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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS
SOLIDAS MODIFICADAS COM ACIDO HIALURONICO PARA ADMINISTRACAO
ORAL DE INSULINA

RESUMO

A administracdo oral da insulina destaca-se como o0 modo mais conveniente, simples e
compativel com o paciente, pois proporciona conforto e é capaz de controlar a
homeostase glicidica. Neste estudo foi produzido e avaliado um nanotransportador lipidico
polimérico para a entrega oral da insulina por meio de dupla emulsdo e
emulsificacdo/evaporacao do solvente utilizando etilpalmitato e acido hialurénico (HA) de
13 e 55 kDa. As nanopatrticulas apresentaram diametro médio em torno de 300nm, carga
superficial negativa, eficiéncia de encapsulacdo de 35% e apresentaram-se estaveis
termicamente quando analisadas pela calorimetria diferencial de varredura. A liberacao in
vitro com fluidos gastrointestinais simulados demonstrou a capacidade de protecdo a
insulina encapsulada. As nanoparticulas mostraram-se seguras em potenciais
concentracfes terapéuticas, uma vez que ndo originaram citotoxicidade para as células
epiteliais intestinais. Por ultimo, a permeabilidade da insulina nanoencapsulada através de
monocamadas Caco-2 e modelo Caco-2:HT29-MTX correlacionaram-se com as taxas de
liberagdo lenta e ndo apresentam diferengas entre si. Esses resultados indicaram que o
peso molar do HA ndo apresentou diferencas tanto na caracterizacdo quanto na resposta
terapéutica das nanoparticulas preparadas, podendo estas serem consideradas como um
bom transportador para administracéo oral de insulina.

PALAVRAS CHAVES: Etilpalmitato. Nanoparticulas lipidicas poliméricas. Administracao
oral. Permeabilidade intestinal. Diabetes mellitus.
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF SOLID LIPID NANOPARTICLES
WITH HYALURONIC ACID FOR ORAL ADMINISTRATION OF INSULIN

ABSTRACT

The oral administration of insulin stands out as the most convenient, simple and
compatible way for patients, since it provides comfort and it can control the glucose
homeostasis. This study produced and evaluated a polymer-lipid nanotransporter for the
oral delivery of insulin by double emulsion and solvent emulsification/evaporation using
ethyl palmitate and hyaluronic acid (HA) of 13 and 55 kDa. The nanoparticles showed an
average diameter of 300 nm, negative surface charge, encapsulation efficiency of 35%
and they were thermally stable when analyzed by differential scanning calorimetry. The in
vitro release with simulated gastrointestinal fluids demonstrated the protection ability to
encapsulated insulin. The nanoparticles have shown to be safe at potential therapeutic
concentrations, since they did not cause cytotoxicity to intestinal epithelial cells. Finally,
the permeability of nanoencapsulated insulin through Caco-2 monolayers and Caco-
2/HT29-MTX model correlated with the slow release rates and did not show differences
between them. These results indicated that the molar weight of HA did not show
differences in both the characterization and the therapeutic response of the prepared
nanoparticles, which could be considered as a good carrier for the oral administration of
insulin.

KEYWORDS: Ethyl palmitate. Polymeric lipid nanoparticles. Oral administration. Intestinal

permeability. Diabetes mellitus.
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) € uma doenca caracterizada pela presenca de hiperglicemia
sanguinea, causada devido a falta de producédo ou a resisténcia da insulina pelos tecidos-
alvo. A insulina é uma proteina responsavel pela manutencédo da homeostase glicidica do
organismo. No diabetes tipo 1 ocorre a destruicdo das células beta das ilhotas
pancredticas, as quais sdo responsaveis pela producao de insulina, tornando os pacientes
dependentes da administracdo exdgena para a sobrevivéncia.

A administracdo exogena de insulina da-se pela via subcutanea, tornando-se um
tratamento de dificil adesao, pois as aplicacdes geralmente sdo realizadas mais de uma
vez ao dia, o processo é doloroso, e se nao houver um rigido controle pode desencadear
em crises hipoglicémicas.

A fim de minimizar esses efeitos, desde a sua descoberta, em 1921, vem-se
tentando produzir um sistema de liberacdo oral da insulina, porém ainda ndo existe
nenhuma formulacdo comercial que possibilite a sua administracao por esta via.

Isto ocorre principalmente, devido as limitacdes que a mesma apresenta,
relacionadas ao trato gastrointestinal, quando administrada oralmente, tais como a
degradacdo por enzimas proteoliticas; destruicdo devido ao baixo pH do meio; e baixa
permeabilidade biologica através do epitélio intestinal. Assim, a biodisponibilidade da
insulina apresenta-se ineficaz para controlar os niveis hiperglicémicos do paciente com
DM.

A nanomedicina tem sido bastante utilizada para o desenvolvimento de novos
farmacos, pois esta tecnologia ajuda a solucionar problemas relacionados a solubilidade,
instabilidade e baixa biodisponibilidade dos compostos. Neste contexto, nanoparticulas
lipidicas poliméricas (NLP) sdo alvo de estudos para a entrega oral de proteinas.
Destacam-se como boa alternativa terapéutica, pois: combinam beneficios dos lipideos e
polimeros que sao utilizados na preparacao; podem carregar diferentes tipos de farmacos,
hidrofébicos ou hidrofilicos; conferem protecdo ao farmaco contra a degradacao;
permitem a liberacéo controlada; e promovem a absorcéo e o transporte intracelular.

O acido hialurénico (HA) é um biopolimero polianiénico, que vem sendo utilizado
associado aos nanotransportadores de farmacos devido a suas caracteristicas de
biocompatibilidade, mucoadesividade, viscoelasticidade e imunogenicidade limitada.

Também, devido aos beneficios que o mesmo confere aos nanosistemas, tais como,
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protecdo a sua "carga”, melhora da solubilidade e da vida plasmatica de farmacos,
auxiliando no retardo do mecanismo de depuracéo.

Portanto, considerando a administracdo oral da insulina como o modo mais
conveniente e compativel com o paciente, capaz de proporcionar homeostase glicidica, o
objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas lipidicas poliméricas

compostas por etilpalmitato e HA visando a entrega oral da insulina.



2. OBJETIVOS

2.1Geral
Elaboracdo de nanoparticulas lipidicas poliméricas compostas por etilpalmitato e
HA, visando o desenvolvimento de um sistema de liberagdo oral de insulina, para o

aprimoramento do tratamento do DM tipo 1.

2.2Especificos

e Preparacao das nanoparticulas lipidicas poliméricas utilizando dois pesos molares
de HA, 13 e 55kDa, através metodologia de emulsificacdo/evaporacéao do solvente,
a fim de encapsular a insulina;

e Caracterizar as nanoparticulas lipidicas poliméricas;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulacao e realizar estudo de liberagdo in vitro em
fluidos gastrointestinais simulados;

e Determinar a viabilidade celular frente as nanoparticulas produzidas e testar sua

captacdo em sistema que mimetiza a absorcao intestinal.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Diabetes mellitus
3.1.1 Definicéo e prevaléncia

O DM é uma sindrome do metabolismo defeituoso de carboidratos, lipidios e
proteinas, causado pela auséncia de secre¢do de insulina ou pela diminuicdo da
sensibilidade dos tecidos a insulina (GUYTON; HALL, 2006).

Os diabéticos apresentam maior risco de morbidade e mortalidade do que a
populacdo em geral, e a prevaléncia global da doenca em adultos tem aumentado ao
longo das ultimas décadas. Estimou-se uma prevaléncia global de DM em 2015 de 415
milhdes de adultos entre 20 a 79 anos, e previu um aumento para 642 milhdes em 2040
(OGURTSOVA et al., 2017).

No Brasil especificadamente, em 2014 estimou-se 11,9 milhdes de diabéticos,
podendo alcancar até 19,2 milhdes em 2035 (MILECH et al., 2016). O numero de
diabéticos vem aumentando significativamente em virtude do crescimento e do
envelhecimento populacional, da progressiva prevaléncia de obesidade e sedentarismo,
bem como o aumento da sobrevida dos pacientes com DM (MILECH et al., 2016).

A hiperglicemia, quando n&o controlada, pode causar danos a longo prazo em
varios 6rgaos, levando ao desenvolvimento de complicac6es de saude incapacitantes e
com risco de vida, como as doencas cardiovasculares, neuropatia, nefropatia e doenca
ocular, que pode evoluir para retinopatia e cegueira. Por outro lado, se o gerenciamento
apropriado do DM for alcancado, essas complicacbes graves podem ser adiadas ou
evitadas (KARURANGA et al., 2017).

Os cuidados de saude para pacientes com DM sdo bem expressivos. Estima-se
gue o total de despesas globais em saude devido ao DM em 2015 foi de 673 bilhdes de
dolares, podendo chegar até 802 bilhées de délares em 2040. Aproximadamente 12% das
despesas globais de saude, em 2015, foram dedicadas ao DM e a despesa média de
saude por pessoa com diabetes foi de 1.917 ddlares internacionais (OGURTSOVA et al.,
2017). Estas despesas estdo relacionadas aos cuidados de saude em pacientes
diabéticos, incluindo medicamentos, suprimentos, assisténcias hospitalar e tratamento de
complicacbes (DA ROCHA FERNANDES et al., 2016).



3.1.2 Classificagéo

Existem quatro grandes categorias de DM: tipo 1; tipo 2; gestacional; e outros tipos
especificos de diabetes. Apesar de a hiperglicemia ser comum a todas as formas, 0s
mecanismos patogénicos sao bem distintos. Entretanto, os mais pesquisados sdo o DM
tipo 1 e tipo 2 (HARDMAN, JOEL,; LIMBIRD; GILMAN, 2005; KERNER; BRUCKEL, 2014).

O DM tipo 1 é caracterizado pela destruicdo das células beta que levam a
deficiéncia de insulina, sendo subdivido em tipos 1A e 1B.

O DM tipo 1A, também chamada de autoimune é responsavel por 5-10% do
diabetes. Anteriormente chamada de “diabetes insulino-dependente” ou “diabetes de
inicio juvenil”, ocorre devido uma reagao autoimune, onde o sistema imunoldgico ataca as
células beta produtoras de insulina nas ilhotas da glandula pancreatica, e como resultado,
0 organismo ndo produz insulina causando deficiéncia relativa ou absoluta de insulina
(ADA, 2015; MILECH et al., 2016; KARURANGA et al., 2017).

As causas deste processo destrutivo ndo sao totalmente elucidadas, embora a
hereditariedade desempenhe um papel importante, uma combinacédo de susceptibilidade
genética e desencadeadores ambientais, como infeccdo viral, toxinas, disturbios
autoimunes ou alguns fatores alimentares foram implicados (GUYTON; HALL, 2006;
KARURANGA et al.,, 2017). As taxas de destruicdo das células beta sdo bastante
variaveis, sendo rapida em alguns individuos (principalmente criancas) e lenta em outros
(principalmente adultos) (ADA, 2015).

DM tipo 1B, também chamado de idiopatico, como o nome ja diz, ndo ha uma
etiologia conhecida para essa forma. Corresponde a minoria dos casos de DM tipo 1 e
caracteriza-se pela auséncia de marcadores de autoimunidade contra as células beta e
nao associacdo a haplotipos do sistema HLA. Os individuos com esse tipo podem
desenvolver cetoacidose e apresentam graus variaveis de deficiéncia de insulina (ADA,
2015; MILECH et al., 2016).

Devido a avaliagdo dos auto anticorpos ndo se encontrar disponivel em todos os
centros, a classificacdo etiologica do DM1 nas subcategorias autoimune e idiopatica pode
nao ser sempre possivel (MILECH et al., 2016)

Embora tradicionalmente considerado como uma doenca que acomete criangas e
adolescentes, o DM tipo 1 causado pela destruicdo autoimune das células beta pode
ocorrer em qualquer idade (HARDMAN, JOEL; LIMBIRD; GILMAN, 2005). Normalmente

se desenvolve repentinamente e pode produzir sintomas como sede anormal e boca seca,
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miccéo frequente, falta de energia e cansaco extremo, fome constante, perda de peso
repentina e visdo embacada. O diagnostico é realizado pela detecgéo de niveis elevados
de glicose sanguinea (KARURANGA et al., 2017).

O DM tipo 2 € mais comum do que o tipo 1, e corresponde a cerca de 90 a 95% do
total dos casos da doenca (ADA, 2015). Caracteriza-se por defeitos na acao e secrecéo
da insulina e na regulacdo da producdo hepatica de glicose. A resisténcia a insulina e o
defeito na funcdo das células beta estdo presentes precocemente, na fase pré-clinica da
doenca (MILECH et al., 2016).

Este tipo € mais comum em adultos, com mais de 30 anos, porém esta cada vez
mais sendo visto em criancas, adolescentes e adultos com menos de 30 anos, devido ao
aumento dos niveis de obesidade, sedentarismo e maus habitos alimentares
(KARURANGA et al., 2017).

Neste caso, 0s principais sintomas incluem: micgcédo frequente, sede excessiva,
perda de peso e visdo embacada (KARURANGA et al., 2017). Esta forma normalmente
nao é diagnosticada por muitos anos porque a hiperglicemia desenvolve-se gradualmente
e muitas vezes ndo € grave o suficiente para que o paciente note qualquer um dos
sintomas. No entanto, esses pacientes correm maior risco de desenvolver complicacfes
macrovasculares e microvasculares (ADA, 2015).

As causas ndo estdo completamente elucidadas, mas existe um forte vinculo com
sobrepeso e obesidade, aumento da idade, bem como com a etnia e histérico familiar.
Alguns fatores de risco modificaveis importantes incluem: excesso de peso, maus habitos
alimentares, alto consumo de bebidas acucaradas, sedentarismo, pré-diabetes ou
tolerancia a glicose diminuida, tabagismo e histéria passada de DM gestacional
(KARURANGA et al., 2017).

O DM gestacional trata-se de qualquer intolerancia a glicose, de magnitude
variavel, com inicio ou diagnostico durante a gestacdo. Entretanto, aquelas pacientes de
alto risco e que na consulta inicial de pré-natal, no primeiro trimestre de gestacao, ja
preenchem os critérios para diabetes fora da gestacdo serdo classificadas ndo como
diabetes gestacional, mas como DM tipo 2 (MILECH et al., 2016).

Similar ao DM tipo 2, o DM gestacional associa-se tanto a resisténcia a insulina
guanto a diminuicdo da funcdo das células beta. Ocorre em 1 a 14% de todas as
gestacOes, dependendo da populagdo estudada, e relaciona-se com aumento de
morbidade e mortalidade perinatais (MILECH et al., 2016).
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Os sintomas manifestos de hiperglicemia nestes casos sdo raros e podem ser
dificeis de distinguir dos sintomas normais da gravidez, portanto, recomenda-se um teste
de tolerancia oral a glicose para o rastreio da doenca, entre a 242 e 282 semanas de
gestacdo (KARURANGA et al., 2017).

Os fatores de risco mais comuns nestes casos incluem: gravidez apés os 35 anos,
obesidade prévia e durante a gravidez, pré-diabetes, etnia (aborigines, hispanicos, sul
asiaticos e africanos), historico de DM gestacional, ganho de peso gestacional excessivo,
aumento da deposicdo de gordura corporal central e historia de DM na familia
(BRAWERMAN; DOLINSKY, 2018).

Na maioria dos casos, hé reversdo para a tolerancia normal apos o parto, porém ha
risco de 10 a 63% de desenvolvimento de DM tipo 2 dentro de 5 a 16 anos apos a
gestacao, por isso, as pacientes devem ser reavaliadas 4 a 6 semanas apds o parto e
reclassificadas como apresentando DM, glicemia de jejum alterada, tolerancia a glicose
diminuida ou normoglicémica (MILECH et al., 2016).

Pertencem a classificacdo de outros tipos especificos de DM as formas menos
comuns, cujos processos causadores podem ser identificados. Estdo incluidos nessa
categoria defeitos genéticos na funcdo das células beta, defeitos genéticos na acdo da
insulina, doencas do pancreas exdcrino, endocrinopatias, e casos de diabetes induzido
por medicamentos ou agentes quimicos (MILECH et al.,, 2016). Representam uma
pequena fracdo dos pacientes com diabetes (< 5%) e séo frequentemente caracterizadas
pelo inicio da hiperglicemia em idade precoce (geralmente antes dos 25 anos) (ADA,
2015).

Todas as formas da doenca podem causar complicagbes cronicas. Estas, por sua
vez, podem ser a nivel microvascular ou macrovascular. As complicacdes
microvasculares mais comuns consistem em retinopatia, nefropatia e neuropatia. As
complicacbes macrovasculares referem-se a um aumento dos eventos relacionados a
aterosclerose, como infarto do miocardio e acidente vascular encefalico (HARDMAN,
JOEL; LIMBIRD; GILMAN, 2005).

3.1.3 Tratamento
O estilo de vida € um importante determinante do controle glicEmico em pacientes
com os tipos de DM, 1 e 2, e na maioria dos casos surge a necessidade de grandes

mudancas, relacionadas a alimentacdo e pratica de exercicios fisicos (SALES-PERES et
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al., 2016). Os objetivos da terapia de nutricdo para adultos com diabetes incluem a
promoc¢do de padrbes saudaveis de alimentacdo, como o aumento do consumo de
vegetais e leguminosas e a diminuicdo da ingestdo de acucares, suprindo as
necessidades nutricionais e também o aconselhamento sobre estes padroes
(LEVESQUE, 2017).

A atividade fisica regular, moderada a vigorosa ajuda a reduzir o risco de
progressdo da doenca para os pacientes pré-diabéticos, e em pacientes com DM tipo 2
reduz o risco de doenca cardiovascular, melhora a glicemia e reduz a mortalidade por
todas as causas. No DM tipo 1, a atividade fisica ndo melhora o controle glicémico,
porém, 0s mesmos devem se exercitar para obter os mesmos beneficios que os pacientes
sem a doenca (LEVESQUE, 2017).

O uso de insulina é imprescindivel no tratamento do DM tipo 1 e deve ser instituido
assim que o diagndstico for realizado, pois tem como objetivo a manutencéo da glicemia
ao longo do dia entre os limites da normalidade, evitando ao maximo a ampla
variabilidade glicEmica (MILECH et al., 2016). O tratamento interfere no estilo de vida, é
complicado, doloroso, depende de autodisciplina e € essencial a sobrevida do paciente
(SALES-PERES et al., 2016).

A abordagem terapéutica envolve varios niveis de atuacdo, como a insulinoterapia,
a orientacdo alimentar, a aquisicdo de conhecimentos sobre a doenca, a habilidade de
autoaplicacdo da insulina e a automonitorizacdo da glicemia, a manutencdo da atividade
fisica regular e o apoio psicossocial (SALES-PERES et al., 2016).

Em pacientes com DM tipo 2, a primeira opcdo é a adequacdo dos mesmos a um
estilo de vida saudavel (educacdo em saude, alimentacao e atividade fisica), caso estas
medidas ndo sejam efetivas para controlar os niveis de glicose no sangue, a medicagao
com antidiabético oral € iniciada (MILECH et al., 2016).

Quando necessario o tratamento medicamentoso, a metformina € a opc¢édo de
escolha. Caso o controle glicémico ndo seja efetivo, faz-se a associacdo com outros
farmacos, dentre as opcbes destacam-se: sulfonilureias; hiazolidinedionas; inibidores da
dipeptidil peptidase (DPP-4); inibidores de co-transportador de sodio-glicose 2 (SGLT2);
agonistas de peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1); e a acarbose. Porém, quando
estes medicamentos orais sdo incapazes de controlar a hiperglicemia, a insulina pode ser
prescrita (KARURANGA et al., 2017).
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As gestantes com hiperglicemia podem controlar seus niveis de glicose no sangue
através de uma dieta saudéavel, exercicio fisico leve e monitoramento da glicemia. Em
alguns casos, a insulina ou hipoglicemiantes orais também podem ser prescritos
(KARURANGA et al., 2017; BRAWERMAN; DOLINSKY, 2018).

3.2Insulina

A molécula de insulina consiste em 51 aminoacidos com peso molar de 5.8kDa, e
duas cadeias polipeptidicas individuais, compostas por 21 e 30 aminoacidos
respectivamente. (GUYTON; HALL, 2006; WONG; AL-SALAMI; DASS, 2018).

No organismo humano, é sintetizada pelas células beta das ilhotas de Langherans
no pancreas e atua controlando os niveis de glicose sanguinea. Depois de secretada na
corrente sanguinea, a insulina humana apresenta uma meia-vida plasmatica de
aproximadamente 6 min, sendo que sua maior parte é eliminada da circulacdo dentro de
10 a 15 min (GUYTON; HALL, 2006; SUN et al., 2015; HE et al., 2017).

Em 1922, a descoberta da insulina do pancreas de cachorro foi um marco na
historia da terapia do DM, sendo vencedor do Prémio Nobel, que teve grande importancia
na pesquisa biomédica. A partir deste advento, tornou-se base do tratamento dos
pacientes portadores de DM tipo 1 e de muitos portadores do tipo 2, sendo de fato o
farmaco mais utilizado e efetivo para controlar o DM. Ela pode ser administrada pelas vias
intravenosa, intramuscular ou subcutanea. O tratamento em longo prazo caracteriza-se na
injecdo subcutanea do horménio (HARDMAN, JOEL; LIMBIRD; GILMAN, 2005; FONTE et
al., 2014).

A sua administracao pela via subcutanea faz com que a mesma seja introduzida na
circulacdo periférica, evitando assim a sua passagem pela circulacdo portal e,
consequentemente, sua destruicdo metabdlica (KAKLOTAR et al., 2016). Esta terapia
apresenta vantagens, como o monitoramento rapido e preciso dos niveis de glicose no
sangue, reduz o risco de complicacdes a longo prazo nos pacientes com DM e é capaz de
controlar a glicemia de maneira rapida e sustentada, desde que haja a adesdo ao
tratamento (ANSARI, 2015).

Porém existem fatores inconvenientes relacionados a essa via de administracao,
gue levam a falta de adesdo de aproximadamente 60% dos pacientes. Os maiores
problemas estéo relacionados a necessidade da aplicacdo de injecdes diarias, que geram

medo e fobias, ambos associados ao baixo indice de controle glicémico, co-morbidades
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psicoldgicas, complicacdes clinicas, dor, protuberdncias na pele, reacdes alérgicas,
hiperinsulinemia, estresse e aumento do risco de mortalidade (FONTE et al., 2013,
ANSARI et al., 2016; KAKLOTAR et al.,, 2016). Além disso, foi relatado que a insulina
guando administrada pela via subcutanea ndo é capaz de imitar a homeostase da glicose
observada em individuos normais, pois € entregue a circulacdo periférica (SUN et al.,
2015).

A fim de prevenir os problemas e efeitos colaterais associados a administracao
subcutanea da insulina, novas formulagdes foram investigadas, como emplastros, bombas
e rotas ndo invasivas, como a pulmonar, nasal, transdérmica e oral (KAKLOTAR et al.,
2016).

A administracao oral parece ser o modo mais conveniente, simples e compativel
com o paciente, pois proporciona conforto (sem necessidade de injecdo ou dispositivo) e
é capaz de controlar a homeostase glicidica (CZUBA et al., 2018).

No entanto, o caminho ndo é direto e a obten¢cdo de uma formulagéo oral eficaz
para a entrega de insulina ainda € um desafio. Ao longo do trato gastrointestinal existem
varias barreiras (fisicas, quimicas e biolégicas) que devem ser superadas para aumentar
a biodisponibilidade da insulina, como a degradacdo enzimatica e &cida rapida no
estbmago, inativacdo e digestdo por enzimas proteoliticas no limen intestinal e baixa
permeabilidade através do epitélio intestinal devido ao seu alto peso molecular,
hidrofilicidade e carga superficial (FONTE et al., 2014; ANSARI, 2015; SUN et al., 2015;
CZUBA et al., 2018).

A degradacdo enziméatica depende de varios mecanismos adotados pelas enzimas
proteoliticas (pepsina) presente no estdmago, e algumas degradativas (tripsina,
guimiotripsina e lipases) e peptidases no intestino delgado (PAWAR et al., 2014).

Estas enzimas sao necessarias para quebrar as proteinas da dieta em seus
constituintes de aminoacidos para absorcdo. No entanto, a insulina é degradada
principalmente pela tripsina, quimotripsina e carboxipeptidases no Iimen intestinal e na
camada de muco. Finalmente, apds o transporte através do epitélio intestinal, a insulina
sofre um primeiro metabolismo pelos microssomas hepaticos. Portanto, mesmo que a
mesma sobrevivesse ao ataque enzimatico durante a absorcao no trato gastrointestinal, a
fracdo de dose que atingiria a circulacao sistémica seria baixa (LOPES et al., 2014).

A camada de muco, outra barreira para a absor¢éo oral desta proteina, consiste em

uma rede altamente viscosa de moléculas de mucina reticuladas e outras substancias
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(por exemplo, enzimas, lipideos e ions minerais) que cobrem o trato gastrointestinal e
protegem-no contra danos. As proteinas bioativas, como por exemplo, a insulina, podem
ser incapazes de entrar na camada de muco, ou podem ser presas dentro da camada de
muco e hidrolisadas por enzimas digestivas antes de atingirem as células do epitélio. Uma
vez que encontram as células do epitélio, elas devem ser absorvidas, o que muitas vezes
€ um desafio devido ao seu grande tamanho e polaridade (MCCLEMENTS, 2018).

Além da degradacdo enzimatica e da presenca do muco, existe ainda a grande
variacdo de pH (1-7) ao longo do trato gastrointestinal, sendo entre 1 e 3 no estbmago, 6
e 6,5 no duodeno e entre 5,5 e 7 no coldn, o que afeta a estabilidade da insulina (LOPES
et al., 2014; PAWAR et al., 2014).

Em pH baixo, as interacfes eletrostaticas resultam no aumento da carga positiva
da proteina, enquanto que o pH mais alto leva a repulsdo das cargas negativas. Essas
forcas repulsivas criam incongruéncias estruturais que danificam a parte funcional,
responsavel pelo efeito terapéutico (PAWAR et al., 2014).

O epitélio do intestino delgado € composto por diferentes tipos celulares, conforme
ilustrado na Figura 1. Cerca de 90% corresponde aos enterdcitos (a), que possuem a
funcdo de absorcéo de nutrientes, e 10% as células caliciformes (b), que atuam como um
reservatério secretor de muco. Estes sdo unidos em sua borda luminal por juncdes
estreitas, que por sua vez, sdo responsaveis por manter a estrutura do epitélio intestinal
intacto, visto que sdo compostos de varias proteinas transmembranares, como as
claudinas e ocludinas. Ja as células de Paneth (c) sdo responsaveis em eliminar bactérias
e proteinas antimicrobianas (MCGINN; MORRISON, 2016; GEDAWY et al., 2018).

No ileo também existem as células M (células epiteliais membranosas) que
sobrepfem as placas de Peyer e sdo conhecidas por serem capazes de absorverem
antigenos e microrganismos no lumen (MCGINN; MORRISON, 2016).

Basicamente, existem trés vias de absorcédo pelo intestino delgado: o transporte
paracelular, que esta ligado principalmente as pequenas moléculas hidrofilicas; transporte
transcelular, que é limitado para a difusdo passiva de substratos lipofilicos; e ainda pode

ocorrer absorcéo transcelular mediada por transportador (GEDAWY et al., 2018).
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Traduzido e adaptado de GEDAWY et al., 2017.

Figura 1 Diferentes tipos celulares da camada epitelial saudavel do intestino delgado. a. enterdcitos, b.
células calciformes, c. células de Paneth, d. células M, e. transporte paracelular, f. transporte transcelular, g.
transporte mediado por transportador.

As membranas celulares do epitélio consistem predominantemente de bicamadas
de fosfolipidios, elas impedem a absorcéo por difuséo passiva de farmacos lipofilicos com
um peso molecular superior a 700Da. Ja a via paracelular € restrita a pequenos farmacos
hidrofilicos com peso molecular inferior a 200Da, devido a presenca de jun¢des estreitas.
Portanto, uma vez que a insulina é hidrofilica e tem um peso molecular de 5.8 kDa, ndo
passa por difusdo passiva através de células epiteliais (LOPES et al., 2014; GEDAWY et
al., 2018).

Ao desenvolver-se uma formulacao oral para a insulina, deve-se ter como objetivo
a resolucao dos problemas de degradacdo enzimatica e baixa permeabilidade (LOPES et
al., 2014). Muitas estratégias foram desenvolvidas para aumentar a administracdo de
insulina na corrente sanguinea apds a administracao oral, como por exemplo, modificacédo
da estrutura quimica, inibicdo enzimatica, intensificadores de permeacao e sistemas de
encapsulacéo (KAKLOTAR et al., 2016; CZUBA et al., 2018).

A preparacdo de nanoparticulas destaca-se como um sistema de encapsulacao da
insulina, pois apresenta vantagens relacionadas a protecdo contra o baixo pH e a
degradacdo enzimatica no trato gastrointestinal. Isso melhora o aproveitamento do
farmaco nos locais de absorcdo, pois podem apresentar revestimento mucoadesivo,
proporcionando assim um maior tempo de residéncia no epitélio intestinal e

consequentemente, o desencadeamento de uma liberagdo gradual da insulina presente
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dentro das nanoparticulas. E ainda, podem melhorar o transporte através da mucosa
gastrointestinal por meio da permeacéo através do mesmo (KAKLOTAR et al., 2016).

As formulagdes orais de insulina podem ser absorvidas pelas células do epitélio
intestinal por meio de diferentes mecanismos, tais como: transporte transcelular ou
paracelular. Na rota transcelular sdo absorvidas principalmente por processos
dependentes de energia, tais como fagocitose, pinocitose e endocitose mediada por
receptor. Ja na rota paracelular sdo principalmente absorvidos por enterdcitos (tamanhos
inferiores a 200 nm) ou pelas células M de placas de Peyer (tamanhos inferior a 10 um)
(KAKLOTAR et al., 2016).

3.3Nanotecnologia

O termo “nanotecnologia” foi utilizado pela primeira vez em 1974, por Norio
Taniguchi, cientista da Universidade de Toquio, Japdo, quando referiu-se a materiais em
nandémetros, sendo um nandémetro (nm) igual a um bilionésimo de um metro, ou seja, 10
m. (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007).

A nanotecnologia oferece novas possibilidades para a criacdo de novos materiais e
para o desenvolvimento de formas Unicas de dosagem farmacéutica e sistemas de
liberacdo de medicamentos. Os sistemas de nanoparticulas sdo geralmente classificados
como particulas de farmaco ativo de tamanho nano ou substratos nanoparticulados que
podem encapsular ingredientes farmacéuticos ativos dentro, complexados ou conjugados,
ou sintetizados na nano-dimenséo (TYAGI; SUBRAMONY, 2018).

A pesquisa em nanotecnologia pode ser desenvolvida para avangos nhas
comunicagfes, engenharia, quimica, fisica, robdtica, biologia e medicina. Tem sido
utilizada na medicina para a administracdo terapéutica de farmacos e o desenvolvimento
de tratamentos para uma diversidade de doencas e distirbios (SAFARI; ZARNEGAR,
2014).

Os carreadores terapéuticos em escala nanométrica tém sido cada vez mais
utilizados como veiculos de entrega de medicamentos devido as inUmeras vantagens que
oferecem, em virtude de seu pequeno tamanho e versatilidade. Dentre elas, incluem a
maior taxa de dissolucédo de farmacos pouco soluveis ou hidrofébicos; a funcionalizagcéao
da superficie, permitindo a liberacdo direcionada e evasdo do sistema imunoldgico,

ampliando assim a meia vida terapéutica in vivo; bem como o controle e liberacao
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prolongada do farmaco, que quando associados, conferem uma frequéncia de dosagem
reduzida e eficiéncia terapéutica melhorada (CHEOW; HADINOTO, 2011).

As estratégias de administracdo de farmacos incorporam 0s agentes no
microambiente do nanotransportador, com o objetivo de melhorar a eficacia e seguranca
do tratamento medicamentoso. A sintese destes nanotransportadores € uma arte
desafiadora, para obter-se produtos reprodutiveis do ponto de vista tecnolégico e também
na permanéncia de suas caracteristicas, a fim de que os resultados nas experiéncias in
vitro e in vivo devem ser reproduziveis (KESHARWANI et al., 2018).

Os nanotransportadores utilizados para aplicacdbes médicas devem ser
biocompativeis, ou seja, serem capazes de interagir com o0 sistema biolégico sem
provocar resposta imune ou quaisquer efeitos negativos. Também ndo podem ser toxicos,
ou seja, devem ser inofensivos ao sistema biologico. Os efeitos indesejaveis das
nanoparticulas dependem fortemente do seu tamanho, forma, quantidade, quimica da
superficie, via de administracdo, reacao do sistema imunoldgico e tempo de permanéncia
na corrente sanguinea. Devido a uma série de fatores que podem afetar a toxicidade das
nanoparticulas, sua estimativa é bastante dificil e, portanto, os estudos toxicolégicos das
novas formulacdes de sistemas de entrega de farmacos sdo necessarios (WILCZEWSKA
et al., 2012).

Em relacéo a utilizacdo de nanoparticulas para administracao oral de farmacos, as
principais vantagens estdo relacionadas a: capacidade de entrega de farmacos pouco
soliveis em agua; possibilidade de direcionamento a partes especificas do trato
gastrointestinal; protecdo das drogas, peptideos ou acidos nucléicos de enzimas
digestivas; aumento da mucoadesdo; aumento da retencdo no trato gastrointestinal,
auxiliando na absorcao de farmacos através da mucosa intestinal; e entrega intracelular e
transcelular de grandes macromoléculas (GAMBOA; LEONG, 2013; AGRAWAL et al.,
2014).

Diversos nanosistemas estdo sendo estudados e testados como sistemas de
administracdo de farmacos. Dentre eles destacam-se o0s lipossomas, nanoparticulas
lipidicas solidas, dendrimeros, polimeros, materiais de silicio ou carbono e nanoparticulas
magneéticas (WILCZEWSKA et al., 2012). Para a administracao de proteinas e peptideos,
as nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) e as poliméricas foram, até agora, as mais
comumente exploradas. Por exemplo, as SLN atrairam crescente atencéo cientifica e

comercial como transportadores de proteinas/peptideos terapéuticos durante os ultimos
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anos, devido a sua grande diversidade e biocompatibilidade favoraveis e funcionalidade
especifica (NIU et al., 2016; BATISTA et al., 2018).

3.4Nanoparticulas lipidicas sdlidas (SLN)

Sao nanoparticulas constituidas por lipideos naturais, semissintéticos ou sintéticos
gue apresentam-se em estado soélido a temperatura ambiente. Adicionalmente, incorpora-
se uma camada emulsionante, que lhes proporciona a estabilidade adequada para
dispersdo em agua. Estes lipideos séo fisiologicamente compativeis. Os mais utilizados
sdo os &acidos graxos (por exemplo, acido esteérico), ésteres de acidos graxos (por
exemplo, monoestearato de glicerila, behenato de glicerila), triglicerideos (por exemplo,
tristearina, trilaurina), esteroides (por exemplo, colesterol) e ceras (por exemplo, palmitato
de cetila) (AGRAWAL et al., 2014; NIU et al., 2016; SANTALICES et al., 2017).

Estruturalmente, estes lipideos sdo moléculas anfifilicas, que possuem uma regiao
hidrofébica, composta por uma, duas ou trés cadeias de hidrocarbonetos de diferentes
comprimentos, e uma cabeca polar diferenciada. O numero, comprimento da cadeia
hidrocarbonada e o grau de insaturacéo (ligacdes duplas) determinam a hidrofobicidade
da molécula (NIU et al., 2016).

As SLN foram introduzidas na década de 90, com o objetivo de superar as
vantagens e desvantagens de outros transportadores solidos, apresentando-se como uma
alternativa segura e eficaz para a entrega de farmacos (AGRAWAL et al., 2014; SGORLA
et al., 2016). Sua natureza lipidica intrinseca confere a esses sistemas propriedades
interessantes, como a protecdo do farmaco da degradacdo; capacidade de controlar a
liberacdo do farmaco aprisionado; biocompatibilidade favoravel, possibilitando a utilizacédo
de uma variada quantidade e tipo de lipideo; além da facilidade de producdo em larga
escala (NIU et al., 2016; SANTALICES et al., 2017). Quando se trata de proteinas, além
destas, apresentam as vantagens de liberagdo controlada e capacidade de
funcionalizacdo para direcionamento aos 6rgaos especificos (BATISTA et al., 2018).

A producdo destas nanoparticulas é baseada na incorporacdo do farmaco no
lipideo fundido e depois misturada com a solucdo aquosa de surfactante (NIU et al.,
2016). Diferentes técnicas podem ser exploradas para a producdo, algumas com alta
energia, sendo elas, a homogeneizacéo por alta pressao (HPH), técnicas de ultrassom e
tecnologias de fluido supercritico; ou procedimentos de baixa energia, como a

emulsificacdo/evaporacdo de solvente, coacervacdo, técnica de microemulsdo, contator
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de membrana, microcanais, microtubos e método de temperatura por inversao de fases,
seguido por resfriamento imediato, levando a recristalizacdo lipidica e a formacdo de
nanoparticulas (LI et al., 2017; TEIXEIRA; CARBONE; SOUTO, 2017).

Entre essas técnicas, apenas as que evitam o uso de temperatura elevada sdo em
principio, apropriadas para a encapsulagdo de proteina/peptideo. Estas técnicas
envolvem a dissolucdo dos lipideos em solventes orgéanicos, seguida da sua difuséo e
evaporacao dos solventes. A formacédo de emulsdes duplas (agua/éleo/agua) tem sido a
técnica mais frequentemente relatada para a obtencdo de quantidades significativas de
peptideos e proteinas dentro das SLN (NIU et al., 2016).

Os critérios para a selecdo de lipideos a serem utilizados em formulacdes
nanoestruturadas que visam a entrega oral de peptideos incluem: pureza e estabilidade
guimica; capacidade de dissolucdo; miscibilidade em agua; digestibilidade e destino dos
produtos digeridos; perfil de seguranca; e regulamentacao (NIU et al., 2016).

Embora apresentem muitas vantagens, algumas limitacbes também foram
relatadas, como baixa capacidade de carga de farmaco, alto teor de agua das dispersoées
gue podem expelir os compostos ativos durante o armazenamento, transicoes
polimorficas e cristalinidade lipidica. Para superar essas desvantagens, uma nova
geracdo de nanoparticulas lipidicas composta por transportadores lipidicos
nanoestruturados e conjugados lipidicos-farmacos foram desenvolvidos pela introducéo
de modificacbes nos SLNs. Dentre essas modificacdes, destacam-se a utilizacdo de
polimeros, criando uma matriz lipidica polimérica para aprisionamento de drogas
(SGORLA et al., 2016).

3.5Nanoparticulas lipidicas poliméricas (NLP)

As nanoparticulas lipidicas poliméricas combinam os beneficios da nanoparticulas
a base de lipideos, tais como a maior capacidade de carga, juntamente aos beneficios
arquiteténicos de transportadores poliméricos, em termos de liberacdo controlada e
direcionamento na entrega do farmaco carreado, exibindo assim caracteristicas
complementares, em termos de estabilidade fisica e biocompatibilidade (HADINOTO;
SUNDARESAN; CHEOW, 2013; DATE et al., 2018).

A coexisténcia de polimero e lipideo, que possuem diferentes propriedades, como
hidrofobicidade e solubilidade em agua, conferem as NLP, a versatilidade de carregar

diferentes tipos de farmacos. Em comparacdo com outros tipos de nanocarreadores,
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exibem uma série de vantagens unicas, incluindo a possibilidade de sele¢bes de ampla
gama de polimeros e lipideos biocompativeis com numerosas combinagdes entre si, a
facil fabricacdo por um método de Unico passo, capacidade de co-encapsular agentes
terapéuticos com diferentes propriedades (WU, 2016; BOSE et al., 2017).

Além das vantagens citadas, demonstrou-se que as formulagbes de NLP
aumentam a eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de carga de farmacos, permitem a
liberacdo controlada, melhoram a absorcéo e o transporte de farmaco intracelular. Assim,
destacam-se como uma boa alternativa terapéutica, pois auxiliam na reducao dos efeitos
colaterais dos tratamentos medicamentosos, uma vez que, diminuem a toxicidade do
farmaco e reduzem as administragfes, melhorando assim a ades&o ao tratamento pelos
pacientes (SGORLA et al., 2016; WU, 2016).

Os polimeros podem estar presentes nestas nanoparticulas de quatro diferentes
formas, basicamente: (i) circundando o nucleo composto por um lipideo sdlido; (ii)
complexadas ao farmaco; (iii) dispersas na matriz lipidica sélida; ou (iv) em um nucleo
polimérico na qual a substancia terapéutica é encapsulada (SGORLA et al., 2016; DATE
et al., 2018).

Para a producdo de NLP tem sido usado polimeros biocompativeis, como por
exemplo o poli (acido latico-co-acido glicédlico) (PLGA), sulfato de dextrano e
polietilenimina (PEI), e lipideos comumente utilizados em formulagfes farmacéuticas, tais
como fosfolipidos, polietilenoglicol (PEG), extratos de produtos alimentares (por exemplo,

lecitina) ou encontrados no corpo (por exemplo, acidos graxos endégenos) (WU, 2016).

3.5.1 Métodos de obtencédo de NLP
Diferentes métodos podem ser utilizados para preparar esses sistemas, sendo
categorizados basicamente como: processo de etapa Unica, processo de varias etapas e

processos nao convencionais (DATE et al., 2018).

3511 Processos de etapa Unica para a obtencédo de NLP

Esta técnica de preparacdo elimina a necessidade de pré-formacdo de
nanoparticulas separadas e vesiculas lipidicas, ajudando a reduzir o tempo e o trabalho
para a preparacado, tornando-a mais conveniente (LI et al., 2017; DATE et al., 2018). O
farmaco, os lipideos e polimeros sdao misturados, formando as nanoparticulas por
automontagem (BOSE et al., 2017).
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Como exemplo deste processo, destacam-se 0s métodos de nanoprecipitacdo
modificada,  emulsificacdo/evaporacdo de  solvente, dispersdo  ultrassonica,
homogeneizacao de alta presséo e hidratacéo por filme fino (LI et al., 2017).

O método de nanoprecipitacdo envolve a adicdo de uma fase organica contendo
um polimero em uma fase aquosa aquecida contendo um lipideo, seguido por vértice
mecanico para completar a automontagem e evaporagdo para remover 0 excesso de
solvente organico (BOSE et al., 2017).

Este método é amplamente relatado para a preparacdo de NLP, juntamente com
pequenas variagbes, como o0 uso simultineo de sonicacdo de alta energia,
nanoprecipitagdo em microcanal para controlar a uniformidade de distribuicdo de tamanho
e nanoprecipitacdo microfluidica. Neste método, o polimero é adicionado ao solvente
organico miscivel em agua como acetona ou acetonitrila, juntamente com o farmaco.
Porém, apresenta limitacdo quando a substancia a ser encapsulada € hidrossolavel, pois
pode permanecer na fase aquosa levando a uma baixa eficiéncia de encapsulacao (DATE
et al., 2018).

O preparo por emulsificacdo/evaporacéo de solvente utiliza solventes imisciveis em
agua, tais como diclorometano, acetato de etilo e cloroférmio, e também uma fase
aquosa, podendo assim capturar com sucesso ambas as substancias, hidrofébicas e
hidrofilicas e, proporcionar um melhor grau de diversidade em termos de grau de
solubilidade das substancias a serem encapsuladas dentro do sistema (DATE et al.,
2018).

Este método envolve duas variantes, isto €, o tipo da emulsdo, podendo ser
simples ou dupla. No modo de emulsé@o simples, o farmaco e o polimero s&o dissolvidos
em solvente imiscivel em agua e adicionados a dispersdo aquosa de lipideo sob agitacéo
ou sonicacdo para formar uma emulsdo 6leo em agua (O/A). A medida que o tempo
passa, 0 solvente orgénico é evaporado levando a precipitacdo do nuacleo polimérico
encapsulado que é simultaneamente revestido com lipideos devido as interacdes
hidrofébicas. Alternativamente, o lipideo também pode ser dissolvido na fase oleosa
juntamente com o polimero (HADINOTO; SUNDARESAN; CHEOW, 2013; LI et al., 2017;
DATE et al., 2018).
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3.5.1.2 Processos de varias etapas para a obtencdo de NLP

Os dois passos deste método referem-se a processos independentes para preparar
0 nucleo polimérico e o involucro lipidico. Varias técnicas de mistura, como hidratacéo
direta, sonicacao ou extrusdo tém sido usadas para fundir os ndcleos poliméricos com as
vesiculas lipidicas para formar as NLP (BOSE et al., 2017; LI et al., 2017).

A obtencdo de uma distribuicdo de tamanho uniforme é um dos desafios deste
meétodo e, para obter uma distribuicio de tamanho, homogeneizacdo e extrusao
uniformes faz-se necessario utilizar a técnica de extrusdo, em que usa-se uma membrana
tipo malha, através da qual a formulagcdo € passada repetidamente para reduzir o
tamanho (DATE et al., 2018).

O método de dupla emulséo com evaporacdo de solvente € também um método de
dois passos utilizado para preparar NLP. E a melhor escolha para drogas sollveis em
agua, que sdo insollveis em solvente organico e ndo podem ser dissolvidas junto com o
polimero.

Para tais substancias sdo dissolvidas na fase aquosa e emulsionadas em uma fase
oleosa contendo o polimero e o lipideo, ou apenas o lipideo, para formar uma emulsao
A/O. Posteriormente, esta primeira emulsdo € novamente emulsionada em outra fase
aquosa, normalmente contendo um tensoativo, ou até mesmo o polimero, formando
assim, uma emulsao dupla, que com a evaporagao do solvente, as NLP sao formadas,
compostas por um farmaco contendo ndcleo aquoso seguido por camada concéntrica de
lipideo e polimero, e camada externa aquosa (HADINOTO; SUNDARESAN; CHEOW,
2013; DATE et al., 2018).

Vérias outras técnicas ndo convencionais, como a secagem por atomizacdo e a
técnica de replicacdo de particulas em modelos ndo hidratados (PRINT) foram relatadas
para a preparacao de NLP (DATE et al., 2018).

3.6Acido hialurdnico (HA)

O HA, também conhecido como hialuronano ou hialuronato € um
glicosaminoglicano aniénico ndo sulfatado, presente em todos os tecidos do corpo
humano, porém de forma abundante no vitreo do olho, corddo umbilical, liquido sinovial,
nas valvulas cardiacas, pele e nos tecidos esqueléticos (LIANG; JIANG; NOBLE, 2016;
MANSURI et al., 2016). Foi primeiramente isolado do vitreo do olho como um

polissacarideo contendo acido p-glucurdnico e p-N-acetilglucosamina e foi denominado
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HA em um artigo publicado em 1934 por Karl Meyer (GARG; HALES, 2004).

Como componente chave do fluido sinovial, é responsavel pelo aumento de sua
viscosidade, e na pele, esta envolvido na reparacéo tecidual. Pode ser produzido por
diversas células, embora acredita-se que as células mesenquimais sejam sua fonte
predominante (LIANG; JIANG; NOBLE, 2016; MANSURI et al., 2016).

Quimicamente, € composto por dissacarideos poliméricos repetidos, acido b-
glucurénico e p-N-acetilglucosamina, ligados por uma ligagado glucuronidica B (1 — 3)
(Figura 2) (LIANG; JIANG; NOBLE, 2016). Seus grupos de &acidos -carboxilicos
apresentam valor de pKa entre 3 e 4, consequentemente, o polissacarideo apresenta
carga superficial negativa em pH fisiolégico (GUTER; BREUNIG, 2017).

O grande numero de grupos carboxila e hidroxila presentes em sua estrutura
permitem a modificacdo quimica dessas funcionalidades com alta carga quimica. Além
desses dois grupos funcionais, sua extremidade redutora pode servir como um aldeido
mascarado, podendo ser usado para conjugar farmacos no terminal da cadeia (CHEN;
MILLER; DHAL, 2014).

Em mamiferos, o HA esta presente como um polimero linear de elevado peso
molecular (10° - 10’Da), e esta grande massa molar confere-lhe as suas propriedades
fisico-quimicas Unicas e explica os importantes papéis que desempenha nos organismos
vivos. E altamente hidrofilico, pode absorver agua e expandir seu volume sélido em até
mil vezes, formando um gel muito viscoso e elastico com um grande volume
hidrodindmico (DOSIO et al., 2016).

p-N-acetilglucosamina

Fonte: Adaptado de SUDHA; ROSE, 2014.
Figura 2 Estrutura do HA.
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E sintetizado por trés sintases de hialurano transmembranar (HAS1, HAS2 e HAS3)
na superficie interna da membrana celular e secretada na matriz extracelular. A sua
degradacdo € devido as hialuronidases, uma familia de enzimas que catalisam a
degradacdo das ligagdes B-N-acetil-D-glucosaminidicas no polimero, sendo que a
principal captagdo no sangue ocorre nas células endoteliais do figado, apresentando uma
meia-vida de cerca de 2-5 min na corrente sanguinea, menos de 1 dia na pele e 2-3
semanas na cartilagem (DOSIO et al., 2016).

Este composto esta envolvido em varios processos que ocorrem no organismo,
incluindo proliferagéo, diferenciacdo e motilidade celular, adesdo e expressao génica.
Além de suas propriedades reoldgicas, devido a sua viscoelasticidade também
desempenha um papel importante na cicatrizacao de feridas, na ovulacéo, na fertilizacéo,
na transducdo de sinais, na eliminacdo de radicais livres e na fisiologia de tumores
(CHEN; MILLER; DHAL, 2014; SALWOWSKA et al., 2016).

A viscoelasticidade Unica e a imunogenicidade limitada do HA levaram a sua
utilizacdo em varias aplicacdes biomédicas, como a viscossuplementacdo no tratamento
da osteoartrite, auxilio na cirurgia ocular e na regeneracédo de feridas. Além disso, foi
recentemente explorado como um agente de administracdo de farmacos para diferentes
vias, tais como nasal, oral, pulmonar, oftalmica, topica e parenteral (SUDHA; ROSE,
2014; LIANG; JIANG; NOBLE, 2016).

Os beneficios do uso de HA como veiculo de entrega de medicamentos estédo
relacionados as suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, por néo
ser toxico nem imunogénico, sendo prontamente catabolizado e removido in vivo (Figura
3) (CHEN; MILLER; DHAL, 2014; TRIPODO et al., 2015). Proporciona protecdo a sua
"carga", confere solubilidade as drogas hidrofébicas e melhora a meia vida plasmética do
farmaco, retardando o mecanismo de depuracdo (SUDHA; ROSE, 2014; DOSIO et al.,
2016).
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Solubilizagio

€
estabilizacéo
Numerosos dos farmacos
grupos funcionais
aplicaveis com N&o
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Combinacéo do HA ao
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e internalizac&o

Entrega
sustentada

Fonte: Traduzido e adaptado de CHEN; MILLER; DHAL, 2014.

Figura 3 Principais caracteristicas do HA como transportados de farmacos.

Seu diferencial esta na propriedade de ser um ligante natural de varios receptores
da superficie celular, como o CD44, uma familia de glicoproteinas originalmente
associadas a ativacédo linfocitaria e ao RHAMM (receptor para motilidade mediada por
hialuronato). Esses receptores mostraram-se super expressos na maioria dos tipos de
células tumorais. Essa propriedade leva a um comportamento de internalizacdo mediado
por receptor de HA, que tem sido utilizado como um "dispositivo de localizacdo" para 0s
conjugados de HA com quimioterapicos (CHEN; MILLER; DHAL, 2014; SUDHA; ROSE,
2014).

Durante a degradacdo enzimatica dos sistemas de distribuicdo de farmacos com
HA, os receptores CD44 favorecem a sua internalizacdo pelas células, permitindo a
entrega intracelular de farmacos. Ja foi demonstrado que o HA é naturalmente degradado

no organismo por um mecanismo complexo enzimatico envolvendo enzimas
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hialuronidases, e a sua internalizacdo com as células € facilitada pelos receptores de
superficie celular CD44 ou por espécies reativas de oxigénio (ROS). Nesse contexto, o
HA tornou-se um sistema de transporte extensamente explorado para o fornecimento de

acao prolongada e sistema de depdsito para medicamentos (VASI et al., 2014).

3.7Sistemas de entrega oral de insulina

O sucesso da administracdo oral da insulina requer considerar sua estabilidade
fisiologica e biologica nas formulacbes, no trato gastrointestinal e no citosol dos
enterdcitos. As barreiras que ocorrem na sua administracdo oral podem ser superadas
através da incorporacéo de excipientes funcionais que podem atuar como estabilizadores,
inibidores de protease, agente mucoadesivo e/ou um intensificador de permeacao para
manter a estabilidade da insulina e aumentar o seu transporte paracelular e/ou
transcelular, a fim de aumentar a sua biodisponibilidade oral (ALAI; LIN; PINGALE, 2015).

Diversos sistemas ja foram estudados, dentre eles, ZHANG et al., 2006 prepararam
nanoparticulas lipidicas sdlidas modificadas com lectina para administracdo oral da
insulina e evidenciaram a melhora da absorcao intestinal da insulina encapsulada em
relacdo ao farmaco livre.

Como exemplo de polimeros naturais, FONTE et al., 2012 produziram
nanoparticulas lipidicas sélidas revestidas com o polimero quitosana destinadas a
absorcao intestinal de insulina. As nanoparticulas foram capazes de proteger a insulina
contra a degradacdo no trato gastrointestinal e aumentaram sua absorcdo no epitélio
intestinal. Além disso, o revestimento de quitosana aumentou ainda mais as propriedades
de absorc¢ao intestinal.

HAN et al., 2012 produziram nanoparticulas de HA carregadas de insulina. Seus
resultados da permeabilidade através do intestino delgado de rato confirmaram que as
nanoparticulas de HA melhoraram significativamente o transporte de insulina através do
duodeno e do ileo.

SGORLA et al., 2018 utilizaram etilpalmitato e acetato de hidroxipropilmetilcelulose
succinato como matriz de nanoparticulas para a entrega oral de insulina. As
nanoparticulas demonstraram capacidade em proteger a insulina contra a degradacao no
trato gastrointestinal e apresentaram taxas lentas de permeabilidade através de

monocamadas de Caco-2 e em modelo triplo de células Caco-2/HT29-MTX/Raji B.
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RESUMO

A administracdo oral da insulina destaca-se como o modo mais conveniente, simples e
compativel com o paciente, pois proporciona conforto e é capaz de controlar a
homeostase glicidica. Neste estudo foi produzido e avaliado um nanotransportador lipidico
polimérico para a entrega oral da insulina por meio de dupla emulsdo e
emulsificacdo/evaporacao do solvente utilizando etilpalmitato e acido hialurénico (HA) de
13 e 55 kDa. As nanoparticulas apresentaram diametro médio em torno de 300nm, carga
superficial negativa, eficiéncia de encapsulacdo de 35% e apresentaram-se estaveis
termicamente quando analisadas pela calorimetria diferencial de varredura. A liberacao in
vitro com fluidos gastrointestinais simulados demonstrou a capacidade de protecdo a
insulina encapsulada. As nanoparticulas mostraram-se seguras em potenciais
concentracfes terapéuticas, uma vez que nao originaram citotoxicidade para as células
epiteliais intestinais. Por ultimo, a permeabilidade da insulina hanoencapsulada através de
monocamadas Caco-2 e modelo Caco-2:HT29-MTX correlacionaram-se com as taxas de
liberagdo lenta e ndo apresentam diferengas entre si. Esses resultados indicaram que o
peso molar do HA ndo apresentou diferencas tanto na caracterizagcdo quanto na resposta
terapéutica das nanoparticulas preparadas, podendo estas serem consideradas como um

bom transportador para administracédo oral de insulina.

PALAVRAS CHAVES: Etilpalmitato. Nanoparticulas lipidicas poliméricas. Administracao

oral. Permeabilidade intestinal. Diabetes mellitus.
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico em que o organismo € incapaz de
produzir insulina ou de utilizad-la, caracterizada pela hiperglicemia. A insulina € um
horménio peptidico sintetizado e secretado pelas células beta das ilhotas de Langerhans
do pancreas, que desempenha um papel crucial na manutencdo da homeostase da
glicose no organismo através de um mecanismo de feedback [1].

A insulina, usualmente, é injetada por via subcutanea, e isso geralmente esta
associado a dor, trauma, sofrimento, levando a baixa adesdo do paciente, que por sua
vez, se transforma em uma cadeia de efeitos indesejaveis [2]. A fim de aliviar esses
efeitos, varios sistemas de administragcdo baseados em nanoparticulas surgiram para
elevar a absorcédo oral de insulina [3-6]. Porém, a degradagcdo por enzimas no lumen
gastrointestinal e a penetracdo deficiente através dos epitélios intestinais que cobrem o
muco sao as principais barreiras a absorcao oral da insulina [7]. Os nanotransportadores,
entdo, visam superar esses obstaculos ao facilitar a permeabilidade dos farmacos através
da mucosa intestinal, bem como diminuir a degradacdo enzimatica no estdmago e
melhorar a permeacdo através do trato gastrointestinal [8].

As nanoparticulas lipidicas poliméricas (NLP) sdo preparadas com lipideos e
polimeros e, portanto, combinam os beneficios de ambas as substancias. Apresentam um
grande interesse, pois podem carregar diferentes tipos de farmacos, hidrofébicos ou
hidrofilicos, com a possibilidade de selecdo de uma ampla gama de polimeros e lipideos
biocompativeis e numerosas combinacdes entre si [9-12]. Além disso, demonstrou-se que
as formulacbes de NLP aumentam a eficiéncia de encapsulacdo e a capacidade de
carregamento dos farmacos, permitem a liberacdo controlada, melhoram a absor¢cédo e o
transporte de farmaco intracelular, destacando-se como uma boa alternativa terapéutica

[12,13].
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O HA é um polimero polianidnico de ocorréncia natural, composto por acido D-
glucurénico e N-acetil-Dglucosamina, ligados por uma ligacéo glicosidica B (1—3) [6,14].
A sua viscoelasticidade Unica e a imunogenicidade limitada o levaram a ser utilizado em
varias aplicacdes biomédicas. Recentemente vem sendo explorado como um agente de
administracdo de farmacos para diferentes vias, tais como nasal, oral, pulmonar,
oftalmica, tépica e parentérica [14,15]. Proporciona protecdo a sua "carga", confere
solubilidade as drogas hidrofébicas e melhora a meia vida plasmatica do farmaco,
retardando o mecanismo de depuracao [15,16], sendo seus beneficios relacionados as
suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e pronta
catabolizag&o e remocéo in vivo [17,18].
Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas lipidicas
poliméricas compostas por etilpalmitato e HA de 13 e 55 kDa a fim de fornecer um

transportador adequado para futura administracao oral da insulina.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Etilpalmitato, &lcool polivinilico (PVA), acetonitrila e &cido trifluoroacético foram
adquiridos da Sigma-Aldrich® (Brasil), os HA de pesos molares 13 e 55kDa foram
adquiridos da Contipro® (Republica Checa) e a Insulina, foi utilizada a Levemir® FlexPen®
(insulina detemir, produzida por tecnologia de DNA recombinante em Saccharomyces
cerevisiae), adquirida em farmécia comercial na cidade de Guarapuava/PR — Brasil.
Todos os outros reagentes ou materiais utilizados foram de grau analitico ou equivalente.
O preparo das nanoparticulas, a caracterizacéo fisico-quimica e os ensaios de liberacao
in vitro foram realizados em cooperacdo com o Laboratério de Nanotecnologia

Farmacéutica da Universidade Estadual do Centro-Oeste/UNICENTRO, em
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Guarapuava/PR — Brasil; os ensaios de viabilidade celular e permeabilidade foram

realizados no Instituto Universitario de Ciéncias da Saude, Gandra, Portugal.

2.1.1 Linhagem e cultura celular

Foram utilizadas duas linhagens celulares de cancer colorretal, Caco-2 (clone) e
HT29-MTX obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, EUA). Ambas as
linhagens celulares foram cultivadas com meio de Eagle modificado por Dulbecco’s
(DMEM, Lonza, Verviers, Bélgica) suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal
(FBS), 1% (v/v) de penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Todos os
suplementos foram adquiridos da Merck Millipore (Billerica, MA, EUA). O brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) e dimetilsulféxido (DMSO) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e Triton X-100 1% de Spi-Chem (West Chester,
PA, EUA), e os frascos de cultura, placas de cultura de tecidos de 96 pocos e placas de
12 pocos Transwell® foram adquiridos da Corning Inc., (Condado de Steuben, NY, EUA).
As células foram mantidas numa incubadora (Incubadora de CO2 ESCO Celculture®,
Singapura) a uma temperatura de 37°C em atmosfera saturada com agua com 5% de

CO2 [19,20].

2.2 Preparo das nanoparticulas lipidicas sélidas modificadas com HA

O preparo das nanoparticulas seguiu a metodologia de Fonte et al. [3], utilizando a
técnica de dupla emulsao agua/éleo/dgua (A/O/A) por meio da emulsificacdo/evaporacdo
do solvente.

Para a fase oleosa, 100mg de etilpalmitato foram diluidos em 1 mL de
diclorometano, em um tubo de vidro. A fase aquosa interna foi composta por 1,42 mg de

insulina comercial (10 Ul da caneta Levemir® FlexPen®, equivalente a 100 pL) e 100 pL de
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solucéo de alcool polivinilico (PVA) a 1%. A fase aquosa externa foi composta de uma
mistura de 10 mL de PVA 1% e HA, de pesos molares 13 ou 55 kDa a 0,1% (10 mg).

Em temperatura ambiente, a fase aquosa interna foi vertida sobre a fase oleosa e
misturada durante 1min utilizando disruptor de células ultrasénico (QR1000, Eco-Sonic®,
Brasil) em poténcia de 50 Hertz, resultando em uma emulsdo A/O. A emulséo resultante
foi vertida sobre 10 mL de fase aquosa externa, em um recipiente de vidro, e sonicada por
2 min em poténcia de 70 Hertz, formando assim a emulsdo A/O/A. Utilizou-se banho de
gelo durante as etapas de sonicacéo, a fim de evitar o aguecimento do meio.

Utilizou-se chapa magnética para agitacdo da emulséo, e lentamente, adicionou-se
20 mL de agua ultrapura gelada. Ap6s 1 h de agitacdo, para evaporacdo do solvente
organico, transferiu-se para um banho de gelo, onde permaneceu por 30 min. Finalmente,
as nanoparticulas foram ultracentrifugadas (Ultracentrifuga refrigerada Z 36HK1 -
Hermle®) a 32.180 G durante 30 min, a 10°C, entdo, ressuspensas em agua ultrapura e
armazenadas a 8°C.

Para alguns ensaios, calorimetria diferencial de varredura, estudo de viabilidade
celular e permeabilidade, o armazenamento foi realizado na forma de pd, e para isso o
precipitado foi ressuspenso em aproximadamente 500 pL de agua ultrapura e em seguida
congelado para posterior liofilizacédo (Liofilizador Enterprise Il - Terroni®).

Preparou-se também nanoparticulas brancas utilizando a mesma metodologia,

porém, a fase aquosa interna foi composta apenas pela solucdo de PVA 1%.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas lipidicas poliméricas
2.3.1 Diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta
As nanoparticulas foram analisadas pela técnica de espectroscopia de correlacéo

de fotons (Dynamic Light Scattering — DLS), utilizando equipamento Particle Size
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Analyser- 90 Plus (Brookhaven®), com angulo de espalhamento de 90° a 25°C e
comprimento de onda do laser de 659 nm.

Antes da avaliacdo, uma aliquota da suspensdo das nanoparticulas foi diluida em
agua ultrapura (1:200, v/v) e acondicionada em cubeta. As leituras foram realizadas em
triplicata, utilizando corridas de 3 min. Os resultados fornecidos foram de diametro médio
de particula (hm) e indice de polidispersao (IPD).

O potencial zeta (PZ) foi determinado a partir da mobilidade eletroforética das
nanoparticulas em suspenséo, através do Zetasizer — Nano series (ZS90). As amostras
foram diluidas (1:200, v/v) em solucdo de KCI 1 mmol/L, a fim de manter a forca ibnica do
meio, e entdo acondicionadas em célula eletroforética a 25°C sob potencial de + 150

milivolt (mV), sendo as medidas realizadas em triplicata.

2.3.2 Quantificacao de insulina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A concentragdo de insulina foi determinada por CLAE seguindo a metodologia
validada por Sarmento et al. [21] com algumas modificacdes.

Foi utilizado o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Waters® 2695 acoplado a um
detector de arranjo de diodo Waters® 2998, equipado com uma coluna XTerra RP 18,
tamanho de particula de 5 pm, didmetro interno de 4,6 mm por 250 mm de comprimento
(Waters®, USA) e uma coluna graduada de tamanho de particula 5 pm LiChrospher® 100
RP-18 (Merck, Germany).

A fase movel inicial foi composta por uma solucdo aquosa 30:70 (v/v) de
acetonitrila e solucao de acido trifluoroacético a 0,1% (TFA), sendo substituida apds 5 min
por uma solucéo 40:60 (v/v), eluida a um fluxo de 1 mL/min. O volume de injec&o foi de 20

ML e as analises foram realizadas a 214 nm e 25 + 1°C.
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Uma solucéo estoque de insulina Levemir® FlexPen® (284 ug/mL) foi preparada em
agua ultrapura. Apos, diluicbes subsequentes em agua ultrapura foram realizadas a fim de
se obter seis solucdes padrdes (10, 15, 25, 30, 40 e 50 pg/mL), em triplicata. As solucdes
amostra foram caracterizadas como o sobrenadante obtido apos a ultracentrifugacéo das
nanoparticulas contendo insulina, conforme descrito posteriormente, diluidas em agua
ultrapura. Anteriormente as injecdes, as solucdes padrao e amostras foram filtradas em
filtro de 0,22 uym de porosidade.

A linearidade do método foi verificada pela construcdo da uma unica curva de
calibracéo (area do pico x concentracdo do farmaco) utilizando-se seis solucfes padrao
de insulina (10, 15, 25, 30, 40 e 50 pg/mL). Determinou-se o coeficiente de correlacao
linear (r), que segundo ANIVSA, 2003 [22] deve ser (r) = 0,99, para que a curva analitica
seja considerada satisfatoria.

A especificidade foi avaliada comparando-se cromatogramas obtidos pelo
sobrenadante das nanoparticulas brancas, com cromatogramas de solu¢do padrdo de

insulina.

2.3.3 Eficiéncia de Encapsulacéao

A determinacdo da quantidade de insulina encapsulada nas nanoparticulas foi
realizada indiretamente. O sobrenadante obtido apds ultracentrifugacéo da dispersao de
nanoparticulas, o qual continha o farmaco livre, foi diluido em agua ultrapura (1:5, v/v),
filtrado em membrana de poro 0,22 um e analisado por CLAE, conforme o item 2.3.2. A

eficiéncia de encapsulacao (EE) foi obtida em triplicata a partir da seguinte equacéao:
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QTIV — QILS

EE%: %100
QTIU

Onde: QTIU — Quantidade de Insulina Utilizada no preparo das nanopatrticulas.
QILS — Quantidade de Insulina Livre no Sobrenadante.
A EE foi expressa na forma de porcentagem, como média e desvio padréo (DP) de

no minimo trés amostras.

2.3.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Utilizou-se equipamento SDT Q600 — TA Instruments, sendo que a célula de DSC
foi previamente calibrada no eixo de temperatura. Para este ensaio, aproximadamente 10
mg de amostras de etilpalmitato, HA de 13 e 55 kDa, nanoparticulas brancas e
carregadas foram colocadas em cadinho de alumina sob atmosfera de N2, com vazéo de
100 mL/min em uma rampa de aquecimento controlado de 20 até 500°C a uma

velocidade de 20°C/min.

2.3.5 Andlise microscopica

As caracteristicas morfologicas das nanoparticulas lipidicas poliméricas foram
avaliadas em um microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo (MEV)
(Vega 3 LMU - Tescan). Para isto, as amostras foram diluidas em agua ultrapura, e uma
gota foi depositada sobre o suporte metalico (stubs), e ap6s a secagem, foram
metalizadas com ouro coloidal sob vacuo e analisadas em uma tensao de aceleracao de

30 kV. As micrografias foram obtidas com magnificacdo de 20.000 vezes.
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2.4 Avaliacdo da estabilidade em suspensdo das nanoparticulas lipidicas
poliméricas

Para a avaliacdo da estabilidade em suspensdo das nanoparticulas contendo
insulina, as mesmas foram armazenadas sob refrigeracdo (8°C), durante 3 meses, e em
tempos pré-determinados (7, 14, 21, 28, 42, 63, 77 e 91 dias) avaliou-se o diametro
médio, IPD e PZ. O teor de farmaco presente nas nanoparticulas foi avaliado
mensalmente pelo método de CLAE, conforme descrito no item 2.3.2, a partir da leitura do

sobrenadante, apds ultracentrifugacao.

2.5 Ensaio de liberagéo in vitro em fluidos gastrointestinais simulados

O ensaio de liberacéao in vitro em fluidos gastrointestinais foi realizado em triplicata
pelo método de agitacdo em shaker com subsequente ultracentrifugacdo, conforme
Chang et al. [23] e Jain et al. [24].

Realizou-se o ensaio com fluido géastrico simulado (FGS) (pH 1.2) e fluido intestinal
simulado (FIS) (pH 6,8) com a presenca e a auséncia das enzimas pepsina no FGS e
pancreatina no FIS preparados de acordo com a metodologia proposta na USP [25].

Inicialmente, 1 mL de FGS foi incubado com a suspensdo de nanoparticulas
carregadas com insulina (quantidade equivalente a 400 pg de insulina) por 2 h, sob
agitacdo magnética em shaker, 100 rpm, a 37°C. Para o ensaio sem enzimas, conduziu-
se também utilizando insulina livre, em concentracédo de 30 pg/mL.

Apoés separacao por ultracentrifugacdo, as nanoparticulas foram incubadas em 1
mL de FIS por mais 4 h, sob agitacdo magnética em shaker, 100 rpm, a 37°C. Em
intervalos pré-determinados (30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h) as amostras foram
ultracentrifugadas a 27.580 G, por 20 min a 15°C. O sobrenadante foi recolhido para
posterior quantificacdo da insulina por CLAE (conforme item 2.3.2) e o volume substituido

por fluido fresco.
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No inicio do experimento e nos tempos de 2 e 6 h, as amostras foram também

analisadas quanto ao diametro médio, IPD e PZ, conforme descrito no item 2.3.1.

2.6 Analise de viabilidade celular

O potencial de citotoxicidade das nanoparticulas poliméricas preparadas com HA
de 13 e 55 kDa, brancas e carregadas com insulina e droga livre foram testadas contra
células colorretais Caco-2 (clone, passagem 75 a 81) e para as HT29-MTX (passagem 56
a 67) utilizando o reagente MTT. As células cresceram em frascos de cultura com meio
completo, como descrito anteriormente. Apds o descolamento, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos com densidade de 2x10* células/poco para Caco-2 e
1x10* células/poco para linhagens celulares HT29-MTX e foram incubadas a 37°C em
atmosfera de 5% de COz por 24 h, para haver a adeséo das células nas placa.

Subsequentemente, o meio foi removido e as células foram lavadas duas vezes
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). As células foram incubadas com
solugdes de nanoparticulas preparadas em DMEM em diferentes concentracdes (100 e
300 pg/mL). Um controle negativo (1% Triton X-100) e controle positivo (DMEM com
incubacao de células) também foram incluidos.

Apos 4 e 24 h de incubagédo, o meio foi descartado e as células foram lavadas duas
vezes com PBS. A solug¢do de MTT com concentracao final de 0,5 mg/mL foi adicionada e
incubada por 4 h no escuro. Finalmente, a solucdo de MTT foi removida e 200 ul de
DMSO foram adicionados para dissolver os cristais formados. As placas foram
vigorosamente agitadas durante 10 min e a intensidade da cor relativa foi medida a 570
nm, tomando como referéncia a absorbéncia de 630 nm, utlizando um leitor de

microplacas (Synergy 2, Biotek Instruments Ltda, EUA) [19,20].
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Os resultados foram analisados de acordo com a seguinte equacgao:

walor experimental - controle negativa

Viabilidade celular (%) =

x 100

cortrole positivo - controle negativo

2.7 Estudo de permeabilidade

Utilizou-se modelo monocultura de células Caco-2 e modelo co-cultura Caco-
2:HT29-MTX, seguindo a metodologia de Almeida et al. [19] e Silva et al. [20], na
proporcdo de 90:10. Foram semeados nas placas Transwell® Falcon de 24 pocos (inserts
com membrana PET transparente, poro de 3 um e diametro de 0,3 cm?). As células foram
semeadas no compartimento apical com uma densidade final de 1x10° células/cm? em
cada insert e cultivadas até formar uma monocamada por 21 dias com a substituicdo do
meio a cada dois dias.

Entdo, o meio foi removido de ambos os lados da Transwell® e as células foram
lavadas duas vezes com solucéo salina tamponada de Hank pré-aquecida (HBSS, Gibco,
Grand Island, NY, EUA), depois foi substituido por novo HBSS e deixado equilibrar
durante 30 min a 37°C.

Os estudos de permeabilidade foram realizados durante 4 h e um volume de 300
puL de nanoparticulas lipidicas poliméricas carregadas com insulina e a droga livre na
concentracdo de 100 ug/mL preparadas em HBSS, foram adicionadas ao lado apical da
Transwell®, e um volume de 0,8 mL de HBSS foi adicionado ao lado basolateral. Em
intervalos de tempo (15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 min), 200 uL de cada amostra foram
coletadas do lado basolateral da Transwell® e 0 mesmo volume de HBSS fresco aquecido
foi adicionado para substituir o volume removido. No final do experimento foi removido 0,2
mL do volume do compartimento apical para posterior analise. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicatas e a insulina foi quantificada por CLAE, como descrito no

item 2.3.2.
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A integridade das monocamadas celulares foi verificada antes e depois do
experimento de permeabilidade medindo-se a resisténcia elétrica transepitelial (TEER)
usando um instrumento Epithelial Voltohmmeter Instrument — EVOM, com eletrodos de
chopstick (World Precision Instruments, Sarasota, FL, EUA). Os resultados de
permeabilidade foram expressos em porcentagem de permeabilidade e os valores de
TEER foram normalizados subtraindo-se o valor de resisténcia do insert, contendo apenas

meio de cultura e expresso em porcentagem.

2.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média £ DP, calculados a partir de triplicata (n=3).
As comparacgOes estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism® (verséo
5.03).

Utilizou-se a andlise two-way ANOVA para os parametros de diametro médio, IPD
e PZ nas formulacfes preparadas, estudos de liberacdo in vitro, estabilidade e ensaio de
viabilidade celular; e a analise one way ANOVA para o estudo de permeabilidade das
nanoparticulas, ambos com o pés-teste Tukey (p<0,05).

O T-test foi utilizado para EE, teor de farmaco e comparacao das porcentagens de

liberacdo da insulina nos estudos de liberacéo in vitro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1Caracterizacéo fisico-quimica das nanoparticulas lipidicas poliméricas
3.1.1 Diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta

A encapsulacdo de farmacos em nanoparticulas hibridas lipidicas poliméricas pode
melhorar a estabilidade e prevenir a rapida liberacdo do farmaco, prolongando assim seu
efeito terapéutico e minimizando sua toxicidade [11].

As nanoparticulas lipidicas poliméricas com insulina foram preparadas utilizando
etilpalmitato. Este excipiente lipidico, aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
€ empregado em formas farmacéuticas solidas e semi-solidas [26]. J& o HA foi utilizado
como polimero devido a sua capacidade de proteger as nanoparticulas contra a
degradacdo de enzimas e destruicdo no ambiente gastrico, e também devido a sua
propriedade natural de mucoadesédo, que auxilia na melhora da biodisponibilidade dos
compostos carreados [27,28].

As nanoparticulas foram preparadas com etilpalmitato associado a dois pesos
molares de HA, 13 e 55 kDa (HA13 e HA55), sendo elas, nanoparticulas brancas (B) e
carregadas com insulina (I). As nanoparticulas foram entdo caracterizadas quanto ao

didmetro médio, indice de IPD e PZ (Tabela 1).
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Tabela 1. Diametro médio, indice polidispersao (IPD), potencial zeta (PZ) e eficiéncia de encapsulacéo (EE)
das nanoparticulas preparadas com HA de 13 kDa brancas (HA13-B) e carregadas com insulina (HA13-I) e
as preparadas com HA de 55 kDa, brancas (HA55-B) e carregadas com insulina (HA55-1). Os resultados

foram expressados como média + DP (n=3).

Formulagéo Diametro médio IPD Pz EE
(nm) (mV) (%)
HA13-B 286,82 (+15,4) | 0,0392(+0,010) | -72(+1,0) -
HA13-I 263,32(16,3) 0,0572(+0,023) | -92°(+0,1) | 32,92(¢2,3)
HA55-B 321,3°(+2,5) | 0,0572(+0,013) | -10° (+1,1) -
HAB55-I 314,50 (+18,9) | 0,0472(+0,043) | -11P (+1,2) | 34,32(+0,93)

(-) ndo se aplica.

*Letras iguais em uma mesma coluna nao apresentam diferencas significativas e letras diferentes
apresentam diferengas significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e pés-teste de Tukey para
didmetro médio, IPD e PZ; T-test para EE).

As nanoparticulas HA13-B, HA13-I, HA55-B e HAL55-I apresentaram diametros
médios de 286,8, 263,3, 321,3 e 314,5 nm e IPD de 0,039, 0,057, 0,057 e 0,047,
respectivamente. Em relacdo ao diametro médio, as nanoparticulas HA13-B e HA13-|
foram significativamente iguais (p>0,05) quando comparados entre si. Da mesma forma
ocorreu para as nanoparticulas HA55-B e HA55-I.

O IPD avalia a dispersao das particulas em torno do diametro médio. Sua escala
varia de 0 a 1, sendo 0 formulaces monodispersas e 1 polidispersas [29]. Os valores
encontrados abaixo de 0,2 demonstraram a homogeneidade na distribuicdo do tamanho
das nanoparticulas, sem diferencas significativas (p>0,05) entre as formulacbes, o que
pode ser confirmado nos graficos de distribuicdo de tamanho (Figura 1a e 1b), onde
observa-se uma distribuicdo unimodal.

Em relacdo ao PZ, as nanoparticulas HA13-B, HA13-l, HA55-B e HAS55-|
apresentaram carga negativa de -7, -9, -10 e -11 mV, respectivamente. As nanoparticulas
HA13-B e HA55-B foram significativamente iguais (p>0,05) quando comparadas com suas
respectivas nanoparticulas HA13-l e HA55-1. Além disso, a HAL13-l apresentou-se

estatisticamente igual as formulag6es preparadas com HA de 55 kDa (p>0,05).
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Estes resultados foram semelhantes ao reportado por Severino et al. [30], que

produziram nanoparticulas lipidicas sélidas com tamanho em torno de 300 nm, com um

IPD de 0,5 e PZ de -3. Evidencia-se que o aumento peso molar do HA utilizado

desencadeou um aumento no diametro médio das nanoparticulas, porém néo influenciou
nos valores de IPD e de PZ das nanoparticulas preparadas.
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Figura 1. Distribuicdo de tamanho de a) amostra representativa de nanoparticulas HA13-I (didametro médio
de 261,3nm e IPD 0,031); b) amostra representativa de nanoparticulas HA55-1 (diametro médio de 293,4nm
e IPD 0,004).
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3.1.2 Curva de Calibracao
A curva analitica da insulina foi obtida a partir de seis niveis de concentracédo de
insulina, entre 10 e 50 pug/mL (Figura 2).
A partir da analise do coeficiente de correlacdo linear, encontrou-se um valor de (r)
de 0,9994, demonstrando uma possivel relacdo linear entre a absorbancia e a
concentragdo [22]. Adicionalmente, a equagédo da reta calculada, y=9,76.103x — 2,46.10*

foi utilizada nos ensaios subsequentes para quantificacdo das solucées amostra e padrao.

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square = 0,99949

Value Standard E
area Intercept -19178,44 3108,9150
area Slope 9618,183 127,0732

500000 -

400000 -

300000 -

Area (UA)

200000 -

100000 -

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Concentragao (ug/mL)

Figura 2. Curva analitica da insulina solubilizada em agua ultrapura (area do pico versus concentracao).
Fase movel: acetonitrila: &cido trifluoroacético 0,1% (30:70, v/v; apds 5 min substituicdo por 40:60, v/v) em
214 nm (n=3).

3.1.3 Eficiéncia de Encapsulacéao
A Figura 3 demonstra o cromatograma de uma solucdo padrédo de insulina de 50
pg/mL, evidenciando um pico relativamente simétrico em um tempo de retencdo de 6,5

minutos.
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Figura 3. Cromatograma da solugéo padréo de insulina 50 pg/mL.

A metodologia utilizada foi baseada no estudo de Sarmento et al. [21], que
desenvolveram e validaram o método de CLAE de fase reversa para a determinacao de
insulina a partir de sistemas nanoparticulados, sendo o pico de insulina apresentado em
um tempo de retencéo de 5,614 min.

Houve uma pequena diferenca no tempo de retencdo encontrado no presente
estudo quando comparado com Sarmento et al. [21]. Isto pode ter ocorrido devido a
utilizacdo da insulina da caneta Levemir® FlexPen® para o preparo da solucdo padréo,
visto que a mesma é produzida pela tecnologia de DNA recombinante em Saccharomyces
cerevisiae e apresenta excipientes em sua composi¢cdo, tais como conservantes e
estabilizantes, diferente do padrdo de referéncia de insulina humana, utilizado por
Sarmento et al. [21].

A especificidade do método foi avaliada pela comparacdo de cromatografias dos
sobrenadantes das nanoparticulas HA13-B e HA55-B. Pode-se observar na Figura 4, o

tempo de retencdo em 6,5 min (Figura 4a), j& nos cromatogramas obtidos do
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sobrenadante das nanoparticulas HA13-B e HA55-B, ndo foram encontrados picos neste
mesmo tempo de retencdo (Figura 4b). Os resultados mostram que nado houve
interferéncia no tempo de retencdo da insulina por outros componentes da formulacéo,
portanto, o método analitico ndo apresenta interferentes, sendo assim especifico para a

determinacao da insulina.
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Figura 4. Cromatogramas de amostras de sobrenadantes de nanoparticulas lipidicas poliméricas a)
carregadas com insulina (HA13-1 e HA55-1) b) brancas (HA13-B e HAS55-B) e padrdo de insulina de
50pg/mL.
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Para uma entrega oral de insulina bem sucedida, as nanoparticulas devem ter uma
eficiéncia significativa de encapsulacdo, para exercer as funcbes desejadas dentro do
sistema animal [31]. A quantidade de insulina presente nas nanoparticulas foi calculada
conforme equacdo exposta na secdo 2.3.3, a partir da quantidade de insulina nao
encapsulada presente no sobrenadante apds a ultracentrifugacdo das nanoparticulas.
Encontrou-se EE de 32,9% para HA13-l e 34,3% para HA55-I, sem diferencas
significativas para os diferentes pesos molares (p>0,05).

Comparado ao estudo de Zhang et al. [32], que prepararam nanoparticulas lipidicas
sélidas modificadas com acido estearico-octaarginina como veiculos para administracao
oral de insulina, utilizando a emulsificacao por difusdo de solvente, no qual obtiveram uma
EE de 76,54%, evidencia-se uma menor EE das nanoparticulas preparadas pelo presente
estudo.

Considerando a variabilidade dos componentes das formulacbes das
nanoparticulas, Severino et al. [30] utilizaram a insulina como proteina modelo para
desenvolver nanoparticulas lipidicas soélidas inovadoras (SLNs) através de um
planejamento fatorial e encontraram uma grande variabilidade nas EE, de 38,39% a
81,20%.

Com isso, é possivel evidenciar que os componentes utilizados nas formulacbes
das nanoparticulas influenciam nos valores de EE, justificando a grande diferenca
encontrada pelo presente estudo quando comparado com a literatura.

Garcia-Diaz et al. [33] exploraram o uso de complexos insulino-lipidicos para
melhorar a EE de nanoparticulas de &cido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) preparadas
pela técnica de dupla emulséo/evaporacédo de solvente. Dois diferentes lipideos foram
utilizados para a complexacdo da insulina, a fosfatidilcolina de soja (SPC) e o caprato de

sodio (NaC10). Esta complexacao resultou em um aumento significativo da EE, de 24%,
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guando uma solucdo de 1% de insulina foi utilizada, para 90% e 91%, quando
incorporados como complexos SPC ou NaC10, respectivamente.

A fim de investigar o mecanismo responsavel pelo aumento da EE quando a
insulina foi pré-complexada com os lipideos, avaliaram a sua localizacdo espacial na
emulsdo primaria (A/O), através da utilizacdo de microscopia confocal com insulina
marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC). Foi possivel evidenciar que, na
auséncia de lipideo, a insulina permaneceu nas goticulas da fase aquosa da emulsao
primaria. A complexacdo com SPC resultou numa translocacdo da insulina da fase
aguosa interna para a fase organica, o que provavelmente resultou na diminuicdo da
perda de insulina durante o processo de formacdo de particulas e desencadeou uma
maior EE [33].

Uma translocacdo semelhante foi previamente observada por Jensen et al. [34]
para nanoparticulas de PLGA carregadas com siRNA contendo o lipideo catiénico dioleoil
trimetilamdnio propano (DOTAP) na matriz polimérica.

Considerando que as EE encontradas pelo presente trabalho foram menores
guando comparadas com outras formulacbes de nanoparticulas para entrega oral de
insulina, tornando-as pouco viaveis para a producdo em grande escala, sugere-se o
estudo da complexacdo da insulina com lipideos, tais como SPC, NaC10, e DOTAP,
devido as suas capacidades de translocacdo da insulina da fase aquosa interna para a
fase organica, durante o preparo da emulséo, favorecendo na manutencdo das moléculas

de insulina dentro das nanoparticulas durante o preparo, resultando no aumento da EE.

3.1.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
A técnica de DSC fornece informacdes sobre os pontos de fusdo dinamicos e

entalpias de fusdo associadas a diferentes composic¢des lipidicas [35]. Desta forma,



49
realizou-se esta analise com o objetivo de investigar a estabilidade térmica dos materiais
utilizados e das nanoparticulas produzidas (Figura 5).

No presente trabalho, ndo foi realizada a analise de DSC para a insulina livre, pois
a mesma encontrava-se em solucdo, oriunda da caneta Levemir® FlexPen®, o que
inviabilizou a realizacdo do ensaio. Porém, sabe-se que a insulina apresenta um pico
endotérmico em torno de 30°C, atribuido a umidade residual e um segundo evento
endotérmico em aproximadamente 220°C que correlaciona-se ao ponto de ebulicdo da
proteina, representando o inicio de sua decomposicao [6,26,36].

Quanto ao HA (Figura 5a), ambos os pesos molares estudados, 13 e 55 kDa,
apresentaram um amplo pico endotérmico entre 100 e 150°C. Além disso, foi observado
um pico exotérmico em aproximadamente 250°C, mais significativo para o HABS5,
indicando a natureza cristalina do polimero [24,37,38]. Os picos que ocorreram a
temperaturas acima de 300°C representam a decomposi¢cao do material testado [37,38].

Em relacdo ao etilpalmitato (Figura 5b) detectou-se um evento endotérmico em
aproximadamente 260°C, atribuido a sua temperatura de degradacéo [26].

Ao comparar os perfis térmicos das nanoparticulas HA13-B, HA13-I, HA55-B e
HA55-I (Figura 5c e 5d) com os materiais puros, evidenciou-se que a insulina estava
totalmente dissolvida na matriz das nanoparticulas, devido a auséncia picos exotérmicos
ou endotérmicos na faixa de temperatura pesquisada para as nanoparticulas HA13-l e
HAS5-1. Esta auséncia de picos sugere também a maior estabilidade térmica das
nanoparticulas carregadas em relacdo aos compostos livres e as nanoparticulas brancas,
uma vez que estas apresentaram um pico endotérmico proximo a 320°C, relacionado ao

HA [24,26,36,39].
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3.1.5 Anédlise microscoépica
As micrografias de MEV (Figura 6) mostraram tamanhos das nanoparticulas HA13-I
e HA55-1 semelhantes ao obtido pela técnica de espectroscopia de correlacao de fotons,
em torno de 300 nm, com formato esférico, bordas lineares e sem indicios de agregacao
das mesmas, indicando a estabilidade do sistema. Morfologias similares foram
encontradas por Han et al. [6] e Al-Qadi et al. [40] os quais utilizaram HA para preparo de
nanoparticulas para encapsulagéo de insulina.
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Figura 6. Micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura com emissdo de
campo (MEV) a) Nanoparticulas HA13-I; b) Nanoparticulas HA13-I com medidas em pum; c) Nanoparticulas
HAS55-I; e d) Nanoparticulas HA55-1 com medidas em um. Magnificagéo de 20.0 kx.
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3.2Avaliacdo da estabilidade em suspensdo das nanoparticulas lipidicas
poliméricas

As nanoparticulas constituem um sistema fisico relativamente estavel devido a sua
natureza coloidal, porém muitas variaveis podem afetar a estabilidade das mesmas.
Geralmente uma suspenséo coloidal € estavel e ndo tende a se separar, isto € resultado
da lenta deposicéo devido as tendéncias de mistura de difusdo e conveccéao. No entanto,
algumas aglomeracdes podem ocorrer [41]. Portanto, € de extrema importancia que as
nanoparticulas apresentem estabilidade fisica quando dispersas em agua, para garantir
gue a formulacdo possa manter suas propriedades até seu emprego clinico [42].

Alguns parametros séo cruciais para a estabilidade, como o tempo de contato com
0 meio aquoso quando o farmaco é soluvel em agua; o pH do meio, quando a degradacao
do farmaco é dependente do pH; e a exposi¢ao a luz quando a droga é fotossensivel [41].
Desta forma, € de suma importancia o monitoramento das modificacdes de tamanho e a
perda de farmaco que ocorre ap0s o armazenamento a longo prazo das nanoparticulas
[42].

Para avaliar a estabilidade fisico-quimica em curto periodo, as nanoparticulas
HA13-l e HA55-1 em suspensao foram armazenadas por 3 (trés) meses, 91(noventa e um)
dias sob refrigeracdo a 8°C. E durante este periodo foram avaliados os parametros
macroscopicos, diametro médio, IP, PZ e o teor de insulina.

Macroscopicamente, as amostras apresentaram-se com aspecto leitoso e
coloracdo esbranquicada, sem a formacdo de precipitados ou aglomeracdes. Durante
todo o ensaio essas caracteristicas foram mantidas.

A Figura 7 reflete o comportamento das nanoparticulas quanto ao diametro médio,
sendo possivel observar que as nanoparticulas HA55-1 apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) apenas em 7(sete) e 91 (noventa e um) dias de armazenamento

em relacdo ao didametro médio inicial, que corresponde ao tempo zero.
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As nanoparticulas HA13-l ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) ao
longo do periodo analisado quando comparadas ao tempo zero. Além disso, nestes
tempos, ao comparar com as HA55-I, ambas apresentaram-se significativamente iguais
(p>0,05). Evidenciou-se entdo, a manutencdo do diametro médio das particulas no

decorrer dos 91(noventa e um) dias analisados.
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Figura 7. Diametro médio das nanoparticulas HA13-1 e HA55-1 + DP em funcao do tempo, sob refrigeragao
(8°C), n=3.

*Letras iguais n&o apresentam diferencas significativas e letras diferentes apresentam diferencas
significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e pés-teste de Tukey).

Em relacdo ao IPD (Figura 8), observou-se que ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) em 14 (quatorze) dias de armazenamento para ambas as formulagdes quando
comparado ao controle. E entre elas, HA13-l e HA55-I, no mesmo tempo, houve
diferencas significativas (p<0,05). No entanto, os resultados posteriores ndo foram
afetados, chegando aos 91 (noventa e um) dias de ensaio, com IPD constante, em torno

de 0,060, indicando que ndo houve agregacao significativa das nanoparticulas.
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Figura 8. indice de Polidisperséo (IPD) das nanoparticulas HA13-l e HA55-1 + DP em funcédo do tempo, sob
refrigeracéo (8°C), n=3.

*Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes apresentam diferencas
significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e pés-teste de Tukey).

Quanto ao PZ (Figura 9), em 7(sete) e 63 (sessenta e trés) dias de ensaio, ambas
as formulacdes foram significativamente diferentes (p<0,05) quando comparadas entre si.
Porém, de modo geral, 0 mesmo apresentou-se regular, e ao final do ensaio nao houve
diferencas significavas (p>0,05) quando comparado ao controle. Além disso, o PZ

manteve-se negativo.
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Figura 9. Potencial zeta (PZ) das nanoparticulas HA13-1 e HA55-1 + DP em funcéo do tempo, sob
refrigeracéo (8°C), n=3.

*Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes apresentam diferencas
significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e pés-teste de Tukey).

Finalmente, em referéncia a quantidade de insulina liberada em funcdo do tempo
(Figura 10), observou-se que no periodo avaliado as nanoparticulas HA13-1 e HA55-I
liberaram 2,1 e 1,8% de insulina, respectivamente, em relagdo ao montante inicial, com
diferencga significativa (p<0,05) em relacdo ao controle. Porém, entre as formulagfes a

perda de farmaco foi semelhante.
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Figura 10. Teor de insulina das nanoparticulas HA13-1 e HA55-I £ DP em fung¢édo do tempo, sob refrigeracéo
(8°C), n=3.

*Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes apresentam diferencas
significativas para uma valor de p<0,05 (T-test).

Considerando os resultados gerais de diametro médio, PZ, IPD e teor, em que ao
final do ensaio, mantiveram-se com valores semelhantes aos do controle, evidenciou-se a
integridade do sistema nanoestruturado, com manutencdo das caracteristicas de
disperséo homogénea e a capacidade de proteger a insulina aprisionada durante o

periodo de tempo avaliado.

3.3Ensaio de liberacao in vitro em fluidos gastrointestinais simulados

A administragdo oral eficaz de insulina ainda € um desafio significativo devido as
barreiras fisiolégicas, classificadas como fisicas, quimicas e enzimaticas, presentes no
organismo humano. Essas limitacdes incluem instabilidade da insulina em pH &cido,
suscetibilidade a degradacdo das enzimas digestivas e baixa biodisponibilidade devido a
ma difusdo através da camada de muco e permeacao inadequada através do epitélio do

trato gastrointestinal [8].
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Na maioria dos relatos prévios de nanoparticulas carregadas com proteina,
destinadas a entrega oral, os estudos de liberacdo in vitro foram realizados apenas em
fluidos livres de enzimas [6,24,26,43].

Entretanto, como encontrado por Sheng et al. [7] e outros pesquisadores, a
liberacdo em meios contendo enzimas foi muito mais rapida quando comparado a
liberacdo em meios sem enzimas [44,45]. Portanto, os resultados da liberacdo in vitro em
meio isento de enzimas nao refletiram os perfis reais de liberacdo in vivo no trato
gastrintestinal, onde reside uma quantidade abundante de enzimas.

Com isso, o ensaio de liberacdo in vitro em fluidos gastrointestinais simulados foi
realizado na presenca e auséncia de enzimas digestivas, pepsina e pancreatina para o
FGS e FIS, respectivamente.

Ao realizar 0 ensaio isento de enzimas, observou-se que as nanoparticulas foram
capazes de aprisionar a insulina de tal forma a nao ocorrer liberagdo da mesma em

ambos os fluidos simulados durante as 6h de ensaio (Figura 11).

24 | |
« FGS— | « FIS > |

21 4 pH=1,2 pH=6,8
S 18 -
®©
£
= 15 -
)
=
o 12 - O H13-1
gel
o 9- R H55_|
=
©
> -
2 6
)
O 3]

0 - G- [CIEETTIT (G IEETEITe [C IR |G TR Q

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h)

Figura 11. Porcentagem de liberacdo in vitro da insulina a partir de nanoparticulas HA13-1 e HA55-1 em
fluido gastrico simulado (FGS) e fluido intestinal simulado (FIS).
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Tal fato pode ser confirmado, ao analisar os parametros de diametro médio, IPD e
PZ (Tabela 2) do inicio do experimento, em 2h e ao final das 6h, ndo ocorrendo diferencas
significativas (p>0,05) nestes parametros. Assim, evidenciou-se a prote¢cdo que as
nanoparticulas conferiram a insulina encapsulada, contra o pH do meio, principalmente o
pH &cido do FGS.

A insulina livre foi submetida as mesmas condi¢cdes das nanoparticulas no FGS,
porém nao foi possivel quantifica-la devido a sua degradacdo. Quando analisada pela
CLAE, conforme descrito no item 2.3.2, o cromatograma nao apresentou o pico de
retencdo referente a insulina e sim diversos outros, em tempos distintos (Material
Suplementar 1). Isto pode ser explicado pelo fato de que no organismo humano a
presenca de enzimas digestivas e pH extremo no trato gastrointestinal ocasionam a
degradacgéao da insulina, que ocorre pela quebra de ligacdes dissulfeto [8].

Resultados semelhantes foram encontrados por Sheng et al. [7], onde o diametro e
o PZ das nanoparticulas mucoadesivas carregadas com conjugado de insulina e
protamina de baixo peso molar, permaneceram quase inalterados em FGS e FIS, ambos
sem enzima, indicando que a maioria das nanoparticulas mantiveram-se estaveis em

meio isento de enzima.

Tabela 2. Resultados de didmetro médio, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta (PZ) (média + DP)
das nanoparticulas durante o ensaio de liberacdo em fluido gastrico simulado (FGS) e fluido intestinal
simulado (FIS) isento de enzimas (n=3).

Inicio do experimento 2 horas de ensaio (FGS) 6 horas de ensaio (FIS)
Diametro Diametro Diametro

médio IPD PZ (mV) médio IPD PZ (mV) médio IPD PZ (mV)

(hm) (hm) (hm)
HA 2772 0,068 -7¢ 2682 0,082b -4¢ 3682 0,277 -8¢
13- (x4,1) (x0,060) | (£0,79) (x13,2) (x0,021) | (+0,60) (£92,6) (£0,367) | (+0,99)
HA 2782 0,089v -7¢ 2752 0,101k -2¢ 2952 0,219 -8¢
55-| (£6,2) (x0,055) | (+0,55) (£4,0) (x0,045) | (£1,8) (£14,4) (x0,081) | (1,5

*Letras iguais em uma mesma coluna ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes
apresentam diferencas significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e pés-teste de Tukey).
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Em contraste, no FIS contendo enzimas, observaram-se grandes alteracbes no
didametro médio e no IPD das nanoparticulas HA13-lI e HA55-1 (Tabela 3), que ao ser
analisado pelo DLS, ultrapassou o limite de quantificacdo. Em relagdo ao PZ, o mesmo
manteve-se sem diferencgas significativas (p>0,05) para ambas as formulacdes, em todas
as etapas do ensaio. Portanto, evidenciou-se que a presenca da pancreatina no FIS

auxiliou na desintegragéo da nanoestrutura, expondo a insulina ao meio de liberacéo.

Tabela 3. Resultados de diametro médio, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta (PZ) (média + Dp)
das nanoparticulas durante o ensaio de liberacdo em fluido gastrico simulado (FGS) e fluido intestinal
simulado (FIS) com as enzimas pepsina e pancreatina, respectivamente. (n=3).

Inicio do experimento 2 horas de ensaio (FGS) 6 horas de ensaio (FIS)
Diametro Diametro Diametro

médio IPD PZ (mV) médio IPD PZ (mV) médio IPD PZ (mV)

(hm) (nm) (hm)
HA 2662 0,066" -14¢ 3162 0,138 -14¢ NQ NQ -18¢
13- (x7,1) (£0,045) | (+2,8) (£33,0) (x0,037) | (#1,5) (x1,4)
HA 3292 0,110° -16¢ 4182 0,233 -15¢ NQ NQ -18¢
55-I (£36,3) (x0,070) | (#1,0) (£161,6) (£0,234) | (¥2,6) (£3,5)

NQ — néo foi possivel quantificar.
*Letras iguais em uma mesma coluna ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes
apresentam diferencas significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e poés-teste de Tukey).

As porcentagens dos perfis de liberacdo das nanoparticulas HA13-1 e HA55-1 em
ambos os fluidos simulados com a presenca das enzimas pepsina e pancreatina Sao
apresentadas na Figura 12 e indicaram a auséncia de liberagdo do farmaco até 2 h de
ensaio em FGS. Considerando também que n&o houve diferencas significativas (p>0,05)
no didametro médio, IPD e PZ das mesmas neste meio (Tabela 3), quando comparado aos
parédmetros iniciais, evidenciou-se que este meio nao afetou a estrutura das

nanoparticulas, mantendo-as estaveis e intactas, sem a liberagdo da insulina aprisionada

em seu interior.
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Figura 12. Porcentagem de liberacdo in vitro da insulina a partir de nanoparticulas HA13-1 e HA55-1 em
fluido gastrico simulado (FGS) e fluido intestinal simulado (FIS), contendo pepsina e pancreatina,
respectivamente.

*Letras iguais ndo apresentam diferengas significativas p>0,05 (T-test).

As nanoparticulas HA13-l liberaram 17,3% + 5,2% de insulina no FIS ao final das
6h de ensaio, e as nanoparticulas HA55-1, 15,8% + 2,7%. As diferentes formulacdes néo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) nas taxas de liberacédo in vitro, portanto, o
peso molar do HA nao influenciou no teor de liberacdo da insulina presente nas
nanoparticulas. Por outro lado, Han et al. [6] demonstraram uma liberacao de insulina de
suas nanoparticulas de HA de 80% no FIS isento de enzima, dentro de 60min.

As taxas de liberagdo da insulina mais sustentadas, encontradas pelo presente
estudo, podem estar relacionadas a maior integridade estrutural das nanoparticulas, em
gue a presenca do HA na fase externa da dupla emulsdo pode ter formado um efeito de
dupla barreira para a difusdo do farmaco. Resultados semelhantes foram obtidos por Jain
et al. [24] enquanto trabalharam com nanoparticulas de quitosana com revestimento de

HA e encontraram taxa de liberacdo de farmaco suprimida quando o HA estava presente.
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A degradacgédo da matriz lipidica dependente do tempo e a difuséo lenta do meio de
liberacdo pelos canais hidrofilicos da nanoparticulas para posterior liberacdo da insulina
sdo parametros que também podem estar envolvidos nas taxas de liberagdo sustentada

encontradas [43].

3.4Analise de viabilidade celular

A fim de avaliar a seguranca intestinal e a biocompatibilidade das nanoparticulas
utilizou-se as formulagdes brancas (HA13-B e HA55-B), carregadas (HA13-l e HA55-1) e a
droga livre para realizar os ensaios in vitro com duas linhagens celulares intestinais,
Caco-2 e HT29-MTX, separadamente. Como as células Caco-2 se assemelham aos
enterécitos, que representam aproximadamente 90% do total de células epiteliais do
intestino, e as HT29-MTX mimetizam as células caliciformes, que sdo aproximadamente
10% das células intestinais [2,46], estas sd0 usadas como modelos in vitro adequados
para mimetizar o epitélio intestinal [47].

A viabilidade celular nas células intestinais Caco-2 e HT29-MTX, com incubacao de
4 e 24 h é mostrada na Figura 13. As nanoparticulas HA13 e HA55 ndo exibiram impacto
significativo na viabilidade celular em ambas as linhagens celulares, no periodo de tempo
estudado.

Nos ensaios realizados com células intestinais Caco-2, ao final das 24 h (Figura
13b), observou-se que as formulagdes de nanoparticulas ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) quando comparadas entre si, nas diferentes concentracbes

estudadas.
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Figura 13. Viabilidade celular das nanoparticulas HA13-B, HA13-I, HA55-B, HA55-1 e Insulina livre em a) Caco-2 ap6s 4h de incubacéo e b) apds 24h de
incubacéo; e em ¢) HT29-MTX apds 4h de incubacao e d) apés 24h de incubacgao.

Barras de erro representam a média + DP (n=3). *Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes apresentam diferencas
significativas para uma valor de p<0,05 (two-way ANOVA e pés-teste de Tukey).
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Quando testadas frente as células HT29-MTX, ao final das 24 h (Figura 13d), em
ambas as concentracdes, as formulacdes de nanoparticulas apresentaram-se iguais entre
si (p>0,05), e com diferencas estatisticas (p<0,05) em relacdo a insulina livre.

N&o foi observado efeito citotoxico para as nanoparticulas até concentracao de 300
pg/mL, visto que a maioria dos autores considera que a viabilidade acima de 70% é uma
indicagao de “auséncia de toxicidade”, ou seja, o material pode ser considerado seguro, e
substancias que desencadeiam uma viabilidade celular abaixo de 70%, considera-se
como toxica [30].

Claramente, os resultados mostraram que as nanoparticulas lipidicas poliméricas
preparadas com HA exibem baixa toxicidade, o que foi consistente com outros relatos

[7,30,47].

3.5Avaliacdo da permeabilidade da insulina presente nas nanoparticulas

A permeabilidade intestinal das nanoparticulas preparadas com HA de 13 e 55
kDa, e da insulina livre foi investigada em monocultura Caco-2 e co-cultura Caco-2: HT29-
MTX. Os ensaios em monocultura Caco-2, para os diferentes pesos molares, foram
realizados em dias diferentes; portanto, para cada peso molar utilizou-se um padréo de
droga livre.

Os perfis de permeabilidade no modelo de monocamada de células Caco-2 da
insulina livre e das diferentes formulacdes de nanoparticulas sdo mostrados na Figura 14.
A permeabilidade da insulina a partir das nanoparticulas HA13- e HA55-1 ocorreu de
forma proporcional ao aumento do tempo de incubagao. Ao final das 4h de ensaio, a
permeacédo foi de 21% + 1,3 e 16% + 0,7, para as nanoparticulas HA13-1 e HAS5-I,
respectivamente. Quando comparado aos perfis da droga livre ndo houve diferencas

significativas na permeacéo (p>0,05).



64

40
120,00
35
<)
30 100,00
=
z
2 25 80,00 __
S S
o 20 14
s 60,00 H
T (=
g 15
g 40,00
€ 10
@
- 20,00
5 1
0] 0,00
0 15 30 45 60 120 180 240
Tempo (min)
----&--- TEER Insulin ——TEER HA13 -=-+===-TEER HA5L5
- - = TEER Insulin HAS5 —&— Insulin —0— HAI13
---- HAS5 -=-0--- InsulinHAS5

Figura 14. Perfil de permeabilidade cumulativa in vitro de insulina livre e nanoparticulas HA13 e HA55
carregadas com insulina (linhas inferiores) e seus respectivos valores de TEER (linhas superiores) em
modelo de monocamadas de células Caco-2. O experimento foi conduzido do compartimento apical (pH 6.5)
para o basolateral (pH 7.4) em HBSS a 37°C.

Barras de erro representam a média £ DP (n=3).

O modelo intestinal de co-cultura Caco-2:HT29-MTX foi utilizado para avaliar efeito
do muco na permeacao da insulina no epitélio intestinal [20]. Os perfis de permeabilidade
da insulina livre, nanoparticulas HA13 e HA55 foram de 14,6 £1,2, 17% + 2 e 16% + 1,4,
respectivamente (Figura 15). Os resultados indicaram que ndo houve diferencas
significativas (p>0,05) para a insulina livre em relacdo as nanoparticulas.

Os resultados obtidos para a insulina livre em ambos 0s ensaios, monocamada e
co-cultura, apresentaram-se conforme descrito por estudos anteriores, visto que a insulina
tem baixos niveis de permeabilidade [48,49].

Os perfis de permeabilidade da insulina presente nas nanoparticulas néo

apresentaram diferencas significativas (p>0,05) ao se comparar os dois modelos celulares
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estudados. Porém, foi consistente ao perfil de liberacéo in vitro (item 3.1.6) e semelhante
ao perfil encontrado por Alibolandi et al. [49].

Considerando, que na presenca de enzimas digestivas e pH extremo no trato
gastrointestinal, a insulina € degradada pela quebra de ligacdes dissulfeto, e
provavelmente ndo conseguira chegar ao epitélio intestinal na sua forma ativa [6]. Sugere-
se que a protecdo que as nanoparticulas lipidicas poliméricas conferiram a insulina
encapsulada, evidenciada no ensaio de liberacdo in vitro, tenha sido favoravel e
possivelmente poderia auxiliar na manutencdo da forma biologicamente ativa ao
atravessar o estbmago, chegando ao intestino, intacta, para permear através do epitélio

intestinal.
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Figura 15. Perfil de permeabilidade cumulativa in vitro de insulina livre e nanoparticulas HA13 e HA55
carregadas com insulina (linhas inferiores) e seus respectivos valores de TEER (linhas superiores) em
modelo co-cultura Caco-2:HT29-MTX. O experimento foi conduzido do compartimento apical (pH 6.5) para o
basolateral (pH 7.4) em HBSS a 37°C.

Barras de erro representam a média + DP (n=3).
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Os valores de TEER foram monitorados antes e ap0s 0 experimento para avaliar a
integridade da monocamada [20]. A diminuicdo de cerca de 20% nos perfis de TEER
evidenciaram que houve a abertura das juncdes epiteliais estreitas, permitindo assim a
permeacdo da insulina [44,50]. A via paracelular para abertura das juncdes epiteliais
estreitas € considerada a maneira mais eficiente de permeacdo de peptideos

nanoencapsulados administrados oralmente [6].

CONCLUSAO

Neste estudo, foram preparadas nanoparticulas lipidicas poliméricas utilizando dois
pesos molares de HA para a entrega oral de insulina, através da emulsificacdo-
evaporacdo de solvente. As nanoparticulas apresentaram diametro médio em torno de
300 nm, com distribuicdo de tamanho homogéneo, formato esférico, sem formacédo de
agregados, carga superficial negativa e eficiéncia de encapsulacdo de 35%. As
formulacfes avaliadas apresentaram-se estaveis quando armazenadas sob refrigeracao,
a 8°C, por 3 meses. Em andlise de DSC, evidenciou-se a incorporacao da insulina nas
nanoparticulas durante o preparo e a estabilidade térmica do nanosistema formulado.
Além disso, verificou-se a auséncia de toxicidade das nanoparticulas produzidas frente as
células intestinais.

Constatou-se que as nanoparticulas conferiram protecédo a insulina encapsulada
frente ao pH acido e quando na presenca das enzimas digestivas, proporcionou taxas de
liberacao in vitro sustentadas, podendo aumentar o tempo de permanéncia da insulina no
organismo humano. Foram também condizentes com os perfis de permeacédo através de
monocamada Caco-2 e co-cultura Caco-2:HT29-MTX.

Com base nestes fatos, € possivel destacar que o peso molar do HA desencadeou

aumento no didmetro médio das nanoparticulas, no entanto, em relacdo a resposta
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terapéutica, ambos os pesos molares utilizados apresentaram as mesmas caracteristicas.
Ambas podem ser consideradas como nanotransportadores promissores para

administracao oral da insulina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, os resultados relacionados as nanoparticulas lipidicas poliméricas
desenvolvidas a partir da associacao de etilpalmitato e HA sugerem a estabilidade do
nanosistema com protecdo da insulina frente as condig6es hostis presentes no trato
gastrointestinal. Além de garantir a seguranca da mucosa intestinal.

Todavia, uma melhor eficiéncia de encapsulagédo, um melhor perfil de liberagéo in
vitro, e consequentemente, uma melhor permeacdo da insulina através do epitélio

intestinal podem ser alcangados através do aprimoramento da formulag&o proposta.
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7. ANEXOS

Anexo 1 — Material Suplementar

— Insulina livre (30 ng/mL) 120 min
Insulina livre (30 png/mL) 60 min
— Insulina livre (30 ng/mL) 30 min
Padrao insulina 50 pg/mL
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Material Suplementar 1. Cromatogramas da solu¢éo padrao de insulina (50 pg/mL) em agua ultrapura e da
insulina livre (30 pg/mL) no fluido géastrico simulado em 30, 60 e 120 min.
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reader.
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committee should be stated. Indicate how adverse events were determined (and by
whom) and indicate iffhow compliance was measured. (Authors are reminded to
ensure that they follow the ICMJE requirements when dealing with privacy and
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document). Trial registration numbers with full details should be in included.

Results: Use should be made of tables and figures to help with the clear
presentation of results data. The sample size of each data point should be shown,
with p-values and confidence intervals quoted for significant findings. Any data not
included in the analysis (including patients withdrawn from the study) should be
detailed. Details of data on efficacy and adverse events should be provided in a
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e Discussion: This will essentially be a discussion of the results and experimental
data collected. The section should include implications of the findings and their
limitations, with reference to all other relevant studies and the possibilities these
suggest for future research. In addition, the discussion affords authors the
opportunity to discuss the developments that are likely to be important in the future
and the avenues of research likely to become exciting as further studies yield more
detailed results.

e Conclusions: This section must summarize the paper, with a concise statement of
the clinical implications of the study results. Ensure that extrapolations are
reasonable and that conclusions are justified by the data presented. Indicate if the
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