdo aos NC e a formacédo de pocos
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recobertos com clatrina que englobam os NC. A vesicula revestida
“brota” na célula e, depois de espalhar a camada, a vesicula se funde
com endossomos que se movem da membrana plasmdtica para os
lisossomos. Também € relatada a endocitose mediada por cavéolas, na
qual hd a internalizagdo do ligante extracelular e biomoléculas através
de invaginacdes em forma de baldo (cavéolas) que sdo formadas por
proteina de ligagdo ao colesterol (caveolina); ainda pode-se citar a
endocitose ndo mediada por clatrina e ou por caveolina.''?

Aqui é importante ainda destacar que o sucesso dos nanofdrmacos
depende nio s6 da penetracdo na célula, mas do escape endossomal
bem-sucedido, de modo que esses atinjam o citosol. Na maioria
das vezes, os NC ndo podem atravessar a membrana endossomica
diretamente e estratégias podem ser usadas para induzir mecanis-
mos de escape, como a fusdo entre 0 NC e membrana endossdmica.
As estratégias para o escape endossomal de NC incluem o uso de
peptideos de transducido (do inglés cell-penetrating peptide/CPPs) e
alteracdes na composicdo e superficie do NC a fim de promover a
fusdo com a membrana endossémica.?

As novas geracdes de nanocarreadores

Atualmente, os NC ndo trazem o tamanho como atrativo apenas,
mas diversas caracteristicas que os classificam como ‘nanocarrea-
dores inteligentes’ (do inglés: smart nanocarriers) ou composi¢ao
diferenciada, sendo entdo chamados de nanocarreadores decorados
ou funcionalizados (do inglés: decorated nanocarriers). Os nanocar-
readores inteligentes podem ser responsivos a fatores externos como
pH,"® temperatura,'” potencial redox'"® e campo magnético.''® Um
exemplo de nanocarreador inteligente € o ThermoDox®, um nanome-
dicamento que ja se encontra em estudos clinicos para tratamento de
diferentes tipos de cancer e que nao depende do efeito EPR. Sob con-
di¢do de hipertermia local aplicada antes ou logo ap6s a administracio
(T > 40 °C) através de ablagdo de alta frequéncia, a doxorrubicina €
liberada dentro de segundos das vesiculas e difunde-se rapidamente
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no local.'™ In vivo, o calor € geralmente aplicado usando-se sacos
de d4gua com temperatura controlada, osciladores de radiofrequéncia
ou aplicadores de microondas. Nos tltimos anos, o foco tem sido o
desempenho rdpido e quantitativo da liberagdo de fomacos.'"

Ja as nanoestruturas decoradas podem conter moléculas que
facilitariam a precisdo de atuag@o dos nanocarreadores bem como
a penetragdo intracelular através da sua ligagdo a receptores super-
-expressos nas células. Ja estdo sendo estudados: folato,'? transfer-
rina,'! glicanos,'? dcido hialurdnico,' peptideos.'**

Além das modificagdes citadas acima, hd nanocarreadores estu-
dados dentro do campo de provas de conceito como polimerossomas
susceptiveis a estimulos quimicos (quimiotaxia)'* ou abordagens do
desenvolvimento de nanobiorreatores, que seriam vesiculas contendo
enzimas e cujas reagdes ocorreriam no interior delas com penetragio
dos substratos.

Regulamentac¢io para nanomedicamentos

Como ja mencionado antes, até 2014 havia uma certa falta de
padronizacdo das agéncias regulatdrias internacionais no que diz
respeito as defini¢des de nanotecnologia aceitas para a aprovagio
de nanomedicamentos. E interessante observar que antes do estabe-
lecimento dessa definigdo, ja havia nanomedicamentos aprovados,
como o caso da Doxil (doxorrubicina lipossomal) que € considerado
o primeiro medicamento com base em nanotecnologia aprovado em
1995. Em 2017, um draft de um guia da FDA, o qual ainda ndo esta
em fase de implementagdo, intitulado “Drug Products, Including
Biological Products, that Contain Nanomaterials”,* descreve que a
regulamenta¢@o desses produtos deve seguir as normas ja vigentes
para os medicamentos que nao envolvem nanotecnologia na produgao
e devem, portanto, ser classificados nas categorias jd existentes: novos
medicamentos, biofdrmacos e genéricos. A FDA também publicou
alguns guias direcionados a determinados nanomedicamentos, como
os lipossomas em 2018, o qual € intitulado “Liposome Drug Products:
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Figura 9. Representagdo das possiveis vias pelas quais os nanocarreadores podem penetrar na célula. Adaptado (por meio de tradugdo) de: https://www.
mdpi.com/1422-0067/19/5/1305, Panzarini et al.,'"” um artigo Open Access distribuido pelos termos da Creative Commons Attribution License que permite
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Chemistry, Manufacturing, and Controls; Human Pharmacokinetics
and Bioavailability; and Labeling Documentation”,'* o qual discute
que tipos de informacdo devem ser consideradas para registro de
nanomedicamentos do tipo lipossomas.

A agéncia europeia EMA (European Medicines Agency) tem
publicados artigos com reflexdes sobre alguns assuntos como nano-
carreadores com revestimento de superficie, lipossomas intravenosos,
micelas poliméricas e nanoparticulas de ferro.'*~'* Esses documen-
tos s@o aplicados a novos nanomedicamentos e nanossimilares, e
visam orientar os fabricantes nas solicitagdes de aprovacdo. Essa
agéncia demonstra preocupacdes inclusive em relacio aos produtos
ja aprovados e em julho de 2019 decretou que todos os detentores
de autorizag¢do de medicamentos baseados em lipossomas na Unido
Europeia deveriam enviar até setembro deste mesmo ano uma variagao
para alterar os nomes desses medicamentos e deixar claro a distin¢éio
entre as formulagdes lipossomais e convencionais. O objetivo dessa
determinagdo € evitar erros de prescri¢cdo, uma vez que como ja am-
plamente discutido neste artigo, os nanomedicamentos apresentam
diferencas nas propriedades de liberagdo e/ou biodistribuigao. !

Apesar dessas agéncias demonstrarem rigidez na aprovacdo de
produtos, alguns autores contestam a extrapolacdo da legislagdo
para os critérios usados com os medicamentos que ndo apresentam
abordagens de nanotecnologia. Um exemplo € o caso do registro dos
genéricos pela FDA como criticado por Emily et al.,"* que enfatizaram
que nanomedicamentos podem ndo ser adequadamente caracterizados
quanto a uniformidade, podem apresentar diferencas em razdo das
técnicas de fabricacdo e, consequentemente, diferentes propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas. Em consonancia a isso, em
um estudo que visava estabelecer uma comparacdo morfoldgica e
imunoldgica entre Doxil®, Caelyx® DOXOrubicin e SinaDoxosome,
foram relatadas diferen¢as morfolégicas néo apenas entre Doxil® e
os similares, mas também entre Doxil® e Caelyx®, considerados por
agéncias regulatérias como idénticos.'??

No Brasil, os nanomedicamentos tém sido registrados também
dentro das categorias ja existentes e alguns foram até sido registrados
como similares como € o caso do Ambisome® (anfotericina B lipos-
somal) e Daunoxome® (Citrato de Daunorrubicina). E importante res-
saltar que por meio do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e
Comunicacdes (MCTIC) mesmo sem vinculo direto com a ANVISA,
o Brasil foi signatdario da NANoREG, composta por 85 membros da
Unido Européia, Coreia e Brasil. Essa iniciativa internacional teve
por objetivo o desenvolvimento de métodos confidveis e reprodutiveis
para a avaliagdo dos efeitos e seguranga de nanomateriais na saide e
ambiente dentro do contexto regulatério. Embora a iniciativa tenha
sido finalizada em 2017, ela apresenta-se atualmente como um repo-
sitério on line de procedimentos e normas de segurang¢a de materiais
nanotecnolégicos, importantes para estabelecer padrdes de qualidade
para esses produtos.

CONCLUSOES

Ja passada a maioridade do século 21 e diante da revolugdo
tecnoldgica que temos vivenciado nas mais diversas dreas do conhe-
cimento com a recente revolugdo da industria 4.0, as promessas da
nanotecnologia aplicada ao campo médico e farmacéutico continuam
atraentes e desafiadoras, levando pesquisadores de diferentes campos
do conhecimento a desenvolver nanocarreadores visando a adminis-
tracdo de farmacos. A principal vantagem relatada € a associacdo
entre eficacia farmacoldgica, aumento da especificidade e reducio
de efeitos adversos atribuida ao nanomedicamento, o que pode ser
atingido por meio da encapsula¢do de moléculas hidrofébicas ou
sensiveis a degrada¢do como biofdrmacos, e levaria a uma melhor
biodisponibilidade delas, por permitir a passagem pelas barreiras
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bioldgicas como pele, barreira hematoencefdlica e intestinal, bem
como sua localiza¢io em tecidos tumorais e sitios inflamatdrios.

Além disso, desde as primeiras descricdes cientificas da nano-
tecnologia na década de 70, a tecnologia de producdo dos nanome-
dicamentos tém evoluido concomitantemente com a evolugdo da
industria quimica, especialmente de polimeros, e grupos de pesquisa
do mundo todo estdo constantemente relatando “nanocarreadores
inteligentes”, capazes de liberar fairmacos sob estimulos externos de
mudancgas de temperatura, por exemplo. Outra abordagem € a mo-
dificacdo das superficies das nanoestruturas, permitindo a interacio
com alvos nas células e posterior internalizagdo. No entanto, mesmo
com tantas pesquisas envolvendo a produg¢do de nanocarreadores, hd
indmeras perguntas a serem respondidas no campo da farmacologia
(que poderia ser aqui chamado de nanofarmacologia) j4 que os nano-
medicamentos podem modular propriedades farmacodindmicas (ex.
resisténcia a farmacos) ou farmacocinéticas (ex. aumento da meia-
-vida), levando a necessidade de quebrar paradigmas da farmacologia
cldssica. Essas lacunas se refletem na pouca quantidade de produtos
aprovados para uso quando comparados com a imensa quantidade
de artigos cientificos publicados. Uma séria de aspectos referentes a
aplicacdo da nanotecnologia no desenvolvimento, compreensdo de
acdo e aprovagdo de medicamentos ainda parece estar dentro de uma
“Caixa de Pandora”, e as proprias agéncias regulatérias como FDA,
EMA e ANVISA demonstram preocupagdes com a relativa falta de
padronizacdo do controle de qualidade para os nanomedicamentos.
Iniciativas como a NANoREG e o repositdrio resultante da iniciativa
t€m papel muito importante na identificagio e ado¢@o de parametros
de qualidade, a fim de garantir que os nanomedicamentos estejam
em conformidade com padrdes internacionais.
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