| [~2
ne~-
[ [~

|

g

o

VIRTUS IMPAVIp4

VY
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

JANIRA MARIA NASCIMENTO ALVES BEZERRA

AVALIACAO DE ASPECTOS ANALITICOS E TECNOLOGICOS PARA
OBTENCAO DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POLIMERICOS PARA
ADMINISTRACAO ORAL DE INSULINA

RECIFE
2016



JANIRA MARIA NASCIMENTO ALVES BEZERRA

AVALIACAO DE ASPECTOS ANALITICOS E TECNOLOGICOS PARA
OBTENCAO DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POLIMERICOS PARA
ADMINISTRACAO ORAL DE INSULINA

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Inovacdo Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito para obtencdo do grau de Mestre em Inovacédo
Terapéutica.

Orientador: Prof. Dr. José Lamartine Soares-Sobrinho

Recife
2016



Catalogagao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Bezerra, Janira Maria Nascimento Alves

Avaliagdo de aspectos analiticos e tecnologicos para obtencdo de sistemas
nanoestruturados poliméricos para administragdo oral da insulina/Janira Maria
Nascimento Alves Bezerra. — Recife: O Autor, 2016.

44 1.0l

Orientadores: José Lamartine Soares-Sobrinho

Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Biociéncias. Programa de Pos-graduacdo em Inovagao Terapéutica,
2016.

Inclui referéncias e anexos

1. Farmacologia 2. Insulina 3. Nanotecnologia |. Soares-Sobrinho, José
Lamartine (orient.) II. Titulo.

615.1 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2016-228




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
_ CENTRO DE BIOCIENCIAS A
' PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

Recife, 15 de margo de 2016

Dissertagdo de Mestrado defendida e APROVADA, por decisdo undnime, em 15 de margo de 2016,
cuja Banca Examinadora foi constituida pelos seguintes professores:

PRESIDENTE E EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. José Lamartine Soares Sobrinho
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura;,

SEGUNDA EXAMINADORA INTERNA: Profa. Dra. Ménica Felts de La Roca Soares
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura:

EXAMINADORA EXTERNA: Profa. Dra. Magaly Andreza Marques de Lira
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura:




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
REITOR

Prof. Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR

Prof. Dr. Florisbela de Arruda Camara e Siqueira Campos

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

Prof. Dr. Ernani Carvalho

DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Profa. Dra. Maria Eduarda de Larrazabal

VICE-DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
Profa. Dra. Oliane Maria Correia Magalhdes

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
TERAPEUTICA
Prof. Dr2. Maira Galdino da Rocha Pitta

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE PC')S-GRADUA(;AO EM INOVAC;AO
TERAPEUTICA
Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares



A Minha Mae querida, Vilma Nascimento, ao meu querido Pai Edson Alves e aos meus
amados irmao Rivaldo Souza e cunhada Andréia Passos, sdo 0s meus alicerces nessa

passagem aqui na terra.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Primeiramente, pela graca, amor e misericérdia em minha vida, por ter me
proporcionado esta experiéncia, dando-me forcas na caminhada para a execucéo do projeto.

Aos meus pais Vilma Nascimento e Edson Alves por todo amor, carinho, dedicacéo,
paciéncia quanto as minhas auséncias para me dedicar ao projeto, pelas palavras de conforto
nos momentos dificeis, por toda compreensao e ajuda. Obrigada por tudo!!

Ao meu irmédo Rivaldo Souza e cunhada Andréia Souza pela ajuda diaria das tarefas
familiares, pelo carinho, cuidado e apoio constante. Deus vos abencoe!! Muito grata!!

Ao Prof. Doutor José Lamartine Soares Sobrinho pela oportunidade de trabalhar em
sua equipe, pela orientagdo, ensinamentos cientificos, pela compreensdo, pela paciéncia e por
todos os puxBes de orelha necessarios para meu aprendizado, muito obrigada por tudo
professor. Desejo béncdos de Deus para sua vida e de toda sua familia.

A Dr? Flavia Lucena por toda ajuda, carinho, compreensao, ensinamentos cientificos,
pelo seu envolvimento e adicdo no projeto com seu conhecimento e experiéncia, pelos
momentos de agonia para me acordar e correr com o projeto, por encabecar a ideia da escrita
do artigo de revisdo sobre a goma de cajueiro, que resultou em uma destacavel publicacgéo.
Deus a abengoe abundantemente.

A Prof 2 Larissa Rolim por ter me acolhido, pelos ensinamentos cientificos, pela
oportunidade e confianca de realizacdo de uma parte do projeto em seu laboratorio com sua
ajuda e conhecimento. E a toda sua equipe do CAFMA/UNIVASF que me receberam muito
bem.

A querida Camila Figueirédo, Maria Luiza, Ana Carolina, Thaisa Cardoso e
Dayane Casimiro que sempre com paciéncia se dispuseram a ouvir sobre o projeto e me
ajudar, mesmo ocupadas com suas atividades. Pelo apoio emocional, pelas palavras de
conforto e as broncas também. Deus vos recompense muito.

As queridas Alessandra Ribeiro e Laisa Fontinele por todo suporte e ajuda na minha
ida a Teresina, auxiliando nos trabalhos laboratoriais e convivéncia no local, respectivami
Alterando seus horarios diarios e compartilhando momentos de familia. Muito grata
tudo!!

A Prof®. Monica Felts de La Rocca Soares, pelos ensinamentos, por todo apoio
técnico, pelo aprendizado pessoal e profissional.

A Profé, Miracy Muniz por todo apoio e ensinamentos.



Ao Prof. Edson Cavalcanti da Silva Filho, por todos ensinamentos e apoio técnice

Aos Profs. Antonio Jose Ribeiro e Francisco José de Baptista Veiga p
ensinamentos e pelo apoio técnico.

As minhas queridas amigas “sexteto” que estiveram ao meu lado nessa jornada, pela
amizade, companheirismo, pelo apoio e compreensdo da minha auséncia nas festas e
encontros Suellen Ferreira, Renata de Céssia, Waleska Ledo, Marilia Santana, Shirliane
Nayana.

A toda equipe querida de companheiros do Nucleo de Controle de Qualidade de
Medicamentos e Correlatos — NCQMC por todo apoio, pela oportunidade de realizar esse

trabalho, pela ajuda, ensinamentos, momentos de descontragdo e convivio diario.



“E graga divina comegar bem.
Graca maior, persistir na caminhada certa.
E graca das gracas é nunca desistir. ”

Dom Helder Camara



RESUMO

BEZERRA, J.M.N.A. Avaliacdo de aspectos analiticos e tecnoldgicos para obtencdo de
sistemas nanoestruturados poliméricos para administracdo oral de insulina. 2016. 108.f.
Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O desenvolvimento de sistemas de administracdo de farmacos utilizando biopolimeros, como
a goma de cajueiro e quitosana tem-se destacado pela formacdo de nanoestruturas por
complexacdo polieletrolitica, realizada pela interagdo das diferentes cargas dos materiais e
devido as suas promissoras propriedades, dentre elas: excelente biodegradabilidade, elevada
biocompatibilidade, baixa toxicidade. Usados no desenvolvimento nanotecnolédgico de
formulacGes para protecdo de farmacos peptidicos, como a insulina, para sua administracdo
por via oral, no qual faz-se necessario pela sua instabilidade em variagdes de pH. Este
trabalho teve como objetivo a sintese de nanoparticulas a partir de biopolimeros por
complexacdo polieletrolitica para administragdo oral de insulina e avaliagdo analitica do
farmaco e seu principal produto de degradacdo o A-21 em meio acido. Nanoparticulas de
goma de cajueiro e quitosana foram sintetizadas por complexacao polieletrolitica com e sem
adicdo do tripolifosfato de sédio, como agente de reticulagdo. Foram caracterizadas quanto ao
seu tamanho, carga superficial, indice de polidispersdo e adicionalmente a Espectroscopia da
Regido do Infravermelho (FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Andlise
Termogravimétrica (TG). Para a determinacgdo analitica da insulina e seu principal produto de
degradacdo o A-21 foi realizado um planejamento experimental fatorial, a fim de analisar
quais variantes iriam influenciar para obtencdo de um menor tempo de andlise das moléculas
por HPLC. Vinte e sete experimentos foram realizados e destacou-se dentre os valores
observados nos tempos de retencdo de 5,18 min para insulina e 9,10 min para o A-21, na
condic&o onde a temperatura da coluna foi de 35°C, fluxo do eluente de 1,0 mL/min™ e na
proporcao da fase movel de 52% KH,PQO,, 31% acetonitrila e 17% metanol, uma anélise final
com cerca de 11 minutos. Em média os fatores que mais influenciaram no sistema foram o
fluxo do eluente e a propor¢do da fase mével, demonstrados através da estimativa dos efeito,
analise da variancia e teste F. O modelo linear obtido demonstrou ter uma boa predi¢do para o
método, com pontos reais de distribuicdo aleatdrios condizentes aos resultados obtidos
experimentalmente, a variancia total explicada de 91,14% e o modelo deixa de explicar
8,86% dos residuos. A adequabilidade cromatografica da combinacdo das variaveis
independentes resultaram em valores proximos ou dentro dos limites estabelecidos. Os
resultados das avaliacBes de concentracdo dos biopolimeros, proporcdo dos agentes de
reticulacdo, ordens de adicdo, pH das solucBes mostraram-se bastante significativos na
influéncia dos tamanhos das particulas, potencial zeta e indice de polidispersdo. Houve uma
grande distincdo das preparacbes com e sem TPP, pois foi evidenciada uma eficaz acdo
reticulante entre os polieletrélitos, as ligaces cruzadas realizadas foram importantes para
aperfeicoamento dos parametros, demonstrado a reducdo dos tamanhos das nanoparticulas, de
modo homogéneo e com baixos indices de polidispersdo, potenciais zeta na faixa neutra
diferindo nos valores de acordo com a concentragdo adicionado. Através das caracterizacoes
realizadas por FTIR, MEV e TG houve a demonstracdo da interacdo entre os materiais
estudados. As caracteristicas e propriedades apresentadas pelas nanoesferas formadas pela
interacdo GC/TPP/QT indicam um promissor sistema de liberacdo de farmacos e protecdo
para moléculas instaveis ao ambiente gastrointestinal.

Palavras-chave: Nanoparticulas, biopolimeros, goma de cajueiro, quitosana, TPP, sistema de
liberagdo.



ABSTRACT

BEZERRA, M.N.A. Evaluation of analytical and technological aspects to obtain
nanostructured polymeric systems for oral administration of insulin. 2016. 108.f. Dissertation
(Master). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

The development of drug delivery systems using biopolymers such as cashew gum and
chitosan it has been highlighted by the formation of nanostructures by complexation
polyelectrolytic held by the interaction of the different loads of materials and due to their
promising properties, among them: excellent biodegradability , high biocompatibility, low
toxicity. Used in nanotechnological development of formulations for protection peptide drugs
such as insulin, for administration orally, in which it is necessary for its instability at pH
variations. This study aimed to the synthesis of nanoparticles from biopolymers by
complexation polyelectrolytic for oral administration of insulin and analytical evaluation of
the drug and its main degradation product A-21 in acid. cashew gum and chitosan
nanoparticles were synthesized by complexation polyelectrolytic with and without addition of
sodium tripolyphosphate as crosslinking agent. They were characterized as to their size,
surface charge, polydispersity and additionally Spectroscopy Infrared Region index (FTIR),
Scanning Electron Microscopy (SEM), Thermogravimetric Analysis (TG). For the analytical
determination of insulin and its main degradation product A-21 factorial experimental design
was conducted to analyze variants which would influence to obtain a shorter analysis of
molecules by HPLC. Twenty-seven experiments were conducted and it was highlighted
among the values observed at 5.18 min retention time of 9.10 min for insulin and A-21 in the
condition where the column temperature was 35 ° C, flow of the eluent of 1.0 ml / min-1 and
the rate of mobile phase of 52% KH2PO4, 31% acetonitrile and 17% methanol, with a final
analysis about 11 minutes. On average the factors that most influence the system were the
eluent flow and the proportion of the mobile phase, demonstrated by estimating the effect of
variance analysis and test F. The resulting linear model was shown to have a good prediction
for the method, with points real random distribution consistent with the results obtained
experimentally, the total explained variance of 91.14% and the model fails to explain 8.86%
of the waste. Chromatographic suitability of the combination of the independent variables
resulted in close to or within the established limits. The results of evaluations concentration of
biopolymers, the proportion of cross-linking agents, addition orders, the solutions pH were
quite significant in the influence of particle size, zeta potential and molecular weight
distribution index. There was distinction of preparations with and without TPP, as was
evidenced effective action crosslinking of polyelectrolytes, cross-connections made were
important for improvement of the parameters shown to reduce the size of the nanoparticles,
homogeneous way and with low levels of polydispersity, zeta potential in the neutral range in
differing values according to the concentration added. Through the characterizations made by
FTIR, SEM and TG was the demonstration of the interaction between the studied materials.
The characteristics and properties presented by the nanospheres formed by the interaction GC
/ TPP / QT indicate a promising system of drug delivery and protection for unstable
molecules to the gastrointestinal environment.

Key-words: Nanoparticles, biopolymers, cashew gum, chitosan, TPP, polyelectrolyte
complex, cross-linking, drug delivery.
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1 INTRODUCAO

Os farmacos peptidicos, desempenham importantes papeis numa gama de processos
biologicos e reacOes, usualmente sdo administrados por via parentérica, devido as
particularidades fisico-quimicas e caracteristicas biofarmacéuticas (LAUTERBACH,;
GOYMANN, 2015). Entretanto, os estudos tem se focado no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo nanoparticulados polimérico, os quais apresentam pelo menos uma das suas
dimensdes na faixa nanométrica, para a administracéo alternativa por via oral, livrando-os das
complicacdes invasivas das outra vias e demonstrando maior facilidade de dosificacéo,
contornando os fatores criticos atribuidos aos processos da via parentérica e protegendo a
molécula (LAMMERS, 2013; AGRAWAL et al., 2014; ZARNEGAR, 2014; TAKEUCHI;
TAHARA; ONODERA, 2016; ZHANG et al., 2016).

A aplicacdo de bioplimeros como materiais para preparacdo de nanoparticulas, vem
apresentando vantagens destacaveis frente aos polimeros sintéticos, proporcionando uma
excelente degradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade, alguns até apresentam a
caracteristica de mucoadesividade, como a quitosana (SHUKLA; TIWARI, 2012; YANG et
al., 2015). Dentre eles a goma de cajueiro tem demonstrado emprego promissor, devido as
suas peculiaridades estruturais e fisico-quimicas. Obtida a partir do exsudato derivado da
espécie Anacardium occidentale L, bastante cultivada nas regifes do nordeste brasileiro. A
presenca do grupamento acido glucurénico viabiliza a realizacdo de interagdes com outros
polimeros catibnico, que pode resultar na formacéo de sistemas nanoestruturados, dependendo
do método de preparo empregado, para carreamento de substancias ativas (FURTADO et al.,
2013, RIBEIRO et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas pelo mais variados métodos,
dependendo dos polimeros utilizados e o farmaco que se pretende encapsular. Atualmente um
dos métodos mais usados é o de complexacdo polieletrolitica, no qual os polimeros interagem
espontaneamente por interacdes eletrostaticas, a partir das diferencas de suas cargas, por meio
tambem de ligagOes de hidrogénio, interagdes, ndo sendo necessario o uso de solventes ou
exposicdo dos materiais a métodos extremos de preparagdo (KIZELAY; KAYITMAIZER,;
DUBIN, 2011; LUO; WANG, 2014; MASOOD, 2016).
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A molécula de insulina, farmaco peptidico, necessita da manutencdo das condicoes
adequadas de temperatura, luminosidade, pH da solucdo e armazenamento para manter sua
estabilidade, estrutura conservada e desenvolver sua atividade terapéutica (NAKAZAWA et
al., 2012). Porém, quando os critérios para sua conservacdo ndo sdo obedecidos, leva-se a
degradacdo da proteina e diminuicdo de sua acdo bioldgica (STRICKLEY, 1995). Como
forma de identificar tais eventos na molécula, tem-se empregado técnicas analiticas sensiveis,
robustas e eficientes, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
(MOHAMMAD et al, 2014) em conjunto com a criacéo e otimizacdo de métodos de analises
que reproduzam os resultados de forma répida e fidedigna, por meio de planejamentos
experimentais (KUMAR et al., 2015; XIE et al., 2015).

O presente trabalho realizado faz parte dos objetivos iniciais do projeto PVE -
Pesquisador Visitante do Exterior, edital fomentado pelo CNPq, o qual tem por finalidade a
sintese de nanoparticulas a partir de biopolimeros para administracdo oral de insulina e
avaliacdo analitica do farmaco. Entretanto, no presente estudo adicionalmente foi realizada
uma parte das pesquisas voltadas para a determinacao de insulina e seu principal produto de
degradacdo o A-21 por meio da utilizacdo de ferramentas de planejamento fatorial para
otimizacdo de método analitico, com posterior aplicacdo do farmaco nas nanoestruturas ja
obtidas, sendo por isso o presente estudo dividido em duas partes, a primeira citada

anteriormente e a segunda voltada para a sintese de nanoparticulas poliméricas.
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OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar nanoparticulas a partir de biopolimeros para administracdo oral de insulina e

avaliar analiticamente o farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar o método analitico rapido, simples e eficiente para determinacéo de insulina

e seu principal produto de degradacdo o A-21 por CLAE — DAD.

e Sintetizar nanoparticulas a base de goma de cajueiro e quitosana por complexacao

polieletrolitica para aplicacdo em sistemas de liberacao de ativos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 NANOTECNOLOGIA

Com o advento dos estudos sobre nanotecnologia, novos rumos foram sendo
descobertos para a empregabilidade em sistemas de liberacdo de medicamentos, avangos
rapidos e recentes foram evidenciados, de notavel destaque na area farmacéutica a partir dos
anos 50 e 60, com a demonstracdo de propostas de desenvolvimento das primeiras
nanoparticulas, visando a liberagdo de farmacos e vacinas (KREUTER, 2007; CROMMELIN;
FLORENCE, 2013).

No ano de 2005 foi iniciada a comercializacdo do Abraxane®, o primeiro produto
aprovado de uma formulagdo de nanoparticulas sintetizadas a partir de albumina, para
encapsulamento do paclitaxel, um antineopléasico (KAIALY; SHAFIEE, 2016), desde entdo
formulagBes produzidas com nanoparticulas tem sido investigadas para o tratamento de
algumas doencas, tais como: tuberculose (PANDEY; SHARMA; KHULLER, 2005), diabetes
(FONTE et al., 2015), cancer (PEPPAS; BLANCHETTE, 2004) entre outras e sua
empregabilidade nas mais diversas industrias tem sido atuante, como: a de alimentos,
biomédica, cosméticos, grafica, agricola etc (KUMARI; KUMAR; YADAYV, 2010;
BOISSEAU; LOUBATON, 2011; HEILIGTAG; NIEDERBERGER, 2013).

3.1.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo caracterizadas pelo seu reduzido diametro, que compreende
pelo menos uma de suas dimensGes em escala nanométrica, numa faixa de 1 a 1000 nm
(KAIALY; SHAFIEE, 2016). A sua inferior granulometria € um dos focos de sua utilizacéo
em diversas formulacGes, por desempenhar algumas vantagens, como: a facilidade na
passagem pelas barreiras bioldgicas, captacdo a nivel intracelular, o qual aumenta a
biodisponibilidade de muitas substéncias ativas (HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010),
além de atuar como protecdo ao encapsular moléculas instaveis, melhorando a estabilidade
fisica e quimica a diversos fatores, como: o pH do meio, atividade enzimatica, acdo do
sistema imunologico e também proteger o organismo de moléculas toxicas, liberando-as
especificamente em seus locais de acdo(OURIQUE; POHLMANN; GUTERRES; BECK,
2008)
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Estruturalmente as nanoparticulas podem ser de dois tipos, divididas de acordo com
sua composicao e organizacao: nanoesferas e nanocapsulas (RAO E GECKELER, 2011). As
nanoesferas apresentam-se como um sistema do tipo matriz em sua estrutura, os matérias
interagem e se organizam sem delimitacGes de espaco entre si, as substancias ou farmacos
podem estar retidos ou adsorvidos entre o material ou sobre a sua superficie, distribuidos de
maneira homogénea ou heterogénea (Figura 8). Porém, as nanocapsulas séo sistemas em que
ha a presenca de um invélucro circundando um nucleo, que pode ser lipofilico ou hidrofilico,
dependendo do método de preparacdo (LETCHFORD; BURT, 2007; ANTON; BENOIT,;
SAULNIER, 2008). A substancia encapsulada pode estar presente de forma suspensa ou
dissolvida no conteido do ndcleo ou também adsorvida a superficie (Figura 1) (KHOEE;
YAGHOOBIAN, 2008; HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Figura 1: llustracdo dos tipos de nanoparticulas que podem ser: nanocépsulas e nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas

Involucro A Matriz

Nucleo oleoso

Substancia encapsulada

Fonte: Autoria propria.

3.2 METODOS DE PREPARACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Para escolha do método adequado de preparacdo de nanoparticulas é de fundamental
importancia analisar as propriedades dos matérias precursores da sintese, como a composi¢do
do polimero (carga superficial, hidrofobicidade, toxicidade, etc), a natureza dos excipientes,
guando necessario, e as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, que leva a predizer a sua
localizacdo nas nanoparticulas. Tais pontos tem forte influéncia nas caracteristicas finais,
como o tamanho da particula, carga final, via de administragéo, area de aplicagdo (Kawasaki;
PLAYER; 2005; REIS et al., 2006; HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A formacdo das nanoparticulas pode da-se de forma geral por reagGes de

polimerizacdo de mondmeros, que subdividem-se em métodos que envolvam reacdes de
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polimerizagéo interfacial ou por meio de emulsdes (aquosas ou organicas), ou outra forma de
sintese e a mais usual que utiliza o polimero ja formado, seja ele de origem natural, sintético,
semi sintético ou diretamente de uma macromolécula (BOISSEAU; LOUBATON, 2011;
RAO; GECKELER, 2011).

3.2.1 Polimerizag@o de monémeros por emulséo

Consiste em um dos métodos mais rapidos, antigos, simples e que direciona a elevados
niveis de eficiéncia de encapsulacio (ROLLAND et al., 1986). Para a reacdo de
polimerizacdo de mondmero por emulséo, micro emulsdo, mini emulséo ha a presenga de uma
fase externa aquosa ou organica e 0 monémero pode estar disperso em uma delas sem ou com
adicdo de agentes emulsivos, respectivamente. A reacdo ocorre quando existe a interacao
entre uma molécula iniciadora utilizada, que pode ser um ion ou radical livre com o
mondémero. Khoee e colaboradores (2014) prepararam nanoparticulas a partir de PCL/PEG
por fotopolimerizacdo do PEG com pares hidrofilicas do PCL utilizando como iniciador
Irgacure 2959. Por meio do uso desse método alguns farmacos ja foram encapsulados, como a
doxurrubicina (ROLLAND et al., 1986) e antibi6ticos beta- lactamicos (TUROS et al., 2007).

Entretanto, o uso do método limita-se a algumas desvantagens, como a utilizacdo de
polimeros ndo biodegradaveis (poli(metilmetacrilato) (PMMA), poli(etilcianoacrilato)
(PECA), poli(butilcianoacrilato) (PBCA)), a necessidade de iniciacdo fisico quimica da
reacdo, o uso de solventes organicos tdxicos, agentes emulsivos e a formacdo de produtos
finais com a presenca de residuos de mondmeros e moléculas iniciadoras (KUMARI,;
KUMAR; YADAYV, 2010; RAO; GECKELER, 2011)

3.2.2 Polimerizacao interfacial de monémeros

A reagdo de polimerizagdo interfacial envolve a interagcdo entre dois mondmeros
dissolvidos numa fase organica ou aquosa com reativos (iniciadores) na interface de dois
liquidos. Usualmente, esse método utiliza como polimero base os derivados de PACA
(poli(alquilcianoacrilato)). Os mondmeros do polimero escolhido juntamente com a
substancia que deseja-se encapsular sdo dissolvidos numa mistura de 6leo e alcool absoluto,
submetida ao processo de extrusdo através de uma agulha e gotejada sobre uma solucdo
aquosa com ou sem a presenca de etanol e/ou cetona e posterior adicdo de um agente
emulsivo, sendo necessario a concentracdo por evaporacdo do solventes utilizado, como

demonstrado pelo protocolo de preparacdo desenvolvido por Khouri e colaboradores (1986).
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A formacdo das nanoparticulas pela polimerizacdo dos monémeros ocorre de forma
espontanea a partir das interagGes com os ions iniciadores presentes na fase aquosa, com altas
taxas de eficiéncia de encapsulacdo e formacgdo in situ de uma membrana polimérica nas
nanocapsulas. O método é bastante conhecido para preparacdo das nanoparticulas pela sua
facilidade na preparacdo e tem sido adotado em muitos campos, diferenciando em alguns
pontos dependendo das caracteristicas da substancia encapsulada. Porém, semelhantemente ao
método anterior apresenta como desvantagens o uso de solventes organicos como fase externa

e processos que desestabilizem as moléculas encapsuladas.
3.2.3 Emulsdo e evaporacdo do solvente a partir de polimeros pré-formados

Os metodos anteriormente citados envolvem a eliminacdo de compostos residuais,
devido ao processo de formacdo das nanoparticulas realizado, que grande parte dos
mondmeros usados sdo de baixo indice de biodegradabilidade, tornando dificil a execucdo da
preparacdo e metabolismo dos polimeros, desta forma a sintese de nanoparticulas demonstra
ser mais usual, simples e vantajosa a partir de polimeros pré-formados, ponto que sera

explanado nos exemplos de metodologias citadas a seguir:

Um dos primeiros métodos de preparacdo de nanoparticulas desenvolvidos com a
utilizacdo de polimeros pré-formados, sendo a principio o polimero escolhido dissolvido
numa fase orgénica e estabilizadores e/ou aditivos séo adicionados na fase aquosa para a
preparacdo de uma emulsdo, sendo a mesma submetida a homogeneizagéo a altas velocidade
ou por meio de ultrassons, seguindo da evaporacdo do solvente utilizado pelo emprego de
altas temperaturas, subsequentemente acontece a precipitacdo do polimero e formacdo das
nanoparticulas. Em alguns casos adicionalmente é finalizado com a liofilizagdo do produto
final para melhor conservagdo e estudos de caracterizacgdo (MOHAMED et al., 2016;
HAGGAG et al., 2016).

Os polimeros sintéticos mais comumente usados para esse método sdo o acido
poli(lactico-glicolico) (PLGA) que foi utilizado por Mohamed e colaboradores (2016) para o
encapsulamento de curcumina e por Haggag e colaboradores (2016) que usou a técnica para
projetar um sistema de entregar para liberagdo controlada de insulina, além do PLGA
revestida com PEG. Phuong e colaboradores a partir do acido polilactico (PLA) juntamente
com o TPGS sintetizaram nanoparticulas com paclitaxel encapsulado. A metodologia requer a
utilizacdo de altas temperaturas para evaporacdo do solvente, que pode influenciar na
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alteracdo de tamanho e morfologia das nanoparticulas e fortes processos de agitacéo limitando
a aplicabilidade do método a determinadas substancias ativas mais sensiveis, o qual demanda
tempo no processo de preparacdo, além de na sua maioria ser empregado para farmacos

lipossoluveis.
3.2.4 Deposicéo interfacial e deslocacéo do solvente

O processo de preparacdo por deposicdo interfacial é realizado dissolvendo-se o
polimero juntamente com o farmaco em uma mistura de solventes de baixa polaridade que
podem ser a acetona, benzoato de benzila e fosfolipidios, sendo essa mistura gotejada sobre
uma solucdo aquosa sob agitacdo, ocorrendo a deposi¢cdo do polimero na interface gerada
entre as goticulas de 6leo e a fase externa aquosa, formando as exclusivamente nanocépsulas,
Song e colaboradores (2015) utilizaram PLGA-PCL com tamanhos de particulas de 50 -100

nm em média.

A Deslocagdo do solvente € um método que fundamenta-se na precipitacdo do
polimero dissolvido na fase oleosa, na presenca ou ndo de um agente emulsivo, no qual
difundir-se para fase aguosa ocasionando a formacao instantanea da suspensao coloidal (REIS
et al., 2006). A aplicabilidade da técnica € grande, porém se restringe ao uso de solventes
hidrossollveis, sendo eles de forte influéncia no aumento de tamanho das particulas,
destacando que alguns considerados toxicos, como o diclorometano. E de suma importancia a
escolha dos sistema farmaco/polimero/solvente e ndo solvente, ressaltando que deverdo ser

misciveis o solvente e ndo solvente utilizados.

Estudos para formacdo de nanoparticulas a partir desse método foram descritos nos
trabalhos de Pandey e colaboradores (2015) com a sintese de nanoparticulas a partir do
polimero PLA encapsulando a quercetina, que apresenta possiveis acdes antineoplésica,
obtendo particulas com dimensfes médias de 32+8-152+9 nm. Zhu e colaboradores (2016)
utilizaram a mistura do TPGS-PLA para preparacdo e encapsulacdo do farmaco docetaxel que

também utilizado no tratamento do cancer.
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3.2.5 Preparacédo de nanoparticulas por dialise

Para realizacdo do método de dialise na preparacdo de nanoparticulas € utilizada uma
membrana de didlise com tamanho de poros de peso molecular adequado dependendo da
substancia ativa escolhida. O processo de formacgdo se da atraves da realizagdo de troca de
meios, a passagem do solvente do interior da membrana é precedida por uma perda da
solubilidade do polimero, levando a formacdo de uma suspensdo coloidal homogénea
(PITOMBEIRA et al., 2015).

O método demonstra ser eficaz e simples na preparacdo de nanoparticulas numa
pequena faixa de tamanho. No trabalho de Dias e colaboradores (2016) foi utilizada a técnica
para preparacdo de nanoparticulas a partir da goma de cajueiro acetilada, visando encapsular o
diclofenaco de dietilamina para liberacdo transdérmica e foi conseguida uma taxa de
eficiéncia de encapsulacdo mais de 60%.

3.2.6 Por complexacdo polieletrolitica

Para a formacao de nanoparticulas através do método de complexacédo polieletrolitica
tem-se por base a interacdo entre polimeros opostamente carregados, que podem ser por
interacOes eletrostaticas, dipolo-dipolo, ligaces de hidrogénio e interagdes hidrofobicas.
Fenbmeno fisico-quimico ocorrendo por meio da mistura de solug¢fes aquosas de polications e
polianions, sendo uma finamente dispersa na outra, resultando em particulas coloidais sem
adicdo de substancias quimicas que venham interagir de forma covalente e ndo sendo
necessario a inclusdo de solventes organicos (TURGEON; SCHMITT; SANCHEZ, 2007;
GUCHT etal., 2011; LUO; WANG, 2014)

Alguns fatores caracteristicos do polimero e do meio de preparacdo apresentam
influéncias criticas para a sintese dos complexos, como: o seu peso molecular, densidade de
cargas dos polieletrolitos, pH do meio de reacdo, proporcéo da mistura, temperatura e forca de
cisalhamento (WOITISKI et al., 2009; KIZILAY; KAYITMAZER; DUBIN, 2011).
Usualmente a técnica se da pelo gotejamento da solucdo de um dos polimero sobre a solugéo
de um polication ou polianion, sob forte ou suave agitacdo, dependendo das caracteristicas
dos polimeros utilizados (LUO; WANG, 2014).

O método de complexagdo polieletrolitico é bastante usado para preparacdo de

nanoparticulas para encapsulamento de diversas substancias ativas como descrito no trabalho
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de Woitiski e colaboradores (2010) que encapsulou a molécula de insulina a partir da
formacdo de nanoparticula por interacdo dos biopolimeros alginato, sulfato de dextrano com a
adicdo de cloreto de calcio como agente de nucleacdo e revestimento com quitosana e
albumina. Seguindo o fundamento de interacdo entre as cargas dos biopolimeros Tan e
colaboradores (2016) sintetizaram nanoparticulas explorando as caracteristicas catiénicas da
quitosana e a levemente anidnica da goma arabica e a existéncia da interacdo entre eles para
encapsulacdo do antioxidante curcumina. Semelhantemente, VVolod ko e colaboradores (2016)
diferentemente usou como biopolimero anidnico a carragenana, fortemente carregada com
grupos sulfatos desprotonados interagindo também com a quitosana que dispde de grupos

aminas positivamente carregados.
3.2.7 Por Reticulacéo i6nica

A adicdo na preparacdo de nanoparticula de moléculas de baixa massa molar como
agentes de reticulacdo, auxiliam na formacdo de ligacBes cruzadas com biopolimeros,
realizando pontes entre cadeias das moléculas. Biopolimeros comumente apresentam em suas
estruturas grupos funcionais (-OH, -COOH e NH;) que podem interagir para a formagéo de
ligacOes cruzadas com o agente de reticulacdo. As principais interacdes entre cadeias podem
ser idnicas ou covalentes dependendo das caracteristicas do agente de reticulacdo. Os agentes
usualmente mais utilizados para reticulacdo covalente de polissacarideos sdo o formaldeido, a
epicloridrina, o glutaraldeido e o tripolifosfato (TPP) para reticulagfes ionicas (GAN et al.,
2005; MOHAMMADPOURDOUNIGHI et al., 2010; RAMPINO et al., 2013, VIMAL et al.,
2013).

O TPP € um polianion que pode formar gel durante a interacdo ibnica com
biopolimeros cationicos (Figura 2), sendo a quitosana 0 mais normalmente utilizado, como
destacado no trabalho realizado por Cerchiara e colaboradores (2015) que através da interacao
ibnica realizada entre quitosana e TPP sintetizou nanoparticuas para encapsulacdo da
vancomicina. Também Diop e colaboradores (2015) usando 0s mesmo matérias prepararam
nanoparticulas para encapsulacdo da molécula de insulina e pode-se evidenciar que a adi¢do
do TPP ao meio foi de fundamental importancia para formacao de nanoparticula mais estaveis

e com tamanhos mais ideais.
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Figura 2: Representacgdo da estrutura do polianion tripolifosfato de sodio (TTP).
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Fonte: Kabir et al, 2000.

Além da carga do polissacarideo o polianion pode interagir, quando em condicGes
favoraveis do pH do meio, com grupamentos —OH formando ligacfes de hidrogénio como
evidenciado por Kabil e colaboradores (2000) observando e caracterizando essa interagéo
entre o polianion e o biopolimero goma guar e Rodrigues e colaboradores (2012) também essa

interacdo com o polissacarideo carragenana e o agente reticulante.

Muitas vantagens podem ser observadas a partir da reticulagdo ibnica para a
preparacdo de nanoparticulas, como a realizacdo de processos simples com condic¢Ges brandas
de sintese, uso de um polianion (TPP) ndo toxico e com a presenca de anios multivantes, ndo
necessaria a utilizacdo de solventes organicos, modificadores quimicos, evitando o uso de
materiais que apresentem toxicidade ao organismo e ao meio ambiente (FAN, YANG,
HONG, 2012; LI; HUANG, 2012; GOKCE et al., 2014).

3.3 BIOPOLIMEROS UTILIZADOS COMO MATERIAS PRIMAS NA PREPARACAO
DE NANOPARTICULAS

O uso de polimeros naturais e seus derivados vem sendo largamente empregados nos
centros de pesquisas, industrias farmacéuticas e alimenticia, devido as suas caracteristicas
peculiares e por apresentar vantagens de ndo serem toxicos, biodegradaveis, obtencdo por
recursos naturais, baixo custo e biocompatibilidade com sistemas biolégicos (YANG et al.,
2015). Dentre a utilizacdo de biopolimero para aplicabilidade em formulacGes de
nanoparticulas destacam-se a goma de cajueiro e quitosana (que sera detalhada no préximo

ponto) bastante em evidencia atualmente e direcionados para sistemas de entrega de drogas.
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Polissacarideos que apresentam em sua grande maioria solubilidade em agua e que
formam solugBes viscosas a baixas concentragbes sdo caracterizadas por gomas. Algumas
espécies vegetais como mecanismos de defesa a fatores fisicos (ferimentos) ou protecdo a
patdgenos liberam, atraves mais comumente de seus galhos e caules, um exsudato constituido
por variados monossacarideos e proteinas. Suas propriedades impares tem gerado forte
interesse em seu estudo e emprego para utilizacdo industrial, sendo ja de uso corriqueiro a
goma arabica (Acacia Senegal), goma de caraia (Sterculia urens), goma ghatti (Anogeissus
atifolia) e a goma tragacanto (Astragalus Sp) utilizados como espessantes e estabilizantes nas
areas farmacéutica e alimenticia (PRAJAPATI et al, 2013).

3.3.1 Goma de cajueiro

Anacardium occidentale L. € a espécie conhecida popularmente por cajueiro, vegetal
nativo da América do Sul, com favorecimento de cultivo em regides de clima tropical. Seu
pseudofruto e améndoa (castanha) tem forte papel na movimentacdo da economia de algumas
regibes brasileiras, gerando empregos e fonte de renda para a localidade, campo destacado nos
estados do Piaui, Ceard e Rio Grande do Norte. Além disso, a goma do cajueiro produzida a
partir do exsudato também tem sido evidenciado nos focos de pesquisas e aplicabilidade na
industria (PAULA et al., 2012).

Através de excisOes realizadas por estresse fisico ou uso de adjuvantes quimicos no
tronco da arvore tem-se a extracdo do exsudato, produzido pelas células epiteliais da espécie,
como forma de defesa a agressdes fisicas ao vegetal ou acdo de patdgenos. Esse material
extraido tem uma variada constituicdo de polissacarideos que podem diferir nas quantidades
produzidas dependendo do local de cultivo, periodo do ano, solo do plantio, maturidade da
arvore (FURTADO et al., 2013; PITOMBEIRA et al., 2015). Alguns processos apos a
extracao sdo realizados para eliminar ou reduzir materiais que estdo associados a goma devido

ao método de retirada da resina (Figura 3).
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Figura 3: Exsudato extraido do tronco do cajueiro (A), goma obtida em pé apds processos de purificacdo (B).

Fonte: Furtado et al 2013. Foto: Roselayne Ferro

Estudos de caracterizacdo da goma de cajueiro para elucidacdo de sua estrutura e
caracteristicas fisico-quimicas foram iniciados por Anderson e Bell (1975) esclarecendo
através de técnicas simples analiticas a composi¢do da goma. No decorrer dos anos demais
técnicas em diferentes condicdes foram utilizados para melhor compreensdo dessa estrutura,
como: ReacOes de hidrdlise, reacdes de imunoquimica, estudos de oxidacdo com periodato e
reacOes cruzadas com anti-soros (BOSE; BISWAS, 1985).

Com o avanc¢o de técnicas de caracterizacdo mais robustas como cromatografia de
permeacdo em gel, disperséo de luz, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
a composicao, estrutura e distribuicdo dos monossacarideos podem ser evidenciados com
mais acuracia (Figura 4), demonstrando que a goma de cajueiro € composta por unidades de
B-D-galactopiranose em cerca de 72% do material, o -D-glucopiranose (14%), a-L-
arabinofuranose (4,6%), o-L-ramnopiranose (3,2%) e acido B-D-glucurénico (4,5%),
destacando o0 componente majoritario na cadeia principal a B-D-galactopiranose, onde
também na mesma encontram-se trés tipos de ramificagcbes com os demais constituintes,
ligando-se nos carbonos C-1 e C-3, C-1 e C-6 e em C-3 — C-6 (PAULA; RODRIGUES, 1995;
PAULA et al, 1998; RIBEIRO et al., 2016).
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Figura 4: Representacdo de um fragmento da goma de cajueiro. R representa D- manose, L-ramnose, a

L-arabinose ou 1,2-arabinose ligadas as cadeias.

Fonte: Ribeiro et al, 2016.

Como pode ser evidenciado na figura 11 a goma é composta por heteropolissacarideos
ramificados que dependendo do pais de origem podem diferir nas porcentagens dos
monossacarideos, a exemplo a goma extraida das regides brasileiras apresenta uma maior teor
de p-D-galactopiranose e um menor de a-L-arabinofuranose em relagao as cultivadas na india

e Papua. Isso também pode ser observado na constituicdo de ions metalicos presentes na
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molécula que dependem diretamente em sua composic¢éo da constituicdo de sais presentes no
solo de cultivo da espécie (PAULA; RODRIGUES, 1995).

A goma é um biopolimero parcialmente sollvel em agua a temperatura ambiente que
apresenta uma reduzida viscosidade em solugcdo, com uma energia de ativacdo de
aproximadamente 6 kJ/mol, apresenta comportamento pseudoplastico ndo newtoniano, com
pouca interacdo intra e intermolecuar, semelhantemente a goma arabica e menor em relacéo a
outras gomas, como a goma de caraia, tragacanto que quando em concentracdo de 1%
apresentam uma faixa de viscosidade de 1100-3400 mPas em relagdo a goma de caju na
mesma propor¢do sendo 1,0 a 1,8mPas (PAULA; RODRIGUES, 1995; ZAKARIA;
RAHMAN, 1995; PAULA et al., 1998; MOTHE; RAO, 1999).

Fatores como temperatura e pH do meio tem forte influéncia na solubilidade e
viscosidade do polissacarideo, o aumento da temperatura eleva sua solubilidade em &gua,
entretanto reduz sua viscosidade, devido as reacGes de hidrolise que ocorrem nos
monossacarideos, interrompendo as interacdes fisicas existentes. Relacionado ao pH tem-se
uma maxima viscosidade quando a goma em solucdo estar numa faixa de pH abaixo de 5,
qguando os grupamentos ibnicos estdo em momento neutro, ndo ionizados (PAULA,
RODRIGUES, 1995; ZAKARIA; RAHMAN, 1995; PAULA et al., 1998).

Na constituicdo estrutural da goma de cajueiro a existéncia do acido glucurdnico,
mesmo em baixas concentracfes, fornecem grupos anidnicos que sdo intermediarios para a
realizacdo de interacGes com outros polimeros por meio de reacbes de complexacédo
polieletroliticas (FURTADO et al.,, 2013, RIBEIRO et al., 2016). Esse tipo de reacédo
envolvendo a goma do cajueiro vem sendo bastante explorada nas areas de micro e nano
formulacbes como demonstrado no trabalho de Abreu e colaboradores (2012) que
sintetizaram nanogels para o encapsulamento de éleo essencial a partir da interacdo entre os
grupos anidnicos da goma e catiénicos presentes na quitosana. A formacédo de nanoparticulas,
para encapsular substancias volateis também foi realizado por Oliveira e colaboradores
(2014), porém ao invés de usar a quitosana utilizou-se o alginato, no qual apresentou uma boa
interacdo com o polieletrolito, resultando no desenvolvimento de nanoparticulas. Soares et al
(2014) preparou nanogles em diferentes proporcGes de goma de caju e quitosana, com a

pequena adicdo de cloreto de calcio para auxiliar na reticulagdo entre os bioplimeros e obteve
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hidrogels para aplicacdo como curativos que absorvem exsudatos de processos inflamatorios

topicos.

Além dos empregos citados anteriormente para a goma de caju outras aplicacdes
podem ser destacadas, como na industria de alimentos utilizada como emulsificante de
bebidas, na qual apresentou um inchaco de 50% maior em relacdo a goma arabica, que é mais
usada para esses fins, de acordo com Porto e colaboradores (2015). Para a industria
farmacéutica foi evidenciada sua atividade terapéutica como anti-inflamatério (YAMASSAKI
et al., 2015), protetor gastrico (CARVALHO et al., 2015), curativo (MOREIRA et al., 2015) e
como excipiente farmacéutico. Pelas caracteristicas do biopolimero em ser biodegradavel,
biocompativel, ndo toxico sua aplicacdo tem se mostrado promissora para sistemas de entrega
de drogas, como realizado por Pitombeira e colaboradores (2015) que produziram pelo
método de dialise nanoparticulas com tamanho médio de 179 nm para encapsulamento do
farmaco indometacina, bastante insoluvel, sendo liberado de forma controlada por até 72

horas.
3.3.2 Quitosana

O biopolimero quitosana como a goma de cajueiro apresenta acentuada aplicacdo nas
formulagdes em escalas de tamanho nas faixas micro e nanométrica, devido a seu carater
catibnico, atribuido aos grupamentos aminas presentes em sua estrutura que quando
protonados fornecem a molécula carga positiva. A quitosana é obtida a partir da desacetilacdo
da quitina, presente no exoesqueleto de crustaceos, insetos e também encontrado em alguns
fungos. Sua estrutura linear € composta por unidade repetidas de B- (1-4) N-Acetilglicosamina
e D- Glucosamina (Figura 5) (RINAUDO, 2006; RAMPINO et al., 2013; SHAH et al., 2016).

Figura 5: Representacéo da estrutura do biopolimero quitosana.

OH OH OH

CH
NH;

Fonte: Rodrigues et al, 2012.

Maior parte de sua estrutura € hidréfila, porém a alta porcentagem de monémeros

acetilados e sua distribuicdo nas cadeias tem um efeito significativo na reducdo de sua
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solubilidade e alteracdo de sua conformacgdo em meio aquoso, apresentando comportamento
pH dependente em solugdo (SINHA et al., 2004; FUENTES; ALONSO, 2012).
Peculiaridades do biopolimero tem atraido a atencdo dos pesquisadores, devido as suas
propriedades  biofarmacéuticas,  destacando  por  apresentar = mucoadesividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e facilidade em se transportar entre
as juncOes apertadas epiteliais, sendo caracteristicas atrativas para aplicabilidade na éarea
biomédica e particularmente em sistemas de entrega de drogas (DASH et al., 2011;
SCHNURCK; DUNNHAUPT, 2012).

A quitosana pode interagir com outros polimeros que possuem carga negativa, sendo
ela um dos biopolimeros mais utilizados na formacdo de estruturas por complexacdo
polieletrolitica. Os polimeros aniénicos mais requeridos sdo 0s que contenham o grupamento
carboxilato e sulfato. Como exemplo Paula e colaboradores (2011) prepararam
microparticulas com a quitosana e a goma de cajueiro (contem em sua estrutura acido
carboxilico) por reacdo de complexacdo polieletrolitica para encapsula o Oleo esséncia,
derivado da espécie Lippia sidoides, que apresenta atividade larvicida contra o mosquito
Aedes Aegypti resultando na formacdo de complexos de agéo efetiva e controle prolongado

sobre a larva.

Kashyap e equipe (2015) desenvolveram um sistema de entrega de pesticidas,
sintetizando nanoparticulas por geleificacdo ionotrdpica da quitosana e sulfato de dextrano,
polimero que apresenta grande quantidade em sua estrutura de grupamentos sulfatos e Delair
e colaboradores (2011) estudaram sobre a aplicacdo da interacdo dessas duas moléculas por
complexacdo como possiveis carreadores de farmacos e demais substancias. Interacdo
também observada com polianios, a exemplo com agentes reticulantes, como o TPP o qual foi
utilizado em conjunto com o biopolimero catidnico para encapsulacao de diversas substancias
ativa, evidenciado tal ponto no trabalho de Martins e colaboradores (2012) que realizaram a
sintese de microparticulas para liberacdo controlada de heparina e Shah e equipe (2016)
utilizaram dos mesmos polieletrdlitos para encapsular a curcumina, um polifenol derivado da
espéecie Curcuma longa, que apresenta fraca solubilidade em agua e mia vida plasmatica curta
0 que resulta em baixas biodisponibilidade no plasma, como forma de contornar essa
problemaética foi realizada a encapsulagdo da curcumina na tentativa de aumentar seu tempo

de retencéo e elevar sua biodisponibilidade no organismo.
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3.4 SISTEMAS DE LIBERACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS PARA
FARMACOS PEPTIDICOS

Os estudos de sistemas de entrega nanoencapsulados de farmacos peptidicos estdo
continuamente melhorando, como o objetivo de elevar a atividade terapéutica, proteger a
molécula de meios biol6gicos nocivos e minimizar efeitos secundérios indesejados. Sistemas
avancados e reativos de entrega sdo desenvolvidos para realizar variadas funcGes tais como: a
deteccdo, isolamento e/ou liberacdo de agentes terapéuticos para tratamentos condicionado as
patologias (CROMMELIN; FLORENCE, 2013; SAFARI; ZARNEGAR, 2014; MASOOD,
2016).

Nanoestruturas poliméricas destacam-se pelas suas propriedades Unicas de
biodegradagdo, contribuindo também efetivamente na liberagdo do farmaco, a partir da eroséo
da estrutura, degradacdo ou por meio da difusdo do farmaco através do material polimérico.
Grande parte dos biopolimeros utilizados apresentam-se sensiveis a estimulos para
desenvolver sua resposta no ambiente desejado (WILCZEWSKA et al., 2012; LAMMERS,
2013; RIBEIRO et al., 2016). Podem ser exibidas mudancas a estimulos fisicos, como: a
variacOes de temperatura, solventes e luz ou quimicos, tais como: a alguns tipos de reagentes,
pH do meio, ions em solucdo ou de reconhecimento quimico. Dependendo do estimulo
imposto pode-se verificar mudancas na forma da nanoestrutura, volume, propriedades
mecanicas ou taxas de permeacdo (MOGOSANU et al., 2016; SAFARI; ZARNEGAR, 2014).

Os avancos destacados nesse ambito tem atraido atencdes para o encapsulamento de
farmaco peptidicos devido aos progressos para sua melhor versatilidade, propriedades de
liberacdo sustentada, granulometria sub celular e biocompatilidade com tecidos e células. As
nanoparticulas sdo uma alternativa para contornar alguns fatores limitantes do uso de
farmacos peptidicos, como: a baixa biodisponibilidade, degradacdo proteolitica e hidrolitica,
fraca estabilidade aos meios &cidos e basicos, tempo de meia vida curto e baixa
permeabilidade intestinal (LYNCH et al., 2008; ZHANG; XU; HUANG, 2015).

De alta relevancia o aprimoramento em sistemas de entrega de farmacos peptidicos,
levando em consideracdo que eles desempenham importantes papeis numa vasta quantidade
de processos biologicos e reagdes, sendo caracterizados pela sua elevada eficiéncia e poténcia.

Porém, grande parte das moléculas utilizadas para desenvolvimento de tais atribui¢cbes no
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organismo sdo administradas por via intravenosa, pois suas particularidades fisico-quimicas
as limitam a tal (LAUTERBACH; GOYMANN, 2015), entretanto a via que oferece mais
vantagens é a oral, sendo livre das complicacOes associadas a via parentérica, ndo invasiva e
maior facilidade de dosificacdo. O foco das pesquisas atualmente € desenvolver sistemas de
liberacdo nanoparticulados poliméricos de farmacos peptidicos por via oral para driblar
fatores como: solubilidade do farmaco reduzida, degradacdo por acdo de enzimas secretadas
no meio gastrointestinal, estabilidade reduzida, protecdo da molécula até seu local de acdo,
entre outros (WOITISKI et al., 2009; SHUKLA; TIWARI, 2012; AGRAWAL et al., 2014;
TAKEUCHI; TAHARA; ONODERA, 2016).

3.5 DIABETES MELLITUS

Quando os niveis produzidos de insulina sdo nulos ou até mesmo baixos pode
desencadear-se a Diabetes Mellitus, uma doenca relativamente comum na atualidade que
acomete grande parte da populacdo, provocada por uma deficiéncia na secrecdo desse
horménio, que existe quatro tipos: tipo 1 ou diabetes mellitus dependente de insulina, seu
desenvolvimento comeca cedo e rapidamente torna-se grave , tipo 2 ou diabetes mellitus néo
dependente de insulina, frequentemente passa despercebida, de aparecimento lento e
moderado, tipo 3 ocasionada por problemas ndo metabolicos, terapia farmacol6gica entre
outros e a diabetes gestacional que ocorre frequentemente no periodo gestacional (
KATZUNG, 2007; SHAW, SICREE; ZIMMET, 2010).

A Diabetes mellitus tipo | (DM-I) é ocasionada por uma destruicdo auto imune nas
células Beta das ilhotas de Langerhans, presentes no pancreas, geralmente ocorre no inicio da
infancia ou adolescéncia, os niveis baixos ou até mesmo nulos de insulina e os altos niveis de
glicose no sangue caracterizam essa patologia, na qual apresenta a necessidade de
administracdo de insulina sintética exdgena, para controlar os niveis de glicose e auxiliar na
captacdo de glicose pelas células em periodos antecedentes as refeices (OLIVEIRA;
MOURA, 2006).

A incidéncia da DM-I vem sendo bastante crescente em diversos paises, inclusive no
Brasil onde de acordo com os autores (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010). A federacéo
internacional de diabetes informou que 366 milhdes de pessoas apresentavam a doenga em
2011 e estima-se que em 2030 este nimero ira aumentar para até 552 milhdées (FONTE et al.,
2015). Diversos fatores contribuem para esse aumento, como: o crescimento da populacéo, a
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estimativa de vida maior em todo o mundo, ma—-alimentacdo, sedentarismo e obesidade. Na
fase aguda da doenca alguns sintomas podem ser observados, como: perda da forca,
emagrecimento, polifagia, polilria e na fase crénica podem ocasionar arteriopatia periférica,
acidente vascular encefalico (AVE), micro angiopatia, nefropatia, neuropatia, infarto do
miocéardio, aterosclerose progressiva das artérias, levando a necrose isquémica das
extremidades dos 6rgdos internos e & obstrucdo microvascular, causando lesdo na retina, nos
glomérulos renais e nos nervos periféricos, estudos evidenciam as doencas cardiovasculares
como uma das principais causas de mortalidade em pacientes diabéticos (SANTOS et al,
2008; CENTEMERQO et al, 2009).

3.6 INSULINA

O horménio insulina vem sendo alvo de estudos desde muito tempo, historicamente 0s
cientistas Von Mering e Minkowiki no ano de 1889 em investigagdo experimental
demonstraram no cao que a pancreatite produzia efeitos como: polidria, cetoacitose, polifagia,
entre outros que se assemelhavam a diabetes mellitus. Anos depois por volta de 1921 foi
evidenciada a descoberta da insulina propriamente dita por Banting e Best, onde através da
extracdo da insulina do pancreas canino demonstraram sua acgdo terapéutica. O pesquisador
Sanger nos anos 50 ganhou o prémio Nobel de Quimica por conseguir evidenciar a sequéncia
de aminodacidos das duas cadeias de insulina em adi¢do, anos depois, 0 cientista Katsoyannis
realizou a sintese da molécula de insulina, analises que auxiliaram no estudo da molécula até
os dias presentes (SILVA; RIBEIRO; FERREIRA, 2003; REIS, 2008).

Fisiologicamente a molécula de insulina é sintetizada inicialmente como pré-pro
insulina composta por uma grande cadeia polipeptidica subdividida em trés por¢des: cadeia A
apresentando 21, cadeia B que possui 30 aminodacidos e séo interligados com a cadeia A por
duas pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina, cadeia C ou peptideo C com mais de 33
aminoéacidos, intercalando a cadeia A e B onde ap0s toda essa estrutura ser clivada é
armazenada na forma de pro-insulina nas vesiculas secretoras do complexo de Golgi e quando
necessario sua secrecao as ligac@es entre insulina e peptideo C sdo quebradas e a insulina é
liberada (Figura 6) (RANG et al, 2003; RASKIN, 2006). Apresenta um peso molecular de 5,8
Daltons e a conservacdo da estrutura da insulina é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de sua agéo fisioldgica. (YIP et al., 2000) NELSON; COX, 2002; SILVA,
RIBEIRO; FERREIRA, 2003).
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Figura 6: Esquema representando a sintese celular da molécula de insulina.
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Fonte: Reis (2008, p.177)

Os testes precursores com a molécula foram realizados utilizando material extraido do
pancreas canino, entretanto, no decorrer do tempo a insulina foi sendo extraida do 6rgao de
outras espécies, como: bovina e suina, a primeira espécie apresenta estrutura semelhante a

produzida pelo organismo humano, porém difere na composicdo de trés distintos
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aminoacidos, na espécie suina a uma diferenca apenas em um aminodcido da constituicdo

(HIRSH, 2005). Contudo, foi evidenciado que as técnicas utilizadas para producdo das

primeiras insulinas ndo foram suficientes, apresentando contaminantes em sua constituigéo,

consequentemente causando reacdes de sensibilidade. Com os avancos biotecnoldgicos
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melhores formas de sintese e purificacdo da insulina foram sendo efetuados, como: por
técnicas de DNA recombinante, ndo apresentando efeitos secundarios associados a espécie de
origem, mais pura e uma das mais empregada atualmente (LIMA, 2001; SILVA; RIBEIRO;
FERREIRA, 2003; WALSH, 2003 DAVIS, 2005; REIS, 2008).

O tratamento utilizado para os pacientes de Diabetes Mellitus tipo I, além da insercao
de um estilo de vida mais saudavel, se da pela administracdo do horménio insulina sintético,
utilizada como forma de tentar suprir os niveis fisioldgicos, mantendo o controle metabdlico.
O horménio pode ser administragcdo por via intramuscular, intravenosa, mas
predominantemente utiliza-se a via subcutanea. A insulinoterapia por via subcutanea consiste
em repor a insulina basal (normal, jejum, e entre as refeicdes) e a prandial — durante as
refeicbes (RANG, 2003). A administracdo torna-se incomoda ao paciente, pois demanda de
varias aplicagdes durante o dia, alem de efeitos secundarios como atrofia do tecido na area de
injecdo e acumulo do farmaco ndo sendo distribuido de forma eficiente (LAUTERBACH;
GOYMANN, 2015; ZHANG; XU; HUANG, 2015).

Como forma de contorna agravos relacionados a via parentérica diversos estudos tém
sido focados em alternativas na administracdo da insulina por via oral, através de seu
encapsulamento em nanoestruturas poliméricas para protegé-la dos fatores de degradacédo da
molécula e permitir sua entrega direcionada a elevando sua biodisponibilidade (ANDREANI
et al.,, 2014; PRINA et al., 2014; ALAI; LI; PINGALE, 2015; FONTE et al., 2015).
Mukhopadhyay e colaboradores (2013) sintetizou nanoparticulas a partir da interacdo do
biopolimero quitosana e o TPP para encapsular a insulina, resultando na obtencdo de
estruturas com tamanhos médios de 200-550 nm, apresentou 85% de eficiéncia de
encapsulacdo, através de modelos in vivo a administracdo oral demonstrou reducdo dos niveis

de glicose no sangue por até 4 horas.

Morales e equipe (2014) desenvolveram filmes carregados com nanoparticulas com
insulina para permeacao rapida através do epitélio bucal, com uma eficiéncia de encapsulagdo
de 40% e tamanho de particula em média 323 nm, apresentou excelentes propriedades de
liberagcdo mucoadesiva da insulina. No ano de 2015 Mukhopadhyay e colaboradores
prepararam nanoparticulas sensiveis ao pH utilizando os biopolimeros quitosana e alginato,
através da formacéo por gelificacdo ionotropica para aprisionamento da insulina, foi obtida

uma resisténcia a niveis de pH gastrico por simulagdes in vitro e por meio de modelos in vivo
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foi observado um efeito hipoglicemiante com melhoria significativa na biodisponibilade da

insulina.
3.7 DEGRADA(;AO DA MOLECULA DE INSULINA HUMANA

Tendo em vista a grande importancia da molécula de insulina a preservacdo de sua
estrutura ¢ fundamental para o desenvolvimento de sua acdo biologica e estabilidade. O
Hormonio apresenta caracteristica hidrofilica, seu armazenamento deve estar entre 2° C a 8°C
necessarios para assegurar sua estabilidade, sendo bastante instavel frente as exposi¢des de
agentes fisicos e quimicos. A degradacdo da molécula de insulina pode ser através de
mecanismos de dimerizacdo covalente ou principalmente reacdes hidroliticas (desamidacéo).
A desamidacdo ocorre pela perda progressiva do grupo NH, que pode ser dos residuos dos
aminoacidos glutamina nas posi¢des 5 e 15, asparagina nas posi¢des 18 e 21 da cadeia A da
molécula, asparagina na posicdo 3 e glutamina na posicéo 4 da cadeia B (OLIVA; FARINA;
LLABRES, 2000; XU et al., 2006).

AlteracBes de pH determinam a degradacdo de alguns residuos, como: quando niveis
altos de pH (meio alcalino ou neutro) tendem a um aumento do produto de degradacdo na
posicdo 3 (da cadeia B, B-3), j4 em niveis de pHs baixos (acidos) h& uma maior ocorréncia
do aumento da degradacdo no aminoacido asparagina na posicdo 21 (cadeia A, A-21), a
formagé&o dos produtos de degradacdo causam no composto a reducdo da sua poténcia in vivo,
apresenta uma cinética de reacdo irreversivel de primeira ordem., bastante acentuada quanto
mais baixos forem os niveis do pH (YOMOTA et al., 1996; MOSLEMI; NAJAFABADI;
TAJERZADEH, 2003; ZHOU et al., 2004; SARMENTO et al., 2006; MOHAMMAD et al.,
2014).

O mecanismo de reacdo da degradacdo da molécula de insulina em niveis acidos de
pH entre 2-5, envolve uma reacdo de ciclizagdo anidrida na extremidade C-terminal da
asparagina na posicdo 21 da cadeia A (A-21), é considerada como a principal reacdo de
degradacdo, formada por ataque intramolecular do &cido carboxilico do C-terminal no grupo
amida da carbonila de cadeia lateral. O anidrido ciclico forma dois produtos intermediarios da
reacdo, na presenca de agua ou com a amina livre de uma outra molécula de insulina na
extremidade N-terminal para gerar o desamidacdo do A-21, ou a uma amida covalente ligada
A21-B1l dimeros covalentes. Para a comercializagdo das formulagdes com insulina como
critérios de aceitacdo pelos compéndios oficiais sua pureza deve ser maior que 98% e a

Bezerra, J.M.N.A. Avalia¢do de aspectos analiticos e tecnoldgicos para obtencgdo de sistemas nanoestruturados poliméricos para

administragdo oral de insulina.



46

presenca de desamidacdo do A-21 menor que 10,0% e 5,0% de outros compostos de insulina
relacionada (NAJJAR et al., 2014).

3.8 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE INSULINA

Para realizacdo de investigacdes andliticas na molecula de insulina ou para determinar
seu teor e perfl de degradacdo diversas técnicas podem ser empregadas, como: eletroforese
por capilaridade (YOMOTA et al., 1997; TONG; EDWARD, 1996; GERMAN; KENNEDY,
2000), radio imunoensaio (JARS; HVASS; WAABEN, 2002; YALOWA; BERSON, 1959;
MILES; HALES, 1968), imunoensaio enzimatico (WEBSTER et al., 1990; ANDERSEN et
al., 1993; SHEN; ASPINWAL; KENNEDY, 1997; ZAITSU; KIMURA; OHBA, 1999),
imunoensaio  florescente (ARCELLONI; FALQUI; MARTINENGHI; PONTIROLI;
PARONI, 1998) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (KHAKSA; NALINI;
BHAT; UDUPA, 1998) dentre essas destaca-se a CLAE técnica analitica de separacdo,
quantificacdo e purificacao de variados tipos de substancias presentes em uma mistura com o
emprego de instrumentos automatizados, 0 que permite uma andlise rapida, sensivel, eficiente
e com menor tempo de analise (CAROL H; GILBERTO; PIERINA, 2006; DE ARAGAO;
VELOSO; DE ANDRADE, 2009).

Desenvolvimento de métodos de analise por CLAE, apresenta um efeito de separacédo
alto de moléculas estruturalmente semelhantes da molécula de grande avalia para separagédo
da insulina e também de seus produtos de degradacdo, simultaneamente, isso tem sido o foco
de alguns estudos, que visam obter analises mais rapidas (que apresentem baixos tempos de
retencdo das moléculas), simples (sem muitas peculiaridades na execucéo), eficientes (valores
obtidos dentro dos parametros cromatograficos) e que demonstrem uma boa resolucéo entre
as moléculas em estudo, nesse contexto Oliva e colaboradores (2000) e Zhou et al (2004)
realizaram estudo para analise concomitante da insulina e um de seus produtos de degradacédo
(A-21), utilizando diferentes fases moveis, em pH acido, em um comprimento de onda de 214
nm, obtendo como resultado um pico de insulina com um tempo de retencdo de 7,8 e 10,23
minutos e para o pico do A-21 de 9 minutos e 13,01, respectivamente.

Como forma de obter analises mais seletivas, de forma a verificar além do composto
principal, como realizado por Sarmento e colaboradores (2006) Mohammad e colaboradores
(2014) analisaram apenas a determinagdo da insulina, que apresentou um tempo de retencéo
que foi de 5,6 minutos e 4,3 minutos, respectivamente, demais autores adicionam a andlise a

determinacdo de outras moléculas que podem estar na formulagdo, como: 0s conservantes,
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que dependendo da formulacdo podem ser glicerina, meta cresol (m-cresol) entre outros.
Molesmi e colaboradores (2003) e Najjar et al (2014) efetuaram andlises para determinagdo
do conservante m-cresol, onde foi verificado que seu tempo de retencdo é sempre inferior ao

da molécula da insulina e do seu principal produto de degradacdo o A-21.

3.9 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL

Tendo em vista a necessidade de sistemas cromatograficos cada vez mais eficientes,
objetivando analises que podem fornecer os resultados desejados de forma simplificada e
direta, as condi¢BGes cromatograficas impostas ao sistema podem ser verificadas ao ponto de
analisar quais influéncias tem sobre os resultados esperados. Como forma de realizar essas
estudos tem-se 0 emprego do planejamento experimental (DOE — Design of experiments), no
qual visa delinear um experimento de forma que ele seja capaz de fornecer justamente o tipo
de informacdo que se procura, através do uso de diversas ferramentas da estatistica (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010; CAROL H; GILBERTO; PIERINA , 2006; VICENTINI et al.,
2011).

Através de inferéncias estatistica pode-se analisar a influéncia de uma ou mais
variaveis que podem ter participacdo significante no método a ser desenvolvido, por
conseguinte apds este processo de selecdo das variaveis mais expressivas, (escolha de um
modelo matematico), sdo realizados experimentos que permitem refinamento e um melhor
conhecimento do sistema em estudo, Ou seja, cada um desses experimentos, em que 0
sistema é submetido a um conjunto de niveis definido, € um ensaio experimental (XU et al.,
2006; MOHAMMAD et al., 2014; OHNISHI et al., 2015).

O planejamento experimental pode ser do tipo fatorial, onde em geral, se houver n;
niveis do fator 1, n, do fator 2, ..., e ny do fator k, o planejamento sera um fatorial ny x n, X ...
X Nnk. Isto néo significa imprescindivelmente que serdo realizados apenas n; X ny X ... X Nk
experimentos. Este € o nimero minimo, para se ter um planejamento fatorial completo, como
forma de prover antes da realizacdo dos experimentos um quantitativo necessarios de analises,
escolha das melhores condices de operacdo do sistema e combinacdo de niveis dos fatores
mais relevantes para a resposta que se deseja obter (CAROL H; GILBERTO L; PIERINA S,
2006; VICENTINI et al., 2011; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010) .

A Dbusca da adicdo de dados que corroborem para a confiabilidade dos resultados
obtidos de forma experimental tem sido alvo de estudos, seja na analise da melhor

constituicdo da fase movel para uma corrida cromatogréafica de determinacdo de proteinas
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(SARMENTO et al., 2006) ou na verificacdo da influéncia do solvente utilizado em um
fingerprints vegetal (XIE et al., 2015), entre outros, com o fim de reduzir quantidades de
experimentos realizados e otimizar as condi¢BGes utilizadas (WOITISKI et al., 2009;
VICENTINI et al., 2011; RAFAMANTANANA et al., 2012)
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MATERIAL E
METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

41 PARTE I: PLANEJAMENTO FATORIAL COMO FERRAMENTA PARA
OTIMIZACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE INSULINA E O SEU
PRINCIPAL PRODUTO DE DEGRADACAO O A-21

4.1.1 Matéria prima, reagentes

Insulina regular HUMULIN R (Lote: C330000/2017, Lilly®). Solventes Acetonitrila
(ACN) e metanol, ambos grau CLAE (Solusorb®, USA); e 4cido cloridrico (HCI) (Dinamica®,
Brasil) e 4cido fosférico (Vetec®, Brasil). Fosfato de potassio dibasico (Dinamica®, Brasil).
Agua ultrapura obtida em sistema Milli- Q (Smart®, Ultra pure water system, Heal force®).

Membranas filtrantes de porosidade 0,20 pm Millipore® também foi usado.
4.1.2 Equipamentos

CLAE — DAD Shimadzu® equipado com um sistema quaternario de bombas modelo
LC - 20ADVP, degaseificador DGU - 20A, detector PDA SPD - 20AVP, forno CTO -
20ASVP, injetor automéatico modelo SIL - 20ADVP e controlador SCL - 20AVP, e os dados

foram analisados através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Jap&o).
4.1.3. Preparo da solugéo de insulina

A amostra de insulina regular foi obtida a partir da sua diluicdo em HCI (0,01 mol L™),
adquirindo uma concentracdo final de 1,75 mg/mL, sendo esta solucdo previamente filtrada
em filtro Millipore® e acondicionadas em vials para leitura no CLAE — DAD (USP,
XXXVIII, 2015).

4.1.4 Preparo da solugéo de A-21

Os estudos de degradacdo forcada da molécula de insulina por hidrélise acida para
analise simultanea do seu principal produto de degradacdo A-21 foi conduzido adicionando
3,5 mg/mL de solucdo de insulina regular R diluida em HCI 1 mol L™ com um volume final
de solucéo de 2 mL filtrado em filtro Millipore® de poro 0,20 pm para um vial e incubadas a
40°C numa estufa durante 3 dias para analise em CLAE — DAD (USP, XXXVIII, 2015).
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4.1.5 Sistema e condic¢Bes cromatograficas

Para a determinacdo da insulina e seu produto de degradacdo o A-21 utilizou-se
inicialmente, 0 método descrito por Najjar et al (2014), que consiste em usar coluna Hypersil
Gold - C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Thermo Fisher Scientific®, EUA), fase mével de tamp&o
aquoso (20 mM KH,PO,):acetonitrila:metanol (62%:26%:12%) a 1 mL.min™ com volume de
injecdo de 20 pL e temperatura da coluna ambiente, tampdo a pH 3,1 + 0,1, ajustado
utilizando &cido fosforico. A analise foi realizada no comprimento de onda 214 nm e um
modo de eluicdo isocratica. AlteracBes nos valores da proporcdo da fase movel, fluxo e

temperatura da coluna foram realizados durante o experimento.
4.1.6 Adequabilidade do sistema cromatogréafico

A adequabilidade do sistema cromatografico foi analisada com o objetivo de verificar
se 0s parametros estavam adequados para as andlises realizadas, para isso, foram observados

os valores obtidos:

Resolucdo: Calculada a partir da distancia que separa os pontos maximos do pico e da média
das larguras de suas bases ou das larguras na meia altura, indica o grau de separacao entre

duas substancias em uma mistura.

R = 2(tx-t) / W1+W,, (Equacdo 1)
Onde, t; e t,: Tempos de retencdo as duas substancias da mistura;

W, e W,: Larguras dos picos da base.

NUmeros de pratos tedricos: Representa a eficiéncia da coluna, quanto maior o seu valor mais
equilibrio hd no sistema cromatografico, maior sera a eficiéncia e com isso melhor a

separacdo, calculado seguindo a formula:

N: 16x (UYW)% termos da equacdo apresentam mesmo significado da equacdo 1
(Equacéo 2)

Assimetria ou pureza de pico: Calculado a 10% da altura do pico, verificar se existe

superposic¢ao dos picos.

Fator de cauda: Indica a simetria do pico.; Quando o pico é perfeitamente simétrico apresenta
valor igual a 1. Calculado conforme a equacao:
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T: Wo os/2f (Equacéo 3)
WO0,05: Largura do pico a 5% da altura;
f: Valor da porgéo anterior do pico, em relacdo a 5% da altura.

Dados serdo obtidos através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Japdo) e
analisados tomando por base defini¢cbes e valores indicativos presentes na USP, XXXVIII,
(2015) e Neto, Scarminio e Bruns (2010).

4.1.7 Planejamento experimental e otimizacdo do método analitico da insulina R por CLAE —
DAD

Para a otimizacdo do método de determinacgdo da insulina R, avaliou-se a influéncia de
trés fatores (variaveis) independentes: temperatura da coluna, fluxo do eluente, % aquosa da
fase mdvel sobre os tempos de retencdo da insulina na analise por CLAE-DAD (resposta),
considerando trés niveis: inferior, central e superior, codificados como -1, 0 e +1, (Tabela 1),
planejamento fatorial 3°, sem repeticdes auténticas, realizados de forma aleatéria (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010; MONTEGOMERY, 2003). As estimativas de todos os efeitos
de cada fator sobre a resposta, (Tabela 2), foram calculadas e analisadas utilizando o
programa STATISTICA® (Six sigma, Star Soft). A significancia estatistica de cada efeito foi

estimada pelo erro residual, calculado a partir dos efeitos de interacdo de ordem superior.

Tabela 1: Variaveis independentes e niveis usados no Planejamento Fatorial 3° empregados no desenvolvimento
do método analitico para anélise da insulina.

FATORES NIVEIS NORMALIZADOS
-1 0 +1
(A) 25°C 30°C 35°C

Temperatura

da coluna, °C

(B) Fluxo da

fase movel,

mL/min 0,6 mL.min * 0,8 mL.min * 1, 0 mL.min *
(C) % Aquosa 52% KH,POy4, 31% 62% KH,POy4, 26 % 72% KH,POy4, 21%
da faze mével acetonitrila e 17% metanol acetonitrila e 12% acetonitrila e 7% de
metanol metanol
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Tabela 2: Matriz do planejamento 3° utilizada no desenvolvimento do método cromatografico para insulina,

Montgomery (2003).
N° Experimento (A) Fluxo (B) Temperatura °C (C) % da fase mével
mL.min *
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 0
3 =il ) +1
4 -1 0 -1
5 -1 0 0
6 -1 0 +1
7 -1 +1 -1
8 -1 +1 0
9 -1 +1 +1
10 0 -1 -1
11 0 -1 0
12 0 -1 +1
13 0 0 -1
14 0 0 0
15 0 0 +1
16 0 +1 -1
17 0 +1 0
18 0 +1 +1
19 +1 -1 -1
20 +1 -1 0
21 +1 -1 +1
22 +1 0 -1
23 +1 0 0
24 +1 0 +1
25 dl T dl -1
26 +1 +1 0
27 +1 +1 +1

No planejamento experimental fatorial os experimentos sio representados por n*, onde
o numero da base “n” indica a quantidade de niveis selecionados para a andlise e “k”
representa a quantidades e fatores avaliados. Com o prop6sito de observar os efeitos principais
e os de interacdo, a equacdo a ser estimada obedece a seguinte estrutura de modelo da
regressao dada por (Equacéo 4):
Yi:Bo * BiXat foXo + BaXat froXaXo + fraXiXst fagXoXst € (Equagdo 4)
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O tempo de retencdo da insulina obtido pela anélise cromatogréafica por CLAE -
DAD ¢ representando por “y”. Nesta equacao, f, € o valor populacional da média de todas as
respostas obtidas; f1, f», B3 s@o os coeficientes relacionados com as variaveis. Os fatores fluxo
do eluente, temperatura da coluna, % aquosa da fase movel sdo os efeitos principais do
modelo representados, respectivamente, por “Xi, X2 € X3”. Os coeficientes de interacdo desses
fatores sdo representados por S, + f13+ fo3, € 0 termo de erro aleatorio associado ao modelo
recebe a notagio “c” (PIMENTEL; NETO,1996; TEOFILO, FERREIRA, 2006; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Para verificar o ajuste do modelo e a falta de ajuste utilizou-se a analise da variancia
(ANOVA), por meio dos softwares Microsoft EXCEL e STATISTICA® (Six sigma, Star
Soft).

42 PARTE Il: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMAS
NANOESTRUTURADOS OBTIDOS A PARTIR DE POLISSACARIDEOS NATURAIS

4.2.1 Substancias, reagentes

Os biopolimeros goma de cajueiro e quitosana foram gentilmente cedidos pelo
laboratério interdisciplinar de materiais avancados - LIMAYV - UFPI, a quitosana foi fornecida
com um grau de desacetilacdo 78% e a goma de cajueiro isolada e purificada pelo método
previamente descrito por (RODRIGUES, DE PAULA E COSTA, 1993). Tripolifosfato de
sodio obtido a partir da Sigma Aldrich. Acido lactico (Puratec®, Brasil) e acido cloridrico
(HCI) (Dinamica®, Brasil). Agua ultrapura obtida em sistema Milli- Q (Smart®, Ultra pure
water system, Heal force®). Membranas filtrantes de porosidade 0,46 pm e 0,20 pm

Millipore® também foi usado.
4.2.2 Preparacdo das solucdes de quitosana, goma de cajueiro e tripolifosfato de sddio

A solucdo de quitosana (QT) (0,1% m/v) foi preparada em acido lactico a 0,1% e a de
goma de cajueiro (GC) (0,5% m/v) dissolvida em agua ultrapura, sendo submetidas a agitacdo
por overnight e apos finalizadas filtradas através de filtro qualitativo (9 mm), utilizando as
solugdes em seus pHs iniciais que apresentaram pHs de 6,7 e 3,37 e os alterando para pH: 4,6
e 4,8, respectivamente. A solucdo de tripolisfosfato de sédio (TPP) 13,5 mM foi preparada
dissolvendo-o em &gua ultrapura, submetida ao banho de ultrassom por cerca de 20 minutos e
utilizando-a sem alterar seu pH inicial e modificando-o para pH:5,0. Todas solugbes foram
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filtradas por filtro de porosidade 0,45um Millipore® e os pHs das solugdes foram verificados
e ajustados conforme valores citados acima com solugfes de HCI (0,1M) e NaOH (0,1M)
(RODRIGUES et al., 2012).

4.2.3 Preparacdo de nanoesferas de goma de cajueiro/ quitosana por complexagéo
polieletrolitica

Para a preparacdo das nanoesferas por complexacgdo polieletrolitica foi adicionada por
gotejamento a uma solucdo da goma de cajueiro (pH: 4,8) agitacdo por 300rpm a solugéo de
quitosana (pH: 4,6), através de uma seringa acoplada a uma agulha de 21G, numa duragao de
30 minutos, ao término a formulacéo foi filtrada em filtros de porosidade 0,20 um Millipore®.
Os produtos finais foram analisados referente ao tamanho de particula, indice de polidispersao
e potencial zeta em diferentes proporcbes dos biopolimeros, com proporcées de goma de
cajueiro:quitosana (v/v) (1:1, 3:2, 2:3, 4:1 e 1:4) (SOARES et al., 2014).

4.2.4 Determinacdo das quantidades de goma de cajueiro e quitosana incorporadas nas

nanoesferas

Para verificacdo das quantidades estequiométricas necessarias de biopolimeros na
preparacdo das nanoesferas volumes conhecidos foram misturados até ser observada a
turvacdo da solugdo (VOLOD KO et al., 2016).

4.2.5 Preparacdo de nanoesferas de goma de cajueiro/ quitosana e agente de reticulacdo por

complexacdo polieletrolitica

Sob a solucdo de goma de cajueiro a 300 rpm em agitacdo foi gotejada a solucdo do
agente reticulante o TPP 13,5 mM, através de uma seringa acoplada a uma agulha de 21G e
prosseguindo a agitacdo por mais 30 min, por conseguinte uma solucdo de quitosana também
foi gotejada a preparagdo, seguindo a mesma forma da anterior, agitando por mais 30 minutos,
ao término da agitacéo filtrada em filtros de porosidade 0,20 um Millipore®, seguindo a
metodologia descrita por Rodrigues, Costa e Grenha, 2012. Os estudos foram realizados
mantendo-se fixo o volume da solucdo de goma de cajueiro utilizada para a formacéo das
nanoparticulas, porém alterando os volumes de quitosana e agente de reticulagdo. Como
forma de analisar a influéncia das quantidades de agente reticulante adicionado para formacéo
dos complexos, foram modificados os volumes da solugdo de TPP e quitosana gotejados sobre
as solucdes e os efeitos da ordem de gotejamento também foi observado, diferindo em gotejar
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a solucdo de TPP sobre a solucdo de goma de cajueiro apenas e sobre a solu¢do da goma apos
0 gotejamento da solucdo da quitosana. Conforme demonstrado na tabela 3.

Tabela 3: Representacdo da ordem de adicdo das solucbes de quitosana (polication) e Tripolifosfato de sddio
(polidnion) sobre a solucdo de goma de cajueiro (GC) para obtencdo das nanoesferas por complexacao
polieletrolitica.

Ordem de adicéo dos Ordem tedrica da organizacao do
polieletrolitos polieletrélitos da nanoesfera
12 Polication
22 Polianion CG/QT/TPP
12 Polianion
22 Polication CG/TPP/IQT

Fonte: Autoria prépria

4.2.6 Avaliacdo analitica da formacdo das nanoparticulas
4.2.6.1 Determinacdo de tamanho de particula, indice de polidisperséo, potencial zeta

Através do uso do equipamento zetasizer nano ZS 90, (MALVERN) foram
determinados os tamanho de particula, Pdi e seu potencial zeta. Através de varreduras nas
amostras caracterizando-as através da média do raio hidrodindmico, indice de polidispersao
(PDI), tamanho da particula (nm) determinados em uma temperatura de 25° C e um angulo de
dispersdo de intensidade de luz de 90° fixo. A partir da equacdo de Smoluchowski foram
calculados os valores do potencial zeta. Nas amostras analisadas a medic¢éo de tamanho, PDI e
potencial zeta foram realizadas em triplicata.

4.2.6.2 Estudo de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Foi realizada nas amostras dos complexos eletroliticos sem adicdo do crioprotetor, da goma
de cajueiro, quitosana e tripolifosfato de sddio. Em um range entre 650 e 4000 cm ™ em um

equipamento PerkinElmer, Spectrum 400.
4.2.6.5 Anélise morfoldgica por microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Para analise da morfologia das nanoesferas liofilizadas com e sem crioprotetor foi

utilizado um equipamento de modelo SS-550 Sperscan ® (Shimadu). Antecedendo a anélise
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as amostras foram preparadas, sendo revestidas com uma pelicula de ouro de
aproximadamente 20 nm, por cerca de 2 minutos a uma amperagem de 5 mA, para uma
melhor conducdo sobre material, utilizando o equipamento do modelo SC-701 Quick
Coater®.

4.2.6.4 Anélise termogravimétrica (TG)

O comportamento térmico das amostras do agente reticulante, biopolimeros e
complexo polieletrolitico foram obtidas em equipamento PerkinElmer STA 6000, em
atmosfera com nitrogénio numa taxa de aquecimento de 10°C/min. Andlises realizadas em
uma faixa de 25°C a 900°C.

Bezerra, J.M.N.A. Avalia¢do de aspectos analiticos e tecnoldgicos para obtencgdo de sistemas nanoestruturados poliméricos para

administragdo oral de insulina.



58

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Bezerra, J.M.N.A. Avalia¢do de aspectos analiticos e tecnoldgicos para obtencgdo de sistemas nanoestruturados poliméricos para

administragdo oral de insulina.



59

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE I: PLANEJAMENTO FATORIAL COMO FERRAMENTA PARA
OTIMIZACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE INSULINA E O SEU
PRINCIPAL PRODUTO DE DEGRADAGAO O A-21

5.1.1 Anélise da insulina e A-21 por CLAE-DAD

Por meio de pesquisas realizadas em bases bibliogréficas, como: Science Direct®, Pub
Med — NCBI®, Scorpus®, utilizando as palavras chaves: Insulin AND Determination AND
HPLC, Insulin AND Determination AND degradation, Insulin AND degradation AND
HPLC, Insulin AND A-21, Insulin AND HPLC, a fim de obter uma metodologia base para
reproducdo e otimizacao do método analitico para determinacdo da molécula de insulina e seu
principal produto de degradagdo o A-21 por CLAE, foram encontrados dez trabalhos
realizados, relacionados ao tema e que apresentam como principal diferencial seus sistemas
cromatograficos utilizados (Constituicdo da fase movel, fluxo, tipo da coluna, tamanho da
coluna, temperatura) e as moléculas as quais se destinam determinar (apenas a insulina ou
juntamente com seus produtos de degradacdo e conservante) conforme demonstrado na
Tabela 4.

A metodologia descrita por Najjar et al., (2014) foi escolhida, pois destacou-se frente
aos demais estudos por apresentar menor tempo de retencdo para a molécula de insulina e o
A-21, especificos do presente trabalho, um menor tempo de anélise total, boa resolugdo entre
0s picos, modo de eluicdo isocratica, analise simultanea da insulina e A-21, realizado a

temperatura ambiente.
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Tabela 4: CondicOes cromatograficas realizadas por diversos autores e sistemas cromatograficos utilizados,

juntamente com as respostas obtidas (tempo de retencao).

PH, TEMPERATURA,

) FLUXO/ COLUNA AJUSTADOR DE PH, TEMPO DE
FASE MOVEL COMPRIMENTO DE RETENCAO
REFERENCIA ONDA
HOYER ET AL, 0.05 M KH,PO,:CH3CN (75:25) 1ImL/min pH: 2.4 Insulina: 11,16 min
1995 250 x 4.6 mm. 5 pm Vydac Temperatura ambiente
230 nm
0,8 mL/min pH: 2.3 Insulina: 29 min
Sulfato de sddio:acetonitrila Vydac Protein & 214 nm B3: 18 min
YOMOTA ET AL, (74:26) Peptide C18 Temperatura 40 ° C A-21: 35 min

1996

KUNKEL ET AL,
1997

OLIVAET AL, 2000

MOLESMI ET AL,
2003

ZHOU ET AL, 2004

XU ET AL, 2006

SARMENTO ET
AL, 2006

MOHAMMAD ET

AL, 2014

NAJJAR ET AL,
2014

240 g de acetonitrila + 760 g de
tampéo fosfato (9800 mg de 85%
H3PQ + 28,4 g de 4 NazSO em
1000.0 ml de 4gua

Tampao de sulfato (pH 2,3) e
acetonitrila (74:26)

3,9% hidréxido de tetra-
metilamonio em 4gua e
acetonitrila (70:30)

Etanol:agua (29,8%: 70,2%)

Sulfato de sédio: acetonitrila
(73:27)

Acetonitrila: TFA 0,1% (30:70,
depois de 5 min 40:60, apds 5
min 40:60) eluigdo em gradiente

Sulfato de sddio 1 mmol e
acetonitrila (55:45)
Adicao de trietanolamina
Isocratico

62% de KH2PO4 tampéo (0,1
M), 26% de ACN e 12% de
MeOH; o pH final foi ajustado
para 3,1.

(250 mm x 4.6 mm)
Develosil ODS-HG-5 (150x4.6
mm)

1mL/min
Coluna, Nucleosil RP C-18,
250 x 4 mm. 5 um

1mL/min
C-18
Delta-Pack, C-18 column (300
X 7.8 mm, 5 um), Waters,
Milford

1 mL/min
Waters Assoc. mBondapak C18
(300 mm x 3.9 mm. 10 pm).

ImL/min
YMC, (150x4,6 mm, 5 pm)

0,8 mL/min
VP-ODS Shim-pack Shimadzu
(150 mm x 4,6 mm,5 um)

1 mL/min
C-18
XTerra, Waters®
(250 x4,6 mm. 5 um)

ImL/min
Symmetry RP-C18, (150 x 4,6
mm, 5 um)

1.0 mL/min
10mm x 4,6mm. 5 pm

Acido fosforico

pH:7-8
214 nm
Temperatura 40 ° C

pH: 2,3
Temperatura ambiente
214 nm

pH: 2,5,
Temperatura ambiente,
&cido fosforico,
214 nm

pH: 3,5
25°C
Tamponada com sulfato de
amonio 50 mM
214nm

pH: 2,3
temperatura 40°C
acido fosforico
214 nm

pH: 4,7
Temperatura ambiente
Ajustador de pH: Tampao
acetato

pH: 3,2
Temperatura ambiente
Acido fosférico
214 nm

pH: 3.1
214 nm
Temperatura ambiente
Acido fosforico

m-cresol: 11 min

Insulina: 10,89 min
A- 12,7 min
M-cresol: 7,95 min

Insulina: 7,8 min
A-21: 9 min

Insulina: 16,76 min
A 21: 19,99 min

m-cresol: 7,01 min

Insulina: 10.23
A-21:13.01

Insulina: 11,19 min
A-21:14,59 min
B3:9,85 min

Insulina; 5,6 min

Insulina: 4,3 min

Insulina: 7,87
A-21:9,36
m-cresol: 3,89
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Inicialmente, partindo das condi¢@es cromatogréficas de temperatura da coluna 30° C,
usando fase mével consistindo em tamp&o numa propor¢do de 62% aquoso (20 mM Fosfato
de potassio dibasico anidro (KH,POy,)), 26 % de acetonitrila e 12% de metanol, fluxo da fase
mével 1 mL.min * e com um volume de injecdo de 20 ul (NAJJAR et al., 2014), foi realizada
andlise da solucdo de insulina regular R e A-21, obtendo um tempo de retengdo de 9,1
minutos e com grau de pureza de 99 % para o pico da insulina, o pico do A-21 apresentou um
tempo de retencdo de 12,6, com grau de pureza de 99 % (Figura 6).

Picos representados nos tempos de retencdo a partir de 6,2 min a cerca de 8,0 min ndo
foram foco da analise, mas conforme evidenciado nos trabalhos de Yomota et al (1996),
Kunkel et al (1997) Moslemi et al (2003) e Najjar et al (2014) s&o referentes aos conservantes
presente na formulacdo de insulina regular, os compostos glicerina e m-cresol, 0s picos que
representam esses conservantes sdo detectados antes do pico da insulina, apresentam um
menor tempo de retencdo, moléculas apresentam uma maior polaridade.

Figura 7: Cromatograma obtido evidenciando a formac&o do pico da insulina e seu produto de degradacdo o A-
21 baseado no método de Najjar et al (2014).
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Figura 8: Adequacdo na escala do cromatograma para melhor visualizagdo do pico do A-21 (aumento do zoom)
referente a indicacdo na (Figura 9).
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O pico do A-21 apresenta um tempo de retencdo maior que o da molécula de insulina
(Figura 7), devido a hidrdlise acida que ocorre no aminoacido asparagina presente na cadeia A
que se encontra na posi¢do 21 da estrutura proteica, sua conformacdo é alterada tornando a
molécula mais hidrofébica, sendo mais retida na fase reversar, interagindo mais com a fase
estacionaria (Figura 8), fato evidenciado pelo maior tempo de retencdo observado na analise
simultanea de insulina e A-21 e trabalhos anteriores realizados por Yomota et al (1996),
Kunkel et al (1997), Oliva et al,(2000), Molesmi et al (2003), Zhou et al (2004), Xu et al
(2006) e Najjar et al (2014) confirmam o maior tempo de retencdo do A-21 referente a
molécula de insulina.

Quando a soluc¢do de insulina foi submetida a uma temperatura de 40°C por cerca de
72 horas em pH acido, verificou-se a degradacdo da molécula, conforme o mecanismo
descrito na Figura 9. Neste caso, 0s elétrons do grupamento NH3 atacam o hidrogénio do
grupamento OH do carbono acido terminal, onde hé& o rearranjo da molécula. Formacdo da
ligacdo entre o carbono para estabilizacdo dos elétrons do oxigénio, rompimento da ligacdo
com o0 NHs, para estabilizacdo do residuo terminal, havendo a desamidagdo da molécula,
resultando na formagdo de uma anidrido ciclico, diminuindo a polaridade da molécula
(STRICKLEY, 1995). No presente trabalho, ndo foi obtido uma consideravel degradacdo da

molécula de insulina, visto que a area formada do pico do A-21 foi pequena (Figura 8),
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possivelmente com uma maior exposicdo da molécula aos fatores necessarios para sua
degradacdo essa formacdo podera aumentar, como demonstrado no trabalho de Xu e
colaboradores (2006), onde foram necessarias 96 horas para formacdo em grande quantidade

do produto de degradacao.

Figura 9: Mecanismo de degradagdo da molécula de insulina humana em soluc6es de pH acido.
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Fonte: Strickley, (1995, p. 84)
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5.2.2 Analise estatistica das estimativas dos efeitos

A partir dos resultados das respostas (tempo de retencdo da insulina) adquiridos nos
vinte e sete experimentos realizados (Tabela 5), nas diferentes variacdes de temperatura da
coluna, fluxo do eluente e proporgdes da fase mdvel. Na tabela 6 sdo apresentados 0s
resultados da andlise estatistica das estimativas dos efeitos, destacadas em vermelho aqueles
que foram significativos, com oito graus de liberdade e erro residual de 1,62. A partir desses
resultados, observa-se que apenas os fatores: fluxo (linear) e propor¢do aquosa da fase maével
foram significativos sobre o tempo de retencdo da insulina (Tabela 6). Tal resultado €

evidenciado a partir do gréafico de probabilidade normal dos efeitos (Figura 10).

Tabela 5: Matriz do planejamento fatorial 3° (27 experimentos) e os tempos de retencdo (TR) obtidos apds
realizacdo das andlise.

Numero Fluxo mL.min * Temperatura °C % da fase movel Tempo de retengéo
Experimento Minutos
1 -1 -1 -1 10,33
2 -1 -1 0 15,06
3 -1 -1 +1 24,93
4 -1 0 -1 10,04
5 -1 0 0 14,39
6 -1 0 +1 16,61
7 -1 +1 -1 9,64
8 -1 +1 0 13,56
9 -1 +1 +1 21,64
10 0 -1 -1 7,82
11 0 -1 0 11,34
12 0 -1 +1 18,77
13 0 0 -1 7,53
14 0 0 0 10,83
15 0 0 +1 17,83
16 0 +1 -1 7,22
17 0 +1 0 10,22
18 0 +1 +1 18,39
19 +1 -1 -1 6,26
20 +1 -1 0 9,13
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22
23
24
25
26
27

+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1

Fonte: Programa Statistica®

+1
+1
+1

+1

+1
-1

+1
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15,06
6,04
8,67

19,52
5,81
8,20
13,10

Tabela 6: Efeitos estimados calculados para as varidveis independentes e as associacfes entre elas. Variaveis

destacadas em vermelho séo estatisticamente significativas.

Fatores Efeitos Erro padréo T(8)
Graus de liberdade

Meédia das interagOes 12,35185 0,245595 50,29368
(1) Fluxo (L) - 5,4288 0,601582 -9,02435
Fluxo (Q) -0,20111 0,520986 -0,38602
(2) Temperatura (L) -1,18889 0,601582 -1,97627
Temperatura (Q) -0,72778 0,520986 -1,39692
(3) % Fase movel (L) 9,99889 0,601582 16,62098
% Fase movel (Q) -1,55278 0,520986 -2,98046
1Le2L 0,39000 0,736785 0,52933
1L e2Q 1,20667 0,638075 1,89111
1Qe2L 0,37167 0,638075 0,58248
1Qe2Q 0,36833 0,552589 0,66656
1Le3L -1,46000 0,736785 -1,98158
1L e 3Q -0,06833 0,638075 -0,10709
1Qe3L 0,60333 0,638075 0,94555
1Qe 3Q -0,43417 0,552589 -0,78570
2Le3L -0,62167 0,736785 -0,84376
2L e 3Q 0,00917 0,638075 0,01437
2Qe 3L -1,24417 0,638075 -1,94988
2Q¢e 3Q 0,68458 0,552589 1,23887

Fonte: Programa Statistica®
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Figura 10: Célculo da probabilidade normal a partir das estimativas dos efeitos.
Probabilidade Normal: Var. TEMPO DE RETENCAQ;
3 niveis e 3 Fatores, 1 Bloco, 27 experimentos; Erro Residual=1,628556
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Fonte: Programa Statistica®

Foram excluidos as demais variaveis que se apresentavam proximas do zero e
recalculados os valores da estimativa dos efeitos (Tabela 7) continuando em destaque pela
significancia estatistica as mesmas varidveis ja observadas anteriormente, evidenciando
novamente os fatores mais significativos para obtencdo de um menor tempo de retencdo da

molécula de insulina.

Tabela 7: Efeitos estimados recalculados excluindo fatores néo significativos, demonstrando a persisténcia da
significancia das variaveis significativas.

Fatores Efeitos Erro padrao T(20)
Graus de liberdade

Meédia das interagdes 12,35185 0,236271 52,27830
(1) Fluxo (L) -5,42889 0,578744 -9,38047
(2) Temperatura (L) -1,18889 0,578744 -2,05426
(2) % Fase movel (L) 9,99889 0,578744 17,27689
(3) % Fase movel (Q) -1,55278 0,501207 -3,09808
1Le3L -1,46000 0,708813 -2,05978
2Qe3L -124417 0,613850 -2,02682

Fonte: Programa Statistica®
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A Temperatura da coluna ndo apresentou valor médio significativo, uma varidvel que
ndo interfere no sistema dentro dos limites nos niveis analisados no presente trabalho,
indicado pelos resultados obtidos a partir do calculo dos efeitos estimados e corroborando
para tal afirmacdo podem ser observado nos trabalhos dos autores Oliva et al (2000),
Sarmento et al (2006), Mohammad et al (2006), Najjar et al (2014) que obtiveram tempos de
retencdo reduzidos para a molécula de insulina mesmo com o uso da temperatura ambiente,
demonstrando ndo ser um fator de grande interferéncia na analise (OLIVA; FARINA;
LLABRES, 2000; SARMENTO et al., 2006; MOHAMMAD et al., 2014; NAJIAR et al.,
2014).

Os efeitos mais significativos destacados foram o fluxo (Linear), % FM (Linear),
como ja relatado anteriormente, porém como ndo foram evidenciados efeitos significativos
entre as interacdo dos fatores, a influéncia das duas variaveis foram interpretadas de forma
isolada. Com isso, quando o fluxo aumenta do nivel inferior para o superior tem uma reducédo
média de 5,2% no tempo de retencdo sendo mais favoravel para o sistema o uso do fluxo no
seu maior nivel, evidenciado em grande parte dos trabalhos realizados para determinacdo de
insulina por CLAE o uso do fluxo de 1mL.min™ (OLIVA; FARINA; LLABRES, 2000;
SARMENTO et al., 2006; MOHAMMAD et al., 2014; NAJJAR et al., 2014).

Em relacdo a variavel porcentagem aquosa da fase mdvel foi obtido um valor positivo
no efeito 9,99% de forma linear. Partindo do nivel superior para o inferior observa-se uma
diminuicdo no tempo de retengdo da insulina, 0 uso de uma menor porcentagem aquosa na
fase movel melhora a elui¢cdo da molécula de insulina, diminuicdo de pequenas interacdes
com a coluna cromatografica e reduzindo o seu tempo de retencdo, onde foi evidenciado
também por Xu et al, (2006) que o aumento de acetonitrila na constituicdo da fase movel

tende a diminuir a retencdo da molécula de insulina pela fase estacionaria(XU et al., 2006).
Através da obtencdo dos termos significativos o0 modelo do planejamento foi ajustado

formando a funcdo 1, que expde a estimativa dos parametros a partir dos experimentos, onde

yj. representa a resposta observada (tempo de retencdo da molécula de insulina), bo: valor

populacional da média global das respostas, b;, bs: valores populacionais dos principais
efeitos, X; e x3: verdadeira média populacional da resposta. Substituicdo pelos valores reais

demonstrados na equacdo 2 através do calculos do coeficiente de regresséo.

ye: by - bixg + bsxs (Funcéo 1)
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ye: 12,35-2,6x + 4,99X3 (Substituindo os valores)

De forma adicional a analisar o comportamento matematico do modelo foi gerado o
grafico dos valores observados em relacdo aos valores preditos (figura 11) onde pode ser
evidenciado um comportamento linear para 0 modelo, tendo em vista 0s pontos reais
distribuidos de forma aleatéria.

Figura 11: Grafico dos valores observados (no eixo Y) versus valores previsto (eixo X) para predi¢do do método

ideal.
26

24 |

22t
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20t
18 |
16 |
14 |
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Fonte: Programa Statistica®

Por meio da analise de variancia 0 modelo mostrou-se estar bem ajustado e através da fungdo
1 a variancia total calculada explica 91,14 % do modelo linear e deixa de explicar 8, 86%.

% variancia explicada: Soma Quadratica Regressao/ Soma quadratica total x 100 =

% variancia explicada: 588,8883/646,0866 x 100 = 91,14%.
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Tabela 8: Analise da variancia para o0 modelo linear.

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA F P

VARIAGAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA

REGRESSAO 588,8883 3 196,2961 78,93261 2,94 x 10"
P< 0,05

RESIDUOS 57,1983 23 2,4869

TOTAL 646,0866 26

Fonte: Programa Statistica®

O teste F foi aplicado para o fim de observar a significancia estatistica da regressao,
que segue uma distribuicdo normal com intervalo de confianca de 95%, considerando
amostras aleatdrias. Através da divisdo da média quadratica da regressdao sobre a média
quadratica do valor dos residuos com uma distribuicdo F com 3 (numerador), 23
(denominador) graus de liberdade foi obtido um F calculado maior que o F tabelado,
descartando a hipétese nula e portanto o modelo ¢ estatisticamente significativo (PIMENTEL,;
NETO, 1996; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

MQreg/MQ res = F (3,23, 0.95) = 8,65-> F tabelado

MQreg/MQ res, 196,2961/ 2,4869= 78,93 - F calculado

F calculado > F tabelado= Modelo estatisticamente significativo.

5.2.3 Adequabilidad do sistema cromatografico para determinacdo da insulina

Dentre as combinagcbes propostas pela matriz de planejamento das condicdes
cromatograficas ideais para obtencdo de um menor tempo de retencdo para molécula de
insulina, destacou-se o experimento 25, com uma temperatura da coluna a 35°C, fluxo do
eluente ImL.min ™ e proporcéo aquosa da fase mével de 52% (20 mM KH,PO,), 31% de
acetonitrila e 17% de metanol, varidveis independentes foram fundamentais para a detec¢do
do menor tempo de retencdo para a insulina (TR: 5,81 min) frente as demais combinacdes e
também deteccdo do pico de formacdo do A-21 (TR: 9,10 min), em adi¢cdo ndo foram
verificadas a presenca de interferentes em nenhuma das anélises realizadas, de acordo com o

grau de pureza 99,9% do pico da insulina e A-21 como destacado nas Figura 12 e Figura 13.
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Figura 12: Cromatograma obtido apds otimizacdo do método evidenciando formacdo do pico de insulina (5.81
min) do A-21 (9,10 min).
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Figura 13: Adequacdo na escala do cromatograma para melhor visualizacdo do pico do A-21 (aumento do
zoom) referente a indicagdo na (Figural2).
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Os picos da insulina e A-21 apresentaram pureza de 99,9%, ndo sendo verificado
coeluicdo, evidenciando a presenca apenas dos compostos em analise nos picos identificados,
em contrapartida a pequena area de formacéo do pico do A-21 (13133) destaca a reduzida
degradacdo da molécula quando submetida ao tempo proposto pelo estudo (72 horas), fato
evidenciado na determinacdo da insulina e A-21 simultanea realizada por Xu et al (2006)
onde foi necessario em seu trabalho aumentar para 96 horas o tempo para degradagdo da
proteina (XU et al., 2006).

A resolucdo do pico da insulina foi calculada com o pico mais proximo, por meio do
software Statistica®, calculada uma resolucdo de 6,738 com o pico do A-21 uma separacio
completa (CAROL H; GILBERTO L; PIERINA S, 2006), Uma resolucéo entre picos de 1,0,
significa somente 2,3% de sobreposicao, para resolucdo igual 1,5, somente 0,1% e nenhuma
sobreposicao a partir de resolucdo superior a 1,8 (CASS; DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).
destacando-se frente aos trabalhos realizados por Oliva et al (2000), Xu e colaboradores
(2006) e Najjar et al (2014) que obtiveram resolugdes entre os picos da insulina e A-21 de 1,8
3,10, 1,56, respectivamente (Tabela 9) (OLIVA; FARINA; LLABRES, 2000; XU et al., 2006;
NAJJAR et al., 2014).

Como caracteristico dos solventes utilizados foram observados entre os tempo de
retencdo 2,5 min a 3,5 picos referentes ao &cido usado para diluicdo da amostra e entre os
tempos 3,5 a 4,5 min picos que ndo foram alvos do presentes trabalho e ndo interferem na
determinagdo das moléculas em estudo (OLIVA; FARINA; LLABRES, 2000), mas como
relatado anteriormente e ja constatado nos trabalhos dos autores Molesmi et al (2003) e Najjar
et al (2014) sdo referentes aos conservantes da formulagdo de insulina regular que apresentam
menor tempo de retencdo que a proteina (MOSLEMI; NAJAFABADI; TAJERZADEH, 2003;
NAJJAR et al., 2014)

Tabela 9: Adequabilidade do sistema cromatografico referentes ao pico da insulina e 0 A-21.

) Namero de
Picos Tempode Resolugéo Area pratos Pureza do Fator de
retencéo tedricos pico cauda
Insulina 5,8 min 6,738 10620377  65268,064 99,9% 1,22
A-21 ‘ 9,1 min 6,738 13133 113620,155 99,9% 1,067
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A combinacdo desses fatores em destaque na tabela 9, proporcionaram um menor
tempo de retengdo para 0os compostos em estudo e um tempo de anélise final pequeno, cerca
de 10 minutos, bastante significativo na reducdo do tempo de analises rotineiras. A coluna
utilizada nos experimentos demonstrou ser eficiente com 0s nimeros pratos tedricos para o
pico da insulina e A-21 (65268,064 e 113620,155, respectivamente), o uso de uma coluna de
tamanho consideravel (250 x 4,6 mm, 5 um) proporcionou uma boa separagdo dos picos com
um menor tempo de retencao, sobressaindo frente aos dados fornecidos pelo método proposto
no estudo de Najjar et al (2014) que obteve um tempo de retencdo para insulina de 7,87 e A-
21 de 9,36 utilizando uma coluna de (100 x 4,6 mm, 5 um). Com estas condic@es, € possivel
separar a insulina e seu produto de degradacdo na mesma analise em um curto tempo de
analise. O calculo dos valores do fator de cauda obtidos de 1,22 e 1,067 para os picos da
insulina e seu produto de degradacdo indicaram picos préximos da simetria perfeita, onde de
acordo com a USP 38 (2015) valores de picos igual a 1 demonstram simetria perfeita,
entretanto quanto maior esse valor mais assimétricos sdo e diminuem a confiabilidade da
integracdo e precisdo dos mesmos.

Em adicdo foram realizados mais experimentos, demonstrados na tabela 10, para
testificar que os niveis escolhidos para realizacdo dos experimentos eram o0s ideais,
aumentando e reduzindo os niveis das varidveis independentes significativas como forma de
comprovar que a combinacdo demonstrada no presente trabalho é a mais vantajosa, conforme
exibido na tabela 9 combinacBes que foram utilizadas para realizar 0s ensaios e seus
respectivos tempos de retencdo para a molécula de insulina, entretanto foram obtidos picos
impuros, havendo também coeluicdo com outras moléculas e resolugfes apresentadas muito
baixas, caracterizando picos ndo separados, embora tenham sido reduzidas as respostas,
menores tempos de retencdo para a molécula com a combinacdo em outros niveis, ndo foi
evidenciada a adequabilidade do sistema, observado com a andlise de alguns parametros, onde
pode ser evidenciado pela realizacdo dos experimentos adicionais que os niveis estudados
anteriormente sdo mais adequados, tendo em vista que além de estar em uma faixa de tempo

de retencdo para analises de rotina bom, encontrou-se dentro dos parametros cromatogréaficos.

Bezerra, J.M.N.A. Avalia¢do de aspectos analiticos e tecnoldgicos para obtencgdo de sistemas nanoestruturados poliméricos para

administragdo oral de insulina.



73

Tabela 10: CondicOes dos ensaios extras realizados, verificando a inadequabilidade do sistema cromatografico

no niveis testados.

N FLUXO TEMPERATURA  PROPORGAODAFASE TEMPODE RESOLUGAO

EXPERIMENTOS ML/MIN* DA COLUNA °C MOVEL RETENGCAO
DA
INSULINA

1 1 mL/min™ 35°C 42%:36%:22% 4,54 min 0,47

2 1 mL/min™ 40°C 52%:31%:17% 5,61 min 0,747

3 1,2 mL/min™* 35°C 52%:31%:17% 4,84 min 1,56

4 1,2 mL/min™* 35°C 62%:26%:12% 6,84 min 0,0

5 1,2 mL/min* 35°C 72%:22%:7% 7,84 min 1,3
52 PARTE Il: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMAS

NANOESTRUTURADOS OBTIDOS A PARTIR DE POLISSACARIDEOS NATURAIS

5.2.1 Formacdo de nanoesferas de goma de cajueiro e quitosana

5.2.2 Avaliacéo de diferentes proporc¢des dos biopolimeros na obtencdo de nanoesferas

Como pode ser demonstrado na figura 14 o processo de formacdo simples dos
complexos polieletroliticos por meio das interacdes entre as cargas dos biopolimeros goma de
cajueiro e quitosana. Ja nos dados presentes na tabela 11 foi evidenciada a formacdo de
nanoesferas de tamanhos heterogéneos, os complexos polieletroliticos apresentaram-se em
média em um intervalo de tamanho de 150 nm a 300 nm, sempre com a formacdo de duas
populagdes, onde acreditasse que a populacdo em maior porcentagem sejam 0s complexos
polieletroliticos e em menor porcentagem polimeros que ndo interagiram de forma eficiente.
Nas preparacdes onde a maior proporcdo foi de goma de cajueiro péde ser observada a
formacdo de precipitado, devido a sua alta solubilidade em agua e conforme relatado por
Soares e colaboradores (2014) devido a esse fator ndo leva-se a formacéo de nanoestruturas
pela incapacidade em absorver agua do meio sem o polimero se dissolver (SOARES et al.,
2014). Corroborando, Rodrigues e colaboradores (2012) destacam em seu trabalho que o
excesso de cargas anibnicas provindas da maior concentragdo de goma no sistema
neutralizaram as cargas positivas da quitosana, levando a precipitacdo em solucdo, vindo a
reduzir ou eliminar a interagdo eletrostaticas entre os biopolimeros, causando a precipitacdo
(RODRIGUES et al., 2012).
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Figura 14: llustracdo do processo de interacdo eletrostatica entre os biopolimeros, goma de cajueiro (GC) e

quitosana (QT) para formacdo das nanoesferas.

Fonte: Autoria propria.

O aumento da proporg¢éo da solugcdo de quitosana levou a uma elevacdo no tamanho
das nanoesferas, como observados nas NP1, NP3 e NP5, demonstrando um aumento gradual
de 150,2 nm, 197,9 nm e 276,7 nm, respectivamente (Tabela 11). A propor¢éo de quitosana
na matriz tem grande influéncia no tamanho dos complexos, de tal forma que ha uma reducéo
das interagdes quitosana-goma pela formacdo de aglomerados, devido a interacdo entre
cadeias, que se realiza com os hidrogénios presentes em sua estrutura. A presenca dos
grupamentos aminas positivamente carregados causam a repulsdo entre as cadeias
contribuindo para expansdo da estrutura e aumento do tamanho das nanoesferas.
Caracteristica também observada nos trabalhos realizados por Hajdu e colaboradores (2008) e
por Abreu e colaboradores (2012), com nanoparticulas de quitosana e acido poli-y-glutamico
e nanogels de goma de cajueiro e quitosana, respectivamente (HAJDU et al., 2008; ABREU,;
OLIVEIRA; PAULA; DE PAULA, 2012).
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Tabela 11: Determinacdo do tamanho, Pdi e potencial zeta das diferentes proporces de goma de

cajueiro (GC) e quitosana (QT) misturados para obtencdo de nanoesferas.

GCIQT (VIV) TAMANHO INTENSIDADE (NM) PDI ZETA (MV)
PICOS

Pico 1: 67,07 nm — 68,4%
GC Pico 2: 3,925 nm — 28,5% 0,822 - 4,46 mV
Pico 3: 3352 nm - 3,1%

QT Pico 1: 472,1 nm — 100% 0,320 31 mv
Pico 1: 150,2 — 67,7% 0,651 14,0 mV
NP1 (1:1) 2:22,73-295%

3:4822 -2,5%

Pico 1: 251,6 — 51,5 %
NP2 (3:2) 2: 35,97 — 46,6% 0,514 10,3 mV
3:4673-1,9%

Pico 1: 197, 9 - 73,8%
NP3 (2:3) 2:24,84-253% 0,673 17,4 mV
3:5291 -0,9%

Pico 1: 2290 - 47,1%
NP4 (4:1) 2:138 — 45% 0,494 3,39 mVv
311,77 -4,7%

Pico 1: 276, 7 — 89,2%
NP5 (1:4) 2:29,03 -9,0% 0,537 25,5 mV
3:10,54 -1,2%

A quitosana apresenta em sua estrutura grupamentos aminas prontonados, quando em
meio &cido, que conferem a molécula carga positiva acentuada, no presente trabalho com 78%
de grau de desacetilacdo, quanto maior for o grau de desacetilagdo maior serd o teor da
quantidade de grupamentos amina positivos expostos para interagir (LUO & WANG, 2014),
fatores esséncias que por si sé ja seriam suficientes para interacdes eficientes das moléculas,
porém pela fraca carga negativa presente na goma de cajueiro, quase neutra, tem-se uma
interacdo minima entre os polimeros, insuficiente para formagdo de nanoesferas que se

mantenham em um tamanho unimodal e perdurem formadas por longos periodos de tempo

As nanoesferas apresentaram cargas de superficie positivas para as misturas nas
proporcdes NP1, NP2, NP3, NP5, com valores variando de 10,3 mV a 25,5 mV e neutra para
NP4 com 3,39 mV. Evidentemente que as formula¢6es com maiores proporcdes de quitosana
se destacariam com uma carga de superficie maior, relativo ao maior quantidativo de aminas
positivas na superficie dos complexos, referentes aos grupamentos protonados, fato que

contribui para estabilizacdo das nanoparticulas. A baixa carga negativa apresentada pela goma
Bezerra, J.M.N.A. Avalia¢do de aspectos analiticos e tecnoldgicos para obtencgdo de sistemas nanoestruturados poliméricos para

administragdo oral de insulina.



76

de cajueiro € neutralizada pelas elevadas quantidades de cargas positivas da quitosana e que
somente em grandes quantidades da goma, como na NP4 tem-se uma influéncia maior para
reduzir a carga de superficie da nanoesfera. Entretanto, em todos os complexos formados
houve um alto indice de polidispersdo, caracteristico pela formacdo de mais de uma

populacdo de nanoparticula.

Os biopolimeros apresentam em suas estruturas grupamentos carregados, a goma de
cajueiro apresenta uma porcentagem menor que 5% de grupamentos &cidos, que quando
desprotonados deixam a exposi¢cdo minimas cargas negativas presentes na molécula, outra
evidéncia que auxilia também para essa caracteristica € o fato da goma ter presente em sua
cadeia principal cerca de 60 a 72% galactose(PAULA; HEALTLEY; BUDD, 1998; DE
PAULA et al., 2006; DE PAULA et al., 2011; DAS BISWARUP et al. 2014 ), de acordo com
0s autores Rodrigues e colaboradores (1995), De Paula e equipe (2005) e Soares e
colaboradores (2014) os biopolimeros que possuem teores altos de unidades dos
monossacarideos manose e galactose, em média apresentam cargas entre -13,7 e 2,1 mV,
fracamente negativos ou neutros, informac6es que corroboram para os resultados de potencial
zeta obtidos na faixa neutra no presente trabalho , demonstrando a forte influéncia na carga de
superficie da nanoparticulas.

5.2.3 Avaliacdo de nanoesferas de goma de cajueiro, quitosana e TPP por complexacdo
polieletrolitica

Foram analisadas as quantidades minimas iniciais estequiometricamente dos
biopolimeros que pode ser observada a turvacdo (opalescéncia) da mistura, caracteristico para
formacdo de nanoparticulas a partir de biopolimeros segundo destacado nos trabalhos de
Morris e colaboradores (2011), Fan et al (2012) e Rampino et al (2013), Volod’ko e
colaboradores (2016). No presente trabalho essa observacdo foi evidenciada quando a cada
5mg/mL da solucdo de goma de cajueiro foi adicionado cerca de 1 mg/mL de quitosana e 2,97
mg/mL de TPP, o quantitativo de cargas fornecido por cada molécula demonstrou
caracteristica macroscépica de formacédo de nanoparticulas, ndo necessariamente significa que
houve a completa neutralizagdo da carga positiva, mas indicios da proximidade das

quantidades iniciais para o estudo.
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A partir das misturas das solucdes dos biopolimeros com o agente reticulante tem-se a
formacdo esponténea de nanoesferas pela reagdo de complexacdo polieletrolitica/gelificacdo
ionotrdpica, através do estabelecimento de interacdes eletrostaticas, entre as moléculas
carregadas positiva e negativamente, sob condi¢Ges suaves de preparacdo, devido as
interagBes intra e intermoleculares mediadas pelas moléculas anidnicas. O efeito de
reticulacdo proporcionado pelo TPP fornece uma maior interacéo entre as moléculas (JANES;
CALVO; ALONSO, 2001).

Os grupamentos de &cido urbnico minimos presentes na molécula da goma de
cajueiro, além dos demais monossacarideos, quando desprotonados disponibilizam
grupamentos carboxilicos com cargas negativas, numa faixa muito pequena, semelhante a
goma arabica, onde a energia para realizar ligacdes é muito baixa (PAULA & RODRIGUES,
1995), para auxiliar na sua interacdo com outros polissacarideo pode-se utilizar agentes de
reticulacdo, sem ser necessario modificar a molécula, como realizado por diversos trabalhos
(SILVA et al., 2004; SILVA et al., 2009; BISWARUP DAS et al., 2014; PITOMBEIRA et
al., 2015).

O tripolifosfato de s6dio um polianion que apresenta em sua estrutura atomos de
oxigénio susceptiveis a realizar ligacdes de hidrogénio, ligacdes ibnica, de tal forma a realizar
ligacOes cruzadas com os grupamentos hidroxilas das unidades monossacaridicas da goma de
cajueiro (Figura 15), fato evidenciado no trabalho de Kabir e colaboradores (2000) que
demonstrou tal interacdo do agente de reticulagio com a goma guar, um polissacarideo
bastante rico em unidades de galactose. Os grupamentos aminas protonados da molécula de
quitosana interagem idnicamente com 0s grupamentos negativos do polianion TPP, resultando
na formagdo de complexos e encapsulamento de farmacos e outras moléculas, demonstrado
em estudos anteriores a protecdo da molécula de insulina (MUKHOPADHYAY et al, 2013),
vancomicina (CERCHIARA et al., 2015) genes (CSABA; HOGGARD; ALONSO,2009;
VIMAL et al., 2013). Sendo assim, o TPP interagem inter e intramolecularmente com a goma
de cajueiro e a quitosana auxiliando na formacgdo do complexo polieletrolitico, exemplo de

interacdo demonstrado a partir da figura 15.
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Figura 15: Representacdo da interagcdo entre os atomos presentes nas moléculas de goma de cajueiro (GC) e
tripolifosfato de sodio (TPP).
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Fonte: Autoria propria.

5.2.4 Influéncia da proporgao do agente reticulante na formagéo dos complexos

O uso do TPP como agente de reticulacdo demonstrou um eficaz efeito de interacdo
intra e intermolecular nas matrizes dos complexos polieletrolitico entre os biopolimeros, a sua
presenca causou alteragdes nos parametros de caracterizacdo prépria, como: tamanho das
nanoesferas, pdi e carga de superficie. Para tal, foram observados esses efeitos nas pequenas
alteracdes na proporcdo do TPP com os biopolimeros que foram analisados numa proporcao

constante.

Na tabela 12 pode ser observado as quatro propor¢oes de TPP que foram avaliadas
(1,98 mg - (0,4), 2,97mg - (0,6), 3,47mg - (0,7), 3,96mg - (0,8)) onde pode ser demonstrado
seu acentuado efeito sobre os trés parametros analisados. Nos complexos polieletroliticos
NPle NP2 ndo foi formada apenas uma populacdo de nanoparticulas, apresentou-se em
carater bimodal, com pdi acima de 0,3 caracteristico de formulagdes bastante polidispersas,
demonstrando que quanto menor o tamanho da particula maior o indice de polidispersividade,
evidenciando a influéncia do aumento de quitosana na formulacédo, levando ao aumento final
dos complexos, ponto observado no trabalho de Rampino e colaboradores (2013) que além de
demonstrar a influéncia proporcdo da quitosana a aumentar o tamanho final da nanoesfera,
também houve a formacgéo de duas populagdes de nanoparticulas (RAMPINO et al., 2013). E
0 inverso para quando for elevada a quantidade de TPP adicionado, sendo maior o tamanho
das nanoparticulas com o aumento de sua eficiéncia de associag@o entre os biopolimeros e 0

agente reticulante, sendo menor a polidispersividade.
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A quantidade de cargas da goma de cajueiro e a acdo do agente reticulante ndo foram
suficientes para neutralizar as cargas positivas da quitosana, ndo sendo completa a interacao e
restando excesso de polissacarideo sem interagir, caracterizando a porcentagem menor da
populacédo formada (Tabela 12). O potencial zeta apresentou-se numa faixa neutra para todos
0s complexos, entretanto com o aumento da proporcdo de TPP observou-se um leve aumento
na carga de superficie, evidenciando que houve uma menor neutralizagdo das cargas da
quitosana, havendo uma maior influéncia da sua carga positiva na carga de superficie final das
nanoesferas (MKHOPADHYAY et al., 2013).

Tabela 12: Determinacgdo do tamanho, Pdi e potencial zeta das diferentes propor¢des de goma de cajueiro (GC),

quitosana (QT) e tripolifosfato de sédio (TPP), ap6s formadas as nanoesferas.

Ordem Proporcéo Tamanho (nm) PDI ZETA (mV)
A%
NP 06 GCITPPIQT 10/0,4/0,6 P1:136,4 — 90,4% 0,596 -6,47

P2:7,51-9,6%

NP 07 GCITPPIQT 10/0,6/0,6 P1:153,1 - 98,5% 0,354 -5,12

P2: 8,58 - 1,8%

NP 08 GC/TPP/QT 10/0,7/0,6 P1:169,3 — 100% 0,293 -4,23

NP 09 GCITPPIQT 10/0,8/0,6 P1:204,8 — 100% 0,243 -2,94

Inversamente, com a crescente proporcdo de TPP houve uma maior acdo reticulante
frente aos biopolimeros, o resultado da sintese das nanoesferas NP8 e NP9 mostrou-se
unimodal (tabela 12), com a formacdo de apenas uma populacdo, corroborado também pela
diminuicdo no indice de polidisperséo obtido abaixo de 0,3, com reduzida polidispersividade
entre as particulas. A eficiéncia das ligaces cruzadas do TPP verificada com o aumento de
sua propor¢do, mediou a melhores interacGes entre os biopolimeros, de tal forma, aumentando
a suscetibilidade de ligacGes realizadas e compactando a estrutura a tamanhos menores pela
menor disponibilidade de cargas expostas, havendo uma condensacdo das cadeias

poliméricas.
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Corroborando para anterior afirmacédo no trabalho de Rampino e colaboradores (2013)
a elevacéo da proporcdo de TPP leva a maiores dimensdes e formagéo de agregados, devido
ao aumento das ligacdes cruzadas, expressamente, interacGes inter e intramoleculares.
Opostamente aos resultados obtidos por Rodrigues e colaboradores (2012) onde a adicéo de
uma maior propor¢do de TPP resultou em tamanho menores de particula e diminui¢do no
potencial zeta, no qual ele justifica ser pela inducdo da condensagdo das cadeias poliméricas e
pelo menor numero de grupos carregados, respectivamente, porém o biopolimero usado em
conjunto coma quitosana e TPP € a carragenana que apresenta uma elevada quantidade de
grupos sulfatos carregados negativamente e alta forca de interacdo por ligacdes ibnicas e
eletrostaticas (RODRIGUES et al., 2012).

5.2.5 Efeito da ordem de adicao biopolimero/agente de reticulacdo

O tamanho das nanoparticulas formadas, carga superficial e a reagdo de
complexacdo polieletrolitica podem ser bastante influenciados pela ordem de adigdo. A partir
da tabela 13 pode observar a notavel influéncia da ordem de gotejamento na modificacdo dos
tamanhos das nanoesferas, particulas sintetizadas com o TPP adicionado por ultimo tendem a
apresentar menores tamanhos, devido a sua maior interacdo entre cadeias, reduzindo 0s
grupos carregados expostos, demonstrando que ha uma maior intera¢do quitosana com a goma
de cajueiro, ocorrendo um aumento na contracdo da particula, resultando em um tamanho

dindmico menor.

Contrariamente, quando a quitosana é adicionada por ultimo tem-se um aumento
significativo do tamanho das nanoparticulas, caracteristico da molécula que forma esse
expansamento do complexo, pois ela tende a forma ligagdes intra cadeia com ela mesma,
agregando mais moléculas a superficie da estrutura, consequentemente elevando o tamanho

da nanoesfera.
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Tabela 13: Representacdo dos efeitos causados no tamanho, pdi e potencial zeta das nanoesferas sintetizadas

com diferentes ordens de adi¢éo do polimero (QT) e agente de reticulacdo (TPP).

ORDEM PROPORGAO TAMANHO (NM) PDI ZETA (MV)
NP 10 GC/QT/TPP 10/0.6/06 P1: 83,63 - 78,7% 0,640 -2,83

P2: 7,77 -21,3%

NP 11 GC/TPP/QT 10/0,6/0,6 P1:153,1-98,5% 0,354 -5,12
P2:8,58-1,8%
NP 12 GC/QT/TPP 10/0,6/0,4 P1:63,41-74,3% 0,579 NAO )
REPRODUZIVEL

P2:6,87 -25,7%

NP 13 GC/TPP/IQT 10/0,4/0,6 P1: 136,4 - 90,4% 0,596 -6,47
P2:7,51-9,6%

Além dos efeitos causados no tamanho da particula é consideravel sua influéncia na
carga superficial da estrutura, evidenciado pela diminui¢cdo do potencial zeta, pela maior
exposicdo de grupos negativamente carregados do TPP ou pela sua instabilidade em formagéo
de uma carga final, ndo sendo eficiente a interacdo entre os dois polimeros com o agente de
ligacdo cruzada. Notavelmente os grupos catidnicos da molécula de quitosana mais exposto
na superficie tendem a fornecer a estrutura uma maior carga final resultante positiva ou
aumentada, verificado nos casos onde a quitosana foi gotejada por ultimo, aumentando a

estabilidade da nanoesfera.
5.2.6 Efeitos da variacdo de pH das solugdes na formacéo da nanoesferas

O efeito do pH das solugbes sobre a formacao das nanoparticulas pela complexacéo da
GC/TPP/QT foi analisada utilizando as solugdes dos biopolimeros e agente de reticulagdo em
seus pH’s iniciais, ap6s preparadas, sem ajuste apresentando os pH’s: GC: 6,7, QT: 3.3 e TPP:
9,3 e apos ajuste com NaOH 0,1M e HCI 0,1M para os pH's: GC: 4,8, QT: 4,6 e TPP: 5,0.

Os resultados indicaram que gquando houve a diminuicdo da faixa de pH de todas
solugdes foi reduzida a formacdo da suspensdo opalescente, sendo observada a formacao de
agregados com populacdo bimodal, heterogénea e altos indices de polidispersividade.
Também foi verificada a dificuldade em medir o potencial zeta, demonstrando variagdes nas

porcentagens de carga de superficie, quando adicionado o TPP em pH de 5,0. As solugdes
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usadas sem o ajuste do pH destacou-se pela formacdo de nanoparticulas unimodais, com
indices de polidispersividade abaixo de 0,3 e um potencial zeta na faixa neutra, caracterizando
melhores condi¢des ionizaveis dos matérias para formacdo dos complexos. As interacao
presente entre 0s grupos carboxilicos da goma de cajueiro com 0 grupamento amina da
quitosana e a ocorréncia das ligagdes cruzadas polimeros/TPP s se torna possivel quando
eles se encontram em seu melhor estado ionizavel e com seus grupamentos altamente
carregados (MARTINS et al., 2012).

A quitosana € um polieletrolito insoltivel em faixas de pH neutro ou béasico, apresenta um pKa
de 6,5 caracterizada como uma base fraca, o polissacarideo deve estar dissolvido em um meio
acido que aumenta o seu grau de protonacdo e eleva a densidade de cargas, tornando-a
totalmente dependente do pH do meio para disponibilizar uma maior quantidade de
grupamentos NHs" para integir com as demais moléculas opostamente carregadas (HASHAD
et al., 2016), no presente trabalho essa melhor configuracdo da molécula se deu em pH na
faixa de 3,3. Porém, para a goma de cajueiro a faixa abaixo de pH 5 é a qual a molécula
encontra-se com seus grupamento carboxilicos —COO™ mais ionizaveis e com melhores
caracteristicas reoldgicas de uma alta viscosidade (PAULA; RODRIGUES, 1995; ZAKARIA,;
RAHMAN, 1995; PAULA et al., 1998), mas no presente estudo foi pronunciada sua melhor
interacdo com o0s demais materiais perto da faixa de pH neutro, mesmo ja sendo pouca a
densidade de cargas da goma em pH baixo nessa faixa ainda foi possivel a realizacdo de
interacdo, acredita-se que seja pelo suporte fornecido pelas ligacGes de hidrogénio realizadas
com os grupamentos —OH do polimero com o TPP, como também foi evidenciada esse tipo de
interacdo nos estudos de Kabir et al, (2000) e Rodrigues e colaboradores (2012) da goma

guar, que apresenta constituicao de polissacarideos semelhante a goma de cajueiro.

O TPP como polianion tem sua carga afetada pelo pH do meio, em condi¢es iniciais,
sem ajuste do pH na faixa de 9,8 ha uma concentracdo elevada de ions tripolifosférico
(P3010° e HP3010"), entretanto com a presenca também de fons hidréxidos que dependendo
do pH do meio podem interagir de forma competitiva juntamente com o tripolifosférico pelos
grupamento aminas da quitosana (FAN et al., 2012). Quando a solugdo de TPP é misturada a
da goma de cajueiro os ions hidroxidos sdo parcialmente neutralizados pelos hidrogénios
liberados dos grupamentos carboxilicos ou das hidroxilas do sacarideos do polimero, ao ser
adicionada a solugdo de quitosana em pH acido, os grupamentos aminas fortemente

protonados se ligam aos ions tripolifosforico, resultando na formacdo da estrutura do
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complexo polieletrolitico. Com isso, foi demonstrado que as melhores condicGes para sintese
de nanoparticulas a partir desse materiais sejam em seus pH’s sem ajuste, 0s iniciais (Figura
16).

Figura 16: Representacdo esquematica das possiveis interacdo entre os biopolimeros goma de cajueiro (GC),

quitosana (QT) e tripolifosfato de sddio (TTP) para a formacao de nanoparticulas.
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Fonte: Autoria prépria e adaptado de Martins et al, (2012).

5.2.7 Avaliages analiticas da formacédo de nanoparticulas

Para realizacdo das caracterizacdo foi escolhida a formulagdo nas proporgoes
10/0,8/0,6 GC/TPP/QT.

5.2.7.1 Estudo de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Representado na figura 17 o espectro de FTIR do complexo polieletrolitico
GC/TPP/QT, juntamente com o0s espectros de cada material isoladamente. Os picos
caracteristicos bésicos da quitosana encontrados em 3354,68 cm™ e 3288,97 cm™ foram
atribuidos a um alongamento dos grupamentos O-H e N-H da matriz da quitosana, 2872,07
cm™ a vibracdes de estiramento C-H. Um alongamento importante de -CH,- em 1417,55 das
estruturas piranosidicas evidenciado. As bandas 1651,92 cm™ e 1580,63 cm™ correspondem a
vibrac6es de alongamento classificados como amida | (C-H) e amida Il (N-H), as variacdes

pertinentes a esses grupos funcionais presentes na constituicdo da superficie da quitosana
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determinam a realizacdo de interacdes com outras moléculas (MUKHOPADHYAY et al.,
2013).

Figura 17: Espectros FTIR correspondente ao complexo polieletrolitico formado e o de cada constituinte:
Quitosana, goma de cajueiro (GC), tripolifosfato de sédio (TPP).
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Semelhantemente na goma de cajueiro foram detectados picos em 3317,98 cm™
referentes a vibracdes de alongamento de O-H e 2174,88 cm™ ao alongamento de C-H.
Caracteristico desse biopolimero a banda em 1740,81 de C=O indicativo do &cido
glucurénico. Vibragdes de O-H em comprimento de 1627,74 cm™. Na faixa de 1143,59-
1036,92 cm™ foram observados estiramento das vibracdes de C-O-C devido as ligacBes
glicosidicas (SILVA et al., 2006; SOARES et al., 2014). O TPP demonstrou bandas
caracteristicas em 1209,94 cm™ que é atribuido a grupos =O. Apresentou picos intensos de
absorcdo em 1136,43 cm™ e 109545 cm™ referentes a P=O e P-O-P, respectivamente
(RODRIGUES et al., 2012).
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Alteragcdes nos espectros do complexo polieletrolitico foram observadas evidenciando as
interacBes entre os matériais, como: em 3325,81 cm™ na qual a banda tornou-se mais larga e
se deslocou reduzindo o comprimento de onda, indicando um aumento das interacGes de
hidrogénio (RAMPINO et al., 2013). Auséncia da banda no comprimento de onda
relacionando ao grupamento do acido glucurénico da goma de cajueiro no complexo (1740,81
cm™ C=0), demostrando que houve a interagdo eletrostatica com a quitosana. Uma pequena
mudanca de direcdo na regido amida | no espectro em 1651,92 cm™ para 1604,01 cm-1,
associado com a interacdo quitosana/TPP, comportamento semelhante foi observado nos
trabalhos de Mukhopadhyay et al (2013), Vimal e colaboradores (2013) e Rampino et al
(2013).

Também ndo foi observada a banda da amida Il da quitosana, apontando a total
interacdo dos grupamentos N-H, seja com a goma ou TPP. Outro ponto que caracteriza é a
reducdo do pico em 1127,63 cm™ indica a interacdo eletrostatica entre o grupo fosfato
carregado negativamente na molécula do TPP e o grupo amina carreado positivamente da
quitosana, fato evidenciando também no trabalho realizado por Li e Huang (2012). Com isso,
torna-se clara as interagdes existentes entre o0s grupamentos de cada constituinte da
nanoesfera, que podem ser por interacOes eletrostatica, ligacbes de hidrogénio, interacdes

ibnicas, favorecendo a formacao do nano complexo.
5.2.7.2 Andlise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Nanoesferas formadas a partir da complexacdo polieletrolitica dos polimeros com
agente de reticulacdo, seguida de liofilizacdo sem a adi¢éo de agente crioprotetor, apresentou
superficie lisa, com formas esféricas, comprovando a formacdo das nanoesferas, (Figura 18),
entretanto, evidenciou-se a presenca de artefatos em diversos formatos (poliedros, cristalino,
dispersdes termodinamicamente instaveis) (Figura 19), caracteristico de dispersoes

constituidas por TPP.

Corroborando para tal afirmativa o processo de liofilizacdo gera algumas agregacoes
de particulas, levando a formacdo de aglomerados grandes, analisado nas imagem destacadas
no trabalho realizados por Gan e colaboradores (2005) que sintetizou nanoparticulas de
quitosana/TPP e pode evidenciar a presenca de estruturas de variadas formas, ratificando tais
evidéncias Abreu e colaboradores nas formulagdes de nanogels a partir da geleificacao
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ionotropica entre a goma de cajueiro e quitosana pode observar a formacdo artefatos de

agregados apos processos de liofilizacdo da preparagéo.

Figura 18: Morfologia das nanoesferas formadas, artefatos e agregados, numa formulagédo sem adicédo de

crioprotetor, observadas por microscopia eletrdnica de varredura.

“AccY  Probe | Mag. WD Det
W 150kv 4.0 x24000 16 SE

Figura 19: Morfologia do complexo polieletrolitico sem adicdo de crioprotetor visualizado por microscopio

eletronico de varredura (MEV).

Seguindo a mesma proporc¢do de constituintes para producdo das nanoesferas do caso
anterior, porém com a adicdo de crioprotetor antes do processo de liofilizagdo ndo foi

evidenciada a eficiéncia no processo ao ponto de observar a formacdo das nanoesferas com
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qualidade na sua formacdo (Figura 20), demonstrando ter influéncia negativa do manitol a 1%
como agente crioprotetor, gerando um grande agregado de particulas, ndo sendo mostrado

nanoesferas isoladamente ou se agregados intensos.

Figura 20: Imagem do agregado formado do complexo polieletrolitico com a adi¢do de crioprotetor
(Manitol 1%).
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No trabalho realizado por Diop e colaboradores (2015) opostamente ao presente
trabalho, pode ser observada a morfologia das nanoparticulas em formado esférico, em seu
estudo foi realizada uma analise para verificar a influéncia no tamanho, carga superficial e pdi
de nanoparticulas sintetizadas a partir de quitosana e TPP, porém passando pelo processo de

liofilizacdo com e sem crioprotetor (manitol).

A interagdo manitol e o processo de liofilizagdo nos complexos polieletroliticos
tendem a forma agregados em quantidade superior as nanoesferas sem crioprotecéo,
demonstrando que o uso de manitol como crioprotetor nesse caso nao foi eficiente e pode ser

notado que sem sua presenca foi mantida a conservagcdo maior das nanoesferas obtidas.
5.2.7.3 Analise termogravimétrica (TGA)

As interacGes entre a agua e polissacarideos sdo complexas e podem ser analisadas
com a finalidade de demonstrar 0 qudo estaveis sdo 0s constituintes isolados ou em

formulacdo final diante de variadas faixas de temperatura, de modo a observar o quanto
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percentualmente foi gerada uma perda progressiva de massa com a elevacdo de temperatura
(ZOHUNAAN; SHOKROLAHI, 2004; OLIVEIRA et al., 2014)

As curvas termogravimétricas do complexo polieletrolitico, goma de cajueiro,
quitosana e agente de reticulacdo podem ser observados na figura 21. O principal efeito de
perda de &gua inicia-se acima de 100°C para o TPP e como evidenciado no trabalho de
Hashad e colaboradores (2016) o agente ndo apresenta transi¢fes térmicas especificas, estavel
ao aumento gradativo de temperatura, ndo se decompfe acentuadamente diante de altas

temperaturas.

Figura 21: Curva de TGA demonstrado os eventos observados no complexo polieletrolitico
(CP), Goma de cajueiro (GC), Tripolifosfato de sodio (TPP) e a quitosana (QT).

100 1 —___ TPP
90

80
70
60

50

Massa (%)

40 CcP
QT

30

20 - GC
10

v | y | ! | ) | X | Y | v | p | Y |
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)
Para os biopolimeros e complexo polieletrolitico o primeiro evento de perda de massa
(30 — 200°C) é menor e € atribuido a dessorcdo de humidade referente a &gua (MARCIEL ET
AL, 2005) por ligacGes de hidrogénio a estrutura do polissacarideo, os principais eventos de

decomposi¢do em polissacarideos comeca acima de 200°C, caracteristica ndo s6 comum aos

polimeros do presente trabalho, como para outros biopolimeros: goma ardbica, goma guar,
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goma de tragacanto (ZOHUNAAN; SHOKROLAHI, 2004; SILVA ET AL, 2010;
OLIVEIRA ET AL, 2014)

Para a goma de cajueiro a decomposicdo ocorreu em dois eventos, 0 primeiro
representa a perda de agua de humidade, jA o segundo é referente a despolimerizacdo por
formagdo de agua, CO, CH, numa faixa acima de 231 -237°C, o mesmo foi observado no
estudo de Silva e colaboradores (2010) a fase de decomposicdo oxidativa. Diferentemente no
trabalho de Silva et al (2006b) foi evidenciada a ocorréncia da decomposi¢do da goma em trés
etapas, sendo sugerido ser pela diferenca nas taxas de aquecimento utilizadas nos demais
trabalhos.

Na amostra do complexo polieletrolitico (CP) trés eventos foram evidenciados, sendo
notavel como demonstrado na figura 21 que a temperatura de decomposicao inicial € menor
em relacdo as dos biopolimeros, indicando que a amostra do CP é termicamente menos
estavel, 0 mesmo evento foi evidenciado no trabalho de Marciel e colaboradores (2005) que
observou a mesma reducdo de temperatura de complexos obtidos a partir da goma de caju

carboximetilada e quitosana.

A ocorréncia da terceira etapa pode ser atribuida pelo uso de um agente de reticulacdo
na sintese da nanoparticula que se decompds numa faixa média de 431°C, entretanto numa
menor porcentagem de perda de massa em relacdo aos biopolimeros isolados. Silva e
colaboradores (2006) destacou também que complexos obtidos por reticulagdo apresentam
menor estabilidade térmica comparando aos polimeros isolados e Paula e colaboradores
(2011) destacou que produtos reticulados resultantes da reacao de glutaraldeido para formacéo
de complexos apresentou-se mais susceptivel de ocorrer em faixas médias de préximas de
504°C.
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CONCLUSAO
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6. Conclusdo

v A otimizacdo método analitico para determinacdo da insulina e de seu produto
de degradacdo (A-21) demonstrou ser simples, sensivel e rapido, com um tempo de retencéo
de 5,81 min para insulina e 9,10 para 0 A-21 um tempo de execucdo total da analise de cerca de
10 minutos. Destacando a melhor condi¢do quando a temperatura de coluna estiver 35°C, fluxo do
eluente 1 mL.min ™ e proporcao do tamp&o de 52% fosfato de potassio dibasico anidro (KH,PO,),
31% acetonitrila e 17% metanol na obtencdo do menor tempo de retencdo da insulina e A-21. E
por meio das inferéncias estatisticas foi evidente que o emprego do planejamento experimental
adicionou ao trabalho observar um sistema mais eficiente quando em determinados niveis,
condizendo em relacdo ao que foi realizado experimentalmente. Pontos em conjunto que
corroboraram para a otimizando do método para a analises de rotina da molécula de insulina o

A-21 em formulagdes.

v As nanoesferas de GC/TPP/QT foram obtidas com éxito através de uma
metodologia simples, rapida e sem a utilizacdo de solventes organicos ou toxicos. As
nanoparticulas foram sintetizados na propor¢des 10/08/06 de(GC/TPP/QT). A adicdo do TPP
foi de grande importancia para obtencdo das caracteristicas fisicas perto do ideal para as
nanoesferas. A confirmacdo da interacdo entre biopolimeros e o agente de reticulacdo foi

verificada e confirmada pelas analises de tamanho, pdi, potencial zeta, FTIR, MEV e TG.

v As caracteristicas e propriedades fisicas apresentadas pelas nanoesferas
formadas por interacGes eletrostaticas, ibnicas, ligacbes de hidrogénio através da mistura
GC/TPP/QT, resultaram na formacdo de um complexo promissor para entrega de drogas,
atuando de tal forma a direcionar a molécula a seu local de acdo ou como protecdo aos
ambientes &cidos e basicos dos meio gastrointestinal, além dos materiais utilizados para sua
sintese ndo causarem dano ao organismo, devido as caracteristica de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e ndo toxicos, pontos de grande importancia nas formulacBes atuais que

visam eficiéncia de administracéo e seguranca do paciente.
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7 PERSPECTIVAS

- Validacdo do método analitico otimizado para quantificagdo de insulina e A-21;
- Realizar estudos de estabilidade para as nanoparticulas;
- Realizar o encapsulamento da molécula da insulina a partir das nanoparticulas desenvolvidas

e avaliar sua eficiéncia de encapsulacédo por CLAE — DAD;
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RESUMO

O desenwohimento tecnoldgico anda de mdos dadas com uma necessidade crescente de melhores
soluces terapéuticas. Quando aplicado a diabetes mellitus (DM), terapia génica oferece uma allernativa mais
promissora para o que diz respeito ao controlo dos sintomas, ou mesmo a cura desta doenga metabolica. Tém
sido feitos esforgos no sentido de encontrar a melhor maneira de aplicar a terapia genética para DM. Ele pode ser
aplicado para melhorar os resultados de transplante de ilhéus, a administragdo do gene da insulina em um nivel
gastrointestinal ou mesmo atraves de silenciamento de genes como maneira de manter os niweis sanguineos de
glicase perfeitos. Apesar do potencial terapéutico da terapia génica, para a sua aplicagdo varios fatores devern ser
considerados. Sisternas de distribuicio constituem um desses fatores sendo decisivo para a eficacia da terapia
geneética. Vetores ndo virais tém grande importancia neste dominio devido 4 sua essencial caracteristicas in vivo,
tais como baixa imuncgenicidade e conseqlente seguranca. Nanoparticulas a4 base de quitosano tém sido
utiizados como vetores ndo virais e estudados para aplicagSo em terapia génica no diabetes tipo 2 de tipo 1.
Palavras-chave: diabetes mellitus; gene terapia; vetores nfio viral; nanoparticula
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