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O Diabetes Mellitus € uma patologia cujos casos tém aumentado, devido aos
maus habitos de vida da sociedade. Inumeras estratégias vém sendo
desenvolvidas para o tratamento do diabetes, especialmente a liberagédo
controlada de farmacos. A utilizagdo errénea da insulina como tratamento base do
diabetes assume uma problematica, visto que a dose elevada do farmaco pode
levar a quadros graves de hipoglicemia. O emprego do encapsulamento de
farmaco por polimeros biodegradaveis e biocompativeis vem sendo uma boa
estratégia na liberagdo controlada de farmacos, permitindo que o agente seja
liberado de modo continuo e sustentado. Nesse contexto, a produgéo e
caracterizacdo de nanoparticulas contendo insulina se apresentam como uma
estratégica de liberagdo controlada desse horménio. Sendo assim, este projeto
consistiu na preparagao e caracterizagdo de nanoparticulas biodegradaveis de poli
(e-caprolactona) (PCL) como carreador de insulina e sua aplicagéo in vivo e in
vitro. As nanoparticulas foram preparadas pelo método de dupla emulséo a/o/a e
evaporacdo de solvente. A caracterizagdo das nanoparticulas foi realizada pelo
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), observando-se nanoparticulas
esféricas e com diferentes tamanhos. A eficiéncia de encapsulagao foi de 90,6%
(+1,6), analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) por via
indireta. O didmetro médio das nanoparticulas foi de 796 nm (P.D.I. = 0,49) e 0
potencial zeta, medido através da mobilidade eletroforética, de -29,4 + 2,7 mV. O
estudo de viabilidade celular foi realizado em células B tumorais pancreaticas (MIN
6) em diferentes concentragdes e tempos usando o método MTS. Observamos
uma redugao da viabilidade celular somente em 72h em todas as concentragoes.
A avaliagdo da liberagao sustentada do farmaco foi realizada através de estudos in
vivo, com ratos Wistar machos diabéticos tipo 1, os resultados confirmaram que as
nanoparticulas contendo insulina apresentam liberagdo continua e sustentada se
comparadas a insulina ndo encapsulada. Além disso, verificamos que o tratamento
com as nanoparticulas contendo insulina n&o promoveram hepatotoxicidade,
através da avaliagdo da morte celular (clivagem da caspase 3), e estresse

oxidativo (catalase, superoxido dismutase e peroxiredoxina). O emprego do
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Diabetes Mellitus is a disease whose cases have increased due to the bad habits
of life of society. Several strategies have been developed for the treatment of
diabetes, especially the controlled release of drugs. The erroneous use of insulin
as basal treatment of diabetes takes a problem, since the high dose of the drug
can lead to severe hypoglycemia. The use of drug encapsulation by biocompatible
and biodegradable polymers has been a good strategy for the controlled release of
drugs, allowing the agent to be released on a continuous and sustained. In this
context, the production and characterization of nanoparticles containing insulin are
presented as a strategy of controlled release of this hormone. Thus, this project
consisted of the preparation and characterization of biodegradable nanoparticles of
poly (e-caprolactone) (PCL) as a carrier of insulin and its application in vivo and in
vitro. The nanoparticles were prepared by the method of double emulsionw /o /a
and solvent evaporation. The characterization of nanoparticles was performed by
Scanning Electron Microscope (SEM), observing and spherical nanoparticles with
different sizes. The encapsulation efficiency was 90.6% (& 1.6), analyzed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) via indirect. The average diameter of
nanoparticles was 796 nm (PDI = 0.49) and zeta potential as measured by photon
correlation spectroscopy (PCS) of -29.4 + 2.7 mV. The cell viability was performed
in tumoral pancreatic B cells (6 min) at different concentrations and times using the
MTS. A decrease in cell viability only at 72 at all concentrations. The evaluation of
sustained release of drug was performed by in vivo studies with male Wistar rats
with type 1 diabetes, results confirmed that the nanoparticles containing insulin
present continuous and sustained release as compared to non-encapsulated
insulin. Furthermore, we found that treatment with nanoparticles containing insulin
did not cause liver toxicity by evaluating cell death (caspase 3 cleavage), and
oxidative stress (catalase, superoxide dismutase and peroxiredoxins). The use of
insulin nanoencapéulated pharmacokinetic advantages over the use of insulin free,
and no reported hepatotoxicity. Thus, our results add important values in the
clinical treatment of type 1 diabetes, leading to a promising future in the use of

these polymeric nanoparticles containing insulin.

Abstract
33



Q3
On
-
W
i

‘u“
‘u“
‘u“
‘u“
‘u“

AMMAAA
Y Ny 3 X X 3 3 X X X
A
MMA“
N3
MMA‘
3
MMA“
i
MMAA“AA
N N
3 N
MMAAAAA
N3
S
3 N
MMAA“AA
uu/f
AMMAAAAA
N3
N N
3 N
MMAAAAA
N3
NN
3 N
MMAAAAA
N3
N N
3 N
MMAAAAA
N3
N3
“‘
AN



1.1- Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) inclui-se num grupo de doengcas metabdlicas
crbnicas e € caracterizada pela alta concentragdo de glicose sanguinea
(hiperglicemia), resultante da deficiéncia de insulina e/ou resisténcia a insulina.

Essa patologia é considerada a doenca do século XXI, por ser a quarta
principal causa de morte em paises desenvolvidos e também, segundo alguns
estudos, € considerada uma epidemia global acometendo cerca de 140 milhdes de
pessoas no mundo, porém apenas 50% dos casos tém diagnéstico confirmado. O
sedentarismo e a obesidade estdo diretamente associados ao abrupto aumento
dos casos, visto que ha uma desenfreada modificacdo do estilo de vida da
populacdo mundial (Zimmet et al., 2001).

Roglic e colaboradores (2005) estimaram uma elevacdo absurda nos
nuameros de pessoas acometidas com o Diabetes. Em 2000, cerca de 2,9 milhdes
de pessoas morreram de complicagdes dessa injuria, totalizando 5,2% de todas as
mortes do mundo (Roglic et al., 2005). Dados do ano de 2000 demonstraram que
o Brasil estava na oitava posicao entre os paises com maior numero de pessoas
doentes por causa do Diabetes, cerca de 4.6 milhdes de pessoas e estima-se que
em 2030 nosso pais terda um aumento de 145% de casos, cerca de 11.3 milhdes
de doentes, levando o Brasil para o sexto na lista dos paises com maior nimero
de portadores da Diabetes (Figura 1). Nos paises em desenvolvimento, a maioria
dos casos de portadores esta em torno de 45 e 64 anos em contraste com paises
desenvolvidos onde a idade dos portadores € acima de 64 anos. Em 2030, é
estimado que as pessoas com idade maior que 64 anos diabéticas serdo 82
milhdes em paises em desenvolvimento e 48 milhdes em paises desenvolvidos, o

que pode ser observado na tabela 1 (Zimmet et al., 2001; Wild, et al., 2004).
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Tabela 1- Lista de paises com aumento do nimero de casos estimados de 2000 e 2030 (Adaptado
de Wild, et al., 2004).

2000 2030
“Ranking” Paises Portadores do Diabetes Paises Portadores do Diabetes
(milhdes) (milhdes)
1 india 31.7 india 79.4
China 20.8 China 42.3
3 Estados 17.7 Estados 30.3
Unidos Unidos
4 Indonésia 8.4 Indonésia 213
5 Japao 6.8 Paquistao 13.9
6 Paquistao 5.2 Brasil 11.3
7 Russia 4.6 Bangladesh 11.1
8 Brasil 4.6 Japao 8.9
9 Italia 4.3 Filipinas 7.8
10 Bangladesh 3.2 Egito 6.7

O aumento dos niveis de glicose sanguinea ocorre porque o figado e o
musculo esquelético ndo conseguem armazenar o glicogénio, de modo que o0s
tecidos tornam-se incapazes de captar e utilizar a glicose. Ao ultrapassar o limiar
renal para reabsorcdo, a glicose transborda na urina (glicosuria) acarretando a
diurese osmoética (poliuria), que por sua vez resulta em desidratacdo e maior
ingestao de liquidos (polidipsia). Ocorre também nessa patologia um desgaste
protéico pela conversdo de proteina em carboidratos e, pela auséncia de insulina,
ocorre cetose, que € o fracionamento das gorduras para acetil-CoA. Na auséncia
do metabolismo dos carboidratos, acetil-CoA € convertida para acetoacetato, -
hidroxibutirato e acetona (Contran et al., 1994; Gilman et al., 1996; Oliveira et al.,
2004).

Muitas consequéncias podem ocorrer devido aos disturbios metabdlicos
observados no Diabetes, principalmente em longo prazo. Doencas dos vasos
sanguineos grandes (doenca macrovascular), e pequenos (microangiopatias) sao
caracteristicas peculiares da cronicidade (Oliveira et al., 2004). A doenca

macrovascular deriva de ateroma acelerado, bem mais comum e grave em
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pacientes diabéticos, enquanto as microangiopatias caracterizam o DM afetando
particularmente retina e rins. A hipertensdo coexistente esta associada a dano
renal progressivo, e seu tratamento torna mais lenta a progressao da nefropatia
diabética.

A hiperglicemia, a dislipidemia, a hipertensdo e o aumento de espécies
reativas de oxigénio sdo alguns dos fatores que modificam o funcionamento
endotelial, aumentando a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Nessas
condicdes pode ocorrer 0 aparecimento de doencas como trombose, responsavel
por cerca de 80% das mortes de pacientes diabéticos, sendo 75% desta
estatistica relacionado a disfuncbes cardiovasculares (Lecker et al., 2004; Ead,
2009).
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Figura 1- NUumero de portadores em diversos locais do mundo (valores em preto), referente ao ano
2000 e numero de pessoas que estao acometidas em 2010 (valores em azul). Valores
expressos em milhdes, e percentual de aumento (valores em vermelho) respectivamente
(Adaptado de Zimmet et al., 2001; Kolb & Mandrup-Poulsen, 2010).
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As principais formas de classificagdo atuais para o Diabetes séo tipo 1 e 2,
anteriormente descritos como insulino-dependente e n&o-insulino dependente,
porém esses termos foram eliminados. Como terceiro e quarto tipo na
classificacdo podemos citar Diabetes de outros tipos especificos e a Diabetes
gestacional. No Diabetes tipo 1, ocorre deficiéncia absoluta de insulina, pela
destruicao das células B do pancreas (figura 2), que geralmente ocorre por por
insulite auto-imune, condicdo na qual estdo presentes auto-anticorpos circulantes
(anticorpos anti-descarboxilase do acido glutamico, anti-ilhotas e anti-insulina),
sendo esta forma da doenca conhecida como tipo 12, ou menos comumente, de
causa desconhecida. O tipo 1B, ou forma idiopatica, é caracterizado pela auséncia
tanto de insulite quanto dos anticorpos relacionados ao Diabetes auto-imune.
Contudo alguns subtipos desta forma possuem instalacdo e evolugao fulminante
(Contran et al.,, 1994; Martins et al., 2003; Gross et al., 2002). Geralmente, a
instalagdo desse quadro é abrupta, e caso o individuo ndo se trate com insulina
ele pode ir a Obito por cetoacidose diabética, podendo também o individuo
identificar o inicio da sintomatologia. O quadro de cetoacidose € a expressao
maxima da deficiéncia da insulina e pode também ocorrer na presenca de
estresse infeccioso, ou de qualquer etiologia ou ser decorrente do uso inadequado
da insulina. A incidéncia de portadores de Diabetes tipo 1 é dos 10 aos 14 anos de
idade, havendo a seguir uma diminuigao progressiva da incidéncia até os 35 anos.
No entanto, individuos de qualquer idade pode desenvolver o Diabetes tipo 1. De
modo geral os portadores apresentam indice de massa corp6rea normal, mas a
presenca de obesidade nao exclui o diagnéstico (Martins et al., 2003; Gross et al.,
2002).

O Diabetes tipo 2 € mais frequente que o tipo 1, perfazendo 90% dos casos
de Diabetes segundo Contran e colaboradores. Nesse tipo de Diabetes, ocorre
tanto resisténcia a insulina quanto uma menor secrecao desta, porém sua etiologia
especifica ainda ndo esta totalmente esclarecida como no tipo 1. A destruicao
auto-imune das células pancreaticas nao esta envolvida, mas ao contrario dos

portadores do Diabetes tipo 1, os pacientes com tipo 2 na sua maioria apresentam
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obesidade. A incidéncia dos casos do tipo 2 € bastante variavel, no entanto tem
maior frequéncia apés os 40 anos de idade, com pico de incidéncia ao redor dos
60 anos (Contran et al., 1994; Oliveira et al. 2004; Ead, 2009).

Pincreas Humano llhotas de
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Figura 2- Produgado de insulina no pancreas humano. O pancreas é localizado no abdomen,
adjacente ao duodeno. As ilhotas de Langerhans representam a porgdao hormono-
funcional do érgéo, e nela se encontram as células beta, que produzem e secretam
insulina. As células beta sdo localizadas adjacentemente a corrente sanguinea, e
regulam a concentracdo de glicose no sangue, ajustando a liberacdo de insulina.
Disponivel em: < www.Diabetesmonitor.com/b379.htm>. Acesso em 20 agosto 2007.

A obesidade aliada a idade superior a 40 anos indicam o ponto de corte da
idade como discriminatério entre os tipos de Diabetes, de outro modo a
associagcdo com a auséncia de processos agudos de cetoacidose e idade acima
de 20 anos sao indicadores da presenca do Diabetes tipo 2. Com isso a idade
isoladamente parece nao ser fator para definicdo da classificacdo, mas se aliada a
variaveis como obesidade e auséncia de cetoacidose podem sugerir o tipo do
Diabetes. A cetoacidose pode ocorrer em ambos os tipos de Diabetes, mas em
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situagdes diferenciadas; no tipo 1 essa é a caracteristica principal pela deficiéncia
insulinica, ja no tipo 2 o portador pode ter episédios frequentes graves de
infeccbes ou episodios agudos de patologias cerebrovasculares, levando em
algumas ocasides a cetoacidose. A tabela abaixo detalha os tipos de Diabetes e
sua etiologia (tabela 2) (Gross, et al., 2002; Ead, 2009).

Tabela 2- Classificagdo quanto a etiologia do Diabetes Mellitus (adaptado de Gross et al.
2002; Oliveira et al. 2004)
l. Diabetes tipo 1

- destruicao das células beta G14 geralmente levando a quadro de deficiéncia completa de
insulina
A. auto-imune

B. idiopatico

Il. Diabetes tipo 2

- variagcao de diminuicdo da secregao e resisténcia a insulina

lll. Outros tipos especificos

A. defeitos genéticos na fungao da célula B pancreatica
B. defeitos genéticos na agao da insulina

C. patologias do pancreas exdécrino

D. Endocrinopatias

E. Indugbes farmacoldgicas ou por produtos quimicos
F. Infeccbes

G. Tipos incomuns de Diabetes imuno-mediado
IV. Diabetes gestacional

- graus variados de diminuicdo de tolerancia a carboidratos, podendo persistir ou ndo apés o

parto

1.2- Insulina

A insulina é um polipeptideo tem massa molecular de aproximadamente 6
KD, que consiste em duas cadeias peptidicas conectadas por duas ligacdes de
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dissulfeto. Sua sequéncia de aminoacidos foi determinada por Sanger et al. em
1955 (figura 3). Ela é formada pela clivagem proteolitica de um precursor protéico
maior, com uma unica cadeia (massa molecular de aproximadamente 9 KD)
denominada pré-insulina (Berg et al., 2002; Gilman et al., 1996). A protedlise
remove um peptideo de conexdo, o peptideo C, e a insulina assim produzida
juntamente com o peptideo C associado, é armazenado nos granulos das células
B. O principal fator que controla a sintese e a secrecdo de insulina é a
concentracdo sanguinea de glicose. Seu efeito global é a conservacdao dos
fornecimentos de combustiveis corporais. Seu efeito imediato mais ébvio consiste
em reduzir 0 agucar sanguineo, refletindo sua funcéo fisioldégica geral de facilitar a
capacitacao, a utilizacdo e o armazenamento da glicose, dos aminoacidos e das
gorduras apos uma refeicao (Contran et al., 1994; Gilman et al., 1996; Berg et al.,

2002).
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Figura 3- Estrutura quimica da insulina primdria, sequéncia de aminoacidos. Disponivel em:
<http://fai.unne.edu.ar/biologia/macromoleculas/figacro/3-15.gif> Acesso em 14 agosto
2007.

O mecanismo de acdo da insulina esta relacionado a sua fixacdo a um
receptor especifico sobre a superficie das células-alvo. O receptor € um complexo

glicoprotéico que consiste em duas subunidades a e duas subunidades 8 ligadas
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por ligagbes dissulfeto. As subunidades a s&o completamente extracelulares e
possuem local fixador para insulina, ja as subunidades B manifestam atividade de
tirosina-quinase, agindo sobre si mesmas (autofosforilagdo). Apos interagédo com a
insulina, esses receptores se agregam em cadeias, e 0S complexos
insulina/receptor subsequentemente sao internalizados em vesiculas. A perda
desses receptores da membrana celular seria a provavel causa da resisténcia a
insulina, porém este assunto ainda € controverso (Contran et al., 1994; Gilman, et
al., 1996).
O tratamento com insulina é muito utilizado em pacientes diabéticos, seja
tipo 1 ou tipo 2, sendo que em alguns casos ha a necessidade da associagao a
outras drogas via oral (metformina, sulfoniluréias, tiazolidinedionas e inibidores da
a-glicosidase como a acarbose), esses farmacos sdo de acao especifica e sua
associacao tem grande auxilio a terapéutica:
% Metformina (biguadinas) — atuam no nivel hepatico e muscular,
inibindo a liberagcdo de glicose do figado e aumentando a
sensibilidade periférica a insulina, porém seu alvo molecular é pouco

conhecido;

*.
°

Sulfoniluréias — tem agédo nas células B pancreaticas elevando a
secrecao de insulina. O seu alvo molecular sdo os receptores
sulfoniluréia — canal de K* ATP-dependente;

*.
°

Tiazoludinedionas (TZDs) — elevam a sensibilidade dos tecidos a
insulina e seu alvo molecular é a PPARYy;

X3

*

Inibidores da a-glicosidade (acarbose) — tem atividade intestinal,
diminuindo a absorcdo de carboidratos; alvo molecular é a a-

glicosidade.

O potencial dos farmacos anti-diabéticos sao extremamente explorados,
mas ha algumas limitagdes para seu uso, tais como:
.0

% Uma grande intensidade do uso da propria insulina pode agravar a

resisténcia a insulina;
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% Alguns portadores de Diabetes tipo 2 nao apresentam controle
glicémico com utilizagao dos agentes de acao especifica;

% Ou pode ainda ocorrer um ndo restabelecimento normal da
sensibilidade a insulina ou do funcionamento das células 3.

Durante muitos anos admitiu-se que a normalizacao da glicose plasmatica
poderia prevenir as complicacbes diabéticas, e isso foi provado ha pouco mais de
10 anos pela American Diabetes Association, pois pacientes submetidos a um
controle intensivo mantinham concentracdes médias mais baixas de glicose
sanguinea (2,8 mmol/l mais baixas) comparados com pacientes submetidos a um
controle convencional, e apresentam uma reducdo substancial na ocorréncia e
progressao da retinopatia, nefropatia e neuropatia (Contran et al., 1994; Gilman et
al., 1996; Marins et al., 2003; Emilen et al., 1999; Bailey et al., 2000).

Avangos na terapia com insulina foram desencadeados por
desenvolvimentos biotecnolégicos. A insulina lispro, primeiro analogo da insulina
sintetizado teve seu inicio de utilizagdo em 1996 nos Estados Unidos e Europa,
comparada a insulina regular a lispro apresenta vantagens como: acao mais
rapida (cerca de 15 min. ap6s sua administragédo), pico menor de concentracao de

insulina e diminuigao expressiva em reacoes alérgicas (Emilien et al., 1999).

1.3- Nanoparticulas

Os estudos de nanoparticulas como carreadores coloidais de agentes
terapéuticos tém aumentado nas ultimas décadas, pois esses sistemas aumentam
a eficacia e/ou reduzem a toxicidade de drogas. Nanoparticulas sao sistemas
coloidais submicrométricos, geralmente na faixa de 1 a 1000 nm. Suas vantagens
como carreadores de drogas devem-se ao tamanho sub-celular, a
biocompatibilidade com tecidos e células e a versatilidade de formulagdes. Elas
sdo administradas por injecdo direta em tecidos biolégicos ou 6rgaos, em
cavidades do organismo, ou por infusdo intravenosa (Schaffazick, et al., 2003; Cui,
et al., 2006; Duran et al., 2006). O termo nanoparticulas inclui as nanocapsulas e
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as nanoesferas (figura 4), as quais diferem entre si segundo a composicdo e
organizacdo estrutural; as nanocapsulas sdo constituidas por um involucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar
dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as
nanoesferas ndo apresentam uma fase oleosa em sua composi¢do, sao apenas
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (Schaffazick et al., 2003).
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Figura 4- Diferencas estruturais entre nanocapsulas e nanoesferas (adaptado de Schaffazick et al.,
2003)

Porém, a aplicagdo dessa tecnologia (microesferas, microcapsulas,
nanocapsulas, nanoesferas) tém suas restricoes fisicoquimicas e fisioldgicas,
porque 0s polimeros usados devem ser biocompativeis e biodegradaveis a
metabdlitos indcuos ao organismo. Para a liberacdo controlada do farmaco, o
polimero usado tem fundamental importancia, e isso pode ocorrer de trés formas:
1) por sistemas difusos, onde a liberacao da droga é feita por difusdo através da
membrana polimérica; 2) por sistemas erosivos, onde a liberacdo é baseada na
erosdo ou biodegragcdo do polimero e 3) por combinagcdo de ambos os
mecanismos. Na administracdo parenteral de drogas os sistemas biodegradaveis
tém mostrado grande utilidade (Duran et al., 2006). Na biodegradag¢do o uso de

microparticulas tem sido proposto, no entanto os maiores problemas encontrados
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sdo o0 tamanho e a natureza dessas particulas que devem ser biocompativeis e
muito pequenas para evitar embolismo. A liberagdo total do polimero apés
eliminacdo do principio ativo tem a vantagem de dispensar o inconveniente da
intervencao cirurgica para a remocao de implantes (Duran et al., 2006; Grenha et
al., 2007; Soppimath et al., 2001; Reis et al., 2006).

Ha algumas restricées fisicoquimicas e biolégicas quanto aos polimeros
utilizados na preparacao desses sistemas, dentre elas que sejam biodegradaveis
e biocompativeis e seus metabdlitos in6cuos ao organismo. Os polimeros sao
macromoléculas de elevada massa molecular, formadas a partir de unidades
estruturais menores (monémeros) através de reagdes quimicas de polimerizacao.
Grau de polimerizagdo € o numero de unidades estruturais repetidas numa
macromolécula. Em geral, os polimeros contém os mesmos elementos nas
mesmas proporgdes relativas que seus monémeros, mas em maior quantidade
absoluta. Os polimeros biodegradaveis sdo aqueles nos quais a quebra das
cadeias resulta em unidades monoméricas com peso molecular suficientemente
pequeno para serem eliminadas pelas vias metabdlicas normais, como por
exemplo, acido lactico, acido glicélico, e o diéxido de carbono (Reis et al., 2006;
Schaffazick et al., 2003).

O papel da modulagdo exercida pelos polimeros na caracterizacdo das
nanoparticulas é bem diferente do papel dos excipientes inertes em formulacdes
farmacéuticas. Os polimeros influenciam diretamente na liberagdo do principio
ativo, na estabilizacdo da droga no organismo e na toxicidade. Esses polimeros
tém caracteristicas peculiares por serem: biodegradaveis (a degradacédo €
mediada, total ou parcial por um sistema biol6gico), bioabsorvivel (o polimero
pode ser assimilado por um sistema bioldgico), bioreabsorviveis ou bioerodiveis
(ocorre processo de dissolucdo ou desgaste da superficie de um material
polimérico).

Os materiais poliméricos podem ser degradados de muitas formas, como
erosdo e degradacdo. Na erosdo ocorre quebra da unidade monomérica

localizada na extremidade da cadeia, enquanto na degradagédo, ocorre
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transferéncia aleatéria ou clivagem de ligacbes ao longo da cadeia polimérica
(Figura 5). A quebra dos polimeros pode ser aleatéria se for mediada por enzimas.
Esses materiais diferem-se na velocidade e forma de degradagcao de acordo com
a energia necessaria para ocorrer a quebra, o que ira depender da ocorréncia de
ligacdo covalente na cadeia principal ou de grupos nao hidrolisaveis, o que
aumenta o tempo para sua degradacao (Duran et al. 2006).
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Figura 5- Processo de degradacao de materiais poliméricos, a) processo de difusao e b) processo
erosivo (adaptado de Duran et al. 2006).

Durante a formacado da maioria dos polimeros biodegradaveis ocorre
acoplamento de grupos hidrolaveis (amida, éster, uréia e uretano) ao longo da
cadeia carbénica. Portanto, muitos polimeros que utilizam ligagdes de ésteres, em
especial poliésteres alifaticos, estdao sendo bem usados na classe médica. Esses
poliésteres sdo degradados enzimaticamente ou por hidrélise da ligagao éster, ou
por combinagdo das duas formas. Alguns fatores como composi¢cdo quimica,

mecanismo de hidrélise, fatores fisico-quimicos, caracteristicas fisicas,
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temperatura, entre outros, podem influenciar negativamente na modulagdo dos
poliésteres alifaticos (Duran et al., 2006; Grenha et al., 2007, Johsen et al., 2007).
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Figura 6- Estrutura de alguns mondmeros, constituinte primario de todos os polimeros: (1) poli-¢-
caprolactona (PCL), (2) poliglicolato (PGA), (3) polilactato (PLA), (4) co-polimero de
lactato e glicolato (PLGA) e (5) polihidroxialcanoato (PHA).

Ha muitos polimeros alifaticos, de grande interesse para o desenvolvimento
de nanoparticulas. O polilactato (PLA), poliglicolato (PGA) e um co-polimero do
poliglicolato, o PLGA fazem parte do grupo de homopolimeros de acido latico,
podendo ser lactato ou glicolato (Figura 6). Esses polimeros derivados do &cido
latico e glicdlico estdo em destaque por ter aprovacao da FDA (USA Food and
Drug Administration), para serem usados em humanos, principalmente como fios
cirrgicos para suturas que sao reabsorvidos pelo organismo. O poli-e-caprolactato
(PCL) é estudado desde a década de 30, pela facilidade da e-caprolactona sofrer
polimerizagdo por abertura de anel. A identificagdo do PCL como produto
biodegradavel emergiu, principalmente, por resultado de estudos que mostram
que a PCL é mais resistente a hidrolise quimica e se degrada mais lentamente
que os polimeros PLA e PLGA, sendo mais adequado para liberacao de longo
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prazo. Existem também os polihidroxialcanoatos (PHA), que constituem uma
categoria de poliésteres de acidos hidroxi-alcandicos biodegradaveis. A producao
de PHA ¢é feita por processo biotecnolédgico: apdés uma fase de crescimento da
bactéria produtora, esta é mantida sob condi¢coes favoraveis a formacdo de
biopolimero, ou seja, excesso de fonte de carbono e limitacdo de nutriente
essencial ao crescimento. Apds producao biotecnolégica dos PHA estes devem
ser extraidos do interior das células bacterianas. Esses polimeros também podem
ser produzidos in vitro por enzimas bacterianas purificadas e substratos puros,

porém héa elevacao dos custos (Duran et al., 2006).

1.4- Nanoparticulas de insulina em modelo experimental de Diabetes

A utilizacdo do modelo animal para o estudo das nanoparticulas de insulina
€ de grande valor, pois possibilitara a andlise de parametros que ndo podem ser
realizados em humanos, como a indugcao do Diabetes. Estudos atuais descrevem
modelos animais de Diabetes utilizando camundongos e ratos (Cui et al., 2006; Lin
et al. 2007). Trabalhos recentes de preparacao das nanoparticulas poliméricas de
insulina sdo encontrados na literatura e 0 método de preparacao mais empregado
€ o da dupla emulséao, utilizando o PCL ou PLA como polimeros (Grenha et al.,
2007; Lin et al., 2007, Rieux et al., 2006).

A preparagdo de nanoparticulas poliméricas de insulina utilizando-se o PCL,
que € um polimero biodegradavel e biocompativel, pode levar a um aumento da
meia-vida do farmaco no organismo dos animais diabéticos, o que traria maior
conforto no tratamento e amenizaria os efeitos toxicos que o uso clinico a longo
prazo da droga promove (Duran et al., 2006; Grenha et al., 2007; Rieux et al.,
2006).

Introdugéo
50



1.5- Hepatotoxicidade farmacologica

Alguns farmacos empregados rotineiramente na clinica geram reagdes

adversas, e muitas vezes alteragcdes hepaticas o que limita seus beneficios e

utilizacdo. Existem basicamente seis tipos de alteracées hepaticas induzidas por

medicamentos, afetando a morfologia e funcao do 6rgao, sao elas:

7
°

X3

*

respostas citoliticas direcionadas as células T, que posteriormente
levam a producdo e liberacdo de citocinas inflamatérias e a
instalagdo de um processo inflamatério, e promovendo
hepatotoxicidade mediada por neutrofilos;

citotoxicidade mediada por anticorpos, que pode ocasionar a
biotransformacdo farmacolégica, ou seja, formacdo de produtos
inativos. Essas moléculas formadas sdo grandes o bastante para
serem alvos imunolégicos, e migrar para a superficie dos
hepatdcitos induzindo a formacao de anticorpos;

alteragdes nas enzimas do citocromo P-450 podem levar a
modificacbes da homeostase dos canais de calcio intracelulares
com consequente ruptura das fibrilas de actina da superficie das
células hepéticas e finalmente lise celular;

interacao farmaco/proteinas exportadoras de sais biliares, o farmaco
se liga a essas proteinas e provoca a interrupc¢ao do fluxo biliar;
apoptose ou morte celular programada derivada de agregacao
imunoldgica, a qual destrdi os hepatécitos pelas vias do TNF e da
Faz que culminam com a ativacdo de caspases efetoras e
consequente fragmentacao da cromatina celular;

esteatose hepatica causada por estresse oxidativo Quando a
medicacao interage negativamente com as mitocondrias, agredindo-
as por inativagdo, ligacdo a enzimas respiratérias ou ao DNA
mitocondrial, h4 uma desregulacdo da oxidagao dos acidos graxos e

na producdo da ATP, aumentando as espécies reativas de oxigénio.
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Esses fatores conjunta ou isoladamente, causam danos hepaticos de graus
variados, sendo que, o0s principais responsaveis da hepatotoxicidade sao os
metabdlitos farmacoldgicos, e ndo os farmacos em si.

Especial atencao deve ser dada para identificacdo de fatores causadores
de risco do desenvolvimento de reacdes adversas a farmacos, de acordo com a
interacdo farmaco-farmaco ou até mesmo farmaco-patologia. Em geral, esses
efeitos ocorrem em pacientes com co-morbidades hepaticas, como hepatites virais
ou alcodlicas, pela perda da massa funcional do 6rgao (Maddrey, 2005; Deng et
al., 2009; Norris et al., 2008; Jaeschke et al., 2002)

1.5.1 Caspase 3

Apoptose ou morte celular programada é um tipo de morte celular ativa que
requer energia, sintese e degradacgao protéicas e € induzida pela ativacdo de um
programa intrinseco celular. Trata-se de um mecanismo fisiol6gico de controle
celular que regula diversos mecanismos no organismo como, por exemplo, o
tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao da mitose.

A apoptose esta diretamente ligada a concentracao e ativagdo de caspases,
que sao proteases especificas que clivam ligantes também especificos em uma
série de proteinas celulares. Caspases que clivam substratos selecionados para
produzir as mudancgas associadas a morte celular sdo conhecidas como efetoras
(caspases 3, 6 e 7). Os efeitos da agao dessas caspases destinguem a apoptose
de outras formas de morte celular. Na maioria dos casos as efetoras sdo iniciadas
pelas caspases ativadoras (caspases 8, 9 e 10) (figura 7). De modo geral, nas
células dos mamiferos ha um minimo de duas etapas na cascata proteolitica para

o progresso da morte celular (Boatright et al., 2003; Walsh et al., 2008).
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Figura 7- Resumo esquematico dos mecanismos de ativagido das caspases. A cascata de ativagao
das caspases é realizada em dois tempos, primeiramente com as caspases
inicializadoras (caspases 1, 8, 9, 10) sendo ativados por grandes complexos de proteinas
citosolicas por auto-ativagdo. As caspases 8 e 10 sado acionadas pelo complexo
sinalizador de indugcao da morte (“DISC”) apbés estimulagdo do receptor de morte,
caspase 9 ativada pelo apoptossoma em resposta a estresse génico e caspase 1 em
condicdes inflamatérias. Num segundo momento, a ativagdo direta da caspase 3 e/ou 7
leva a apoptose ou inflamagao e ha aumento da aderéncia de complexos especificos e
substratos. (Adaptado de Lamkanfi e Kanneganti, 2010).

1.5.2- Estresse oxidativo

O processo oxidativo é caracterizado pela remogao e/ou redugao do ganho
de elétrons. Quimicamente, um radical livre pode agir como um agente oxidante
por roubar elétrons de outras espécies ou como um agente redutor por doar
elétron para outras espécies. Os radicais livres sao espécies que contém um ou
mais elétrons pareados, ou seja, elétrons livres ocupando um orbital atbmica ou
molecular; e uma vez que os elétrons sdo mais estaveis quando pareados nos
orbitais, os radicais livres geralmente reagem com outras espécies (elétrons nao

pareados tém a tendéncia de formar pares estaveis). Com isso cada radical
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poderia doar elétrons ndo pareados para outra molécula, ou poderia tirar um
elétron de outra molécula na sequéncia para parear. Concluindo o processo,
quando um radical doa um elétron ou recebe um elétron de outra molécula, esta
torna-se um radical, podendo ocorrer uma reacado em cadeia.

A terminologia antioxidante é conceituada como qualquer substancia que
quando em concentragcdes baixas comparado a um substrato oxidante, retarda ou
previne a oxidacao desse substrato; ja as substancias pro-oxidativas sao distintas
para substancia com poder de induzir estresse oxidativo, ou qualquer substancia
com poder de gerar espécies reativas. O desequilibrio entre a formacao e a
remocdo dos radicais livres no organismo, decorrente da diminuigcdo dos
antioxidantes enddgenos ou do aumento da geracao de espécies oxidantes, gera
um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesGes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares, podendo inclusive ocasionar a morte
celular. Essa lesdo oxidativa € definada entdo pelo desequilibrio entre as
concentracoes de espécies pré e antioxidantes em favor das substancias
oxidantes, levando a um quadro de dano celular (Kubota et al., 2001; Cultler,
2005; Chelikani et al., 2004).

Introdugéo
54



Citanrama nAS()
(. »As0

Owido N

rita gintetace

|
i
|
|

Figura 8- Reagbes pro-oxidantes e antioxidantes mais relevantes para sistemas biol6gicos. O
superédxido (O,") é produzido de inimeras agbes surgidas de espécies reativas. Oy~
reage rapidamente com o 6xido nitrico (NO) para produzir perdxinitrito (ONOO*) ou é
catalisado pelo superoxido dismutase (SOD) para produzir peréxido de hidrogénio (HoO5).
H.O, pode ser neutralizado pela catalase ou pela glutationa peroxidase. Contudo, na
presenca de metais de transi¢do, como o ferro (Fez*) e o cobre (Cu*), os radicais livres
(OH’), altamente tdxico, podem ser produzidos por H,O, via reagdo. Espécies reativas
sdo mostradas em azul, as enzimas antioxidantes em tom avermelhado (Kubota et al.,
2001).

No contexto fisiol6gico ou em desordens celulares ha trés diferentes
classes de espécies reativas de interesse bioldgico: as espécies reativas de
oxigénio (ERO), espécies de nitrogénio e de cloro. As espécies reativas podem ser
ou nao radicais livres, portanto o superéxido (O.") e o perdoxido de hidrogénio
(H202) sdao ERO radical e néao-radical, respectivamente. Dentre as espécies
reativas, o radical livre anion superoxido (O2") tem grande importancia por ser a
primeira ERO a ser produzida pelas células, mas outras espécies como o peroxido
de hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH’) e peroxitrito (ONOQO’) sao derivados
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do O;" como produto de uma reagcdo em cadeia. Portanto o O2" pode ser
produzido pela corrente de transporte de elétrons mitocondrial, NADPH oxidase,
xantina oxidase, cicloxigenase, lipogenase, oxido nitrico sintase e citocromo P450
(Kubota et al., 2001).

Os principais meios de defesa antioxidante no organismo podem ser
divididos em dois grupos, enzimaticos e nao-enzimaticos. Os sistemas
enzimaticos envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente a
glutationa peroxidase. Outras enzimas, como a glutationa redutase e a glicose-6-
fosfato-desidrogenase,  também promovem propriedades  enzimaticas
antioxidantes. Outros sistemas enzimaticos de defesa antioxidantes operando em
conjunto com as enzimas citadas anteriormente incluem a superéxido dismutase
(SOD), dependente de Cu?* e Zn** como cofatores, onde ocorre a dismutagdo do
radical superdxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio, bem como a catalase,
que converte perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular nas hemacias.
A SOD é um agente de defesa contra as superoxidos (O.7), enquanto as enzimas
catalase e peroxidase atuam sobre o peréxido de hidrogénio (H2Oz) (figura 8).
Deste modo decidiu-se estudar a expressado dessas enzimas no figado dos ratos
tratados com a insulina nanoencapsulada ou livre para avaliar a ocorréncia ou nao
de hepatotoxicidade induzida por estresse oxidativo (Kubota et al., 2001; Cultler,
2005; Chelikani et al., 2004; Peskin et al., 2000; Rojkind, et al., 2002).
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Geral

Preparar e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas
poliméricas contendo insulina, bem como suas atividades biolégicas in vivo e in

vitro.

Especificos

Avaliar:

< Possiveis efeitos citotdxicos in vitro da formulagdo de nanoparticulas em
células B pancreéticas de linhagem MIN 6;

+ Liberacdo controlada do ativo em animais previamente induzidos ao
diabetes;

% Efeito fisioldgico (hipoglicemiante) das nanoparticulas contendo insulina;

< Expressao da caspase 3 em células MIN 6 e em tecidos (figado) de ratos
apdés 48 horas de tratamento com as formula¢gdes de nanoparticulas
contendo insulina e insulina livre;

% Expressdo de enzimas antioxidantes (catalase, superdéxido-desmutases e
glutationa peroxidase) em figado dos animais tratados e nao tratados.
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3.1- Preparacao de nanoparticulas de insulina

Na técnica de emulsificacdo/evaporagdo de solvente, utiliza-se polimeros
pré-formados como PCL no encapsulamento de um ativo, no caso a insulina, cujas
caracteristicas e propriedades fisicoquimicas e biologicas sao bem conhecidas.
Agentes ativos incorporam-se nas nanoparticulas de diferentes modos, dentro
delas durante o processo de fabricacdo ou na superficie de nanoparticulas ja
formadas, sendo a droga adsorvida ou ligada quimicamente.

A técnica de emulsificacao/evaporacao de solvente foi utilizada na formacao
das nanoparticulas, e € um método simples, porém deve ser feita em condi¢coes
assépticas para garantia da qualidade do produto final. Poli-e-caprolactona (0,05
g) (Aldrich) e um agente emulsificante, o Span 60 (0,012 g) (Aldrich), foram
dissolvidos em diclorometano (CH2Clz) 6 mL, solvente volatil e imiscivel em agua
(P.M.= 84,93). A fase organica foi vertida em uma fase aquosa, a proépria insulina
humana Humulin regular (Lylli), 100yl ou 600ul, contendo 10 U.l. e 60 U.l,
respectivamente. Essa formulacdo, contendo a fase aquosa e a organica, foi
levada ao homogenizador de alta eficiéncia, o Ultra-turrax T 18 basic IRA®
Labotechnik, a 11.000 r.p.m. por 20 segundos. Nessa emulsdo foi vertida uma
segunda fase aquosa contendo tampao fosfato (100 ml), Pluronic F68 (0,12 @)
(Oxiteno). Em seguida, a mistura contendo as duas fases aquosas e a fase
organica foi levada mais uma vez ao homogenizador a 3.000 r.p.m. por 40
segundos (Figura 9). Depois da formagédo da nanoemulséo, o solvente difunde-se
na parte externa (extracao da fase aquosa), até sua saturacao. Com a evaporacao
do solvente sob pressao reduzida interface fase aquosa € re-estabelecido o
gradiente de concentragdo. Seguida a eliminagdo dos solventes, o polimero
precipita-se levando a formacado das nanoparticulas (nanoesferas). A fase de
evaporacgao foi acelerada por pressao reduzida (bomba de vacuo); apds essa fase
a formulacao foi levada a liofilizacdo para estocagem no liofilizador do modelo LB
3.000 TT (Terroni-Fauvel) por 24h (Cui et al., 2006; Grenha et al., 2007; Reis et
al., 2007).
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FA 1
Insulina humana

(100 0ou 600 pL)

© .
0.12 g de Plurenic FGE

FO. 100 mL cle tampéo fosfato
0.05gde PCL
0012y cde Span 60

& mL de CH.CI, %

Emulséo AlO

Emulsaoc &/CHA 9 }
N

..14--"

Remocao do
solvente organico

Formulagéao liofilizada

Figura 9- Modelo experimental para preparagado de nanoparticulas poliméricas no método de dupla
emulsdo. F.A. 1 e 2 representam a fase aquosa e F.O. a fase orgénica ou fase oleosa,
por isso a emulsao primaria é do tipo agua em 6leo (A/O), ja a segunda emulsao é do tipo
agua, 6leo em agua (A/O/A). A F.A. 1 contém apenas o farmaco em diferentes
concentracdes, para duas formulacdes distintas; a F.O. contém o polimero biodegradavel
e biocompativel (poli-e-caprolactona), Span 60 dissolvidos em diclorometano (CH,Cl,) e a
F.A. 2 contém poly(ethylene glycol)-block-poly(propyleno glycol)-block-poly(ethylene
glycol) (Pluronic F68) em tampéao fosfato. Os nimeros em laranja representam as fases
experimentais: (1) F.A. 1 vertida numa F.O., (2) F.A. 2 vertida nessa formulacdo contendo
a F.A. 1 e a F.O,, formando uma emulsao A/O/A, (3) formulacido levada ao processo de
remogao do solvente orgénico e por fim a fase (4) que é a fase de liofilizacdo das
amostras. Os raios em verde representam a utilizacdo de um homogenizador de alta
eficiéncia em 11.000 r.p.m. por 20 segundos e 3.000 r.p.m. por 40 segundos.
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3.2- Caracterizacao das nanoparticulas de insulina

3.2.1- Determinagéao da eficiéncia de encapsulamento

O conteudo total de ativo encapsulado foi determinado empregando-se o
método de ultrafiliracao/centrifugacdo. Nesse método, 500 pL de suspensao
aquosa de nanoparticulas foi colocado num Eppendorf e centrifugado duas vezes
por 10 minutos a 4.000 r.p.m. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em filtros de
0,45 um (Millipore Microcon 100), obtendo-se assim, o sobrenadante puro e livre
de nanoparticulas. A concentracdo de insulina no sobrenadante aquoso
representa a insulina nao associada as nanoparticulas, e foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Utilizamos uma coluna C18 em temperatura ambiente. Como fase movel,
utilizou-se 30% de acetonitrila, em agua deionizada acidificada com &cido

ortofosférico até pH 2,5.

16000 -

14000 -

12000 -

10000 -

8000 -

6000 -

y =20742x + 451,27
R?=0,9961

4000 -

2000 -

Figura 10- Curva de calibragdo da técnica analitica por CLAE (experimento realizado em triplicata).
As concentragbes utilizadas foram 0,1; 0,4; 0,7; 0,8 e 1 yL/mL com os seguintes
resultados de area do pico: 198,925; 875,609; 1507,905; 1780,867 e 2253,025.
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Figura 11- Curva de reprodutibilidade da técnica analitica (experimento realizado em triplicata). As
concentragdes utilizadas foram 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1 yL/mL com os seguintes resultados
de area do pico: 2626,673; 4895,978; 9104,674; 16788,954 e 20083,850.

A amostra resultante do sobrenadante (200 pl) foi injetado no cromatégrafo
acoplado a um detector UV em comprimento de onda a 205 nm e fluxo constante
de 1,4 mi/min”. A quantidade de insulina encapsulada foi determinado pela
concentracao inicial de droga utilizada e o contetdo quantificado no CLAE, através
da curva de calibragdo previamente estabelecida (em concentragdes de 0,1 a 2
ng/mL™") (figura 10).

A quantificagdo do sobrenadante retrata a quantidade de insulina livre, com
a diferenca do total utilizado no inicio da preparagdo das nanoparticulas e o
encontrado pela injecdo no CLAE obtemos a real efetividade de encapsulamento.
O método foi realizado num aparelho Shimadzu, bomba LC 20, coluna C 18 de
205 x 4,6 mm e detector UV. A metodologia foi reproduzida num aparelho Waters
600 E, com detector Waters 484 (“tunable absorbance detector”) produzindo

também uma segunda curva de calibragéo (figura 11).
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3.2.2- Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As particulas foram caracterizadas quanto a morfologia por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A MEV é uma técnica capaz de produzir imagens
de alta ampliacao, de até 300.000 vezes e com oOtima resolugdo. As imagens
fornecidas pela MEV possuem um carater virtual, pois 0 que é visualizado no
monitor do aparelho é a transcodificacdo da energia emitida pelos elétrons, ao
contrario da radiacao de luz a qual estamos habitualmente acostumados.

O funcionamento do MEV consiste na emissao de feixes de elétrons por um
filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo), mediante a aplicacdo de uma
diferenca de potencial que pode variar de 0,5 a 30 kV. Essa variagcao de voltagem
permite a variagao da aceleragado dos elétrons, e também provoca o aquecimento
do filamento. A parte positiva em relacao ao filamento do microscépio (eletrodo
positivo) atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa aceleracao em
direcdo ao eletrodo positivo. A correcao do percurso dos feixes € realizada pelas
lentes condensadoras que alinham os feixes em diregéo a abertura da objetiva. A
objetiva ajusta o foco dos feixes de elétrons antes dos elétrons atingirem a
amostra analisada.

Uma pequena quantidade de particulas, previamente lavadas por duas
vezes, por processos de centrifugacdo a 4.000 r.p.m. por 10 min, foi adicionada a
uma fita de carbono fixada em uma porta-amostra de latdo. Em seguida, as
amostras foram metalizadas com Au/Pd (ouro/chumbo) pelo processo de
Sputtering (evaporacao do metal e deposicao de uma fina camada — 10nm — sobre
a amostra), utilizando-se um metalizador BAL-TEC. As andlises foram realizadas
em um microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM-6360LV, utilizando-se uma
tensdo de aceleracdo de 15 kV e detectores de elétrons secundarios e elétrons
retroespalhados.
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3.2.3- Tamanho médio, distribuicdo de tamanho das particulas e potencial

zeta

O didmetro médio das nanoparticulas e a distribuicAo das particulas
(polidispersidade) em suspensao foi determinado por espectroscopia de auto-
correlacdo da difusdo de raio monocromatico laser, no aparelho Zetasizer Nano
ZS da Malven Instruments. Nessa técnica, mede-se a série temporal de
intensidade espalhada por uma dispersao, que permite calcular o coeficiente de
difusdo e o didmetro médio das particulas. O potencial zeta das nanoparticulas foi
determinado por mobilidade eletroforética, depois de diluicdo apropriada em KCI
(1m/mol L"), no mesmo aparelho acima citado. As afericdes foram realizadas em

triplicata em temperatura ambiente.

3.3- Cultura de células

A linhagem de células tumorais pancreaticas (MIN6), cedida pelo Dr. Y. Oka
e o prof. J.-l. Miyazaki (Tokio, Japao), foi mantida em meio por Dulbecco’s
modificado (DMEM), contendo 11 mmol/L de glicose (Sigma), suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS), 100 U.I. de penicilina/mL (Sigma) e 100 ug/mL de
estreptomicina (Sigma). As células foram mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera contendo 5% de CO;, durante uma noite (overnight). A linhagem celular
foi utilizada para os testes ao atingir 90% do indice de confluéncia. Em placas de
96 pocos utilizamos 5 x 10%100pL para o MTS (3-(4,5-dimetiltioazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonil)-2H-tetrazolio), e 1.5 x 10° para avaliagdo da morte

celular.
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3.3.1- Citotoxicidade das formulacdes

Os estudos de citotoxicidade foram realizados em placas de 96 pocos, € as
células foram tratadas com as nanoparticulas. Os tratamentos foram baseados
nas concentragdes utilizadas em humanos (observando a quantidade celular para
cada pogo, a quantidade celular encontrada no organismo humano, e a dose de
nanoparticulas de insulina utilizada para o tratamento). Diferentes concentragdes
do composto (112, 225 e 550 pg/ml™") foram utilizadas para determinar uma
possivel citotoxicidade em periodos variados (6, 24 e 72h) de tratamento com as

nanoparticulas. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A taxa de sobrevivéncia celular foi quantificada por Elisa através do MTS. O
MTS é um teste usado rotineiramente em varios laboratérios para determinar a
citotoxicidade no sobrenadante de culturas celulares. O teste detecta células
vivas, mas nao células mortas e o sinal gerado é dependente do grau de ativacao
das células. Este método pode, portanto, ser utilizado para medir a citotoxicidade,
proliferacdo ou ativagdo. Os resultados foram lidos num leitor de ELISA, e
mostram alto grau de precisdo. A principal vantagem da utilizacao desse método é
a sua rapidez e precisao, bem como a nao utilizagao de radioisétopos. Com esses
beneficios a citotoxicidade foi realizada pelo teste de MTS. As placas de 96 pocos
contendo a linhagem proposta foram expostas a 100 pL de solucdo de Krebs
contendo o composto MTS, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (MTS
Solution Cell Titer 96° - Promega). O composto MTS foi bioreduzido pelas células
em um produto colorido, o formazan. Essa aferi¢cdo foi realizada com absorbancia
de 490 nm no leitor de Elisa (Molecular Devices — Versa Max Tunable Microplate
Reader), e é diretamente proporcional ao nimero de células sobreviventes em
cultura. Apds o tratamento, as células foram incubadas por 4 horas, o meio de
cultura foi removido e 0,1 ml de etanol foi adicionado para solubilizar o formazan

formado.
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3.4- Método para inducao do Diabetes

Para inducdo de Diabetes ratos machos Wistar com agua e ragdo ad
libidum e ciclos claro e escuro (12 horas / 12 horas), cedidos pelo Centro
Multidisciplinar de Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério (CEMIB-UNICAMP), de aproximadamente 150g receberam injecao
intraperitonial de 50 mg/kg de estreptozotocina (2-deio-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-
D-glicopiranose) (STZ) num veiculo de citrato em pH 4,5. O efeito desse farmaco é
de reduzir a fungdo enddcrina pela destruicao das células B do pancreas, porém
esse farmaco ndo é utilizado apenas para indugdo quimica do Diabetes em
animais sadios, mas também papel principal e fundamental no tratamento de
neoplasias malignas em células beta pancredticas e outras cancerologias
humanas.

Semanalmente, a glicemia dos animais foi aferida e, no 28° dia p6s-injecao
intraperitoneal, a ultima afericédo foi realizada. Com isso, os animais com glicemia
acima de 250 mg/dl foram selecionados para o teste de tolerancia a insulina via
subcutanea (Aguiar et al., 2004; Cui et al. 2006; Delfino et al. 2002; Grenha et al.
2007; Yoo et al. 2004).

3.5- Imunoblotting

Fragmentos de aproximadamente 150 mg de tecido hepatico foi coletado
dos animais e homogeneizada com um Polytron (Kinematica. Suica) em tampao
de extracao (SDS 1%, Tris (pH 7,4) 100 mM, pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto
de sdédio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sédio 100 mM) e incubados a
96°C por 10 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas para a remog¢éao do
material insoluvel. O mesmo procedimento foi realizado para a extracdo de
proteinas de células MIN 6, mas a homogeneizagdo foi feita com o uso de

sonicador.
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As células MIN 6 foram tratadas em discos de cultura com dimensao de 35
mm x 10 mm (TPP™, EUA). Ap6s as células atingirem uma confluéncia de 80%
nas garrafas de 75 cm? foi colocado o meio de cultura suplementado com a
concentragdo de 225 g/ml-' nos discos de cultura, em trés diferentes tempos de
exposicao: 6, 24 e 72h. As células foram coletadas para cada grupo experimental
e, entdo, sonicadas em 0,1 mL de tampao de extracado a 4° C. As amostras foram
centrifugadas em 12.000 r.p.m. a 4° C por 20 minutos. A dosagem protéica dos
sobrenadantes foi obtida utilizando o reagente de Bradford (Bio -Rad). As
amostras foram fervidas por 5 minutos em 25% do volume em tampao Laemmli
(fosfato de Na 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% a-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1%
azul de bromofenol). As amostras foram fracionadas no sistema de eletroforese
(Mini Protean Il — Bio-Rad), em gel de poliacrilamida a 12 %. Ap6s a corrida
eletroforética, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
(Bio-Rad) na presenca de 20% metanol e 0,02% SDS em voltagem constante de
120 Volts por 90 minutos. A membrana foi, entdo, saturada com solu¢ao
bloqueadora contendo leite desnatado a 5% em solugdo basal (10 mM Trisma
base, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) por 2 horas, em temperatura ambiente. A
membrana foi incubada com anticorpo primario especifico contra caspase 3,
diluido em solugdo basal contendo albumina bovina 3%, “overnight”. Apos este
periodo, a membrana foi lavada trés vezes (5 minutos), em solugcdo basal a
temperatura ambiente e incubada por 1 hora e 30 minutos, com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase-HRP diluido em solucado basal contendo
leite desnatado 1% a temperatura ambiente. As membranas, entdo, foram
novamente lavadas com solucéo basal e incubadas em sala escura com substrato
luminol quimioluminescente (Pierce) por 5 minutos e expostas ao filme
autoradiogréfico (Kodak T -Mat G/RA). A intensidade das bandas foi quantificada
por densitometria.
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3.6- Extracao de RNA e PCR em tempo real

Para a extracao dos RNAs total de figado (£100mg), foi utilizado o reagente
Trizol (Invitrogen, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Uma
amostra de 2ug de cada RNA foi submetido a reacao de transcricao reversa com
primers randébmicos. A expressdao dos genes codificadores das proteinas
superéxido dismutase cobre-zinco (SODCuZn), perdxido dismutase (PDX) e
catalase (CATA) foram quantificadas por PCR em tempo real, utilizando o
aparelho StepOne™ Real-Time PCR System da Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA) e o reagente SYBR Green como marcador fluorescente. SYBR Green é
um reagente com alta afinidade ao DNA dupla fita. Quando ele nao esta ligado a
dupla fita, emite uma fluorescéncia de baixa intensidade, mas quando ligado a
dupla fita, emite uma fluorescéncia de alta intensidade. A determinacdo da
expressao do gene (quantidade de duplas fitas) é diretamente proporcional a
fluorescéncia emitida.

As reacdes foram realizadas em 25 pl de uma mistura contendo 1 pl do
cDNA da amostra, 0,5 pl de cada sequéncia de primers (sense e antisense), 10,5
ul de agua DEPC e 12,5 pl do mix SYBR Green PCR Master (ANTP, tampéo de
reacao, Taq DNA polimerase e SYBER Green |) (Abgene Life Sciences, Epsom,
KT, Inglaterra). As condicoes do PCR em tempo real foram: primeiro ciclo (Unico)
a 95 °C por 15 min, para ativacao da enzima, seguido de 45 ciclos com as fases
de denaturacdo a 95 °C por 60 s, anelamento (temperatura especifica de cada
gene investigado) por 60 s e extensdao a 72 °C por 60 s. As sequéncias e as
temperaturas de anelamento dos primers utilizados estao descritas na tabela 3.

Também foi avaliada a expressdo do gene da beta-actina (BACT) para
normalizar os dados obtidos nas reagcbes de amplificagcdo. Estes genes foram
selecionados a partir da analise de varios genes constitutivos, utilizando-se o
software GeNorm. A quantificagdo da expressdao dos genes de interesse foi

determinada usando o método do ACt (Ct = threshold cycle; nimero de ciclo no
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qual o produto do PCR atinge um limiar de detecg¢ao), utilizando o programa de
analise qBase, tendo a expressao de beta actina como padrao interno.

Tabela 3- Caracteristicas dos primers que foram utilizados no PCR em tempo real (RT-PCR)

Gene Genbank Sequéncias (sense, antisense) TM (C)

B-actina 49537792 5- AGA GGG AAA TCG TGC GTA ACA -3 96
5- TAG TGA TGA CCT GAC CGT CA -3

SODCuZn 49537784 5°- TGA AGA GAG GCA TGT TGG AGA -3° 96
5°- TCA TCT TGT TTC TCG TGG ACC -3’

PDX 49587782 5°- GAC CCG AGA GAC ACC TCA -3’ 96

5°- ACC CAA CTG GCT CTC GT -3’
CAT 49537787 5°- GAT GAA GCA GTG GAA GGA GC -3° 96

5’- TGC CAT CTC GTC GGT GAA A -3’

3.7 — Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM),
e analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA de uma via com
pbs-teste de Tukey). Adotamos p<0,05 ou p<0,01, quando necessarios, como

valores significativamente coerentes para a estatistica.
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4.1 Caracterizacao das nanoparticulas

41.1- Tamanho meédio das particulas, potencial zeta e eficiéncia de

encapsulamento

Nesse estudo, obtivemos uma eficiéncia de encapsulamento acima de 90%,
caracterizando um método de alto poder de encapsulamento frente a outros
sistemas poliméricos de liberagao de insulina descritos na literatura. O elevado
poder de encapsular grande quantidade de farmaco é caracteristico ao método de
dupla-emulsdo, utilizado para preparagdo das nanoparticulas, visto que ha
utilizacdo de fases externa e aquosa, e a solubilidade da insulina, devido o
preliminar ajuste do pH. O didmetro médio das particulas obtidas foi de 796 nm
(P.D.I = 0,49), e a polidispersidade € inerente a técnica utilizada para elaboracao
das nanoparticulas. A analise do potencial zeta, medido através da espectroscopia
de correlacao de fétons, mostrou valor em torno de -29,4 + 2,7, que esta ligado
diretamente a utilizacdo do poliéster (PCL) e ao estabilizante ndo ibnico. A carga
elétrica negativa das particulas foi demonstrada devido aos grupos carboxilicos
provenientes da hidrélise do grupamento éster. Os resultados obtidos encontram-
se relacionados na tabela 4.

Tabela 4- Caracteristicas da insulina encapsulada (n=3)

Nanoparticulas de insulina

Tamanho médio (nm) 796 nm (P.D.l. = 0.49)
Potencial zeta (mV) -294+27
Eficiéncia de encapsulamento (%) 90.6 +1.6

4.1.2- Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As figuras 12, 13 e 14 representam imagens obtidas pela técnica de MEV
das nanoparticulas poliméricas contendo insulina. Podemos observar que as
nanoparticulas sao esféricas e com diferentes formas, mas de acordo com o

esperado.
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Figura 12- Micrografia de nanoparticulas de PCL preparadas com os tensoativos Span 60 e
Pluronic (F68) X 10,000.

Zukd)

(

Figura 13- Micrografia de nanoparticulas de PCL preparadas com os tensoativos Span 60 e
Pluronic (F68) X 15,000.
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Figura 14- Micrografia de nanoparticulas de PCL preparadas com os tensoativos Span 60 e
Pluronic (F68) X 20,000.

4.2- Cultura de células e teste de citotoxicidade

O teste MTS é um indicativo indireto da viabilidade celular, indiretamente a
morte celular. Na figura 15, podemos observar resultados dos testes em cultura de
células beta da linhagem MIN 6 exposta a trés diferentes concentracdes de
nanoparticulas (112, 225 e 550 ug/ml), em trés diferentes tempos (6, 24 e 72h).
Notamos que houve uma reducdo da viabilidade celular (P < 0.05) nas 72 horas
poés-tratamento, em todas as concentracées. Esse resultado de reducdo da
viabilidade celular demonstra que houve uma diminui¢ao de 20% na concentragao
de células ativas.

De acordo com estes efeitos citotdxicos das nanoparticulas de insulina,
realizamos Western Blotting para expressao protéica da caspase 3, para verificar
morte celular por apoptose (figura 16). A expressado da caspase 3 foi investigada
apenas na concentracdo de 225 ug/ml”, que sugere a dose de 1 U.l./kg. Houve
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elevagdo na expressdo da protease efetora da morte celular em 6 e 24 horas,
porém em 72 horas sua expressao foi normalizada frente ao controle.
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Figura 15- Efeitos das concentragdes de concentracées de nanoparticulas de insulina na
viabilidade celular de células MIN 6. (*) representa a concentragao as concentragoes e
tempo, onde houve redugao estatisticamente consideravel.
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Figura 16- Expressao da caspase 3 (* p < 0.05 comparado ao tempo de 6 e 24h)

4.3- Experimentos in vivo
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Preparamos trés formulacdes de nanoparticulas: nano 1 (100 ul ou 10 U.1.),
nano 2 (600 uyl ou 60 U.l) e branco (nanoparticulas preparadas com agua
deionizadas, 100 pl). Nos experimentos foram utilizamos 2 U.l./kg em todos os

grupos experimentais (animais tratados com nano 1, nano 2, insulina comercial ou

branco).
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Figura 17- Niveis glicémicos em teste de tolerancia insulina (I.T.T.), prévio a indugao do Diabetes

com as diferentes formulagdes: (A) branco de nanoparticulas (BR nano) — foi utilizado

100 pl de agua deionizada na formulagédo; (©) insulina livre 2 U.lL/kg e (m)
nanoparticulas 2 (nano 2) foi utilizado 600 pl de insulina humana - 2 U.l./kg. Os pontos
representam a média £ S.E.M., com n = 5 animais por grupo.

No experimento da figura 17, verificamos que o efeito hipoglicemiante das
nanoparticulas de insulina foi semelhante ao da insulina livre (comercial), € que a
nanoparticulas em si (grupo branco) nao possui efeito hipoglicemiante fisiolégico.
Para verificar a farmacocinética da liberacdo da insulina nanoencapsulada em
comparacgao a insulina livre aplicamos 2 U.l./kg de cada formula¢do (nano 1, nano
2, branco e insulina livre) em animais diabéticos tipo 1(figura 18). Observamos que
nos animais tratados com insulina livre houve um efeito hipoglicémico abrupto no
inicio do tratamento (15 minutos), com retorno aos valores hiperglicémicos
anteriores em apenas 60 minutos, evidenciando a interrupcdo de sua acao

farmacologica. A farmacocinética das nanoparticulas de insulina se mostrou
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bastante diferenciada com uma menor redugéo inicial da glicemia e manutencao
prolongada do efeito hipoglicemiante, retornando aos valores iniciais
hiperglicémicos apenas em 360 minutos (nano 1 e nano 2). Além disso, a
preparacao de nanoparticula em si (branco de nanoparticulas) nao possui efeito
fisiologico hipoglicemiante.

Analisamos também a glicemia dos animais ponto a ponto: 0, 15, 30, 60,
180 e 360 minutos apds injecdo subcutdnea das formulacbes (figura 19). A
glicemia inicial dos animais foi semelhante entre os grupos estudados (figura 19
a). Apdés 15 minutos a glicemia dos animais tratados com insulina livre (ins.) foram
reduzidos a cerca de 60% do valor inicial, enquanto os animais tratados com as
formulacdes de nanoparticulas (nano 1 e nano2) foram reduzidos a cerca de 85%,
mostrando uma maior acao inicial da insulina livre em relacdo as nanoparticulas
(figura 1b). Apds 30 minutos a glicemia do grupo ins. jA comecga a voltar aos
valores iniciais (cerca de 75%), enquanto as nanoparticulas (nano 1 e nano 2)
continuaram a reduzir a glicemia dos animais (cerca de 75%), mostrando que a
insulina livre ja comega a perder seu efeito fisiolégico, enquanto as nanoparticulas
de insulina aumentam seu efeito. A partir de 60 minutos a insulina livre nao
apresenta mais efeitos fisioldgicos hipoglicemiantes, e os valores glicémicos dos
animais retornam aos seus valores iniciais (figuras 19 d, e, f). Enquanto isso as
nanoparticulas de insulina (nano 1 e nano 2) ainda apresentavam efeito
hipoglicemiante aos 60 (figura 19 d) e 180 minutos (figura 19 e), cerca de 75% e
80% respectivamente, sendo que apenas apo6s 360 minutos (figura 19 f) a
glicemia dos animais tratados com nanoparticulas de insulina retornou ao inicial.

Esses resultados corroboram nossa tese, visto que as nanoparticulas

contendo insulina possuem efeito hipoglicémico controlado e sustentado.
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Figura 18- Niveis glicémicos em animais induzidos ao Diabetes por estreptozotocina depois de
injecdo subcutanea das diferentes formulagdes: (A) branco de nanoparticulas — foi
utilizado 100 pl de agua deionizada na formulagdo, (©) insulina livre 2 U.l./kg, (¢)
nanoparticulas 1 — foi utilizado 100 pl de insulina humana - 2 U.l/kg e (m)
nanoparticulas 2 foi utilizado 600 pl de insulina humana - 2 U.l/kg. Os pontos
representam a média £ S.E.M., com n = 5 animais por grupo.
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Figura 19- Area sobre a curva das glicemias dos animais nos tratamentos de insulina, nano. 1,
nano. 2 e branco de nanoparticulas nos diferentes tempos. Os asteriscos representam
as comparagdes que ndo obtiveram representagao estatistica. a) (*) nano. 1 vs. nano. 2;
b) (*) insulina vs. nano. 1, (**) insulina vs. nano. 2, (***) nano 1 vs. nano 2; c) (*) insulina
vs. branco, (**) nano 1 vs. nano 2; d) (*) insulina vs. branco, (**) nano 1 vs. nano 2, e €)
em todas as comparagoes ha diferenca estatistica, menos nano 2 vs. branco. Diferenga

estatistica com p < 0.05.
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4.3.1- Expresséo de enzimas antioxidantes (catalase, peroxidase dismutase
e superoxido dismutase)

Os resultados da expressdao de caspase 3 clivada demonstram que o
tratamento dos animais com nanoparticulas de insulina ndo induz a morte celular
por apoptose dos hepatécitos (figura 23), e que, portanto, esse tratamento nao
desencadeia hepatotoxicidade mediada por apoptose.

Além disso, tanto o tratamento com nanoparticulas de insulina quanto o
tratamento com insulina livre ndo afetam a expressédo das enzimas anti-oxidantes
catalase (figura 20), peroxiredoxina (figura 21) e superéxido dismutase (figura 22)
indicando que esses tratamentos ndo desencadeiam hepatotoxicidade induzida
por estresse oxidativo. Esses estudos demonstraram mais uma vez que a
utilizagao de nanoparticulas contendo insulina pode ser um tratamento alternativo
e seguro para o Diabetes Mellitus.

150+
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72
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CTL Nano1l Nano?2 INS

Figura 20- Expressdo da enzima catalase em figado de animais tratados com as diferentes
formulagbes (CTL = animais ndo induzidos ao Diabetes e sem nenhum tratamento;
NANO 1 = animais tratados com a formulagao de nanoparticulas contendo 100 ul de
insulina humana na fase de preparagdo; NANO 2 = animais tratados com a formulagao
de nanoparticulas contendo 600 pl de insulina humana na fase de preparagéo e INS =
animais tratados com insulina humana), valores normalizados pelo valor total de Beta
Actina (Bact). Todos os animais receberam 2 U.l./kg das formulagdes e sacrificados 2
dias apés tratamento para remogao do tecido hepatico (n = 4). Diferenga estatistica com
p < 0.01.
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Figura 21- Expressao da enzima peréxido dismutase (PDX) em figado de animais tratados com as

diferentes formulagées (CTL = animais ndo induzidos ao Diabetes € sem nenhum
tratamento; NANO 1 = animais tratados com a formulagdo de nanoparticulas contendo
100 pl de insulina humana na fase de preparagédo; NANO 2 = animais tratados com a
formulagdo de nanoparticulas contendo 600 pl de insulina humana na fase de
preparacao e INS = animais tratados com insulina humana), valores normalizados pelo
valor total de Beta Actina (Bact). Todos os animais receberam 2 U.l./kg das formulagbes
e sacrificados 2 dias apds tratamento para remocdo do tecido hepatico (n = 4).
Diferenga estatistica com p < 0.01.
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Figura 22- Expressdo da enzima superoxido dismutase cobre-zinco (SODCuZn) em figado de

animais tratados com as diferentes formulagdes (CTL = animais ndo induzidos ao
Diabetes € sem nenhum tratamento; NANO 1 = animais tratados com a formulagéo de
nanoparticulas contendo 100 ul de insulina humana na fase de preparagdo; NANO 2 =
animais tratados com a formulagdo de nanoparticulas contendo 600 ul de insulina
humana na fase de preparagao e INS = animais tratados com insulina humana), valores
normalizados pelo valor total de Beta Actina (Bact). Todos os animais receberam 2
U.l./kg das formulagdes e sacrificados 2 dias apos tratamento para remogao do tecido
hepatico (n = 4). Diferenga estatistica com p < 0.01.
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4.3.2- Expressao da caspase 3 em tecido hepatico de ratos
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Figura 23- Expressao da caspase 3 em figado de animais tratados com as diferentes formulacdes
(CTL = animais nao induzidos ao Diabetes e sem nenhum tratamento; NANO 1 =
animais tratados com a formulagdo de nanoparticulas contendo 100 ul de insulina
humana na fase de preparacdo; NANO 2 = animais tratados com a formulagcdo de
nanoparticulas contendo 600 ul de insulina humana na fase de preparacdo; BCO =
animais tratados com a formulagdo da nanoparticulas contendo 100 pl de agua
deionizada na fase de preparacado e INS = animais tratados com insulina humana).
Todos os animais receberam 2 U.l./kg das formulagbes e sacrificados 2 dias apds
tratamento para remocgao do tecido hepéatico. (n = 3)
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O aumento da concentragdo sanguinea de glicose, a hiperglicemia, é a
caracteristica principal do Diabetes Mellitus (DM). Essa patologia € uma das
grandes causas de morte no mundo, sendo o quarto principal agente de Obito
mundial (Zimmet et al., 2001; Roglic, et al., 2005; Gross, et al. 2002; Ead, 2003).
Martins e colaboradores (2003) relataram que quadros abruptos de cetoacidose
diabética, uma das principais causas de morte desse grupo de pacientes e quadro
maximo da deficiéncia da insulina, podem ocorrer por utilizacdo inadequada da
insulina na terapéutica (Martins et al., 2003).

A sintese insulinica € controlada principalmente pela concentracao de
glicose circulante no organismo, e o efeito geral da glicose € o fornecimento de
substratos corporeos. O efeito imediato da insulina evidentemente é a reducao da
glicemia sanguinea, facilitando a captacao, utilizagdo, armazenamento da glicose,
aminoacidos e gorduras no periodo poés-pandrial (Gilman et al., 1996; Berg et al.,
2002); portanto o mecanismo de acao da insulina esté ligado a sua fixacao a um
receptor especifico sobre a superficie das células alvo (Contran et al., 1994;
Gilman et al., 1996).

A utilizagdo do encapsulamento de algumas formulagbes tem o intuito de
melhorar a eficacia terapéutica, através da liberagdo progressiva pela degradacao
da matriz, neste caso polimérica; aumentar o tempo de circulagdo do farmaco no
organismo; direcionar a alvos especificos; além da administracdo totalmente
segura, sem reflexos inflamatorios locais. Consequentemente, substancias
hidrofilicas e lipofilicas podem ser incorporadas aos sistemas, dependendo da
metodologia aplicada para o encapsulamento (Schaffazick et al., 2006; Vauthier et
al., 2008).

Mesiha e colaboradores prepararam nanoparticulas com a metodologia de
polimerizagao in situ. Neste trabalho, utilizou-se polimeros de alquilacinoacrilato,
insulina humana e diferentes concentracées de Pluronic F68®. Foram obtidas
nanoparticulas em torno de 100 nm empregando-se concentracao de Pluronic de
0,5 a 2,5%, e a efetividade de encapsulamento entre 53 a 59% (Mesiha et al.,
2005).
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Nanoparticulas poliméricas preparadas com PLGA foram o foco do trabalho
do pesquisador Santarder-Ortega e seus colaboradores. Foi elaborado um sistema
polimérico com a técnica de difusdo do solvente modificada, utilizando PLGA com
Pluronic F68® e Tetronic T904®. Nesse estudo os autores simularam efeitos da
mucosa gastrica e de fluidos intestinais. Os resultados sugerem uma evolugao da
terapéutica da insulina, especialmente no que diz respeito aos efeitos da barreira
gastrica (Santander-Ortega et al., 2008).

Nanoparticulas de insulina foram preparadas utilizando PCL, Eudragit RS®
um polimero nao biodegradavel, insulina e polivinil alcool (PVA). O método de
emulsdo multipla foi a técnica utilizada para preparacdo desse modelo
experimental. A eficiéncia de encapsulamento foi de 26%, determinada por
radioimunoensaio, e o tamanho das particulas foi de 322 nm (P.D.l. = 0,22) (Attivi
et al., 2005).

Em nosso estudo preparamos nanoparticulas poliméricas utilizando a poli-¢-
caprolactona (PCL) (0,05 g) pela técnica de emulsdo mudltipla/evaporacédo do
solvente. Utilizamos como substancias emulsificantes o Span 60 (0,012 g) e o
Pluronic F68 (0,12g). Os processos de homogenizacao foram de 11.000 r.p.m. por
20 segundos e 3.000 r.p.m. por 40 segundos, quando vertido a fase aquosa 1 na
fase oleosa e a fase aquosa 2, respectivamente.

A quantificacdo de insulina encapsulada foi determinada por CLAE, com
cerca de 90% de insulina encapsulada, demonstrando que o sistema polimérico
desenvolvido é de alta efetividade de encapsulamento, e um promissor agente no
tratamento de pacientes insulino-dependentes. Em nosso estudo, as formulagbes
de nanoparticulas (nano 1 e nano 2), apesar de quantidades diferentes de ativo
utilizado na fase de preparagdo, ndo obtiveram diferencas significativas na
efetividade de encapsulamento, mostrando que a técnica, quantidade de polimero,
e substancias emulsificantes estdo ligadas diretamente a eficiéncia de
encapsulamento. As nanoparticulas obtidas apresentaram forma esférica,
observadas pela Miscroscopia Eletrénica de Varredura (M.E.V). As alteracoes
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realizadas no método de preparagédo de nanoparticulas de insulina demonstraram
resultados bastante significativos quando comparados aos descritos na literatura.

Naha e colaboradores prepararam nanoparticulas de PLGA e PLA (200 mg)
por dupla-emulsdo tipo agua/éleo/agua (A1/O/A2) onde a primeira fase aquosa
continha a insulina (50 mg/mL) diluida em &agua, na fase oleosa (organica), o
polimero diluido em diclorometano (4 mL) e na segunda fase aquosa PVA (1%) e
sacarose em diferentes concentragdes (5 e 10%). Para a emulsao primaria foi
utilizada 1.000 r.p.m. por 1 min, ja na secundaria, 5.000 r.p.m. por 10 min. No total,
oito formulagdes distintas foram preparadas nesse estudo, com a finalidade de
avaliar parametros e quantidade de bioativo, eficiéncia de encapsulamento com
um tipo especifico de eletroforese de proteinas (“BCA assay”), potencial zeta e
tamanho das particulas. A efetividade de encapsulmento variou de 42% a 71%,
todos os potenciais zeta foram negativos (-10,58 + 3,55 a -18,58 + 3,54 mV) e o
tamanho das particulas nao variou significativamente (36,24 a 37,25 um),
provando que a técnica modifica principalmente o carreamento do farmaco e o
polimero utilizado (PLGA) e obtém as maiores concentragdes internalizadas nas
particulas (Naha et al., 2009).

Nos nossos experimentos in vivo, os animais foram induzidos ao Diabetes
com injecao intraperitonial de estreptozotocina (STZ) de 65 mg/kg em ratos Wistar
com cerca de 200 g. Os animais, quando obtiveram glicemia acima de 250 mg/dL,
receberam tratamento subcutdneo de 2 U.l/kg de nano 1 (nanoparticulas
preparadas com 100 pl de insulina humana), nano 2 (nanoparticulas preparadas
com 600 pl de insulina humana), insulina humana comercial e branco de
nanoparticulas (adgua deionizada como farmaco). Para todos os grupos, utilizamos
n=5 ou n=4, e as glicemias foram aferidas em 15, 30, 60, 180 e 360 minutos pods-
injecao subcutanea das formulagdes distintas.

Ja experimentos in vivo de Damgé et al. (2007) utilizaram 10 U.l./kg das
formulagdes nos diferentes grupos de ratos Wistar (250 + 30 g), tratados com
insulina livre, insulina encapsulada e salina (n=8 por grupo). A inducdo do

Diabetes foi também realizada por Unica injecao intraperitonial de 65mg/Kg da
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estreptozotocina em veiculo citrato. Os animais foram diagnosticados diabéticos
quando a glicemia obteve valores acima de 300 mg/dL. As glicemias foram
aferidas com 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12 e 24 horas pés-injecao subcutanea das
formulacdes estudadas. Animais tratados com insulina livre obtiveram resposta
hipoglicémica de 22% apés 30 min de tratamento. O tratamento chegou a seu
limiar maximo de agao em 3 horas, com 70% de declivio, e em 4 horas os valores
iniciaram a tendéncia de elevacdo chegando a normalizacdo em 10 horas pos-
injecdo. Ja as formulagbes de insulina encapsulada obtiveram, inicialmente, a
mesma tendéncia de queda da glicemia, mas com maxima acao hipogligémica de
80% em 8 horas, mantendo-se até 12 horas pos-tratamento (Damgé et al., 2007).

Em nosso estudo a insulina comercial administrada nos animais obteve
uma diminuigdo abrupta na glicemia (em 15 minutos po6s-administracao), quando
comparada as nanoparticulas contendo insulina. A insulina humana livre retornou
ao basal com 30 minutos pds-tratamento, 0 que confirma uma agao extremamente
rapida da insulina livre. Apesar das nanoparticulas de insulina ndo diminuirem
consideravelmente a glicemia dos animais tratados em 15 minutos. Nos
posteriores tempos a glicemia é reduzida em 35% (tempos de 30, 60 e 180
minutos), sendo seu pico de acdo em 30 minutos péds-tratamento. As
nanoparticulas preparadas com 600 pl de insulina humana, ainda conseguiram ter
acao em 360 minutos pds-injecao subcutanea, enquanto que 0s animais tratados
com a nano 1 (nanoparticulas preparadas com 100 pL de insulina humana)
retornaram a sua glicemia inicial.

De acordo com Mesiha et al. (2005) e seus experimentos in vivo pés-
injecao de STZ intraperitoneal, os animais tratados com 5 U.l./kg da formulagao de
nanoparticulas obtiveram melhor resposta frente aos animais tratados com 2,5
U.l/kg. Porém os animais tratados com insulina livre ndo foram citados em seus
resultados. Ja em fung@o do tratamento com 100 U.l./Kg, via oral, os animais
tratados com insulina encapsulada em nanoparticulas obtiveram reducao
glicémica, mas um abrupto pico hiperglicémico no final da acdo do farmaco,
demonstrando uma instabilidade farmacolégica (Mesiha et al., 2005).
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Nanopatrticulas de naringenina (NAR), um flavonédide natural encontrado em
frutas citricas, tomate, cereja e cacau, com acao antioxidante. As nanoparticulas
foram preparadas por nanoprecipitagdo, com 50 mg do ativo e 500 mg de
Eudragit® e dissolvidos em 25 ml de etanol (fase organica), e 75 mL de solugao
contendo 500 mg de PVA. Essa solugao foi homogeneizada a 22.000 r.p.m. por 25
min, o solvente orgéanico foi removido e posteriormente a preparacgao foi liofilizada.
Obtiveram nanoparticulas com tamanho médio de 66,2 = 0,38 nm e
polidispersidade de 0,29 + 0.04. O grande achado desse estudo foi a analise de
marcadores de injuria hepatica como ALT (alanina aminotransferase) e AST
(aspartato aminotransferase). Quando utilizada a formulagéo via oral, observaram
que tanto o composto livre, como o encapsulado, aumentam o0s niveis das
aminotransferases, porém as nanoparticulas de NAR tém menor toxicidade
hepatica. Mas também as nanoparticulas de NAR aumentam as enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPx (utilizando kit comercial para a andlise do
homogeneizado de figado), sendo uma elevagao de cerca de 10% comparado ao
farmaco livre. A atividade das caspases 3, 8 e 9 foram também aferidas para esse
estudo e ndo houve aumento estatisticamente detectavel. Houve a sugestdao que
as nanoparticulas de NAR tém méritos na aplicagdo clinica de desordens
hepaticas crbnicas (Yen et al.,, 2008). No entanto, sabe-se que o aumento da
expressao das enzimas antioxidantes esta ligado diretamente a exacerbacao de
radiais livres, que podem estar ligados a injurias organicas; isso esta bem
esclarecido na literatura (Kubota et al., 2001).

A expressdo das enzimas antioxidantes ndo variou frente aos demais
tratamentos. Nossos achados detalham e validam a utilizagdo dessas formulacoes
encapsuladas com PCL. Contudo, nenhum estudo avaliou a agdo em cultura de
células dessas formulacdes e ainda ha pouca preocupagao em avaliar a toxicidade
hepatica desse tipo de formulacao.
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Obtivemos nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e biocompativeis no
tamanho ideal quanto aos padrées da escala nanométrica; e a
caracteristica do poliéster utilizado para a sua preparagdo permitiu um
potencial zeta adequado.

A utilizagao da técnica de emulsdao multipla conduziu a uma boa efetividade
de encapsulamento, € na Microscopia Eletrénica de Varredura obtivemos
particulas esféricas e uniformes, caracterizando o sistema polimérico como

um promissor farmaco de liberagdo sustentada.

A liberacdo controlada das nanoparticulas de insulina apoés inducao do
diabetes foi comprovada quando comparamos com 0s animais tratados
com insulina comercial. Nos experimentos com insulina comercial,
observamos que ha um pico hipoglicémico no inicio do tratamento, e as
formulacdes de insulina encapsulada demonstraram seu efeito sustentavel

no decorrer do experimento.

Nos experimentos com cultura celular, obtivemos uma reducdo da
viabilidade celular tardiamente e um aumento da morte celular no inicio do
tratamento. Ja no dltimo tempo de tratamento, a expressao da caspase 3

retomou aos valores do basal quando comparamos ao controle.

Os achados da expressdo da catalase, superéxido dismutase e glutationa
peroxidase, demonstraram que nao ha producao de radiais livres no figado,
portanto possivelmente ndo ha possivel morte celular. Mas também a
caspase 3 hepatica com valores normais entre os grupos, contribui para

validar a utilizagdo das nanoparticulas poliméricas contendo insulina.
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Anexo 3
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1386-1, sobre "Caracterizacio de

nanoparticulas contendo insulina_em modelos de animais induzidos ao

diabetes", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Nelci Fenalti Héehr / Thiago

Matos Ferreira de Araujo, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 31 de outubro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1386-1, entitled "Characterization of

nanoparticles containing insulin_in_animals induced by diabetes”, is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on October 31, 2007.

Campinaﬁ ;’i1 de outubro de 2007.
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rofa. Dra. Ana(M/aria 7( Guaraldo Fatima Alonso’
Presidente Secretéaria.Executiva
CEEA/IB - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3521-6356
13083-970 Campinas, SP — Brasil E-mail: comisib@unicamp.br

http://www.ib.unicamp.br/institucional/ceea/index.htm
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