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INTRODUCAO

As proteinas e os peptidios podem ser considerados
farmacos ideais porque intervém, essencialmente, em to-
dos os processos biologicos e reacdes, caracterizando-se
por elevada eficiéncia e poténcia, ou seja, atuam especi-
ficamente e em baixas concentracdes. Os desenvolvimen-
tos mais recentes na biotecnologia tornaram possivel pro-
dugdo em larga escala de grande variedade de proteinas.
Encontram-se, atualmente, comercializadas ou em ensaios
clinicos centenas de proteinas com acao terapéutica, inclu-
indo anticorpos monoclonais, enzimas, agentes
antimicrobianos, inibidores enzimaticos, vacinas, agentes
imunomoduladores, fatores de crescimento, citocinas e
hormdnios. Por outro lado, a descodificagdo do genoma
humano permitira trazer ao conhecimento geral novas
proteinas, entre as quais algumas terfo inevitavelmente
aplicagoes terapéuticas (Burke, 2000; Putney, 1999; Zhou,
Li Wan Po, 1991).

Apesar das vantagens terap€uticas das proteinas e
dos peptidios, estes agentes ndo sdo, de um modo geral,
ativos por via oral. A biodisponibilidade oral ¢ reduzida,
sobretudo, por rapida e intensa degradacdo pré-sistémica
pelas enzimas proteoliticas e por fraca permeabilidade
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microencapsulagdo, pela sua versatilidade, sobressai entre as
demais estratégias, afirmando-se como escolha potencial na
administra¢do oral de farmacos peptidicos.

intestinal face a sua elevada massa molecular (MM) e
hidrofilicidade. As baixas biodisponibilidades obtidas
conduzem a elevada variabilidade inter e intraindividual
na administragdo de fArmacos peptidicos e implicam des-
perdicio elevado de principio ativo (p.a.) (Sarciaux, Acar,
Sado, 1995; Zhou, 1994).

A exigéncia de administracdo parenteral acarreta
diversos inconvenientes, em particular, a necessidade de
repetidas injecdes devido ao reduzido tempo de meia-vida
de peptidios e proteinas (Burke, 2000) e a possibilidade do
aparecimento de efeitos indesejados, como a
tromboflebite e a necrose tecidual (Zhou, Li Wan Po,
1991), responsaveis por baixa adesao dos doentes a esta
via de administragdo. Tem-se procurado desenvolver for-
mulagdes de liberagao controlada ou recorrer a outras vias
de administracdo, nomeadamente, oral, bucal, retal, nasal,
ocular, vaginal ou transdérmica (Putney, 1999). A via oral
¢ via preferencial devido a facilidade de administragéo,
conveniéncia ¢ aceitacao.

Sao diversas as estratégias utilizadas para aumentar
a biodisponibilidade oral de farmacos peptidicos, nome-
adamente, a utilizacdo de inibidores das enzimas
proteoliticas, promotores da absor¢ao, modificacdo quimi-
ca ¢ formulag¢des farmacéuticas especificas, como siste-
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mas de particulas, emulsdes, sistemas de liberagcdo
targeting e sistemas bioadesivos. Na escolha do método a
utilizar, ha a considerar o fato de os peptidios serem mo-
léculas de elevada labilidade, que em condigoes fisico-
quimicas extremas podem sofrer desnaturacao ou agrega-
¢do com perda da sua atividade (Putney, 1999).

Esta revisao descreve os aspectos associados a ad-
ministragdo oral de peptidios e proteinas, bem como as
estratégias possiveis a adotar para alcancar esse fim.
Numa segunda parte, sera abordada a microencapsulagao
e a sua aplicag@o neste ambito e, numa terceira parte, es-
tes varios aspectos serdo focados na administracdo oral da
insulina.

OBSTACULOS A ADMINISTRACAO ORAL DE
PROTEINAS E PEPTIDIOS

Degradacao enzimdtica pré-sistémica

A atividade proteolitica ¢ talvez um dos maiores
obstaculos na administragao oral de firmacos peptidicos.
Em individuos normais, 94-98% do total de proteinas sao
completamente digeridas e absorvidas. A extensdo da
degradagdo protéica é dependente da estrutura do peptidio
ou proteina e ndo ¢ constante nos varios segmentos intes-
tinais (Langguth et al., 1997).

A protedlise tem inicio no estdbmago, na presenca de
pepsina, e prolonga-se no intestino delgado, por agdo das
enzimas proteoliticas pancreaticas e das peptidases da
mucosa intestinal. As proteases pancreaticas mais relevan-
tes sdo a tripsina, a a-quimotripsina e a elastase, endo-
peptidases que clivam as liga¢des peptidicas internas, e as
carboxipeptidases A e B, exopeptidases que digerem os
fragmentos produzidos pelas enzimas anteriores
(Langguth et al., 1997). A atividade enzimatica das
proteases do lumen apenas pode ser avaliada tendo em
consideracdo as unidades secretadas pelo pancreas por
minuto (Bernkop-Schnurch, 1998). As peptidases associ-
adas a mucosa intestinal localizam-se em 3 fracoes
subcelulares dos enterdcitos: no citosol, nos lisossomas e
nas microvilosidades, onde a atividade proteolitica é mais
importante. A peptidase mais abundante das micro-
vilosidades ¢ a aminopeptidase N, uma amino-exo-
peptidase, tal como as aminopeptidases A, We P, a
dipeptidilaminopeptidase IV e a y-glutamiltranspeptidase,
também presentes, juntamente com endopeptidases
(endopeptidase 24.11 e endopeptidase 24.18) e carboxi-
exopeptidases (carboxipeptidases P e M ¢ a enzima de
conversao da angiotensina). No citosol, estdo presentes
enzimas soluveis, sobretudo dipeptidases, uma amino-
tripeptidase e as prolina-dipeptidases (prolinase e
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prolidase), que completam a hidrolise intracelular de di-
e tripeptidios transportados ativamente através das
microvilosidades por um transportador transmembranar
dependente de protons. Por outro lado, € necessario ter em
consideracao a microflora presente na zona distal do intes-
tino delgado e no intestino grosso, responsavel por varie-
dade de reacdes metabolicas, como desglicuronidagao,
descarboxilacdo, redugdo de ligagdes duplas, hidrolise de
¢steres ou amidas e desidroxilacdo (Langguth et al.,
1997). A protedlise no colon é cerca de 20 a 60 vezes mais
baixa do que ao nivel do ileo e sdo as enzimas do ecos-
sistema microbiano as principais responsaveis pela ativi-
dade proteolitica, embora também exista alguma atividade
proteolitica residual das enzimas pancreaticas (Rubinstein
etal., 1997).

Fraca permeabilidade

A passagem através do epitélio intestinal é funda-
mental para obter disponibilidade sistémica de um
farmaco administrado por via oral. Esta barreira ¢ forma-
da por uma monocamada de células epiteliais (enterdcitos,
entre outras), que se ligam nas superficies apicais por jun-
¢oOes paracelulares e estdo cobertas a superficie por uma
camada de muco. Os farmacos podem ultrapassar este
obstaculo por transporte transcelular através das células
epiteliais, o que inclui a difusdo passiva, o transporte ati-
vo ou facilitado, a endocitose e a transcitose, ou por trans-
porte transcelular através das juncdes paracelulares (Figu-
ra 1) (Kolac, Streichhan, Lehr, 1996; Zhou, 1994). Na via
transcelular existem duas barreiras, a membrana celular
apical e basolateral, enquanto que na via paracelular s
existe uma barreira, as jun¢des paracelulares (Kolac,
Streichhan, Lehr, 1996).

Os aminoacidos, dipeptidios e tripeptidios sdo capa-
zes de penetrar na membrana mucosa, pela via
transcelular, através de transportadores especificos pre-

Endo/transcitose

Paracelular

Transcelular 1 Transporte ativo

FIGURA 1 - Mecanismos de transporte através das células
epiteliais (Adaptado de Kolac, Streichhan, Lehr, 1996)
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sentes no intestino delgado ou por pinocitose (endocitose
de fluidos), mas os peptidios maiores ¢ as proteinas sao, de
um modo geral, impedidos de o fazer (Rouge, Doelker,
1996; Zhou, 1994).

O transporte transcelular depende primariamente
das propriedades fisico-quimicas do farmaco, coeficien-
te de particdo e massa molecular (MM). Limita-se, nor-
malmente, a compostos hidrofébicos e relativamente pe-
quenos porque € necessaria particdo do composto entre a
membrana apical e a membrana basolateral do epitélio
intestinal (Lipka, Crison, Amidon, 1996; Hochman,
Artursson, 1994). A pinocitose ndo ¢ um mecanismo de
transporte de contribuicdo significativa. Contudo, algu-
mas moléculas de maiores dimensdes, como os peptidios
e as proteinas sdo absorvidas por este mecanismo, nos
enterocitos e nas regions das placas de Peyer (Rouge,
Doelker, 1996). A entrada dos peptidios nos enterocitos,
por pinocitose, leva a formagao de fagossomas, que se
fundem com os lisossomas, permitindo o ataque pelas
enzimas presentes nos lisossomas ¢ uma quase completa
degradacao do seu contetido. As células M das placas de
Peyer ndo contém lisossomas, apresentando elevado nivel
de pinocitose, pelo que o transporte de peptidios por
pinocitose-exocitose (transcitose), pelas células M, pode
ser mais eficaz do que através dos enterocitos (Lenaerts,
1996). As placas de Peyer estdo localizadas primariamen-
te no ileo e permitem o transporte das macromoléculas
para o sistema linfatico. A atividade de aminopeptidase ao
nivel do jejuno e ileo, em coelhos albinos, ¢ apenas cerca
de 20-30% daquela presente nas zonas vizinhas sem pla-
cas de Peyer (Hayakawa, Lee, 1992). Embora a sua
permeabilidade seja elevada, representa apenas uma pe-
quena percentagem da superficie total da mucosa intesti-
nal, pelo que somente pequenas quantidades de macro-
moléculas podem ser transportadas (Kolac, Streichhan,
Lehr, 1996). Além disso, este pode ndo ser um bom local
para vetorizacdo de fairmacos, uma vez que, depois da
meia-idade, as placas de Peyer diminuem drasticamente
com o envelhecimento (Rouge, Doelker, 1996).

Outro mecanismo para absor¢ao de macromoléculas
¢ a endocitose mediada por receptores, que, a semelhanca
da pinocitose, ndo permite o transporte de quantidades ele-
vadas de macromoléculas. Apos a ligagao do fArmaco ao
receptor, o complexo formado ¢ internalizado para formar
vesiculas, que se fundem com os lisossomas citosélicos ou
sdo transportadas através do citosol diretamente para a
membrana basolateral (Kolac, Streichhan, Lehr, 1996).

Alternativamente, a passagem das moléculas ocorre
através das juncdes paracelulares entre as células. As jun-
¢oes paracelulares tornam-se progressivamente mais aper-
tadas em dire¢do ao colon, o que é acompanhado de dimi-
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nuic¢do da permeabilidade da membrana para os compostos
polares (Rouge, Doelker, 1996). A passagem das molécu-
las através da via paracelular depende da sua forma, tama-
nho e carga e da seletividade e dimensoes da via (Adson et
al., 1994). Para avaliar o raio do poro, foi utilizada a
monocamada celular Caco-2, uma linha celular de
adenocarcinoma do c6lon humano, que se diferencia espon-
taneamente em células representativas do intestino delga-
do (Hilgers, Conradi, Burton, 1990). Os estudos mais recen-
tes apontam para valores de 4,4+1,1 A (Okumu et al., 1997)
ede 4,5+0,1 A (Watson, Rowland, Warhurst, 2001). Porém,
as propriedades das jungdes paracelulares nas células da
Caco-2 sdo idénticas as do c6lon humano in vivo
(Artursson, 1993) e como os espagos paracelulares no intes-
tino delgado sdo mais permeaveis, a probabilidade de absor-
¢do de farmacos peptidicos, nesta region, devera ser supe-
rior. No célon de ratos, o raio do poro foi estimado em 8-9
A (Tomita et al., 1988). Embora o grau de permeabilidade
das juncdes paracelulares varie para os diferentes tipos de
epitélio, normalmente, as jungdes paracelulares sao imper-
meéveis a moléculas com um raio superior a 11-15 A
(Pauletti et al., 1996). Para os peptidios de baixa MM, a
carga ¢ seletiva, sendo a permeabilidade superior para os
peptidios de carga positiva. Com o aumento da MM, o ta-
manho torna-se fator mais predominante e o efeito da car-
ga menos significativo (Pauletti, Okumu, Borchardt, 1997).

Formadas por quatro componentes polipeptidicos
identificados, as jun¢des paracelulares estdo intimamen-
te associadas a um anel de actina-miosina presente no
citoplasma epitelial, que, ao se contrair, provoca um rela-
xamento da estrutura. A abertura das jungdes paracelu-
lares pode ser causada por diferentes mecanismos, confor-
me avaliado por diminui¢do na resisténcia elétrica
transepitelial (transepithelial electrical resistance,
TEER), nomeadamente, alteracao do estado de fosfo-
rilagdo dos seus componentes por ativadores da proteina
quinase A, remog¢ao de AMPc ou deplecédo de ions calcio.
Outros mecanismos envolvidos incluem a deplegao de
ATP, a absor¢ao de nutrientes dependente de ions sodio ou
alteragOes gerais na estrutura da actina por oxidantes,
ativadores da proteina quinase C, quelantes de ions calcio,
toxina A do Clostridium difficile ou citochalasinas
(Hochman, Artursson, 1994). O transporte ativo de glicose
¢ aminoacidos (a.a.) da mucosa intestinal para os espagos
laterais intercelulares esta acoplado ao transporte de ions
sodio, criando uma forga osmotica, que desencadeia a con-
tracao do anel de actina-miosina perijuncional e o aumen-
to da permeabilidade paracelular (Lee, 1990).

A barreira de muco ¢ igualmente importante para os
farmacos peptidicos devido as interacdes que sdo
estabelecidas. Os farmacos com carga anidnica ou neutra
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apresentam menor interagdo com a superficie da membra-
na celular, carregada negativamente (Zhou, 1994). As pro-
teinas com MM superior a 5 KDa s6 dificilmente conse-
guem atravessar a camada de muco (Bernkop Schnurch,
Fragner, 1996).

Instabilidade quimica e fisica

A natureza fisico-quimica complexa das proteinas,
que lhes confere potencial como agentes terapéuticos,
também ¢ responsavel pela sua fragilidade. A alteragao
ndo enzimatica das proteinas pode ser de dois tipos: qui-
mica e fisica.

A instabilidade quimica ¢ definida como um proces-
so que modifica a proteina, por clivagem ou formacao de
ligacdes covalentes, para originar uma nova entidade qui-
mica. As alteragdes quimicas incluem a desamidagao, oxi-
dagdo, hidrdlise, trocas de dissulfeto, racemizagio e B-eli-
minagdo (Chen, 1992; Manning, Patel, Borchardt, 1989).

A instabilidade fisica ndo envolve a modificacdo
covalente da proteina, podendo ocorrer desnaturagao,
adsorcdo a superficie, agregacao e precipitacao (Manning,
Patel, Borchardt, 1989). A desnaturagao diz respeito a
uma alteragdo do enrolamento global da molécula, com
perda da estrutura terciaria e, freqiientemente, da estrutura
secundaria. Pode ser causada por aumento ou diminui¢ao
da temperatura, valores de pH extremos, adigdo de
solventes orgénicos, agentes desnaturantes (Manning,
Patel, Borchardt, 1989), adi¢ao de sais, pressao elevada,
adsorg¢@o a superficie e liofilizagdo (Chen, 1992). O pro-
cesso pode ser reversivel ou irreversivel. O desdobramen-
to favorece a ocorréncia de outras reacoes de inativagao,
como a agregacgao a outras moléculas protéicas e/ou alte-
ragdes quimicas, o que conduz a perda da atividade biolo-
gica, formagao de particulas e precipitagdo (Chen, 1992;
Manning, Patel, Borchardt, 1989).

No que respeita a administragdo oral de farmacos
peptidicos, a auto-agregacao ¢ de particular importancia
porque os agregados, de maior dimensao, apresentam me-
nor permeabilidade através da membrana intestinal, além de
possivel atividade biologica diminuida (Fix, 1996a).

ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR A )
BIODISPONIBILIDADE ORAL DE PROTEINAS
E PEPTIDIOS

Inibidores das enzimas proteoliticas
A co-administracdo de agentes inibidores das

enzimas proteoliticas ¢ estratégia possivel para o aumen-
to da biodisponibilidade oral de peptidios e proteinas,
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como foi demonstrado em varios estudos in vivo
(Langguth et al., 1997; Kimura et al., 1996; Morishita et
al., 1992a). Contudo, a utilizacdo de inibidores
enzimaticos em terapias de longa duracdao, como ocorre
freqlientemente com este tipo de farmacos, ndo ¢ isenta de
efeitos adversos importantes. Além dos efeitos toxicos ao
nivel sistémico e danos diretos na mucosa intestinal, os
inibidores enzimaticos continuam a ter um potencial toxi-
co causado pela sua propria acdo inibidora. Além de dis-
tarbios na digestdo das proteinas, ¢ de se esperar a
estimulagdo da secregdo de proteases, devida a regulacao
por feedback negativo, que pode resultar em hipertrofia e
hiperplasia do pancreas ou até mesmo no desenvolvimen-
to de focos neoplasicos, freqiientemente progressivos para
carcinoma invasivo. A reducao ou a exclusdo deste meca-
nismo de regulacdo ¢ possivel pelo desenvolvimento de
sistemas de administragdo de farmacos, resultantes da
imobilizag¢do dos inibidores em matrizes poliméricas
mucoadesivas nao absorviveis, que mantenham o inibidor
concentrado em area restrita do intestino, onde ira decor-
rer a liberacdo e subseqliente absor¢do do farmaco
(Bernkop-Schnurch, 1998).

A selegdo dos inibidores das proteases depende do
tipo de protease ¢ da sua distribui¢ao subcelular. Quando
aprincipal atividade proteolitica € citosolica ¢ fundamen-
tal que os proprios agentes inibidores sejam absorvidos
para a célula, o que nao ¢ facil, visto ser estes compostos
normalmente demasiado grandes ou hidrofilicos para atra-
vessar as membranas biologicas (Lee, 1990).

Os diversos inibidores enzimaticos das enzimas
proteoliticas secretadas para o lumen (Tabela I) e ligadas
as microvilosidades intestinais (Tabela II) podem ser clas-
sificados, de acordo com a estrutura quimica, em quatro
categorias (Bernkop-Schnurch, 1998), a seguir descritas.

i. Inibidores que nao sio baseados em aminoacidos —
Excetuando poucos casos, esta classe de inibidores tem
mais interesse tedrico do que pratico, ja que a maioria ¢
altamente toxica. Contudo, sdo inibidores muito potentes
¢ a sua imobiliza¢do em matrizes ndo-absorviveis ou o
desenvolvimento de analogos modificados quimicamen-
te podem reduzir ou até eliminar este inconveniente. Es-
tdo incluidos neste grupo o diisopropilfluorofosfato
(DFP), o fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), o
fluoreto de 4-(2-amino-etil)-benzenossulfonato (AEBSF),
o cloridrato do fluoreto de (4-aminofenil)-metanos-
sulfonila (APMSF), potentes inibidores das serina-
proteases, mas de elevada toxicidade. O mesilato de 4-(4-
isopropilpiperidinocarbonil)fenil-1,2,3,4-tetraidro-1-
naftoato (FK-448), o mesilato de camostato e o glicocolato
de sddio ja apresentam menor toxicidade.
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TABELA | - Inibidores das proteases secretadas no limen
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Inibidas por

Aprotinina, inibidor de Bowman-Birk, inibidor tripsinico de
soja, mesilato de camostato, inibidores flavonoides,
antipaina, leupeptina, p-aminobenzamidina, AEBSF, TLCK
(clorometilcetona de tosil-lisina), APMSF, DFP, PMSEF,
derivados do poliacrilato

Aprotinina, inibidor de Bowman-Birk, inibidor tripsinico de
soja, quimostatina, benziloxicarbonil-Pro-Phe-CHO, FK-
448, ovoinibidor de galinha, complexos de aglicares e acido
bifenilbordnico, DFP, PMSF, 3-fenilpropionato, derivados
do poliacrilato

Elastatina, metoxissuccinil-Ala-Ala-Pro-Val-clorometil-
cetona (MPCMK), inibidor de Bowman-Birk, inibidor
tripsinico de soja, ovomucdide de galinha, DPF, PMSF

EDTA, conjugados quitosana-EDTA, derivados do
poliacrilato

Proteases secretadas no limen Co-factor
Tripsina (EC 3.4.21.4) Calcio
Quimotripsina (EC 3.4.21.1) Célcio
Elastase (EC 3.4.21.36) Célcio
Carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) Zinco
Carboxipeptidase B (EC 3.4.17.2) Zinco

EDTA, conjugados de quitosana-EDTA, derivados do
poliacrilato

(Adaptado de Bernkop-Schnurch, 1998)

ii. Aminoacidos e aminoacidos modificados — De um
modo geral, os a.a. modificados sdo praticamente despro-
vidos de toxicidade e podem ser produzidos a um custo
relativamente baixo. Porém, devido a baixa MM e a elevada
solubilidade sdo extensivamente diluidos no intestino e ra-
pidamente absorvidos, o que exige grandes quantidades
para conseguir um efeito inibidor contra as proteases do
Iimen intestinal. Este fato limita o seu interesse na via oral,
mas pode ser minimizado em sistemas que garantam a re-
ducdo ou até a exclusdo do efeito de diluigdo. Os a.a. exi-
bem fraca atividade inibitoria contra a aminopeptidase N,
0 que impulsionou a sua modificagdo em compostos mais
potentes como os derivados do acido a-aminoborico: boro-
leucina, boro-valina e boro-alanina. A N-acetilcisteina tem
um forte efeito inibidor contra a atividade enzimatica da
aminopeptidase N, sendo promissora na inibi¢do das
proteases pela sua baixa toxicidade e propriedades
mucoliticas adicionais, que reduzem a barreira de difusao.

iii. Peptidios e peptidios modificados — A bacitracina A, um
dodecapeptidio de 1423 Da obtido a partir do Bacillus
licheniformis, apresenta grande resisténcia as enzimas
proteoliticas e tem atividade inibitoria contra a
aminopeptidase N. Além disso, possui efeitos promotores da
absor¢do sem que conduza a danos graves na mucosa intes-
tinal. O grande inconveniente ¢ o seu efeito nefrotoxico, que

podera ser excluido por imobilizagdo em matrizes nao-
absorviveis. Os dipeptidios e tripeptidios apresentam uma
atividade inibitoria fraca e ndo especifica contra algumas
exopeptidases e, por analogia, com os a.a., a sua atividade
inibitdéria pode ser melhorada por modificagdo quimica. O
inibidor fosfinato VI ¢ um inibidor do “estado de transi¢ao”
com forte atividade contra aminopeptidases. A pepstaina é
um pentapeptidio modificado muito potente na inibicao da
pepsina. Um grupo de peptidios modificados, com uma fun-
¢ao aldeido, nomeadamente, a antipaina, leupeptina,
quimostatina e elastatinal sdo inibidores reversiveis e poten-
tes da quimotripsina. Outros peptidios modificados que atu-
am como inibidores reversiveis incluem a fosforamida,
bestatina, puromicina e amastatina.

iv. Polipeptidios — Devido a sua elevada MM, os inibidores
das proteases polipeptidicos podem concentrar-se mais facil-
mente em sistemas de administracdo baseados em matrizes
transportadoras de farmacos. A liberagao lenta do inibidor a
partir de uma formulagao permite a sincronizagdo com a li-
beragdo do farmaco polipeptidico e, conseqiientemente, au-
mento da sua biodisponibilidade. Por esta razao e pela sua
baixa toxicidade e forte atividade inibitdria, os inibidores
polipeptidicos sdo os agentes auxiliares mais usados para
superar a barreira enzimatica. A aprotinina ¢ um inibidor
basico de 58 a.a., com efeito inibitério da tripsina e
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TABELA Il - Inibidores das proteases ligadas as microvilosidades intestinais

Proteases das microvilosidades Co-factor(es)

Inibidas por

Aminopeptidase N (EC 3.4.11.2) Zinco, cobalto

Aminoacidos, di- e tripeptidios, EDTA, amastatina,
bestatina, puromicina, analogos dipeptidicos do acido
fosfinico, derivados do acido a.-aminoboroénico
conjugados de quitosana-EDTA, glicocolato de sodio

Aminopeptidase A (EC 3.4.11.7) Zinco, célcio

Analogos dipeptidicos do 4cido fosfinico, derivados
do acido a-aminobordnico, puromicina, EDTA, 1,10-
fenantrolina

Aminopeptidase P (EC 3.4.11.9)

Zinco, mangangés

PMSF, bestatina, analogos dipeptidicos do acido
fosfinico, derivados do acido a-aminoboronico

Aminopeptidase W (EC 3.4.11.16) Zinco

Analogos dipeptidicos do acido fosfinico, derivados
do 4cido a-aminoborénico

Leucina aminopeptidase (EC 3.4.11.1)

Zinco, magnésio,

Bestatina, amastatina, analogos dipeptidicos do acido

manganés fosfinico, inibidores flavonoides, derivados do acido

o-aminoboronico

Dipeptidil peptidase IV (EC 3.4.14.5)  Zinco Analogos acido N-peptidil-O-acilidroxilamina
borodnico da prolina e alanina, DFP

g-glutamil transpeptidase (EC 2.3.2.2)  Magnésio Acivicina (acido amino-(3-cloro-4,5-diidro-isoxazol-
5-il)-acético), L-serina borato

Peptidil dipeptidase A (EC 3.4.15.1) Zinco Inibidores da enzima de conversdo da angiotensina
(em teoria)

Carboxipeptidase M (EC 3.4.17.12) Zinco Acido D,L-2-mercaptometil-3-guanidinoetiltiopro-

panoico

Carboxipeptidase P (EC 3.4.17.16)

Zinco, manganés

Endopeptidase neutra (EC 3.4.24.11) Zinco 1,10-Fenantrolina, tiorfano (acido (2-mercaptometil-
3-fenil-propionilamino)-acético), fosforamido, SQ
28,603 (N-(2-(mercaptometil)-1-oxo-3-fenilpropil)-
B-alanina)

Endopeptidase-24.18 (EC 3.4.24.18) Zinco

(Adaptado de Bernkop-Schnurch, 1998)

quimotripsina. O inibidor de Bowman-Birk (71 a.a.) e o
inibidor tripsinico de Kunitz (184 a.a.), também conhecido
por inibidor tripsinico da soja, inibem a tripsina, a
quimotripsina e a elastase. Outros inibidores desta classe
incluem o inibidor tripsinico da ovalbumina ou ovomucoéide
(186 a.a.) e o inibidor tripsinico pancreatico humano (56 a.a.).

A parte destas classes quimicas de inibidores
enzimaticos, encontram-se os agentes complexantes, que
devido a sua capacidade em capturar cations divalentes, co-
fatores de muitas proteases, podem apresentar atividade
inibitoria. A inibig¢do da tripsina, quimotripsina ¢ elastase
pelos agentes complexantes ¢ dependente da concentracao
do agente complexante e da concentragdo de ions calcio nos

fluidos gastrico e intestinal. Os agentes complexantes tam-
bém podem inibir as exopeptidases dependentes de zinco,
tais como, as carboxipeptidases A e B e a aminopeptidase
N. Agentes representantes desta classe incluem o EDTA, o
EGTA, a 1,10-fenantrolina e a hidroxicolina. Devido a
complexagdo dos cations divalentes, estes agentes inibito-
rios apresentam propriedades promotoras de penetragao
adicionais (Bernkop-Schnurch, 1998).

Promotores da absorcao

Pelo fato de as membranas mucosas serem resisten-
tes a penetracdo pela maioria dos peptidios e proteinas, a
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co-administragdo destas com promotores da absorgao ¢
alternativa valida. A utilizacdo dos promotores da absor-
cdo ¢ limitada pelas freqlientes alteracdes na mucosa,
nomeadamente, a remogao das proteinas da membrana,
perda de células, secregdo excessiva de muco e cilioto-
xicidade, além do risco de toxicidade sistémica decorrente

da absorcao destes agentes (Zhou, 1994).

Existem varias teorias para explicar os mecanismos
de acao dos promotores de absor¢do: o aumento da solu-
bilidade por dissociacdo dos agregados protéicos ou
peptidicos (Shao et al., 1994; Touitou et al., 1987), a ini-
bigdo ndo-especifica das enzimas proteoliticas (Shao et
al., 1993), a redugdo da viscosidade da camada de muco
aderente a superficie (Bernkop-Schnurch, Valenta, Daee,
1999) e a diminuicao da integridade da membrana mucosa
(Schilling, Mitra, 1990; Uchiyama et al., 1999).

Existem quatro grandes tipos de promotores da ab-
sor¢do (Fix, 1996b; Hochman, Artursson, 1994; Shao et
al., 1993; Lee, 1990):

1) agentes quelantes — EDTA, EGTA, 4cido citrico,
salicilatos, derivados N-acil de colageno e enaminas
(derivados N-aminoacil de B-dicetonas);

2) tensoativos —anidnicos (dodecil sulfato de sédio, lauril
sulfato de sodio), cationicos (brometo hexadecil de
trimetilamonio), nao-ionicos (Tween 80, polioxietileno-
20-cetiléter, polioxietileno-(24)-colesterol-éter,
polioxietileno-9-lauriléter) e fisiologicos (sais biliares,
como desoxicolato sodico, glicocolato sédico e
taurocolato sddico e os seus derivados como o
taurodiidrofusidato sddico e o glicodiidrofusidato
sodico);

3) acidos graxos — acido oléico, acido caprilico e os seus
derivados, como as acilcarnitinas (palmitoilcarnitina),
acilcolinas e mono- e digliceridios;

4) nao-tensoativos, tais como, uréias ciclicas nao-
saturadas e derivados 1-alquil e 1-alquenilazaciclo-
alcanona.

Os quelantes de calcio aumentam a permeabilidade
intestinal por abertura das jungdes paracelulares num pro-
cesso mediado pelas proteina quinases. A deplecao de ions
calcio nao ocorre diretamente nas jungdes paracelulares,
induz alteragdes globais nas células incluindo ruptura dos
filamentos de actina, ruptura das jungdes aderentes, dimi-
nuicao da adesdo celular e ativacdo das proteina quinases.
Contudo, como a formulagao tem apenas acesso a super-
ficie da mucosa e as concentragdes do ion calcio sdo va-
riaveis, € pouco provavel que os quelantes possam ser
administrados em quantidade adequada para baixar sufi-
cientemente os niveis de ions célcio, para induzir a aber-
tura das jun¢des paracelulares de um modo rapido, rever-
sivel e reprodutivel (Hochman, Artursson, 1994).
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Os tensoativos interagem com as membranas celu-
lares, aumentando a permeabilidade de um modo depen-
dente da dose. Para baixas concentragdes, os tensoativos
sdo incorporados na bicamada lipidica, alterando as pro-
priedades fisicas das membranas celulares. Quando a
bicamada lipidica fica saturada, formam-se micelas mis-
tas, que causam a remogao dos fosfolipidios das membra-
nas e a solubilizacdo destas (Hochman, Artursson, 1994).
Contudo, um aumento da permeabilidade da membrana
celular ndo explica todos os efeitos dos tensoativos, ja que
o aumento da absor¢ao de peptidios pode ocorrer através
das jungodes paracelulares (Anderberg, Lindmark,
Artursson, 1993). A potencial natureza litica dos
tensoativos ¢ um inconveniente, uma vez que o epitélio
intestinal fornece uma barreira contra a entrada de toxinas,
bactérias e virus do exterior (Hochman, Artursson, 1994).

Outras formas de promover a absor¢ao oral de
peptidios e proteinas consistem na utilizacdo de
ciclodextrinas (Shao ef al., 1994) ¢ agentes mucoliticos
(Bernkop-Schnurch, Valenta, Daee, 1999). Um dos meca-
nismos mais provaveis para a atuacao das ciclodextrinas ¢
a dissociacdo dos agregados peptidicos (Shao et al., 1994),
enquanto que os agentes mucoliticos reduzem a barreira
exercida pela camada de muco (Bernkop-Schnurch,
Valenta, Daee, 1999). Estes agentes mucoliticos podem
atuar por diferentes mecanismos: 1) atividade proteolitica
que cliva o ntcleo protéico da mucina; 2) quebra das liga-
¢oes dissulfeto das mucoproteinas em compostos sulfidrila
e 3) agdo detergente, que quebra as ligagdes nao-covalentes
no muco (Bernkop-Schnurch, Valenta, Daee, 1999). As
proteases e os compostos sulfidrila sdo mais eficazes na
diminuigao da viscosidade do muco do que os detergentes.
No entanto, apresentam o inconveniente de serem incom-
pativeis com alguns fdrmacos.

Os derivados do acido poliacrilico e as quitosanas
foram sugeridos como nova classe de promotores de ab-
sor¢ao, pelo fato de aumentarem o transporte de peptidios
através da barreira epitelial. Outras vantagens sdo: pelo
fato de ndo serem absorvidos devido a sua MM, ndo se
esperar toxicidade sistémica, as suas propriedades
bioadesivas e, no caso dos poliacrilatos, protecao contra a
degradacgdo proteolitica (Lueben et al., 1994).

Modificacao quimica

A modifica¢do quimica de peptidios com conversao
em pro-farmacos permite obter compostos mais lipofilicos
do que a molécula original. Estes pro-farmacos conferem
maior prote¢ao contra a degradagao proteolitica e a0 mes-
mo tempo permitem que haja reconversido para os
peptidios originais mediante reagcao espontanea ou
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catalisada por enzimas ndo-especificas, apos a absorcao.
Este tipo de abordagem tem maior aplicagdo em fArmacos
peptidicos com menos de 10 aminoacidos, ja que os
polipeptidios e proteinas bioativas podem sofrer
desnaturag@o (Zhou, 1994; Bundgaard, 1992).

Os derivados N-o-hidroxialquilicos ao nivel da liga-
¢do peptidica sdo pro-farmacos normalmente mais resisten-
tes a degradacgdo enzimatica do que os respectivos peptidios
e, em meio aquoso, sdo convertidos no peptidio e corres-
pondente aldeido, a uma velocidade dependente do pH. A
derivatizagdo do grupo hidroxilo, por exemplo, por
esterificagdo, para obter derivados N-a-aciloxialquilicos
que sdo clivados por esterases nao especificas, permite au-
mentar a estabilidade e lipofilicidade (Bundgaard, 1992).

Formulacoes farmacéuticas
Sistemas de particulas

As condigdes fisioldgicas do trato gastrointestinal
(GI) obrigam a que os sistemas de particulas obedecam a
dois critérios para serem eficazes na administra¢ao oral de
farmacos. Primeiro, t€m de ser resistentes a degradagdo no
trato GI para conseguirem proteger os farmacos. Segundo,
os farmacos encapsulados nas particulas t€ém de ser absor-
vidos com elevada eficiéncia do trato GI para serem
terapeuticamente eficazes (Chen, Langer, 1998).

As proprias particulas podem ser eficazmente absorvi-
das para liberar o farmaco no seu alvo (Chen, Langer, 1998).
Foram propostos diferentes mecanismos para explicar a
translocacao de particulas através do intestino: captagao pe-
las placas de Peyer ou foliculos linféides isolados, captagao
intracelular (endo/transcitose) e passagem intracelular/
paracelular (Couvreur, Dubernet, Puisieux, 1995).

Apds administracao oral, a absor¢ao de particulas na
mucosa intestinal pode ser realizada através das células M
das placas de Peyer, pertencentes ao tecido linféide asso-
ciado ao intestino (gut associated lymphoid tissue,
GALT), pelos foliculos isolados do GALT e também pe-
los enterocitos. Os fatores que promovem a captagdo de
particulas através do GALT incluem: estabilidade da par-
ticula no limen intestinal, didmetro de particula inferior a
5 mm (de preferéncia inferior a 1 mm), auséncia de cargas
a superficie, hidrofobicidade da particula e presenca de
ligantes especificos na particula (Ex.: lectinas) (Florence,
1997). No que respeita ao tamanho das particulas, cerca de
2-3% das particulas submicronizadas podem ser absorvi-
das (Florence, 1997), tendo-se verificado que as particu-
las com 100 nm mostram eficiéncia de captagdo 15-250
vezes superior as particulas de maior dimensao (Desai et
al., 1996) e que as particulas com mais de 10 mm nao sao
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captadas pelas células M (Eldridge et al., 1990). As par-
ticulas com menos de 5 mm sdo transportadas para os
vasos linfaticos eferentes, enquanto que a maioria das
particulas com mais de 5 mm de didmetro permanecem
fixas as placas de Peyer (Eldridge et al., 1990).

Os sistemas de particulas podem subdividir-se em:

e Particulas poliméricas — A incorporagdo ou
encapsulacao de peptidios ou proteinas em particulas
poliméricas de tamanho inferior ao micron
(nanoparticulas) até varias centenas de micron
(microparticulas) deve ter, pelo menos, um efeito: a
protecdo contra a degradacgdo pelas substancias presen-
tes no trato GI (Allemann, Leroux, Gurny, 1998). Os
polimeros utilizados para administragao oral sdo nor-
malmente biodegradaveis, o que permite prote¢io no
trato GI até as particulas sofrerem erosao ou degrada-
¢do num certo nivel do intestino. No entanto, podem
ser utilizadas outras estratégias, como sera descrito na
segunda parte desta revisdo, especialmente, recorren-
do a polimeros sensiveis ao pH ou bioadesivos. As
particulas biodegradaveis tém sido muito exploradas
no campo da imunizagao por administracao oral, devi-
do ao seu transporte mediado pelas células M do teci-
do linféide associado a mucosa intestinal, onde sdo
induzidas respostas imunologicas locais e/ou
sistémicas (Alpar, Eyles, Williamson, 1998). Porém
esta area sai fora do ambito desta revisao.

e Particulas lipidicas — As particulas lipidicas mais co-
muns sao os lipossomas, vesiculas esféricas formadas
por bicamadas concéntricas, que rodeiam um nucleo
aquoso. Os lipossomas podem transportar farmacos
lipossoluveis nas suas bicamadas e simultaneamente
farmacos hidrossoliveis nos nucleos aquosos. A sua
preparacdo nao exige condi¢des rigorosas, o que
minimiza a desnaturagdo de farmacos peptidicos du-
rante a encapsulacdo. Porém, a maioria das formula-
¢oes lipidicas nao pode ser usada em administragao
oral pela sua suscetibilidade a agdo dos sais biliares e
das fosfolipases intestinais. A ruptura das membranas
lipossomicas no trato GI leva a exposi¢ao do material
encapsulado e, conseqiientemente, a perda das suas
fungdes protetoras (Chen, Langer, 1998). A estabilida-
de dos lipossomas pode ser aumentada por revestimen-
to com diferentes polimeros, entre os quais, derivados
do PEG, cadeias sacaridicas da mucina (Iwanaga et al.,
1997), quitosana, polivinilalcool com uma cadeia
alquilica longa e acido poliacrilico com um grupo
colesterila (Takeuchi et al., 1996). Os niossomas, ou-
tro tipo de particulas lipidicas, sao vesiculas de lipidios
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sintéticos de natureza nao-ionica, desenvolvidas com
o0 objetivo de aumentar a estabilidade e a reproduci-
bilidade dos lipossomas (Handjani-Vila, Vanlerberghe,
1985). Esta forma farmacéutica foi utilizada na admi-
nistragdo oral de peptidios (Yoshida et al., 1992).
Embora a estabilidade quimica e fisica dos niossomas
seja baixa, os tensoativos ou lipidios, que os constitu-
em, podem atuar como promotores da absor¢do e au-
mentar o fluxo de peptidio através da mucosa intesti-
nal. A fixa¢ao das vesiculas a parede intestinal ou a
propria migragdo das vesiculas contendo o farmaco
através da parede intestinal podem explicar o aumen-
to da estabilidade do peptidio encapsulado em
niossomas (Yoshida et al., 1992). A preparagao de
lipossomas polimerizados, nos quais as moléculas de
fosfolipidios estdo ligadas covalentemente, permitiu
melhorar o perfil de liberagdo de uma proteina em flu-
idos GI simulados em relag@o aos lipossomas regula-
res (Okada, Cohen, Langer, 1995).

e (élulas — A utilizacdo de membranas de eritrocitos
como transportadores de farmacos ¢ vantajosa pela sua
biocompatibilidade e volume interno relativamente ele-
vado comparativamente a outros sistemas de micro-
particulas, permitindo o transporte de elevadas quanti-
dades de farmaco (Juliano, 1987). Este tipo de sistema
foi aplicado a administracao oral de peptidios com um
sucesso significativo (Al Achi, Greenwood, 1998).

Emulsées

A administragdo oral de farmacos peptidicos em
emulsdes pode ser vantajosa por diversas razdes. As
emulsdes 6leo em agua (o/w) permitem superar a baixa
solubilidade aquosa de peptidios lipofilicos, como a
ciclosporina, enquanto que as emulsdes agua em oleo (w/
0) protegem os peptidios hidrofilicos dissolvidos na fase
interna contra a destruicdo enzimatica pelos fluidos do
trato GI. Neste ultimo caso, a absorcéo ¢ reduzida porque
o farmaco dissolvido permanece envolvido e protegido
pela fase oleosa. Porém, na presenca de lipases e sais
biliares ha aumento significativo da absor¢do motivado
pela degradacao da fase oleosa (Trenktrog, Muller, Seifert,
1995). As emulsdes multiplas agua em 6leo em agua (w/
o/w) sdo sistemas vesiculares aquosos constituidos por
gotas de oleo dispersas, que, por sua vez, contém gotas
aquosas ainda mais pequenas, nos quais o farmaco ¢
encapsulado na fase interna para ser protegido contra a
protedlise (Matsuzawa et al., 1995).

As microemulsdes sdo sistemas quaternarios con-
tendo mistura de tensoativo/co-tensoativo, que, quando
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adicionada a mistura hidrofilica/lipofilica de duas fases,
origina sistema termodinamicamente estavel, formado por
microgoticulas com um tamanho inferior a 100 nm. A
captacao dos farmacos peptidicos, no trato GI, a partir das
microemulsdes é dependente do tamanho da particula,
tipo de fase lipidica da microemulsao, digestibilidade do
lipidio usado, tipo de agentes emulsificantes, pH e quan-
tidade de farmaco que passa para os enterocitos. A absor-
¢do dos peptidios pode ocorrer pelos vasos linfaticos, evi-
tando-se o efeito de primeira passagem, ou, ainda, pelas
veias mesentéricas (Sarciaux, Acar, Sado, 1995). Podem
formar-se microemulsdes utilizando ésteres da acidos
graxos como tensoativos nao-idnicos (baixa irritagdo e
elevada estabilidade quimica) e 4lcoois de cadeia curta
como co-tensoativos (Ho, Hsiao, Sheu, 1996).

Sistemas de liberagao targeting
 Revestimentos entéricos

A liberagao dos farmacos peptidicos e protéicos no
estdmago favorece a sua degradagdo pelas enzimas e pH
gastricos. O revestimento das formulagdes com materiais
gastro-resistentes, liberando os farmacos ao nivel intesti-
nal, permitird prote¢do contra essa degradagdo. Os
polimeros poliacrilicos tém sido amplamente utilizados
para este proposito, especialmente, os co-polimeros de
acido metacrilico-metilmetacrilato Eudragit® RS1, RS2,
L100 e S100 (Carino, Mathiowitz, 1999).

e Liberacao especifica no célon

A protedlise no coélon € mais baixa do que ao nivel
do ileo. Contudo, o tempo de residéncia no colon é cerca
de 10 vezes superior e os processos de absor¢do sdo mais
lentos. Como resultado, a exposi¢cdo as enzimas
proteoliticas ¢ mais prolongada no c6lon, mesmo que a
atividade seja inferior. O célon saudavel pode ser conside-
rado como um deposito, no qual os nutrientes ndo absor-
vidos, e a 4gua, bem como a matéria de excre¢ao, se acu-
mulam por periodos longos. Por esta razdo, para algumas
moléculas, o célon comporta-se como um reservatorio
homogéneo, que proporciona absor¢ao constante de
farmaco. Além disso, a baixa taxa de furnover de muco e
a baixa sensibilidade a estimulos de secre¢do fazem do
co6lon um local mais apropriado para a mucoadesdo do que
0 estdmago e jejuno (Rubinstein et al., 1997).

A liberagdo especifica de peptidios e proteinas no c6-
lon pode ser conseguida por intermédio de sistemas a base de
polimeros, que apresentam diferentes mecanismos de de-
composi¢ao. O modo mais simples de conseguir uma libera-
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¢do no colon consiste em utilizar um revestimento entérico
estavel para os valores de pH do estdmago e do intestino
delgado e com espessura suficiente para prevenir a difusao
nestas zonas do trato GI. Nos sistemas de liberagdo contro-
lados pelo tempo (time-clock systems), o farmaco € liberado
aintervalo de tempo especifico, com base no tempo de tran-
sito esperado para o sistema atingir o célon. O tempo que
antecede a liberagao do fArmaco ¢ controlado pela espessu-
ra de uma camada hidrofobica (por exemplo, monoestearato
de glicerol ou 6leo de ricino) ou de uma camada de um
polimero hidrofilico como a hidroxipropilmetilcelulose. Es-
tas duas abordagens ndo garantem que a liberagdo se faca
especificamente no colon, devido as grandes variagdes no
tempo de transito e pH intestinais, de acordo com a dieta,
ingestdo de alimentos e motilidade intestinal (Rubinstein et
al., 1997; Tozaki et al., 1997).

Alternativamente, ¢ possivel recorrer a polimeros
azo-biodegradaveis (azopolimeros) e a polissacarideos.
Os azopolimeros sao hidrogéis reticulados com grupos
azo-aromaticos, que protegem os farmacos nos meios
gastrico e intestinal. Quando a formulagao chega ao colon,
a microflora local reduz as ligagdes azo, quebrando a
reticulagdo do filme polimérico, e permite a liberagdo do
farmaco (Tozaki et al., 2001). O grau de entumescimento
destes polimeros aumenta proporcionalmente com o pH
no trato GI, sendo mais importante do que a natureza das
ligacdes azo nas caracteristicas da degradacao (Rubinstein
etal., 1997).

A utilizagdo de polissacarideos baseia-se na existén-
cia, no co6lon, de quantidades significativas de polis-
sacaridases, B-D-glucosidase, B-D-galactosidase, amilase,
pectinase, xilanase, B-D-glucosidase e dextranases. Os
polissacarideos utilizados podem ser sintéticos ou naturais
e, neste caso, a sua hidrossolubilidade e propriedades
entumescentes podem ser reduzidas para que a degradagao
especifica no colon ndo seja afetada, mantendo a
especificidade das enzimas do codlon para os polimeros. Sao
candidatos a este proposito a pectina, goma de guar,
dextranos, amilose e sulfato de condroitina (Rubinstein et
al., 1997). A pectinareticulada com cloreto de calcio forma
o pectinato de calcio, um polimero insoluvel e hidrofilico,
que se mostra promissor como transportador de proteinas
para liberagdo no co6lon (Sriamornsak, 1998). Os veiculos
poliméricos, além das suas caracteristicas de degradagdo
especificas, também deverdo ser capazes de proteger o
farmaco da protedlise, o que pode ser conseguido por incor-
poracao de inibidores das enzimas proteoliticas na formu-
lagdo ou por utilizagdo de polimeros inibidores de
peptidases, especificamente, os polimeros acrilicos
reticulados Carbopol® (carbomer) e polycarbophil. Pela
sua elevada entumescéncia, a dispersdo em solu¢ao aquo-
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sa destes polimeros ocorre em poucos minutos, sendo ade-
quado incorporar outros polimeros (hidrofébicos) de forma
a controlar a taxa de erosao e minimizar o efeito na barrei-
ra de difusao (Bai, Chang, Guo, 1995).

A quitosana também pode ser util como veiculo de
peptidios especificamente para o colon. A sua desintegra-
¢do especifica podera ser devida a diminui¢do do pH no
colon ascendente, em comparacao com o ileo terminal, ou
a presenga de enzimas bacterianas capazes de degradar o
polissacarideo (Tozaki et al., 1997).

* Transcitose mediada pelo receptor

A transcitose mediada pelo receptor ¢ uma aborda-
gem eficaz na liberago especifica de proteinas e peptidios
através de barreiras celulares com a vantagem de, ao con-
trario dos promotores de absorcéo, ndo alterar a estrutura
das membranas ou das jungdes paracelulares. Entre vari-
os receptores, o receptor da transferrina (Tfr) apresenta-se
como bom candidato porque a transferrina (Tf) € resistente
a digestao triptica e quimotriptica (Xia, Wang, Shen,
2000). A conjugacao de um peptidio com a Tf permite,
efetivamente, o transporte através das células epiteliais
intestinais (Shah, Shen, 1996).

Sistemas bioadesivos

A utilizagdo de sistemas bioadesivos na liberagao
controlada de farmacos aumenta o tempo de permanéncia
do farmaco no local de absor¢ao, diminuindo a frequéncia
de administracdo, ¢ intensifica o contato com a mucosa
epitelial. Esta maior intimidade com a mucosa origina um
gradiente de concentragdo, que favorece a absorgdo de
farmacos pouco soltveis e minimiza a eliminagao pré-
sistémica de farmacos suscetiveis a degradacao, como os
peptidios e as proteinas (Lueben et al., 1994; Bernkop-
Schnurch, 1998; Lehr, 2000).

Os polimeros bioadesivos distinguem-se em dois
tipos: aqueles que aderem a camada de muco que cobre o
epitélio intestinal, designados por mucoadesivos, e aque-
les que aderem especificamente a membrana celular, de-
signados por citoadesivos ou de segunda geragdo. Os
polimeros citoadesivos englobam as lectinas, que
interagem especificamente com a membrana celular, sen-
do independentes do turnover do muco (Lehr, 2000).

Existem duas grandes classes de polimeros
mucoadesivos, os derivados anidnicos do acido poliacri-
lico e as quitosanas, carregados positivamente (Lehr et al.,
1992). Pelo fato de interagirem com a camada de muco, o
tempo maximo que estes polimeros podem permanecer
ligados ao tecido mucoso intestinal € limitado pelo tempo
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de turnover da camada de muco, que foi estimado entre 47
e 270 minutos (Lehr, 1991). Embora este fator fisiologico
seja determinante na eficacia dos sistemas mucoadesivos
foram descobertas outras propriedades, mencionadas a
seguir, que impulsionam o interesse por estes polimeros.

Os polimeros poliacrilicos, carbomero e policarbofil,
tém propriedades inibitérias da atividade proteolitica das
enzimas intestinais tripsina, a-quimotripsina, carboxi-
peptidases A e B e leucina aminopeptidase citosolica. Esta
acao ndo ¢ compartilhada pelas quitosanas (Lueben et al.,
1996; Lueben et al., 1997). A principal razdo apontada para
este efeito inibitorio sdo as fortes propriedades comple-
xantes de cations bivalentes, como os ions Ca’>* e Zn*", co-
fatores das enzimas inibidas. Esta complexacdo ¢ depen-
dente do pH, aumentando para valores de pH compreendi-
dos entre 4 ¢ 6 (Lueben et al., 1996). A atividade inibitoria
da degradagao proteolitica de farmacos peptidicos, no co-
lon, também foi atribuida a capacidade dos polimeros
poliacrilicos em reduzir o pH do limen (Bai, Chang, Guo,
1995). Os conjugados de quitosana-EDTA exibem propri-
edades mucoadesivas e também apresentam um efeito ini-
bitdrio da atividade enzimatica de proteases dependentes de
Zn**, como a aminopeptidase N e carboxipeptidase A, de-
vido a capacidade de complexacdo com cations multiva-
lentes (Bernkop-Schnurch, 1998).

Por outro lado, ambas as classes de polimeros mostra-
ram-se capazes de promover o transporte paracelular. Os
derivados poliacrilicos, provavelmente, atuam por deplecao
de ions de Ca?* extracelular (Borchard et al., 1996), enquan-
to que as quitosanas promovem a abertura das jungodes
paracelulares devido a interagdo dos seus grupos amino,
carregados positivamente, com grupos sialicos, carregados
negativamente, das glicoproteinas ligadas a membrana
(Artursson et al., 1994). A indugdo do transporte paracelular
¢ mais acentuada com a quitosana, mas a atividade protetora
contra a degradagdo proteolitica exibida pelo policarbofil
faz com que o efeito final, no aumento do transporte de
farmacos peptidicos através do tecido intestinal, seja seme-
lhante para os dois polimeros (Lueben et al., 1997).

Os alginatos também possuem propriedades
mucoadesivas, que mostraram ser superiores as do
poliestireno, quitosana, carboximetilcelulose e acido
polilatico (Chickering, Jacob, Mathiowitz, 1992;
Chickering, Mathiowitz, 1995). Devido aos seus grupos
carboxilicos, os alginatos sao classificados como polimeros
mucoadesivos anidnicos (Gombotz, Wee, 1998).

Combinacao de estratégias

A combinacdo de diferentes estratégias é pratica
comum para obter maior biodisponibilidade oral de
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farmacos peptidicos e protéicos. E freqiiente combinar
estratégias, que permitam ultrapassar simultaneamente as
barreiras intestinais enzimatica e fisica, como por exem-
plo, a combinag@o de um inibidor enzimatico e um promo-
tor da absorcao (Geary, Schlameus, 1993) ou a incorpora-
¢do de inibidores das enzimas proteoliticas e/ou promoto-
res de absorcdo em particulas poliméricas (Morishita et
al., 1992b), emulsdes (Suzuki ef al., 1998) ou sistemas de
liberag@o no coélon (Hosny ef al., 1998).

O efeito inibitorio da atividade proteolitica exerci-
do pelos polimeros mucoadesivos, especificamente, deri-
vados poliacrilicos e quitosana-EDTA, pode ser melhora-
da pela ligacdo covalente a inibidores enzimaticos
(Bernkop-Schnurch, 1998). As propriedades
mucoadesivas dos polimeros conjugados nao sao influen-
ciadas pelas modificagcdes quimicas. A imobilizag¢ao dos
inibidores em matrizes ndo-absorviveis permite um conta-
to mais intimo e prolongado com a membrana intestinal,
0 que apresenta vantagens: diminuigdo da distancia entre
o sistema de administracdo e a membrana absorvente,
minimizando a eliminagdo pré-sistémica do farmaco
polipeptidico; concentrac@o dos inibidores ligados
covalentemente no sistema de liberacdo evitando o efeito
de diluigdo e, conseqiientemente, os distirbios na diges-
tdo das proteinas nutritivas e os efeitos toxicos sistémicos
e reducao da quantidade de inibidor co-administrado por
exclusdo dos efeitos de diluicdo (Bernkop-Schnurch,
1998).

ESCOLHA DE UMA ESTRATEGIA

As abordagens que permitem proteger peptidios e
proteinas contra a proteolise (Tabela III) incluem:

- co-administracao de inibidores das proteases,

- modificacdo quimica da molécula de farmaco para re-
duzir a agdo proteolitica das enzimas presentes no trato
GI,

- encapsulacdo em pequenas particulas ou utiliza¢ao de
emulsdes que transportem o farmaco até ao local de
absor¢ao,

- incorporagdo do farmaco em sistemas bioadesivos, que
aumentem o contato entre o sistema de administragao
¢ o local de absor¢ao,

- liberacao especifica em locais do trato GI com menor
atividade enzimatica (libera¢do no colon, revestimento
entérico).

Por outro lado, as estratégias capazes de promover

a absor¢do através da mucosa intestinal incluem:

- co-administracdo de promotores como os sais biliares
ou outros agentes capazes de abrir as jungdes
paracelulares,
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- modifica¢do quimica da molécula de farmaco para
aumentar a sua lipofilicidade,

- encapsulagdo em particulas poliméricas ou lipossomas
que promovam a absorgao através das jungdes
paracelulares ou por endocitose,

- inclusdo do farmaco em sistemas bioadesivos, que
aumentem o tempo de contato entre o farmaco e o lo-
cal de absorcao,

- utilizagao de microdispersdes lipidicas para tirar par-
tido da via transcelular de transporte de lipidios e

- liberacdo targeting em locais de maior absorg¢ao
(transcitose mediada pelo receptor).

De menos relevo que a protecdo contra a proteolise
ou a promog¢ao da absorgdo ¢ a diminui¢do da instabilida-
de quimica e fisica do farmaco, que pode ser conseguida
pela co-administracao de determinados promotores, espe-
cificamente, os tensoativos, ou por modificacdo quimica
da molécula.

A probabilidade de aumentar a biodisponibilidade
oral de um farmaco peptidico pode aumentar pela combi-
nacdo das diferentes estratégias apresentadas, mas tam-
bém se houver métodos, que, simultaneamente, protejam
contra a degradacdo e promovam a absor¢do. A
microencapsulagdo, sendo um método versatil para admi-
nistrar farmacos, enquadra-se nesta ultima situagdo. A
versatilidade resulta das técnicas de preparacao e
polimeros utilizados, o que permite que para cada molé-
cula de farmaco possa existir um processo de formulacao
adequado. Por outro lado, a microencapsulagcdo também
pode ser combinada com praticamente qualquer outra es-
tratégia (inibidores da proteolise, promotores da absorgao,
modificacdo quimica, sistemas de liberagao targeting, sis-
temas bioadesivos), aumentando as hipoteses de eficacia.

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

CONCLUSAO

Os farmacos peptidicos assumem papel importante
como agentes terapéuticos no controle de diversas doen-
cas, que, muitas vezes, requerem tratamentos prolonga-
dos. A administragdo oral &, pela facilidade de aplicagdo,
conveniéncia e aceitacdo, via privilegiada, mas a sua po-
tencial utilidade estd dependente, sobretudo, da superacao
das barreiras enzimatica e fisica presentes nas vias de
administragao ndo-parenteral. A combinacdo de varias
estratégias, atuando simultaneamente para circunscrever
as barreiras a absor¢do, podera ser vantajosa. A
microencapsulagao, que ¢ inerentemente uma combinacao
de estratégias, mostra-se uma alternativa valida, pois as
microparticulas protegem os farmacos da degradacao
proteolitica e, dependendo da natureza das particulas uti-
lizadas (tipo de polimero, tamanho, adjuvantes), estes sis-
temas podem também promover a absor¢do de peptidios
e proteinas por diferentes mecanismos. A combinagdo da
microencapsula¢ao com outras estratégias também ¢ pos-
sivel. Na segunda parte desta revisao, serao descritos os
diversos métodos de microencapsulacdo e a sua aplicagdo
na administragdo oral de peptidios e proteinas.

ABSTRACT

Oral delivery system for peptides and proteins: 1.
Approaches to improve oral bioavailability

There are hundreds of peptides and proteins clinically
relevant. The difficulties associated with their oral
administration have been responsible for the major efforts
in developing ways to improve oral bioavailability. Both

TABELA 111 - Obstaculos passiveis de serem ultrapassados pelas varias estratégias
Estratégia Protecao Promocgao Diminuicao das
contra a da absorcao instabilidades

protedlise quimica e fisica

Inibidores das proteases .

Promotores da absorgao . .

Modificag¢do quimica . . .

Encapsulagdo em sistemas de particulas . .

Emulsoes . .

Liberagao no célon .

Revestimento entérico .

Transcitose mediada pelo receptor .

Sistemas bioadesivos . .
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these subjects are described in this review. The potentiality
of microencapsulation presents this technique as a
privileged approach for the oral delivery of peptide and
protein drugs.

UNITERMS: Absorption enhancer. Formulation.
Microencapsulation. Peptide drugs. Protease inhibitors.
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