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RESUMO

A insulina é o hormdnio mais utilizado e eficaz no controle do Diabetes Mellitus (DM).
No entanto, sua aplicacdo € limitada a via subcutédnea. Por se tratar de uma via
invasiva, esta associada a uma série de desvantagens, levando a complicacdes,
resultando em baixa adesao ao tratamento. A via oral é mais segura, devido ao carater
nao invasivo e efeito terapéutico prolongado, porém medicamentos administrados por
essa via devem ter propriedades que garantam sua biodisponibilidade. Entre esses
fatores, a solubilidade adequada, estabilidade nos diferentes ambientes do trato
gastrointestinal, além da permeabilidade intestinal. A insulina sendo horménio
peptidico, se ingerida, imediatamente seria clivada pelas enzimas estomacais,
perdendo sua funcdo. Além disso, alto peso molecular e presenca de cargas
superficiais tornam a permeabilidade intestinal da insulina outra questdo a ser
superada. Com objetivo de aumentar a biodisponibilidade da insulina por via oral,
foram desenvolvidas nanoparticulas de insulina oral (INOR) a partir da insulina
Humulin® Regular (IHR) e do polimero Eudragit® S100 (ES-100) pelo método de spray-
drying. As INOR obtidas tiveram valores de rendimento superior a 99%. A
quantificacdo foi realizada por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC). O
método mostrou-se especifico e linear (R=0,999), com tempo de analise de 3,0
minutos. Para avaliacdo dos efeitos das INOR no epitélio intestinal realizou-se o
estudo em 60 ratos Wistar divididos em 4 Grupos: Grupo 1 (Controle), Grupo 2
(Diabetizados), Grupo 3 (Tratados com INOR) e Grupo 4 (Diabetizados tratados com
INOR). Todos os grupos receberam ragéo high-fat diet (HFD). Para a diabetizag&o, os
Grupos 2 e 4 receberam 20 mg/kg de estreptozotocina (STZ). Os animais foram
pesados quinzenalmente, por 60 dias. Apds este periodo e a eutanasia, coletaram-se
as amostras para realizacao dos testes bioquimicos. Durante as 8 semanas, nos 4
grupos, ocorreu leve hiperglicemia e um leve aumento da massa, mesmo aos
submetidos a STZ e INOR. Analisando os tamanhos dos vilos e criptas do duodeno,
houve diferencga estatistica no Grupo 3, ratos tratados com INOR, evidenciando um
aumento do tamanho da cripta em relacao aos demais grupos. As INOR apresentaram
como efeito local o aumento da profundidade da cripta intestinal, e atuacdo em nivel
de gorduras mesentérica e retroperitoneal mesmo em animais sujeitos a HFD,
conseguindo sensibilizar o metabolismo de lipidios pelas gorduras viscerais.

Palavras-chave: Diabetes. High-fat Diet. Insulina Oral. Nanoparticulas. Eudragit
S100. Epitélio Intestinal. spray-drying. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia.



ABSTRACT

Insulin is the most used and effective hormone in the control of Diabetes Mellitus (DM).
Its application, however, is limited to the subcutaneous route. As it is an invasive route,
it is associated with a series of disadvantages, leading to complications, resulting in
low adherence to the treatment. The oral route is safer, due to its non-invasive
character and prolonged therapeutic effect, but drugs administered by this route must
have properties that guarantee their bioavailability. Among these factors, adequate
solubility, stability in different environments in the gastrointestinal tract, in addition to
intestinal permeability. Insulin, being a peptide hormone, if ingested, would
immediately be cleaved by stomach enzymes, losing its function. Furthermore, its high
molecular weight and the presence of surface charges make intestinal permeability to
insulin another issue to be overcome. In order to increase the bioavailability of insulin
by the oral route, oral insulin nanoparticles (INOR) were developed from Humulin®
Regular insulin (IHR) and the polymer Eudragit® S100 (ES-100) by the spray-drying
method. The INORs that were obtained had vyield values greater than 99%.
Quantification was performed by Ultra High Performance Liquid Chromatography
(UHPLC). The method was specific and linear (R=0.999), with an analysis time of 3.0
minutes. To evaluate the effects of the INOR on the intestinal epithelium, the study
was carried out in 60 Wistar rats divided into 4 Groups: Group 1 (Control), Group 2
(Diabetized), Group 3 (treated with INOR) and Group 4 (Diabetized treated with INOR).
All groups received high-fat diet (HFD). For the diabetization, Groups 2 and 4 received
20 mg/kg of streptozotocin (STZ). The animals were weighed every fortnight, for 60
days. After this period and after euthanasia, samples were collected to perform the
biochemical tests. During the 8 weeks, in the 4 groups, there was mild hyperglycemia
and a slight increase in mass, even in those undergoing STZ and INOR. Analyzing the
sizes of the villi and crypts of the duodenum, there was a statistical difference in Group
3, rats treated with INOR, showing an increase in the size of the crypt in relation to the
other groups. The INORs had as a local effect the increase in the depth of the intestinal
crypt, and action at the level of mesenteric and retroperitoneal fats even in animals
subjected to HFD, managing to sensitize the lipid metabolism by visceral fats.

Keywords: Diabetes. High-fat Diet. Oral Insulin. Nanoparticles. Eudragit S100.
Intestinal Epithelium. spray-drying. Ultra High Performance Liquid Chromatography.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM), popularmente conhecido apenas como diabetes,
tornou-se a doenca mais epidémica no mundo desde o século 20, € uma doenca
metabolica crénica que afeta a forma como o corpo transforma os alimentos em
energia (CDC, 2020), é caracterizada pela alta concentracdo de glicose sanguinea
(hiperglicemia), resultante da deficiéncia de insulina e/ou resisténcia a insulina, ocorre
guando o pancreas nao consegue mais produzir insulina ou o corpo ndo consegue
fazer uso adequado da insulina produzida (WHO, 2019; ALHARBI; THOMACOS;
MCLELLAND, 2019; HUNG; HUNG, 2020).

O DM é um grande desafio da saude publica, tanto em nacdes desenvolvidas
como em nacfes em desenvolvimento (AWAD et al., 2018). Nas ultimas décadas, a
prevaléncia de diabetes aumentou drasticamente no mundo todo, alimentada pelo
envelhecimento da populagdo mundial e por aumentos generalizados na obesidade.
Essa epidemia silenciosa acarreta custos econémicos e sociais profundos (WEISMAN
et al., 2018). Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimavam que 180
milhdes de adultos tinham diabetes em 1980 (DODDS, 2017), jA em 2015, 8,8% ou
415 milhdes de pessoas viviam com diabetes em todo o mundo, quase o dobro dos
4,6% (151 milhdes) que foram estimados no ano de 2000 (AWAD et al., 2018; KOYE
et al., 2018).

O DM, se nao tratado, pode causar problemas médicos graves, como doencas
cardiovasculares, derrame, doenca renal cronica, Ulceras nos pés, lesdes oculares e
doencas renais prolongadas. Ainda ndo ha cura definitiva para o DM e os pacientes
muito mais do que medicacfes precisam confiar em um estilo de vida saudavel pois
tratar o DM vai muito além da terapéutica medicamentosa, engloba medidas de
educacdo em saude, atividade fisica e alimentacdo (ALHARBI; THOMACOS;
MCLELLAND, 2019; SBD, 2020).

Até o momento a insulina é o horménio mais utilizado e mais eficaz no controle
do DM, no entanto sua aplicacdo é limitada a via subcutéanea e pode requerer mais de
uma dose diaria, por se tratar de uma via invasiva esta associada a uma seérie de
desvantagens como eventos hipoglicémicos, dor indesejada no local da aplicacéo,
reacOes alérgicas, desconforto, hiperinsulinemia periférica e outros efeitos colaterais,
resultando em baixa adeséo ao tratamento. Concentragdes excessivamente altas de

insulina periférica estdo associadas a doencas cardiacas coronarias, hipertensao,



15

dislipidemia e ganho de peso (HERRADOR ORTIZ; LLANOS MENDEZ, 2010; LI et
al., 2016; PAUL et al., 2017).

A via oral continua sendo a via mais aceita e € a preferida para administracao
de medicamentos, considerando sua facilidade de administracdo sem a necessidade
de um profissional especializado, ou mesmo de internacdo. Por diversos fatores, é
considerada uma via mais segura, principalmente devido ao seu carater ndo invasivo,
com efeito terapéutico prolongado, dependente dos processos absortivos e da
dindmica do trato gastrointestinal. Em geral, o tratamento realizado por via oral € de
baixo custo, uma vez que essas formas farmacéuticas dispensam a necessidade de
esterilizacdo ou preparo em sala esterilizada. Soma-se a essas vantagens o fato de
gue uma ampla gama de classes terapéuticas de medicamentos, bem como diferentes
formas farmacéuticas podem ser administradas por via oral (HOMAYUN; CHOI, 2020;
UPPAL et al., 2018; ALEXANDER, 2009)

Apesar das vantagens inerentes a via oral, medicamentos administrados por
essa via devem ter uma série de propriedades que garantam sua biodisponibilidade.
Entre esses fatores, a solubilidade adequada e a constante de dissociacédo de acido,
a estabilidade nos diferentes ambientes do trato gastrointestinal, sdo os mais
importantes, além da permeabilidade intestinal. No entanto, proteinas e peptideos
terapéuticos sdo geralmente moléculas suscetiveis a desnaturag¢édo sob pH acido do
estbmago, bem como degradacdo enzimética no estbmago e no intestino delgado,
causando perda da atividade terapéutica com a consequente incapacidade de serem
administrados por via oral em sua forma livre (FONTE, 2013; AL RUBEAAN;
RAFIULLAH; JAYAVANTH, 2016; LIU, 2016).

Procurando aumentar e garantir a biodisponibilidade da insulina na
administracdo por via oral, faz-se 0 uso da nanotecnologia, um campo de pesquisa
altamente interdisciplinar, que tem sido usado em muitas areas da ciéncia, como
fisica, quimica, ciéncia farmacéutica, medicina e agricultura, com a nanotecnologia
sdo desenvolvidas abordagens como o uso de inibidores de enzimas proteoliticas,
potencializadores da absorcdo proteica (uso de polimeros mucoadesivos), uso de
micelas, microemulsdes, nanogeis, microsferas, nanoparticulas e microparticulas
(DUHAN et al., 2017; JAIN; HALLIHOSUR; RANGAN, 2011; KECILI; BUYUKTIRYAKI;
HUSSAIN, 2019).

As micro/nanoparticulas sdo particularmente atraentes para a administragédo de

medicamentos devido a sua composi¢cao, estrutura e caracteristicas de superficie



16

variadas. Essa grande variedade permite que os transportadores sejam ajustados
para aplicacdes e objetivos especificos. Dentre as arquiteturas mais comuns para
aplicacoes de entrega de medicamentos direcionadas estdo as nanoesferas e
nanocapsulas (STEICHEN; CALDORERA-MOORE; PEPPAS, 2013). Por isso as
nanoparticulas poliméricas sdo consideradas especialmente, uma alternativa para a
administragao da insulina, devido ao aumento significativo da biodisponibilidade
(FONTE, 2015; HIRLEKAR, 2017). A encapsulacéo polimérica permite a protecéo da
insulina contra a acdo das enzimas proteoliticas, aumentando o tempo de liberacéo
da insulina, devido a propriedade de mucoadeséao, o que facilita a passagem pelo trato
gastrointestinal, permitindo a a¢do nos 6rgdos alvo, principalmente no figado, tecido
adiposo e no tecido muscular (DAMGE, 2008; REIS, 2012).

Os polimeros derivados do acido metacrilico, metilmetacrilato e etilacrilato
(denominados comercialmente como Eudragit, principalmente em sua formulagéao
S100), sédo os mais comumente utilizados. O Eudragit® S100 (ES-100) sendo insoltvel
em pH acido, mas soltuvel no meio intestinal (pH 7,0), concede resisténcia gastrica
para as formulacfes, propriedades que sao imprescindiveis para formulacdes que
precisam proteger o composto bioativo no estbmago para libera-lo para absor¢céo na
porcao intestinal (CHOURASIA; JAIN, 2003; SUNOQROT; ABUJAMOUS, 2019).

Assim, esse trabalho teve por objetivo desenvolver e quantificar nanoparticulas
poliméricas contendo insulina para uso por via oral, obtidos por spray-drying e avaliar

seu efeito local no epitélio intestinal.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Desenvolver e avaliar nanoparticulas poliméricas pH dependentes contendo
insulina visando um aumento da biodisponibilidade do principio ativo para uso

por via oral.

2.2 ESPECIFICOS

e Desenvolver nanoparticulas poliméricas contendo insulina utilizando polimero
dependente do pH 6,8 (Eudragit® S100) pelo método de secagem por
pulverizacao (spray-drying);

e Desenvolver um método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Ultra High
Performance Liquid Chromatography - UHPLC) para quantificacdo das
nanoparticulas de insulina oral (INOR);

e Realizar andlise morfolégica e quantificar a insulina incorporada nas
nanoparticulas utilizando o método UHPLC, avaliando a eficiéncia de
encapsulacédo da insulina;

e Avaliar o efeito da administracdo oral das nanoparticulas de INOR no epitélio
intestinal de ratos Wistar alimentados com high-fat diet (HFD).

e Avaliar os efeitos da administracédo oral das nanoparticulas de INOR mediante
ao ganho de peso e morfometria do tecido adiposo do mesentério e

retroperitbnio em ratos Wistar alimentados com HFD.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DIABETES

O diabetes mellitus (DM) é causado por deficiéncia de secrecédo de insulina,
dano as células B pancreaticas ou resisténcia a insulina relacionada ao nao uso de

insulina. O estilo de vida sedentario pode ser a principal razdo para o aumento
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continuo do nimero de pacientes diabéticos em todo o mundo, que deve atingir 366
milhdes em 2030 na populacéo idosa (> 65 anos) (SBD, 2020; WILD et al., 2004).

Segundo a IDF (2017), em 2017 houve 4 milhdes de mortes decorrentes dessa
enfermidade. Nesse mesmo ano, o Brasil apresentava 12,5 milhdes de diabéticos,
ocupando a quarta colocagdo no ranking de paises com maiores indices da doenca,
perdendo apenas para China (1°), india (2°) e Estados Unidos (3°). De acordo com
um relatério da IDF (2017), o numero total de adultos (20-79 anos) com diabetes em
2045 sera de 629 milhdes de 425 milhdes em 2017 (aumento de 48%).

Existe uma série de complica¢Bes associadas ao DM, pois o acgucar elevado no
sangue danifica érgaos e tecidos por todo o corpo. Quanto mais tempo o corpo lida
com niveis elevados de acucar no sangue, aumenta o risco de complicacGes
adicionais. As complicacbes do DM podem ser microvasculares, que incluem
nefropatia, retinopatia, perda de visdo e macrovasculares como doencas cardiacas,
ataque cardiaco, derrame e neuropatia, infec¢des e feridas que ndo curam infec¢des
bacterianas e fungicas, depressdo e deméncia (SBD, 2020; PAPATHEODOROU et
al., 2018; BRASIL, 2013).

S&o trés tipos principais de diabetes: tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e gestacional
(DMG) (IDF, 2020; ALHARBI; THOMACOS; MCLELLAND, 2019).

e DM1 ocorre com mais frequéncia em criangas e adolescentes, mas pode se
desenvolver em qualquer idade. E caracterizado pela destruicdo de células
beta no pancreas, em geral secundaria a um processo autoimune, precisando
assim de injecdes diarias de insulina para manter o controle dos niveis de
glicose no sangue (IDF, 2020).

e DM2 é mais comum em adultos, é responséavel por cerca de 90% de todos os
casos de diabetes. E caracterizado pela hiperglicemia devido a resisténcia a
insulina e relativa falta de insulina. Um estilo de vida saudavel, incluindo
aumento da atividade fisica e dieta saudavel, sédo acdes extremamente eficazes
no tratamento do DM2. No entanto, com o0 tempo, a maioria das pessoas com
DM2 necessitara de medicamentos orais e/ou insulina para manter os niveis
de glicose no sangue sob controle (IDF, 2020).

e DMG consiste em niveis elevados de glicose no sangue durante a gravidez e
esta associado a complicacdes para a mée e o filho. O DMG geralmente
desaparece apos a gestacdo, mas as mulheres afetadas e seus filhos tém
maior risco de desenvolver diabetes tipo 2 no decorrer da vida (IDF, 2020).
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A insulina é muito utilizada para tratar pacientes com DM, tanto no DM1 quanto no
DM2, ainda assim, muitas vezes h& necessidade da associa¢cdo a outras drogas via
oral, esses farmacos possuem acdo especifica e sua associacdo tem importante
auxilio a terapéutica. As principais classes de medicamentos para o tratamento da
hiperglicemia incluem sulfonilureias (aumentam a liberagdo de insulina das ilhotas
pancredticas); biguanidas (reduz a producdo hepética de glicose); agonistas do
receptor y ativado por proliferador de peroxissoma (PPARy) (aumenta a agédo da
insulina); Inibidores da a-glucosidase (interfere na absorcdo de glicose no intestino)
(CHAUDHURY et al., 2017; BRASIL, 2013).

Os medicamentos dessas classes de farmacos podem ser utilizados em
monoterapia (tratamento com apenas um dos medicamentos) ou combinando dois ou
mais medicamentos de multiplas classes com diferentes mecanismos de acéo. Entre
as principais desvantagens associadas ao uso desse método convencional estdo o
ganho de peso, hipoglicemia grave, eficacia terapéutica inferior devido ao regime de
dosagem ineficaz ou improprio, baixa poténcia e efeitos colaterais alterados devido ao
metabolismo da droga e falta de especificidade do alvo, problemas de solubilidade e
permeabilidade (FEINGOLD, 2020).

A patogénese do DM2 foi atribuida aos mecanismos do “Octeto Sinistro” (Figura
1), além dos trés conceitos tradicionais de diminuicdo da secrecdo de insulina pelo
pancreas, aumento da gliconeogénese no figado e diminuicdo da captacao de glicose
pelo musculo esquelético, havia cinco aspectos adicionais dos mecanismos que
contribuem para a hiperglicemia no diabetes (DEFRONZO, 2009). A fisiopatologia do
DM2 pode incluir um ou combinag&o de mecanismos do "Octeto Sinistro”, conforme

descricéo abaixo:

e Secrecao reduzida de insulina pelas células 3 das ilhotas de Langerhans;
e Secrecao elevada de glucagon pelas células a de ilhotas de Langerhans;
e Aumento da producéao de glicose no figado;

e Disfuncéo do neurotransmissor e resisténcia da insulina no cérebro;

e Aumento da lipélise;

e Aumento da reabsorcéo de glicose pelo rim;
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e Reducao do efeito da incretina no intestino delgado;

e Comprometimento ou diminuicdo da captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos, como musculo esquelético, figado e tecido adiposo.

FIGURA 1. OCTETO SINISTRO
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Fonte: Adaptado de: DEFRONZO (2009)

Apesar do advento de agentes anti-hiperglicémicos promissores, 0s principais
desafios no tratamento eficiente do diabetes incluem otimizar as terapias existentes
para garantir concentracdes ideais e balanceadas de glicose, bem como reduzir

complicac@es relacionadas ao diabetes em longo prazo (TAN et al., 2019).

3.2 OBESIDADE

Em paralelo a incidéncia do DM, esta a obesidade, que nas ultimas quatro
décadas triplicou, chegando a 20% da populacdo mundial. Esta bem estabelecido que
o estilo de vida sedentario pode resultar em desequilibrio entre o gasto e a ingestao
de calorias, o que pode levar & adiposidade e hiperinsulinemia (CARRETERO GOMEZ
et al., 2021; DI ANGELANTONIO et al., 2016).

A obesidade é uma doenca complexa com varias etiologias. E causada pela
ingestao excessiva de gordura e falta de exercicios. As caracteristicas mais aparentes

da obesidade sdo a deposicdo de tecido adiposo e um alto indice de massa corporal
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(IMC). O IMC é agora o critério aceito internacionalmente. A obesidade é definida
como um IMC 230,0 kg / m2 (CARRETERO GOMEZ et al., 2021; DIXON et al., 2011).

A obesidade e o estilo de vida sedentéario estdo associados a muitos problemas
relacionados a saude, incluindo perda de massa muscular, alteracdes metabdlicas,
dificuldades respiratérias e do aparelho locomotor, osteoartrite, osteoporose, doencas
cardiovasculares, resisténcia a insulina e DM2 (SHAWAHNA et al., 2021;
WANDERLEI; FERREIRA, 2010). Por outro lado, atividade fisica e exercicios, tém
muitos beneficios para a saude, a curto e em longo prazo (SHAWAHNA et al., 2021).
Recentes evidéncias epidemioldgicas mostraram que 85% dos adultos com DM2
também sdo obesos, e a previsdo para 2025 é que mais de 300 milhdes de pessoas
em todo o mundo terdo DM2 como consequéncia da obesidade (CHAIT; DEN
HARTIGH, 2020; ZHOU et al., 2016).

Individuos ndo obesos e saudaveis ndo tém grandes quantidades de gordura
visceral, que se enquadra amplamente na categoria de gordura ectopica. A gordura
visceral é altamente ativa metabolicamente, € constituida principalmente, pela gordura
omental, mesentérica e retroperitoneal, o contetdo de gordura visceral contribui para
varias caracteristicas da sindrome metabdlica, como hiperinsulinemia, inflamacéo
sistémica, dislipidemia e aterosclerose (CHAIT; DEN HARTIGH, 2020).

3.3 INSULINA ORAL

O ano de 2021 marca o centenario da descoberta da insulina em Toronto em
1921, um evento importante na medicina moderna. Nos ultimos 100 anos a insulina
ficou conhecida ndo apenas como um medicamento que salva vidas para pessoas
com diabetes, mas também como um agente farmacol6gico complexo com uma janela
terapéutica estreita (KURTZHALS et al., 2021).

A glicose é nossa principal fonte de energia, o sistema nervoso central (SNC)
precisa de glicose continuamente para suprir sua demanda de energia, e assim
manter a homeostase metabolica (VERBERNE; SABETGHADAM; KORIM, 2014).

A insulina (Figura 2) é um hormonio, que consiste de duas cadeias
polipeptidicas: a cadeia a, com 21 residuos de aminoacidos, ligada por duas pontes
de dissulfetos a cadeia B, constituida de 30 residuos de aminoacidos (KURTZHALS
et al., 2021; MOSLEMI; NAJAFABADI; TAJERZADEH, 2003). A insulina secretada
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pelas células beta pancreaticas tem um papel vital na regulacdo da homeostase
energética. Ao se ligar a seus receptores no figado, musculo e tecido adiposo, exerce
seus efeitos por meio de vias de sinalizacdo complexas que levam a deposicao de
energia e preservacdo dos estoques de energia. A biossintese e a secrecdo da
insulina sdo rigidamente reguladas para manter a glicose no sangue dentro de uma
faixa fisioloégica estreita, e a falha das células beta em produzir quantidades
adequadas de insulina leva a hiperglicemia, conforme observado em pacientes com
varios subtipos de DM (HAY; DOCHERTY, 2006).

FIGURA 2: ESTRUTURA PRIMARIA DA INSULINA HUMANA

! Cadeiap ** 29

Fonte: Adaptado de: Moslemi; Najafabadi; Tajerzadeh (2003)

Aplicar formulagBes farmacéuticas, engenharia quimica, biotecnologia e
tecnologia de entrega para tornar possivel imitar os padrdes naturais de liberacdo de
insulina das células B pancreaticas o mais préximo possivel e reduzir o tempo gasto
em hiperglicemia ou hipoglicemia tem sido o objetivo geral de estudos ao longo do
século. Porém, apesar dessas inovagdes sobre a insulina, o nivel geral de controle
glicémico no DM1 e DM2 esta longe de ser normalizado. Isso exige um foco continuo
de pesquisa com o objetivo de aperfeicoar ainda mais as opg¢des de tratamento com
insulina para pessoas com DM (KURTZHALS et al., 2021).

A insulina sendo horménio de natureza peptidica, se ingerida, imediatamente,
seria clivada pelas enzimas peptidases estomacais, perdendo sua funcao. Além disso,
o alto peso molecular, a alta hidrofilicidade, a presenca de cargas superficiais e
peptidases tornam a permeabilidade intestinal da insulina outra questdo a ser
superada (AL RUBEAAN; RAFIULLAH; JAYAVANTH, 2016; DAMGE, 2008; REIS,
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2008). Com isso, diversos estudos tém sido realizados buscando estratégias
inovadoras para possibilitar a administragéo oral da insulina. Entre esses estudos,
estdo o uso de nanoparticulas, microparticulas, intensificadores de absorcéo,
inibidores de enzimas, sistemas carreadores e micelas (AGARWAL; REDDY; KHAN,
2001; BRAVO-ALFARO et al., 2020; FANG et al., 2019; HE et al., 2018; HECQ;
AMIGHI; GOOLE, 2016; HU et al., 2019; KATSUMA et al., 2006; KUMARI et al., 2020;
MOMONH et al., 2020; SUDHAKAR et al., 2020; WONG; AL-SALAMI; DASS, 2018).
Pesquisas recentes de Lipinski e colaboradores (2017) com ratos diabéticos
demonstraram que a insulina oral atua no epitélio intestinal promovendo alteracgdes,
outro estudo mostrou que a administracao da insulina oral em ratos, consegue reverter
a hiperplasia intestinal diabética, possivelmente resultado de uma “down regulation”
de receptores de insulina no epitélio (SUKHOTNIK et al., 2011).

3.4 HIGH-FAT DIET

A dieta é um fator importante em nutricdo experimental de animais; dietas
hipercaloricas, também conhecidas como high-fat diet (HFD) tem sido utilizadas com
éxito para reproduzir modelos experimentais de sindrome plurimetabdlica e
obesidade. Roedores quando submetidos a dieta rica em lipidios, a partir de trés
semanas, apresentam quantidade aumentada dos tecidos adiposos retroperitoneal e
epididimal, ficando propensos a alteracbes nas etapas iniciais da sinalizacdo de
insulina e a disfuncdes no perfil lipidico (ALAMRI et al., 2020; DUARTE et al., 2006;
SHARMA,; TALIYAN, 2018).

A HFD aumenta a massa corporal adiposa e o tamanho do adipécito, reduz os
niveis plasméaticos de leptina e adiponectina, reduz a toleréncia oral a insulina e altera
a microbiota intestinal. A HFD proporciona grande quantidade de acidos graxos de
cadeia curta, que séo rapidamente absorvidos e implicados com a regulacdo da
sensibilidade a insulina (MARQUES et al., 2016; SCHEITHAUER et al., 2016).

Modelos de ratos espontaneamente diabéticos, obtidos por meio de cepas
geneticamente insulino-resistentes e modelos de ratos diabéticos ndo espontaneos,
obtidos tanto pelo uso de toxinas como a estreptozotocina (STZ) ou por administracao
de longa duragéo de HFD tém sido os principais modelos usados para estudar o DM2
em roedores (MELO et al., 2021).
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De acordo com Gheibi e colaboradores (2016) o modelo de dieta rica em
gordura com STZ € um modelo adequado e com boa relacdo custo-beneficio para
estudar o DM2, pois, tem caracteristicas metabodlicas semelhantes as do DM2
humano, podendo ser usado para investigar os efeitos de medicamentos

antidiabéticos mais recentes disponiveis para a doenca.

3.5 ESTREPTOZOTOCINA

A estreptozotocina (STZ) é um antibiético derivado do Streptomyces
achromogenes, € amplamente usada para induzir diabetes experimental em animais,
foi usada pela primeira vez em 1963, podendo ser usada para indu¢gédo do DM1 e DM2
(EZZAT et al., 2021; RADENKOVIC; STOJANOVIC; PROSTRAN, 2016; WU; HUAN,
2008).

A STZ é captada pelas células pancreaticas que contém transportadores de
glicose (GLUTZ2), assim, as células [ pancreaticas sdo mais sensiveis a STZ,
enquanto que as células que ndo expressam o GLUT2 séo resistentes. A alcalinizacédo
do DNA celular e subsequente ativacdo da poli-ADP ribose sintetase causam uma
letal e rapida deplecdo de NAD nas células pancreéticas, com subsequente reducao
no nivel de ATP e posterior inibicdo da sintese e secre¢ao da insulina (EITAH et al.,
2019; MALLEK et al., 2018; SILVA et al., 2011).

A STZ (Figura 3) possui em sua estrutura uma porcao nitrosuréia, porcdo essa
que causa danos as células B3, e apresenta também um grupo metil ligado a uma
extremidade e uma molécula de glicose na outra extremidade [2-deoxi-2-(3-(metil-3-
nitrosureia)-1-D-glicopiranose], a porcao desoxiglicose é responsavel pelo transporte
da molécula nativa através das membranas celulares (RADENKOVIC; STOJANOVIC;
PROSTRAN, 2016; NCBI, 2021).
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FIGURA 3: ESTRUTURA QUIMICA DA ESTREPTOZOTOCINA

Fonte: Adaptado de National Center for Biotechnology Information (2021).

Altas doses de STZ prejudicam gravemente a secrecdo de insulina,
caracteristica semelhante ao DM1, também pode levar a formacdo de corpos
cetbnicos, liberados na urina, caracteristicas do DM1 descompensado. No entanto, o
uso de STZ em baixas doses, causa um leve comprometimento na secregcédo de
insulina que € mais semelhante nos estagios decorrentes do DM2 (GHEIBI; KASHFI,
GHASEMI, 2017). No estudo de Silva e colaboradores (2011) € mencionada a
existéncia de evidéncias que indicam que os radicais livres podem ter um papel
essencial no efeito diabetogénico da STZ, ainda relatam que hamsteres desenvolvem
diabetes quando tratados com STZ, mas que nao existem trabalhos na literatura que
avaliem em hamsteres diabéticos, os produtos do estresse oxidativo e defesas
antioxidantes.

A alimentacdo com HFD leva ao desenvolvimento de obesidade, resisténcia a
insulina e hiperinsulinemia, mas n&o a hiperglicemia ou DM, com isso, para induzir o
DM, seria necessario administrar STZ em baixa dosagem. Este modelo, relatado
primeiramente por Reed e colaboradores (2000), mostrou que animais submetidos a
HFD exibiram niveis elevados de insulina no sangue, mas essencialmente tinham
concentracdes normais de glicose no sangue, um modelo que tem as caracteristicas
marcantes da resisténcia a insulina em humanos com DM2 (GHEIBI; KASHFI;
GHASEMI, 2017).
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3.6 NANOPARTICULAS POLIMERICAS COMO SISTEMA DE LIBERACAO
MODIFICADA DE FARMACOS

As Nanoparticulas poliméricas (NPs) podem ser definidas como estruturas
nanomeétricas solidas compostas por polimeros biodegradaveis ou biocompativeis.
Elas se destacam como sistemas carreadores de ativos, conferem vantagens
importantes como maior eficacia terapéutica, liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de acédo, além do
direcionamento a alvos especificos sem imobilizacdo significativa das espécies
bioativas (GUERRERO-ARELLANO, 2017; FARAGO, 2007; MORA-HUERTAS et al.,
2010; AHMAD et al., 2011). Elas protegem o farmaco da degradacéo, pois garantem
estabilidade fisica durante o armazenamento e em fluidos bioldgicos, propiciam
interessantes propriedades in vivo, como 0 aumento da sua absorgdo, maior
capacidade de ultrapassar barreiras bioldégicas e a distribuicdo diferenciada e
otimizada. Podem ser direcionadas para células e tecidos especificos, uma vez que a
superficie e a carga superficial podem ser modificadas pela insercéo de determinados
ligantes como, anticorpos, tensoativos e polimeros (ZAVISOVA et al.,, 2019;
GUERRERO-ARELLANO, 2017; ALLEMAN et al., 1993).

As NPs podem ser divididas em nanocapsulas ou nanoesferas (Figura 4),
diferenciadas pela composicdo e organizacdo estrutural. As nanocépsulas séo
estruturas vesiculares heterogéneas compostas por um nudcleo confinado por uma
parede polimérica, onde farmaco pode ser dissolvido ou disperso no nucleo e/ou
adsorvido no material polimérico. As nanoesferas ndo tem nudcleo definido, mas um
sistema monolitico onde o farmaco encontra-se homogeneamente disperso ou
solubilizado no interior da matriz polimérica (ZHANG; ZHANG; ZHU, 2019; UPPAL et
al., 2018; KHAN; SAEED; KHAN, 2017; KUMARI et al., 2010).
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FIGURA 4: MODELOS DE ESTRUTURAS DAS NANOPARTICULAS
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Fonte: adaptado de UPPAL et al. (2018)
Nota: Nanocapsulas: farmaco no nucleo oleoso, podendo ter uma quantidade do farmaco
adsorvido na parede polimérica; Nanoesferas: farmaco retido na matriz polimérica e também

adsorvido ou disperso na matriz polimérica.

As nanocépsulas, se comparadas as nanoesferas, apresentam caracteristicas
mais promissoras na liberacéo de farmacos, isso devido a sua capacidade aumentada
de transportar ativos empregando pequenas quantidades da matriz polimérica. Soma-
se ainda o fato de o principio ativo encapsulado ficar protegido pelo revestimento
polimérico, o que evita a liberacdo rapida induzida por pH ou degradacéo,
temperatura, enzimas, entre outros fatores. As propriedades dos polimeros exercem
uma influéncia expressiva sobre a eficiéncia de encapsulacéo, biodistribuicdo das
nanocapsulas no organismo, perfil de liberacéo e estabilidade (DENG, 2020; ZHANG;
ZHANG; ZHU, 2019 KHAN; SAEED; KHAN, 2017).

A microencapsulagéo é o processo onde o farmaco é encapsulado por matriz
polimérica biocompativel e/ou biodegradavel, produz particulas com diametros
geralmente entre 1 a 1000 ym, essa técnica tem incontaveis aplicagdes farmacéuticas
como preparacdo de medicamentos com liberacdo prolongada ou comprimidos com
ativos incompativeis, utilizada também em novos conceitos de formulacbes para
cremes, aerossois, emplastros, curativos cirurgicos e injetaveis (KRAJISNIK; CALIJA;
CEKIC, 2017; MITHU et al., 2017; AHMAD et al., 2011). As nanoparticulas
representam um sistema simples, mas eficaz de liberacdo de farmacos. Muitos
farmacos hidrofébicos podem ser encapsulados por técnicas de evaporacdo do
solvente, contudo a taxa de remoc¢éo do solvente afeta fortemente as caracteristicas
das nanoparticulas formadas, dependendo da temperatura, pressao, caracteristicas
de solubilidade do polimero e do solvente (SHAHANI; PANYAM, 2011).
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3.6.1 Polimeros e sistemas pH dependentes

Os polimeros sdo macromoléculas, naturais ou sintéticas, caracterizadas por
sua estrutura quimica, tamanho e interacdes intra e intermoleculares, possuindo
unidades quimicas ligadas por covaléncias, repetidas regularmente ao longo da
cadeia, denominadas meros, das classes de materiais existentes, estdo entre as mais
versateis, apresentando iniUmeras aplicacdes, inclusive no setor farmacéutico, na
producdo de medicamentos e cosméticos (KHAN; SAEED; KHAN, 2017; MANO;
MENDES, 2004; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Os excipientes poliméricos constituem um grande e vasto grupo de
substancias, incluindo compostos macromoleculares de origem natural (gelatina,
quitosana, celulose), polimeros semissintéticos (derivados da celulose,
polietilenoglicois, poliamidas) e produtos de fermentacdo (goma xantana). Esses
polimeros sdo empregados em iniUmeras formas medicamentosas através de muitas
vias de administracdo (oral, parenteral, inalatoria, etc.) (PIRES; BIERHALZ; MORAES,
2015; SEVERINO et al., 2011; KAROLEWICZ, 2016).

Além de suas funcbes bésicas, os polimeros podem ter propriedades
adicionais, como sensibilidade a estimulos, muco adesao, inibicdo de enzimas,
aumento da capacidade de penetracdo no epitélio intestinal, propriedades absortivas,
habilidade de mascarar sabores, atividades farmacoldgicas, aumento de capacidade
tampdo e capacidade de interagdo ou conjugacao com enzimas responsaveis pelo
metabolismo de farmacos, sendo todas caracteristicas muito importantes no emprego
da tecnologia farmacéutica em sistemas inteligentes de liberagdo de farmacos (KHAN;
SAEED; KHAN, 2017; KAROLEWICZ, 2016).

3.6.2 Eudragit® S100

Os polimeros Eudragit sdo copolimeros derivados de ésteres do acido acrilico
e metacrilico, possuem propriedades fisico-quimicas determinadas por grupos
funcionais. Estéo disponiveis em diferentes formas fisicas como na forma de pos,
disperséo aquosa e granulos de solucéo organica. O Eudragit® S100 (ES-100) € uma
substéancia sélida na forma de p6 branco com um odor caracteristico fraco, tém peso
molecular, valor acido e temperatura de transi¢éo vitrea de aproximadamente 125.000

g/mol, 190 mg KOH/g de polimero e > 150° C, respectivamente, estd entre os
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polimeros com caracteristicas de sensibilidade a estimulos, neste caso aos estimulos
de pH (pH dependentes), sua estrutura quimica genérica pode ser observada na
Figura 5 (DE ARCE VELASQUEZ et al., 2014; PATRA et al., 2017).

FIGURA 5: ESTRUTURA QUIMICA GENERICA DO POLIMERO EUDRAGIT® S100
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Fonte: autor, 2020

Nota: O “X” representa os grupos carboxilicos livres e o “y” os esterificados.

O Eudragit® S100 (ES-100) é usado para a liberacédo de drogas direcionadas
ao intestino, € um copolimero anidnico, baseado em acido metacrilico e metacrilato
de metila, insolivel em meio 4cido, mas soltvel em meio intestinal pH 7, promovendo
gastroresisténcia e propriedades de liberacédo controlada as formulacbes (DE ARCE
VELASQUEZ et al., 2014; PATRA et al., 2017).

3.6.3 Spray-drying

A tecnologia de micro/nanoencapsulacao de revestimento entérico tem atraido
consideravel atencdo no campo da medicina, especialmente para administracao oral,
devido a sua capacidade de prevenir a dissolugdo no meio gastrico, aumentar a
solubilidade e a permeabilidade de farmacos, melhorando assim sua
biodisponibilidade que € um grande desafio para industria farmacéutica. Muitas
técnicas tém sido utilizadas para melhorar a hidrossolubilidade e a liberacdo de
farmacos, e as dispersbes solidas apresentam os melhores resultados. Um dos
métodos existentes para o preparo dispersfées soélidas € o método por spray-drying
(método de evaporagdo de solvente). A producdo de nano e microparticulas pelo
meétodo de spray-drying tem grande aplicabilidade e facilidade de producéo em larga

escala cumprindo as exigéncias requeridas, por isso tem sido inserida nos processos
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da industria farmacéutica (ASHOUR et al., 2016; BASHA; SALAMA; EL AWDAN,
2017; P. A. FERREIRA et al., 2020; TOKUNAGA et al., 2021).

No método de spray-drying (Figura 6), a formulacdo (solugéo, suspensao ou
emulsdo) em estado fluido é transformada em particulas secas, por meio de
pulverizagdo dos produtos de alimentagcdo em meio de secagem a quente. Esse
processo ocorre em trés estagios, a atomizacao de um liquido alimentando o spray, a
mistura no spray das goticulas de alimentacdo com a corrente de gas aquecida para
evaporar o solvente e a separacao e coleta do p6 seco da corrente de gas (LIU; CHEN;
SELOMULYA, 2015; MITHU et al., 2017).

FIGURA 6: EQUIPAMENTO DE SPRAY-DRYER

Spray

Ar quente

Solugéo

Micro/Nanoparticulas

Fonte: Adaptado de Ramos; Silveira Janior; Prata (2021).

Nota: Com auxilio da bomba a solugéo é carregada até o atomizador, que transforma o liquido em
goticulas, que entram em contato com o ar aquecido no interior da cAmera de secagem, o ar aquecido
remove a 4gua das goticulas, resultando em um po6 fino, que passa por um ciclone e é acondicionado
no coletor.
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4 MATERIAL E METODOS

As atividades de pesquisa foram realizadas no Complexo de Laboratérios
Multiusuarios e no Laboratorio de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) com aprovagdo da Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Processo
044/2018 CEUA-UEPG).

4.1 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS PELO METODO DE SPRAY-DRYING

A obtencéo das nanoparticulas foi conduzida pelo método de secagem por

asperséo ou spray-drying.

A partir da insulina Humulin® Regular (IHR) - insulina humana (derivada de ADN
recombinante) e do polimero Eudragit® S100 (ES-100), foi desenvolvida a formulacédo
das nanoparticulas de insulina oral (INOR). A concentracfes tedricas de insulina
utilizada foi 10% (400 mg). Com o método utilizado, 3,6g do polimero ES-100 foi
disperso em 115,3 mL (400mg) de IHR em agitacdo magnética, sendo em seguida
acrescentado solucdo tampao fosfato pH 7,4. Apdés isso, a solucéo foi mantida sob
agitacdo por 24h. Transcorrido esse periodo, as formulagdes foram conduzidas a
secagem por aspersao, utilizando o equipamento Spray-Dryer LABMAQ, modelo MSD
0.5, operando nas seguintes condi¢cdes: sob as seguintes condi¢cdes: pressédo 1,68
bar, fluxo 0,22 L.hora-1, 60 °C. Todas as formula¢gdes foram obtidas em triplicata e os
produtos foram armazenados sob refrigeracdo, em recipientes hermeticamente
fechados. As condicGes estabelecidas (tempo de agitacdo, pressdo, fluxo e
temperatura) foram mantidas constantes para minimizar as flutuacdes. Foram
preparadas nanoparticulas sem farmaco, nas mesmas propor¢des, para fins

comparativos.
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4.1.1 Desenvolvimento do método analitico por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC)

4.1.1.1 Equipamentos e condi¢cdes cromatograficas

As analises cromatogréficas foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu
Nexera X2 (Quioto, Japao), equipado com detector DAD SPD-M20A, degaseificador
DGU-20A5RA, bomba LC-30AD, amostrador automatico SIL-30AC, forno CTO-20A,
moédulo comunicador CBM-20A e software Labsolutions versdo 5.73. Foi utilizada
coluna C18 Shim-pack XR-ODS Ill, 200x2 mm, com tamanho de particula 2,2 um. A
eluicdo foi realizada a 30°C, fase mdével acetonitrila:agua acidificada com 0,1% de
acido acético, em modo gradiente de 70 a 80% de acetonitrila (ACN) por 3 min, e
mantido a 70% de ACN por 1 min para retorno da condigéo inicial, com fluxo de 0,3
mL.min? e volume de inje¢cdo de 10uL. O tempo de andlise foi de 3,0 minutos e a

deteccdo UV-Vis ocorreu em 273 nm.

4.1.2 Preparo da Solugéo Padréo

A solucéo padrao de IHR foi preparada em ACN:agua acidificada com 0,1% de
acido acético (50:50, V/V), 500,0 ug.mL*. DiluicGes foram realizadas com objetivo de
obter solugdes com concentragdo entre 10,0 e 50,0 ug.mL*, onde a concentragdo de
30,0 ug.mL* foi definida como 100%. Antes de serem injetadas no cromatdgrafo, as
solucdes foram filtradas em filtro de politetrafluoretileno (PTFE, Cromafil® Xtra, 0,45
Mm x 22 mm, Macherey-Nagel GNBH & Co. KG, Diren, Alemanha).

4.1.3 Desenvolvimento do método para quantificacdo da IHR incorporada as

nanoparticulas

Para avaliar a melhor condicéo para a corrida cromatografica, foi realizado um
experimento em gradiente exploratorio, variando a concentracdo de ACN de 5 a 100%
em 60 minutos. ApGs isso, as condi¢cdes cromatograficas foram otimizadas para se
obter melhor resolugéo do pico da IHR. O método analitico por UHPLC foi realizada
segundo o0s principais critérios propostos pela International Conference on

Harmonisation of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
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Human Use (ICH, 2005) e pela Resolucdo 166 de 24 de julho de 2017 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017). Avaliaram-se o0s parametros de
especificidade, linearidade, limites de deteccéo e de quantificacao.

A especificidade foi determinada pela analise dos cromatogramas da solucao
de nanoparticulas sem IHR (controle negativo) em comparagdo com as nanoparticulas
com IHR. Assim, o objetivo desta analise foi confirmar que nenhum componente da
formulacéo interfere na quantificacdo da IHR.

A linearidade do método foi avaliada por regressao linear usando o método dos
minimos quadrados, pela média dos pontos de trés curvas analiticas auténticas, nas
concentragées de: 10,0; 30,0; 50,0; 70,0 e 90,0 ug.mL?. A inclinacdo e outros
parametros das curvas analiticas foram calculados por regresséo linear e anélise de
variancia (ANOVA). Avaliacao de cada ponto foi realizada em triplicata. Os limites de
deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados com base no desvio padrao
(DP) e inclinacéo (S) das curvas analiticas, por meio das Equacodes (1) e (2).

D= 3,3xDP
S @)
10xDP
LQ =
S )

4.1.4 Quantificacdo e eficiéncia da IHR encapsulada as nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulacdo (EFEN) das nanoparticulas de INOR foi obtida
pelo método indireto, por meio da quantificacdo de IHR presente nos sobrenadantes
(solucdo aquosa), quantificacao do principio ativo ndo encapsulado. O valor da EFEN
foi determinado através da razdo entre a massa de IHR encapsulada e a massa de
IHR tedrica (IHRt), sendo a massa de IHR encapsulado determinada pela diferenca
entre IHRt e a massa de IHR ndo encapsulada (IHRne). Antes da corrida analitica,
adicionou-se 500 pL da solugédo em um dispositivo de ultrafiltracdo Amicon® Ultra 0.5
(EMD Millipore, Darmstadt, Alemanha) e o mesmo centrifugado em Centrifuga
(Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha) por 30 min a 6000 rota¢gdes. Os sobrenadantes
resultantes foram recolhidos, as amostras foram diluidas para se obter concentractes

tedricas de 10,0; 30,0 e 50,0 uyg.mL*. O doseamento da IHRne foi realizado em
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triplicata, frente ao método analitico (UHPLC), na faixa de 0,50 a 50 yg.mL* e no
comprimento de onda de 273 nm, comprimento semelhante ao encontrado no estudo

de Zhang e colaboradores (2009). A EFEN foi calculada de acordo com a Equacao

(3).

copy - JARE— HRne
=7 IHRt

©)

4.1.5 Espectrometria de difracéo a laser

O tamanho da particula foi determinado por espalhamento de luz dinamico, o
potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética, ap6s o preparo de uma
suspensdo com as nanoparticulas com e sem IHR (1:500, V/V) em &gua ultrapura. As
medidas foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano series ZS90
(MALVERN INSTRUMENTS, Worcestershire, Reino Unido).

4.1.6 Microscopia eletronica de varredura com canh&o de emissao por campo
(Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy — FEG-SEM)

A avaliacdo morfolégica e de superficie foi realizada em microscopio eletrénico
de varredura com canhdo de emisséao por campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno,
Republica Tcheca). Para o preparo da amostra diluiu-se a nanosuspensao em agua
na proporcao 1:500 (v/v) e uma gota foi depositada sob o Stub e seca em temperatura
ambiente. Submeteu-se as amostras a metalizacdo com ouro em metalizador IC-50
lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Japao). Para obtencdo das eletromicrografias,
empregou-se voltagem de aceleracdo de 15 kV, utilizou-se software especifico

(Electron Optical Design).

4.2 MODELOS ANIMAIS

Os animais usados neste trabalho foram ratos da linhagem Wistar fornecidos

pelo Biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), machos, entre 2 e
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3 meses de idade, peso aproximado de 300 gramas, totalizando 60 ratos. Os animais
foram alojados em gaiolas coletivas com 5 animais cada e mantidos numa sala com
condi¢Bes ambientais de: 24°C sob luz artificial em e ciclos claro e escuro (12 horas /
12 horas) com agua potavel ad libitum e high-fat diet (HFD). A preparacéo da dieta foi
obtida na concentracdo: 5.000 gramas de racdo padrdo Nuvilar®, 5.000 gramas de
farinha de trigo, 2.000 gramas de leite condensado e 2.000 gramas de gordura animal.
A mistura da racado foi seca em geladeira para se obter as caracteristicas ideais de
alimentacao dos roedores. Os animais foram distribuidos em quatro grupos conforme

a Figura 7:

FIGURA 7: DIVISAO DOS GRUPOS CONFORME TRATAMENTO

Ratos Ratos
CONTROLE DIABETIZADOS

Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2)

15 Ratos /'15 Ratos

7
, 60
__~ Ratos

Grupo 3 (G3) Grupo 4 (G4)
15 Ratos 15 Ratos Ratos
Ratos DIABETIZADOS
Tratados com Tratados com
NANOPARTICULAS de INOR NANOPARTICULAS de INOR

Fonte: autor, 2020

4.2.1 Diabetizacédo

Para inducdo do DM, foram selecionados os ratos wistar dos grupos G2 e G4,
os 30 roedores receberam uma aplicacdo Unica intraperitoneal de 20 mg/kg de
estreptozotocina (STZ) (Cayman chemical company — USA). Aplicou-se STZ em baixa
dosagem, tendo como objetivo juntamente com a dieta HFD levar o desenvolvimento

do DM2 nos animais.
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4.2.2 Verificagédo da glicemia

Verificou-se a glicemia 18 dias ap0s o inicio do experimento, 42 dias depois e
ap6s o ultimo dia do experimente, foi utilizado o glicosimetro portatil Accu-Chek®

Active, linha de monitores e tiras de glicemia desenvolvida pela Roche.

4.2.3 Tratamento

Os ratos dos grupos G3 e G4 receberam nanoparticulas de INOR associada a
diluicdo de acido cloridrico (HCI 0,1%) por gavagem. Este tratamento foi realizado
durante 60 dias entre as 14:00h e 17:00h. O HCI foi utilizado na diluicdo para evitar a

liberacdo da insulina antes de chegar ao intestino delgado.

Os grupos G1 e G2 que ndo receberam as nanoparticulas de INOR foram

submetidos apenas a gavagem para padroniza¢do, ambos recebiam 20 uL HCI 0,1%.

Os animais foram pesados durante o periodo de tratamento a cada 15 dias.

4.2.4 Coleta de materiais

No 60° dia do experimento os ratos ficaram em jejum por 8-12 horas,
devidamente marcados e submetidos a cirurgia para a coleta de sangue e 6rgaos. O
procedimento foi realizado no laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia
Experimental da UEPG sendo que a equipe era constituida de um cirurgido, um
auxiliar de cirurgido, e o restante da equipe composta por 6 pessoas que se dividiram
em pesagem, acondicionamento e identificacdo das pecas cirdrgicas.

Para anestesiar os animais, utilizou-se o isoflurano, até que ocorre-se a perda
da consciéncia e de respostas a estimulos. Logo apés, em decubito dorsal, foi
realizada uma incisdo mediana e abertura dos planos até a cavidade pleural e
exposicao do coracgao, sendo realizada puncao cardiaca e aspiracao de 4 a 10 mL de
sangue e armazenada para analise.

Retiraram-se as pecas intestinais (duodeno e ileo) padronizando com 10 cm

cada segmento intestinal, apés, foram limpos internamente com agua e realizou-se a
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pesagem em balanca de precisdo, em seguida imediatamente acomodadas em
recipientes contendo solucao salina de formol a 10% e identificados individualmente.

Retiraram-se as gorduras omentais, mesentéricas e retroperitoneais e
epididimais, em seguida pesagem em balanca de precisdo e imediatamente
acomodadas em recipientes contendo solucao salina de formol a 10% e identificados
individualmente.

Foram excluidos da coleta animais que no momento estavam inapropriados
para 0 experimento com alteracbes patoldégicas como diarreia ou alteracdes

morfologicas (intussuscepgao intestinal).

4.3 PREPARACAO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

As laminas foram preparadas no Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia
Experimental. Foram excluidos os 3 cm iniciais do duodeno e ileo e extraidos 3
recortes em comprimentos de 0,5 cm. Excluiu-se as pegas que ndo se conservaram
com o formol. Tais amostras foram acondicionadas e identificadas em cassetes e apés
processadas em etanol 70% (2 banhos), 80% (2 banhos), 90% (4 banhos) e 100% (2
banhos) todos com duracédo de 30 minutos cada, xilol (2 banhos) e se finalizou com
parafina por 1 hora em 60°C.

As amostras foram reposicionadas e preenchidas em blocos de parafina para
a realizacdo de corte transversal. ApGs a secagem foi utilizado o micrétomo com corte
de 5 micrometros de espessura e imediatamente postos em banho maria a 40°C,
selecionou-se as amostras com melhor visualizacdo sem rasgaduras ou bolhas para
posterior colocacdo na lamina recoberta de albumina que aumenta a aderéncia do
tecido a peca, por fim deixadas secar por no minimo 48 horas.

Para coloragéo histolégica foi utilizado Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas
foram processadas e se removeu a resina em excesso com xilol para analise dos
resultados. Optou-se pela realizagdo de 3 laminas para cada amostra tecidual de
duodeno, ileo, retroperitdbnio e mesentério, o que resultou num total de 720 laminas,

sendo 180 laminas de cada.
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4.4 HISTOMORFOMETRIA

Foram realizadas 3 micrografias de cada lamina, com o fotomicroscopio
(Olympus AX70), e com auxilio do software TCapture os campos foram selecionados
conforme a disponibilidade de adipdcitos intactos na sua maior parte e selecionando
as melhores laminas. Foi utilizada a intensidade de luz 3, a objetiva de 10 para captura
da imagem, com White balance. Foi analisado o diametro de 5 células por foto e a
quantidade de adipécitos em dois campos de 3 campos diferentes da lamina (Figura
8). A histomorfometria foi realizada pelo programa Image J® permitia a selecdo dos
campos mais intactos por meio do filtro Grid, sob configuracées: Lines, Area per point
1000000.

FIGURA 8: FOTOS DAS LAMINAS

Fonte: autor, 2020

O tecido foi processado pela técnica de hematoxilina-eosina e fotomicrografias
realizadas em aumento de 10x, demonstrando as medidas dos adipdcitos e a
contagem de células.

Foram realizadas 3 micrografias de cada peca com o microscopio trinocular
(Novel Optics) com camera acoplada (Tucsen 1080P) e com auxilio do software
TCapture (Figura 9) os campos foram selecionados conforme a disponibilidade das
vilosidades integras na sua maior parte e selecionando as melhores laminas.

As pecas foram avaliadas pela medicdo de 9 vilosidades, analisando 3
diferentes campos dentre as 3 micrografias por meio do programa ImageJ®. As

medidas foram padronizadas de forma a medir o maior comprimento do vilo e da
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cripta. O comprimento do vilo foi obtido pela medida correspondente a distancia entre

0 apice da vilosidade e o inicio da cripta; ja a cripta obtida pelo inicio da cripta ao inicio
da submucosa.

FIGURA 9: ANALISE DO DUODENO COM CAMERA 0,5X EM ZOOM DE 4X

o S 1, . Medidalda cripta.
: 2. (AMARELO): Medida da vilosidade.

Fonte: autor, 2020

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa SPSS STATISTICS
(IBM version 20) e no ambiente R (R Core Team, 2021). Foi realizada anélise da
variancia ANOVA com pos-teste de Tukey, analise descritiva com estimativa de
média, mediana, desvio padrédo, percentil 25% e 75% do tempo e da area das curvas.
Verificou-se a aderéncia quanto a distribuicdo normal pelo teste Shapiro-Wilk.
Coeficientes de correlacdo, modelos de regressao linear e graficos de pontos foram
construidos da area em funcéo da concentracao para encontrar a melhor equacgao que

explicasse o comportamento das variaveis, foram aceitas diferencas significativas
para p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas de INOR preparadas a partir do ES-100 foram obtidas com
sucesso por spray-drying, apresentaram aspecto fisico de pdé ultrafino branco,
tonalidade semelhante também foi observada nas nanoparticulas que foram

preparadas sem IHR.

5.1.2 Desenvolvimento do método para quantificacdo da IHR incorporada as

nanoparticulas

Antes de iniciar os testes para a definicAo das condicbes cromatogréficas,
utilizou-se como base o estudo de Moslemi, Najafabadi e Tajerzadeh (2003), onde foi
descrito uma metodologia para determinacdo da insulina, porém por HPLC (High
Performance Liquid Cromatography).

Apbés a corrida em gradiente exploratério, foi definida a fase movel
acetonitrila:dgua acidificada com 0,1% de acido acético (V/V), em modo gradiente de
70 a 80% de acetonitrila (ACN) por 3 min, e mantido a 70% de ACN por 1 min para
retorno da condicdo inicial, com fluxo de 0,3 mL.min! e volume de inje¢do de 10uL,
como sendo as condicbes padrdo para o restante das analises. O tempo de analise
foi de 3,0 minutos, 0 que € adequado para rotina laboratorial, onde é imprescindivel
que as analises sejam simples e rapidas.

A especificidade é a habilidade de um método analitico diferenciar o analito em
presenca de impurezas ou outros componentes na amostra (ICH, 2005). O
cromatograma da Figura 10 na concentracédo de 50 ug.mL* mostra a especificidade
do método para a IHR, frente a possiveis impurezas. A especificidade em relagédo as
nanoparticulas foi demonstrada por comparacdo do cromatograma das
nanoparticulas com e sem farmaco, ilustrados nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
Comparando os cromatogramas obtidos (Figura 11 e 12), demonstrou-se a
especificidade do método, sem apresentar interferentes no tempo de retencdo do
analito, em concordancia com as especificagfes oficiais (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

Os resultados mostram que ndo ha interferéncia na quantificagdo e no tempo de
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retencdo da IHR. Sendo assim, é possivel confirmar a especificidade do método

proposto para a quantificacdo da IHR e nanoparticulas com ES-100.

FIGURA 10: CROMATOGRAMA DE UHPLC CORRESPONDENTE AO PADRAO ANALITICO DA
IHR NA CONCENTRACAO DE 50 pg.mL*
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Fonte: autor, 2020

FIGURA 11: CROMATOGRAMA DA NANOPARTICULA SEM INOR
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FIGURA 12: CROMATOGRAMA DA NANOPARTICULA COM INOR
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Fonte: autor, 2021
A linearidade do método foi avaliada por meio de cinco niveis de concentragao:
10,0; 30,0; 50,0; 70,0 e 90,0 yg.mLL. Foi observada relacao linear entre a area do pico
e a concentragdo da Insulina em uma faixa de concentracéo de 10,0 a 90,0 yg.mL™.

A equacdo linear obtida para o método foi y= -9016,3+19554,2x (R?=0,999) (Figura
13).

FIGURA 13: REPRESENTACAO GRAFICA DA CURVA ANALITICA MEDIA PARA A
DETERMINACAO DA IHR OBTIDA POR UHPLC (A = 273 nm)
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Fonte: autor, 2020
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Em concordancia com o Analytical Methods Committee (AMC), o coeficiente de
correlagdo com valor préximo a 1 ndo é impreterivelmente um resultado de relagdo
linear, por esse motivo, deve ser aplicado o teste de falta de ajuste (lack of fit). Teste
gue avalia a variagao dos valores residuais (GOMES et al., 2015; HADAD; EMARA;
MAHMOUD, 2009). O teste ANOVA para a linearidade esta apresentado na Tabela 1.
Para falta de ajuste, o valor de F foi menor que o valor de F tabelado, para o intervalo
de 95% de confianga (0=0,05), portanto, a regresséo linear ndo apresentou falta de
ajuste (KLEIN; LONGHINI; DE MELLO, 2012).

TABELA 1: RESULTADOS DE ANOVA PARA LINEARIDADE DO METODO

SS DF MS F Ftab
Modelo 1,866363 x 1013 1 1,866363 x 103 15958,37 4.600
Residuo 1,637328 x 1010 14 1,169520 x 10° Linear
Falta de ajuste 2,455186E+09 4 613796388 0,441006 3.478
Erro puro 1,391810 x 1010 10 1,391810 x 10° Nao ha falta de ajuste

Onde: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F do teste;
Ftab: valor do F tabelado
Fonte: autor, 2020

5.1.3 Quantificacdo e eficiéncia da IHR encapsulada as nanoparticulas

A IHR encapsulada apresentou teor de farmaco superior a 99%, com baixos
valores de desvio padrdo e desvio padréo relativo para as analises em triplicata
(Tabela 2). Foi observada relacéo linear entre a area do pico e a concentracdo da

IHRne em uma faixa de concentragdo de 30,0 a 70,0 yg.mL™.

TABELA 2: TEOR DE IHR INCORPORADA NAS NANOPARTICULAS

Concentracdo Doseamento (%+DP*) DPR*
30 99,43+0,55 0,56
50 99,38+2,54 2,56
70 99,34+1,59 1,61

*DP: desvio padréo; ** DPR: desvio padréo relativo
Fonte: autor, 2021
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A formulacdo mostrou-se estavel e com resultado satisfatorio frente ao
procedimento realizado, quantificagdo determinada por UHPLC, demonstrando que o
sistema polimérico desenvolvido e realizado por meio do spray-drying, tem efetividade
de encapsulamento, outros estudos como o de D’Souza e colaboradores prepararam
microparticulas poliméricas de insulina com B-ciclodextrina, também utilizando o
meétodo por spray-drying, de acordo com a analise cromatografica eles alcancaram
uma EFEN de aproximadamente 95% (D’'SOUZA et al., 2015).

Agrawal e colaboradores prepararam Microesferas com insulina humana
contendo inibidor de protease e Eudragit® S100 (ES-100), o método utilizado foi o de
evaporacao do solvente de emulsdo mdltipla, no entanto eles obtiveram uma menor
EFEN, perto de 77%, a quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) por meio do doseamento do principio ativo
presente nos sobrenadantes (AGRAWAL; WAKTE; SANTOSH SHELKE, 2017). Em
estudo mais recente, Chen e seus colaboradores desenvolveram por um método de
emulsado dupla, dois tipos de nanoparticulas de insulina, uma revestida com alginato
e outra revestida com quitosana. A EFEN obtida foi em torno de 82% para as
nanoparticulas revestidas com alginato e para as revestidas com quitosana o valor foi
préximo a 55%, o tamanho dessas nanoparticulas ficou entre 200 e 300 nm (CHEN et
al., 2019).

No estudo de Lopes e colaboradores foi utilizada uma técnica modificada de
emulsificacao e gelificacdo interna para o preparo de nanoparticulas de insulina com
alginato e sulfato de dextrana, obtiveram uma EFEN de 99,3%+0,5%, uma eficiéncia
superior ao que foi relatado por eles anteriormente em outros estudos (LOPES et al.,
2015).

5.1.4 Diametro médio e indice de polidisperséo

O tamanho da particula, o indice de polidispersdo e o potencial zeta das
nanoparticulas podem influenciar a captacéo celular gastrointestinal e na eficacia dos
agentes terapéuticos (WONG; AL-SALAMI; DASS, 2020). Com base nos resultados
indicados (Tabela 3), pode-se observar que as nanoparticulas sem IHR apresentaram
tamanho em torno de 199,20 nm e as com IHR apresentaram diametro médio de
228,50 nm, estando de acordo com o esperado, o tamanho em nanoescala pode
aumentar a absorcdo oral de insulina (WONG; AL-SALAMI; DASS, 2020). As
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suspensdes apresentaram valores de indice de polidispersdo variando entre 0,16
(com IHR) e 0,19 (sem IHR), possuindo uma pequena variagcao de tamanho entre as

particulas.

TABELA 3: DIAMETRO MEDIO DAS NANOPARTICULAS

Nanoparticulas  Tamanho de particula (nm) indice de polidispersédo (PDL)

Com IHR 228,50+12,39 0,16+0,005
Sem IHR 199,20+14,74 0,19+0,013

Média (n=3) + desvio padrao
Fonte: autor, 2021

5.1.5 Potencial zeta

De acordo com o estudo de Zaichiko e colaboradores (2020), o potencial zeta
esta entre os parametros que sdo cruciais em relacdo as propriedades de permeacao
dos sistemas de liberacdo de drogas por meio de barreiras fisiolégicas, como muco e
membranas celulares. Cargas negativas podem facilitar a penetracéo através do muco
carregado negativamente, minimizando o aprisionamento. Na Tabela 4 é possivel
verificar os resultados de potencial zeta obtidos para as nanoparticulas, tanto as
formulagbes com IHR e sem IHR apresentaram valores de potencial zeta negativos.
No estudo jA mencionado de Chen e seus colaboradores, onde dois tipos de
nanoparticulas foram desenvolvidas, a revestida com alginato apresentou potencial
zeta negativo e a revestida com quitosana apresentando potencial zeta positivo
(CHEN et al., 2019).

TABELA 4: VALORES DE POTENCIAL ZETA DAS NANOPARTICULAS

Nanoparticulas Potencial Zeta ()
Com IHR -43,7£5,91
Sem IHR -45,6+4,08

Média (n=3) * desvio padrédo
Fonte: autor, 2021
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5.1.6 Analise Morfoldgica de Superficie

A analise morfologica das particulas foi realizada por meio de microscopia
eletrbnica de varredura com canhao de emisséo por campo (FEG), as fotomicrografias
obtidas para as nanoparticulas estdo apresentadas na Figura 14. As imagens
confirmaram a formacéo de nanoparticulas através da metodologia por spray-drying
bem como as dimensdes nanométricas das formulacdes em estudo. As formulaces
apresentaram particulas com formato esférico bem definido, com superficie lisa e sem
a presenca de poros, a forma esférica € comumente esperada quando se utiliza a
técnica de spray-drying para secagem, isso pode ser observado na literatura
(SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2019; PRADHAN et al., 2016; SOTI et al., 2015;
DOMINGUES et al., 2008). Nao foi verificada a presenca de cristais, nem outros

componentes da formulacdo na superficie da particula.

FIGURA 14: FOTOMICROGRAFIAS OBTIDAS POR FEG: NANOPARTICULAS SEM IHR E
NANOPARTICULAS COM IHR (AUMENTO DE 40.0KX)

SEMHV: 150kV | WD: 4.95mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV
Det: SE

SEM MAG: 40.0 kx 1pm SEM MAG: 40.0 kx |
View fieid: 5.19 ym Date(m/dly): 09/18/18 Performance in nanospace

Fonte: autor, 2021
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5.2 GLICEMIA

Com finalidade de averiguar se com a dieta hipercalérica (HFD) e a baixa dose
de STZ, os roedores se tornariam diabéticos, realizou-se a analise da glicemia ao
longo do tempo (Figura 15). Ratos foram considerados DM>250 mg/dL. No Grafico 1
observar-se que uma leve hiperglicemia, no entanto ndo ha diferenca significativa

entre 0s grupos.

FIGURA 15: PERFIL GLICEMICO DOS ANIMAIS AO LONGO DO TEMPO
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Fonte: autor, 2020

O pré-DM é considerado uma etapa precursora para o desenvolvimento da
doenca, é definido pela tolerancia diminuida a glicose, sendo inferior ao DM, no
entanto acima dos valores normais, devido a resisténcia insulinica e disfuncédo das
células beta (RHEE, WOO, 2011).

Neste estudo constatou-se que a dose de 20 mg/kg e o periodo de 8 semanas,
com a dieta HFD né&o foi suficiente para deixar os animais diabéticos no modelo DM2.
Os animais apresentaram um estado levemente hiperglicémico provavelmente devido
a dieta hipercaldrica, pois isso foi verificado em todos os grupos. Resultado este,
diferente de alguns artigos encontrados na literatura com baixas doses de STZ
(MANSOR et al. 2013; GUO et al. 2018), entretanto ha outros relatos onde utilizou-se
30-40 mg/kg de STZ com dieta HFD para o desenvolvimento do DM2 (SHATWAN et
al., 2013; Jl et al., 2015).
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Provavelmente ndo houve sucesso no modelo de DM2 devido ao tempo nao
ser suficiente perante a baixa dose de STZ utilizada, pois em estudos como o de Guo
e colaboradores (2018) foi relatado 13 semanas de experimento com dose de 25
mg/kg, também existem diferencas de composicéo nas dietas HFD em cada estudo,
ndo havendo uma padroniza¢cdo. Além da idade do animal ser um fator importante,
pois ratos jovens possuem maior capacidade de aumentar a massa de células beta
do que os ratos idosos (> 1 ano) (KUSHNER, 2013), do mesmo modo 0s ratos jovens
tendem a ter deficiéncia de insulina, enquanto que os ratos idosos resisténcia a
insulina (PANI, NATHAN, GRANT, 2008).

5.3 PESO DOS ANIMAIS

Para verificar a acdo das nanoparticulas de INOR e o resultado da dieta HFD
com a aplicacao de STZ, os animais foram pesados durante o periodo do experimento.
N&o se observou diferenca significativa entre os grupos conforme pode ser visualizado

na Figura 16, que demonstra os resultados da pesagem aos 60 dias de experimento.

FIGURA 16: PESO DOS ANIMAIS REALIZADO NO ULTIMO DIA DO EXPERIMENTO

Peso dos animais (g)

cid I o
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Fonte: autor, 2020
Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.

Analisando o peso conforme a variacao do tempo (Figura 17), durante essas 8
semanas, houve apenas um leve aumento da massa, iSso ocorreu em todos 0s

grupos, mesmo no submetidos a STZ e a nanoparticulas de INOR, no entanto
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estatisticamente ndo h& diferenca entre eles. Resultados assim, também foram

encontrados em outros estudos com HFD como o de Marques (2016).

FIGURA 17: PESO DOS ANIMAIS MEDIDOS CONFORME A VARIAGAO NO TEMPO
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Fonte: autor, 2020

Os resultados demonstraram que as nanoparticulas de INOR ndo foram
capazes de influenciar no peso de ratos Wistar perante uma dieta hipercalorica. A
dieta HFD € um grande fator de impacto independente do grupo exposto a STZ ou
nao, pois além de aumentar a massa de todos os animais gerando sobrepeso, deixou-
os todos em um estado levemente hiperglicémico, realizando uma possivel pré-DM.
Outros estudos demonstraram aumento de peso com HFD em comparacdo com dieta
padrdo (MARQUES, 2016; TOWNSEND, LORENZI, WIDMAIER, 2008).

5.4 ANALISE HISTOLOGICA

Analisando os tamanhos dos vilos e criptas do duodeno, percebe-se diferenca
estatistica no Grupo 3, ratos tratados com nanopatrticulas de INOR, evidenciando um
aumento do tamanho da cripta em relacdo aos demais grupos (Figura 18). Quanto ao
tamanho do vilo duodenal ndo se verificou diferenca estatistica entre os grupos. Os

dados encontrados para as analises histoldgicas estdo na Tabela 5.
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FIGURA 18: RESULTADO ANALISE HISTOLOGICA DOS VILOS E CRIPTAS DUODENAIS

Grupo 3 (G3) : . s Grupo 4 (©4)

Fonte: autor, 2020

TABELA 5: MEDIAS DAS MEDIDAS DO DUODENO

Grupos 1 2 3 4 Total

Tamanho do vilo 310,517+ 323,839+ 314,608+ 308,027+ 314,633
70,933@ 36,320@ 50,118@ 29,346@ +46,449@)

Tamanho da cripta 124,327+ 124,356 143,713+ 128,772+ 130,264
20,182@ +16,578@ 17,496®) 16,348 +18,792@

Fonte: autor, 2020
Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.
Resultado da analise histoldgica medida em micrémetros. Letras diferentes na mesma linha denotam
diferenca significativa p< 0,05.
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Ao verificar a histologia do ileo na Figura 19 e Tabela 6, ndo ha diferenca

estatistica entre os grupos seja no tamanho do vilo ou da cripta.

FIGURA 19: RESULTADO ANALISE HISTOLOGICA DOS VILOS E CRIPTAS ILIACAS
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Fonte: autor, 2020

TABELA 6: MEDIAS DAS MEDIDAS DO ILEO

Grupos 1 2 3 4 Total

Tamanho do vilo 165,351+ 167,302+ 159,410+ 156,912+ 162,282
20,685@ 31,965@ 30,724@ 18,165@ +25,602@

Tamanho da cripta 122,064+ 122,629+ 118,526+ 112,143+ 118,938
19,209@ 18,471@ 19,275@ 13,027@ +17,613@

Fonte: autor, 2020

Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.
Resultado da analise histol6gica medida em micrémetros. Letras diferentes na mesma linha denotam

diferenca significativa p< 0,05.

Em relacdo a hipertrofia intestinal ndo ha diferenca estatistica entre os grupos,

exceto no grupo G3, com isso, ndo foi possivel afirmar se a dieta HFD promoveu
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aumento do tamanho intestinal, a inclusdo de outro grupo controle com uma dieta
normal/padrao poderia permitir uma melhor identificagéo.

O grupo G3 apresentou diferenca estatistica com aumento da cripta duodenal,
sinalizando que as nanoparticulas de INOR agem no intestino estimulando
hiperproliferagéo celular por mecanismos ainda desconhecidos.

No estudo de Nasciutti e colaboradores (2016) menciona-se que as células-
tronco intestinais estdo inseridas geralmente nas bases das criptas de Lieberkihn que
sao responsaveis pela diferenciacéo de todo o epitélio intestinal. Tais células possuem
marcadores denominados LGR5, que séo receptores acoplados a proteina G, ricos
em leucina, essas estdo em maiores propor¢des em ratos diabéticos (ZHONG et al.,
2015), assim, sugere-se haver nesta pesquisa um aumento de células-tronco pela
hiperglicemia.

Além disso, sabe-se que a obesidade aumenta as células troncos e o nimero
total de células epiteliais, comprimento da vilosidade e profundidade da cripta (MAH
et al., 2014), e com isso é capaz de aumentar a absorcao intestinal, assim, podendo
alterar a funcéo, crescimento e proliferacdo do tecido intestinal (ZHOU, ROWITZ,
DAILEY, 2018).

De acordo com Winessett e colaboradores (1995), o Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina (IGF-1), produzido nas células mesenquimais, também pode
alterar o crescimento do intestino delgado. Altos niveis de insulina e IGF-1 estimulados
pela obesidade afetam a proliferacdo de células tronco no intestino de roedores, deste
modo receptores de insulina e o IGF-1 tem participagdo de alguma forma na
modulacao da cripta (MAH et al., 2014).

5.5 PESO INTESTINAL

Os intestinos (duodeno e ileo) foram pesados buscando encontrar efeitos ao
tratamento com as nanoparticulas de INOR (Figura 20), ndo houve diferenca no peso

do intestino entre 0s grupos.
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FIGURA 20: PESOS DO DUODENO E ILEO - AVALIACGAO DAS AMOSTRAS APOS A LIMPEZA
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Fonte: autor, 2020
Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.

Animais com resisténcia a insulina ou DM1 tem aumento da massa intestinal
(GRANNEMAN, STRICKER, 1984), contudo nesse estudo ndo foi observado
alteracao pois todos estdo em uma condicao leve de hiperglicemia num modelo mais
proximo de pré-DM. A hiperglicemia, procedente da dieta HFD, consequentemente
leva a uma leve hiperinsulinemia (aumento da producdo de insulina). A
hiperinsulinemia pode ocasionar cancer de célon em ratos, por ter um efeito mitético
local (TRAN, MEDLINE, BRUCE, 1996), assim, sugere-se que pode promover
hiperplasia intestinal que pode ou nao ter sido significativa entre os grupos do trabalho,

logo se necessita um grupo controle com dieta padréo para uma melhor identificacéo.

5.6 PESOS DAS GORDURAS MESENTERICAS

Observa-se na Figura 21, que os pesos das gorduras mesentéricas tiveram
significancia estatistica p< 0,05 em todas as gorduras quando comparamos G2, que
recebia 20 uL HCI 0,1% e G3 e G4 que recebiam nanoparticulas de INOR. Ainda com

a mesma comparacdo, € possivel observar, que o0s pesos das gorduras

retroperitoneais foram significativamente menores p< 0,05.
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FIGURA 21: PESO DAS GORDURAS MESENTERICAS - AVALIACAO APOS 60 DIAS DE
TRATAMENTO SOB HFD
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Fonte: autor, 2020
Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.

A Tabela 7 demonstra as médias dos 4 grupos de animais tanto referente a
hipertrofia como também hiperplasia do gordura retroperitoneal. Apresentando-se que
nao houve diferencas entre 0s grupos, mesmo nos animais dos grupos G3 e G4 que

receberam nanoparticulas de INOR.

TABELA 7: MEDIAS DAS MEDIDAS DO RETROPERITONIO

Grupos 1 2 3 4 Total

Hipertrofia 502,586 518,586 484,445 520,782 507,993
+109,447@ 1+90,427®@ +109,447@ +100,760@ +90,531®@

Hiperplasia 23,000 25,499 25,408 24,8539 24,853
+4,271@ 15,341@ +4,461@ 16,334@ +5,211@

Fonte: autor, 2020
Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.
Resultado da andlise histol6gica medida em micrémetros. Letras diferentes na mesma linha denotam
diferenca significativa p< 0,05.
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A Tabela 8 demonstra as médias dos 4 grupos tanto referente a hipertrofia
como também hiperplasia da gordura do mesentério. Demonstrando que ndo houve
diferencas entre os grupos, mesmo entre G3 e G4 que receberam as nanoparticulas
de INOR.

TABELA 8: MEDIAS DAS MEDIDAS DO MESENTERIO

Grupos 1 2 3 4 Total

Hipertrofia 290,973 277,148 323,120 315,242 301.042+
+46,998@) +41,613@ +86,084@ +64,344@) 63,784@

Hiperplasia 41,055 42,485 45,266 40,615 42,490+
+8,151@ +6,178@ +14,408@ +11,471@ 10,616@

Fonte: autor, 2020
Nota: G1: Controle; G2: Diabetizados; G3: Tratados com INOR; G4: Diabetizados tratados com INOR.
Resultado da andlise histolégica medida em micrémetros. Letras diferentes na mesma linha denotam
diferenca significativa p< 0,05.

O mesentério também se relaciona com a obesidade, disturbios glicémicos e
lipidémicos. Em estado disfuncional a leptina produzida por ele é capaz de ativar
células T elevando os niveis de TNF-alfa, IL-6 e IL-12 (RIVERA et al., 2019).
Possivelmente os animais do grupo G1 e G2 estavam em estado inflamatdrio pela
maior densidade de lipideos presente em seus adipdcitos, o que desregula acdo da
leptina, evidenciando maior intensidade metabdlica e acimulo de lipideos.

Nos dados apresentados verificou-se que houve diferengas significativas entre
0s pesos de gorduras viscerais. Esse contraste, foi notado entre os grupos G2 e G4,
alimentados com mesma dieta HFD. No entanto, ndo houve diferencas entre
hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos. Acredita-se entdo a existéncia de uma maior
densidade lipideos por adipécitos, sem, no entanto, capaz de promover um aumento
volumétrico celular ou promotor da proliferacdo celular.

Como todos os animais do estudo estavam sujeitos a mesma dieta,
proporcionalmente todos teriam o mesmo grau de hiperplasia e hipertrofia, embora
houvesse possivelmente a influéncia das nanoparticulas de INOR tornando os tecidos
mais sensiveis acao insulinica. Evidenciado pelos grupos com menor densidade de
lipidios, entretanto, disponham aproximadamente mesmo diametro celular e
hiperplasia. Comparagfes entre animais normal diet e HFD evidenciou-se a existéncia
de hiperplasia e hipertrofia (HAN et al., 2018).

Foi verificado que, a acumulacdo de lipidios, consegue ativar diversas
isoformas de cinases C, fatores nucleares pro-inflamatérios e reducédo da fosforilagéo
do substrato receptor de insulina (IRS) (HEOM; CHOUNG, 2018). Essas alteragcbes
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poderiam ter a capacidade de promover aumento da massa lipidica dos adipdcitos,
nao o suficiente para estimular a hiperplasia ou a hipertrofia do tecido adiposo visceral.

Entende-se que a insulina oral administrada consiga agir em nivel de receptor
IR (receptor de insulina) mediando melhor captacdo de glicose via SGLT1 e GLUT-2
(USSAR et al., 2017). Assim, ocorreria melhor controle glicémico e metabdlico dos
tecidos, sobretudo, aqui do tecido adiposo visceral. Desta forma, o grupo de animais
teria menos densidade de triglicerideos por adipocito sob acdo possivelmente da
nanocapsula uma vez que a dieta era idéntica.

Houve alteracbes da microbiota induzida por dieta rica em gorduras e
carboidratos simples. O que resulta em alteracées metabdlicas como estado proé-
inflamatorio leve, constatado pelo aumento de IL-1, IL-6 e aumento LPS
(SCHEITHAUER et al., 2016). Deste modo, a HFD a qual os animais foram expostos
seria capaz de induzir disfuncdes ao tecido adiposo visceral por um estado proé-
inflamatério leve e suficiente para provocar alteracdo na funcao adipécitos.
Possivelmente evidenciado pela massa lipidica com maior concentracdo nos animais
controle G1.

Vale salientar a capacidade de produzir maior quantidade de adiponectina e
maior atividade lipolitica das gorduras viscerais. Todavia, em estado obesogénico a
adiponectina acaba reduzida e a leptina disfuncional (SENA et al., 2017). Os animais
dos grupos os quais recebiam nanoparticulas de INOR teriam as funcbes da
adipocinas mais preservadas pela menor densidade lipidica, uma vez que a
adiponectina tem acdo sensibilizadora da insulina favorecendo maior equilibrio
metabalico celular.

Por fim, tem-se conhecimento da patogenicidade da gordura visceral em
humanos obesos, em parte, pelo acesso direto de acidos graxos livres a circulacao
portal (MIYATA et al., 2016) e maior secrecao de adiponectinas pro inflamatérias. Foi
observado que a remoc¢do do mesentério reduz os efeitos da resisténcia insulina
(ANDREW et al., 2018). Aponta-se que os animais em HFD sem nanoparticulas de
INOR tenham maior acesso aos SCFAs e, por isso tenham maior aquisi¢do de massa
lipidica por célula.

Baseando-se em toda a discusséo sugere-se neste estudo que os diversos
fatores relacionados: o leve estado hiperglicémico associado a dieta HFD e o

sobrepeso, que leva a um leve estado hiperinsulinémico, e o efeito local das
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nanoparticulas de INOR estimulam uma hiperplasia na cripta, ocasionada

possivelmente pelo aumento de células-tronco.

6 CONCLUSAO

As nanoparticulas contendo insulina, formuladas a partir do polimero Eudragit®

S100 foram obtidas com sucesso pelo método de spray-drying;

O método analitico por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Ultra High
Performance Liquid Chromatography — UHPLC), foi desenvolvido em concordancia
com o0s principais parametros estabelecidos pelas normativas internacionais e
nacionais, teve picos bem definidos e com boa resolucdo mostrou-se capaz de
quantificar as microparticulas desenvolvidas, é um método seletivo, linear e simples,

gue pode ser uma boa opc¢ao para uso na rotina laboratorial;

As nanoparticulas de INOR apresentaram efeito local como o aumento da
profundidade da cripta intestinal, e atuacdo em nivel de gorduras mesentérica e
retroperitoneal mesmo em animais sujeitos a HFD, conseguindo sensibilizar o
metabolismo de lipidios pelas gorduras viscerais. S80 muitos 0s mecanismos que
podem estar envolvidos, como a microbiota com producdo dos SCFAs, densidade
maior lipidica promovendo desequilibrio das adipocinas e o0 baixo estado proé-
inflamatoério. As nanoparticulas de INOR nao reduziram a glicemia e néo
apresentaram efeito na reducédo do peso dos animais alimentados com HFD, sendo
necessarios ainda mais estudos para um melhor entendimento da ag&o da insulina no

epitélio intestinal.
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ANEXO A — DOCUMENTO DE APROVAGCAO DO PROJETO DE PESQUISA
PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

UE~ &
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COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 044/2018
Protocolo UEPG - 15824/2018

Titulo - Projeto aula “Desenvolvimento, caracterizagdo e avaliagdo do efeito de
microparticulas contendo insulina na prevenco do Diabetes Melitus tipo |I*

Interessados
- Leandro Cavalcante Lipinski (leandrolipinski@yahoo.com.br)

Data de Entrada - 11/10/2018

Prezado Professor Leandro:

A comiss@o de Etica no Uso de animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-
UEPG) certifica que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa acima
especificado estio de acordo com a Diretriz Brasilcire para o Cuidado 8 8 Ullizagdo de
Animass para fins Clentificos e Didéticos (DBCA), estabelecidas pelo Consetho Nacional para
fins de Experimentacio Animal (CONCEA) @ com as normas internacionais para a
expenmentacao animal, Dessa forma, fica autorizada a utilizagdio de 220 (duzentos e vinte)
ratos de dos meses de idade, aproximadamente 300 g — para a execuciio desse projeto.
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