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Sumario

A micro e nanoencapsulacdo sdo técnicas nas quais substancias, compostos ou agentes
no estado solido, liquido e gasoso sd@o revestidos por um agente encapsulante, obtendo-
se particulas com dimensdes micro/nanomeétricas. Existem diversas metodologias, cada
uma apresentando aplicagdes em varios sectores industriais, nomeadamente, nas areas
farmacéutica e alimentar. Outras areas que beneficiam das vantagens da micro e
nanoencapsulacdo sdo a industria cosmética e o0 sector agricola. De entre muitas outras
utilizacBes, esta tecnologia proporciona a libertacdo controlada de farmacos e
compostos bioativos, e permite a sua protecdo contra as agressdes do meio. Durante o
processo de encapsulacdo, a selecdo do material encapsulante € uma etapa crucial. O
agente encapsulante deve ser escolhido em fungdo das caracteristicas do composto
bioativo, da aplicacao pretendida e do método utilizado para a formacéo das particulas.

A imobilizacdo por via da encapsulacdo a micro ou nano escala, consiste na contencéao
em membranas préformadas ou na formacdo in situ de uma membrana que envolva as
entidades bioativas. A encapsulacdo revela diversas vantagens em relacdo as outras
técnicas de imobilizacdo, como por exemplo a agregacdo/floculacdo ou o
aprisionamento em matrizes porosas, nomeadamente pela maior capacidade de carga, ou
seja, pela maior contencdo de moléculas e ainda pela menor perda das mesmas para o

meio externo.

O presente trabalho visa a revisdo dos principais aspetos associados a micro e
nanoencapsulacdo como uma estratégia de estabilizacdo de entidades bioativas, que
permita a otimizacdo tecnoldgica e econdmica da sua utilizacdo nos mais diversos

sectores industriais, nomeadamente nas aplicacGes farmacéuticas.
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Abstract

The micro and nanoencapsulation are techniques in which substances, compounds or
agents in solid, liquid and gas state, are coated by an encapsulating agent, obtaining
particles with micro/nanometric dimensions. There are several methodologies, each one
presenting applications in different industrial sectors, particularly in the pharmaceutical
and food industries. Other areas that benefit from the advantages of micro and
nanoencapsulation are the cosmetic industry and the agricultural sector. Amongst many
other uses, this technology provides the controlled release of drugs and bioactive
compounds, and offers protection against attacks of the medium. During the
encapsulation process, the selection of the encapsulating material is a critical step. The
encapsulating agent should be chosen accordingly to the characteristics of the bioactive
compound, the intended application and the method used to form the particles.

Immobilization by means of micro or nano scale encapsulation is the containment in a
preformed membrane or in situ formation of a membrane involving the bioactive
entities. Encapsulation shows several advantages over other immobilization techniques,
such aggregation/flocculation or entrapment in porous matrices, in particular for greater

loading capacity and also lower loss to the external medium.

This paper aims to review the main aspects related to micro and nanoencapsulation as a
strategy for stabilizing bioactive entities, enabling the technological and economic

optimization of its use in various industries, in particular in pharmaceutical applications.
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l. Introducéo

A micro e nanotecnologia, como técnicas de encapsula¢do surgiram ha relativamente
pouco tempo, porém os seus rapidos e significativos avangos permitiram a descoberta e
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico e terapia para diversas doencas.

As microparticulas sdo particulas de tamanho variavel entre um e mil micrometros, e
que podem ser biodegradaveis ou ndo (Vyas e Khar, 2006). Fisicamente caracterizam-se
por um aspeto solido e forma esférica. Estas estruturas tém como objetivo veicular
varios compostos bioativos, tais como farmacos, vitaminas, acidos nucleicos, péptidos e
enzimas (Bansode et al, 2010). Relativamente a sua estrutura interna e morfologia, as

microparticulas podem ser subdivididas em microcapsulas e microesferas (Figura 1).

)
/
</
Microesferas Microcapsulas

Figura 1 — Microesfera vs microcapsula (Adaptado de Pimentel et al, 2007)

As microcapsulas sdo um sistema tipo reservatorio, apresentando uma estrutura muito
elementar. Estas particulas sdo constituidas por um nucleo interno, que corresponde ao
composto a encapsular, e por uma membrana de revestimento, geralmente de natureza
polimérica, com espessura varidvel (Suave et al, 2006). As microcapsulas podem ser
mononucleares, quando sdo constituidas por uma particula simples, ou polinucleares,
guando existe um aglomerado de particulas no interior da capsula (Silva et al, 2003).
Por outro lado, as microesferas sdo sistemas que apresentam uma estrutura do tipo
matricial, podendo as substancias estar adsorvidas a superficie da particula ou
aprisionadas no seu interior (Azeredo, 2005). As microesferas podem ser classificadas
como homogéneas ou heterogéneas, dependendo de a substancia ativa no nucleo se

encontrar, respetivamente, dissolvida ou em suspenséo (Silva et al, 2003).
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As nanoparticulas podem ser definidas como particulas de caracter solido e tamanho
sub-micro, com diametros que variam entre um nandémetro e varias centenas de
nanometros, e que podem ou ndo ser biodegradaveis (Reis et al, 2007). O termo
nanoparticula € também uma designacdo coletiva para tanto nanoesferas como
nanocépsulas (Figura 2). As nanoesferas possuem uma estrutura do tipo matricial, e tal
como nas microesferas, as substancias ou entidades ativas podem estar adsorvidas a
superficie ou contidas no interior da esfera. Por outro lado as nanocapsulas
caracterizam-se por serem sistemas vesiculares onde as substancias ou entidades
encontram-se confinadas a uma cavidade composta por um nucleo interior liquido que

se encontra revestido por uma membrana (Brigger et al, 2002).

Nanosphere

Nanocapsule

Polymeric membrane

Oily or aqueous core

Figura 2 — Nanoesfera vs nanocapsula (Adaptado de Brigger et al, 2002)

As nanoparticulas tém recebido cada vez mais atencdo por parte da inddstria
farmacéutica como sendo uma opgdo a considerar para a administracdo de farmacos ou
entidades ativas (Couvreur et al, 1995). Quando comparados com formas farmacéuticas
convencionais, os sistemas de nanoparticulas oferecem inimeras vantagens, tais como:
0 aumento da eficacia da terapia, a libertacdo controlada e/ou vetorizada e a reducgéo ou
limitacdo de efeitos adversos associados ao farmaco ou composto encapsulado,
vantagens que no seu todo se traduzem num outro grande beneficio, pois aumentam a
adesdo do doente a terapéutica (Burgess e Hickey, 2002). O tamanho sub-micro das
nanoparticulas confere-lhes ainda algumas vantagens em comparagdo com as
microparticulas, como por exemplo uma absorcdo intracelular significativamente
superior. Além do tamanho, a carga da nanoparticula também influencia a absorcéo,

mais especificamente a nivel intestinal (McClean et al, 1998).
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Il.  Micro e nanoencapsulacao

1. Aplicagdes gerais:

As técnicas de micro e nanoencapsulagdo sdo utilizadas nas mais diversas inddstrias,
nomeadamente, na industria alimentar, agricola e farmacéutica. Na industria
farmacéutica, as aplicacdes e vantagens sao varias e incluem (Burgess e Hickey, 2002;
Venkatesan, 2009):

= Mascarar as carateristicas organoléticas desagradaveis de farmacos ou
substancias;

= Desenvolvimento de formas de libertacdo prolongada;

» Reducdo ou eliminacdo da irritacdo gastrica e outros efeitos adversos inerentes
aos farmacos ou substéancias;

»= Desenvolvimento de formas com revestimento entérico (possibilitando a
absorcéo seletiva do farmaco no intestino, em vez de no estbmago);

= Desenvolvimento de formas farmacéuticas de libertacdo controlada e vetorizada;
= Melhoramento das caracteristicas de escoamento de pos;

» Protecdo contra agentes atmosféricos, como humidade, luz, calor e oxigénio;

= Administracdo simultanea de farmacos ou substancias incompativeis entre si;

= Conversdo de liquidos em solidos;

= Dispersdo de compostos insolGveis em agua ou meios aquosos;

= Diminuicdo das propriedades higroscopicas;

= Separac¢do de substancias incompativeis;

= Diminuicdo da volatilidade (uma substancia volatil encapsulada pode ser
armazenada por periodos mais longos sem evaporacéo significativa);

= Diminuicéo dos riscos de manipulacdo de substancias toxicas ou nocivas.

Contudo, para além das inimeras aplicacbes a micro/nanoencapsulacdo também

possuem limitagdes, como por exemplo, o custo elevado das técnicas e a propria escolha
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de um método, pois ndo existe um processo adaptdvel a todas as substancias
(Venkatesan, 2009).

2. Microencapsulacao

A microencapsulacdo é um processo no qual agentes biologicos ativos, tais como
enzimas, células ou substancias, como antibioticos ou vitaminas, sdo aprisionados
dentro de uma matriz semipermeavel. A microencapsulacéo inclui a bioencapsulacéo,
que é um processo especifico para o aprisionamento de uma substancia biologicamente
ativa, como uma proteina, enzima ou bacteri6fago. As capsulas resultantes possuem um
tamanho que pode variar entre os micrometros e os milimetros. As goticulas
extremamente pequenas, ou particulas de material solido ou liquido, sdo empacotados
dentro de um segundo material, ou revestidos com uma pelicula continua de material
polimérico com a finalidade de proteger a entidade ativa do ambiente circundante
(Thies, 2005). As aplicagdes da microencapsulagdo incluem a libertagéo controlada dos
componentes ativos, o revestimento de particulas, a dissimulacdo do sabor, a
estabilizacdo fisica e quimica, o aumento do tempo de vida util ap6s armazenamento e a
prevencdo da exposicdo do material ativo a agentes ambientais (Thies, 2005).
Substancias em todos os estados (sélido, liquido e gasoso) podem ser encapsuladas e
assim afetar o tamanho e a forma das capsulas. Se um sé6lido ou um material cristalino
forem utilizados como nucleo, a capsula resultante pode possuir uma forma irregular.
No entanto, se o material do nucleo for um liquido, formam-se simples cépsulas
esféricas, contendo uma Unica gota de encapsulado (Thies, 2005).

As substancias encapsuladas produzem o efeito desejado quando o material no nucleo é
libertado, o que pode acontecer através de quatro mecanismos tipicos: rutura mecéanica
da parede da capsula, dissolucdo da parede, fusdo da parede e difusdo através da parede
(Trindade et al, 2008).

Como foi referido anteriormente, a microencapsulacéo acarreta diversas vantagens, pois
permite a conversao de liquidos em solidos, a alteracdo das propriedades coloidais e de
superficie, proporciona a protecdo contra o0 ambiente e o controlo das caracteristicas de
libertacdo. No entanto, a singularidade da microencapsulacéo é a dimensdo micrémetra
das particulas revestidas e a sua subsequente utilizacdo e adaptagdo a uma vasta

variedade de formas e dosagens (Shekhar et al, 2006).
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3. Nanoencapsulagdo

A nanoencapsulacdo € uma tecnologia que tem vindo a expandir-se rapidamente e que
permite aprisionar compostos com atividade biofarmacéutica sob a forma de
nanoparticulas. Os compostos aprisionados, encapsulados ou absorvidos dentro das
nanocapsulas vao desde farmacos ativos e pro-farmacos até outras moléculas
biologicamente ativas, como por exemplo, proteinas, enzimas e bacteri6fagos
(Moutinho et al, 2011). De uma forma mais sucinta, a nanoencapsulacao de substancias
ou entidades ativas caracteriza-se pela formacdo de particulas carregadas com diametro
entre 1 e os 1000 nm (Couvreur et al, 1995). A nanoencapsulacdo envolve a
incorporacdo ou dispersdo de combinacdes das entidades ou substancias no estado
solido, liquido ou gasoso, dentro de vesiculas pequenas, com diametro na escala
nanomeérica. A incorporagdo destas entidades bioativas protege-as contra a degradagdo
por agentes ambientais como o pH, a temperatura, sais e solventes organicos, melhora a
estabilidade e a solubilidade, e permite ainda a solubilizacdo de componentes
hidrofébicos em matrizes hidrofilicas e vice-versa (Jafari et al, 2008). Por outras
palavras as nanocapsulas sdo particulas coloidais de tamanho sub-micro constituidas por
um invélucro polimérico, disposto em redor de um nucleo, podendo o componente ativo
de interesse estar dissolvido nesse nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica
(Labhasetwar, 1997). A retencdo destes nlcleos € regida pelas caracteristicas quimicas,
de solubilidade, polaridade e volatilidade. O material de parede consiste numa barreira
externa, geralmente constituida por polimeros que formam uma rede com a substancia
encapsulada. Em suma o principal objetivo da encapsulacdo é proteger uma substancia
sensivel no interior da capsula ou na sua parede, através do isolamento fisico do meio
circunvizinho e permitindo simultaneamente a transferéncia de gases, nutrientes e
metabolitos (Reis et al, 2006).
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I11.  Tipos e composicdo de micro e nanoparticulas

Para o desenvolvimento de sistemas de micro e nanoparticulas é necessario que 0s
polimeros selecionados sejam biocompativeis e, de preferéncia biodegradaveis. E ainda
imprescindivel que sejam capazes de proteger o farmaco ou substancia durante a sua
passagem na circulacdo sistémica, para que o farmaco ou substancia seja capaz de
atingir o local alvo sem que seja captado pelo sistema fagocitario. Por fim deve ser
facilmente produzido a nivel industrial e estar de acordo com as diretrizes e Decretos-
Lei definidos pela regido ou pais em questao.

Os polimeros naturais estdo, entre 0s excipientes mais comummente utilizados em
formulacGes farmacéuticas e alimentares (Augst et al, 2006), em particular, as pectinas
e os alginatos, por serem baratos e ndo-toxicos. As pectinas sdo extraidas das paredes
celulares de plantas, e os alginatos das paredes celulares de algas marinhas e de
determinadas bactérias. Ambas as matrizes sdo adequadas para a encapsulacdo de
moléculas, providenciando grandes vantagens, como a elevada eficiéncia de transporte e
de libertacdo do conteudo encapsulado, controlo da quantidade de moléculas ou
entidade libertada e elevada estabilidade (Castro et al, 2005). Apesar destas vantagens,
existe a necessidade dos novos veiculos fornecerem uma melhor protecdo das
moléculas/entidades contra a rapida degradacdo &cida e/ou proteolitica, e a0 mesmo
tempo permitirem a maximizacdo da capacidade de carga. Deste modo, é essencial que
haja um desenvolvimento de novas e mais eficientes alternativas para administracédo e
libertacdo de moléculas ou entidades bioativas. Existem trés grandes grupos de micro e

nanoparticulas: as polissacaridicas, as peptidicas e proteicas e as lipidicas.

1. Micro e nanoparticulas polissacaridicas

Os polissacarideos constituem um material interessante para a encapsulacdo de
farmacos, pois apresentam na sua estrutura grupos funcionais, como hidroxilo e amina,
que podem ser utilizados para reagOes de derivatizagdo ou conjugagdo. Os
polissacarideos podem ser classificados de acordo com a sua origem: animal, vegetal ou
bacteriana (Gil e Ferreira, 2006). Os principais polissacarideos utilizados na producéo
de micro e nanocépsulas sdo (Souto e Lopes, 2011):
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= Acido hialurénico e seus derivados;

= Agarose;
= Alginato;
=  Amido;

= Carragenano;

= Celulose e seus derivados;

= Dextrano;

= Dextrinas e ciclodextrinas;

= Gomas (Xantana, Gelana, Guar);
= Pecting;

= Quitosano.

2. Micro e nanoparticulas peptidicas e proteicas

A maior parte dos péptidos e proteinas sdo biocompativeis e biodegradaveis, sendo
capazes de encapsular eficazmente farmacos e substancias, protegendo-os contra a
degradacdo. Uma das grandes vantagens é o facto de serem facilmente manipulaveis e a
sua transposicéo para a escala industrial de facil execucéo (Oner e Kas, 2003). A grande
desvantagem reside na potencial resposta inflamatéria e imunol6gica que podem
despoletar, e na possivel contaminacdo com agentes patogénicos, como por exemplo,
virus e prides (Oner e Kas, 2003). Os polipéptidos mais utilizados na producio de micro
e nanocapsulas sdo (Souto e Lopes, 2011):

= Albuming;
= Caseina;
= Colagénio;
=  Gelatina;
= Lectinas;

= Lipoproteinas.

3. Nanoparticulas lipidicas

Existem dois tipos de nanoparticulas lipidicas, as nanoparticulas de lipidos sélidos
(SLN) e vetores lipidicos nanoestruturados (NLC). S&o sistemas coloidais lipidicos que
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tém sido propostos para varias vias de administracdo, tais como a via parentérica, oral e
topica. Este tipo de particulas surgiu no inicio da década de 90, com o objetivo de
ultrapassar as limitacdes apresentadas pelos sistemas coloidais tradicionais, tais como as
nanoparticulas poliméricas e as micro e nanoemulsdes (Mdller et al, 1995). Ambos os
sistemas utilizam como base lipidos solidos podendo ser distinguidos pela sua estrutura
interna. Os SLN consistem apenas em lipidos no estado solido, enquanto os NLC
contém uma percentagem de lipido liquido, o que origina defeitos na rede cristalina, que
por sua vez se traduz em vantagens, nomeadamente numa maior capacidade carga. No
caso da administracdo tdpica, estes sistemas também sdo vantajosos, pois possuem
propriedades oclusivas originadas pela formacdo de uma pelicula sobre a superficie da
pele, que reduz a perda de agua transepidérmica, e, por consequéncia aumenta a

penetracdo de farmacos hidrofilicos através do estrato corneo (Souto et al, 2011).

i.  Nanoparticulas de lipidos sélidos (SLN - Solid Lipid Nanoparticles)

Durante os ultimos anos os SLN tém atraido cada vez mais a atencdo cientifica e
comercial, como vetores terapéuticos para proteinas ou péptidos. Os SLN conseguem
combinar varias vantagens e evitar, ou minimizar, as desvantagens dos materiais,
referidos anteriormente. As vantagens incluem (Mehnert e Mader, 2001):

= Libertacdo controlada e direcionada do farmaco para um local-alvo;

» Reducdo da toxicidade quando comparados com algumas nanoparticulas
poliméricas, pois sdo utilizados lipidos fisioldgicos e biocompativeis;

» Protegdo de farmacos l&beis e sensiveis contra a degradacdo fotoquimica,
oxidativa ou por agentes quimicos;

= Baixo custo dos lipidos solidos, em comparacdo com os fosfolipidos e polimeros
biodegradaveis;

= Nao utilizacdo de solventes organicos;

= Capacidade de encapsulacdo e administracdo de compostos lipofilicos e
hidrofilicos;

= Capacidade de vetorizar os agentes terapéuticos por diferentes vias de
administracdo: oral, oftalmica, dérmica e pulmonar.

Por outro lado e de acordo com 0s mesmos autores, existem potenciais desvantagens:
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= Insuficiéncia da capacidade de carga de farmaco;

= Expulsdo do farmaco da matriz solida, devido a transi¢cbes polimérficas dos
lipidos de configuracGes instaveis para configuragdes mais estaveis durante o
armazenamento.

= Elevada quantidade de 4gua presente nas formulacgdes, cerca de 70-90%.

A literatura descreve trés modelos diferentes (Figura 3) para a localizacdo de farmacos
ou de proteinas no SLN, nomeadamente: 0 modelo de matriz homogénea, de invélucro

enriquecido com farmaco e o de nucleo enriquecido com farmaco (Miller et al, 2000).

SLN Typel SLN Type I SLN Type Il

Figura 3 — Tipos de SLN. Os quadrados a negro correspondem a moléculas de farmaco (Adaptado de
Souto et al, 2007)

As diferengas entre estes trés modelos residem principalmente na composi¢do da
formulacdo, isto €, da natureza quimica da entidade bioativa, do lipido, e do tensioativo.
O modelo de matriz homogénea, caracteriza-se por conter o farmaco molecularmente
disperso no nucleo lipidico, ou seja o farmaco encontra-se sob a forma de aglomerados
amorfos no interior da particula. Este tipo de SLN é obtido recorrendo a técnica de
Homogeneizacdo de Alta Pressdo (HPH), tanto a quente como a frio. Devido a sua
estrutura, este tipo de nanoparticula pode ser utilizada para modificar o perfil de
libertacdo de um farmaco (Mdller et al, 2000). O modelo de involucro de farmaco,
como o préprio nome indica, consiste numa particula com uma parede externa de
farmaco que cobre um nucleo lipidico. Tal como o anterior, este modelo é obtido por
HPH, mas apenas a quente. Este modelo pode ser aplicado a SLN destinadas a aplicagdo
topica, pois aumenta permeacdo cutdnea e a biodisponibilidade do farmaco através da
libertacdo imediata do farmaco e consequente efeito oclusivo resultante do ndcleo
lipidico. Contudo ao contrario da matriz homogenea, ndo permite modificar o perfil de
libertacdo do farmaco, ja que este encontra-se a superficie da particula (Muller et al,

2000). Por fim o modelo de nuacleo de farmaco caracteriza-se por ser o0 oposto do
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modelo anterior. Neste caso, durante a producdo o farmaco precipita em primeiro lugar,
formando-se um ndcleo enriquecido com farmaco e um involucro externo de lipido.
Forma-se também por HPH a quente, e trata-se de um modelo Gtil quando se pretende

uma libertacdo controlada de farmaco (Westesen et al, 1997).

ii. Vetores lipidicos nanoestruturados (NLC - Nanostructured lipid carrier)

No inicio da ultima década surgiram os NLC, que constituem a segunda geracdo de
nanoparticulas lipidicas, e tém como objetivo minimizar os potenciais problemas
associados as SLN. Como ja foi referido, a principal diferenga entre as NLC e SLN,
reside no facto de as NLC apresentarem uma matriz nanoestruturada, cujo objetivo é
aumentar a capacidade de carga de farmaco e prevenir a sua expulsdo do interior das
nanoparticulas durante o armazenamento, conferindo uma maior flexibilidade para
modular a sua libertagdo (Wissing et al, 2002). Tal como nos SLN existem trés modelos

de NLC (Figura 4), o modelo de cristal imperfeito, amorfo e o multiplo.

NLC Typel NLC Type Il NLC Type Il

Figura 4 — Tipos de NLC. Os quadrados a negro correspondem a moléculas de farmaco (Adaptado de
Souto et al, 2007)

O modelo de cristal imperfeito é assim designado pois contém inumeras imperfeicdes
na sua estrutura que permitem a inclusdo de uma elevada quantidade de farmaco. Estas
imperfeicbes devem-se a utilizagdo de &cidos gordos com cadeias de tamanhos
diferentes, que permitem que haja um elevado nimero de espagos disponiveis para
alojar moléculas de farmaco (Wissing et al, 2002). Segundo o mesmo autor, 0 modelo
amorfo é obtido a partir de uma mistura de lipidos que tém a capacidade de ndo
recristalizar depois da homogeneizacdo e arrefecimento da nanoemulsdo. As
nanoparticulas de estrutura amorfa tém a vantagem de minimizar a quantidade de
farmaco expulso durante o armazenamento. O modelo do tipo multiplo caracteriza-se

por ser uma emulsdo de 6leo em lipido solido em agua (O/LS/A). As nanoparticulas
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deste tipo sdo concebidas pela técnica de HPH a quente, onde se misturam os lipidos
solidos com lipidos liquidos (6leos), numa razéo entre si que ultrapassa a capacidade de
solubilizacdo das moléculas de lipido liquido no lipido solido, originando uma
separacdo de fases e a formacdo de “nanocompartimentos” de lipido liquido na matriz
lipidica sélida (Wissing et al, 2002). A maior parte dos farmacos lipofilos tem maior
solubilidade em lipidos liquidos, e por essa razdo a capacidade de encapsulacdo desse
tipo de substancias pode ser aumentada atraves da utilizacdo deste tipo de NLC (Jenning
et al, 2000).

11



Micro e Nanoencapsulagdo como Estratégias de Estabilizacdo de Entidades Bioativas:
Proteinas, Enzimas e Bacteri6fagos

IV. Meétodos de producéo de micro e nanoparticulas

Existem inumeros métodos de producdo de micro e nanoparticulas. Neste trabalho
pretende-se apenas fazer uma referéncia as técnicas mais representativas de cada grupo

de materiais.

1. Métodos recorrendo a polimeros

Existem trés formas de producdo de micro e nanoparticulas: producdo a partir da
polimerizacdo de mondmeros, de polimeros préformados e através de macromoléculas
naturais (Reis et al, 2006). Considerando os métodos mais representativos, a producao
por polimerizacdo de monomeros inclui: polimerizacdo de emulsdo, polimerizacdo
interfacial e a policondensacao interfacial.

A producdo por polimerizacdo de polimeros préformados compreende: emulsificacédo e
evaporacdo do solvente; deslocamento de solvente e deposicdo interfacial;
emulsificacéo e difusdo do solvente e salting-out (Reis et al, 2006).

2. Métodos recorrendo a lipidos

De entre todos os métodos de producdo de SLN e NLC destacam-se trés técnicas: a
homogeneizacdo por alta pressdao (HPH), que pode ser processada acima ou abaixo da
temperatura ambiente, subdividindo-se em HPH a quente e HPH a frio, respetivamente;

a microemuls&o e a emulsificacdo-evaporacao do solvente (Souto e Lopes, 2011).

12
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V.  Técnicas de producédo de micro e nanocapsulas

Existem vérias técnicas de preparacdo de micro e nanocapsulas, divididas sob trés

categorias: as técnicas fisicas, as quimicas e as fisico-quimicas. A escolha do método

vai depender de fatores, como as caracteristicas e propriedades da substancia, do

material encapsulante, o mecanismo de libertacdo da substancia encapsulada e os

requisitos do produto final (Bansode et al, 2010). Idealmente, 0 método de encapsulagéo

deve ser simples, reprodutivel, rapido e facil de se transpor para a escala industrial

(Silva et al, 2003). Mais uma vez, neste trabalho pretende-se apenas fazer uma breve

referéncia as técnicas mais representativas de cada uma das categorias.

1. Métodos fisicos:

Revestimento em recipiente rotativo: O processo de revestimento em recipiente

rotativo (“pan coating” na lingua anglo-saxdnica) € um dos métodos mais antigos
na elaboracdo industrial de microparticulas. Com a aplicacéo deste processo obtém-
se normalmente particulas solidas de tamanho grande, aproximadamente 600 um, e
eficazmente revestidas (Leon et al, 1990). Na prética, as particulas solidas da
substancia a encapsular sofrem rotacdo e, sobre estas, é vertido ou atomizado o
agente encapsulante fundido ou dissolvido. A medida que o agente encapsulante é
langado numa turbina (recipiente rotativo) uma corrente de ar quente passa através
do material encapsulado a fim de remover o solvente da solucdo do agente
encapsulante (Leon et al, 1990). Existem alguns fatores que interferem na
encapsulagdo por revestimento em recipiente rotativo, tais como, a rotagdo, o
diametro, a capacidade da turbina, a forma e tamanho das particulas sélidas que
constituem o ndcleo, a velocidade de atomizacdo do agente encapsulante e 0 tempo

de revestimento (Bansode et al, 2010).

Extrusdo centrifuga: A encapsulacdo por extrusdo centrifuga com maltiplos

orificios é uma técnica utilizada principalmente no caso de compostos
termossensiveis, como por exemplo flavonoides e a vitamina C (Azeredo, 2005).

Este método envolve a dispersdo do material a encapsular na massa fundida do
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agente encapsulante. A dispersdo é forcada a passar, através de um extrusor rotativo
contendo uma matriz com mudltiplos orificios, em direcdo a um banho frio de
liquido desidratante (e.g. isopropanol). O movimento de ar quebra o material do
nucleo em pequenas goticulas esféricas, sendo a parede de cada uma delas revestida
de uma forma continua com o agente encapsulante (Azeredo, 2005). Nesta fase,
qualquer porcdo oleosa é removida da superficie. Os filamentos do material
extrusado sdo fracionados em fragmentos menores, separados e secos recorrendo a
um agente antiaglomerante (e.g. tripolifosfato de célcio) (Shahidi e Han, 1993). No
método por extrusdo centrifuga com multiplos orificios, as varidveis de
processamento incluem: a velocidade rotacional da matriz; a velocidade de fluxo do
nicleo e do agente encapsulante; a concentracdo, a viscosidade e a tensdo

superficial do material a encapsular (Venkatesan et al, 2009).

Secagem por pulverizador: “Spray-drying”, na lingua anglo-saxénica, é uma

técnica que permite a criacdo de capsulas de matriz sélida utilizando quer polimeros
hidrofobicos quer hidrofilicos, através da pulverizacdo de misturas liquidas como
solucdes, emulsbes ou suspensdes, para um meio de secagem a quente (Figura 5)
(Re, 2006). O design do atomizador influencia diretamente o tamanho de particula
do produto final (Vehring, 2008). As vantagens deste processo traduzem-se na facil
elevacdo da escala de producdo, no seu elevado grau de reprodutibilidade e na
estreita distribuicdo do tamanho de particulas, ou seja origina particulas com baixo
indice de polidispersdo. Por outro lado, existem desvantagens como o facto de
poder ocorrer a aglomeracdo de particulas e de haver uma perda consideravel de

produto, pois as particulas aderem a parede interior do aparelho (Lima et al, 2012).

Raw materials
(polymer + bioactive
molecule solution)

Heat air flow
Spray nozzle ——i—_|
Spray
Dry chamber

Harvesting particles

Figura 5 - Técnica de secagem por pulverizador (Adaptado de Lima et al, 2012)
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2. Métodos quimicos:

Polimerizacao in situ: O mecanismo geral deste método baseia-se na formacéo de

microcapsulas por polimerizagdo dos monomeros que sdo colocados no reator de
polimerizacdo (Kasturagi et al, 1995). A polimerizagdo in situ em sistema
emulsionado é um método que ocorre normalmente num meio composto por agua,
monomero, tensioativo e um agente iniciador (Vieira et al, 2002). De uma forma
resumida, o principio do processo de polimerizacdo em emulsdo, resume-se as
seguintes etapas: primeiro o tensioativo adsorve a superficie da substancia a
encapsular, formando micelas em volta desta. De seguida 0 monoémero solubiliza-se
nas micelas que foram adsorvidas a superficie, e por fim ocorre a polimerizacdo dos
monomeros e dos oligoradicais que estdo presentes no interior das micelas
adsorvidas, obtendo-se como resultado final a substancia encapsulada no polimero
(Bourgeat-Lami, 2002).

Polimerizacdo interfacial: A polimerizacdo interfacial baseia-se na polimerizagao

de monomeros reativos na interface de duas fases imisciveis. Neste método, dois
monomeros reativos sao dissolvidos separadamente em liquidos imisciveis, sendo
que um mondmero € soltvel na fase aquosa e 0 outro mondémero € soltvel na fase
organico. A fase organica é dispersa na fase aquosa, juntamente com o agente a
encapsular. Apos isto, 0s mondémeros reagem entre si de forma répida na interface
das fases aquosa e organica, formando uma fina pelicula de polimero. Esta técnica
apresenta algumas limitacdes devido a toxicidade dos monémeros que ndo reagem,
a elevada permeabilidade do revestimento e a fragilidade das membranas obtidas
(Silva et al, 2003).

3. Metodos fisico-quimicos:

Coacervacao-Separacdo de fases: O metodo de separacdo de fases € baseado na

diminuicdo da solubilidade do polimero encapsulante através da adi¢cdo de um néo-
solvente a solugdo orgénica contendo o polimero e 0 composto bioativo. Durante
este processo sao geradas duas fases liquidas separadas: o nucleo da céapsula e o

polimero envolvendo o nucleo (Jain, 2000). Durante a coacervagéo outras entidades
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moleculares podem ser incluidas nas particulas, tais como componentes de ligagcdo
que podem interagir com as moléculas bioativas (Heller, 2006). O processo
acontece em trés passos basicos ilustrados na Figura 6. A técnica de coacervacao é
um método aquoso capaz de encapsular compostos bioativos soluveis e insolUveis
em agua, com uma eficacia razodvel. O grande inconveniente desta técnica é a
dificuldade de transposicdo para uma escala de producdo superior, que advém da
dificuldade de controlar varios parametros de processamento, tais como a taxa de
adicdo de ndo-solventes, as condi¢des de agitacdo e a viscosidade dos dois meios
organicos. Outras desvantagens da técnica de coacervacdo incluem: a aglomeracao
de particulas, a necessidade de grandes quantidades de solvente organico e a

dificuldade de remocéo de solventes residuais das particulas finais (Jain, 2000).

o

Bioactive molecule
solution

Adsorption of coacervate
droplets

D.

Solidification of the
microcapsules

C.

Phase separation of the
coating polymer

A. B.
Figura 6 — Técnica de coacervacao-separa¢do de fases (Adaptado de Lima et al, 2012)
(Legenda: A — Solucdo de molécula/entidade bioativa; B — Separacgéo de fases do polimero de

revestimento; C — Solidificagdo das microcapsulas; D — Adsorcéo das goticulas coacervadas)

Evaporacdo de Solvente: Os processos sdo realizados num liquido de producédo de

veiculo. O revestimento das capsulas é dissolvido num solvente volatil, que é
imiscivel com a fase liquida de fabrico do veiculo. O material de nucleo a ser
encapsulado é dissolvido ou disperso na solucdo do polimero que o vai revestir.
Posteriormente e com agitacdo, a mistura dos materiais de nucleo e de revestimento
é dispersa na fase liquida de veiculo para se obter um tamanho de microcapsula
apropriado (Suave et al, 2006). Se necessario, a mistura é aquecida para evaporar o
solvente do polimero. Se o material do nucleo for disperso na solugdo o polimero
vai contrair em torno do ndcleo, se por outro lado este for dissolvido na solucdo de
revestimento forma-se uma microcépsula do tipo matricial. Uma vez que todo o
solvente do polimero é evaporado, a temperatura do veiculo liquido é reduzida até a
temperatura ambiente com agitacdo continua. Nesta fase, as capsulas podem ser

utilizadas na forma de suspensdo coberta com substratos ou isoladas na forma de
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pos. A técnica de evaporagdo de solvente para produzir microcapsulas é aplicavel a
uma ampla variedade de materiais de nucleo liquidos e solidos. Existe ainda uma
grande variedade de polimeros formadores de filme que podem ser utilizados como

material de revestimento (Zanneti et al, 2002).

N

Bioactive
compound

i Further water or additional
\x1 2/ extraction agents

Bioactive compound
+ dissolved matrix
material in organic

solvent

Water + stabilizer

Droplets formation — Emulsion o/w

¢ Solvent removal/drying process

LR
Harvesting '. L]
Particles

Figura 7 — Técnica de evaporacdo de solvente (Adaptado de Lima et al, 2012)

Precipitacdo com fluidos supercriticos: Os fluidos supercriticos (FSC) séo

utilizados em varias tecnologias biomédicas, incluindo o desenvolvimento de
particulas para a encapsulacdo de moléculas bioativas. O principio baseia-se no
facto da expansdo rapida dos FSC provocar a precipitacdo dos solutos dissolvidos
neles proprios (Smith, 1986). Dependendo do tipo de material, das moléculas a
serem encapsuladas e das caracteristicas do produto final, o FSC pode ser utilizado
como um solvente, um soluto, um antissolvente ou um adjuvante da dispersdo num
aerossol (Tandya et al, 2007). As técnicas de encapsulamento mais comuns que
utilizam FSC sdo: a expansao rapida de solucdes supercriticas e 0 gas antissolvente.
Na expansdo rapida de solu¢des supercriticas, a molécula bioativa e o polimero sdo
dissolvidos num FSC a uma pressdo elevada e ap6s uma descompressao rapida
(expansdo) a precipitacdo ocorre. Apos a expansao e precipitacdo, o FSC torna-se
num gas, o que significa que o produto final se encontra puro e no estado sélido,
permitindo a sua recuperacdo sem qualquer vestigio de solvente. No processo de
gas antissolvente, os solutos (polimero e molécula bioativa) sdo dissolvidos numa
fase orgénica adequada. De seguida a solucdo é pressurizada e o FSC, que atua

como 0 gas antissolvente entra na solugéo, fazendo precipitar os solutos. A pressao
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é entdo reduzida e o produto sélido recolhido. Esta técnica € adequada nas situagoes
em que é dificil dissolver os polimeros ou moléculas bioativas no FSC, tais como
péptidos ou proteinas (Reverchon et al, 2008; Yeo et al, 2001). A utilizacdo de FSC
em vez de solventes organicos apresenta diversas vantagens. Por exemplo, o FSC
mais comum é o CO, que se caracteriza por ser nao-toxico, aceitavel para o
ambiente, ndo inflamavel e de baixo custo. Além disso, este tipo de processo nao
requer temperaturas elevadas, tem potencial de expansdo para uma escala superior
de producéo e pode ser aplicado em condicdes de assepsia. Todavia, também tem as
suas desvantagens, como a dificil dissolugdo de alguns polimeros e farmacos no
FSC e o facto do mecanismo de controlo da morfologia das particulas obtidas ndo
ser facil (Shine e Gelb, 1998).
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VI. Avaliacéo da biodisponibilidade de micro e nanosistemas

Pouco se sabe sobre a absor¢do de micro e nanoparticulas através das membranas
gastrointestinais e sua posterior acumulacdo em orgaos alvo secundarios. De uma forma
geral pensa-se que a sua absorcdo em ceélulas isoladas é dependente do tamanho e da
carga superficial das particulas (He et al, 2010; Geiser et al, 2005). J& no que concerne a
membrana intestinal, acredita-se que a absor¢do para a circulacdo é de algum modo
dependente do tamanho (Florence et al, 1995). Apesar de existirem varios estudos que
descrevem a absorcdo de nanoparticulas em sistemas in vitro, apenas um pequeno
namero de artigos € que se concentra na orientacdo de micro e nanosistemas para alvos
bioldgicos, tratando-se de uma necessidade urgente na investigacdo farmacéutica
(Florence, 2007).

Schleh e colaboradores (2012) elaboraram um estudo em que o principal objetivo
passou por considerar as caracteristicas fisico-quimicas que determinam a absorcdo
através das membranas intestinais, bem como a acumulacdo em Orgédos-alvo
secundarios. Schleh et al (2012) utilizaram nanoparticulas de ouro para administracao
de um farmaco, com cinco tamanhos diferentes (1.4, 5, 15, 80 e 200 nm), bem como
nanoparticulas com cargas de superficie opostas (positiva e negativa) e tamanho igual
(2.8 nm). As nanoparticulas foram aplicadas por administracdo intraesofagica em ratos
fémeas, adultos e saudaveis. Ap6s 24 horas fizeram a determinacdo da biodistribuicao
de 100% das nanoparticulas administradas. Este € um dos primeiros estudos que
descreve a absorcdo e a acumulacdo de nanoparticulas em 6rgdos-alvo secundarios, apés
a sua ingestdo. Os investigadores conseguiram demonstrar com este estudo que a
absorcdo das nanoparticulas através das membranas intestinais e a sua consequente
acumulacdo em érgdos secundarios € em grande parte dependente do tamanho e carga
de superficie das particulas. Assim, concluiram que um menor tamanho e uma carga
negativa conduzem a uma maior absor¢do e acumulacdo. Esta premissa € corroborada
por uma outra investigacdo (Desai et al, 1997), onde nanoparticulas com 100 nm
revelaram ter uma absorcdo 2,5 vezes superior a microparticulas com 1 um, e 6 vezes
superior a microparticulas com 10 pum. Resultados semelhantes foram obtidos noutro
estudo dos mesmos autores (Desai et al, 1996), quando foi testada a absor¢do num
modelo de intestino de rato, revelando uma eficacia de absorcéo das nanoparticulas com

100 nm comparativamente as microparticulas de 1 pum e 10 um, de 15 e 250 vezes
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superior, respetivamente. No mesmo estudo concluiram que as nanoparticulas tém a
capacidade de penetrar através de camadas submucosas, enquanto as microparticulas
ficam localizadas predominantemente no epitélio.

Em outros estudos idénticos, outros investigadores (Chen e Langer, 1998; Panyam e
Labhasetwar, 2003) chegaram a mesma conclusdo, ou seja que o tamanho das particulas
é determinante na absorcdo atraves do epitélio e mucosa gastrointestinal. Revelando
assim um elevado potencial das nanoparticulas na administragdo oral de compostos
bioativos, comparativamente com particulas transportadoras de tamanho superior.

Num estudo diferente (Kroll et al, 1998) foi comprovado ainda que as nanoparticulas
conseguem atravessar a barreira hematoencefélica através da abertura de juncgdes
estreitas recorrendo a manitol hiperosmotico. Este tipo de estratégia revela-se vantajosa,
na medida em que permite a libertacdo prolongada de agentes terapéuticos em doencas

com dificil acesso, como por exemplo tumores cerebrais.
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VIl. Encapsulacdo: estratégia para estabilizacdo de entidades

bioativas: proteinas, enzimas e bacteriofagos

Pelo termo “encapsulado/a” entende-se que as entidades bioativas imobilizadas
encontram-se revestidas com determinada substancia (agente encapsulante) que
aumenta a sua protecao e resisténcia contra stresses fisico-quimicos sejam eles bioticos
ou abidticos. A imobilizacdo de entidades bioativas pode ser definida como a restricdo
ou circunscricdo do seu movimento numa fragdo ou fase de um sistema, por
consequéncia do alojamento no interior ou na superficie de uma matriz ou agente
imobilizador. A imobilizacdo tem como objetivo a estabilizacdo estrutural e/ou
funcional das entidades bioativas, protegendo-as de tens@es e fatores ambientais como a
temperatura, pH, sais, solventes organicos, e outros agentes que possam interferir com a
atividade das mesmas. Logo, o aprisionamento das biomoléculas leva ao aumento da
sua estabilidade termodinamica, que por si pode ser correlacionada com a alteracdo das
condi¢cdes termodindmicas no seu microambiente circundante, alteracdes essas que
resultam da diminui¢do dos movimentos das moléculas de solvente circunvizinhas a
cada molécula encapsulada. Consequentemente, este efeito traduz-se num aumento da
viscosidade vibracional, translacional e rotacional da biomolécula, permitindo que esta
tenha uma arquitetura tridimensional mais rigida e que concomitantemente ocorra a
diminuicdo da entropia, originando uma biomolécula estavel (Balcdo et al, 2013). O
aumento da viscosidade e confinamento entrdpico (aprisionamento fisico) representam
uma grande vantagem biotecnolégica porque retardam as taxas de reacdo e degradacao,
permitindo que os materiais bioldgicos como proteinas, enzimas ou bacteriéfagos sejam
estabilizados para armazenamento.

Atualmente existe uma pandplia de técnicas de imobilizacdo, assim como de suportes
ou materiais naturais e sintéticos, e tal como ja foi referido, ndo é possivel definir um
método universal que se adapte a todos os materiais e bioprocessos. A escolha da
metodologia e do tipo de suporte vai estar dependente da conjugacdo de trés fatores: as
caracteristicas da entidade biologica, as condicdes de utilizacdo do suporte, e da técnica
que garanta uma maior retencdo da bioatividade (Balcdo e Malcata, 1998). A
imobilizacdo por via da encapsulacdo a micro ou nano escala, consiste na contencdo em
membranas préformadas ou na formagdo in situ de uma membrana que envolva as

entidades bioativas (Balcéo et al, 1996). A encapsulacdo revela diversas vantagens em
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relacdo as outras técnicas de imobilizacdo, como por exemplo a agregacao/floculacéo ou
0 aprisionamento em matrizes porosas, nomeadamente pela maior capacidade de carga,
ou seja, pela maior contencdo de moléculas e ainda pela menor perda das mesmas para o

meio externo (Puapermpoonsiri et al, 2009).
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VIII. Proteinas

As proteinas sdo biomoléculas com diversas fungdes biologicas, como estrutural,
nutricional, hormonal e catalitica. Executam processos e rea¢@es bioldgicas, sdo por
exemplo, enzimas, ligandos para sinalizagdo, recetores, anticorpos e fatores de
transcricdo, tendo por isso desenvolvido elevada especificidade e poténcia. Por tudo
isto, as proteinas sdo consideradas candidatas 6bvias a farmacos. O aparecimento e
desenvolvimento da engenharia genética permitiram a producdo em grande escala de
praticamente qualquer proteina para fins terapéuticos. Além disso, a informacédo
gendémica, cada vez mais disponivel, promete manter a uma taxa crescente o
desenvolvimento de farmacos proteicos (Putney, 1998). O desenvolvimento de
proteinas como farmacos enfrenta muitos desafios porque os processos de producdo
requerem condigdes substancialmente diferentes daqueles em que as proteinas existem
naturalmente. Na natureza, as proteinas sdo sintetizadas em pequenas gquantidades,
atuando geralmente de um modo transiente e estabilizadas pelo meio celular e
extracelular. Em contrapartida, para ser bem sucedida como agente terapéutico uma
proteina deve ser altamente purificada e concentrada, e ter um tempo de vida dtil de
pelo menos dois anos. Em comparacdo com os farmacos de baixo peso molecular, as
proteinas sdo moléculas grandes, com arquitetura complexa e portanto inerentemente
menos estaveis (Putney, 1998).

As proteinas possuem estrutura secundéria, terciaria e em alguns casos, estrutura
quaternaria com ligac@es labeis e cadeias laterais com grupos quimicamente reativos. A
perturbacdo destas estruturas (por desnaturacdo ou agregacdo) ou a modificacdo das
cadeias laterais pode muitas vezes resultar na perda da bioatividade ou no aumento da
imunogenicidade. Apesar destes desafios, 0s avancos na estabilizacdo e formulacéo de
proteinas permitiu a chegada ao mercado de centenas de farmacos proteicos (Putney,
1998). Os farmacos proteicos possuem geralmente uma atividade fraca ou nula quando
sdo administrados por via oral, pois sdo compostos altamente suscetiveis a prote6lise no
trato gastrointestinal (Moutinho et al, 2011). Mesmo quando administrados pela via
intravenosa, este tipo de farmacos tém um tempo de vida curto. Logo os farmacos
proteicos sdo considerados mais instdveis em comparacdo com o0s farmacos
convencionais sintéticos, pois desnaturam facilmente, o que resulta na perda da sua

bioatividade. A desnaturagdo pode ocorrer por diferentes mecanismos, nomeadamente
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por agregacdo e desagregacdo ou desenrolamento das cadeias peptidicas ou subunidades
proteicas. Outros fatores desnaturantes incluem o contacto com solventes organicos ou a
agitacdo mecanica durante o processo de producdo (Duncan et al, 1995). A
administracdo péptidos e farmacos proteicos na sua forma encapsulada acarreta entéo
algumas dificuldades, especialmente porque a maior parte possui uma importante
componente hidrofobica, e assim apresentam uma tendéncia para adsorver a superficies,
como o plastico ou o vidro. Este tipo de comportamento pode conduzir a perdas
significativas da quantidade de macromolécula disponivel que chega ao local alvo
(Duncan et al, 1995).

1. Definicao de estabilidade proteica

O termo estabilidade proteica refere-se a capacidade de uma proteina resistir a fatores
ou condi¢des adversas, como agentes desnaturantes ou temperatura, ou seja, € a aptidao
das proteinas manterem a sua integridade molecular e funcdo bioldgica face a altas
temperaturas ou outros fatores destabilizantes. Uma proteina estruturalmente inalterada
e perfeitamente funcional pode perder a sua bioatividade através do desdobramento da
sua estrutura terciaria num polipéptido desorganizado em que o0s seus locais-chave
deixam de interagir e estar alinhados na forma estrutural estavel que permite a sua
bioatividade (Fagain, 1995). Este tipo de desdobramento caracteriza o fendmeno de
desnaturacdo. Desde que as cadeias polipeptidicas ndo sofram nenhuma alteracéo
quimica, se removermos o0 agente desnaturante, o fendmeno de desnaturacdo é
reversivel. Se por outro lado a proteina sofrer alteracdes quimicas nas suas cadeias,
pode ocorrer uma perda irreversivel da bioatividade, ou seja, inativacdo da proteina
(Fagain, 1995). Um polipéptido desdobrado encontra-se muito mais suscetivel a
protedlise do que na sua forma globular e bem empacotada (Parsell e Sauer, 1989). O
desdobramento pode resultar na perda de um cofator essencial para a funcdo de uma
proteina de tal modo que a sua bioatividade ndo seja recuperada, mesmo que O
desdobramento seja revertido. As cadeias polipeptidicas desdobradas podem agregar-se,
formando uma massa inativa e insolGvel, enquanto as cadeias individuais podem
“tentar” retomar a conformacdo original, mas redobrando-se sob uma forma
cineticamente incorreta. As ligagdes peptidicas e as cadeias laterais dos aminoacidos sao

quimicamente reativas e podem participar em reacdes prejudiciais a conformacdo da
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proteina, em especial a temperaturas elevadas ou em condi¢des de armazenamento
inadequadas (F&gain, 1995). Segundo 0 mesmo autor, existem dois tipos definidos e
distintos de estabilidade proteica, a estabilidade termodinamica ou conformacional, e a
estabilidade cinética. A estabilidade termodindmica diz respeito a resisténcia da
conformacdo dobrada da proteina contra a desnaturagdo, enquanto a estabilidade
cinética mede a resisténcia a inativacao irreversivel, por exemplo, a persisténcia da
bioatividade da proteina (Mozhaev, 1993).

2. AlteracOes quimicas

De acordo com Means e Feeney (1990), cada um dos aminoacidos que podem estar
presentes nas proteinas tem um grupo-R livre ou cadeias laterais. Muitos destes tém
grupos funcionais reativos, tais como o grupo tiol da cisteina, ou 0 grupo amina da
lisina. Pelo menos nove aminoacidos (Cys, Lys, Asp, Glu, Arg, His, Trp, Tyr e Met)
possuem cadeias laterais capazes de reagir com reagentes especificos e gerar derivados
proteicos quimicamente modificados, com as suas propriedades consequentemente
alteradas (Means e Feeney, 1990). A escolha cuidadosa dos agentes quimicos e das
condicGes de producdo/trabalho com as proteinas pode muitas vezes minimizar as
perdas da bioatividade. O leque disponivel de reagentes adequados a estabilizacdo
proteica estd em constante expansdo, devido a necessidade de eficientes procedimentos
de imobilizacdo (Means e Feeney, 1990). Por outro lado existem alteracBes quimicas
nas proteinas que podem ser induzidas para melhorarem a sua estabilidade. Existem trés
estratégias de modificacdo quimica que podem beneficiar a estabilidade proteica: o
crosslinking (inter e intramolecular), a modificacdo dos grupos de superficie e o
acoplamento covalente de polimeros, tais como, o polietilenoglicol ou polissacarideos
(Lundblad e Noyes, 1984).

3. Uso terapéutico de proteinas e péptidos

Os péptidos/proteinas terapéuticos ttm um elevado potencial para o diagndstico e cura
de doencas, originando efeitos secundarios minimos. Varios péptidos de potencial

terapéutico sdo bem conhecidos e caracterizados, contudo a sua utilizacdo encontra-se
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restrita devido a uma menor estabilidade estrutural e funcional e a suscetibilidade a
proteolise.

A insulina foi o primeiro peptideo a ser utilizado como agente terapéutico (Leader et al,
2008). No entanto, atualmente a terapia com proteinas inclui mais de 130 proteinas
terapéuticas aprovadas para uso clinico pela Food and Drug Administration (FDA).
Encontrando-se ainda mais de 1000 proteinas/peptideos em fases de ensaio clinico ou
de aprovacdo pela FDA (Leader et al, 2008). Este tipo de terapéutica é atualmente
distinguido e preferido devido a sua elevada especificidade e complexo conjunto de
funcgdes, tais como: menos interferéncia nos processos bioldgicos e menor probabilidade
de causarem respostas imunitarias. Outras premissas que a distinguem séo o facto de
permitirem um tratamento de substituicdo eficaz nos casos de proteinas bioldgicas
mutadas ou em défice, e ainda o facto do desenvolvimento clinico e periodo de
aprovacao por parte das autoridades competentes serem rapidos (Reichert, 2003).

A desnaturacdo e o efeito de primeira passagem sobre a proteina/péptido antes destes
atingirem o alvo sdo outros grandes entraves a sua utilizacdo como agentes terapéuticos.
Contudo, com o desenvolvimento da nanotecnologia, 0 campo da terapia com proteinas
atingiu um crescimento exponencial. A insulina, pela sua importancia, € um exemplo de
um elemento que capta muito interesse no desenvolvimento futuro de formulagdes de
peptideos na medicina (Yadav et al, 2011). A encapsulacdo de péptidos terapéuticos
sobre a forma de nanotransportadores biodegradaveis e biocompativeis surge entdo
como uma solucdo, eliminando a possibilidade de degradacdo, de deformacdes
estruturais e funcionais e da metabolizagdo precoce. A encapsulacdo destes peptideos é
um dos primeiros passos no desenvolvimento da micro e nanomedicina, como por
exemplo na compreensdo, controlo e aplicacdo das interacfes entre biomoléculas-
micro/nanomateriais para o diagnostico médico, no aumento da atividade terapéutica
destes agentes e no desenvolvimento de micro e nanocompositos médicos (e.g.
nanoparticulas, nanofibras, nanoplaquetas) (YYadav et al, 2011).

Devido a sua natureza ndo invasiva, a administracdo oral de farmacos ¢ a via preferivel
de entre todas as vias de administracdo existentes. A via oral apresenta a vantagem de
evitar a dor e desconforto associados a via intravenosa, bem como reduzir ou eliminar a
problematica das contaminacfes (Rieux et al, 2006). No entanto, para poderem ser
administrados farmacos bioativos como peptideos e proteinas por esta via, estes devem

conseguir resistir aos ambientes hostis gastrico e intestinal, e persistir no limen

26



Micro e Nanoencapsulagdo como Estratégias de Estabilizacdo de Entidades Bioativas:
Proteinas, Enzimas e Bacteri6fagos

intestinal por tempo suficiente para que haja adesdo a superficie apical das células e
sejam absorvidos. Ou seja, quando administrados na sua forma livre os péptidos e
proteinas possuem uma baixa biodisponibilidade, devido principalmente a sua baixa
permeabilidade nas mucosas e a falta de estabilidade no ambiente gastrointestinal, o que
resulta na degradacdo do composto bioativo antes da sua absorcao (Rieux et al, 2006).

Durante as Ultimas duas décadas, muitos estudos tém-se centrado no aperfeicoamento da
administracdo oral de péptidos e proteinas, sendo a sua associa¢do com transportadores
coloidais, tais como micro e nanoparticulas, uma das mais importantes e promissoras
abordagens propostas para melhorar a sua biodisponibilidade oral (Steffansen et al,
2004). As micro e nanoparticulas possuem especial interesse da industria farmacéutica
pela seguinte ordem de razfes: sdo mais estaveis no trato gastrointestinal do que outros
transportadores coloidais, tais como lipossomas, e podem proteger os farmacos
encapsuladas do ambiente gastrointestinal. O uso de varios materiais poliméricos
permite a modulacéo das caracteristicas fisico-quimicas (tais como, hidrofobicidade e
potencial zeta), as propriedades de libertacio do composto bioativo (retardada,
prolongada, desencadeada) e o comportamento biolégico (segmentacdo, bioadesdo e
absorcéo celular) das micro e nanoparticulas (Galindo-Rodriguez et al, 2005). Além
disso, as dimensdes e a grande area de superficie deste tipo de particulas favorecem a
sua absorcdo em comparacdo com transportadores de maiores proporgoes.
Consequentemente ja foi demonstrado que a micro e nanoencapsulacdo de péptidos e
proteinas protege-as contra o ambiente adverso do trato gastrointestinal (Lowe e
Temple, 1994) e aumentam o seu transporte através da mucosa gastrointestinal
(Mathiowitz et al, 1997). Existem diversas estratégias desenvolvidas para melhorar a
biodisponibilidade oral de péptidos e proteinas encapsuladas. Contudo, h& duas
abordagens principais para melhorar significativamente transporte através da mucosa

gastrointestinal:

i.  Modificacdo das propriedades fisico-quimicas da superficie das micro e

nanocapsulas;

ii.  Acoplagdo de uma molécula orientadora (com afinidade para o local ou célula

alvo) a superficie das micro e nanocépsulas.
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4. Encapsulacéo e estabilizacao de proteinas

A encapsulacdo de compostos bioativos como as proteinas surge entdo como uma
solucéo ideal para promover a estabilizagdo e proteger as mesmas de todas as alteragdes
e agentes que possam comprometer a sua utilizacdo. A entrega de moléculas bioativas,
tais como genes e proteinas as células-alvo € muito importante para aplicacdes médicas
e bioldgicas (Nagai, 2005; Tabata, 2006).

As caracteristicas mais importantes das micro e nanoparticulas transportadoras de
farmacos sdo o tamanho, a eficiéncia de encapsulagdo e a cinética de libertacdo. Do
ponto de vista econdmico, a eficiéncia de encapsulacdo é de extrema importancia,
especialmente quando o agente ativo € muito caro, como é comum em medicamentos de
origem proteica. Até agora, foram realizados extensos estudos em todo o mundo, no
sentido de investigar a eficiéncia de encapsulacdo em microparticulas em funcéo dos
parametros de producdo (Feczkda et al, 2011).

Segundo Putney (1998), a dificuldade no desenvolvimento de formulacdes de proteinas
micro e nanoencapsuladas deve-se principalmente a instabilidade das proteinas. Até ha
poucos anos, a maioria dos procedimentos de encapsulacdo de proteinas empregavam o
tipo de métodos utilizados para produzir as formas de libertacdo prolongada de
farmacos de baixo peso molecular (Pitt, 1990). Porém, a maioria dos métodos que
produzem formas de libertacdo controlada de compostos pequenos e estaveis sdo
demasiado agressivos para a maioria das proteinas. A integridade das proteinas deve ser
mantida durante a encapsulacdo, o armazenamento e ap0s a administracdo. A estratégia
geral passa por evitar o desdobramento das cadeias polipeptidicas, que expde 0S grupos
reativos “enterrados” na estrutura da proteina e levam a sua inativagdo quimica ou
agregacdo. Além disso, deve ser mantido um microambiente que permita & proteina
recuperar sua conformacao nativa se ocorrer um desdobramento parcial. (Putney, 1998).
Todavia, os processos de encapsulacdo expdem as proteinas a solventes organicos,
como o cloreto de metileno ou o acetato de etilo. Além disso, as proteinas s&o
geralmente anfipaticas, ou seja contém uma regido hidrofébica e outra hidrofilica,
tendendo a migrar para a interface organico-aquosa das micro e nanocépsulas, e as
proteinas que se encontram nesta zona estdo, geralmente, parcialmente ou
completamente desnaturadas. A extensdo da desnaturacdo depende principalmente da
estabilidade intrinseca da proteina, por exemplo, as proteinas globulares constituidas

principalmente por a-hélices conseguem conservar a sua estrutura na interface (Morlock
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et al, 1997). Porém, mesmo com estes inconvenientes, a encapsulacdo de proteinas tem
ganho importancia como uma das formas preferidas para a sua administracdo (Johansen
et al, 2000).

Diwan e Park (2001) desenvolveram um estudo onde abordam esta problematica.
Através da conjugacdo das proteinas com polietilenoglicol (PEG) ou peguilacéo,
conseguiram aumentar a estabilidade estrutural e funcional das proteinas.
Demonstraram in vivo, que as proteinas peguiladas tém um maior tempo de semivida
em circulacdo em comparacdo com as proteinas nativas. Assim, a peguilacéo revela ser
um processo vantajoso para varias proteinas terapéuticas e, portanto importante para a
sua comercializacdo (Kodera et al, 1998). Em suma, Diwan e Park (2001) concluiram
que a peguilacdo da proteina protege-a contra as condicdes adversas e prejudiciais
presentes no processo de encapsulacdo, minimizando também a libertacdo inicial de
grande quantidade de proteina das micro ou nanocéapsulas, facilitando o processo de
libertagdo prolongado. A conjugacdo com PEG resultou ainda numa menor agregacao
entre proteinas e reduziu adsorcdo das mesmas, fatores que contribuem para a libertagcdo
praticamente total da proteina das micro ou nanocapsulas.

Os métodos mais utilizados para a encapsulacdo de proteinas sdo a emulsdo multipla, a
secagem por pulverizacdo e a coacervacgao-separacao de fases (Sinha e Trehan, 2003).
Porém de entre todas as técnicas possiveis para a encapsulacdo de proteina, a mais
utilizada é sem davida o método de emulsao dupla A/O/A (Bilati et al, 2005). Este é um
método adequado para a incorporacdo de um farmaco hidrofilico, na medida em que o
farmaco é primeiro dissolvido na fase aquosa interior, e em seguida aprisionado dentro
de um polimero, resultando num sistema de matriz (esfera) ou reservatdrio (capsula).
Resumidamente, uma solucdo aquosa do farmaco hidrofilico é emulsionada numa
solucdo organica do polimero. A emulsdo priméaria ou fase interna (A/O) é vertida para
uma segunda fase aquosa ou fase externa, contendo um tensioativo para se formar a
emulsdo dupla A/O/A (Bilati et al, 2005). O solvente orgéanico é entdo removido por
evaporacdo ou extragdo originando as micro ou nanocépsulas endurecidas em meio
aquoso. A técnica de emulsdo dupla é adequada para muitas proteinas, embora estas
possam ser submetidas a varios fatores de stress durante este processo. A interface entre
a agua e um solvente é um fator desestabilizador bem conhecido (Van de Weert et al,
2000; Kwon et al, 2001). Tipicamente, as proteinas tornam-se especialmente propensas

a agregacdo a partir do momento que estas migram e adsorvem & interface. A solucéo
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contra este tipo de interagcOes e outras que provocam a destabilizacdo proteica passa pela
utilizacdo de agentes adicionais de estabilizacdo, como BSA (Bovine Serum Albumin) e
outras proteinas de baixo custo para a estabilizacdo com base em proteinas, e manitol,
PVP (Polivinilpirrolidona) e PEG para regular a pressao osmotica do meio (Myrberg et
al, 2007).

Concluindo, apesar de existir uma pandplia de estudos sobre a administracdo e
libertacdo de proteinas micro e nanoencapsuladas ao longo dos ultimos 30 anos, foi
somente em 1996 que a primeira formulacdo encapsulada de libertacdo prolongada de
proteinas entrou em ensaios clinicos (Putney, 1998). A medida que as técnicas de
estabilizacdo e encapsulacdo de proteinas sdo aplicadas a uma cada vez maior
diversidade de proteinas, a terapéutica com formulagdes proteicas ira tornar-se cada vez
mais e melhor estabelecida na préatica biomédica. Estas formulacGes permitem ainda o
desenvolvimento de terapéuticas recorrendo a proteinas que, por razées como tempo de
semivida curto, toxicidade sistémica ou a incapacidade de atingir o local de acdo, néo
podem ser desenvolvidas como formulacdes em solucdo (Putney, 1998). A
conveniéncia e as vantagens proporcionadas por este tipo de formulacGes vai muito
provavelmente permitir que as terapéuticas proteicas venham, eventualmente, a

constituir uma parte significativa das farmacopeias mundiais.
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IX. Enzimas

As enzimas sdo compostas por cadeias de aminoacidos ligados através de ligacdes
peptidicas, e podem ser consideradas como macromoléculas polifuncionais e carregadas
com uma estrutura tridimensional rigida mais ou menos definida. A molécula de enzima
tipica tem um peso molecular de 30.000 Da (Dalton) e assemelha-se a uma particula
esférica compacta. Muitas enzimas, especialmente aquelas que sao reguladas por varios
efetores (pequenas moléculas que se ligam seletivamente a uma proteina e regulam a
sua bioatividade), sdo constituidas por mais que uma cadeia de aminoécidos
(subunidade), que estdo covalentemente ou ndo covalentemente ligadas.
Funcionalmente, as enzimas sdo biomoléculas sintetizadas pelas células, com a
finalidade de obterem determinadas reagdes bioquimicas. Sendo classificadas também
como biocatalisadores, atuam em substratos especificos e originam a
transformacdo/conversdo  dos substratos em  produtos. Sdo biomoléculas
medicinalmente, industrialmente e comercialmente muito importantes (Norouzian,
2003). Nos ultimos 60 anos tem surgido um interesse cada vez maior na utilizacdo de
enzimas como catalisadores industriais. Estas oferecem inUmeras vantagens
relativamente aos catalisadores quimicos convencionais como por exemplo, exibem
elevada atividade catalitica e elevada especificidade para os substratos, minimizam a
formacdo de produtos secundarios e podem ser produzidas em grandes quantidades com
baixo custo (Gianfreda e Scarfi, 1991). Contudo, a aplicacdo geral de enzimas nos
processos industriais € ainda bastante limitada, pois considerando que um bom
catalisador industrial deve ser estavel sob as condi¢bes de funcionamento durante um
longo periodo de tempo, e a maioria das enzimas sdo facilmente inativadas pelo calor,
agentes quimicos, protéases, alteragdes no meio ou radiacdes. Com efeito, a utilizacdo
pratica de enzimas requer, frequentemente, condi¢cdes de trabalho desnaturantes tais
como: temperaturas elevadas para aumentar a produtividade e prevenir a contaminagéo
microbiana, meios organico-aquosos com objetivo de deslocar o equilibrio da reacdo
para obtencéo dos produtos desejados e valores de pH reacionais diferentes daqueles em
que as enzimas demonstram ter o maximo de estabilidade. Para superar estas limitacGes,
os investigadores dedicam muita atencéo a estabilizacdo enzimética (Gianfreda e Scarfi,
1991). Nos ultimos anos, tém sido investigadas estratégias a seguir para obter enzimas

mais estaveis, sendo que a imobilizacdo tem sido considerada muitas vezes um
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excelente método para estabilizar enzimas, tendo sido desenvolvidas varias técnicas
(Gianfreda e Scarfi, 1991). O encapsulamento de enzimas em estruturas de tamanho
sub-micro acarreta diversas vantagens, como: a protecdo da enzima; a possibilidade de
recuperacdo da enzima; o controlo sobre o acesso ao centro catalitico e portanto,
aumento da seletividade da mesma; a capacidade de tornar o centro catalitico facilmente
acessivel aos substratos, devido a elevada relagdo superficie-volume e permitir que haja
um coeficiente de difusdo elevado, que resulta das dimensdes e da pouca tendéncia para
a sedimentacdo das micro e nanoparticulas (Cellesi e Tirelli, 2006). A reducdo das
interagBes prejudiciais resulta também num aumento da estabilidade ao pH e a
temperatura. Uma encapsulagdo adequada consegue proteger uma enzima antibacteriana
da degradacdo, mantendo-a na forma ativa enquanto esta circula no organismo. Além
disso, a estrutura de suporte (micro ou nanocapsulas) pode adicionar interacdes
bioldgicas especificas, como por exemplo, favorecer uma localizacéo especifica da agdo
da enzima (Cellesi e Tirelli, 2006). A encapsulacdo minimiza assim as condigdes

adversas que podem eventualmente causar a desnaturacéo das enzimas.

1. Desnaturacao e estabilizacdo. Significado

A estrutura nativa de uma enzima é geralmente considerada como a conformacéo
exibida pelas enzimas dentro do ambiente celular ou por enzimas isoladas com a sua
atividade biol6gica méaxima (Tandord, 1968). A desnaturacdo das enzimas é um
processo que envolve uma alteragdo da estrutura tridimensional nativa, sem que
qualquer sequéncia de aminoacidos seja alterada (Tandord, 1968). Uma alteracdo ou
desdobramento da estrutura da enzima compromete o arranjo correto do local ativo, e
resulta portanto na inativacdo da enzima (Klibanov, 1983). A estabilizacdo das
moléculas enzimaticas significa impedir alteracdes na estrutura nativa da enzima,

preservando assim a sua bioatividade.

2. Imobilizagdo de enzimas

Tradicionalmente, as enzimas eram utilizadas em solucéo, na sua forma soltvel ou livre,
para reagirem com determinado substrato e originarem um produto. Esta forma de
utilizacdo das enzimas resultava num imenso desperdicio, particularmente quando isto

ocorria a nivel industrial, pois as enzimas na sua forma livre ndo sdo muito estaveis e
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ndo podem ser recuperadas para reutilizacdo. A imobilizagdo de enzimas refere-se a
restricdo ou ancoragem das mesmas no interior ou na superficie de um suporte inerte
que permite a aumentar a sua estabilidade e reutilizacdo funcional. As técnicas de
imobilizacdo tornaram as enzimas mais eficientes e mais econémicas para 0 USO
industrial. Como foi referido anteriormente, existem diversas vantagens na imobilizacdo

de enzimas, tais como:

» Funcédo mais estavel e eficiente;

= Possibilidade de reutilizagéo;

= O produto final encontra-se livre de enzima, ou seja menos contaminado, do
ponto de vista biotecnoldgico;

= Permite sistemas de rea¢fes multienzimaticas;

= Controlo da fungdo enzimética mais facil;

» Minimiza os problemas a jusante do processo biotecnoldgico.

Contudo também existem algumas desvantagens associadas ao processo de

imobilizacéo de enzimas:

= Possibilidade de perda de atividade bioldgica durante a sua imobilizagdo ou
utilizacéo;
= A imobilizacdo requere técnicas caras e em alguns casos equipamentos muito

sofisticados.

3. Meétodos para estabilizacdo por imobilizagédo

A imobilizacdo de enzimas é uma técnica amplamente investigada desde o inicio da
década de 60, e hoje em dia é bastante utilizada, tanto em estudos fundamentais
bioquimicos, como em aplicagdes praticas no campo da industria biotecnoldgica
(Silman e Katchalski, 1966). Por definicdo, uma enzima imobilizada é uma proteina
fisicamente localizada numa determinada regido do espaco ou convertida a partir de um
estado movel solivel em &gua para um imodvel e insolivel em agua (Martinek e
Mozahev, 1985). As aplicacbes biotecnologicas das enzimas imobilizadas incluem

varias areas de interesse geral e em particular na quimica analitica e clinica, na
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engenharia alimentar, na sintese organica e industrial de compostos quimicos e na
medicina e tecnologia farmacéutica.

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos varios métodos para imobilizacdo
enzimética. De acordo com Gianfreda e Scarfi, € muito dificil identificar uma técnica
universal adequada para todas as enzimas. A escolha apropriada do método de
imobilizacdo depende muito do tipo de enzima, e da capacidade do mesmo em assegurar
um equilibrio positivo entre as vantagens e desvantagens do processo de imobilizacao.
As técnicas de imobilizacdo mais utilizadas podem ser divididas de acordo com a forma
como a enzima fica imobilizada, por ligagdo quimica ou por retencdo fisica. Os

principais métodos de imobilizacdo sdo (Gianfreda e Scarfi, 1991):

» Ligacdo de enzimas a moléculas transportadoras por ligacdes covalentes;
= Adsor¢éo;

= Aprisionamento em gel ou fibras;

= Crosslinking com reagentes bifuncionais;

= Encapsulamento em micro ou nanocapsulas.
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Figura 8 — Tipos de imobilizacéo enzimética. A letra “E” corresponde a uma molécula de enzima
(Adaptado de Gianfreda e Sacarfi, 1991)

(Legenda: 1 - Ligagdo de enzimas a moléculas transportadoras por ligagdes covalentes; 2 - Adsor¢éo; 3 -

Aprisionamento em geles ou fibras; 4 - Crosslinking com reagentes bifuncionais; 5 - Encapsulamento em

micro ou nanocapsulas)
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i. Estabilizacdo contra a inativacéo térmica

O calor ¢ de longe um dos mais importantes fatores causadores da perda da bioatividade
enzimatica. A inativacdo térmica das enzimas envolve, geralmente, consideraveis
alteracdes na conformacdo das moléculas proteicas (Tanford, 1968). Estas alteracdes
resultam de uma forma geral num desdobramento parcial da estrutura proteica ao passo
que os acontecimentos finais sofridos pelas moléculas enzimaticas parcialmente
desdobradas, dependem da natureza especifica da enzima envolvida. De acordo com
Klibanov, enzimas termicamente desnaturadas podem sofrer trés tipos de
transformac0es: alteracfes covalentes que resultam numa proteina quimicamente
alterada, alteracBes ndo-covalentes com subsequente agregacdo polimolecular ou
formacdo incorreta de estruturas enziméticas inativas. A fim de minimizar
significativamente este processo, a abordagem mais frequente utilizada passa por
endurecer a conformacdo nativa do glébulo da proteina. Alternativamente, a
termoestabilidade das enzimas pode ser aumentada por recurso a alteracdo do
microambiente da enzima, com a suposi¢do de que o microambiente de uma molécula

proteica pode afetar as forgas intramoleculares que estabilizam a sua estrutura nativa.

ii. Estabilizacdo contra inativagdo ndo-térmica

Existem varios outros fatores, que podem provocar a desnaturacdo enzimatica. De
seguida serdo abordadas os fatores mais frequentes que afetam significativamente o

desempenho das enzimas na sua aplicacdo biotecnoldgica:

= pH e compostos quimicos: Valores de pH desfavoraveis presentes no meio

podem muitas vezes provocar a inativacao das enzimas envolvidas. Uma simples
mudanca da ionizagdo no local ativo pode originar uma enzima estruturalmente
inalterada mas cataliticamente inativa, mas pode também gerar graves alteracGes
na sua conformacdo devido a labilidade das ligagdes ionicas que estabilizam a
estrutura. Além disso, compostos quimicos como a ureia Sa0 potentes
desnaturantes, competindo com a agua na formacdo de pontes de hidrogénio
inter ou intracadeias, pontes estas que contribuem para manter inalterada a

estrutura da proteina nativa (Tanford, 1968).
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= Oxigénio e peroxidos: Varias enzimas sdo frequentemente desativadas pela

presenca de peroxido de hidrogénio ou oxigénio. A inativacdo por oxigénio ou
peréxido envolve a oxidacdo dos grupos funcionais das enzimas gerando uma
desativacdo que pode ser irreversivel ou reversivel. Embora, geralmente, estes
agentes ndo provoquem um rigoroso processo de desnaturagéo, os seus efeitos
correspondem sempre a uma diminuigdo dréstica da atividade da enzima. A
imobilizacéo traduz-se muitas vezes numa melhoria da estabilidade contra estes
agentes pelo impedimento do acesso destes aos grupos funcionais enzimaticos
(Cho e Bailey, 1976; Duvnjak e Lilly, 1976).

4. Estabilizacdo de enzimas multiméricas

O problema da estabilizacdo enzimatica adquire uma importancia especial quando sédo
utilizadas enzimas complexas como as proteinas multiméricas. Estas proteinas sao
compostas por Vvérias subunidades, que devem estar devidamente interligadas para
exibirem atividade catalitica. Tais enzimas sdo principalmente inativadas por fendmenos
de dissociacdo das subunidades, que podem ser acelerados por algumas condicdes
experimentais, como determinados valores de pH, de for¢a idnica e de temperatura
(Balcdo et al, 2001). A estabilizacdo da estrutura quaternaria de enzimas imobilizadas
multiméricas atrai entdo um grande interesse para a industria, pois permite a prevencéo
da inativacdo das mesmas, resultante da dissociacdo das subunidades. Isto trata-se de
um requisito fundamental para a utilizacdo de enzimas em aplicacfes biomédicas, onde
a libertacdo de subunidades da enzima pode promover ndo sé a inativacdo da enzima,
mas também originar reacGes alérgicas indesejaveis. Segundo 0s mesmos autores, para
se conseguir a estabilizacdo de enzimas multiméricas, é necessario a utilizacdo de um
sistema de imobilizagdo especificamente concebido para resolver este objetivo, ou seja
s80 necessarios suportes que possuam grandes superficies internas com um elevado
nivel de ativagdo, para permitir a interacdo entre as subunidades da enzima e 0s grupos
no suporte. Simultaneamente sdo fundamentais longos periodos de imobiliza¢do porque
o alinhamento correto entre os grupos reativos do suporte e da enzima pode ser
complicado. Contudo mesmo quando € utilizado um bom sistema de imobilizacéo, pode
ser geometricamente impossivel conseguir a estabilizacdo completa de algumas enzimas

multiméricas (Balcdo et al, 2001). Neste caso, o posterior crosslinking quimico com
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polimeros multifuncionais pode permitir obter a estabilizacdo completa da estrutura
multimeérica, independentemente da sua complexidade quimica. O uso de
macromoléculas polifuncionais para alcancar o crosslinking entre as subunidades traz
consigo varias vantagens, tais como, prevencdo da alteracdo unipontual ou do
crosslinking devido ao grande tamanho dos polimeros; aumento da suscetibilidade de
ocorrer um envolvimento na reacdo, de residuos das diferentes subunidades; e
transformacéo da distancia entre os diferentes residuos na proteina num fator nao critico
para a estabilidade (Balc&o et al, 2001).

A utilizacdo de enzimas como catalisadores na sintese de compostos quimicos, reuniu
ao longo das Ultimas décadas, um grande consentimento na industria quimica. De
acordo com Tischer e Wedekind (1999), a imobilizacdo por encapsulacdo de enzimas é
uma ferramenta Util para atingir objetivos de custos e vantagens tecnoldgicas. A
encapsulacdo permite o uso repetitivo de enzimas virtualmente ad eternum, significando
portanto, uma redugdo consideravel de custos. Do ponto de vista tecnoldgico, as
enzimas encapsuladas podem ser facilmente separadas do liquido de reacdo, evitando
assim processos de separacdo trabalhosos e dispendiosos a jusante do processo
biotecnologico. Os beneficios adicionais surgem da estabilizacdo contra condicGes
reacionais e ambientais adversas, que sdo prejudiciais para as preparagdes de enzimas
solveis, preservando assim a sua bioatividade (Norouzian, 2003). Devido a ampla
variacdo nas propriedades individuais das espécies enzimaticas e aos Varios requisitos
de tecnologia de reacdo para os compostos alvo, torna-se aconselhavel a exploracdo
plena da riqueza de métodos e técnicas de encapsulacdo. A escolha de entre 0os métodos
disponiveis vai variar de caso para caso, e sera decidido em Ultima instancia pelos

requisitos técnicos especificos e pelo quadro econdmico (Tischer e Wedekind, 1999).
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X.  Bacteriofagos

Os bacteridéfagos constituem as entidades bioativas mais abundantes na superficie
terrestre, com um valor estimado de 10% a 10% particulas, apresentando uma
distribuic@o ubiquitéria nos oceanos, solo, alimentos e inclusive 4guas de consumo. Este
tipo de entidades contribui para a manutencdo do equilibrio microbiano nos
ecossistemas. Caracterizam-se por elevada especificidade, tendo como alvo grupos
especificos de bactérias, que sdo constituidos por estirpes de uma mesma espécie ou
espécies diferentes mas relacionadas entre si. Distinguem-se ainda pela rapida
capacidade de replicacdo nas bactérias hospedeiras e pela capacidade de resisténcia a

longo prazo no meio ambiente.

1. Descoberta dos bacteriéfagos

A histéria da descoberta dos bacteriéfagos é controversa, tendo a primeira descricao
sido feita no ano de 1896, por Hernest Hankin, um bacteriologista britanico. Este
relatou uma elevada atividade antibacteriana contra Vibrio cholerae nos rios Ganges e
Jumna, na India. Hankin descreveu este fendmeno como uma substancia n&o
identificada presente na &gua, que seria responsavel pela acdo antibacteriana, que
limitava a proliferacdo das epidemias de célera. Em 1898, o bacteriologista soviético
Nikolay Gamaleya observou uma ocorréncia similar enquanto trabalhava com Bacillus
subtilis. No entanto, nenhum destes investigadores tentou explorar esta descoberta. A
hipo6tese de este evento se dever a um virus sé foi proposta 20 anos ap6s os relatos de
Hankin, por Frederick Twort, outro bacteriologista britanico, que observou um
fendmeno idéntico ao de Hankin. A oficializacdo da descoberta dos bacteri6fagos foi
feita em 1917 por Felix d"Herelle, um microbiologista canadiano (Sulakvelidze et al,
2001). A descoberta destes virus estritamente bacterianos, que destroem 0s seus
hospedeiros e a0 mesmo tempo sdo inGcuos para 0s seres humanos, criou uma nova, e
muito atrativa area de investigacdo que tinha como objetivo a utilizacdo dos mesmos
para a terapia de infegdes bacterianas. Félix d"Herelle demonstrou a seguranca da
utilizacdo de bacteriéfagos através de uma técnica experimental que seria impensavel
nos tempos de hoje, mas muito comum na sua época: Félix ingeriu ele proprio uma

preparacdo fagica contra Shigella dysinteriae. Esta preparacdo foi posteriormente
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administrada a doentes com disenteria e obteve excelentes resultados, curando os
pacientes com sucesso. Rapidamente, outros investigadores comecaram a utilizar
bacteriofagos para outros tratamentos. A comercializacdo de preparacfes fagicas para
tratamento de infecBes bacterianas em seres humanos iniciou-se nos anos 40 pela mao
de Felix d"Herelle na Europa e por intermédio da empresa farmacéutica Eli Lilly® nos
Estados Unidos da América. Todavia, o aparecimento dos muito promissores
antibioticos quimicos e de alguns estudos com fagos com resultados controversos
provocou um desinteresse substancial na terapia fagica (Sulakvelidze et al, 2001).

Recentemente, o interesse pela terapia fagica como forma de controlar infecGes
bacterianas foi renovada. Este facto deve-se essencialmente as cada vez mais
emergentes resisténcias bacterianas aos antibioticos quimicos. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial de Saude, 60% de toda a mortalidade causada por infecdes
bacterianas deveu-se a bactérias multirresistentes aos antibidticos. Deste modo, 0s
bacteri6fagos sdo hoje considerados potenciais adjuvantes a antibioterapia
convencional, pois apresentam baixa toxicidade para o doente, que advém da elevada
especificidade para determinada bactéria (consequentemente apresentam menos efeitos
adversos, nomeadamente pela interferéncia minima que causam na flora comensal
intestinal; pela probabilidade muito mais reduzida de causar resisténcias bacterianas),
pelo baixo custo de isolamento e subsequente propagacdo e pela administracdo
facilitada com dose baixa e Unica, ja que estas entidades bioativas tém a capacidade de
se reproduzir exponencialmente enquanto houver hospedeiro bacteriano. Ao mesmo
tempo h& uma eliminacdo automatica, assim que ocorra a erradicacdo do agente

patogénico alvo (Westwater et al, 2003).

2. Caraterizacao dos bacteriofagos

Como ja foi referido, os bacteriéfagos sdo virus que infetam Unica e exclusivamente
células bacterianas. Cada particula fagica contém o seu proprio material genético, que
pode ser ADN ou ARN, encapsulado num involucro proteico ou lipoproteico, que se
denomina cépside. A capside além de conferir protecdo ao material genético esta ainda
envolvida na adsorcdo de epitopos especificos que se encontram a superficie da célula
hospedeira alvo (Guttman, et al, 2005). Tal como todos os virus, os bacteriéfagos sao

considerados parasitas obrigatorios, necessitando de um hospedeiro para que se
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consigam multiplicar, proliferar e disseminar, pois ndo possuem a maquinaria
metabdlica necessaria para efetuar funcbes basicas como a producdo de energia e a
sintese proteica (Guttman et al, 2005).

Os bacteriofagos sdo classificados, com base na sua morfologia e natureza do acido
nucleico. Quanto a natureza do &cido nucleico este pode ser ADN ou ARN, tanto de
cadeia simples como de cadeia dupla. No entanto a maior parte dos bacteri6fagos
descritos, cerca de 95%, possuem ADN de cadeia dupla. Atualmente existem 13
familias de bacteriofagos aceites, das quais se destacam 3 principais, que se diferenciam
pela morfologia da cauda, nomeadamente a Siphoviridae com caudas longas e flexiveis,
a Myoviridae com caudas contracteis de cadeia dupla e a Podoviridae de caudas curtas.
As restantes 10 familias, ndo apresentam cauda e sdo diferenciados pela morfologia da
capside, pela presenca ou auséncia de involucro, tipo de material genético e pela forma
de libertacdo da progenia (Ackermann, 2011). Os bacteriéfagos podem ainda ser
subdivididos em duas subclasses, baseadas na interacdo com a célula hospedeira, 0s
bacteriofagos liticos e os lisogénicos. Os liticos, como o proprio nome indica
multiplicam-se por um ciclo litico que termina quando ocorre a lise celular, libertando-
se a progenia. Por outro lado, os lisogenicos podem apresentar vias replicativas
alternativas, podendo resultar num ciclo lisogénico, no qual o genoma fagico assume
um estado quiescente, denominado pro-fago, e integra-se no genoma hospedeiro ou
mantém-se no interior da célula sob a forma de plasmideos, o que origina a formacao de
clones bacterianos contendo pro-fagos, dependendo assim a reproducdo fagica da
reproducdo da célula hospedeira. Eventualmente, em alguma das células um pro-fago
abandona o estado quiescente, e desencadeia um ciclo litico (Carlson, 2005).

3. Terapia fagica

A emergéncia de estirpes bacterianas multirresistentes em associacdo com a fraca
penetracdo de alguns antibioticos cria cada vez mais uma necessidade de assegurar
opcdes seguras e eficazes no tratamento antimicrobiano. A utilizacdo de bacteriofagos
estritamente liticos tem sido proposta como alternativa ou complemento a antibioterapia
com antibidticos quimicos convencionais, permitindo a atuacdo sobre as bactérias por

parte dos seus predadores naturais.

40



Micro e Nanoencapsulagdo como Estratégias de Estabilizacdo de Entidades Bioativas:
Proteinas, Enzimas e Bacteri6fagos

Uma das grandes vantagens da antibioterapia com fagos relativamente aos antibidticos
quimicos convencionais reside no facto dos primeiros se replicarem diretamente no
local da infecéo, ficando disponiveis em abundancia onde sdo mais necessarios. Quando
comparados com os antibioticos, os fagos apresentam outras vantagens relevantes
(Sulakvelidze et al, 2001):

= Forte permeabilidade tecidular;

= Concentracdo permanentemente elevada no local da infecdo;

» Eliminacgdo apenas apds a erradicacao da bactéria hospedeira;

= Compatibilidade com antibi6ticos;

= Extremamente especificos contra a bactéria alvo;

= Capacidade superior de penetracao nos biofilmes bacterianos;

» Isolamento e producdo em larga escala de novos fagos € muito mais simples e

econdmica do que desenvolver um novo antibiético.

A utilizacdo de fagos ndo se restringe apenas a antibioterapia em humanos. Os fagos
podem ser aplicados no controlo de infe¢bes bacterianas em culturas agricolas,
prevenindo a infe¢do de plantas e sementes. Dois exemplos do sucesso da terapia fagica
noutras areas, sdo a utilizacdo de bacteri6fagos no controlo de contaminacdes
bacterianas em fruta e em peixes de aquicultura (Leverentz et al, 2001). No mesmo
sentido, os fagos poderiam ser utilizados para limpar o ambiente na industria de
producdo animal e unidades de processamento de plantas, reduzindo assim a

probabilidade de infegcéo nesses produtos alimentares.

4. Encapsulacéo de bacteriéfagos

A terapia fagica por administracdo oral requer uma maior resisténcia dos bacteriofagos
as condicBes adversas do meio, como por exemplo o ambiente gastrico. Como ja foi
referido, esse é o objetivo da encapsulacdo dos bacteri6fagos em matrizes poliméricas,
ou seja, formar uma barreira protetora contra 0 meio e/ou agentes desfavoraveis a sua
atividade (Dini et al, 2012). Atualmente, as tecnologias de libertacdo controlada estéo a
desempenhar um papel crucial no aumento da resiliéncia dos bacteriéfagos contra

ambientes adversos que naturalmente inibem a sua bioatividade. Por conseguinte, nos

41



Micro e Nanoencapsulagdo como Estratégias de Estabilizacdo de Entidades Bioativas:
Proteinas, Enzimas e Bacteri6fagos

ultimos anos, o encapsulamento, nomeadamente em matrizes poliméricas tem vindo a
ganhar cada vez mais atencdo (Metters e Hubbell, 2005). As propriedades mais
relevantes destes polimeros incluem: a estrutura molecular estereoespecifica, a boa
tolerabilidade, e o facto de serem materiais amigos do ambiente (Chiellini et al, 2004).
Além disso, alguns polimeros podem ser considerados “inteligentes" porque por
exemplo, as suas moléculas podem ser “insensiveis” as condi¢fes &cidas agressivas do
estdmago, mas serem responsivas a um meio alcalino, como o ambiente intestinal. Esta
propriedade além de permitir que as moléculas ou entidades encapsuladas, como 0s
bacteriéfagos fiquem protegidas contra estas condigdes extremas, vai possibilitar a sua
libertagcdo apenas no trato intestinal (Bosio et al, 2011).
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XI.  Formulacdes desenvolvidas de micro e nanosistemas

Nesta seccdo, e em jeito de conclusdo, seguem alguns exemplos préticos de formulacbes
desenvolvidas na literatura para proteinas, enzimas e bacteriéfagos, a base de micro ou

nano sistemas.

1. Proteinas encapsuladas

Péptidos como a hormona libertadora da tirotropina, e proteinas como a somatotropina e
a interleucina-2 podem ser encapsuladas dentro de polimeros biodegradaveis, para
prolongar a sua duracdo de acdo e a sua eficacia terapéutica. Por terem um historico
comprovado de boa biocompatibilidade, os polimeros biodegradaveis geralmente
utilizados sdo o acido poli-lactico-glicélico (PLGA) e os seus co-polimeros como o
acido poli-lactico (PLA).

No ano de 1994, os investigadores alemdes Herrmann e Bodmeier desenvolveram e
publicaram uma formulagdo para a encapsulagdo de somatostatina em microesferas de
PLA. Os resultados revelaram elevada eficiéncia de encapsulacdo, no entanto, a
libertacdo do farmaco mostrou-se muito lenta. Os resultados revelaram ainda diferencas
significativas na eficacia de encapsulagdo e libertagdo causadas por meios externos com
diferentes valores de pH. Posto isto, os investigadores adicionaram varios sais as fases
aquosas (interna e externa), com o intuito de influenciar a libertacdo do farmaco através
de alteracGes na microestrutura das microesferas. Seguidamente foram efetuados novos
testes que demonstraram que a presenca de sais na matriz do polimero resultou numa
difusdo mais rapida para o meio de dissolucdo e portanto uma libertagdo mais rapida do
farmaco.

Dois anos depois, em 1996, Jameela et al elaboraram um estudo comparativo onde
preparam microesferas contendo BSA, que forneceram resultados interessantes e
revelaram ser vantajosas na administracdo e libertacdo sustentada de proteinas e
péptidos.

No ano seguinte, Johnson e colaboradores (1997) publicaram uma formulagdo para
estabilizagdo por microencapsulacdo da hormona de crescimento (rhGH). Os resultados
revelaram que a proteina encapsulada se mantinha inalterada relativamente ao seu

estado anterior a encapsulagdo. A administracdo in vivo demonstrou induzir elevados
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niveis de rhGH no sangue durante o periodo méaximo de um més, o que se traduz numa
periodo vinte vezes mais longo do que quando comparado com a inje¢do subcuténea da
mesma quantidade de proteina sob a forma de solucdo. Apos trés meses de doses
sequenciais, o perfil de libertacdo mostrou ser reprodutivel e sem induzir acumulagéo
das doses (Johnson et al, 1997).

No ano de 2007, Al haushey et al apresentaram um estudo que tinha como objetivo a
preparacdo de microesferas poliméricas com capacidade melhorada para a encapsulacao
de proteinas terapéuticas (Al haushey et al, 2007).

Em 2010, Chergn-Ju Kim patenteou uma técnica para a producdo de microparticulas
biodegradaveis para administracdo de farmacos, como por exemplo péptidos ou
polipéptidos.

No presente ano, Minimol et al (2013) desenvolveram uma formulacdo de
nanoparticulas de acetato de amido que permite a administracdo oral de insulina.
Também recentemente Balcdo et al (2013) publicaram uma formulacdo de
nanovesiculas lipidicas para a encapsulacdo de lactoferrina bovina para aplicacdes na
industria alimentar e farmacéutica. A acdo mais conhecida da lactoferrina € a sua
capacidade de se ligar aos ibes de ferro, por possuir uma elevada afinidade para com
estes. O ferro € um elemento essencial para muitas bactérias patogénicas que necessitam
deste para se multiplicarem e proliferarem, logo, sdo fortemente inibidas ou mesmo
mortas quando sujeitas a acdo da lactoferrina. Resultados de outros estudos (Ellison et
al, 1988) demonstraram que a lactoferrina interage principalmente com as bactérias
Gram-negativo, provocando a libertacdo de quantidades elevadas de lipopolissacarideos
da membrana externa destas, comprometendo a sua permeabilidade e aumentando a
suscetibilidade das bactérias a outras moléculas antimicrobianas como as lisozimas. Os
resultados observados por Balcdo e colaboradores (2013) revelaram-se idénticos aos
anteriormente referidos. Posteriormente, e apds armazenamento prolongado (cerca de 3
meses) a temperatura ambiente, foram efetuadas observacdes macroscéopicas do
nanosistema que mostraram ndo existir separacdo de fases nem auséncia de adesdo do
mesmo as paredes dos recipientes, mantendo-se assim a sua estabilidade. Na industria
farmacéutica, esta formulacdo encontra a sua aplicacdo em, por exemplo, elixires para

higiene oral (Balc&o et al, 2013).
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2. Enzimas encapsuladas

Como ja foi mencionado, existem diversos métodos e tipos de particulas que encontram
a sua aplicacdo na biotecnologia enzimatica, mais especificamente na biocatélise de
produtos ou substancias.

Em 2004, Wang e Caruso desenvolveram e publicaram um método de imobilizacdo de
enzimas em nanoesferas porosas de silica, seguido do revestimento (encapsulacdo) com
uma nanocéapsula organica na superficie da particula. Os resultados obtidos permitiram
concluir que a utilizagédo de nanoesferas para imobilizagdo de enzimas seguida da sua
nanoencapsulacdo proporciona uma via facil e eficaz para preparar compositos com
elevadas quantidades de enzimas, aumentado a bioatividade enzimatica, a protecdo
contra a protedlise e melhorando a estabilidade da enzima contra valores de pH
desfavoraveis (Wang e Caruso, 2004).

Yan et al, apresentaram no ano de 2006 um método para a encapsulacdo de uma Unica
enzima numa particula de nanogel, por polimerizacdo aquosa in situ. Os resultados
obtidos por estes investigadores demonstraram que o procedimento escolhido é um
método simples e eficiente para preparar particulas de nanogéis contendo uma Unica
enzima (Yan et al, 2006).

Ainda em 2006, Cellesi e Tirelli publicaram um método para a producdo de
nanoparticulas de silica, para encapsular enzimas, que permite combinar vantagens
como 0 acesso ao centro catalitico facilitado (e consequentemente melhoria da
seletividade), e um elevado coeficiente de difusdo e baixa tendéncia para a
sedimentacdo (devido as pequenas dimensdes das nanoparticulas).

Em 2008, Lambert et al descreveram uma formulagdo para a microencapsulacdo da
hidrolase de sais biliares, para fins alimenticios e ainda para a veiculagdo da enzima na
regido proximal do intestino delgado. Apds andlise de resultados as ilacGes retiradas
foram que esta formulacdo é uma excelente ferramenta para proteger as enzimas das
condigdes gastricas, durante o transito gastrointestinal, permitindo a libertacdo e
atividade da enzima no intestino delgado proximal.

Ja em 2010, Sawada e Akiyoshi publicaram um estudo sobre uma formulagéo para a
nanoencapsulacdo de lipase, com objetivo de aumentar a sua bioatividade e induzir uma
estabilidade térmica superior, num nanogéis de colesterol e pululano (Sawada e
Akiyoshi, 2010).
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No ultimo ano, Gassara-Chatti et al (2012), divulgaram a sua formulacdo para a
encapsulacdo de enzimas ligninoliticas com aplicacdo na industria alimentar, mais
especificamente, na clarificacdo de sumos de frutas.

No mesmo ano, Patterson et al (2012) publicaram o desenvolvimento de um
nanosistema baseado na encapsulacdo de enzimas em particulas virais (VLP), que se
caracterizam por serem particulas multiproteicas e ndo infeciosas (por ndo conterem
material genético). A caracteristica Unica distingue esta VLP é o facto de permitir
manipular o seu volume global e porosidade, possibilitando o controlo do acesso do

substrato a enzima encapsulada (Patterson et al, 2012).

3. Bacteriofagos encapsulados

Como ja foi referido, a terapia fagica tem o potencial de se traduzir num método muito
eficaz no controlo da proliferacdo de diversas espécies e estripes bacterianas
patogénicas. Contudo, para que sejam comercialmente viaveis, os bacteriéfagos devem
possuir um certo grau de estabilidade que permita 0 seu transporte e armazenamento.
Existem varios métodos utilizados para proteger, conservar e armazenar 0S
bacteriéfagos, tais como o congelamento a temperaturas muito baixas, a liofilizacdo ou
0 armazenamento em meio liquido (Murphy e Engelhardt, 2012).

Waddell et al patentearam em 2004 métodos para encapsulacédo e libertacdo controlada
de bacteriéfagos num polimero metacrilado (Waddell et al, 2004).

Em 2008, Ma e colaboradores publicaram uma formulagdo para microencapsulacédo do
bacteriofago “Felix O1” para o tratamento por administracdo oral contra infe¢des pelo
género Salmonella em animais. Os resultados mostraram que 0 processo de
encapsulacdo ndo teve efeitos prejudiciais sobre a viabilidade do bacteriofago, tendo
ainda sido alcangada uma elevada eficiéncia de carga. A microencapsulagdo demonstrou
ainda melhorar significativamente a sobrevivéncia deste fago num ambiente
gastrointestinal simulado em laboratorio. Esta abordagem apresenta-se assim como uma
tecnologia viavel para aplicacdo em terapéuticas orais (Ma et al, 2008).

Dois anos depois, Stanford et al (2010) desenvolveram um método para a administracao
de fagos encapsulados, mais especificamente para a um fago especifico contra a
Escherichia coli O157:H7, com objetivo de tornar a terapia fagica uma estratégia viavel

para o tratamento de infecGes deste microrganismo em bovinos na industria
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agropecuaria. Apos avaliacdo de varios parametros, os investigadores concluiram que a
encapsulacdo dos bacteriofagos em combina¢do com ambos os tipos de administracao,
bolus e na alimentacdo, foi extremamente eficaz na libertacdo de fagos ativos a pH 7 e,
em teoria, seria capaz de eliminar a bactéria na maioria dos bovinos. Todavia, na
préatica, nem o sistema de administracdo por bolus nem atraves da alimentacdo foram
capazes de controlar efetivamente a proliferacdo da bactéria, logo sdo necessarios mais
estudos para caracterizar as relacGes entre fagos endémicos e fagos experimentais,
nomeadamente as doses eficazes e qual a importancia da colonizacdo, por parte das
bactérias, de mdltiplas regides do trato gastrointestinal dos animais (Stanford et al,
2010).

No mesmo ano, Balcéo et al (2010) conceberam uma formulacdo para a administracao
por inalacdo de bacteri6fagos, utilizando nanovesiculas lipidicas.

Mais recentemente, em 2012, os investigadores canadianos Murphy e Engelhardt,
patentearam uma formulacdo para encapsulacdo de bacteriéfagos. A formulagéo
desenvolvida por Murphy e Engelhardt (2012) demonstrou ser resistente a exposicao a
meios com valores de pH muito baixos durante longos periodos de tempo, que de outra
forma tornariam o bacteriofago invidavel. O resultado traduz-se numa protecéao
aumentada contra a acidez do estbmago. Os bacteriéfagos encapsulados podem assim
ser utilizados e aplicados de diversas formas no controlo da proliferacdo bacteriana,
como por exemplo, no tratamento oral antibacteriano em humanos, ou em outras

espécies de mamiferos ou aves (Murphy e Engelhardt, 2012).
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XIl. Conclusao

A micro e nanotecnologia, como técnicas de encapsulacdo, surgiram ha relativamente
pouco tempo, porém os seus rapidos e significativos avangos permitiram a descoberta e
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico e terapia para diversas doengas. Nas
ultimas décadas, por consequéncia dos avangos da biotecnologia e da engenharia
genética tém sido desenvolvidas varias e novas proteinas e peptideos ativos com acdes
terapéuticas. Estas novas biomoléculas farmacéuticas sdo normalmente caracterizadas
por um tamanho grande, tempo de semi-vida curto, alta velocidade de eliminacdo (pois
sdo facilmente degradados por enzimas e fluidos corporais), capacidade limitada para
atravessar as membranas celulares, e fraca biodisponibilidade por administracdo oral.
Assim, torna-se necessaria a injecdo frequente deste tipo de medicamentos e geralmente
por um longo periodo tempo. A sobrevivéncia destas moléculas no organismo &,
portanto, dificil, a menos que seja utilizado um transportador (protetor) apropriado. O
transportador selecionado deve garantir uma protecdo adequada da molécula, ser capaz
de escapar a captagdo por macrofagos e a sua dimensdo deve poder ser modificada de
acordo com as necessidades especificas. Estas caracteristicas podem ser alcancadas
recorrendo a imobilizacdo por encapsulacdo. A imobilizacdo por contencdo das
moléculas bioativas permite protegé-las de agentes e tensbes ambientais, como o pH,
temperatura, sais, solventes organicos ou outros agentes inibidores que interfiram com a
sua bioatividade. Simultaneamente impedem a difusdo das entidades bioativas para o
meio circunvizinho, devendo para tal os poros da matriz encapsulante apresentarem um
didametro inferior ao da molécula a imobilizar, mas ao mesmo tempo possuirem um
tamanho suficientemente grande que permita a transferéncia de metabolitos, nutrientes e
gases.

Em suma, garantir a estabilidade da entidade bioativa ou molécula é um ponto-chave na
concecao de metodos eficazes de encapsulagdo. Estes ndo s6 devem empregar condi¢des
fisicas adequadas, mas também recorrer a materiais biocompativeis com a entidade ou
molécula, ndo comprometendo a sua bioatividade. Além disso, quando o objetivo €
fornecer uma entidade viavel a um local especifico, como por exemplo o intestino, 0s
materiais de encapsulacdo devem conseguir proteger a mesma contra eventuais agentes
ou ambientes desfavoraveis e prejudiciais, como acidos, enzimas e radicais. Os atuais

métodos de encapsulacdo permitem uma melhoria na eficacia da terapéutica oral com
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entidades bioativas como bacteriéfagos, proteinas e enzimas. Contudo, sdo necessarios
mais estudos para explorar os materiais de revestimento com caracteristicas que
permitam o0 armazenamento dos mesmos durante longos periodos de tempo e a

vectorizacdo dos mesmos para um local especifico (Chan e Zhang, 2002).
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