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RESUMO
A funcionalizagdo de nanocépsulas de nucleo lipidico com o complexo quitosana —
zinco — insulina é uma proposta interessante visando uma estratégia alternativa para
0 carreamento da enzima, devido a possibilidade da complexacéo pela presenca de
heteroatomos na molécula de insulina. Neste trabalho foram desenvolvidas
formulagbes de nanocapsulas de nucleo lipidico dispersas em agua, seguido pelo
revestimento das mesmas com quitosana e funcionaliza¢do, utilizando uma solugao
de acetato de zinco e uma solucdo aquosa de insulina. Foram realizadas
caracterizacbes para determinar a quantidade otimizada de quitosana necessaria
para revestir a superficie, além da determinacdo da quantidade maxima de insulina
suportada, realizando a funcionalizacdo a partir de diferentes solugbes com
concentracbes variadas e analisando o perfil de diametros da populacéo
nanometrica. Apos a determinagcdo da concentracdo maxima suportada, a eficiéncia
de ligacé@o da insulina ao complexo metélico foi determinada, empregando a técnica
de deteccdo de proteinas pela reducdo do fon Cu*® e a formacdo de complexo
corado a partir do ion reduzido com o acido bicinconinico. Foram determinadas
concentracbes de quitosana de 1,5% (m/v) em solucdo para revestimento da
superficie aniénica da nanocépsula e a concentracdo de saturacdo de insulina em

200 pg/mL, com eficiéncias de ligacao de 87,40% e 90,05%.

PALAVRAS-CHAVE: nanocapsulas de nucleo lipidico, insulina, quitosana.



ABSTRACT

The functionalization of the lipid core nanocapsules with a chitosan-zinc-insulin
complex is a promising proposal aiming to have an alternative strategy for carrying
the enzyme through the possibility of complexation by the presence of heteroatoms
on the insulin molecule. In the present study, lipid-core nanocapsules dispersed in
water were formulated, following chitosan-coating and insulin-functionalization using
zinc acetate. To determine the optimal concentration of chitosan needed to coat the
surface, characterizations were performed including the determination of the
maximum insulin concentration to form a monolayer. The interfacial reaction of
functionalization was assayed varying the concentration of materials, and the
diameter distribution curve to characterize the nanometric population was determined
for each batch of formulation. After defining the optimal concentration of materials,
the efficiency of the insulin binding was determined by employing the protein
detection by Cu*? reduction and the formation of the stained complex of the reduced
ion with bicinchoninic acid. Chitosan concentration of 1.5% (m/v) was selected. For
the insulin solution, the saturation concentration used was 200 pg/mL with a binding
efficiency of 87.40% and 90.05%.

KEY-WORDS.: lipidic-core nanocapsules, insulin, chitosan.
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1. INTRODUCAO

A diabetes € uma doenca metabdlica cronica, associada ao aumento do nivel de
glicose no sangue. E conhecido que ha milhares de anos ja havia pessoas afetadas
pela diabetes, porém, devido ao crescente indice de obesidade a incidéncia da
doenca vem aumentado, de acordo com a World Health Organization o nimero de
pessoas com diabetes em 1980 era de 108 milhdes e em 2014 de 422 milhdes, um
aumento de aproximadamente quatro vezes!. Ainda comunicado pelo mesmo 6rgéao,
5% das mortes totais no mundo sao decorrentes da diabetes e este numero pode
aumentar em 50% nos proximos 10 anos se medidas urgentes ndo forem tomadas.!
No Brasil, em 2017, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, 13 milhdes de
pessoas foram diagnosticadas com diabetes, correspondendo a 6,9% da
populacdo?. A doenca causa complicacdes cardiacas e renais e a ela é associada o
maior nimero de casos de cegueira, falhas renais, ataques cardiacos e amputagéo
dos membros inferiores.

A insulina € um hormonio resultante de duas cadeias de aminoacidos, uma
cadeia A composta por 21 residuos de aminoécidos e uma cadeia B composta por
30 residuos. O horménio € responsavel pela manutencdo do nivel de carboidratos
no sangue, desempenhando a funcdo de sinalizar se estes serdo utilizados para
gerar energia ou serdo armazenados. Quando a quantidade de insulina produzida
pelo corpo ndo é suficiente para manter o nivel de glicose em uma faixa especifica
resulta o quadro de hiperglicemia, podendo desencadear a diabetess.

Quando o corpo humano ndo é capaz de produzir quantidades suficientes do
horménio é necessario a administracdo de insulina por meios externos. A forma mais
comum de administracdo € via subcutanea, utilizando um dispositivo contendo a
insulina acoplado a uma agulha para a insercdo do horménio na hipoderme, na
forma de solucao.

O estudo de estruturas nanomeétricas estd em crescente estudo, de acordo com
a plataforma Web of Science, quando comparando os resultados para a pesquisa do
termo nanotechnology nos anos de 2000 a 2017 é possivel observar um grande

aumento de artigos, conforme expresso na figura 1.
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Figura 1. Grafico expressando o nimero de publicagdes relacionadas a nanotecnologia por
ano.
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Devido a biocompatibilidade, estabilidade fisico-qumica e capacidade de
transpor barreiras bioldgicas, a utilizacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico (LNCs)
se mostra uma proposta atraente para o carreamento de farmacos. A parede
polimérica protege o farmaco encapsulado, disperso no ndcleo lipidico, evitando a
degradacéo pelo pH de diferentes regibes do corpo humano e por enzimas,
aumentando a biodisponibilidade do farmaco e, desta forma, diminuindo a
quantidade necessaria para que seja obtida a concentracao terapéutica®?2%33,

Outra possibilidade é a funcionalizacdo da superficie das LNCs utilizando um
complexo quitosana — metal complexado com alguma biomolécula de interesse que
contenha heteroatomos para que ocorra a complexacdo com o metal. Em estudos
anteriores com a funcionalizacdo da superficie de LNCs utilizando bromelina®,
laronidase?®, metotrexato® e doxorrubicina® foi observado um aumento da atividade
das moléculas, quando comparadas a sua respectiva solugcédo. Além da vantagem de
maior biodisponibilidade, a estratégia de sintese e funcionalizacdo de nanocapsulas
possui etapas de fécil realizagdo, ndo sendo necessaria a etapa de purificacéo e a
maior biodisponibilidade do farmaco adicionado reflete em menor quantidade
administrada, diminuindo os custos com o tratamento e ainda possuindo a vantagem
de diminuir a quantidade de injecOes aplicadas pelo paciente ao longo do dia,

reduzindo as consequéncias devido a quantidade de injeces diarias.
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2. REFERENCIAIS TEORICOS

2.1. DIABETES

Entre o nivel normal de glicose no sangue e o desenvolvimento da diabetes
existe um periodo de transi¢céo, a glicemia de jejum prejudicada (IFG), e a tolerancia
de glicose prejudicada (IGT). Estes séo caracterizados como estados intermediarios,

também chamados de pré-diabetes.3

Tabela 1. Etapas de hiperglicemia associada a concentracédo de glicose no sangue.

Concentracéo de glicose

Quadro
no sangue (mg/dl)
IFG 2100 e <126
IGT* 2140 e <200
Diabetes 2126 ou 2200*

* Nivel de glicose medido duas horas apés o teste de tolerancia oral a glicose, pela ingestédo

de 75g de glicose.

Nesse quadro os niveis de glicose no sangue ainda ndo estdo tdo elevados
para caracterizar a diabetes, porém estdo acima dos normais, aumentando 0 risco
de doencas cardiovasculares.

A absorcdo e a regulagem dos niveis de acucar no sangue sdo realizadas
pela insulina, um horménio produzido pelo pancreas, quando o0 mesmo nao é
produzido, produzido em niveis inferiores ao necessario ou ndo possui a eficiéncia
esperada ocorre a hiperglicemia, desencadeando a diabetes. A diabetes pode ser
dividida em trés classes:

Diabetes tipo 1: Ocorre quando o pancreas nao produz insulina ou quando a
guantidade produzida € inferior ao necessario. Os pacientes que apresentam esta
condicdo necessitam de acesso a tratamentos constantes com insulina para a sua
sobrevivéncia e a causa da diabetes tipo 1 ainda ndo é conhecida.

Diabetes tipo 2: Ocorre quando o corpo nao utiliza a insulina de forma
apropriada, caracterizando a resisténcia a insulina. Este tipo de diabetes é mais

comumente associado a adultos, pois inicialmente o pancreas consegue produzir
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insulina extra para compensar a ineficiéncia, porém, ao decorrer do tempo, essa
superproducdo ndo consegue ser mantida e ocorre a hiperglicemia devido a nao
absorcao efetiva do acucar no sangue. Nao séo todos os pacientes com diabetes
tipo 2 que necessariamente necessitam de tratamento continuo com insulina, pois
alguns conseguem controlar a taxa de glicose no sangue através de dietas e
exercicios além do uso de hipoglicemiantes orais, que estimulam a producédo de
insulina.

Diabetes Gestacional: Pode ocorrer durante a gestacdo, mais precisamente
por volta da 242 semana. Ndo se sabe exatamente a causa do distdrbio mas pode
ter relagcdo com os horménios da placenta, que podem causar resisténcia a insulina,
fazendo com que a quantidade de insulina produzida tenha que ser elevada,

semelhante a Diabetes tipo 2. 3

2.2. INSULINA

2.2.1. BIOSSINTESE E FUNCAO

Desde a descoberta da insulina em 1921 por Banting e Best uma riqueza de
conhecimento quimicos, bioquimicos e estruturais sobre o horménio e o seu
precursor biosintético, a proinsulina, se tornaram disponiveis®.

O péancreas é um orgao localizado no abdémen, divido em trés partes, a
cabeca o corpo e a cauda. A cabeca € localizada na parte direita do abdémen e é
nessa regido, majoritariamente, que se localizam as ilhotas de Langerhans. As
células das ilhotas produzem uma série de hormoénios, como por exemplo a insulina,
glucagon e somatostatina, que sao liberados no sangue (as ilhotas ndo séo
conectadas aos dutos pancreaticos) e distribuidos para outras partes do corpo’.

A insulina possui duas formas precursoras, a preproinsulina e a proinsulina.
As células B do pancreas realizam a sintese da preproinsulina, uma molécula com
110 residuos de aminoéacidos. A preproinsulina sofre clivagem através de proteases
gerando a proinsulina. A proinsulina é uma proteina com massa de 9 kDa e possui
as duas cadeias do monémero de insulina, A e B, com adi¢do de uma cadeia C. O
peptideo C é um segmento de peptideo com comprimento variavel, consistindo de
26 — 31 residuos de aminoacidos, dependendo da espécie, que liga a carboxila

terminal da cadeia B até o terminal amino da cadeia A via duas liga¢6es de residuos
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dibasicos (Arg — Arg e Lis — Arg)'®. A clivagem destas ligacdes origina 0 mondémero

da insulina e um peptideo C livre.

Figura 2. Esquema da biossintese da insulina. *°
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A insulina é um hormbénio que desempenha uma série de fungdes no
metabolismo do corpo, é responsavel por regular a utilizacdo de glicose e gordura,
sinalizando quando estas devem ser armazenadas ou utilizadas como energia. A
guantidade de insulina produzida pelo corpo € proporcional a quantidade de glicose
no sangue devido a maior demanda de combustivel para ser absorvido pelas
células, para a producdo de energia. Caso a quantidade de glicose seja mais
elevada que a demanda de energia pelo corpo a insulina sinaliza para o figado que a
guantidade adicional pode ser armazenada, na forma de glicogénio. A alta
porosidade das células B permite uma alta permeabilidade de sangue, tendo como
consequéncia a rapida notificacdo da concentracdo de glicose no sangue e uma
resposta quase imediata do pancreas, elevando a producdo de insulina. Uma
ingestdo oral de 75 g de glicose ird causar o aumento da concentracdo de insulina
de 20 — 30 pmol/L para 250 — 300 pmol/L em um intervalo de 30 minutos.**

Quando a insulina ndo € produzida em quantidades suficientes para suprir a
demanda do corpo a sinalizacdo para a absorcao de glicose pelas células nao é

totalmente eficiente, proporcionando um aumento do nivel de glicose no sangue e
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7

uma caréncia de energia. Para corrigir essa producdo ineficaz € necessaria a

administracao de insulina por vias externas.

2.2.2. ESTRUTURA

A insulina € um horménio formado por duas cadeias de aminoacidos, por
definicdo uma proteina. A quantidade e os residuos de aminoacidos na molécula de
insulina variam, na humana as duas cadeias sdo denominadas cadeia A, com 21
residuos de aminoéacidos e cadeia B, com 30 residuos de aminoacidos, possuindo
um peso molecular de aproximadamente 6000 Da. As duas cadeias que originam a
insulina possuem residuos de cisteina, aminoacido que possui grupo -SH em sua
estrutura e, devido a presenca desses residuos, as moléculas de insulina
apresentam trés ligagdes de dissulfeto intramoleculares, duas entre as cadeias A e B
e uma entre os residuos da cadeia A.*

Independente da variacdo de sua estrutura primaria, a conformacéo espacial
da insulina é a mesma devido a residuos de aminoacidos que se mantém
constantes, como por exemplo os residuos de cisteina. A estrutura secundaria
possui a formacdo de a-hélices antiparalelas, entre os residuos A1 — A8, A12 — A20
e B9 — B19. E as pontes de dissulfeto que ocorrem entre os residuos A7 — B7 e A20
- B19.'®

Figura 3. Representacéo da insulina humana. *°
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Em concentra¢cts acima de 0,6 pg/mL, a insulina ndo se apresenta na forma
de mondmeros, mas em dimeros ou hexameros. As duas moléculas de insulina no
dimero sdo mantidas juntas através de forcas apolares e quatro ligacdes de
hidrogénio (entre os residuos)®. Essa interacdo ocorre entre a cadeia B do
mondmero, que se arranja de maneira antiparalela com estrutura de folha 3 na qual
os grupos —COOH interagem entre si para a formacao das ligac6es de hidrogénio e
uma das superficies apolar da insulina é direcionada para o interior do dimero, néo
entrando em contato com o solvente. Quando esses dimeros estdo submetidos a
certas condi¢cbes de pH, entre 4 e 8, ou concentracdes elevadas e na presenca de
fons zZn*"; ocorre a formacdo de hexameros, com trés pares de dimeros. Esta
formacdo ocorre devido a coordenacdo do zinco com o0s grupos imidazol dos
residuos de histidina, presentes nas cadeias B dos mon6meros que formam os
dimeros. Esta formacdo de hexameros pode resultar em diferentes organizacdes
cristalinas: romboédrica, com dois ou quatro fons Zn®* no interior do cristal, onde os
ions metalicos possuem arranjo octaédrico e os dimeros estdo mais afastados entre
si, em comparacao a distancia dos mon6meros para compor o dimero, possuindo
uma menor interacéo; monoclinica, com dois fons Zn®* e presenca de moléculas de
fenol, com ocorréncia de formacéo de duas ligacées de hidrogénio entre a hidroxila
do fenol com o oxigénio da carbonila do residuo A6 e o hidrogénio do grupo amida
do residuo All. No plasma sanguineo ocorre a prevaléncia da insulina em sua
forma monomérica, devido a sua concentracédo, e é nesse formato que a molécula

desempenha as suas atividades hormonais.*? ** ¢

2.2.3. INSULINA INJETAVEL

A administracdo de insulina por pacientes que possuem deficiéncia, ou
inexisténcia, de sua sintese pelo pancreas é majoritariamente realizada por injecoes
na camada subcutédnea, que possui como caracteristica uma extensa rede de
capilares que possibilita a difusdo para a corrente sanguinea. A administracdo via
oral ndo é realizada devido a degradacdo da insulina pelo suco gastrico e pelas
enzimas digestivas. °

A injecdo através da seringa € o método mais conhecido de administracao, as

seringas possuem volumes variaveis e diferentes comprimentos e espessuras de



17

agulha. A popularidade da seringa pode ser atribuida ao custo e a facilidade de
aquisicao da mesma no Brasil, devido a lei 11.347 de 2006, que garante que todas
as pessoas com diabetes e cadastro no Sistema Unico de Salde tenham acesso
gratuitamente a estes dispositivos.®

Outro dispositivo para a administracdo de insulina é a caneta de inje¢do, com
uma crescente popularidade devido a maior facilidade de manuseio e transporte. O
dispositivo € muito parecido com uma caneta comum, porém, ao invés da tinta
possui carga de insulina que podem ter uma dose fixa ou variavel, dependendo do
dispositivo. A aplicacdo se da através de uma agulha que pode ser acoplada na
extremidade da caneta e o volume de insulina é escolhido através de um marcador.>
6, 8,10

A administracdo da insulina pela caneta e pela seringa ocorre apenas no
momento da injecdo, porém, existe a bomba de infusdo de insulina, que fornece
doses continuas de insulina. O dispositivo € semelhante a um pager e é fixado no
exterior do corpo, normalmente na regido abdominal. Por meio de uma agulha com
cateter e canula e uma programacao prévia, o dispositivo realiza a liberacdo de
insulina para o corpo, aumentando as doses durante as refeicbes. Devido ao alto

custo n&o s&o muito utilizados.” & & 1

2.2.4. TIPOS DE INSULINA

Embora a insulina esteja em uso ha mais de 90 anos, nas Ultimas trés
décadas ocorreram 0s maiores avancos na sua producdo e na forma como ela é
utilizada na pratica clinica. As diversas preparacdes de insulina diferem entre si com
relacdo a quatro caracteristicas: concentracdo, grau de purificacdo, origem de
espécie e tempo de acao®.

A unidade de medida adotada para a insulina € dada por “U” ou “Ul". Esta
unidade representa um numero x de unidades de insulina em 1 mL de solugédo, em
termos praticos, a insulina 100U possui 100 unidades de insulina por mL de solucéo.
Existem outras concentracdes de soluc¢des disponiveis, tais como U-500, U-40 e U-
10, sendo que as solugdes mais concentradas possuem uma absor¢cdo mais rapida.®

Na década de 1970 o processo industrial de purificacdo dos preparados
insulinicos foi implementado, reduzindo o nivel dos contaminantes, mais comumente

a pro-insulina, para uma taxa inferior a 10 ppm, uma concentracdo bem menor
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quando comparada aos niveis de contaminantes antes da implementacdo do
processo, na faixa de 10000 — 50000 ppm.®

A insulina pode ter origem animal ou humana, sendo que a primeira € extraida
mais comumente de porcos ou bois e na segunda ndo ocorre realmente a extracao
do hormonio de seres humanos, a insulina é sintetizada em laborat6rio por meio de
técnicas de DNA recombinante. Dentre estas duas possibilidades a insulina
recombinante apresenta a maior compatibilidade com seres humanos.®

Existem no mercado insulinas com quatro tipos de velocidades de absorcéo,
cada uma possui diferentes tempos de absorcdo, pico de acdo e duragcdo da
atividade. E possivel fazer misturas de insulinas com diferentes caracteristicas para

se alcancar uma proporcao ideal para cada caso.

Tabela 2. Relacéo do tipo de insulina com o seu tempo de acéo.®

Acdo Tipo de insulina Inicio Pico Duragio
Rapid
apiaa Regnlar ou cristalina 3060 min 24h 6Th
Ultre-réipida LISPRO 1-5min 1/225h 34h
NPH 1-3h 812h 20-24h
Intermediaria
Lenta 1-3h §12h 20:24h
Lenta Ultra-lenta 4-6h 12-16h 24-36h

2.3. NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO

O desenvolvimento de um grande espectro de tecnologias na escala
nanomeétrica estd comecando a alterar o panorama cientificos em termos de
doencas, diagndsticos, tratamento e prevencéo?. Estes dispositivos incluem, mas
ndo estdo limitados em: nanotubos de carbonos funcionalizados, nanomaquinas
(e.g., contruidas a partir de pegcas de DNA), nanofibras, nanoconstrutores auto
montéveis poliméricos, nanomembranas e chips de silicones para liberacdo de
medicamentos, proteinas, acidos nucleicos ou peptideos, além de biosenssores e
diagnésticos laboratoriais?.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1 um. O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas
e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizagao
estrutural. As nanocapsulas séo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao

redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
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adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam
6leo em sua composicdo, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco
pode ficar retido ou adsorvido®.

Devido a distribuicdo de tamanho e propriedades fisico-quimicas das LNC as
mesmas possuem vantagens no carreamento de farmacos, possuindo uma
distribuicdo mais seletiva devido a vetorizacdo do farmaco em determinado tecido ou
orgao, aumento do indice terapéutico, permeabilidade a barreiras biolégicas e
biocompatibilidade, além de possibilitar a incorporacdo de farmacos no ndcleo,

encapsuladas, ou por funcionalizacéo da superficie.*® %

2.3.1. ESTRUTURA SUPRAMOLECULAR

As LNCs, apés a sua formulacdo, ficam dispostas em suspensdo aquosa e
consistem em um nucleo oleoso delimitado por uma parede polimérica contendo
surfactante polissorbato 80 em sua superficie, para permitir uma maior dispersdo em
agua, evitando aglomeracdo. Apds a formulacdo as LNCs sdo revestidas com
lecitina (surfactante anidnico) e quitosana, um polissacarideo catiénico, garantindo
uma carga positiva para as nhanocapsulas.

ApoOs o revestimento das LNCs com quitosana, obtendo-se nanocapsulas de
nucleo lipidico positivamente carregadas (LNC+) é possivel realizar a complexacéo
de metais ao polissacarideo, devido a presenca de heteroatomos, tais como
oxigénio e nitrogénio, formando nanocapsulas multi-paredes complexadas com
metal (MCMN). Os fons metalicos mais comumente utilizados s&o Fe*® ou Zn*?, que
se complexam com heteroatomos presentes nas diversas funcbes organicas

apresentadas por biomoléculas, tais como oxigénio, nitrogénio, fésforo e enxofre.?°
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Figura 4. Estrutura de uma MCMN, adaptado.?
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Para que as MCMNs possam ter aplicacdo in vivo os componentes ndo podem

apresentar toxicidade ao ser humano, logo, o polimero utilizado para a formacdo da

parede polimérica da nanocapsula deve ser biocompativel. Por este motivo LNCs

empregando a poli(e-caprolactona) (PCL) sdo comumente descritas na literatura e

utilizadas pelo nosso grupo de pesquisa, uma vez que a PCL é um poliéster alifatico

com alta permeabilidade para farmacos, possibilitando a liberacdo de farmaco caso

0 mesmo esteja encapsulado, possui baixa toxicidade, altas taxas de degradacao

nas condi¢gbes do corpo e o subproduto formado apos degradacdo por hidrolise, o

acido 6 hidroxi-hexanéico, é excretado do corpo sem apresentar toxicidade.*’

Figura 5. Mecanismo de degradacao da PCL."’
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver a formulacdo de nanocépsulas de
nacleo lipidico, revestir e funcionalizar a superficie com insulina, além de otimizar a
qguantidade de quitosana a ser utilizada na solucdo de revestimento das LNCs, com
base no potencial zeta da suspensédo aquosa de LNC+ e determinar a quantidade
maxima de insulina suportada pela MCMN através da formulacdo de diferentes
concentracbes de insulina para a complexacdo a MCMN, assim como a
caracterizagao da formulagdo MCMN - insulina (In-MCMN) com a concentragdo de
saturacéo, de acordo com o seu diametro hidrodindmico, diametro médio, potencial

zeta e eficiéncia de ligacao.
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4. PROPOSTA TECNOLOGICA

A diabetes mellitus € uma doenca enddcrina, associada ao aumento da taxa de
glicose no sangue e segundo estimativas da WHO o numero de pessoas afetadas
pelo distdrbio sera de 438 milh6es no ano de 2030. O tratamento disponivel &
realizado com a administragao de insulina por vias parenterais, mais precisamente
no tecido subcutaneo. A quantidade diaria de insulina necessaria é dependente do
tipo de diabetes e do estilo de vida levado, além do tipo de insulina utilizada. Além
do desconforto causado ao paciente a numerosa quantidade de inje¢cbes de insulina
pode acarretar a formacao de ndédulos endurecidos, lipo-hipertrofia, infec¢des entre

outros efeitos colaterais, além do custo vinculado a constante compra de insulina.

A utilizacdo de nanocéapsulas de ndcleo lipidico se mostrou eficiente para o
carreamento de farmacos, tanto encapsulados no ndcleo oleoso quanto
complexados em metais na superficie, aumentando a sua biodisponibilidade e
permeabilidade em barreiras biologicas. Devido a presenca de atomos de nitrogénio
e oxigénio na molécula de insulina a mesma pode ser viavel para complexacédo e
funcionalizacdo. Neste contexto, a funcionalizagdo de nanocépsulas poliméricas com
insulina poderia aumentar a biodisponibilidade da mesma, diminuindo as doses
necessarias para manter o nivel glicémico estavel e reducdo do custo com a compra

do horménio.
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5. METODOLOGIA

5.1. SINTESE DAS LNCs

A formulacédo foi preparada utilizando o método da deposicdo do polimero
pré-formado. Em um frasco ambar foi preparada a “fase organica”, dissolvendo
0,038 g de monoesterato de sorbitano (Span® 60) em 27 mL de acetona grau HPLC
e a solucdo foi deixada em banho ultrassénico por 60 minutos. Apos este periodo
foram adicionados 0,1 g de PCL (0,09 de PCL com Mw ~ 80000 e 0,01 g de PCL
com Mw ~ 14000), e 170 uL de triglicerideos dos acidos caprico e caprilico e a
solucado foi mantida em agitacdo magnética sob temperatura de 40 °C over night. Em
um béquer foi preparada outra solucdo, a fase aquosa, contendo 0,08 g de
polissorbato 80 (Tween® 80) em 53 mL de agua ultrapura (Milli-Q®) e
posteriormente submetida a agitacdo magnética. Uma terceira solu¢cdo contendo
0,06 g de lecitina de soja (Lipoid® S95) em 4 mL de etanol foi preparada e, apés a
solubilizacdo da lecitina a solucdo foi vertida no frasco contendo a fase organica.
Terminado o periodo de agitacdo a fase organica € injetada na fase aquosa,
utilizando um funil de boca pequena. Passados 10 minutos de agitacdo moderada a
solucéo resultante é levada a evaporador rotatério a 40 °C para eliminacdo do

solvente orgéanico e reducado do volume de agua até o final de 10 mL.

5.2. REVESTIMENTO DA LNC

Apos a finalizacao da formulacdo a mesma foi armazenada em refrigerador a
4 °C por 24 h. Posteriormente, as LNCs foram revestidas utilizando solugbes
contendo diferentes concentragbes de quitosana, afim de otimizar a sua quantidade
e 1,5 % (v/v) de acido acético glacial. A solucdo de quitosana foi lentamente
gotejada a formulacdo até completar 10% do volume total, mantendo agitacéo

magnética durante o processo e ao longo de duas horas subsequentes.

5.3. FUNCIONALIZACAO

Uma solucdo de acetato de zinco com concentracdo de 1 mg/mL de fons Zn?
foi preparada, utilizando 14 mg de acetato de zinco em 5 mL de agua ultrapura.
Paralelamente fora preparadas solugbes de insulina em variadas concentracdes

para determinacdo da concentracdo maxima suportada pela MCMN, as solucdes de
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insulina foram preparadas em solugédo aquosa contendo 1% de acido acético glacial,
para manutenc¢éo do pH em ~3,00.

A funcionalizacdo das LNC+ foi realizada em um eppendorf contendo 950 pL
da LNC+ seguida da adicéo de 25 L da solucéo de zinco e dentro de um intervalo
de tempo de 40 segundos a adicdo de 25 pL da solucdo de insulina, sob agitacao
constante. A concentracdo final dos ions zinco para todas as solu¢gbes foi mantida
constante em 25 pg/mL, enquanto a concentracdo final de insulina foi variada,
sendo: 25, 50, 100, 200, 300, 400, 600, 800 e 1000 pg/mL, respectivamente
denominadas de In-MCMN3s, INn-MCMN5g, IN-MCMN1g0, IN-MCMN 200, IN-MCMN3¢0, In-
MCMN400, IN-MCMNg6g0go, IN-MCMNgpo € IN-MCMN1000.

5.4. CARACTERIZACAO

5.4.1. Difratometria de Laser (LD)

A técnica de difratometria de laser tem como principio o espalhamento de luz
proveniente de um laser apds passar através de uma suspensao de particulas. A
diferenciacdo do tamanho da particula é evidenciado pelo angulo de espalhamento e
a partir da distribuicdo de luz obtida sdo formados os perfis de diametro das
particulas. Para esta analise foi utilizado o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern
Instruments). O equipamento é acoplado com um dispenser, Hydro 2000SM, que
promove a agitacdo (2000 rpm) para dispersar as particulas. Esse dispenser é
preenchido com agua deionizada e a amostra é adicionada ao meio. A quantidade
de amostra adicionada foi o suficiente para promover uma obscuridade de
aproximadamente 3%, esta opalescéncia € necessaria para que o sinal analitico
tenha uma intensidade adequada. Por meio desta técnica foram determinados os

diametros médios.

5.4.2. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dinamico também é conhecida como
espectroscopia de correlagdo de fotons e é constituida de um feixe de luz
monocromatica posicionado de forma que o feixe passe através de uma solugéo
contendo as particulas em suspensdo. As particulas em suspensdo estdo em
constante movimento, conhecido como movimento Browniano, causado pela colisdo
das particulas do solvente com as particulas em suspenséo. Considerando que a

difusdo é dependente do diametro e que particulas menores possuem maior
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facilidade de difusdo o perfil de diametros pode ser construido, dependendo da
flutuacdo da intensidade da luz espalhada. A técnica é dependente da temperatura e
da viscosidade do meio, logo, ambos devem ser conhecidos e considerados para a
acuracia da medicdo. Para as analises de DLS as amostras foram diluidas 500
vezes em agua ultrapura filtrada em filtro 0,45um e por meio desta técnica foram
verificados os didametros hidrodindmicos das In-MCNCs assim como o indice de

polidispersao.

5.4.3. Potencial Zeta

Quando uma particula carregada é dispersa em agua ocorre a formacéo de
uma camada de ions de carga contraria em toda superficie externa. O potencial zeta
é a diferenca do potencial entre esta camada e o potencial do solvente, no caso a
dgua. Para a estabilidade de sistemas coloidais um alto valor, em mddulo, de
potencial zeta é necessario, pois a aglomeracdo de particulas pode ocorrer por
atracdes eletrostaticas, sendo menos pronunciada entre duas cargas com grande
magnitude, sejam positivas ou negativas. O potencial zeta é medido através da
técnica de Dispersdo de Luz Eletroforética (ELS), a técnica tem como principio a
aplicacdo de um campo elétrico e em decorréncia deste campo aplicado ocorrera a
migracdo das particulas em direcdo aos eletrodos, com a sua velocidade variando
de acordo com o seu potencial zeta. Tanto as medidas de DLS quanto as medidas
de potencial zeta foram realizadas no equipamento Zetasizer®nano-ZS, Malvern
Instruments. Para as analises de potencial zeta as amostras foram diluidas 500
vezes em solucdo de NaCl 10 mM filtrada em filtro 0,45 um. O valor do potencial
zeta das nanocapsulas influencia na sua estabilidade e é afetado pela quantidade de
quitosana adicionada. Foram realizadas medidas para diferentes concentracdes de

quitosana, afim de otimizar a quantidade da mesma para o revestimento das LNCs.

5.4.4. Eficiéncia de Ligacao
Para determinar a Eficiéncia de Ligac¢do da insulina complexada ao metal é
utilizada a técnica de determinacdo de proteinas com &cido bicinconinico (BCA)
utiizando o QuantiProa BCA Assay Kit, Sigma-Aldrich®. O principio da
determinacdo € a capacidade de proteinas de reduzir o Cu®" em pH alcalino e o fon
a Cu'" resultante forma um complexo corado com o BCA, sendo analisado por a UV.

O meétodo utilizado possui linearidade da concentracédo de proteinas determinadas
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com a absorbancia do complexo medido por UV desde a concentracéo de 0,5 até 30
pg/mL.

Precedendo a etapa de determinacdo da insulina 400uL da suspensao da In-
MCMNy, foi adicionada a um eppendorf Ultrafree® (Merck Milipore, 30kda),
ultrafiltrado e centrifugado a 1840 xg por cinco minutos, para que o solvente fosse
extraido, sem a passagem das In-MCMN mas contendo a porcdo de insulina
adicionada a formulacdo mas ndo complexada aos ions metalicos, conforme
metodologia descrita por Oliveira et al. Foram preparadas solucbes, em placa
multipoco, utilizando concentragdes de 3,0; 9,0; 15,0; 21,0 e 27,0 ug/mL de insulina
e de albumina de soro bovino para a constru¢do da curva analitica, além da solucéo
extraida por ultracentrifugacdo. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A
adicdo dos reagentes segmento da reacao de reducdo e complexacao do ion cobre
seguiu conforme descrito no boletim técnico do Kit e a temperatura de encubacao
para a ocorréncia da reacéo foi de 37 °C por duas horas. As leituras de absorbancia
foram realizadas no equipamento Spectramax M2e, utilizando comprimento de onda

de 562 nm, utilizando agua ultrapura como branco analitico.

5.4.5. Andlise Estatistica
Os resultados estao apresentados em forma de média das medidas com o seu
respectivo desvio padrdo, para as analises realizadas em triplicata. Célculos
estatisticos para avaliar a significAncia dos dados foram realizados utilizando o
programa Microsoft Office Excel, utilizando teste T de Student com distribuicdo

bicaudal com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro aspecto a ser avaliado durante este trabalho foi a quantidade de
quitosana de baixo peso molecular e alto grau de desacetilacdo a ser adicionada a
solugédo, visando uma otimizacdo da concentracdo. Para esta avaliagcdo foram
adicionadas 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% (m/v) de quitosana em solu¢do contendo 1,5%
de acido acétido glacial. Em cada um das concentragcdes o método de revestimento
foi 0 mesmo, descrito no topico 5.2. e para analise dos dados foram tracadas curvas

de potencial (mV) em funcéo da porcentagem de quitosana utilizada.

Tabela 3. Relacéo entre a percentagem de quitosana em solucdo e potencial zeta.

Quitosana Potencial Zeta (mV)
0,5 % +9,23+1,2
1,0 % +14,90 £ 0,6
1,5% +18,50 £ 0,6
2,0 % +18,23+1,0
2,5 % +21,80+£ 0,7

Figura 6. Grafico do Potencial Zeta em fungdo da % de quitosana.

25

. 4
TL e g ey

S y=9,2733x + 4,9356 S JOTSTEL ; L
E R? = 0,9836 L o
< 15 g
g1
N | ..
] e
S10 | e
§ °
o
o

5

0
| : | o ’ 2,5 3

% quitosana



28

No grafico € possivel observar a tendéncia de formacao de duas retas, com o
ponto de inflexdo entre elas localizado na concentracdo de 1,5%. Até a
concentragdo de 1,5% um mesmo aumento em porcentagem da concentracdo de
quitosana causa um aumento superior no potencial zeta, quando comparado aos
pontos acima de 1,5%, este aumento é traduzido pelos coeficientes angulares das
duas retas de tendéncia plotadas a partir dos pontos. A diminuigdo do coeficiente
angular da reta pode sugere que em 1,5% de quitosana na formulacdo ocorre a
formacdo de uma monocamada, ocupando todos os sitios da superficie anibnica de
lecitina. O aumento em mddulo do potencial das LNC+ é favoravel devido as forgas
de repulséo resultantes, porém o excesso de quitosana pode refletir em quitosana
livre no sistema, ndo sendo efetivamente empregado para o revestimento das LNCs,
logo, a concentracao 6tima de quitosa foi determinada como 1,5%.

O parametro limitante para a determinacdo da méaxima concentracdo de
insulina suportada pelas MCMN € o diametro médio das particulas, assim como a
sua distribuicdo de tamanho. Portanto, foram analisados o tamanho médio e a curva
de distribuicdo de tamanhos por LD e o diametro hidrodindmico a curva de
distribuicdo de tamanhos e o indice de polidisperséo por DLS.

As formulagbes In-MCMNzs, INn-MCMNsp, IN-MCMNjgp, IN-MCMN3go, In-
MCMN3g0, IN-MCMNyg0, IN-MCMNgoo, IN-MCMNgoo € IN-MCMN3990 foram utilizadas,
afim de saturar a suspensdo para determinar a maior concentracdo suportada pela
MCMN, mantendo o perfil de diametro unimodal na faixa hanométrica, além de uma
baixa polidisperséo (< 0,3).

Sobrepondo as curvas de distribuicio para todas as concentracdes
analisadas, pelas técnicas de LD e DLS é possivel perceber que os perfis se dividem
em dois grupos de distribuicdo, o primeiro compreende a In-MCMN,s até a In-
MCMNqo € 0 segundo compreende a In-MCMN3zqo até a In-MCMN1go. A divisdo dos
grupos de distribuicAo € mais clara quando analisada por LD, onde ocorre a

sobreposicao quase total das curvas.
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Figura 7. Perfis de distribuicdo de tamanho para todas concentra¢es de insulina utilizadas, gerado a
partir de analise de DLS.
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Figura 8. Perfis de distribuicdo de tamanho para todas as concentracdes de insulina. Gerado a partir

de analise de Difragdo de Laser.
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Com base na andlise de LD observa-se que concentracdes acima de 200
pug/mL apresentam um “ombro” no perfil de distribuicdo, apresentando particulas
com tamanhos préximos a 1000 nm e nao apresentando uma distribuicdo unimodal.
Para a técnica de LD utiliza-se um equipamento responsavel por promover a
agitacao da suspensédo, ocasionando a deteccdo de toda a populacédo de particulas
da amostra, enquanto que no DLS a leitura é realizada em cubeta estatica, além de
ser necessario um periodo de aproximadamente dois minutos até a insercdo da
cubeta no equipamento e a incidéncia do feixe de luz. Estas diferengas podem ser
responsaveis pela deteccdo da populacdo de In-MCMNs com diametros proximos a
1 um pela técnica de LD e o ndo aparecimento das mesmas pela técnica de DLS,
uma vez que existe a possibilidade de sedimentacdo destas particulas com maior
diametro, quando o meio esté estatico, ocasionando a ndo incidéncia do feixe de luz,
enquanto que quando promovida a agitacdo estas particulas sedimentadas séo
suspensas novamente, estando na faixa de deteccéo.

Plotando os diametros hidrodindmicos adquiridos pela técnica de DLS,
calculado pelo método de Cumulantes, em funcdo da concentracéo de insulina das

In-MCMN verifica-se que nas concentragcbes de 25, 50 e 100 pg/mL o didmetro se
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mantém praticamente inalterado, quando comparado a LNC+ nao funcionalizada,
enquanto que a In-MCMNyy apresenta um pequeno aumento do diametro
hidrodindmico porém ndo apresenta particulas com diametro proximo a 1 pum e
possui uma distribuicdo unimodal e monodispersa, traduzida pelo baixo indice de
polidispersado (< 0,3). As concentracdes acima de 200 pg/mL apresentaram um
aumento de diametro hidrodindmico mais acentuado, além de nao possuirem
distribuicdo unimodal em sua populagéo particulada, evidenciado pela analise de LD.
Logo, a partir dos resultados das analises de LD e DLS a concentracdo de 200

pg/mL foi determinada como concentragdo maxima de saturacdo da MCMN.

Figura 9. Relacéo do didmetro hidrodinAmico com a concentracéo de insulina nas In-MCMN.
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas da In-MCMNyqq.

Concentragéo Diametro Hidrodinamico PDI Potencial Zeta
meédio (nm) (mV)
200 pg/mL 171 +£3 0,13+0,01 21,2+0,2

Foram realizadas analises de DLS para solu¢cdes aquosas de insulina e
insulina+Zn®*, nas mesmas concentracbes as utilizadas na funcionalizacdo das
nanocapsulas, para avaliar a sua distribuicdo de tamanho quando livres em solucéo,
uma vez que hé a possibilidade de ocorrer a formacdo de agregados da enzima em

solucéo.
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Nas solugdes aquosas contendo apenas insulina e 4gua ultrapura observa-se
um perfil multimodal com a presenca de populacdo micrométrica sendo replicada
nas trés analises realizadas, enquanto que nas amostras as quais ocorrem a adi¢cao
de ions zinco, duas analises apresentam perfil unimodal e apenas uma apresenta
perfil multimodal. Essa disposicao suporta o argumento de que existe a formacgao de
diferentes agregados da enzima, quando livre em solugcdo, enquanto que na
presenca de ions zinco ocorre a complexacdo da insulina, apresentando uma
conformacao preferencial, porém, de acordo com as analises, esse complexo néao é
replicavel, uma vez que as trés amostras apresentam picos em diferentes regiées de

diametro.

Figura 10. Resultados de DLS para insulina + zinco em solu¢do aquosa
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Figura 11. Resultados de DLS para insulina em solucdo aquosa
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A eficiéncia de ligacao foi determinada apenas para a In-MCMN,q, utilizando
o QuantiProda BCA Assay Kit, para a determinacdo da concentracdo de proteinas
livres ap0s a ultracentrifugacdo da suspenséo de In-MCMN. Foram construidas duas
curvas analiticas, uma para a albumina de soro bovino, proveniente do Kit e

comumente utilizada como padréo, e outra para a insulina.

Tabela 5. Valores de absorvancia medidos para a albumina.

Concentracao o Absorvancia
Absorvancia o
(Mg/mL) meédia
3 0,055 | 0,041 | 0,052 0,049
9 0,127 | 0,105 | 0,075 0,102
15 0,146 | 0,145 | 0,136 0,142
21 0,205 | 0,205 | 0,195 0,202
27 0,258 | 0,258 | 0,273 0,263

Tabela 6. Valores de absorvancia medidos para a insulina.

Concentracéo _ Absorvancia
Absorvancia ]
(ug/mL) média
3 0,047 | 0,052 | 0,027 0,042
9 0,108 | 0,096 | 0,128 0,111
15 0,174 | 0,177 | 0,175 0,175
21 0,252 | 0,262 | 0,256 0,257
27 0,333 | 0,322 | 0,287 0,314




Figura 12. Curva analitica para a albumina.
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Figura 13. Curva analitica para a insulina.
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A albumina de soro bovino € comumente utilizada como padrédo para a curva

analitica para a determinacdo de proteinas, devido ao seu baixo custo em

comparacdo com algumas proteinas de trabalho além de sua boa adequabilidade e

linearidade de resultados para curva analitica. Devido a disponibilidade de insulina

para constru¢cdo da curva analitica a mesma foi realizada com a enzima, para

comparacdo de resultados frente a curva de albumina. Ambas apresentaram

coeficiente de determinacdo (R?) superior a 0,99, demonstrando linearidade no

intervalo estudado e adequacdo ao meétodo, porém a equacao da reta se mostrou
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diferente, comparando as duas curvas. Devido a possibilidade de utilizar a curva
analitica com a proteina de estudo, por causa de sua linearidade e melhor
adequabilidade aos resultados, a curva da insulina foi empregada como base para o
calculo das concentracdes das amostras.

Foram coletados volumes conhecidos para a realizagdo do teste de
determinacdo de insulina e os mesmos foram adicionados na placa multipogos,

juntamente com os reagentes de trabalho para a determinacéao.

Tabela 7. Dados da concentracao de insulina complexada a MCMN

Eficiéncia de _ Concentragéo no Insulina complexada ao
_ Absorvancia _
ligacao filtrado (pg/mL) metal (%)
1 0,297 25,20 87,40
2 0,236 19,90 90,05

A concentracao obtida a partir da absorvancia, empregando a curva analitica
da insulina, € referente a concentragdo da enzima no filtrado, quantificando o que
nao estava complexado a MCMN. Para calcular a concentracdo de insulina que

efetivamente esta complexada utilizou-se a Equacao 1.

Cngx100 Equacéo 1

%Lig=

onde %Lig é a percentagem de insulina complexada a MCMN, C;a concentracdo de
insulina adicionada incialmente a suspensédo de nanocapsulas e Ct a concentracao
de insulina encontrada a partir da curva analitica. Na tabela 7 estdo descritos os
resultados encontrados para duas réplicas de analises, na primeira a concentragdo
de insulina complexada ao metal ficou em 87,40%, enquanto que na segunda a

concentracéo ficou em 90,05%.
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7. ANALISE DE CUSTOS

A implementacdo do processo de funcionalizacdo nédo requer equipamentos de
elevado custo e grande especificidade, assim como ndo necessita de condi¢oes
dréasticas de ambiente para a sua realizacdo, tais como altas temperaturas e
pressbes ou atmosfera inerte. Os equipamentos necessarios para realizacdo do
processo sao: banho ultrassénico, placas de agitacdo com aquecimento, balanca

analitica, evaporador rotatério e equipamento para obtencao de 4gua ultrapurificada.

A viabilidade econ6mica das In-MCMN nao pode ser realizada por comparagéo
da formulacdo com a insulina disponivel comercialmente, uma vez que de acordo
com trabalhos previamente realizados foi verificado o aumento da atividade de
farmacos complexados a MCMNs, porém, a razdo de eficiéncia do farmaco
complexado e livre em solucdo é variavel. Esta comparacdo poderia ser realizada
apenas apos estudos posteriores, avaliando o comportamento das In-MCMN no

organismo.

No entanto, os custos com a utilizacdo da matéria-prima empregada para a
formulacdo de 100 mL da formulagdo de In-MCMNyq foram calculados e expressos

na tabela 6.
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Tabela 8. Custo dos insumos para formulacdo da In-MCMN g

Insumo Utilizado Quantidade Valor (R$)

PCL Mw ~ 14000 100 mg 0,33
PCL Mw ~ 80000 900 mg 2,83
Monoestearato de sorbitano 380 mg 0,60
Triglicerideos dos acidos caprico e
caprilico L7 mb 013
Acetona grau HPLC 270 mL 31,05
Etanol PA 40 mL 4,88
Lecitina de Soja 600 mg 12,07
Polissorbato 80 800 mg 0,31
Acido acético glacial 300 pL 0,05
Quitosana de baixo peso molecular 300 ug 1,90
Acetato de zinco 28 mg 0,72
Insulina 20 mg 100,64

TOTAL para 100 mL - 155,51

E salientado que o célculo levou em consideragdo apenas o custo dos insumos
empregados para a formulagdo, custos de eletricidade, manutencdo de
equipamentos, operador e andlises posteriores ndo foram avaliados, devido a
grande flutuacdo de valores dependendo da localizacdo do laboratério, cuidados
com equipamento e formacdo do operador. Os equipamentos necessarios para a
formulac@o sdo comumente encontrados em laboratorios, ndo sendo um empecilho

para a implementacdo do método.
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8. CONCLUSAO

Neste trabalho foram realizadas formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico
e 0 seu revestimento com quitosana e ions zinco complexados a insulina. A
otimizacdo da quantidade de quitosana de baixo peso molecular e alto grau de
desacetilacédo utilizada em solucao para o total revestimento da LNC, contendo uma
mistura de PCL Mw ~ 14000 e Mw ~ 80000, foi determinado por analises de
potencial zeta, fixado em 1,5% (m/v) demonstrando que apds este valor ocorre uma
mudanc¢a de inclinacdo em funcdo do aumento da concentracdo de quitosana,

decorrente da formacédo completa da monocamada, saturando os sitios ativos.

A funcionalizacdo da nanocapsula com insulina se mostrou possivel através
dos resultados de DLS e LD, demonstrando que apds a adicdo da enzima até a
concentracdo de 200 pg/mL ndo houve indicios de populacdes na escala
micrométrica, caracterizando esta concentracdo como a concentracao de saturacao

de insulina suportada pela MCMN.

As analises de DLS da insulina livre e na presenca de ions zinco em solucgéo,
quando comparadas as andlises de DLS da In-MCMN, apresentaram diferencas
acentuadas de disposicdo modal dos perfis, assim como uma reprodutibilidade de
organizacao da insulina quando complexada ao zinco na superficie da MCMN, nao

demonstrando a presenca de aglomerados.

A possibilidade da funcionalizacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico com
insulina, assim como a determinagdo de sua concentracdo de saturacao e eficiéncia
de ligacdo, abrem caminhos para estudos posteriores relacionados a nanocapsula
funcionalizada e para melhor avaliar a sua viabilidade como método alternativo para

a administracao de insulina.
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