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Resumo

O sector da biotecnologia tem apresentado um avan¢o consideravel conduzindo a um
aumento do numero de farmacos peptidicos e proteicos, encontrando-se muito em

franco desenvolvimento.

A administracao oral pode ser problemética para alguns farmacos, de tal modo que, é
necessario considerar outras alternativas eficazes e a pele € um candidato promissor.
Consequentemente, a administracdo transdérmica de farmacos tem sido alvo de

pesquisas e desenvolvimentos.

Os implantes lipidicos sdo sistemas promissores para o tratamento de diversas
patologias, uma vez que, permitem uma libertacdo controlada do farmaco ao longo do
tempo e sdo vantajosos em relagdo a outras vias de administracdo, de modo que, em
muito casos nao necessitam de administracdes constantes. Por conseguinte, 0s
implantes lipidicos foram usados com o objectivo de estudar a libertagdo de uma

proteina — a lisozima.

Palavras-chave: Sistemas de libertagédo, Implantes lipidicos, Proteinas, Lisozima
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Abstract

The biotechnology sector has shown considerable progress leading to an increase in

the number of peptide and protein drugs, lying very rapidly developing.

Oral administration can be problematic for some drugs, so that it is necessary to
consider other effective alternatives and skin is a promising candidate. Consequently,

transdermal drug delivery has been the subject of research and development.

The lipid implants are a promising systems for the treatment of various disorders since
they allow a controlled release of the drug over time and are advantageous over other
routes of administration, so that in many cases does not require constant
administration. Therefore, lipid implants were used in order to study the release of a

protein - lysozyme.

Keywords: Delivery systems, lipidic implants, protein, lysozyme
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1. Introducédo

1.1 A administragao oral de péptidos e proteinas

Nos ultimos anos, tem sido constante a aprovacdo de variados produtos
farmacéuticos, gerando receitas de mais de 56 bilides de délares. O avanco do sector
biotecnoldgico contribuiu para o aumento do desenvolvimento de farmacos proteicos e
peptidicos apropriados para o tratamento de diversas patologias, nomeadamente,
cancro, diabetes e osteoporose (Morishita & Peppas, 2006). Os farmacos proteicos e
peptidicos tém sido usados para o tratamento de inUmeras doencas devido a sua
selectividade, eficacia e por possuirem reduzidos efeitos secundarios. Este tipo de
farmacos €, normalmente, administrado por injeccdo, sendo contudo, a via oral, a
primeira escolha dos doentes, pela sua comodidade comparativamente a via
injectavel. Esta preferéncia pela via oral, por parte dos pacientes, € de igual modo,
verificada pela industria farmacéutica, ndo s6 pelo reduzido custo de produgéo, mas

também pela toma de uma dosagem mais correcta (Li et al., 2012).

A administracdo de péptidos e proteinas € habitualmente realizada através da
alimentacdo. O estdbmago € o local onde se inicia a digestdo de proteinas, pois a
presenca de um ambiente 4cido propicia a desnaturagéo proteica (Berg et al., 2002). O
valor nutricional das proteinas é elevado pois sdo estas macromoléculas que fornecem

azoto para as varias etapas metabdlicas (Tsutsumi & Tsutsumi, 2014).

Ao longo dos tempos, devido ao progresso da tecnologia e da ciéncia, varios péptidos
bioactivos e proteinas foram descobertos (Martins et al., 2007). A utilizacdo de
péptidos e proteinas tem aumentado, consideravelmente, desde que se comprovou a
sua efichcia como agentes terapéuticos como por exemplo vacinas, hormonas e
anticorpos monoclonais (Reis et al., 2013). Estas classes de agentes terapéuticos
apresentam um papel importante no controlo de vérias fungBes metabdlicas se

administradas no local, tempo e quantidades correctas (Rawat et al., 2008).

Actualmente, a via de administracdo mais aceite para a administracdo de péptidos
e/ou proteinas € a via de administracdo parentérica devido a susceptibilidade dos
farmacos a degradacédo enzimatica (Vilar et al., 2012). Os farmacos veiculados pela
via parentérica (quer seja pela via intramuscular ou pela via intravenosa) sdo capazes
de atingir a circulacdo sistémica dada a rapida absorgéo (Feridooni et al., 2016). Esta
via de administracdo é facilmente acatada pela industria farmacéutica e, como
resultado, a mais rapida para a comercializacdo no mercado. Para além da via

parentérica, 0 mercado apresenta outras alternativas que n&o sdo viaveis para a

1



administracdo de péptidos/proteinas (Li et al., 2012; Feridooni et al., 2016), que

seguidamente serdo mencionados.

7

Via nasal: Ao contréario da via oral, esta via ndo € afectada pelo efeito de
primeira passagem, no entanto, factores como dose, volume, viscosidade,
osmolaridade da solu¢do na qual o farmaco é absorvido, potencial de hidrogénio
(pH), excipientes usados, forma da dosagem, aparelhos usados para administrar
o farmaco e técnicas de administracdo podem afectar a absor¢cdo do farmaco
dentro da cavidade nasal. Por outro lado, factores como a rapida taxa de
absorcao, a elevada permeabilidade do epitélio, a elevada circulagdo sanguinea,
a acessibilidade e o facto desta via ndo ser afectada pelo efeito de primeira
passagem sdo vantagens da utilizacdo deste tipo de via de administracdo
(Feridooni et al., 2016).

Via pulmonar: A superficie pulmonar caracterizada pela sua larga area e
vascularizagdo permite um acesso directo do farmaco a circulacdo sistémica e
evita 0 metabolismo de primeira passagem o que, consequentemente diminui a
degradacdo no tracto gastrointestinal (TGI) sendo esta uma via ndo invasiva.
Estudos em animais demonstraram que a biodisponibilidade de medicamentos
entregues pela via pulmonar é de 10% a 50% (dependendo do tipo de proteina),
no entanto, aquando da sua administragdo em humanos, o mesmo ndo se
verifica. O tamanho das particulas pode, de igual modo, ser considerado uma
desvantagem, dado que quanto maior for o seu tamanho, maior dificuldade terdo
em alcancar tecidos mais profundos, afectando assim a biodisponibilidade. Outro
inconveniente da utilizacdo desta via € o rapido aumento dos niveis de farmacos

proteicos e peptidicos no soro (Feridooni et al., 2016).

Via oral: Os farmacos administrados pela via oral apresentam como
desvantagem a degradacéao proteolitica ao longo do TGI, caracterizado por uma
maior incidéncia no estdmago e no duodeno, parte do intestino delgado e com
menor incidéncia na boca, faringe, esoéfago, ileo e coélon, por ordem
descendente. Outras desvantagens séo a instabilidade fisica e quimica, a rapida
eliminacdo e a biodisponibilidade do farmaco que esta dependente da massa

molecular e solubilidade. A biodisponibilidade €& afectada quando a massa

molecular do farmaco é superior a 700 Dalton (Da) (Feridooni et al., 2016).

A administracdo oral de péptidos e proteinas tem sido cada vez mais estudada e
desenvolvida. Assim, e dado as desvantagens anteriormente apresentadas, €

necessario considerar uma alternativa viavel que permita a administracdo do farmaco
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e, também, a adesdo do doente. Uma alternativa a considerar € a pele devido a sua
grande area superficial e facilidade de acesso. A camada superficial apresenta o
estrato cérneo constituido por queratina e células anucleadas. Os farmacos lipofilicos
podem atravessar esta camada, dependendo da sua lipofilicidade e dimenséo
molecular (Feridooni et al., 2016).

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano. O sistema tegumentar é
formado pela pele, mas também pelas suas estruturas e derivados (Nicol, 2005).
Apresenta como funcdes: a defesa, a termorregulacdo, sensorial, excrec¢ao,
metabdlica e de reabsorcdo (Darlenski et al., 2011). Sendo uma das funcbes a
proteccdo, este 6rgdo controla e limita a passagem de substancias como a agua,
electrolitos, microrganismos, e agentes toxicos e também a radiacdo ultravioleta (Zaidi
& Lanigan, 2010).

A pele é um 6rgéo estruturalmente dindmico, o que significa, que ha substituicdo das
células superficiais por células provenientes de camadas mais internas (Zaidi &
Lanigan, 2010). De destacar que apenas quando a pele se apresenta saudavel € que
possui a capacidade de fornecimento de mecanismos de defesa contra factores
fisicos, (como radiacdo ou traumas), contra factores quimicos (como alérgenos,
xenobidticos e substancias activas) e contra factores bioldgicos (como bactérias e
virus) (Darlenski et al., 2011).

Revista a importancia e as funcdes da pele, é necessario realcar a necessidade de

uma estrutura consolidada contra as agressfes provenientes do meio ambiente.

\ Uridade Apécrira
— Ducto recto
Gléndula enrolada

Uridade Sudcripara Ecrira

Epiderme
Terminagdo nervosa
Meissner

Papla

Derme

Ducto recto
Relasy

Ducto recto
Glandula Subcutinea

hiisculo Erector do pélo

Bixo do cabelo
Terminagdo nervosa
Pacini
Tecido
Subcutineo

Ducto em esoiral
Glandula écrina

Vascuagio dérmica

Plexus superficial

Plexus profundo

Figura 1 — Estrutura da pele (Nicol, 2005).



Assim, a pele apresenta na sua estrutura trés camadas principais, por ordem de
decrescente de profundidade: a epiderme, a derme e a hipoderme, como observado
na figura 1. A primeira e, por isso, a mais exterior € aquela que se encontra em
contacto com o meio ambiente funcionando como uma barreira fisica e quimica entre
0os ambientes externo e interno. A derme, camada intermédia, fornece suporte
estrutural que se situa sobre a hipoderme, local igualmente importante pelo depésito
de lipidos (Zaidi & Lanigan, 2010). Histologicamente, a epiderme é constituida por
epitélio pavimentoso estratificado, por células dendriticas e queratinécitos, cuja funcéo
€ a producédo de queratina. Para além destas células, esta camada é ainda constituida
por melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. De acordo com a
morfologia dos queratindcitos, esta camada divide-se em cinco estratos: estrato basal
(constituido por uma camada de células cubicas ou cilindricas); estrato espinhoso
(constituido por 8 a 10 camadas de células multifacetadas); estrato granuloso
(constituido por 2 a 5 camadas de células achatadas) estrato transltcido (constituido
por varias camadas distintas); e estrato corneo (constituido por 25 ou mais camadas

de células mortas) (Nicol, 2005; Valdés —rodriguez et al., 2012).

A derme é constituida por duas camadas: a camada papilar e a camada reticular
sendo a reticular a mais profunda constituida por tecido denso e irregular enquanto
que a camada papilar é constituida por prolongamentos que podem atingir a derme
(Seeley et al., 2008).

A hipoderme é constituida por tecido conjuntivo laxo e fibras de elastina e colagénio. A
pele, por ser o maior 6rgdo do corpo humano apresenta uma grande area para

exploracéo cientifica (Seeley et al., 2008).

Neste sentido, e pela larga area de exploracdo cientifica que a pele proporciona, a
terapia individualizada surge nos dias de hoje como uma expansdo do exame clinico
de rotina que é realizado a cada doente. Este exame tem como etapas a avaliacdo do
doente, o diagnoéstico e o tratamento da patologia. A medicina tradicional é sustentada
por métodos baseados na observacao, analise de sintomas do doente e apresentacao

da patologia (Sakamoto et al., 2010).

A farmacoterapia convencional pressup®e a utilizacédo de farmacos onde a absorc¢éao e,
consequentemente, a sua biodisponibilidade dependem de inUmeros factores entre 0s
gquais se destacam a massa molecular, constante de dissociacdo do composto (pKa),
namero de ligacBes por atomos de hidrogénio da molécula, solubilidade e estabilidade
quimica. A massa molecular tem uma grande relevancia em relacdo aos outros

factores uma vez que, a apresentacdo de uma baixa massa molecular por parte de um
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farmaco permite, mais facilmente, a passagem por varios compartimentos do
organismo e atingir todo o tipo de células. Todos estes factores influenciam,
negativamente, uma resposta terapéutica considerada aceitavel (Vilar et al., 2012).

A libertacdo controlada de farmacos é uma das areas mais importantes e que tem
apresentado um rapido avanco cientifico em prol da satde humana. Os sistemas de
libertacdo controlada oferecem vantagens em comparacdo com o0s sistemas
convencionais, pela apresentacdo de uma maior efectividade, conveniéncia, reduzida
toxicidade e uma maior adesdo por parte dos doentes (Uhirch et al., 1999). Além
disso, permitem um aumento da actividade terapéutica, reduzindo os efeitos
secundérios e o numero de doses necessarias para o tratamento (Vilar et al., 2012).
Estes sistemas tém como objectivo a melhoria do sucesso da eficacia do farmaco e,
para tal, varios parametros podem sofrer alteracées, tais como o perfil de libertacao,
estabilidade, a capacidade de atravessar veiculos biolégicos e distribuicao. De outro
modo, estes sistemas podem conduzir a alteragbes na farmacocinética e
farmacodinamica do farmaco (Vilar et al., 2012). Além disso, a libertacdo controlada
permite uma libertacdo do farmaco a um nivel comparavel com a libertacéo subjacente

a diversas vias de administracdo como demonstrado na figura 2 (Lambert, 2007).

Impact of Drug Potency on Drug Delivery Opportunities
Drug delivery potential

High potency with low dose —s= Low potency with high dose
Depot system (daily delivery from one-month system)
L

Dry powder/metered dose inhalation
|
Transdermal delivery (passive)
| .
Powder needle-free injection
|
Nasal
[ .

Sublingual
| .

Subcutaneous or intramuscular injection
|

Fast-melting tablet
[

Intravenous bolus
|

Drug delivery system or route of administration

Control Ied-releasle tablet
[

Conventional tablet ﬂrlcapsule
E—

Intravenous infusion

=
—

1mg
10 mg
mg

—

Typical maximum dose per administration

100 meg

Figura 2 - Diferentes tipos de administracdo e doses administradas (Lambert, 2007).



A libertacdo controlada de farmacos é benéfica em duas situacdes: Primeiramente,
guando a distribuicdo do farmaco provoca maiores efeitos secundérios aquando da
interaccdo com outros tecidos ou, em segundo lugar, quando a distribuicdo do farmaco
ndo permite atingir o local de ac¢do (devido a degradagdo a que o farmaco esta
sujeito) (Vilar et al., 2012).

A administracdo de um farmaco através de um comprimido com intervalos de tempo
(por exemplo de 4 em 4 horas) pode levar a alteracdo das concentracfes sistémicas
do farmaco com periodos de ineficdcia e a toxicidade. Os sistemas de libertacdo
controlada permitem a manutencdo das concentragOes terapéuticas e velocidade
durante um periodo de tempo estabelecido (Farrell et al., 2003). Assim, a libertacédo
controlada é importante, por exemplo, para farmacos que possam ser metabolizados
e, consequentemente eliminados, o que ndo conduz beneficio terapéutico (Uhirch et
al., 1999).

7

A libertacdo controlada, como é possivel observar pela figura 3 e a libertacédo
direccionada (Drug targeting) sdo fundamentais para as terapias individualizadas.
Enquanto a entrega direccionada se respeita a administracao de farmacos num local

especifico, por outro lado, a libertacdo controlada diz respeito a administracdo de
farmacos no momento exacto (Sakamoto et al., 2010).

— Conventional
= = Controlled Release

Systemic Drug Concentration

Time

Figura 3 - Libertagdo controlada versus liberta¢do convencional (Farrell et al., 2003).

A grande maioria das terapias € baseada na administracao sistémica de farmacos. A
veiculacdo de farmacos pode ser realizada por diversas vias de administracéo e estas
estdo associadas a uma rapida libertacdo do farmaco o que conduz ao aumento da
sua concentracao no plasma. Assim, a utilizacdo de sistemas de libertacdo controlada
€ benéfica, de tal modo que, permitem uma libertacdo do farmaco ao longo do tempo.

A libertacdo controlada pode ser (Sakamoto et al., 2010):



Libertacdo constante: Esta libertacdo tem sido investigada para o tratamento
de diversas patologias, incluindo cancro e hepatite. A concentragdo do farmaco
no plasma é constante durante um determinado periodo de tempo sendo
alcancado através de uma cinética de ordem zero (verifica-se quando o
gradiente de concentragdo do farmaco ao longo do dispositivo atinge o
equilibrio) (Sakamoto et al., 2010).

Libertacdo Modulavel: Surge quando as terapias mdultiplas dependem da
capacidade da libertagdo do farmaco de acordo com os ciclos circadianos. Tem
sido demonstrado que a eficacia dos tratamentos esta relacionada com a
administragdo do farmaco de acordo com ritmos biologicos. Deste modo, a
cronoterapia est4 a ser utilizada, por exemplo, para o tratamento do cancro
(Sakamoto et al., 2010).

Actualmente, continua em estudo, o Drug targeting e libertagdo controlada pelas
vantagens que oferecem no tratamento de diversas patologias. A conjugacdo da
libertacdo controlada/Drug targeting aliada ao desenvolvimento de estratégias
inovadoras permite acesso a uma terapia individualizada por parte dos doentes
(Sakamoto et al., 2010).

Lipossomas, suspensdes oleosas, microbolhas de lipidos, emulsdes lipidicas, solid
lipid nanoparticules (SLN), implantes lipidicos, microttbulos lipidicos e microcilindros, e
microesferas lipidicas (liposferas) sdo considerados sistemas a base de lipidos para

péptidos e proteinas como demonstrado na figura 4 (Rawat et al., 2008).

o — NI
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Figura 4 - Diferentes tipos de transportadores a base de lipidos. (a) Lipossomas (b) Lipossomas inécuos (c)
Lipossomas cocleares (d) Solid lipid nanoparticules (e) Suspensdes oleosas (f) Emulsoes lipidicas (g) Implantes
lipidicos (h) Microbolhas (i) Microtubulos (j) Liposferas (Rawat et al., 2008).



Assim sendo, os sistemas a base de lipidos para péptidos e proteinas séo:

Lipossomas: Sao vesiculas de bicamada concéntrica composta por fosfolipidos

naturais ou sintéticos (Rawat et al., 2008).

Solid lipid nanoparticules: S&o particulas de lipidos sélidos coloidais
submicrométricas (50-1000 nm). Sdo compostas por um nudcleo hidréfobo sélido

envolvido num revestimento em monocamada de fosfolipidos (Rawat et al., 2008).

Suspensdes oleosas: Sao dispersdes de péptidos e proteinas em Oleos para

libertacdo sustentada (Rawat et al., 2008).

Microemulsdes: Foram descritas, em 1987, por Rosano e Clausse como sendo
“microemulsdo” como um qualquer fluido multicomponente (6leo) e um ou varios
agentes tensioactivos que resulta em sistemas estaveis, transparentes e de baixa
viscosidade. Também designadas de “emulsdo transparente”, “emulsdo micelar

inchada” ou “emulsdo micelar’ (Rawat et al., 2008).

Sistemas de entrega de farmaco auto-emulsionante (SEEDS): S&o solucdes
anidras de farmaco em d6leo contendo um tensioactivo e um co-tensioactivo que,
espontaneamente emulsiona quando € adicionado um excesso de agua (Rawat et al.,
2008).

Microbolhas de lipidos: S&o microtlbulos revestidos de lipidos e representam uma

nova classe de agentes usados no diagnéstico e terapéutica (Rawat et al., 2008).

Microtubulos lipidicos/ Microcilindros: Sdo sistemas em que os surfactantes

cristalizam em bicamada (Rawat et al., 2008).

Lipoesferas: S&o novos sistemas de encapsulacdo desenvolvidos para entrega
parentérica. Foram, inicialmente, descritas por Domb com um tamanho de particulas

de 0,2 a 100 um e compostas por um nucleo hidréfobo sélido (Rawat et al., 2008).

Implantes: S&o estruturas que apresentam um enorme potencial devido a capacidade
de libertacdo de acordo com os ritmos biolégicos, 0 que representa um avango para a
terapia individualizada (Sakamoto et al., 2010). Além de apresentarem uma elevada
compatibilidade, sdo uma alternativa aos polimeros néo lipidicos sendo por isso uma

mais-valia no estudo da libertagdo controlada de farmacos (Kreye et al., 2011).



1.2 Sistemas implantaveis

No final da terceira década do passado século, um comprimido com particulas em po
contendo estradiol foi implantado por via subcutdnea em animais. Comparativamente
aos animais que nado tinham sido implantados com este comprimido, 0s animais
implantados adquiriram mais peso e de uma forma mais rapida. Foram ainda
fabricados outros implantes contendo hormonas esterdides como por exemplo a
testosterona e a progesterona. A utilizagdo deste tipo de sistemas € regulada pela
dissolug&o do farmaco nos fluidos corporais (sem controlo externo) e reprodutibilidade
(na taxa de libertagdo do farmaco) (Henriques, 2014). Tendo em consideracdo estes
factores, varias tentativas tém sido executadas no sentido de optimizacdo da

terapéutica (Kreye et al., 2008).

Em 1960, foi descrito que compostos de baixa massa molecular e hidrofébicos, foram
permeados a uma taxa relativamente baixa através de uma capsula de borracha de
silicone. No entanto, quando implantados em animais, a taxa de libertacdo foi
moderadamente constante e pouca inflamacéao se verificou no local de administracao
(Henriques, 2014).

Muitas pesquisas e trabalhos tém sido realizados, no sentido de melhor entender o
comportamento dos implantes. Kent e colegas (Kent, et al.,1982) estudaram, pela
primeira vez, matrizes de implantes constituidas por colesterol. Em 1987, Wang et al.,
estudaram a dispersao de insulina num pellet preparado por compressdao de uma
mistura de colesterol. A colocagdo dos pellets em ratos ajudou a reduzir os niveis de
glicose, em 24 dias. Mais tarde, 0 4cido palmitico foi considerado como um excipiente
para a libertacdo prolongada de insulina. Steber et al., (1989) prepararam implantes a
base de triglicéridos, que permitiam a veiculacdo de proteinas e polipéptidos como a
somatotropina. Trabalhos mais recentes tém demonstrado que a gelatina pode
funcionar como modificador da libertacdo (Rawat et al., 2008). Koennings et al. (2006),
estudaram os implantes lipidicos com interleucina-18. O procedimento de preparacdo
nao teve qualquer efeito na estabilidade da proteina. As particulas de proteina foram
co-liofilizadas com polietileno glicol, seguido de uma compressao da mistura do p6
através de uma ferramenta de compactacdo. Todos estes trabalhos demonstraram
que os implantes lipidicos podem ser usados para a libertacdo controlada de péptidos

e proteinas sem que ocorra a sua degradacéo (Rawat et al., 2008).



Deste modo, define-se como implante um sistema de veiculagdo de farmacos que
permite a libertagcdo do farmaco a uma taxa desejada e ao longo de um periodo de
tempo prolongado. Estes sistemas podem ser usados para administracao parentérica,
incluindo administracdo ocular ou subcutanea. Estes sistemas podem desempenhar
um papel fundamental na veiculacdo de farmacos (em especial proteinas), devido a:
(Lambert, 2007)

1. alguns farmacos apresentarem uma baixa disponibilidade oral. Visto que, a
administracao parentérica estd bem sustentada historicamente, ao contréario de
outras vias de administracdo, como a via pulmonar, que ainda estd em
evolucao.

2. avia de administracdo injectavel pressupor a entrega do farmaco no seu local
de accéo (frequentemente o local de anestesia).

3. maior parte dos sistemas de veiculacdo de farmacos serem apresentados na
forma injectavel.

4. administracdo oral estar dependente da passagem pelo TGI (limitado a 24
horas de transito normal do TGI). Uma vez que, as formulacdes de libertacdo
controlada sédo fundamentais para a libertagdo do farmaco ao longo do tempo
(dias, semanas ou meses).
via de administracdo injectavel ser a Unica via pratica na saude animal.
Existéncia de algumas situa¢cdes em que a via oral ndo é recomendada, como

por exemplo em doentes como nauseas.

Os implantes estdo disponiveis em variadas formas, como polimeros (que podem ser
biodegradaveis ou ndo biodegradaveis e que podem apresentar formas de haste,
cilindro, anel ou pelicula e mini-bombas (através de mecanismos mecéanicos ou
osmoticos). As gorduras e as ceras sao consideradas bons candidatos para a
preparacdo de implantes, uma vez que, apresentam uma elevada compressibilidade

quando comparados com sistemas poliméricos (Rawat et al., 2008).

Os implantes lipidicos sdo vantajosos em relacdo aos implantes poliméricos, uma vez
que ndo existe a criacdo de ambientes acidicos (como se verifica com os implantes
poliméricos) durante a libertacdo do farmaco. Dada a sensibilidade das proteinas e
péptidos, qualquer alteracdo no valor de pH pode conduzir & sua inactivagcdo (Kreye
et.al., 2011).

O desenvolvimento deste tipo de sistemas permite o tratamento local e sistémico de
um grande ndimero de patologias. Estes sistemas podem permitir a administracdo

controlada de farmacos ao longo de semanas ou meses, de acordo com o doente e
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patologia associada. Caso se trate de uma terapia a longo prazo, é necessario a
existéncia de dispositivos como o0s sistemas implantaveis, capazes de suportar a
entrega do farmaco ao longo de um periodo de tempo relativamente longo e, também,
capazes de ultrapassar a necessidade de administracbes constantes do farmaco
realizada, na maioria das vezes, por via intravenosa ou oral. Todos estes factores
contribuem para a adesao do doente ao tratamento, dado que pode reduzir o nimero
de idas a clinicas e/ou hospitais e automedicacao (Sakamoto et al., 2010).

Os implantes lipidicos apresentam vantagens como sistemas de libertacéo controlada
de farmacos, nomeadamente, para medicamentos a base de proteinas (Kreye et al.,
2008).

1.2.1 Vantagens dos sistemas terapéuticos implantaveis

Os sistemas terapéuticos implantaveis sao sistemas de veiculacdo promissores para a
libertacdo de diversas moléculas. As vantagens dos sistemas terapéuticos

implantaveis séo:

e Conveniéncia: Por vezes, de modo a verificar as concentragfes eficazes do
farmaco na corrente sanguinea e para a manutencao destas concentracées por
longos periodos de tempo na corrente sanguinea, os doentes sdo obrigados a
permanecer no hospital durante a administracdo do medicamento. Por outro
lado, os implantes permitem que os doentes tenham acesso a terapéutica, com
0 minimo de vigilancia médica (Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

¢ Adesdao: Depois da sua insercéo, ndo existe a possibilidade de incumprimento
das tomas por parte do doente (como acontece, por exemplo, na via oral), o
gque aumenta, substancialmente, a adesdo do doente (Henriques, 2014; Hillery
et al., 2001).

e Potencial para libertacdo controlada: Possibilitam a veiculacao de farmacos
através de uma cinética de libertacdo de ordem zero. Esta cinética oferece
vantagens, uma vez que, evita picos plasmaticos que podem conduzir a
toxicidade e doses subterapéuticas que podem originar ineficacia. Além destas
vantagens, também permite a reducdo da frequéncia de administracdo
(Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

e Potencial para libertacdo intermitente: Podem ser usadas bombas
programaveis. Estas bombas programaveis foram desenvolvidas em 1980

permitindo que doentes e médicos consigam controlar a velocidade de infusédo
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7

de um determinado farmaco. Este tipo de libertacdo € importante para a
libertacdo do farmaco em fungdo de ritmos circadianos, necessidades
metabdlicas e libertacdo de péptidos e proteinas (Henriques, 2014: Hillery et
al., 2001).

Potencial para libertacdo bio sensivel: Area que se encontra em
investigacao (Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

Melhora a entrega de farmacos: O implante permite a veiculacdo do farmaco
e a sua administracao local ou sistemicamente, sem interferéncias de possiveis
barreiras anatémicas. Sdo um exemplo desta vantagem os farmacos que séo
mal absorvidos ou inactivados no TGI e/ou no figado (Henriques, 2014;
Sakamoto et al., 2010)

Flexibilidade: Através da escolha de materiais, métodos de fabrico, taxa de
libertacdo e dosagem do farmaco, é um sistema que apresenta uma
consideravel flexibilidade (Henriques, 2014; Rawat et al., 2008)

Comercial: Quando um farmaco € incorporado num implante, podera ser
considerado como um novo medicamento estando protegido por cinco anos.
Se, por outro lado, se tratar de um farmaco ja existente, 0 mesmo estara

protegido por trés anos (Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

1.2.2 Desvantagens dos sistemas terapéuticos implantaveis

Como ja mencionado os implantes apresentam algumas vantagens, no entanto,

também possuem algumas desvantagens, entre as quais:

Sistema invasivo: Mesmo que seja considerado como uma pequena cirurgia,
€ necessario um procedimento cirdrgico para iniciar o tratamento implantavel e,
também, pessoal especializado para a realizacdo da mesma. Pode ainda ser
demorado, traumatico, causar a formacdo de cicatrizes e, nhum pequeno
namero de doentes, causar problemas relacionados com a cirurgia. Por fim, o
doente pode sentir algum desconforto depois da colocacdo do dispositivo
(Henriques, 2014; Li et al., 2012)

Término do tratamento: Apesar de alguns implantes biodegradaveis nao
necessitarem de remocgdo cirdrgica, por vezes, é necessario esta mesma
cirurgia porque a biodegradagdo pode tornar dificil o término da entrega de
farmacos. Contudo, os implantes ndo biodegradaveis e as bombas osmoticas

necessitam de remocéo cirtrgica (Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

12



Falha do dispositivo: Devido a longos periodos de tratamento, o dispositivo
pode falhar e requer uma intervengéo cirurgica para a sua remoc¢ao (Henriques,
2014; Hillery et al., 2001).

Farmacos potentes: Para minimizar algum desconforto que os doentes
possam sentir, 0s implantes apresentam um tamanho reduzido.
Consequentemente, ficam condicionados em termos de capacidade, por isso,
sdo muitas vezes, utilizados para farmacos potentes como hormonas
(Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

Reaccbes adversas: No local de administracdo do implante, encontra-se uma
elevada concentragdo do farmaco; esta elevada concentracdo pode provocar
reaccOes adversas (Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

Biocompatibilidade: Uma vez que o implante é um material estranho ao
organismo, a biocompatibilidade é uma questédo importante (Henriques, 2014;
Kreye et al, 2011).

Comercial: Para o desenvolvimento de um implante é necessario uma
componente de investigacdo e outra de desenvolvimento (I&D). Se se tratar de
um novo material, a seguranca e biocompatibilidade devem ser avaliadas para
que o produto seja aprovado. Se o0s parametros de seguranca e
biocompatibilidade ndo cumprirem os requisitos necessarios, podem surgir um
conjunto de problemas e originar atrasos no desenvolvimento e

comercializacdo desse produto (Henriques, 2014; Hillery et al., 2001).

13



1.3 Proteinas

Apenas 20 aminoacidos sdo necessarios para construir uma proteina. A maior
diferenca entre proteinas baseia-se na estrutura e, consequentemente, na fungéo,
uma vez que a sequéncia de aminoécidos varia entre si. As proteinas podem
apresentar quatro tipos de estruturas. A estrutura primaria € determinada pela
sequéncia linear de aminoacidos ao longo de uma cadeia, unidos através de ligacdes
peptidicas. A estrutura secundaria € determinada pelas interaccbes entre o0s
aminoacidos na sequéncia primaria, essencialmente por pontes de hidrogénio, que
levam a que a proteina se enrole formando estruturas de a-hélices e folhas B. Os
dominios da estrutura secundaria e as interac¢gdes ndo covalentes resultam na
estrutura terciaria das proteinas. Por fim, a estrutura quaterndria é caracterizada pelas
interaccdes ndo covalentes das cadeias proteicas diferentes que conduzem a

formacdo de uma Unica proteina (Seeley, et al., 2008).

As proteinas sdo muito sensiveis a pequenas altera¢des devido, principalmente, a sua

complexidade quimica e estrutural (Mohl, 2006).

As proteinas e péptidos sdo polimeros de aminoacidos que apenas diferem no
tamanho da cadeia. Sdo macromoléculas biol6gicas com uma estrutura tridimensional
Unica. Esta estrutura € responsavel pelos mecanismos de transporte, solubilidade,
feedback em solucdes fisioldgicas e pelas reac¢des bioquimicas. Devido a capacidade
de se ligarem a homélogos bioldgicos, as proteinas apresentam uma enorme
diversidade de funcdes, tais como fornecimento de energia e estrutura, regulagéo de
processos organicos, ac¢do como sistemas de transporte e auxilio na proteccdo e

contrac¢cdo muscular (Mohl, 2006).

Em 2010, cerca de 20 produtos de anticorpos e 150 produtos a base de proteinas
foram aprovados no mercado dos Estados Unidos da América. Foi ainda relatado que
mais de 100 farmacos proteicos aprovados se encontravam em uso e,
aproximadamente, 800 se encontravam em desenvolvimento para o tratamento de
variadas patologias como, por exemplo, Alzheimer, Parkinson e cancro. Estes
farmacos representaram vendas na ordem dos 700 bilibes de ddélares mundialmente.
Na verdade e, de acordo com um novo relatério apresentado em 2014 estima-se que a
classe de farmacos proteicos, em hipotéticas regides, tenha levado a um enorme
crescimento econémico com valores na ordem de 1,5 bilides de ddélares, em 2013 e,

com expectativas de atingir os 222,7 bilides de délares em 2019 (Figura 5). A evolugdo
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e o0 desenvolvimento de terapias para diversas patologias tém permitido um elevado

crescimento desta industria (Feridooni et al., 2016).

FIGURA EXEMPLO
MERCADO GLOBAL DE BIOENGENHARIA DE FARMACOS PROTEICOS POR REGIAO, 2012-2019
($ MILHOES)

$ Millions

T T

Years

[ Region 1 M Region 2 [JRegion 3

Figura 5 - Exemplo do mercado global de bioengenharia (farmacos proteicos) entre 2012 e 2019 (BCC Research,
2014).

Apesar das suas propriedades atractivas os péptidos e proteinas, apresentam
desvantagens que condicionam a sua utilizacdo por parte de doentes e profissionais
de saude. Os avancos da genémica e proteémica permitiram um aumento do nimero
de farmacos proteicos sintéticos, no entanto, alguns ndo sao biologicamente activos in
vivo. Factores como a imunogenicidade, a toxicidade e baixa estabilidade conduzem a
uma baixa actividade biologica, sendo esta uma das maiores dificuldades para a

formulacéo (Feridooni et al., 2016).

As maiores dificuldades na entrega de farmacos proteicos e peptidicos encontram-se
na baixa biodisponibilidade (degradacdo enzimatica no TGI), na instabilidade fisica e
guimica, na rapida eliminacdo na circulacdo e na fraca permeabilidade através da

mucosa do tracto gastrointestinal (Feridooni et al., 2016).

Os farmacos proteicos e peptidicos sdo, de um modo geral, formulados no estado
sélido podendo sofrer reac¢des de degradacédo. Por um lado, a degradacgéo fisica diz
respeito a modificagcdes estruturais atraveés da desnaturagao, precipitacdo e agregacao
ndo covalente. Por outro lado, a agregacdo quimica diz respeito a modificacdes
covalentes da estrutura primaria na qual ocorre a clivagem ou a formacéo de ligacdes
(Feridooni et al., 2016).
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Algumas cadeias de aminodcidos sdo quimicamente inertes, enquanto outras, sao
reactivas. Relativamente a estabilidade quimica, os aminoacidos sdo sensiveis a
modificagbes através da formacdo ou quebra de ligacdes através de reaccdes nao
enzimaticas como a desamidagcdo, a oxidagdo, a hidrolise, a B-eliminacdo, a

racemizacao e a troca de dissulfureto (Mohl, 2006).

A agregacédo de proteinas refere-se a uma associacdo de pelo menos duas proteinas
desnaturadas e este € o principal problema de instabilidade fisica e dificuldade durante
o desenvolvimento de farmacos proteicos. A agregacdo ndo covalente de proteinas é
causada pela interaccdo dos residuos hidrofébicos que se encontram expostos; ocorre
a formacédo de agregados solUveis e, com o aumento do nimero de moléculas, a
solubilidade diminui, o que conduz a precipitacao de proteinas. A agregacao covalente
de proteinas é devida a reac¢des quimicas, como por exemplo a B-eliminacao (Mohl,
2006).

A actividade das proteinas depende da estrutura conformacional que pode ser
facilmente alterada devido a factores como o pH, impurezas e temperatura. A
actividade proteica € outra dificuldade que dai advém, uma vez que, a deteccao das
alteracdes conformacionais € complexa, pelo que se torna, também, noutro desafio

aquando da formulag&o de farmacos peptidicos e proteicos (Feridooni et al., 2016).

1.3.1 Lisozima

A lisozima, ilustrada na figura 6, também conhecida como muramidase, foi
acidentalmente descoberta por Alexandre Fleming em 1922, e possui a capacidade de
clivar a ligagdo entre o &cido N-acetiimuramico e N-acetilglucosamina em
peptidoglicano (componente principal da parede celular bacteriana). A lisozima pode
ser encontrada no soro, leite humano, leite de vaca, ovos e lagrimas (Callewaert &
Michaels, 2010; Wu et al., 2015).

Inicialmente, a lisozima nado foi considerada util no tratamento contra inGmeras
doencas humanas e, assim sendo, ndo foi atribuido interesse a sua actividade
antibacteriana. Mais tarde, nos anos 80, comecou a ser utilizada como modelo em
diferentes areas como a quimica, cristalografia, enzimologia e biologia molecular. No
entanto, também se verificou que a lisozima apresenta eficacia terapéutica contra
varias patologias humanas, sem produzir imunogenicidade, nem efeitos secundarios.

Apresenta actividade bacteriostatica e bacteriolitica e € caracterizada pela sua

capacidade de proteccdo contra infec¢cdes por bactérias, fungos e virus, podendo
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também ser usada pela industria alimentar como conservante (Callewaert & Michaels.,
2015; Wu et al., 2015).

A lisozima pode ser classificada em trés tipos, de acordo com as diferencas nas
sequéncias de aminoacidos e estruturas terciarias de proteinas: tipo C, tipo T4 ou tipo
G. A lisozima presente nos ovos de galinha e a lisozima humana pertencem ao grupo
C. A lisozima do ovo é facilmente obtida da clara do ovo em comparacdo com a
lisozima humana, no entanto, esta apresenta uma maior actividade antibacteriana e
maior estabilidade térmica, uma vez que, existem diferencas nos residuos catiénicos e
estrutura tridimensional (Wu et al., 2015).

A lisozima é uma enzima hidrolitica, apresenta uma massa molecular entre 14
kilodalton (kDa) a 15 kDa e o seu ponto isoeléctrico € 11 (Wu et al., 2015).

Figura 6 - Estrutura espacial da lisozima (Lysozyme Dimer, s.d.).
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1.4 Lipidos

Os lipidos sdo um grupo heterogéneo de compostos que podem variar desde
triglicéridos a surfactantes hidrofilicos. Segundo Small (1968), os lipidos podem ser
classificados em lipidos polares e lipidos ndo polares, de acordo com a sua interaccdo
fisica com a 4gua. Drug delivery systems (DDS) a base de lipidos sdo constituidos por
lipidos polares que sdo biocompativeis e biodegradaveis, tais como, fosfolipidos,
acidos gordos e triglicéridos. Devido as suas caracteristicas, sdo bons veiculos de
distribuicao de farmacos (Li et al., 2012; Siegel & Rathbone, 2012).

Regra geral, os lipidos que sdo usados na formulagdo de implantes lipidicos
caracterizam-se pela sua baixa toxicidade, conduzindo a menos efeitos secundarios
(Kreye et al., 2011).

O Dynasan, como demonstrado na tabela 1, € um grupo de triglicéridos com uma
estrutura microcristalina; € um éster de glicerol saturado com &cidos gordos nédo
ramificados, de origem vegetal, que ndo contém antioxidantes e outros estabilizadores.
Apresenta uma baixa toxicidade e poucos efeitos secundarios, no entanto, apresenta
como desvantagem, a sua instabilidade, uma vez que, diferentes polimorfismos podem
surgir conduzindo a diferentes estruturas cristalinas com propriedades diferentes.
Estes polimorfismos surgem devido as alteragbes de temperatura inerentes a sua

producado (Mendes, 2013).

Estes triglicéridos s@o usados por industrias farmacéuticas e cosméticas, podendo ser
usados como adjuvantes em diversas preparacdes como comprimidos (funcionado
como um lubrificante), supositérios, 6vulos vaginais e sticks cosméticos (melhora o
processo de solidificacdo) e em unguentos, locdes e cremes corporais (promove

estrutura) (Cremer, s.d.).

Tabela 1 - Diferengas entre os tipos de Dynasan (Cremer, s.d.).

Dynasan 114 Dynasan 116 Dynasan 118
(CusHgeO6) (Cs1Hgg06) (Cs7H11006)
Ponto de Fuséo 55-58°C 61-65°C 70-73°C

Ligeiramente sollvel | Ligeiramente solGvel | Ligeiramente solavel
o em n-hexano e éter | em n-hexano e em | em n-hexano e em
Solubilidade oo _ ] i oo i o
dietilico. Muito baixo | éter dietilico e etanol. | éter dietilico e

em etanol. etanol.
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1.5 Micrococcus lysodeikticus

O género Micrococcus foi descoberto em 1872, por Cohn, no entanto, desde a sua
descoberta novos estudos e investigacdes tem sido realizados para o aprofundamento
das suas caracteristicas e propriedades (Stackebrant et al., 1995; Wieser et al., 2002),
0 que contribuiu para aumento do conhecimento sobre este género. No ano de 1922,
Fleming classificou taxonomicamente a espécie Micrococcus lysodeikticus e descobriu
que este organismo apresentava elevada susceptibilidade a accao litica da lisozima
(Kloos & Schultes, 1969). Em 1955, Evans, Bradford e Niven sugeriram a inclusao do
Micrococcus lysodeikticus, como € possivel observar pela figura 7 no género

Micrococcus, separando-a assim, do género estafilococos (Mai et al., 1969).

Foi descrito por Cohn, pela primeira vez, para coloragdo gram-positiva. S8o bactérias
aerObicas e com catalase positiva (apresenta uma enzima que decompde o peréxido
de hidrogénio). A maior parte dos membros da familia Micrococcus apresenta uma
tonalidade amarela e crescem a um pH elevado (pH=10), ainda que a presenca de
uma condi¢do ndo condicione a outra (Prakash et al., 2014). As células deste género
sdo esféricas e ndo formam esporos (Zhao et al.,, 2009), pertencem a classe

Actinobacteria, a familia Micrococcaceae e a ordem Actinomycetales (Liebl et al.,
2002).

Sédo frequentemente isoladas da pele de mamiferos (Kloos et al., 1974), podendo
também ser encontrada na agua, no solo (Zhang et al.,, 2010), no ar (Rieser et al.,
2013), em residuos de lacticinios (Chittpurna et al., 2011) e nos tecidos internos de
plantas (Zhao et al., 2009) (Prakash et al., 2004).

E geralmente dificil identificar Micrococcus como causa de uma infeccdo, pela sua
presenca na pele de mamiferos. Pode ser considerado um organismo saproéfito ou
comensal, ou um organismo patogénico oportunista, especialmente em casos de
hospedeiros imunocomprometidos, como por exemplo, hospedeiros com Virus da

Imunodeficiéncia Adquirida (VIH).

)

&)

Acc V  Spot Magn Det WD Exp 2 pm
30.0kv 3.0 12230x SE 106 0 jh

Figura 7 - Micrococcus lysodeikticus (CDC, 2005). 19




Em casos raros, podem ser registadas mortes de imunocomprometidos devido a

infeccdes pulmonares causados por este organismo (Dada & Aruwa, 2014).

A transmissao é feita através do contacto com objectos ou superficies contaminadas e
através da inalacdo de particulas contaminadas. Micrococcus spp. sdo sensiveis a
uma grande variedade de antibiéticos como a penicilina, gentamicina, clindamicina e

vancomicina, contudo, a probabilidade de infeccdo é baixa (Dada & Aruwa, 2014).
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1.6 Métodos de producao de implantes

A producdo dos implantes pode ser realizada por compressdo, fusdo ou extruséo
(Kreye et al., 2008). No método de producdo por compressao, ocorre a compressao
directa da mistura. E um processo de producéo simples e favoravel para os implantes
lipidicos. Ainda assim, é necessario cautela em relacdo a distribuicdo da mistura
lipido-proteina que deve ser uniforme. Esta uniformidade pode ser dificil de obter,
devido as possiveis misturas de materiais e fracas propriedades de fluxo das misturas
em poO, 0 que resulta em misturas ndo homogéneas. Esta técnica influencia a
distribuicdo do farmaco no interior dos implantes e € um método desafiante no que diz
respeito ao aumento de escala devido a fluidez da mistura. Se tal ndo se verificar, é
necessario a adi¢cdo de lubrificantes que podem modificar o padrdo de libertacdo do

farmaco (Kreye et al., 2008).

Um meétodo alternativo € o método de producgdo por fusdo onde ocorre a fusdo da
mistura em moldes e arrefecimento em condi¢cbes controladas. Neste caso, é
necessario cuidado com substancias termossensiveis (como as proteinas), uma vez
que, podem perder a sua actividade biolégica depois do aquecimento. Diferentes
morfologias de implantes podem ser obtidas por compressdo em oposicao a produgéo
por fusdo. No entanto, como demonstrado por Pongjanyakul et al., superficies mais
suaves podem ser obtidas quando os implantes sdo produzidos por fusdo. Ainda
assim, a superficie dos implantes produzidos por fusdo permanece nao poroso, depois
da libertacdo do farmaco in vitro, ao contrario dos implantes produzidos por
compress&o em que a superficie se torna porosa. E ainda necessario cuidado com o
estado fisico do lipido devido aos polimorfismos que podem surgir. E de extrema
relevancia o estado fisico do lipido, uma vez que, se este estado se alterar durante o
armazenamento, pode originar uma alteracédo das propriedades do implante, como por
exemplo, alteracdo da cinética de libertacdo do farmaco. Os triglicéridos, por exemplo,
podem formar polimorfismos o ou f, dependendo, de varios factores como a
velocidade de arrefecimento, temperatura inicial e final, presenca de impurezas e

pressédo (Kreye et al., 2008).

No método de producdo por extrusdo, a mistura atravessa uma agulha. Este
método € vantajoso em relagdo aos anteriormente descritos devido a facilidade de
aumento de escala. No entanto, é necessario precaucdo em relacdo as condicbes de
extrusdo, uma vez que, pode condicionar a porosidade e, tanto, a morfologia interior e

como a exterior dos implantes. Ao contrario do método de producao por fusdo, ndo se
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verifica a fusdo dos materiais mas sim o seu amolecimento, 0 que consequentemente
reduz a formacdo de polimorfismos. As elevadas temperaturas durante a extrusédo
podem conduzir a alteracdo do estado fisico do lipido e degradacdo do farmaco. No
caso das proteinas, as interac¢des farmaco-lipido podem conduzir numa diminuicao
da actividade do farmaco (Kreye et al., 2008).
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2. Procedimento experimental

2.1 Componentes de implantes

Para a producdo dos implantes foram usados trés componentes em diferentes
composicdes, sendo a lisozima o componente em estudo. O lipido escolhido foi o
Dynasan 118 pela facilidade de manuseio em relacdo a outros lipidos também
utilizados na fase de optimizagdo do método de produgdo. Por fim, o composto
Gelucire foi utilizado por permitir a degradagéo do implante e a libertacdo do farmaco.
Além disso, foi possivel observar diferengas entre implantes produzidos com Gelucire

com implantes que nao possuiam este composto.

2.2 Design de implantes

Para a preparacdo dos implantes foram usados trés componentes: lisozima, gelucire e
Dynasan 118. Assim, e de acordo com a tabela 2, foram preparados implantes com
diferentes composi¢6es. Os constituintes necessarios foram pesados e colocados em
banho de agua até fusdo. A lisozima foi adicionada, previamente pulverizada e
tamisada, quando se verificou a fusdo completa da mistura, durante 1 minuto e com

agitacdo, com ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Montagem para a produgao de implantes. 1- Termémetro; 2 - Lisozima + Gelucire + Dynasan + Agitador;
3 - Placa de aquecimento.

As condicdes de agitacdo e tempo foram, de igual modo, consideradas devido a

sensibilidade da lisozima, uma vez que, é necessario garantir a sua viabilidade

aquando da preparacao dos implantes. Os implantes foram moldados, depois de se
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verificar a fusdo completa da mistura, com uma pipeta de plastico. Assim que se
verificou o arrefecimento dos implantes, estes foram cortados com o tamanho
pretendido (2 mm). No final da preparacdo dos implantes, estes foram mantidos no
exsicador durante 1 dia para secagem.

Tabela 2- Composi¢ao dos lotes de implantes preparados.

m(Lisozima)/mg m(Gelucire)/mg m(Dynasan 118)/mg
Lote | 300 200 1500
Lote Il 360 | - 1700
Lote Il 300 400 1300

2.3 Extraccdo Inicial

Antes do inicio dos ensaios de libertagcdo, foi realizada uma extracg&o inicial com o
intuito de se determinar a quantidade inicial de proteina presente nos implantes
preparados. Deste modo, foram escolhidos 5 implantes de cada lote e, foi adicionado a
cada um, 1 mL de éter dietilico e 1 mL de tampdo fosfato (constituido por
dihidrogenofosfato de sddio, cloreto de sddio, hidrogenosfosfato disddico e azida de
sédio). Para a realizacdo da extraccdo liquido—liquido, é essencial uma agitacdo
adequada que condiciona a dissolucdo completa do implante lipidico e,

consequentemente, a recolha de amostras para posterior andlise.

Os implantes foram colocados em agitagdo durante 30 minutos e, quando se verificou
a separagdo de fases, foram retirados 750 uL da fase aquosa para um eppendorf
devidamente rotulado e identificado, para quantificacdo proteica e determinacdo da
actividade biolégica.

2.4 Ensaios de libertagédo

Para os ensaios de libertacdo, os implantes foram colocados em eppendorfs de 2 mL,
com 1 mL da solucdo de tampéo fosfato pH 7,4. Os implantes foram colocados em
agitacdo a 85 rpm e a 37°C (incubadora com agitagcédo Inkubation 1000 e Unimax 1010
Heidolph). A recolha de amostras para posterior analise e a respectiva substituicdo do
meio com tampéao fosfato pH 7,4 previamente aquecido a 37°C, foram realizados em
dias previamente estabelecidos (recolhas as 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 7

dias e 14 dias). A analise das amostras (quantificacdo proteica e determinacdo da
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actividade biologica) foi realizada uma semana apds congelacdo. Nos ensaios de
libertacdo, a azida de so6dio é usada como conservante, evitando a possibilidade de

contaminag&o microbiana.

2.5 Avaliacédo da actividade biolégica

A determinacdo da cinética enzimatica, utilizada para a determinacdo da actividade

biolégica da proteina lisozima, baseia-se na seguinte reacc¢éo:

i o . . lisozima | o . i
Micrococcus lysodeikticus (células intactas) —— Micrococcus lysodeikticus (células lisadas)

7

Nos ensaios de actividade biolégica, € utilizado uma suspensdo de Micrococcus
lysodeikticus, preparada em tampao fosfato pH 7,4, com azida de sédio 0,01 % (m/v).
A deteccdo desta actividade foi efectuada através da espectroscopia UV-Vis, visto que
0 Micrococcus lysodeikticus absorve a luz numa gama de comprimentos de onda nos

valores compreendidos entre 350 e 475 nm.

As absorvancias foram medidas com o auxilio de um espectrofotbmetro
(espectrofotometro ThermoScientific Evolution 300 UV-VIS), a 450 nm, durante 4,5
minutos (com intervalos de 30 em 30 segundos). Nestes ensaios, 100 uL da amostra é
ressuspensa em 900 pL da suspensdo de Micrococcus lysodeikticus, preparada em
tampao fosfato com azida de sédio. A quantificagdo da actividade da lisozima foi

determinada usando a equacéo 1:

AA450/minute X 1000
mg enzyme in reaction mixture

Units/mg =

Equacdo 1 - Equacdo usada para a determinagdo da actividade da lisozima (Worthington Biochemical
Corporation,2016).

Sendo AA ssominute @ Variagdo de absorvancia a 450 nm por minuto e mg enzyme in
reaction misture a quantidade de enzima libertada e que se encontra na mistura

reaccional.

2.6 Doseamento proteico
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Para este ensaio, foi escolhido 0 método do acido bicinconinico (BCA). Este é um
método colorimétrico, baseado em duas reacgdes: primeiro, as ligages peptidicas na
amostra reduzem os ides cobre numa reacgado dependente da temperatura sendo que
a quantidade de cobre (Cu®") reduzida é proporcional & quantidade presente na
solugdo; segundo, duas moléculas de acido bicinconinico complexam com cada ido,
formando um produto roxo, como ilustrado na figura 9. Através da medicdo da

absorvancia a 595 nm, pode ser determinada a quantidade de proteina presente numa

solucéo.
Step 1) Step 2)
OH- 2 BCA
Protein U

cul BCA-Cul+ kf‘;‘l;:m
Complex

[cysteine, cystine,
tyrosine, tryptophan
amino acid residues)

Temperature-dependent
reaction

+ Cu?

Figura 9 - Método do BCA Labome (The World of Laboratories, 2015).

Y

Para proceder a realizacdo do método BCA é necessério pipetar 25 uL de cada
padrdo e amostras para a microplaca e adicionar 200 uL de working solution para cada
poco. A placa é colocada na estufa por 30 minutos e a absorvancia medida a 595 nm

(leitor de microplacas ThermoScientific Multiskan FC).

2.7 Electroforese em gel de poliacrilamida

A larga utilizacdo da electroforese permite a separacdo de proteinas, através da
separacdo de moléculas carregadas sobre a aplicacdo de um campo eléctrico.
Factores como a forma molecular, a porosidade e a viscosidade da matriz usada na
electroforese vao também influenciar o0 movimento das moléculas presentes numa

amostra (Nomula, 2012).

Quando se submetem proteinas, a um campo eléctrico, e aquando da existéncia de
um valor de pH diferente do seu ponto isoeléctrico, estas vdo migrar de acordo com a
carga; esta migracdo permitira a separacdo de proteinas existentes numa amostra
(Nicolai, 2008).
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Assim, através da polimerizacdo de mondmeros de acrilamida € possivel a obtencdo
de um gel de poliacrilamida (PAGE) sendo esta a matriz usada na realizacdo da
electroforese (Nicolai, 2008).

O gel de poliacrilamida caracteriza-se pela sua apresentacdo robusta sendo, desta
forma, adequado para a separacdo de proteinas e acidos nucleicos. Para a
preparacdo deste gel é necessario adicionar uma pequena quantidade de acrilamida
que permite a formacao de um gel muito forte e inerte (Nomula, 2012). Para acelerar a
velocidade de polimerizacdo do gel é utilizado o N,N,N’,N’-tetrametilenodiamina
(TEMED) enquanto que o persulfato de aménio (PSA) é usado para promover a
polimerizacéo da rede tridimensional (Nicolai, 2008).

Para a realizac@o da electroforese é necesséria a preparagdo de um gel resolvente e
um gel concentrador, como descrito na tabela 3. Este Ultimo permite concentrar o
volume das amostras, para que, se obtenha uma melhor resolu¢éo das bandas obtidas
(Nicolai, 2008).

Para uma melhor e correcta visualizagdo das bandas procede-se a coloragdo da
amostra. Este passo, essencial, permite a visualizagdo da posi¢cdo das moléculas que

foram separadas numa matriz de gel (Nomula, 2012).

Tabela 3 - Composicdo do gel resolvente e concentrador (Nicolai, 2008).

Gel Resolvente Gel Concentrador
3,70 mL de acrilamida 0,65 mL de acrilamida
3,75 mL de Gel Resolvente 1,25 mL de Gel Concentrador
150 pL de SDS 10% 50 uL de SDS 10%

7,40 mL de agua bidestilada 3,02 mL de agua bidestilada
50 uL de PSA 25 ul de PSA

10 pL de TEMED 5 uL de TEMED

Para a preparacdo dos géis PAGE é necesséria a montagem do dispositivo de
electroforese como esté ilustrado na figura 10. Com o auxilio de uma pipeta, o gel
resolvente é introduzido, sendo de seguida, colocada uma ligeira camada de agua
saturada com a presenca de n-butanol com o intuito de nivelar estes componentes.
Concluido este processo, encontra-se também terminada a polimerizagdo. De seguida,
é retirada a camada de alcool com a sua posterior lavagem em agua bidestilada. O gel

concentrador e 0 molde s&o entdo colocados nos poc¢os. Apos a polimerizagéo do gel
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7

concentrador é introduzida numa tina previamente cheia de tampao de eléctrodo

sendo, finalmente, colocadas as amostras e os padrdes (Nicolai, 2008).

Figura 10 - Montagem para a electroforese.
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3. Apresentacgéo e tratamento de resultados

3.1 Design de Implantes

Com o objectivo de obter uma escala de producéo aceitavel, no inicio da preparacao
de implantes, procedeu-se a preparacao preliminar de implantes sem conteudo
proteico. Algumas dificuldades surgiram aquando da preparacdo dos implantes devido
a morosidade do processo de preparacdo e a necessidade de producdo de varios
lotes, uma vez que, se pretendia a obtencdo de implantes com as melhores
caracteristicas possiveis. Depois da obtengdo do melhor método de preparagéo de
implantes, procedeu-se a colocagdo da lisozima com cautela, devido a sensibilidade

da proteina.

Através do meétodo de produgédo, foram obtidos implantes cilindricos com diametro de
1 mm e com uma espessura de 2 mm. Os implantes apresentaram-se
macroscopicamente sem fendas, poros ou irregularidades, uniformes e com uma
massa média de 20 mg (m=0,0192+0,0009 g). De cada lote de implantes preparados,
5 foram usados para a extraccao inicial e os restantes foram usados nos ensaios de

libertacéo.

3.2 Extraccdo inicial

A extracc¢do inicial foi realizada com o objectivo de determinar a concentracao inicial
de proteina presente nos implantes. Para tal, foi realizada uma extrac¢ao liquido-
liquido, tendo sido obtido duas fases: a fase organica e a fase aquosa. A fase orgéanica
€ a fase menos densa que contém o éter dietilico e a fase aquosa, mais densa que
contém o tampao fosfato pH 7,4 e a azida de sédio 0,01% (m/v) (Foram utilizados 750

uL da fase aquosa para analise e quantificacéo).

140,00 +
120,00 -~
100,00 -~
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00 T T f
Lote | Lote Il Lote llI

[Lisozima] / pg.mL?

Grafico 1 - Quantidade inicial de proteina nos implantes produzidos. 29



Depois da analise da actividade biologica e quantificagcdo proteica, os resultados da
extracgdo inicial mostram uma elevada actividade da lisozima no inicio do trabalho,
como demonstrado no grafico 2. A concentragdo inicial de proteina foi de 96,27,
135,61 e 37,13 ug.mL'1 para os lotes I, Il e lll, respectivamente, como expressos no
gréfico 1.

1800,00

1600,00

1400,00

1200,00

1000,00

800,00
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200,00 -
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Grafico 2 - Actividade inicial dos implantes.

3.3 Ensaios de libertacéo

Os ensaios de libertacdo foram realizados utilizando implantes com diferentes
composicdes de lisozima e constituicao lipidica. Ao longo de 14 dias foram recolhidas
amostras sendo estas substituidas por tampéo fosfato pH 7,4 e a azida de sodio
0,01% (m/v) previamente aquecido, como demonstrado pela figura 11. Todas as
amostras foram posteriormente analisadas quanto a quantificagdo proteica e
respectiva actividade biologica.
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Figura 11 - Ensaios de libertagdo. 1 - Implantes em agitagao; 2 - Tampao fosfato pH 7,4 (Pré-aquecido); 3 -
Agitagao; 4 — Aquecimento.

3.4 Avaliacéo da actividade biolégica

O ensaio da actividade bioldgica foi realizado utilizando um método colorimétrico com
a bactéria Micrococcus lysodeikticus, tendo os sobrenadantes provenientes dos
implantes apresentado o mesmo perfil de libertagdo. Pela observacdo do gréfico 3,
verifica-se um burst inicial que pode corresponder a saida rapida da lisozima
localizada a superficie e adsorvida a superficie do implante. Verifica-se, ap6s o burst,
uma cinética de ordem zero que corresponde a libertacéo da lisozima. Por fim, verifica-

se um patamar correspondente a manutencao da actividade da lisozima.
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Grafico 3 - Actividade cumulativa da lisozima (U/mg) ao longo de 14 dias.

3.5 Doseamento proteico

Para a quantificacéo proteica, foi utilizado o método do acido bicinconinico sendo que
a presenca proteica é verificada pelo aparecimento de cor roxa, como observado na
figura 12. A quantificacdo proteica foi realizada utilizando uma curva de calibragcéo (ver
grafico 4) sendo as absorvancias medidas a 595 nm. As medigfes foram realizadas
em triplicado, sendo que as médias se encontram na tabela 4.

Tabela 4 - Concentragées dos padroes e respectivas absorvancias.

[Lisozima] /ug.mL™ Absorvancias (595 nm)
250,000 0,367
125,000 0,262
62,500 0,174
31,250 0,140
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15,625 0,120
7,825 0,114
0,000 0,106
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Grafico 4 - Curva de Calibragao.
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Grafico 5 - Concentracdao Média da Lisozima ao longo dos 14 dias de libertagao.

Os resultados mostram que o lote I, foi dos trés lotes, aquele que apresentou uma
maior uniformidade, ou seja, apresenta uma distribuicdo constante da concentragdo de
lisozima ao longo dos 14 dias de libertagcdo em comparacdo com o lote | e lll. O lote |
apresentou uma concentracdo ao final de 14 dias de 54.62 pg.mL*, o lote I

apresentou uma concentracdo de 58.11 pg.mL™ e o lote Il de 38.01 pg.mL™. A

32



concentracdo de lisozima do Lote Ill aumentou ao final de 14 dias uma vez que se

7

comecgou a verificar a degradagdo dos implantes, como é possivel observar pelo
grafico 5.

Figura 12 - Resultados ap6s incubagdo. 1- Ensaio Branco; 2/3/4 - Resultados de diferentes lotes de implantes.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e sempre com um ensaio em branco.
E necessario algum cuidado na realizacdo deste ensaio, uma vez que ligeiras
alteracbes na quantidade de solucdo (como maior ou menor quantidade) adicionada
aos pocos poderia afectar significativamente os resultados obtidos.

3.6 Electroforese em gel de poliacrilamida

Pela observacéo da figura 13, ap6s a aplicacdo do método de coloragdo com o Azul
de Comassie, € possivel constatar que nao foi possivel a visualizagdo correcta das
bandas correspondentes a presenca da lisozima. Este facto leva a concluir que

possivelmente o método utilizado néo € sensivel para o enzima em questao.

Figura 13 — Gel de poliacrilamida obtido.
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Conclusao

Os implantes lipidicos sdo uma forma promissora para a veiculacdo de diversos
produtos farmacéuticos, incluindo proteinas e péptidos. O objectivo deste trabalho foi
estudar a incorporacdo de uma proteina utilizando implantes lipidicos como sistemas
de veiculacdo. Assim, foram preparados varios lotes de implantes e, para tal, foram

estudados a actividade biologica e o perfil de libertacao da proteina lisozima.

A via oral, caracterizada pela sua comodidade relativamente a outras vias, apresenta
algumas dificuldades aquando da administracdo de péptidos/proteinas, pela
possibilidade de sofrerem degradacdo proteolitica ao longo do TGI e/ou uma rapida
eliminacdo. A administracdo de péptidos e proteinas pode ser efectuada por diversas
formas, como por exemplo, através da alimentacdo, no entanto, a descoberta de

novas moléculas aumentou, consideravelmente o uso de péptidos/proteinas.

Uma vez que as proteinas sdo muito susceptiveis, podendo perder a actividade
catalitica mediante pequenas alteracbes do meio que as envolve, 0 processo de
producao dos implantes foi complexo e, por isso, foi necessaria a preparacao de varios
lotes de implantes até a obtengdo de uma escala consideravel. No inicio do trabalho
laboratorial foram preparados implantes sem proteina com intuito de testar e optimizar
0 método de produgdo. Durante a producdo dos implantes, foi necessario precaugéo
com controlo da temperatura e agitagdo do meio uma vez que, facilmente poderiam
degradar a proteina. Por outro lado, esta agitacdo e temperatura controlada tiveram de
ser adequadas para que a proteina se apresentasse uniformemente distribuida no
implante e para que ocorresse a fusao de todos o0s constituintes necessarios a

producdo do mesmo.

Durante a realizacdo do trabalho laboratorial, foram preparados trés lotes de implantes
com diferentes composi¢cdes. O composto gelucire tornou a producdo mais dificil uma
vez que apresenta caracteristicas oleosas em compara¢do com o0s outros constituintes
usados na producdo dos implantes. Apesar disso, € necessario realcar a importancia
do composto gelucire, pois contribui para a degradacdo do implante, factor essencial
para que ndo seja necessaria a remocao cirdrgica, 0 que consequentemente contribui

para a terapéutica do utente.

Antes do inicio da libertagdo, foi realizada uma extrac¢do inicial que teve como
objectivo adequar a quantidade de proteina inicial presente em cada lote de implantes,
tendo sido verificado que o lote Il apresentou uma concentracdo inicial de proteina

mais elevada (135.61 ug.mL™). Destaca-se a complexidade deste ensaio uma vez que
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foi necessario uma correcta e uniforme agitacdo do meio por todos os implantes para a
obtencdo de duas fases distintas (fase aguosa e fase organica). Esta separagcédo de
fases é essencial para a recolha de amostras para posterior andlise.

Depois da producdo dos implantes, estes mostraram-se sem fendas, falhas,

irregularidades internas e uniformes.

Os resultados da actividade bioldégica mostram que todos os implantes apresentam o
mesmo perfil e uma cinética de libertacdo de ordem zero. Foi verificado um burst inicial
gque corresponde a saida rapida de lisozima que se encontra a superficie do implante.
De seguida, e pela observacdo do grafico, a libertacdo de lisozima manteve-se

constante ao longo dos 14 dias de libertacao.

Os resultados do doseamento proteico revelaram uma maior uniformidade do lote I
em comparacdo com 0s outros dois lotes preparados. Este resultado pode ser
explicado pela composi¢do dos implantes deste lote que apenas contém Dynasan 118
e lisozima, o que nao se verifica nos lotes | e Ill, que apresentam diferentes
guantidades de gelucire. Dos 3 lotes de implantes produzidos, o lote Il foi aquele que
apresentou uma maior concentracdo de proteina apos 14 dias de libertagdo (58,11
ug.mL™). O lote Il apresentou uma concentracdo de lisozima superior no final do
ensaio dado que se comecou a observar a degradacdo dos implantes pela

visualizacdo de particulas provenientes do mesmo.

Apo6s a realizacdo da electroforese em gel de poliacrilamida ndo foi possivel a
visualizacdo das bandas depois da coloracdo com o corante azul de Comassie. Para
uma melhor visualizacdo das proteinas seria necessario a utilizacdo de outro método
de coloracdo como, por exemplo, a coloragdo com nitrato de prata. Este tipo de
coloracao é altamente sensivel, 0 que consequentemente detecta quantidades muito
pequenas de proteina presentes numa determinada amostra. No entanto, ndo foi

possivel a realizagdo desta nova coloracgéo.

Todos estes resultados indicam que os implantes lipidicos sdo uma alternativa a
considerar aquando da veiculacdo de péptidos/proteinas. No entanto, e, apesar dos
bons resultados obtidos através deste trabalho, novos estudos e ensaios deverao ser

realizados para corroborar e melhorar o conhecimento sobre os implantes lipidicos.
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