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INTRODUCAO

Na primeira parte desta revisao (Silva et al., 2002b)
foram descritos os obstaculos associados a administra¢ao
oral de peptideos e proteinas, bem como as estratégias
possiveis a adotar para alcangar esse fim. A administragao
oral de farmacos peptidicos ¢ limitada, principalmente,
pela intensa degradagdo enzimatica no trato gastro-intes-
tinal (GI) e fraca permeabilidade através da mucosa intes-
tinal. Os inconvenientes associados a administragao
parenteral tém impulsionado o recurso a vias de adminis-
tragdo alternativas. Com o objetivo de aumentar a
biodisponibilidade oral de peptideos e proteinas foram
desenvolvidas diversas estratégias, nomeadamente, a uti-
lizagdo de inibidores das enzimas proteoliticas (Bernkop-
Schnurch, 1998), promotores da absorcao (Fix, 1996),
modificagdo quimica (Bundgaard, 1992) e formulagdes
farmacéuticas especificas, como sistemas particulados
(Allemann, Leroux, Gurny, 1998), emulsdes (Sarciaux,

métodos de Microencapsulagdo e sua aplica¢do na administra¢do
oral de peptideos e proteinas. As técnicas de Microencapsulagdo
que utilizam polimeros de origem natural, ndo recorrendo a
condig¢oes drasticas de prepara¢do, sdo consideradas op¢oes

Acar, Sado, 1995; Trenktrog, Muller, Seifert, 1995), sis-
temas vetorizados (Carino, Mathiowitz, 1999; Rubinstein
et al., 1997; Shah, Shen, 1996) e sistemas bioadesivos
(Lehr, 2000; Lueben et al., 1997). A combinagao de varias
estratégias, de forma a ultrapassar ambas as barreiras a
absorgao podera ser vantajosa (Bernkop-Schnurch, 1998;
Geary, Schlameus, 1993; Hosny et al., 1998; Morishita et
al., 1992; Suzuki et al., 1998). Na primeira parte da revi-
sdo, foi concluido que a microencapsulagdo ¢ uma alter-
nativa valida, pelo fato de as microparticulas constituirem
sistemas nas quais diferentes estratégias podem ser adap-
tadas de forma a proteger os farmacos da degradacao
enzimatica ¢ aumentar a permeabilidade através do
epitélio intestinal.

A estrutura complexa das proteinas, responsavel
pela sua atividade bioldgica, leva a problemas de formu-
lacdo porque sdo multiplos os parametros que podem cau-
sar a sua alteragdo quimica ou fisica (Chen, 1992). Por
isso, na microencapsulagdo de farmacos peptidicos a es-



colha do método ¢ particularmente condicionada pela
garantia da estabilidade do material a encapsular. E impor-
tante conhecer as alternativas disponiveis e a sua
aplicabilidade na encapsulagdo dos farmacos peptidicos,
conforme sera revisto. Serdo, ainda, apresentados exem-
plos de métodos de microencapsulagdo aplicaveis a admi-
nistracdo oral de farmacos peptidicos. Numa terceira parte
desta revisao (Silva et al., 2002a), os conceitos apresenta-
dos nas primeira e segunda partes, serdo aplicados na ad-
ministracao oral da insulina, farmaco que devido a sua
importante ag@o biologica e ao seu impacto social, € uti-
lizado como referéncia.

DEFINICOES EM MICROENCAPSULACAO

As microparticulas sdo pequenas particulas solidas
e esféricas com tamanho que varia entre 1 ¢ 1000 pm
(Arshady, 1991; Burgess, Hickey, 1994). Subdividem-se
em microcapsulas, sistemas reservatorio contendo a subs-
tancia ativa revestida por polimeros de espessuras varia-
veis, que constituem a membrana da capsula, e em
microsferas, sistemas matriciais nos quais o farmaco se
encontra uniformemente disperso e/ou dissolvido numa
rede polimérica (Giunchedi, Conte, 1995; Kas, Oner,
2000). Pode-se fazer a distingdo entre microcapsulas
polinucleares e mononucleares conforme o nucleo esteja
ou ndo dividido no interior da particula revestida. As
microesferas podem ser homogéneas ou heterogéneas
conforme a substancia ativa se encontre no estado
molecular (dissolvido) ou na forma de particulas
(suspenso) (Figura 1) (Aftabrouchad, Doelker, 1992).
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FIGURA 1 - Modelo da estrutura dos diferentes tipos de
microparticulas (Adaptado de Aftabrouchad, Doelker,
1992).

A defini¢@o de microparticulas pode ser ampliada
para incluir as nanoparticulas, semelhantes as anteriores,
mas com dimensoes de 10 a 1000 nm, caracterizando um
sistema coloidal (Alléman, Gurny, Doelker, 1993). Outros
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dois sistemas que, por vezes, sao incluidos na classifica-
¢a0 das microparticulas sdo os lipossomas ¢ as emulsoes
lipidicas, também conhecidos por microesferas lipidicas.
Porém, estes sistemas nao satisfazem a definig¢ao pelo fato
de ndo serem so6lidos: um ¢é semi-sélido e outro ¢é liquido
(Burgess, Hickey, 1994).

A tecnologia da microencapsulacao tem sido utiliza-
da em diversas industrias, como na agricola, alimentar, de
produtos domésticos, médica, grafica e cosmética. Na
industria farmacéutica, as aplicagdes sdo muito variadas:
mascararamento de sabores ou odores, conversao de liqui-
dos em solidos, prote¢do em relacdo aos agentes atmosfé-
ricos (umidade, luz, calor e/ou oxidagao), reducao ou eli-
minacao da irritagdo gastrica ou efeitos secundarios pro-
vocados por alguns farmacos, redu¢do da volatilidade,
administra¢ao de farmacos incompativeis, melhoramento
das caracteristicas de escoamento de pos, facilitagcao do
manuseio de substancias toxicas, auxilio a dispersao de
substancias insoltiveis em 4gua em meios aquosos € pro-
ducdo de formas farmacéuticas de liberacao controlada,
sustentada e vetorizada (Burgess, Hickey, 1994; Kas,
Oner, 2000). As vantagens mais especificas sao: liberagao
precisa de baixas doses de farmacos potentes, reducao da
concentragdo do farmaco em outros locais que nao os or-
gdos ou tecidos alvo e prote¢do dos compostos labeis,
antes e depois da administragdo, até exercerem a sua acao
farmacologica (Burgess, Hickey, 1994). As nanoparticulas
tém sido usadas como adjuvantes em vacinas e como for-
mas de liberac@o para a administragdo parenteral de
citostaticos e antibidticos, administra¢do oral de
corticosterdides e peptideos ¢ em aplica¢des oftalmicas
(Couvreur, Dubernet, Puisieux, 1995; Kreuter, 1994).

O método ideal de microencapsulacao deve ser sim-
ples, reprodutivel, rapido, facil de se transpor a escala in-
dustrial e deve ser pouco dependente das caracteristicas de
solubilidade do farmaco e polimero (Giunchedi, Conte,
1995).

METODOS GERAIS DE
MICROENCAPSULACAO

Na Tabela I estdo resumidos diferentes métodos de
preparacdo de micro e nanoparticulas.

Técnicas de revestimento

As técnicas de revestimento em microencapsulacao
incluem o revestimento classico em turbina de dragea-
mento, a centrifugacdo e a fluidizacdo. No revestimento
classico, sdo empregadas turbinas de drageamento
aquecidas, em que os fArmacos de natureza solida sofrem
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TABELA | - Métodos de preparacdo de micro ¢ nanoparticulas

Técnica

Particulas obtidas

Referéncias

Técnicas de
revestimento

Revestimento em turbina ou
por centrifugacao
Fluidizagao

Microcapsulas

Microcapsulas

(Bakan, 1994; Burgess,
Hickey, 1994)
(Aftabrouchad, Doclker,
1992; Burgess, Hickey,
1994)

Nebulizacdo, spray-chilling e spray-desolvation

Microcapsulas, microesferas

(Aftabrouchad, Doelker,
1992; Giunchedi, Conte,
1995)

Coacervagao

Microcépsulas, nanocapsulas

(Kas, Oner, 2000; Luzzi,
1970)

Extrusido/ solidificacao

Microcapsulas

(Burgess, Hickey, 1994;
Donbrow, 1992)

Emulsificacao/ Secagem em fase liquida Microesferas, microcapsulas, (Arshady, 1991;
solidificacao nanoesferas, nanocapsulas O’Donnell, McGinity,
1997)
Nanoprecipitacao Nanoesferas (Kreuter, 1994; Quintanar-
Guerrero et al., 1998)
Deposigao interfacial Nanocapsulas (Couvreur, Dubernet,
Puisieux, 1995)
Salting-out Nanoesferas (Couvreur, Dubernet,
Puisieux, 1995; Quintanar-
Guerrero et al., 1998)
Difusao de solvente Nanocapsulas, nanoesferas (Quintanar-Guerrero et al.,
1998)
Inversdo de fases Microesferas, nanoesferas (Carino, Jacob,
Mathiowitz, 2000; Hirosue
etal.,2001)
Reticulagdo quimica e Microesferas, microcapsulas, (Arshady, 1990; Burgess,
térmica nanocapsulas Hickey, 1994)
Hot-melt Microesferas, microcapsulas  (Aftabrouchad, Doelker,
1992)
Interagdo idnica Microesferas, microcapsulas  (Kim et al., 2002; Lim,
Wan, Thai, 1997; Poncelet
etal., 1992; Wan, Heng,
Chan, 1992)
Polimerizacao Polimerizacao de emulsdo Nanoesferas (Burgess, Hickey, 1994;

Polimerizagao de suspensio
Polimerizacao interfacial

Spray-polycondensation

Microesferas, nanoparticulas
Microcapsulas, nanocapsulas

Microesferas

Kreuter, 1994)

(Burgess, Hickey, 1994)
(Hincal, Kas, 2000)
(Giunchedi, Conte, 1995)




rotacdo e, sobre as quais, ¢ nebulizado ou vertido o mate-
rial de revestimento fundido ou dissolvido (Burgess,
Hickey, 1994). No revestimento por centrifuga¢ao € utili-
zada uma forca centrifuga para langar as particulas do
farmaco contra massas poliméricas presentes nos multi-
plos orificios de uma centrifuga rotativa. Os farmacos
encapsulados formam microcapsulas embrionicas, que
sao, posteriormente, endurecidas pelo ar ou por um agente
de endurecimento (Bakan, 1994). O revestimento de pe-
quenas particulas permite um perfil de liberagao mais
adequado do que o dos comprimidos revestidos, além de
que € possivel obter varios lotes de microparticulas com
diferentes espessuras de revestimento e mistura-los para
obter diferentes perfis de liberagdo controlada (Burgess,
Hickey, 1994).

Na fluidizagao ou processo de Wurster, as particu-
las solidas de farmaco sdo suspensas numa corrente de ar
quente ascendente formando um leito fluidizado. As par-
ticulas sdo revestidas por nebulizagdo de uma solugdo do
polimero, como éteres da celulose, pectina e polimeta-
crilatos. Esta técnica exige, normalmente, a utilizacao de
uma quantidade importante de substancia ativa, mas per-
mite obter um revestimento de espessura mais uniforme
do que o revestimento classico. Podem surgir problemas
com os solventes organicos inflamaveis pelo risco de ex-
plosdo na camara fluidizante (Aftabrouchad, Doelker,
1992; Burgess, Hickey, 1994).

Nebulizacao, spray-chilling e spray-desolvation

Na nebulizacdo ou spray-drying, o farmaco ¢ disper-
so ou dissolvido numa solu¢ao organica ou aquosa do
polimero e o sistema ¢ nebulizado numa corrente de ar
quente. Apds a evaporagdo do solvente, as microparticulas
secas sdo recuperadas. E uma técnica simples, rapida,
permitindo a obtengdo da forma final sem ter que recorrer
a lavagens para isolar as microparticulas ou eliminar resi-
duos de solventes. Tem como inconveniente o uso de ca-
lor, capaz de afetar as propriedades de polimeros e
farmacos termo-sensiveis (Aftabrouchad, Doelker, 1992).

Por nebulizagdo, podem se formar microcapsulas ou
microesferas, conforme o farmaco esta disperso ou dissol-
vido na solug@o de polimero. Os fatores de formulagao que
influenciam as caracteristicas das microparticulas sao a
concentracao em polimero, a temperatura e a velocidade
de alimentacao do sistema. A eficiéncia de encapsulacao
varia normalmente entre 70 e 85%, independentemente
dos parametros do processo (Giunchedi, Conte, 1995).
Tanto os farmacos hidrossoluveis como lipossolaveis
podem ser encapsulados, contudo, enquanto que a libera-
cdo dos primeiros apresenta frequentemente um burst
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effect inicial elevado, para os segundos a liberagdo tem
uma cinética proxima de ordem zero. E vasta a gama de
polimeros utilizados: poliésteres biodegradaveis,
polianidridos, derivados da celulose, polimeros acrilicos,
alcool polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona (PVP),
albumina, ceras, siloxanos e quitosanas. A técnica de
nebulizacdo permite obter elevada eficiéncia de
encapsulagdo, o tempo de preparagdo ¢ reduzido e é pos-
sivel obter liberagao gradual de farmaco. Entre as desvan-
tagens da nebulizagdo encontram-se o custo do equipa-
mento e a dificuldade em obter particulas esféricas
(Giunchedi, Conte, 1995). Outro inconveniente ¢ a eleva-
da formagéo de fibras devido a ligagdes intermoleculares
entre as cadeias poliméricas e a incapacidade da forga de
nebulizacdo em quebrar o liquido em gotas (Bodmeier,
Chen, 1988).

De modo idéntico, na técnica de spray-chilling ou
spray-congealing, o farmaco dissolvido ou disperso num
veiculo fundido é nebulizado, mas, neste caso, em uma
corrente de ar frio, o que causa a solidificacao do veiculo e
a formacao das microparticulas. Tal como a nebulizagao,
esta técnica é rapida e ocorre num s6 passo, além de que nao
envolve a utilizagdo de agua ou solventes organicos. Foram
utilizados ésteres de acidos graxos como materiais para a
matriz (Giunchedi, Conte, 1995).

A técnica de spray-desolvation também utiliza um
nebulizador. Baseia-se na solubilidade/miscibilidade do
solvente do polimero num nao-solvente. O solvente com
o polimero dissolvido ¢ nebulizado, sob a forma de gotas,
para a superficie do ndo-solvente obtendo-se particulas
solidas. Deste modo ndo se utiliza o aquecimento para
evaporagdo do solvente como na nebulizagdo (spray-
drying). Este método ¢ aplicavel a firmacos sensiveis ao
calor, mesmo a baixas temperaturas ou por periodos cur-
tos, como alguns peptideos e proteinas, tendo sido utiliza-
dos como polimeros o PVA, acido polilactico (PLA) e
acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) (Giunchedi, Con-
te, 1995).

Coacervacao

A coacervagao ou separagdo de fases consiste na ob-
ten¢do, a partir de uma solucdo contendo uma macromo-
lécula dispersa, de duas fases liquidas imisciveis, uma fase
de coacervado, em que a macromolécula estd presente em
elevada concentracdo e uma fase de equilibrio, em que a
mesma esta em baixa concentragao. Se apenas esta presente
uma Unica macromolécula este processo ¢ designado por
coacervagdo simples e quando estdo presentes duas ou mais
moléculas de carga oposta ¢ referido como coacervagao
complexa. A coacervagao simples ¢ induzida por uma alte-
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racao de condi¢des que causam a dessolvatacao da macro-
molécula, como a adi¢do de um nao-solvente, a adi¢ao de
micro-ions ou alteragdes da temperatura, que promovem as
interagdes macromolécula-macromolécula em detrimento
das interagdes macromolécula-solvente. Como exemplos
temos a adi¢do de alcool ou sulfato de soédio a uma solucéo
aquosa de gelatina (Luzzi, 1970). A coacervagdo comple-
xa ¢ induzida através da criacao de forgas electrostaticas en-
tre as macromoléculas, como por exemplo, nas interagdes
gelatina-acacia, Carbopol®-gelatina, pectina-gelatina, gela-
tina-gelatina e carboximetilcelulose sodica-gelatina
(Burgess, Hickey, 1994). A deposi¢do do coacervado em
volta de pequenas particulas insoltveis no liquido de equi-
librio leva a formagao de capsulas embrionicas, que, apos
gelificacdo, originam as microcéapsulas (Kas, Oner, 2000).

A coacervagdo em fase aquosa apenas pode ser usa-
da para encapsular materiais insoluveis em agua. A
coacervagdo em fase organica permite a encapsulacdo de
material hidrossolivel, mas exige a utiliza¢ao de solventes
organicos (Kas, Oner, 2000).

Esta técnica ¢ complexa, em termos operacionais, €
necessita de controle minucioso das condigdes experimen-
tais. Os problemas mais comuns sdo a aglomeragao
massica a que as microparticulas sdo sujeitas e, no caso da
manipulagdo em meios ndo-aquosos, os custos elevados
relacionados com a reciclagem de ndo-solventes e elimi-
nacao de solventes residuais (Aftabrouchad, Doelker,
1992). Em alguns casos, € necessaria a estabilizagdo das
microcapsulas recorrendo a temperatura elevada, valores
de pH extremos ou agentes de reticulagdo, o que limita a
encapsulagdo de materiais termo- ¢ quimicamente labeis
como as proteinas e polipeptideos (Burgess, Hickey,
1994). Apresenta a vantagem de permitir a obtenc¢do de
rendimentos elevados na encapsulacdo de farmacos
hidrossoluveis (Aftabrouchad, Doelker, 1992).

A separagdo de fases em 6leo pode ser utilizada na
preparacdo de microparticulas de PLGA. Os farmacos
hidrossoluveis sdo dissolvidos em agua e dispersos na
solucao organica do polimero (emulsdao A/O) e os
farmacos hidrofobicos podem ser dissolvidos ou dispersos
na solugdo do polimero. Em seguida, ¢ adicionado um
ndo-sovente organico que induz a separacao de fases (Jain,
2000).

Extrusao/solidificacao

No método de extrusdo, o material do nucleo na for-
ma liquida, fundido ou em solucéo, é lancado através do
orificio de um tubo fino ou seringa para formar microgotas,
cujo tamanho serd dependente do didmetro do orificio e da
velocidade de saida do material. As gotas contém o mate-

rial de revestimento ou este ¢ adicionado quando as gotas
caem ou sdo injetadas. A solidificagdo do material de reves-
timento pode ocorrer por evaporagao do solvente, difusao
do solvente ou reagdo quimica (Donbrow, 1992).

Este método tem sido aplicado na obtengao de
microparticulas de alginato de célcio, inicialmente desen-
volvidas para a encapsulagio de células vivas (Lim, Sun,
1980), ja que o processo utilizado nao envolve condigdes
agressivas que possam ser nocivas para as c¢lulas. O mé-
todo baseia-se na gelificacdo ionotropica do alginato e
consiste em incorporar o material a encapsular numa so-
lucdo de alginato de sodio, para depois a mistura sofrer
extrusdo gota a gota, através de uma pipeta de calibre re-
duzido ou de uma seringa, para uma solugao de cloreto de
calcio (Burgess, Hickey, 1994; Kim, Lee, 1992). O
alginato gelifica apos ligacao dos ions bivalentes de cal-
cio aos blocos de acido guluronico das cadeias de alginato
constituindo o modelo da “caixa de ovos” (Gombotz, Wee,
1998). Sendo as particulas obtidas relativamente grandes,
foram desenvolvidas variantes do método. Algumas des-
tas consistem na utilizacao de um sistema de pressao para
forgar a saida do alginato através da pipeta, um sistema de
vibragdo para dispersar as gotas da extremidade da pipeta
com o qual se obtiveram particulas com menos de 300 um
e um método de nebulizagdo que originou particulas com
menos de 1 um (Burgess, Hickey, 1994). As gotas de gel
podem ser reticuladas pela adi¢cdo de poli(L-lisina) ou
quitosana para diminuir a erosdo da matriz de alginato e
retardar a liberagdo do composto encapsulado (Lemoine
et al., 1998; Murata et al., 1993). A preparacdo de
microesferas de pectinato de calcio também foi efectuada
por este processo (Sriamornsak, 1998), em que o alginato
foi substituido pela pectina.

Emulsificacao/solidificacao

Podem-se preparar microparticulas por formagao
prévia de uma emulsdo, cuja fase interna, na forma de
microgotas, ¢ solidificada para originar as microparticulas
(Donbrow, 1992). A emulsifica¢ao pode ser direta ou in-
direta, ocorrendo, neste caso, uma inversdo de fases.
Quando esta presente a fase externa correta, o tamanho da
gota pode ser reduzido para um valor desejado por inter-
médio de forcas de dispersao. A solidificacdo pode ocor-
rer por processos muito variados a seguir descritos.

Secagem em fase liquida

O método de secagem em fase liquida, também de-
signado método de evaporacdo de solvente ou de
emulsificagdo/evaporagdo de solvente, envolve a prepara-
¢ao de uma solugao organica do polimero contendo o



farmaco dissolvido e a sua dispersdo sob a forma de
microgotas num meio de ndo-solvente (meio de suspen-
s30), um liquido em que o polimero seja insoluvel, geral-
mente estabilizado com um agente de suspensdo para
manter a individualidade das gotas. Em seguida, ocorre a
eliminagdo do solvente por evaporagdo (Arshady, 1991).
O nao-solvente devera ter um ponto de ebuli¢do superior
ao do solvente organico e devera ser imiscivel com este
(Aftabrouchad, Doelker, 1992). A 4gua e o diclorometano
sd0 os nao-solventes e solventes, respectivamente, mais
utilizados. Podem ser utilizados diferentes tipos de
emulsdes, O/A, A/O, A/O/A ou O/A/O. As emulsoes O/A
sdo0 vantajosas porque utilizam a 4gua como nao-solvente,
ou seja, o processo ¢ econdmico ¢ ndo necessita de
reciclagem, as particulas sdo faceis de lavar e raramente
aglomeram (Aftabrouchad, Doelker, 1992). A grande li-
mitacdo € a sua utilizagdo exclusiva para farmacos
lipossoluveis, pelo que surgiram como alternativas a uti-
lizagdo de sistemas anidros do tipo O/O e as emulsdes
multiplas A/O/A, A/O/O ou A/O/O/O, que permitem ob-
ter rendimentos de encapsulacdo de substancias ativas
hidrossoluveis mais elevados (O’Donnell, McGinity,
1997).

Na microencapsulacdo de proteinas utilizando
emulsdes multiplas A/O/A, em que os farmacos sdo dis-
solvidos na fase aquosa interna, existe uma tendéncia para
a sua acumulacao na interface solvente-agua, ocorrendo
freqiientemente, a sua desnaturagdo ou agregagao (Sah,
1999). Para evitar este efeito, que pode alterar a sua ativi-
dade, foram desenvolvidos métodos ndo-aquosos, que
utilizam um sistema do tipo sélido em 6leo em agua (S/O/
A) (Carrasquillo et al., 2001; Castellanos et al., 2001), em
que a proteina no estado so6lido ¢ dispersa diretamente no
solvente do polimero.

Os processos de secagem em fase liquida utilizam,
muitas vezes, poliésteres biodegradaveis, como sdo os
polimeros de hidroxidcidos, a saber, PLA, PLGA, acido
poliglicolico (PGA), poliidroxibutirato (PHB), policapro-
lactona (PCL), policarbonato de etileno (PEC), policar-
bonato de propileno (PPC) e poli(carbonato de etileno-co-
carbonato de propileno) (PEPC) (Arshady, 1991). Tam-
bém foi utilizado como polimero um homopolipeptideo
modificado com segmentos de polisssarcosina, que sdo
soluveis quer em agua, quer em solventes organicos
(Kidchob, Kimura, Imanishi, 1996).

A granulometria das microparticulas pode ser con-
trolada por varios pardmetros (viscosidade, velocidade de
agitagdo e estabilizador de suspensio), podendo variar
desde 100 nm a 2 mm (Arshady, 1991). A homogenei-
zagao da emulsdo constitui uma etapa determinante para
obter particulas submicronicas, ja que cada gota emul-

C. Silva, A. Ribeiro, D. Ferreira, F. Veiga

sificada origina uma particula de polimero. A ultras-
sonicacdo e os microfluidizadores permitem obter gotas
com um tamanho inferior a 0,5 mm (Quintanar-Guerrero
et al., 1998). Varios fatores influenciam a eficiéncia de
encapsulagdo e a morfologia das microparticulas prepara-
das a partir de emulsdes A/O/A, como, a estabilidade da
emulsdo primaria (Schugens et al., 1994), a adigdo de tam-
poes ou sais a fase aquosa interna ou externa (Herrmann,
Bodmeier, 1995), a adi¢do de tensoativos a emulsdo pri-
maria (Soriano et al., 1995) e o volume de fase aquosa
interna (Crotts, Park, 1995).

O solvente pode, ainda, ser eliminado recorrendo a
liofilizacdo e a nebulizagdo (Aftabrouchad, Doelker,
1992).

Entre os aspectos mais importantes a considerar na
producgdo em larga escala, por este método, encontram-se
a escolha do solvente organico e a sua remogao do produto
acabado (Arshady, 1991). A transposigdo a escala indus-
trial é dificultada no caso das nanoparticulas, devido a
elevada energia que ¢ necessario aplicar durante a
homogeneizacdo (Soppimath et al., 2001).

Extracao de solvente

Na extragdo de solvente, o solvente do polimero ¢
escolhido de forma a ser miscivel com o ndo-solvente, por
exemplo, acetona com agua ou diclorometano com um
oleo mineral, de forma que as gotas de polimero percam
o solvente para o meio de suspensdo para serem conver-
tidas nas respectivas particulas solidas (Arshady, 1991). A
extracdo de solvente conduz a obtengdo de microparti-
culas com melhores caracteristicas (forma mais regular,
tamanho inferior, menor varia¢gdo na granulometria) do
que a evaporacao de solvente, porém a maior porosidade
das particulas, devida a remog¢ao mais rapida do solvente,
aumenta a area superficial (maior porosidade), o que leva
a um efeito hurst na liberacdo de farmaco (Giunchedi,
Conte, 1995).

Existem varios métodos baseados neste principio,
sobretudo na preparagao de nanoparticulas, como, a
nanoprecipita¢do, a deposicao interfacial, o salting-out, a
difusdo de solvente, a inversao de fases e a separacao de
fases.

A nanoprecipitagdo e a deposi¢do interfacial sdo
métodos idénticos baseados numa emulsificacdo esponta-
nea da fase interna organica contendo o polimero dissolvi-
do na fase externa aquosa, porém no primeiro caso sao ob-
tidas nanoesferas, enquanto que, no segundo caso, obtém-
se nanocapsulas. Na nanoprecipitacdo, o polimero (por
exemplo, PLA, PCL, PLGA) e o farmaco sio dissolvidos
num solvente de polaridade intermédia e miscivel com a
agua, como a acetona ou o etanol. Esta fase ¢ injetada ou
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vertida para uma solucdo aquosa contendo um agente
estabilizador (por exemplo, alcool polivinilico ou
poloxamero 188), sob agitagdo. A deposi¢ao do polimero na
interface entre a agua e o solvente organico, causada por
uma rapida difusdo do solvente, leva a formagao instanta-
nea de uma suspensao coloidal (Kreuter, 1994; Quintanar-
Guerrero et al., 1998). Na deposigao interfacial ¢ introdu-
zido um quinto componente, de natureza oleosa, miscivel
com o solvente do polimero, mas imiscivel com a mistura
de solvente/nao-solvente. O polimero deposita-se na
interface entre as gotas de 6leo finamente dispersas e a fase
aquosa dando origem a nanocapsulas (Couvreur, Dubernet,
Puisieux, 1995). Contudo, a utilizagdo de solvente organi-
co aumenta o tamanho médio das particulas (Wehrle,
Magenheim, Benita, 1995) e aumenta o risco de toxicidade.
A dificuldade em escolher um sistema farmaco/polimero/
solvente/ndo-solvente, que permita obter uma eficiéncia de
encapsulacdo adequada, constitui um inconveniente de
ambos os métodos (Alléman, Gurny, Doelker, 1993). Por
outro lado, é necessario um controle minucioso das condi-
¢Oes operacionais e a encapsulacdo de farmacos hidros-
soluveis ndo € eficiente (Kreuter, 1994; Quintanar-Guerrero
etal., 1998). Na nanoprecipitacio e na deposicao interfacial
utiliza-se solug@o aquosa como meio de dispersao e, por
isso, designam-se por métodos de difusao de solvente em
agua (water solvent diffusion, WSD). Com o objetivo de
melhorar a eficiéncia de encapsulagdo, sobretudo para
farmacos hidrossoluveis, os métodos de WSD foram modi-
ficados originando o método de difusdo de solvente em 6leo
(oil solvent diffusion, OSD), no qual o meio de dispersio era
um 6leo e a solugdo de polimero era constituida por PLGA,
farmaco, acetona e metanol. Obtiveram-se nanoesferas € a
eficiéncia de encapsulagdo da elcatonina, um peptideo
hidrofilico, foi de 44,5%, comparativamente a um valor de
19,5% obtido por utilizagdo da 4gua como meio de disper-
sao (Kawashima et al., 1998). Nos métodos de WSD, a
emulsdo ¢ espontanea devido a rapida difusdo do solvente
na superficie das gotas, porém, no método de OSD, essa
rapida difusao ndo ocorre sendo necessario adicionar um
tensoativo a fase organica contendo o polimero (Takeuchi,
Yamamoto, Kawashima, 2001).

Uma variante deste método baseia-se na separagdo de
um solvente miscivel na agua, normalmente a acetona, a
partir de solugdes aquosas por um efeito de salting-out. O
polimero e o farmaco sao dissolvidos em acetona e esta
solucdo ¢ emulsificada mediante agitagdo mecanica num
gel aquoso contendo um agente de salting-out (eletrolitos,
como o cloreto de magnésio, cloreto de calcio e acetato de
magnésio ou ndo-eletrdlitos, como a sacarose) e um
estabilizador coloidal (4lcool polivinilico, polivinilpir-
rolidona ou hidroxietilcelulose). A emulsdo O/A formada é

diluida num volume suficiente de dgua ou solug¢des aquo-
sas para promover a difusdo da acetona para a fase aquosa,
induzindo a formagao de nanoparticulas. Esta técnica, uti-
lizada na preparacdo de nanoesferas de PLA, polimetil-
metacrilato e etilcelulose, permite encapsular elevadas
quantidades de farmaco, origina rendimentos elevados, ndo
requer temperaturas elevadas e ¢ facilmente transposta a
escala industrial. A grande desvantagem ¢ a sua aplicacao
exclusiva a farmacos lipofilicos e as indispensaveis etapas
de lavagem das particulas (Couvreur, Dubernet, Puisieux,
1995; Quintanar-Guerrero et al., 1998).

Uma variante do salting-out é a emulsificagdo/difu-
sdo de solvente, que consiste na dissolug¢ao do polimero de
encapsulagao (por exemplo, PLA) num solvente parcial-
mente soluvel em agua (por exemplo, carbonato de
propileno), saturado com agua. Apds emulsificacdo des-
ta fase, sob agitacao vigorosa, numa solu¢do aquosa con-
tendo um estabilizador, adiciona-se agua ao sistema, o que
provoca a difusdo do solvente para a fase externa e a for-
macao de nanoesferas ou nanocapsulas, de acordo com a
razao oleo/polimero. O solvente ¢ eliminado por evapora-
¢do ou filtragdo, de acordo com o seu ponto de ebuligdo.
Este processo utiliza solventes organicos aceitaveis do
ponto de vista farmacéutico, ndo necessita de passos de
homogeneizacdo, conduz a rendimentos elevados, é
reprodutivel e ¢ facilmente transposto a escala industrial,
porém so ¢ eficaz na encapsulagao de farmacos lipofilicos
(Quintanar-Guerrero ef al., 1998).

Na microencapsulagdo por inversao de fases, uma
solucdo aquosa de farmaco ¢ adicionada a uma solugo
organica diluida de polimero (por exemplo, dicloro-
metano), para formar uma emulsdo. Esta emulsao ¢ adici-
onada rapidamente a uma grande quantidade de um nao-
solvente (por exemplo, éter de petrdleo), o que causa in-
versao de fases. As nanoesferas e microesferas formam-
se espontaneamente. Este método foi aplicado na obten-
¢do de particulas de PLA e polianidridos (Carino, Jacob,
Mathiowitz, 2000; Mathiowitz et al., 1997) e de PLGA
(Hirosue et al., 2001).

Reticulagao quimica e térmica

A solidificagdo das microgotas de uma emulsao por
reticulagdo ¢ freqlientemente utilizada, sobretudo na pre-
paragdo de microesferas de albumina, mas também foi
usada na preparagdo de microcapsulas de hemoglobina e
nanocapsulas de fibrinogéneo, albumina, gelatina e
polissacarideos (Arshady, 1990). A emulsificacdo da
macromolécula numa fase oleosa, com obtengdo de uma
emulsdo A/O, leva a formagdo de gotas que sofrem
reticulagdo covalente por acao do calor (> 50 °C) ou por
adi¢@o de um agente de reticulagdo quimico (por exemplo,



glutaraldeido) (Burgess, Hickey, 1994). Para manter a
individualidade das gotas durante o processo de
reticulagdo pode ser necessario adicionar um agente de
suspensao/estabilizador ou um inibidor da coagulagado
(Arshady, 1990). A utilizacao de calor e de agentes de
reticulacdo, com potencial toxicidade, sdo fortes limita-
¢des na aplicagdo deste método a encapsulagdo de
farmacos peptidicos.

Hot-melt

No método de hot-melt ocorre a transformagao, por
arrefecimento, de gotas poliméricas fundidas, obtidas por
emulsificacdo, em microparticulas s6lidas. Este método
tem sido aplicado na prepara¢do de microesferas de
polianidridos. As vantagens do processo residem na ndo
utiliza¢do de solventes organicos, no entanto, a sua apli-
cacdo limita-se a polimeros e substancias ativas termo-
estaveis (Aftabrouchad, Doelker, 1992).

Interacao ibénica

Alternativamente ao método de extrusdo, pode re-
correr-se a uma técnica de emulsificagdo para obter
microparticulas de alginato de célcio, segundo a qual uma
solugdo aquosa de alginato de sodio € dispersa numa fase
imiscivel e as gotas de gel formadas reagem com ions de
calcio, que sdo adicionados a fase externa, formando-se
microesferas. E possivel obter rendimento elevado de
encapsulagdo de farmacos hidrofilicos e particulas com
tamanho inferior a 150 pm (Wan, Heng, Chan, 1992). Este
método foi adaptado para obtengao de microesferas de
quitosana, tendo a gelificagdo sido induzida por NaOH
1 M (Lim, Wan, Thai, 1997), condigdes demasiado dras-
ticas para a maioria dos farmacos bioativos. Por esta razao,
autilizagao de NaOH foi, posteriormente, substituida pela
utilizacdo de anions multivalentes, como, tripolifosfato,
citrato e sulfato para reticular a quitosana emulsificada
(Shu, Zhu, 2001).

Também ¢ possivel obter microparticulas de
alginato de calcio por emulsificagdo/gelificagdo interna. O
calcio ¢ disperso sob a forma de um sal insoluvel (por
exemplo, carbonato de calcio) na solucao de alginato de
sodio. Esta mistura ¢ emulsificada numa fase oleosa para
obtengao de uma emulsdo A/O e o calcio presente na fase
interna € liberado por acidificacdo da fase oleosa externa
causando a gelificacdo do alginato (Poncelet ez al., 1992).
Este método foi aplicado na encapsulagdo de farmacos
lipofilicos utilizando uma emulsido O/A/O, sendo passivel
de ser transposto a escala industrial (Ribeiro et al., 1999).

Recentemente, foi desenvolvido um método basea-
do na formac¢ao de uma emulsdo agua em silicone conten-
do um polimero catidnico, o poliquaternio-24, na fase
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aquosa (Kim et al., 2002). Esta emulsio foi dispersa numa
solucao de laurilsulfato de s6dio, um tensoativo anionico,
que complexa com o polimero cationico, solidificando as
gotas da fase aquosa para conduzir a formagao de micro-
particulas. Este método é vantajoso porque ndo utiliza
solventes organicos, nem agentes de reticulagdo toxicos.

Polimerizacao

Existem diversas técnicas de polimerizagdo. A
polimerizacdo in sifu em sistema emulsionado ¢ um mé-
todo muito rapido, facilmente transponivel a escala indus-
trial (Kreuter, 1994). O monomero ¢ dissolvido na fase
externa de uma emulsdo, normalmente uma solugao aquo-
sa, na qual esta presente um iniciador e um tensoativo
numa concentragao superior a concentragao necessaria
para a formacao de micelas. A polimerizacdo ocorre no
interior hidrofobico das micelas de tensoativo o qual o
monomero e o iniciador se difundem. As particulas obti-
das sdo muito pequenas, mas, normalmente, t€ém elevadas
concentragdes de monomero associado (Burgess, Hickey,
1994). O farmaco pode estar presente durante a polimeri-
zagao para ser aprisionado na rede polimérica, pode estar
ligado covalentemente ao polimero ou pode ser adiciona-
do apos a polimerizagao para ser adsorvido a superficie do
polimero (Kreuter, 1994). A polimerizagdo de emulsdao em
fase externa orgénica nao ¢ tdo utilizada porque requer
elevadas quantidades de solventes organicos e tensoativos
e também pela natureza toxica dos mondmeros utilizados
(Kreuter, 1994). O método foi empregado para obter
nanoesferas de poliacrilamida, polialquilcianoacrilato e
polimetilmetacrilato (Alléman, Gurny, Doelker, 1993).
Também se utilizou este método para obter microesferas
de polimeros acrilicos termossensiveis (Ichikawa,
Fukumori, 1997).

Na polimerizagao in situ em sistema suspenso, um
monoémero liquido insolivel em agua e o farmaco sdo
dispersos numa fase aquosa, que pode conter um iniciador
e estabilizadores. O polimero forma-se por rea¢ao entre os
grupos funcionais de mondémero, podendo, no entanto,
ocorrer agregacdo. Por outro lado, a eliminagdo dos
estabilizadores e aditivos usados para prevenir a coales-
céncia do produto final ¢ dificil de realizar. Por este mé-
todo foram obtidas particulas de poli(2-hidroxietil-
metacrilato) (Burgess, Hickey, 1994).

A polimerizacdo in situ interfacial caracteriza-se
pela polimerizagdo de um monomero na interface de duas
fases imisciveis. Se a fase interna for um liquido, é possi-
vel dispersar ou solubilizar o monomero nesta fase e
emulsionar a mistura na fase externa a qual se adiciona um
co-reagente, que inicia a formagao de polimero na super-
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ficie das gotas de liquido. A sua utilizagdo ¢ limitada pela
toxicidade associada aos monémeros que nao reagem,
pela elevada permeabilidade do revestimento e pela fragi-
lidade das membranas obtidas. No entanto, € possivel
obter particulas com tamanho e espessura de parede con-
trolaveis por utilizagdo de diferentes monémeros. O mé-
todo conduziu a obtencao de particulas de polialquil-
cianoacrilato, poli(Na,Ne-L-lisinoediltereftalamida),
poliamidas, polifenilésteres e poliuretanos (Hincal, Kas,
2000).

A spray-polycondensation envolve a condensagao
de um mondmero hidrossoluvel reativo ¢ a formag¢édo do
produto numa tUnica etapa. A polimerizagdo ocorre por
nebulizagdo de uma solucgdo ou dispersdo do material do
nucleo com monomeros e catalizador (Giunchedi, Conte,
1995).

APLICACAO DA MICROENCAPSULACAO A
ADMINISTRACAO ORAL DE PEPTIDEOS E
PROTEINAS

A Tabela II apresenta exemplos de microencapsu-
lagdo de proteinas e peptideos destinados a serem adminis-
trados pela via oral. Nos casos em que ndo ¢ explicita a
aplicacdo oral da formulacao, ¢ feita referéncia das suas
potencialidades. Os estudos relativos a microencapsu-
lacdo da insulina serao enfocados numa terceira parte des-
ta revisao (Silva et al., 2002a).

Poliésteres biodegradaveis

Os polimeros de PLGA tém sido extensivamente
empregados na encapsulagao de peptideos e proteinas pela
sua excelente biocompatibilidade celular, biodegrada-
bilidade e aprovagao regulamentar (Jain, 2000). A utiliza-
¢do do PLGA como veiculo de antigenos para imunizac¢io
oral (Alpar, Eyles, Williamson, 1998), bem como na pre-
paracdo de microparticulas contendo proteinas com o
objetivo de obter formulacdes de liberacao sustentada para
administragdo parenteral (Castellanos et al., 2001; Jain,
2000; Putney, Burke, 1998) é muito freqiiente, porém os
estudos destinados a administragdo oral de farmacos
peptidicos bioativos ndo sdo tdo numerosos.

A microencapsulagdo da albumina sérica bovina
(BSA) (Conway, Alpar, 1996; Rafati et al., 1997) e de um
polipeptideo de 33 aminoacidos (Blanco-Prieto et al.,
1998), em microesferas de PLGA, pelo método de seca-
gem em fase liquida, recorrendo a emulsdao multipla, per-
mitiu obter diferentes eficiéncias de encapsulagdo e per-
fis de liberacdo em pH 7,4, de acordo com as condigdes
experimentais. A eficiéncia de encapsulagdo maxima ob-

tida foi de 96% (Rafati et al., 1997) e por aumento da
hidrofobicidade da superficie da particula foi reduzido o
burst effect inicial e a quantidade de proteina liberada
(Conway, Alpar, 1996). A concentragao de agente de es-
tabilizacdo (PVA), a concentra¢dao de PLGA e a homoge-
neizagdo sdo condigdes criticas (Rafati ez al., 1997). A
microencapsulacdo de um peptideo de 7 aminoacidos
(Blanco-Prieto ef al., 1998) levou a obtengao de baixas
eficiéncias de encapsulacdo e a liberacao in vitro quase
imediata, pelo fato de a emulsdo primaria ndo ser sufici-
entemente estavel para que o peptideo fique retido na fase
interna. Este contato do peptideo com a fase aquosa exter-
na exigiu o desenvolvimento de estratégias eficazes, espe-
cificamente, a adigdo de um agente de estabilizacdo
(ovalbumina) a fase aquosa interna da emulsao multipla e,
tendo em consideragao a solubilidade do peptideo, a fase
aquosa interna foi mantida em pH basico, em que o
peptideo € soluvel, enquanto que a fase aquosa externa foi
mantida 4cida.

A microencapsulacao da ovalbumina em PLGA uti-
lizando o0 método da emulsificacao multipla/evaporacao de
solvente permitiu obter eficiéncias de encapsulacdo de
40%, sendo que 50% do farmaco ficou localizado na super-
ficie das microparticulas, que apresentaram tamanho infe-
rior a 2 mm (Takahata et al., 1998). Por incubagado, duran-
te duas horas, em meios gastrico e intestinal artificiais, a
ovalbumina encapsulada resistiu a degradagao proteolitica,
porém a proteina a superficie foi rapidamente degradada
pela tripsina e pela pepsina. No entanto, o microambiente
acido que € criado nas microparticulas incubadas em tam-
pao fosfato salino a 37 °C ¢ capaz de produzir degradagao
significativa da proteina encapsulada ao fim de 7 dias, ape-
sar do meio externo apresentar pH constante.

Os métodos de OSD, WSD e separagao de fases em
oleo foram utilizados na obtenc¢ao de nanoesferas de PLGA
para encapsulag¢ao do hormonio liberador de tirotropina
(TRH) e de elcatonina, dois peptideos hidrossoluveis
(Kawashima et al., 1998). O rendimento ¢ a eficiéncia de
encapsulacao do farmaco nas nanoesferas foram superiores
pelo método de OSD em relag@o aos outros dois métodos,
para ambos os peptideos. A OSD e a WSD foram, posteri-
ormente, aplicadas na preparacdo de nanoesferas de
elcatonina, revestidas com quitosana, um polimero muco-
adesivo, para serem administradas intragastricamente a
ratos (Kawashima et al., 2000). A acdo fisiologica do
peptideo, ou seja, a reducdo do nivel de calcio no sangue, foi
monitorizada, verificando-se que as nanoesferas revestidas
com quitosana reduziram significativamente os niveis de
calcemia comparativamente a uma solugdo de elcatonina e
as nanoesferas ndo-revestidas. Essa redu¢do foi prolonga-
da por um periodo de 48 horas.
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TABELA Il - Microencapsulagao de peptideos e proteinas para administracao oral

Polimero Sistema Peptideo ou Técnica Referéncia(s)
proteina
Poliésteres biodegradaveis
PLGA Microesferas BSA Evaporagao de solvente (Rafati et al., 1997)
Microparticulas ~ Ovalbumina Evaporacao de solvente (Takahata et al., 1998)
Nanoesferas Elcatonina OSD (Kawashima et al., 2000)
Nanoparticulas ~ Lisozima OSD (Yoo, Choi, Park, 2001)
gamainterferona
PLA Microesferas Interferon-g Evaporacao de solvente (Eyles et al., 1997)
Microcapsulas Insulina Evaporacao de solvente Ma et al., 2000)
Nanoesferas Insulina Inversao de fases (Carino, Jacob,
Mathiowitz, 2000)
Microesferas Mesilato de Evaporagdo de solvente (Uchida, Yasuda,
camostato Matsuyama, 2001)
Polimeros acrilicos
Eudragit® Microesferas Insulina Emulsificacao/solidificagdo (Morishita et al., 1993)
Microparticulas  Insulina Extracdo de solvente (Agarwal, Reddy, Khan,
2001)
Poli(2-HEMA) Microesferas Derivado da Polimerizagao de (Lehr et al., 1992)
vasopressina suspensao
Poli(NIPAAm-co-  Microparticulas  Insulina Emulsificacao/ (Ramkissoon-Ganorkar et
BMA-co-AA) solidificagao al., 1999)
Microparticulas  Calcitonina Emulsificacdo/ (Serres, Baudys, Kim,
solidificagao 1996)
PIBCA Nanocapsulas Insulina Polimerizacao interfacial ~ (Damge et al., 1990)
Nanoesferas Insulina Polimerizacao de emulsdao (Damge et al., 1997b)
Nanoesferas Insulina Polimerizacao (Radwan, 2001)
Nanocapsulas Calcitonina Polimerizacao interfacial ~ (Lowe, Temple, 1994)
Nanocapsulas Octreotideo Polimerizacdo interfacial ~ (Damge et al., 1997a)
Poliacrilamida Nanoesferas Calcitonina Polimerizacao de (Lowe, Temple, 1994)
microemulsdo inversa
Polimeros naturais
Alginato Microesferas BSA Emulsificagdo/gelificagdo  (Lemoine et al., 1998)
Microesferas TGF-B, Extrusao/gelificacao (Mumper et al., 1994)
Quitosana Microcapsulas Insulina Reticulagdo quimica (Aiedeh et al., 1997)
Alginato-Quitosana Microparticulas  BSA Extrusao/gelificagdo (Coppi et al., 2001;
Okhamafe et al., 1996;
Polk et al., 1994;
Vandenberg et al., 2001)
Microparticulas  BSA Nebulizagao/gelificacao (Coppi et al., 2001)
Microparticulas  Insulina Extrusao/gelificacao (Ramadas et al., 2000)
Alginato-Quitosana- Microcéapsulas Hirudina Extrusao/gelificagao (Chandy, Mooradian, Rao,
PEG 1998)
Quitosana-celulose  Microparticulas  BSA Evaporacao de solvente (Remunan-Lopez et al.,
1998)
Gelatina Microesferas Ovalbumina Reticulacdo quimica (Nakamura et al., 1998)
Amido/BSA Microcapsulas Aprotinina Emulsificagdo/reticulagdo (Larionova et al., 1999)

quimica
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TABELA Il - continuagao

Polimero Sistema Peptideo ou Técnica Referéncia(s)
proteina

i-Carragenano Microparticulas ~ Peroxidase Extrusao/interagdo ionica  (Patil, Speaker, 2000)

Insulina Nanoesferas Insulina Reticulagao quimica (Oppenheim et al., 1982)

Alcool polivinilico ~ Microesferas Insulina Emulsificagdo/congelacdo (Kimura et al., 1996)

Co-polimeros

P(MAA-g-EQG) Microparticulas  Insulina Polimerizacdo de suspensdo (Lowman ef al., 1999)

P(FA:PLGA) Nanoesferas Insulina Inversdo de fases (Carino, Jacob,
Mathiowitz, 2000;
Mathiowitz et al., 1997)

Graft-coPolymers Nanoparticulas  Calcitonina Polimerizagao (Sakuma et al., 1997)

Sistema CPP Nanoparticulas ~ LHRH Polimerizacao (Hillery et al., 1996)

PLGA - 4cido poli(lactico-co-glicdlico); BSA —albumina sérica bovina; OSD - difusdo de solvente em 6leo; PLA - 4cido
polilactico; HEMA — hidroxietilmetacrilato; NIPAAm — N-isopropilacrilamida; BMA — butilmetacrilato; AA — acido
acrilico; PIBCA - poli(isobutilcianoacrilato); TGF - fator de crescimento transformante; PEG — polietilenoglicol; MAA-
v-EG - co-polimero de 4cido metacrilico e etilenoglicol; FA - anidrido fumarico; CPP - peptideo co-polimerizado; LHRH

—horménio de liberagdo do hormonio luteinizante

Quando se utilizam os métodos de emulsdo espon-
tanea/difusdo de solvente, a proteina deve estar dissolvi-
da em solventes misciveis com a d4gua, como a acetona e
o dimetilsulfoxido. A dissolugdo direta das proteinas em
solventes organicos polares ¢ possivel, por exemplo, por
emparelhamento i6nico hidrofobico, no qual os grupos
carregados das proteinas interagem ionicamente com um
grupo carregado de um agente tensoativo, obtendo-se pro-
teinas modificadas menos hidrossoluveis e com maior
solubilidade em solventes organicos. Esta estratégia foi
adotada na nanoencapsulacdo de um complexo de
lisozima (proteina) e oleato de sddio (agente hidrofobico
de emparelhamento i6nico) em PLGA, pelo método de
emulsdo espontanea/difusdo de solvente. A eficiéncia de
encapsulagdo aproximou-se dos 100%, apresentando-se
como promissora na administragdo oral de proteinas (Yoo,
Choi, Park, 2001).

A gamainterferona foi encapsulada, em microes-
feras de PLA, um poliéster biocompativel e biodegra-
davel, por um método de emulsdo multipla/evaporagdo de
solvente. As microesferas preparadas com quantidade
reduzida de proteina apresentaram menor didmetro em
relacdo a outras preparadas com maior concentragdo de
proteina. O processo de microencapsulacdo promoveu
aumento da biodisponibilidade oral da proteina, ja que a
distribuicao sistémica, ap6s a sua administragao oral, foi
significativamente superior para o gamainterferona encap-
sulada, em relacdo a ndo-encapsulada, (Eyles et al., 1997).

O inibidor proteolitico mesilato de camostato foi
encapsulado em microesferas de PLA preparadas pelo
método de emulsificagdo multipla/evaporacao de
solvente, tendo, posteriormente, sido revestidas com
acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose, um
polimero entérico (Uchida, Yasuda, Matsuyama, 2001). A
eficiéncia de encapsulagdo foi proxima de 80%. A libera-
¢ao em pH 6,8 foi rapida, ja que todo o farmaco foi libe-
rado em 45 minutos, enquanto que em pH 1,2, a liberagao
foi extremamente lenta, o que confirma a obtencéo de uma
formulagdo entérica.

Polimeros acrilicos

Foram preparadas microesferas de poli(2-hidroxie-
tilmetacrilato) (poli-(2-HEMA)), por polimeriza¢ao em
suspensdo, contendo 9-desglicinamida-8-arginina-
vasopressina como peptideo modelo. Estudou-se o efeito
do revestimento com polycarbophil, um polimero
mucoadesivo, na absor¢ao intestinal do peptideo. As pro-
priedades mucoadesivas, promotoras da absorcdo e
inibidoras da degradacao proteolitica do polimero, permi-
tiram um ligeiro aumento da absor¢@o intestinal in vitro,
mas nos resultados obtidos com os ensaios in situ € in vivo
ndo se confirmou o efeito anterior (Lehr ez al., 1992).

Foi utilizado um polimero sensivel ao pH e a tempe-
ratura na encapsula¢do da calcitonina humana por um
método de emulsificagdo/solidificacao (Serres, Baudys,
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Kim, 1996). O polimero, produzido a partir de N-
isopropilacrilamida (NIPAAm), butilmetacrilato (BMA)
e acido acrilico (AA), impede a solubilizagdo das
microparticulas em pH acido e a 37 °C, protegendo o
farmaco da degradagdo gastrica, porém a pH neutro
solubiliza-se liberando o farmaco no intestino. Obteve-se
elevada eficiéncia de encapsulagdo da calcitonina e libe-
racdo rapidaem pH 7,4 e em pH 4,5. Ap6s contato prolon-
gado com o polimero, a calcitonina permanecia bioativa e
sem sofrer agregacao.

A calcitonina também foi encapsulada em nanocap-
sulas de poli(isobutilcianoacrilato) (PIBCA), pelo méto-
do da polimerizagao interfacial (Lowe, Temple, 1994). A
eficiéncia de microencapsulacdo foi de 90% e observou-
se maior resisténcia a degradagao proteolitica em compa-
racdo com o peptideo livre, porém a absorcao intestinal
nao sofreu aumento significativo. No mesmo estudo, a
calcitonina foi encapsulada em nanoparticulas de
poliacrilamida obtidas por polimerizacdo duma micro-
emulsd@o A/O. O mondmero e o farmaco foram adiciona-
dos a um solvente organico contendo tensoativo, forman-
do-se microemulsao, a qual apds radiagao UV, levou a
polimerizagdo do mondémero. A eficiéncia de encap-
sulacdo atingiu os 23% e o peptideo foi liberado imedia-
tamente apds re-hidratacao, revelando incapacidade de
protecao contra a degradagao proteolitica.

O octreotideo, um andlogo da somatostatina, tam-
bém foi encapsulado em PIBCA por polimerizagao
interfacial (Damge et al., 1997a). A eficiéncia de
encapsulagdo foi de aproximadamente 60% e o tamanho
das nanocépsulas obtidas foi de 260 nm. Os resultados
obtidos revelaram aumento da atividade bioldgica do
farmaco administrado, numa relagao dose-efeito.

Polimeros naturais

Microesferas de alginato tém-se mostrado promis-
soras como sistema de liberag¢ao controlada de farmacos
macromoleculares, tais como, vacinas (Bowersock et al.,
1996; Cho et al., 1998) e polipeptideos (Kim, Lee, 1992).
O uso do alginato na preparacao de microesferas conten-
do antigenos tem como objetivo a obtengao de particulas
com menos de 10 mm, para serem captadas pelas células
M do tecido linféide local. Como o método cléssico de
gelificacdo ionotrdpica nao permite a obtencao de particu-
las de didmetro tdo pequeno, outras técnicas tém sido
abordadas. A BSA foi encapsulada em microesferas de
alginato (Lemoine ef al., 1998), pelo método de
emulsificagdo/gelificacdo (Wan, Heng, Chan, 1992). As
microesferas apresentaram didmetro médio de 8 pum e a
eficiéncia de microencapsulagio e o rendimento de
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encapsulagdo em proteina foram elevados (>90% e
10% m/m, respectivamente). Quando as microesferas fo-
ram colocadas em tampao fosfato salino, a liberagdo do
farmaco foi rapida, diminuindo apo6s a reticulagdo prévia
com poli(L-lisina) ou pela utilizacdo de alginato de mai-
or MM (Lemoine et al., 1998). O alginato também foi
utilizado para encapsular o TGF-B, (transforming growth
Jactor-B,), um farmaco protéico de 25 KDa, utilizado para
proteger o epitélio intestinal, o seu local de agdo (Mumper
etal., 1994). As microesferas, preparadas por extrusao, fo-
ram capazes de proteger a proteina das condi¢des agres-
sivas do estdmago e libera-lo no intestino delgado. A efi-
ciéncia de encapsulagdo e o percentual de farmaco libera-
do foram proximos de 100%. Devido a elevada afinidade
da proteina para o alginato foi necessario recorrer a estra-
tégias apropriadas, especificamente, tratamento das parti-
culas com acido e/ou incorporagao de acido poliacrilico,
para assegurar a sua bioatividade.

A quitosana, um polimero cationico, tem a capacida-
de de reagir com o alginato, originando a formacao de gel.
O complexo alginato-quitosana estabiliza o gel de alginato
e reduz a sua porosidade (Coppi et al., 2001). Foram utili-
zadas 3 variantes da técnica de extrusdo na preparagdo de
microcapsulas de alginato-quitosana contendo BSA: gera-
dor de gotas do tipo air-Jet (Polk et al., 1994; Vandenberg
et al.,2001), gerador eletrostatico de gotas (Okhamafe et
al., 1996) e nebulizacao (Coppi et al., 2001). Quando se
utiliza a técnica de nebulizagdo € possivel obter particulas
com didmetro médio inferior a 10 um e eficiéncia de
encapsulagdo elevada (Coppi et al., 2001). Verificou-se que
os fatores que influenciam o perfil de libera¢ao da albumina
s30 a concentragdo ¢ MM da quitosana, a concentragao de
alginato, o tempo de reagdo alginato-quitosana e o pH da
solucdo de quitosana (Polk et al., 1994). No trabalho de
Okhamafe e colaboradores (1996), concluiu-se que as
microparticulas de alginato-quitosana mostravam proprie-
dades inadequadas de liberacao da albumina a pH 1,2, com
liberagdo de 80% e 94% as 4 e 24 horas, respectivamente,
porém este resultado foi contestado por outros autores
(Hari, Sharma, 1998). As microcapsulas de alginato
revestidas com quitosana permitiram obter eficiéncias de
encapsulacdo de BSA superiores a 95% e estabilidade em
pH acido, com liberagdo da proteina, em mais de 90%, ap6s
transferéncia para valores de pH neutros (Vandenberg et al.,
2001), mostrando-se adequadas para a administra¢ao oral
de farmacos peptidicos.

A hirudina foi incorporada em microcapsulas de
alginato preparadas por extrusdo e revestidas com
quitosana (Chandy, Mooradian, Rao, 1998). As micro-
capsulas de alginato-quitosana obtidas foram, posterior-
mente, revestidas com PEG tendo-se obtido tamanhos de
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900-1 000 pm. A presenca de PEG diminuiu a liberagao a
pH 7,4, ja que na sua auséncia 96% do farmaco tinha sido
liberado em 48 horas, comparativamente com 86% na sua
presencga. O tratamento acido das microparticulas (0,1 M
HCI, 4 horas) aumentou a liberagdo em pH 7,4, atingindo
100% ao fim de 6 horas para as microparticulas revestidas
com PEG, enquanto que na auséncia de tratamento acido
a liberagao, nesse periodo de tempo, foi de, aproximada-
mente, 70%. A BSA foi encapsulada nas mesmas condi-
coes, tendo-se verificado que baixas concentragoes de
PEG (0,05%) diminuem a liberagdo de proteina, embora
as concentracdes elevadas (0,3%) aumentem a sua libera-
¢do. As propriedades anticoagulantes da hirudina sao su-
periores com as microparticulas revestidas com PEG do
que com as nao-revestidas.

Para evitar a reticulacao covalente da quitosana e
melhorar as propriedades de liberagao do polimero, foram
desenvolvidas microparticulas de BSA por emulsao multi-
pla A/O/A seguida de evaporagao de solvente, constituidas
por um revestimento de polimero celulésico contendo no
seu interior micronucleos de quitosana (fase aquosa inter-
na) nos quais a proteina esta dissolvida. Estas particulas
foram submetidas a liofilizagdo. Independentemente do tipo
de quitosana ou da razao quitosana/revestimento, o tama-
nho das particulas foi sempre inferior a 70 um. A eficién-
cia de microencapsulagdo foi elevada e, controlando as
condigdes operacionais, € possivel modular a liberacao in
vitro do farmaco (Remunan-Lopez et al., 1998).

A ovalbumina foi encapsulada em microesferas de
gelatina por reticulagdo com glutaraldeido. As maiores
eficiéncias de encapsulagdo (55 a 65%) foram obtidas
quando se utilizou solucao de gelatina a 10% (m/v). A
estabilidade das microesferas contra a degradagao
enzimatica e o perfil de liberacao da ovalbumina depen-
dem da concentragdo da solucdo de gelatina e da quanti-
dade de glutaraldeido (Nakamura et al., 1998).

Foram preparadas microcapsulas de amido e BSA por
um método de emulsificagdo/reticulagdo quimica com
cloreto de tereftaloila nas quais foi incorporada, aprotinina,
um inibidor enzimatico de algumas proteases intestinais,
como por exemplo a tripsina (Larionova et al., 1999). Para
proteger o inibidor enzimatico da acilacdo pelo agente de
reticulag@o, os seus grupos amina foram protegidos com
anidrido citracdnico. Este sistema permitiu que a BSA fosse
detectada no estado nativo, apds 3 horas num meio conten-
do a-amilase e tripsina, enquanto que na auséncia de
aprotinina ocorreu a degradagao tripsinica total da proteina.
Fatores como o tamanho das particulas, o tratamento com
tampao alcalino seguido de incubacao em pH 2,0, a densi-
dade da reticulagdo e a presenca de BSA influenciaram o
perfil de liberagdo da aprotinina.
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O i-carragenano, um polimero anionico, foi utiliza-
do na preparagdo de microparticulas contendo a enzima
peroxidase de rabanete (Patil, Speaker, 2000). A enzima
foi adicionada a solucgdo aquosa de polimero e a mistura
foi sujeita a extrusdo para solugdo de oligoaminas que
interagem com o carragenano para formar as micropar-
ticulas. Dependendo da amina utilizada, a eficiéncia de
encapsulacdo variou entre 1 e 72%. O processo de encap-
sulacdo ndo alterou a conformacao estrutural ou a ativida-
de especifica da enzima. A liberacdo em pH 7,2 foi rapi-
da, 98% em 100 minutos, o que se deveu a estrutura poro-
sa da matriz e a baixa massa molecular da proteina.

Co-polimeros

As nanoparticulas compostas por grafi-coPolymers
com estrutura central hidrofobica e ramificagdes hidro-
filicas sdo teis como veiculos para farmacos hidrofilicos.
A calcitonina foi encapsulada em nanoparticulas compos-
tas por diferentes polimeros hidrofilicos na superficie: aci-
do polimetacrilico (polianidnico e sensivel ao pH), poli(NV-
isopropilacrilamida) (termossensivel, ndo i6nico) e
poli(N-vinilacetamina), poli(N-vinilacetamida-co-
vinilamina) e polivinilamina (cationicos). A eficiéncia de
microencapsulacio da calcitonina foi elevada, embora de-
pendente da estrutura das ramificac¢des hidrofilicas. A for-
mulagdo mostrou-se adequada ndo s6 na incorporagdo de
farmacos peptidicos hidrossoluveis como também na pro-
mogao da absor¢ao pelo trato GI (Sakuma et al., 1997).

Sistemas conjugados de peptideo co-polimerizado
(CPP)

Uma nova abordagem a administragao oral de
peptideos consiste na combinagdo da utilizagdo de siste-
mas transportadores com a formagéao de conjugados
farmaco-polimero. O conjugado farmaco-polimero ¢
formulado como nanoparticulas, de modo que o fArmaco
fica covalentemente ligado, em vez de ficar retido fisica-
mente. O sistema CPP foi aplicado na co-polimerizagao
do horménio peptidico de liberagdo do hormonio luteini-
zante (LHRH) com o monomero n-butilcianoacrilato (n-
BCA). As particulas formadas apresentaram diametro
médio de 100 nm e mostraram-se estaveis, quando incu-
badas durante 3 horas em contetdo luminal do intestino,
na raspagem da superficie mucosa e em soro. Os resulta-
dos in vitro de transporte através de linhagens celulares
caco-2 sugerem que a absor¢ao in vivo é possivel (Hillery
etal., 1996). Por administragao oral a ratos, confirmou-se
que as particulas sdo capazes de transportar o peptideo
conjugado para o sangue, enquanto que o peptideo na for-
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ma livre ndo era absorvido. A forma biologicamente ati-
va do peptideo ¢ liberada das particulas apenas apds a
absor¢ao oral do complexo LHRH-CPP intacto (Hillery,
Toth, Florence, 1996).

ESCOLHA DE UM METODO DE
MICROENCAPSULACAO DE PROTEINAS E
PEPTIDEOS

As proteinas sdo moléculas de estrutura complexa
que, freqlientemente, possuem ligacdes labeis e numero-
sos grupos quimicos reativos nas suas cadeias laterais. A
escolha do método de encapsulagao deve garantir a esta-
bilidade da molécula e a retencao da sua atividade biolo-
gica. Alguns dos obstaculos encontrados a microencap-
sulacao das proteinas sdo a utilizagdo de solventes organi-
cos ¢ de temperaturas elevadas, suscetiveis de causar a
desnaturagdo do farmaco. As elevadas velocidades de
agita¢ao ou o uso de ultra-sons podem provocar alteragdes
na estrutura tridimensional das proteinas (Burke, 2000;
Jung et al., 2000).

Quando se utilizam poliésteres biodegradaveis, pela
sua hidrofobia, recorre-se normalmente a métodos que en-
volvem emulsdes, nas quais o farmaco peptidico, normal-
mente hidrossoluvel, possa ser solubilizado. A presenga de
solventes organicos capazes de desnaturar os farmacos
peptidicos (Manning, Patel, Borchardt, 1989) constitui um
dos grandes inconvenientes destes métodos, além de outros
relacionados com a eliminag¢ado do solvente. Os residuos de
solvente nas microparticulas estdo sujeitos a regulamenta-
¢do pelos riscos toxicologicos associados (O’Donnell,
McGinity, 1997). Pode-se, ainda, obter baixos rendimentos
de encapsulagao se o farmaco entrar em contato com a fase
aquosa externa (Blanco-Prieto et al., 1998; Ogawa et al.,
1988). Na preparacao de nanoparticulas pelo método da
emulsdo multipla em A/O/A é, muitas vezes, necessaria a
utilizacdo de ultra-som ou turbinas de elevada velocidade,
que podem causar a inativagao das proteinas. Os novos
métodos de deposigao interfacial e salting-out causam
menor stress as proteinas (Jung et al., 2000).

Na microencapsulagao com polimeros acrilicos, sdo
freqiientemente utilizadas técnicas de emulsao/polimeri-
zagdo (Damge et al., 1990; Damge et al., 1997b; Lehr et
al., 1992; Lowe, Temple, 1994), que apresentam o incon-
veniente da natureza toxica dos mondomeros que nao rea-
giram e pela dificil eliminagdo dos estabilizadores e
aditivos usados para prevenir a coalescéncia do produto
final. Em alguns casos, sdo necessarias elevadas quantida-
des de solventes organicos.

Alguns métodos de microencapsulagdo, como a
coacervagao, a reticulagdo de suspensao, a nebulizagao e a
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fluidizagdo, nao t€ém sido muito utilizados porque envolvem
autilizacdo de solventes organicos e/ou temperaturas extre-
mas ou condi¢des de pH que podem inativar a proteina.

A microencapsulagdo em polimeros naturais recor-
rendo a métodos de gelificagdo (Coppi et al., 2001;
Lemoine et al., 1998; Mumper et al., 1994; Okhamafe et
al., 1996; Polk et al., 1994; Ramadas et al., 2000;
Vandenberg et al., 2001) ¢ uma alternativa a considerar.
Os hidrogéis poliméricos naturais s2o inertes perante os
farmacos protéicos e os métodos utilizados para prepara-
¢do das microparticulas ndo requerem a utilizacdo de
solventes organicos, temperaturas elevadas ou condigoes
extremas de pH. Além disso, pelo fato de serem
termodinamicamente compativeis com a dgua e intumes-
cerem em meios aquosos, adquirem elevado conteudo em
agua o que contribui para a sua biocompatibilidade
(Peppas et al., 2000).

CONCLUSAO

O método de microencapsulagao a escolher deve ser
simples, reprodutivel, rapido e facil de ser transportado
para a escala industrial, mas deve, sobretudo, minimizar
a perda da atividade bioldgica do peptideo ou da proteina
a encapsular. Entre os métodos mais utilizados, ¢ freqiien-
te recorrer a utilizagdo de solventes organicos, responsa-
veis por possivel desnaturagao do agente terapéutico e que
podem causar problemas ambientais e riscos para a satide
individual. Também, a polimerizagao, muito utilizada na
obtencdo de nanoparticulas, apresenta inconvenientes
devido a toxicidade relacionada com a presenca de
monodmeros residuais. Os métodos que utilizam polimeros
naturais revelam-se, pela auséncia de condigdes drasticas
e biocompatibilidade do material de encapsulacao utiliza-
do, uma alternativa valida na microencapsulacao dos
farmacos peptidicos. Nos estudos em que foram aplicadas
microparticulas de polimeros naturais foi possivel obter
eficiéncias de encapsulacdo elevadas e uma prote¢ao dos
farmacos peptidicos da degradacdo enzimatica no trato
gastro-intestinal.

ABSTRACT

Oral delivery system for peptides and proteins:
II. Application of microencapsulation methods

Choosing an appropriate microencapsulation method to
improve the oral bioavailability of peptide drugs depends
on the drug physico-chemical properties, operation
conditions and selected polymers. Microencapsulation
techniques and its application in peptide and protein oral
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delivery are reviewed. Natural polymers and techniques
involving no harsh conditions such as extreme pH, high
temperature and solvents use are the most important when
encapsulating peptide drugs.

UNITERMS': Microencapsulation. Natural polymers.
Oral administration. Peptide drugs.
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