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RESUMO

Neste estudo, foram desenvolvidos dispositivos a base de quitosana (membranas e
esferas) para encapsulamento da insulina visando sua administragédo por uma rota
nao convencional. Membranas de quitosana foram preparadas e a influéncia do
método de processamento (congelamento/liofilizacéo e evaporacao do solvente), tipo
de solvente empregado para dissolu¢ao da quitosana (acidos acético ou latico) e uso
ou nao de neutralizagdo nas interagdes quitosana/insulina foram avaliadas por de
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Observou-se que o tipo de processamento € 0 uso ou nao de neutralizacao afetaram
0s processos de interagdo quitosana/insulina. Independentemente do tipo de acido,
as interagdes entre quitosana e insulina s6 foram possiveis para as membranas
preparadas por evaporagdo do solvente com neutralizagdo prévia da solugdo de
quitosana. Porém, as membranas preparadas com acido acético se apresentaram
qguebradicas e as preparadas com 4cido latico ficaram fortemente aderidas as placas
Petri. Assim, as solu¢des de quitosana solubilizadas em &cido acético ou latico e
posteriormente neutralizadas foram utilizadas para produzir esferas de quitosana pelo
método de gelificacdo ionotropica empregando tripolifosfato de soédio (TPP) e
carboximetilquitosana (CMQ) como solucdo gelificante. As esferas foram
caracterizadas por FTIR, microscopia éptica (MO), intumescimento, hidrossolubilidade
e teor de umidade. Interacdo entre quitosana e insulina foi registrada para todas as
esferas (FTIR). Entretanto, reticulacao efetiva s6 foi verificada para as esferas
preparadas com TPP. Conforme imagens de MO, as esferas preparadas com TPP
exibiram contornos mais uniformes, arredondados e com menor porosidade,
principalmente aquelas preparadas com solugdo de &cido latico. O intumescimento,
teor de umidade e hidrossolubilidade foram maiores para as esferas preparadas com
acido latico e reticuladas com TPP. Assim, elas foram submetidas aos ensaios de
eficacia de encapsulamento, liberacao in vitro e cinética de liberacao. Houve uma boa
eficacia de encapsulamento (74,36%) embora a liberacao percentual cumulativa em
48 h tenha sido considerada baixa (16,8%). A cinética in vitro do processo de liberacao
foi do modelo Peppas-Sahlin, controlada tanto pela difusdo quanto pelo relaxamento
das cadeias poliméricas ou intumescimento. No geral, esses achados demonstram
gue estas esferas podem ser um carreador de insulina promissor para futura aplicacao
clinica por uma rota de administragdo nao convencional.

Palavras-chave: Quitosana. Insulina. Esferas. Sistema de liberacéo. Diabetes.



ABSTRACT

In this study, chitosan-based devices (membranes and beads) were developed aiming
insulin encapsulation for the administration by an unconventional route. Chitosan
membranes were prepared and the influence of the processing method (freeze-drying
and solvent evaporation), the type of solvent used to dissolve the chitosan (acetic or
lactic acids), and whether or not neutralization was applied in the chitosan/insulin
interactions were evaluated using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR).
The type of processing and the use or not of neutralization affected the chitosan/insulin
interaction properties. Regardless the type of acid, interactions between chitosan and
insulin were only possible for membranes prepared through solvent evaporation with
prior chitosan solution neutralization. However, membranes prepared with acetic acid
were brittle and those prepared with lactic acid strongly adhered to the Petri dishes.
Thus, chitosan solutions solubilized in acetic or lactic acid and then neutralized were
used to produce chitosan beads through the ionotropic gelation method using sodium
tripolyphosphate (TPP) and carboxymethylchitosan (CMC) as a gelling solution. The
beads were characterized by FTIR, optical microscopy (OM), swelling degree, water
solubility, and moisture content. Interaction between chitosan and insulin was recorded
for all beads (FTIR). However, effective cross-linking was only verified for beads
prepared with TPP. According to OM images, the TPP prepared beads showed more
uniform, rounded, and less porous contours, especially those prepared with lactic acid
solutions. The swelling degree, moisture content, and water solubility were greater for
the beads prepared with lactic acid and cross-linked with TPP. They were, thereby,
subject to the encapsulation effectiveness, in vitro release, and release kinetics tests.
There was good encapsulation efficiency (74.36%) although the cumulative
percentage release in 48 h was considered low (16.8%). The release process in vitro
kinetics used was the Peppas-Sahlin model, controlled both by the diffusion and the
relaxation of the polymer chains or swelling degree. In general, these findings
demonstrate that these beads can be a promising insulin carrier for future clinical
application through an unconventional route of administration.

Keywords: Chitosan. Insulin. Beads. Release system. Diabetes
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus é uma doenca crbnica que evidencia uma epidemia
mundial, seu combate é um desafio constante para os sistemas de saude de todo o
mundo. O Diabetes representa uma importante causa de cegueira, insuficiéncia renal,
amputacdo de membros inferiores e outras consequéncias a longo prazo que
impactam significativamente na qualidade de vida. Segundo dados da Organizagao
Mundial de Saude (2016), o numero de portadores da doenca em todo o mundo
quadruplicou, passando de 108 milhdes em 1980 para 422 milhdes de adultos
diabéticos em todo o0 mundo em 2020 (Seyam et al., 2020). Dados da Federacéo
Internacional de Diabetes mostraram que 8,8% da populacdo entre 20 e 79 anos de
idade (424,9 milhdes de pessoas) vivia com diabetes em 2017. As projegdes para
2045 sao de que estes casos cheguem a 628,6 milhdes (Milech, 2019).
Aproximadamente 79% destes diabéticos vivem em paises em desenvolvimento, nos
quais devera ocorrer o0 maior aumento dos casos de diabetes nas préoximas décadas
(Organization, 2016; Milech, 2019).

Um dos tratamentos para esta patologia consiste no uso de insulina exégena,
especialmente, para os pacientes que apresentam Diabetes Mellitus Tipo 1, embora
a insulina também possa ser necessaria aos pacientes portadores do Diabetes
Mellitus Tipo 2 (Organization, 2016). Neste século, encontram-se comercialmente
diferentes tipos de insulina exégena (Korolkovas e Franga 2006; Milech et al., 2016).

Os tratamentos a base de insulina envolvem administracées de injecoes
subcutaneas diarias, que apresenta varias desvantagens para o paciente, como dor e
desconforto, podendo promover uma ndo adesdo ao tratamento(American Diabetes
Association, 2017), ganho de peso, hipoglicemia, edema, lipodistrofia e infecgdes de
pele. Além disso, apenas 20% da insulina administrada por via subcutanea atinge a
circulagdo hepatica (Macedo et al.,, 2020). Assim, para aumentar a adesdo ao
tratamento e melhorar a qualidade de vida dos diabéticos, abordagens alternativas
para a administracdo controlada de insulina estdo sendo amplamente exploradas
(Kempe et al., 2008; Robles et al., 2014; Siddiqui et al., 2017).

Um dos polimeros que tem sido associado a insulina na tentativa de obter um
sistema de liberacao eficaz é a quitosana. Os sistemas de matriz de quitosana tém
sido amplamente explorados. Uma das principais vertentes aponta para o
desenvolvimento de sistemas que possibilitem o uso oral da insulina (Mukhopadhyay
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et al., 2014; Song et al., 2014; Abbad et al., 2015; Al-Kurdi et al., 2015; Chen et al.,
2015; Hecq et al, 2015; Mansourpour et al., 2015; Moghassemi et al., 2015;
Mukhopadhyay et al., 2015; Qinna et al., 2015; Sheng et al., 2015; Al Rubeaan et al.,
2016; Liu, L. et al., 2016; Liu, M. et al., 2016; Lopes et al., 2016; Verma et al., 2016;
Wang et al., 2016; Al-Remawi et al., 2017; Chen et al., 2017; He et al., 2017; Li et al.,
2017; Lopes et al., 2017; Wang, Y. et al., 2017; Bhattacharyya et al., 2018; Dai et al.,
2018; Ji et al., 2018; Sahoo et al., 2019; Hadiya et al., 2021; Kumar et al., 2021). No
entanto, a administracao oral de insulina é limitada por uma série de fatores, como
degradagado enzimatica no trato gastrointestinal e baixa permeabilidade através das
membranas intestinais, o que resulta em baixa biodisponibilidade oral (Nicoletti e
Frasson, 2013). Além de sistemas orais de liberagdo de insulina, os sistemas
transbucal (Ke et al., 2015; Lancina et al., 2017), bucal (Boateng et al., 2014;
Mortazavian et al., 2014a; Mahdizadeh Barzoki et al., 2016; Macedo Ana S., 2020),
nasal, transdérmica, intra-peritoneal, ocular, retal, vaginal, etc (Roy e Bhattacharjee,
2020) de liberagao controlada de insulina vém sendo estudados.

Mesmo que varios estudos sobre abordagens alternativas para a
administracédo controlada de insulina tenham sido reportados, ainda nao é possivel a
administragéo oral, transbucal e bucal deste farmaco (Barbosa et al., 2020). Portanto,
a administracao alternativa de insulina ainda é um grande desafio e mais pesquisas
precisam ser conduzidas visando o desenvolvimento de uma rota alternativa para
administragdo da insulina. Isto ird& melhorar consideravelmente a adesdo dos
pacientes ao tratamento e proporcionara uma melhor homeostase da glicose no corpo;
também reduzird a quantidade de doses e, assim, possiveis efeitos colaterais da
droga.

Desta forma, neste trabalho foram desenvolvidos dispositivos a base de
quitosana, na forma de membranas e esferas, para encapsulamento da insulina
visando sua administragdo por uma rota ndo convencional. A influéncia do método de
processamento (liofilizagdo, evaporacao do solvente e gelificagdo ionotropica), tipo de
solvente empregado para dissolucdo da quitosana (acido acético ou acido latico) e
uso ou nao de neutralizagdo no comportamento de encapsulamento e liberagdo da

insulina mediante ensaio in vitro foram avaliados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Diabetes Mellitus (DM)

O diabetes é um distarbio metabdlico cronico grave que ocorre quando o
pancreas ndo produz insulina, horménio que regula a glicemia, suficiente ou quando
0 corpo nao pode efetivamente usar a insulina produzida. Essa doenga evidencia uma
epidemia mundial e seu combate € um desafio constante para os sistemas de saude
de todo o mundo (International Diabetes Federation, 2015). Em 2012, segundo dados
da Organizacdo Mundial de Saude (Organization, 2016), o diabetes causou 1,5
milhnées de O&bitos e devido a glicemia superior ao ideal aumentar 0s riscos
cardiovasculares, aos vasos sanguineos, olhos, rins e nervos, mais 2,2 milhdes de
mortes ocorreram. Dessas 3,7 milhdes de mortes, 43% foram de pessoas com idade
inferior a 70 anos.

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude, o niumero de portadores
da doenca em todo o mundo quadruplicou, passando de 108 milhdes em 1980 para
422 milhdes de adultos diabéticos em todo o mundo em 2020 (Seyam et al., 2020).
Dados da Federacéo Internacional de Diabetes mostraram que 8,8% da populacéo
entre 20 e 79 anos de idade (424,9 milhdes de pessoas) vivia com diabetes em 2017.
As projecdes para 2045 sao de que estes casos cheguem a 628,6 milhdes (Milech,
2019).

A classificacdo atual do Diabetes Mellitus (DM) baseia-se na sua etiologia e
ndao no tipo de tratamento utilizado; portanto, a classificacdo proposta pela
Organizacdao Mundial da Saude (OMS) e pela Associacdo Americana de Diabetes
(ADA) inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1 (DM1), autoimune (A) e idiopatico (B);
DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de Diabetes Mellitus (DM) e Diabetes
Mellitus gestacional (DM gestacional). Ha ainda duas categorias, que sao referidas
como pré-diabetes, que sao a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose
diminuida. Essas categorias ndo sao entidades clinicas, mas fatores de risco para o
desenvolvimento de DM e doengas cardiovasculares (Milech et al., 2016).

A DM1 e a DM2 séo doencgas heterogéneas em que a apresentacéao clinica e
a progressdo podem variar consideravelmente. A classificagdo € importante para a
determinacdo da terapia, mas alguns individuos ndo podem ser claramente

classificados como tendo DM1 ou DM2 no momento do diagnéstico. Os paradigmas
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tradicionais ditam que DM2 ocorre apenas em adultos e DM1 apenas em criancas. No
entanto, esses paradigmas ndo apresentam um grau de precisdo adequado, pois as
duas formas, DM1 e DM2, ocorrem em ambos 0s grupos etarios. Embora possam
ocorrer dificuldades em distinguir o tipo de diabetes em todos os grupos etarios no
inicio, o verdadeiro diagndstico torna-se mais 6bvio ao longo do tempo (Marathe et al.,
2017).

Caso a doencga nao seja diagnosticada ou se nao for bem controlada pode
causar inumeros danos a saude, como cegueira, insuficiéncia renal, amputacao dos
membros inferiores, doencgas cardiovasculares e varias outras consequéncias que, em
longo prazo, afetam significativamente a qualidade de vida (Organization, 2016).

Dados da Federacao Internacional do Diabetes (IDF) estipulam que 193
milhdes de pessoas com diabetes ndo sao diagnosticadas e, portanto, estdo mais em
risco de desenvolver complicagdes. Além disso, estimou-se que um em cada 15
adultos tenha diminuido a tolerancia a glicose e um em cada sete nascimentos seja
afetado pela diabetes gestacional. Ambas as condi¢gbes estdo associadas a um risco
aumentado de desenvolver DM2 na vida adulta. Embora menos comum, a DM1 é
agravada em cerca de 3% ao ano, particularmente entre as criancas. Cerca de 86.000
criangcas desenvolvem DM1 a cada ano e quando a insulina ndo esta disponivel, a
expectativa de vida de uma crianga com DM1 é curta (International Diabetes
Federation, 2015). Pois a insulina exdgena € o principal tratamento para a DM1,
embora também possa ser necessaria aos pacientes portadores de DM2
(Organization, 2016).

2.2. Insulina

A insulina € um horménio anabdlico, sintetizado pelas células beta das ilhotas
de Langerhans do pancreas. E o horménio responsavel pelo metabolismo da glicose
em todos os tecidos do corpo, com excecdo das células nervosas. Normalmente, a
insulina é liberada quando os niveis de glicose plasmatica estdo aumentados, como
acontece apds as refeicoes, variando de acordo com a quantidade e o tipo de alimento
ingerido (Korolkovas e Franca 2006).

A massa molar da insulina humana € de, aproximadamente, 5800 Da. Sua
estrutura apresenta duas cadeias de polipeptideos ligadas por duas pontes
dissulfidicas. As cadeias A e B possuem, respectivamente, 21 e 30 aminoacidos. A
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insulina é produzida pelo organismo na forma de um pro-horménio, a pro-insulina
(Figura 5), que é transformada por acao proteolitica na cadeia C em hormdnio ativo
(Genuth, 2008). A deficiéncia desse hormbnio provoca um distirbio metabdlico
denominado diabetes e um dos tratamentos para esta patologia consiste no uso de

insulina exoégena.

___—Peptideo de___
Conexdo N

Cadeia B

Figura 5 - Sequéncia de aminodacidos da molécula de pré-insulina humana (Genuth, 2008).

A insulina exdgena tem sua dose expressa em “unidades internacionais” (Ul).
Existem varios tipos de insulina disponiveis para o tratamento de diabetes, sendo
diferenciadas pela duracao da agao e pelo inicio da agéo. As insulinas encontradas
para o tratamento do diabetes séo: () insulina de agao rapida, que tem seu inicio de
acao variando de 30 minutos a 1 hora, atinge seu pico metabdlico em 2 a 4 horas e a
duracgéo da acao é de 6 a 8 horas; (ll) insulina de agéo ultrarrapida, com inicio de acédo
em 15 minutos, pico entre 30 e 90 minutos e duragédo de agéo de 3 a 5 horas; (lll)
insulina de acao intermediaria, possui inicio de acao de 1 a 3 horas, atinge seu efeito
maximo entre 6 e 12 horas e sua acao dura, normalmente, é de 18 a 24 horas; e (I1V)
insulina de agao longa ou ultralonga, que apresenta inicio de até 4 horas, seu pico de
efeito varia de 6 a 8 horas e, algumas nao apresentam pico, com duracao de acao de
18 a 42 horas (Korolkovas e Franca 2006; Milech et al., 2016). As insulinas comerciais
existentes estao relacionadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Tipos e caracteristicas das insulinas comercialmente existentes tomando
como referéncia 100Ul de insulina humana. (Milech et al., 2016).

Tipo Inicio Pico Duracao Horario para injecao
da Acao
Ultrarrapida 10-15 1-2 3-5 horas Utilizada junto as
(Analogos minutos  horas refeicoes. Deve ser
Ultrarrdpidos) injetada imediatamente
*Apidra® (Glulisina) antes das refeigdes.
*Humalog® (Lispro)
*NovoRapid®(Asparte)
Rapida (Insulina 30 2-3 6 horas e 30  Utilizada junto as
Humana Regular) minutos  horas minutos refeicOes ao dia. Deve
*Humulin® ser injetada entre 30 e
*Novolin® 45 minutos antes do
inicio das refeicoes.
Acéo intermediaria 1-3 5-8 Até 18 horas  Frequentemente, a
(NPH — humana) horas horas aplicacdo comega uma
*Humulin® N vez ao dia, antes de
*Novolin® N dormir.  Pode  ser
indicada uma ou duas
vezes ao dia. Nao é
especifica para
refeicoes.
Longa duragao 90 Sem Lantus: até 24 Frequentemente, a
(Analogos lentos) minutos  pico horas aplicacdo comega uma

eLantus® (Glargina)
sLevemir® (Detemir)
*Tresiba® (Degludeca)

Levemir: de 16
a 24 horas

Tresiba: > 24h

vez ao dia, antes de
dormir. Levemir pode
ser indicada uma ou
duas vezes ao dia.
Tresiba é utilizada
sempre uma vez ao
dia, podendo variar o
horario de aplicagao.
N&o € especifica para
refeicdes.

Desde que a insulina teve seu primeiro uso bem-sucedido e comecou a ser

comercializada, os cientistas vém desenvolvendo constantemente novas pesquisas

para melhorar os efeitos desejados e reduzir os colaterais. Na década de 1950, a

insulina basal comegou a ser usada e, na década de 1990, foi desenvolvida uma

insulina de acdo mais conveniente e rapida. A duracdo da insulina basal melhorou
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com o desenvolvimento da insulina glargina, em 2000, e da insulina detemir, em 2004
(Woo, 2015). Mesmo com os diversos tipos de insulina existentes e as melhorias na
insulina basal e prandial, os tratamentos basicos envolvem a administragdo de
injecdes subcutaneas diarias, o que promove um desconforto para o paciente e pode
provocar uma nao adesao ao tratamento (American Diabetes Association, 2017). Por
muitos anos, portanto, a ciéncia tem sido desafiada a melhorar a qualidade de vida e
aumentar a adesao ao tratamento para diabéticos através de abordagens alternativas
para a administragcdo controlada de insulina, que estdo sendo amplamente
exploradas, conforme descrito anteriormente. Dentre essas, encontra-se o

desenvolvimento de sistemas de liberagéo controlada para insulina.

2.3. Sistema de Liberacao Controlada de Farmacos

A pesquisa de fa&rmacos teve seu inicio com a busca de plantas medicinais no
inicio das civilizagbes humanas. Na metade do século XX ocorreu a evolugao da
sintese quimica dos medicamentos e a descoberta dos sistemas de liberagédo
controlada e, no século XXI, vivemos a era biotecnolégica da producdo de novos
farmacos e novas formas farmacéuticas (Silva, 2006).

Os sistemas de liberacao controlada tém por objetivo prolongar e melhorar o
controle da administracao de farmacos através da otimizacao de sua acao terapéutica
com o minimo de efeitos colaterais (Moura, 2012). Um sistema ideal de distribuicao
de farmacos deve apresentar caracteristicas minimas, tais como: rdpido alcance da
concentracao terapéutica e manutencéo dentro desta faixa; ndo deve ser sensivel ou
com possibilidade de bloqueio por fatores ambientais, ou ainda funcionar por varios
mecanismos. Deve ser previsivel por principios fisico-quimicos, devendo o farmaco
ser altamente disperso. Também deve ter capacidade de aumentar ou manter a
estabilidade fisica e quimica do farmaco, e acima de tudo ser um sistema otimizado,
ou seja, garantir eficiéncia, seguranca e confiabilidade maximas ao medicamento
(Nicoletti e Frasson, 2013).

As formas de administracdo convencionais permitem uma libertacao rapida e
indiscriminada da substéancia ativa. Este tipo de libertacao resulta em um aumento da
concentragao do farmaco no sangue, a qual atinge rapidamente um maximo, seguida
de uma diminuicdo. Desta forma a manutencéo da concentracdo dentro do intervalo
terapéutico pode ser problematica. Assim, para que a concentragao do farmaco esteja
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dentro do intervalo terapéutico continuadamente, é necessario administra-lo varias
vezes ao dia, resultando numa flutuagdo significativa dos niveis no organismo. Os
sistemas de liberagdo controlada mantem a concentragao do farmaco no organismo
dentro do intervalo terapéutico por tempo prolongado, utilizando-se uma Uunica
dosagem (Silva, 2006; Moura, 2012; Nicoletti e Frasson, 2013). Na Figura 6 pode-se
observar a comparagao entre os perfis de libertagcdo de um farmaco por administracao
convencional e de um administrado pelo sistema de libertagdo controlada, em fungéo

do tempo.
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Figura 6 - Comparagao dos perfis de libertagao de um farmaco resultantes da administracao
de um sistema de libertagdo convencional por dose Unica (——) e varias doses (---) e de um
sistema de libertagdo controlada (———) (Moura, 2012).

Os sistemas de liberacdo controlada sao classificados de acordo com o
mecanismo de liberagdo do farmaco em: controle de transporte do farmaco por
difusédo, controle por dissolugédo, controle por erosdo e controle por transporte do
farmaco por fluxo continuo (Aulton, 2005).

Em sistemas de liberagdo com controle de transporte do farmaco por difusao,
a liberacao do farmaco sucede-se por dissolugcéo por poros preenchidos. Dependendo
da unidade de liberagdo na qual a dissolugcédo ocorre, este sistema pode ser dividido
em sistema matricial ou sistema reservatério (Figura 7). No sistema matricial (Figura
7 (1)) o material revestido € denominado de encapsulado ou nucleo e o material que

forma o revestimento é conhecido como matriz, material de parede ou encapsulante.



26

Este sistema é caracterizado por uma esfera polimérica maciga na qual se encontra
particulas do farmaco distribuidas por toda a sua extensao e a difusdo acontece por
finos poros localizados dentro do nucleo da unidade de liberacdo. Ja no sistema
reservatorio (Figura 7 (1)) é caracterizado por um envoltério polimérico que cobre o
interior onde se encontra uma matriz com farmaco ou a substancia que sera liberada.
Neste sistema a difusdo acontece por um fino filme ou uma membrana, geralmente
polimérica, insolivel em agua que reveste a unidade de liberagao (Aulton, 2005;
Moura, 2012; Nicoletti e Frasson, 2013).

Farmaco

—— Matriz

- Farmaco

Matriz

" Revestimento

Figura 7 — Esquema dos mecanismos de liberacao de farmacos por sistemas poliméricos: | -
Sistema matricial e Il - Sistema reservatério (Aulton, 2005).

Sistemas de liberacdo controlada por dissolucdo sado regulados pela
dissolucédo do farmaco e dos componentes do comprimido no fluido gastrointestinal.
Uma forma alternativa para alcancgar a liberacao controlada neste sistema baseia-se
na incorporacgdo do farmaco em um carreador de dissolucdo lenta (Moura, 2012).

O sistema de liberacao controlada por erosao tem sua regulacao realizada
pela erosdo da matriz na qual o farmaco encontra-se disperso. A matriz €,
normalmente, formada por compactacéo e o sistema pode ser classificado como de
dose unica. Na erosédo pode ocorre uma liberagdo continua do material formador da

matriz a partir da superficie do comprimido (Bansode et al., 2010).
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Osmose pode ser definida como o movimento continuo de um determinado
solvente de um compartimento que possui baixa concentragéo do soluto para um com
alta concentracdo. Desta forma, o sistema de liberacdo controlada por osmose é
regulado pela pressdo osmoética provocada pelo fluxo do liquido para a unidade de
liberacao, que promove uma diferenga de pressao osmotica entre o interior € o exterior
da unidade que, por sua vez, sdo separadas por uma membrana semipermeavel que
permite a passagem do solvente, mas nao a do soluto (Aulton, 2005; Gupta e Dey,
2013).

Durante o desenvolvimento de um sistema de liberagcao controlada alguns
parametros devem ser avaliados e os mais importantes sdo a capacidade de carga,
ou seja, a quantidade de farmaco incorporado ao sistema; a eficacia de
encapsulamento, quantidade de farmaco retida pelo sistema; e a liberagao do farmaco
pelo sistema. O carregamento do farmaco na matriz de suporte é o processo de
incorporagdo do farmaco dentro da matriz e o processo inverso consiste na liberagéo
do farmaco para o meio onde as moléculas do farmaco séo liberadas e tornam-se
disponiveis para que ocorra sua absor¢cdo e acao farmacolégica. Os ensaios de
eficiéncia de encapsulamento sdo necessarios, pois a quantidade de farmaco
encapsulado estabelece o desempenho do sistema de liberagao, visto que influencia
a taxa e extensao da liberagéo do farmaco pelo sistema. Tanto a carga de farmaco
quanto a eficacia de encapsulacao dependem das propriedades fisico-quimicas e das
interacdes entre o farmaco, a matriz de suporte e o ambiente (Allen Jr et al., 2013).

O farmaco interage com a matriz por meio de ligacdes ou interagdes quimicas
que podem ser ligagdo de hidrogénio, interacao idnica, interagdo dipolo, retencéao
fisica, precipitacdo, ligacao covalente ou, ainda, ser adsorvido na superficie. Na
maioria dos sistemas de liberacdo controlada, mais de um mecanismo de
carregamento esta envolvido (Aulton, 2005). A interacdo entre o farmaco e a matriz
determina tanto a capacidade de carga quanto a eficiéncia do encapsulamento e a
liberacdao do farmaco; de forma que o aumento da interagdo farmaco/matriz é
diretamente proporcional a capacidade de carga e eficiéncia de encapsulamento e
inversamente proporcional a liberagdo do farmaco pelo sistema. Desta forma, para
aumentar a eficiéncia de encapsulamento é necessario que o farmaco interaja,
preferencialmente, com a matriz e para alimentar a liberagdo do farmaco a condigdo
desejada é a de que o farmaco interaja, prioritariamente, com o meio circundante (De
Villiers et al., 2009).
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No sistema de liberacao controlada por via oral, o farmaco, apés ser liberado,
sera absorvido e distribuido na circulagdo sistémica. Neste sistema o principal objetivo
€ aumentar o periodo de tempo no qual a concentracdo do farmaco é mantida no
sangue. A forma de liberacdo do farmaco pode variar de uma liberacao continua até
uma liberacao pulsatil; onde o farmaco pode ser liberado em pulsos de liberacédo
rapida ou em pulsos rapidos seguidos de uma liberagdo lenta (Nicoletti e Frasson,
2013).

O sistema de liberacdo transbucal e bucal fornece uma rota atraente por
apresentar-se de forma acessivel, além da mucosa bucal ser mais permeavel do que
o epitélio da pele. A regido mostra-se altamente vascularizada, de modo que os
farmacos absorvidos atingem rapidamente a circulagdo sistémica. O transporte de
farmaco pelo sistema transbucal e bucal é semelhante ao que ocorre no sistema
transdérmico, onde o farmaco é transportado ao local de acao através da difusdo
passiva (Aulton, 2005; Lancina et al., 2017). Uma estratégia para aumentar a liberagéao
de farmaco pelo sistema transbucal e bucal implica em incluir intensificadores de
permeagdo que distendem as jungbes entre as células epiteliais e polimeros
mucoadesivos capazes de manter compostos em altas concentragdées locais
permitindo, assim, a difusdo (Lancina et al, 2017). Um polimero natural com
propriedade mucoadesiva que vem sendo estudado para o desenvolvimento de
sistemas de liberagao controlada de insulina é a quitosana.

2.4.Quitosana

A quitosana é um polimero natural obtido da desacetilagdo da quitina,
polimero constituido por uma sequéncia linear de agucares monomeéricos 3-(1-4) 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina). Estruturalmente, a quitina e a
quitosana (Figura 8) sao semelhantes, diferenciando-se apenas pela presenca dos
grupos 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose na quitosana. O grau médio de
desacetilacdo da quitina define a porcentagem de unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose presentes, em média, nas cadeias de quitosana (Azevedo et al., 2007).
E necessario que o grau de desacetilagdo da quitina seja maior que 50% para que o
polimero obtido seja considerado quitosana. Geralmente, € pouco provavel obter
quitosana com alto grau de desacetilagao, pois 0 aumento do grau de desacetilagao

€ proporcional ao grau de degradagao da cadeia polimérica. O polimero obtido deve
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ser caracterizado quanto a massa molar, grau de desacetilacdo e distribuicao de
grupos NHs ao longo das cadeias poliméricas, pois estas caracteristicas podem
influenciar sua biodegradabilidade (Kumar, 2000; Silva et al., 2006; Campos, 2007;
Kean e Thanou, 2010).

A quitosana é classificada pela sua massa molar em: quitosana de baixa
massa molar, apresenta massa molar inferior a 150K Da; quitosana de média massa
molar, com massa molar que se estende de 150 KDa a menos que 700 KDa; e
quitosana de alta massa molar, possui massa molar igual ou superior a 700 KDa
(Wong, 2009).

quitina quitosana

Figura 8 - Estrutura molecular da quitina e da quitosana (Silva et al., 2006).

A quitosana tem a capacidade de solubilizar-se em condicdes ligeiramente
acidas e é degradada quando aquecida a temperaturas acima de 181°C e pela
lisozima, enzima presente na lagrima e no muco dos seres humanos. Além dessas
caracteristicas, a grande abundancia e suas propriedades biolégicas, fazem da
quitosana um polimero de elevada utilidade e interesse em diversas areas (Laranjeira
e De Favere, 2009; Homez-Jara et al., 2018).

Dentre as propriedades da quitosana, as que geram maior interesse sao:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade, atoxicidade, propriedades de
absorcao, capacidade filmogénica, atividade antimicrobiana, bioadesividade e poder
hemostatico. Outra caracteristica da quitosana que desperta interesse é a presenca
de grupos funcionais em sua estrutura, que podem ser usados para promover a
derivacdo quimica das moléculas podendo produzir materiais com uma grande
variedade de propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas (Campos, 2007; Moura,
2012).

Devido as suas propriedades, a quitosana tem sido amplamente utilizada na

area farmacéutica, no desenvolvimento de sistemas de liberagcdo controlada de
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farmacos. Sua utilizacao para esta aplicacdo surgiu desde a década de 1980 e atua
como agente facilitador na entrega de drogas sistémicas e locais, capaz de
proporcionar uma taxa de liberacao controlada e prolongada da droga com o minimo
de efeito colateral. Por ser um material seletivamente permeavel, surgiu como bom
candidato para liberagao controlada de medicamentos no meio gastrointestinal e na
mucosa oral (Kumar, 2000).

Na busca de uma nova via de administragdo e reducdo do numero de
administragdes, a insulina € um dos farmacos que vem sendo associados a quitosana
na tentativa de obter um sistema de liberacao controlada eficaz. Essa associacao se
deve as propriedades da quitosana que além de ser biocompativel, biodegradavel,
atoxica e bioadesiva, protege a insulina da degradacdo enzimatica mantendo a
atividade e estabilidade da insulina por um més a temperatura ambiente (25°C)
(Bahman et al., 2021).

Algumas das pesquisas realizadas abordaram as administra¢des por via oral
(Mukhopadhyay et al., 2014; Song et al., 2014; Abbad et al., 2015; Al-Kurdi et al., 2015;
Chen et al., 2015; Hecq et al., 2015; Mansourpour et al., 2015; Moghassemi et al.,
2015; Mukhopadhyay et al., 2015; Qinna et al., 2015; Sheng et al., 2015; Al Rubeaan
et al., 2016; Liu, L. et al., 2016; Liu, M. et al., 2016; Lopes et al., 2016; Verma et al.,
2016; Wang et al., 2016; Al-Remawi et al., 2017; Chen et al., 2017; He et al., 2017; Li
etal., 2017; Lopes et al., 2017; Wang, J. et al., 2017; Bhattacharyya et al., 2018; Ji et
al., 2018; Sahoo et al., 2019; Yin et al., 2019; Hadiya et al., 2021; Kumar et al., 2021),
onde observa-se o desenvolvimento de carreadores de insulina preparados com
quitosana associada com outros polimeros ou ceramicas na forma de
nanotransportadores para uso por via oral. Porém, os que realizaram estudos in vivo
obtiveram uma reducao pouco significante dos niveis glicémicos e um rapido retorno
aos niveis glicémicos iniciais.

Além de sistemas orais de liberagdo de insulina o sistema transbucal
utilizando espuma de quitosana com poli (6xido de etileno) como carreador da
insulina, demonstrou que a permeabilidade da insulina na regido bucal foi facilitada
pela mistura com alto teor de quitosana, entretanto a eficacia de encapsulamento e
liberagdo de insulina pelo sistema né&o foi avaliada (Lancina et al., 2017). Outros
autores investigaram o efeito da modificacao da vitamina B12 na absorcéo de insulina
encapsulada em nanoparticulas de trimetil-quitosana sob a influéncia do muco e
observaram que, quando comparado com as nanoparticulas ndo modificadas, as
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nanoparticulas com vitamina B12 apresentaram um maior encapsulamento de insulina
e uma maior permeabilidade do farmaco tanto na presenga quanto na auséncia de
muco; porém, as nanoparticulas com vitamina B12 ainda apresentaram-se
parcialmente influenciadas pelo muco (Ke et al., 2015).

Outra via de administracdo estudada tem sido a bucal. Géis de quitosana
tiolada ou incorporada com gelatina e filmes foram desenvolvidos para a aplicagao
como adesivo bucal. No entanto, poucos estudos realizaram ensaios in vitro
conclusivos demonstrando a real eficacia do gel como adesivo bucal (Boateng et al.,
2014; Mortazavian et al., 2014b; Mahdizadeh Barzoki et al., 2016; Diab et al., 2021).

Apesar da quitosana ser estudada, pelo setor farmacéutico, para exercer a
funcdo de agente encapsulante, para liberacdo controlada de insulina, algumas
aplicagdes farmacéuticas deste polimero sdo limitadas por sua incapacidade de
solubilizar-se em agua e em meio neutro, condicao indispensavel para a atividade
fisioldégica das enzimas (Macedo et al., 2020). Devido a possibilidade de derivados da
quitosana apresentar uma melhor solubilidade em agua as aplicagcoes deste polimero
podem aumentar significativamente (Silva et al., 2006). Um dos derivados da
quitosana que apresenta solubilidade em uma ampla faixa de pH é a

carboximetilquitosana (Abreu e Campana-Filho, 2005; Liu, Zhi, et al., 2012).

2.5. Carboximetilquitosana

Um dos derivados da quitosana obtidos pela carboximetilagdo pouco
investigado para aplicacées médicas e farmacéuticas € a carboximetilquitosana; que
pode possuir grupos carboximetil em sitios hidroxil, nos carbonos 3- e 6- da unidade
glicopiranose, ou amino, onde dois grupos carboximetil podem ser introduzidos, ou,
ainda, nos dois sitios presentes na cadeia de quitosana. Dependendo de onde ocorre
a insercdo do grupo carboximetil pode-se obter N-; O-; N,O-; ou N,N-
carboximetilquitosana (Abreu e Campana-Filho, 2005; Bai et al., 2017). Sendo a
ordem mais provavel de substituicdo 6-OH > 3-OH > 2-NH2 (Jimtaisong e Saewan,
2014).

Como a reacao de carboximetilagdo ndo costuma ser completa, inser¢des do
grupo carboximetil em algumas unidades glucosamina e unidades acetilglucosamina

podem ocorrer, provenientes da desacetilagao parcial da quitina. Geralmente, uma
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mistura complexa de derivados carboximetilados é obtida quando sao utilizadas
condi¢des ndo controladas (Abreu e Campana-Filho, 2005).

Quando comparada a quitosana, a carboximetilquitosana apresenta-se
hidrossoluvel em pH neutro. Isto se deve a insercdo do grupo carboximetil, que
favorece a formacao de ligacdes de hidrogénio entre o polimero e a agua, e pela
presengca do grupo carboxilico (COO’) (Jimtaisong e Saewan, 2014). Além da
hidrossolubilidade, a carboximetilquitosana possui a capacidade de alta viscosidade,
formacao de filmes e géis, além de possuir as vantajosas propriedades biolégicas da
quitosana, como atoxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade,
bioadesividade, entre outras (Jimtaisong e Saewan, 2014; Bai et al., 2017).

Devido a solubilidade em agua e a conservacgao das propriedades bioldgicas
da quitosana, a carboximetilquitosana tornou-se um candidato atraente no campo
farmacéutico. A carboximetilquitosana vem sendo investigada por pesquisadores
como suplemento alimentar para reducdo do colesterol, dos niveis glicémicos e
regulagédo dos niveis plasmaticos de insulina (Liu, Yang, et al., 2012).

Diferentemente da quitosana, foram encontrados poucos estudos com
carboximetilgquitosana como matriz polimérica de sistemas que buscam uma nova via
de administracao de insulina. A carboximetilquitosana vem sendo estudada por alguns
pesquisadores no intuito de obter uma administragdo oral de insulina (Lin, C. C. e Lin,
C. W., 2009; Wang et al., 2016; Wang, J. et al., 2017). Lin e Lin (2009) desenvolveram
nanoparticuas de N,O-carboximetilquitosana e tripolifosfato (TPP) sensiveis ao pH
carregadas com insulina preparadas por gelificacdo ibnica e observaram que a
liberacdo cumulativa de insulina foi dependente da relacdo N,O-
carboximetilquitosana/TPP, da concentragdo inicial de insulina encapsulada e do
aumento do pH; ndo sendo avaliados outros parametros. Em estudos realizados por
Wang et al. (2016) e Wang et al. (2017), nanparticulas de carboximetilquitosana e
quitosana foram preparadas pelo método iénico de gelificagdo, em seguida insulinas
com cargas positivas e negativas foram impregnadas as nanoparticulas. As
nanoparticulas com cargas negativas mostraram ser mais eficazes tanto nos ensaios
in vitro como em ensaios in vivo, porém quando comparados com a insulina
administrada por via subcuténea observou-se um aumento significativo no tempo de
inicio da acgéo.

Alguns estudos utilizaram a carboximetilquitosana visando rotas nao
convencionais de administracao de insulina foram encontrados (Bai et al., 2017; Yang
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et al, 2020; Zhang et al, 2020). Bai e colaboradores (2017), prepararam
nanoparticulas de carboximetilquitosana/insulina reticulas com CaClz pelo método de
gelificacdo ibnica. Foram avaliadas apenas as condicbes de fabricacdo das
nanoparticulas, capacidade de carga, eficiéncia de encapsulamento e liberacdo da
insulina in vitro; onde os autores observaram que a eficiéncia de encapsulamento,
capacidade de carga, e tamanho médio das nanoparticulas diminuiram com as
concentragbes crescentes de insulina, o aumento da concentracdo de
carboximetilquitosana diminuiu a eficiéncia de encapsulamento e aumentou o
tamanho médio das particulas e que a liberacdo de insulina foi reduzida com o
aumento da reticulagdo. Microparticulas de hidrogéis de carboximetilquitosana
enxertados com carboximetil B-ciclodextrina como sistema de liberacédo controlada de
insulina foram desenvolvidos por Yang et al. (2020). Os sistemas conseguiram reter a
insulina, quando colocada em meio que simulava o ambiente gastrico, e liberou a
insulina apds a passagem para as condi¢cdes intestinais; as microparticulas foram
transportadas para o interior das células Caco-2 e moléculas de insulina liberadas néo
mostraram diferenca significativa na estrutura da molécula. Ademais, em estudo in
vivo, as microparticulas de hidrogeis mostraram uma reducdo significativa e
sustentada (variando de 6 h a 12 h) nos niveis de glicose sanguinea de camundongos
diabéticos. Zhang et al. (2020) desenvolveram nanoparticulas a base de
carboximetilquitosana e associaram a microneedle (sistema de microagulhas) na
formagdo de um sistema de liberagdo de insulina a ser administrado pela via
transdérmica. As nanoparticulas obtiveram uma eficacia de encapsulamento de
aproximadamente 83% e capacidade de carga de 34%; em um ensaio onde 0s
microneedle foram utilizados para penetrar a pele, a penetracdo das nanoparticulas
foi 4,2 vezes maior que a penetragao passiva. O estudo in vivo demonstrou que as
nanoparticulas promovem uma rapida reducao dos niveis de glicose sanguinea, no
entanto, estes niveis aumentaram apéds 1,5 horas, mas o sistema nanoparticulas-

microneed|e consegue estabilizar os niveis de glicose por 6 horas.

2.6. Tripolifosfato de Sédio (TPP)

Outra forma de modificar a quitosana é através da reticulacdo. Um dos
agentes reticulantes utilizados na reticulagdo da quitosana é o tripolifosfato de sodio
(TPP), anion multivalente com massa molar de 367,86 g/mol que se apresenta na
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forma de p6 branco, pouco higroscépico, completamente soluvel em agua a 25°C. O
TPP reticula a quitosana através das interagbes ibnicas entre as porcoes
negativamente carregadas (PO") dos grupos fosfato de TPP e as porcdes protonadas
(NHs*) das cadeias de quitosana (Martins et al., 2012; Gierszewska e Ostrowska-
Czubenko, 2016). A reticulacao da quitosana pelo TPP pode ser visualizada na Figura
5.
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Figura 5- Representagado esquematica da reticulagédo iénica da quitosana modificada com TPP
(Gierszewska e Ostrowska-Czubenko, 2016).

A quitosana reticulada com TPP vem sendo utilizada em estudos que visam
empregar a quitosana como matriz de sistemas de liberagédo de farmacos. Esferas de
quitosana-TPP foram preparadas por gelificacdo ionotropica visando a liberagao
controlada de glipizida e os resultados mostraram que as esferas de hidrogel de
quitosana-TPP podem ser utilizadas como um sistema de liberagdo controlada
sensivel ao pH para a liberagcdo de glipizida (Sun et al., 2011). Vimal et al. (2012)
produziram nanoparticulas de quitosana-TPP por gelificacdo ionotrépica para a
liberacdo de genes em diferentes tecidos de peixes quando administrado por via oral.
O DNA de Vibrio anguillarum (pcDNA 3.1), um vetor de expresséo eucariotico, foi
utilizado como modelo e os resultados indicam que o pcDNA 3.1 pode ser facilmente
entregue aos peixes, alimentando-os com nanoparticulas de quitosana-TPP. Outros
autores desenvolveram nanoparticulas de quitosana-TPP por gelificacao ionotrépica
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para carregamento do veneno de vibora de Russell como um potencial sistema de
liberacao de antigeno. Os resultados mostraram que as nanoparticulas foram eficazes
no encapsulamento do veneno de cobra e os autores sugerem que as nanoparticulas
de CS/TPP sintetizadas podem ser usadas como uma alternativa para sistemas
adjuvantes tradicionais para futuros medicamentos (Venkatesan et al, 2013).
Diferentes conteudos TPP foram utilizados para reticular membranas de quitosana
preparadas por liofilizagdo e carregadas com 1,4-naftoquinona a fim de avaliar como
a reticulacao afetou a liberagéao do farmaco. O estudo demonstrou que a concentracao
de TPP afetou a estrutura molecular, porosidade e hidrofilicidade das membranas,
bem como, o comportamento de liberagdo do farmaco, que diminuiu quando a
quantidade de TPP aumentou. Além disso, o efeito antiproliferativo das membranas
foi diretamente relacionado a quantidade de TPP utilizado no preparo das membranas
(Tomaz et al., 2018). O efeito da reticulagao ibnica do TPP (pH 6,0 e pH 9,0) em
esferas de quitosana e quitosana / hidroxiapatita no controle das propriedades fisicas
e do comportamento de liberagéo in vitro da dexametasona foi investigado por Dantas
et al. (2019). As esferas mostraram diferencas morfoldgicas e de reticulagado ligados
ao pH da solucao de TPP, porém todas apresentaram liberacao sustentada durante
24 horas; no entanto, a taxa de liberacdo do farmaco foi afetada pelo pH do TPP. As
esferas de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona preparadas com TPP com pH 9,0
apresentaram uma liberagdo mais lenta prolongando o periodo de liberagéo. O estudo
da cinética de liberagdo mostrou que a dexametasona foi liberada tanto pela difusao
guanto pelo relaxamento das cadeias poliméricas ou intumescimento (mecanismo de
transporte andbmalo), seguindo o modelo de Peppas-Sahlin.

As matrizes de quitosana-TPP também foram utilizadas para o
encapsulamento da insulina. Nanoparticulas carregadas com insulina foram
preparadas por gelificacdo ibnica de quitosana com TPP e o0s resultados
demonstraram que a insulina foi encapsulada com sucesso (Azevedo et al., 2011).
Outro sistema desenvolvido foram membranas de quitosana e quitosana reticuladas
por TPP para uso na liberac&do controlada do sistema de insulina e os autores afirmam
que a insulina foi incorporada na membrana da quitosana com ou sem TPP, o agente
de reticulante foi eficaz no controle da liberagdo de insulina e sugerem um possivel
uso das membranas em sistemas de administragdo controlada de medicamentos, por

via transdérmica e/ou bucal (Lima et al., 2014).



36

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Quitosana de baixa massa molar (massa molar de aproximadamente 160 kDa)
com grau de desacetilacao de 90% a 98%, fornecida pelo Laboratério de Avaliagéo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO. Carboximetilquitosana,
sintetizada pelo grupo de pesquisa do CERTBIO; Tripolifosfato de sédio P.A com teor
de 95% (Dindmica Quimica contemporanea Ltda); &cido acético (Glacial) P.A. com
grau de pureza de 99,7% (Neon); acido latico P.A. com grau de pureza de 85%
(Anidrol - Produtos para Laboratério); acido cloridrico P.A com grau de pureza de
36,5% - 38% (Dinamica Quimica contemporanea Ltda); hidréxido de sédio P.A. em
micro pérolas (Neon), agua ultrapura (Ultrapurificador Master System MS 2000);
insulina Humana Recombinante expressa em levedura (Sigma-Aldrich); Tampéao
Fosfato Salina (PBS) (Sigma-Aldrich).

3.2. Preparacao das Membranas de Quitosana

As membranas de quitosana foram preparadas com base na metodologia de
Holanda (2011). Inicialmente foram preparadas dissolucdes de 1 g de quitosana em
100 ml de uma solucdo &cida (acido acético ou acido latico) diluida em proporcoes
estequiométricas, sob agitacao magnética a temperatura ambiente (24,5°C £ 2°C) por
24 h. Em seguida, parte da solugcado polimérica foi neutralizada com solugédo de
hidréxido de sédio a 1 M (pH em torno de 6,7) e filtrada a vacuo com papel filtro
qualitativo para retirar impurezas e material insoltvel. O filtrado e a por¢cao de solucao
de quitosana ndo neutralizada foram acondicionados a uma temperatura de 14°C (¢
2°C); uma vez atingida temperatura, a insulina foi incorporada com o auxilio de uma
bomba de infusdo (Harvard Apparatus), utilizando taxa de infusdo de 25 ml/h. Para
tanto, 20 mg da insulina foi dissolvida em 10 ml de agua com pH ajustado, por solucao
de acido cloridrico a 0,1 M, para 6,8, em seguida a solugéo de insulina foi adicionado
gota a gota a solucdo de quitosana, com homogeneizacdo lenta, para obter
concentragbes de 0,2 mg/ml. As solugbes quitosana/insulina obtidas foram vertidas
em placas de Petri de teflon. Um grupo de amostras foi submetido ao congelamento
em um ultra freezer (AmericanLab — 490L), a aproximadamente - 48°C por 24 horas
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e, posteriormente, liofilizadas (Liofilizador L108, aco inoxidavel AlSI304-LIOTOP) a -
56° C por 48 h (Lee et al., 2007) e o outro grupo foi mantido em geladeira a uma
temperatura de 10°C, visando manter a estabilidade da insulina até completa
evaporacao do solvente (aproximadamente 12 dias). Os mesmos procedimentos
foram empregados na preparacdo das membranas de quitosana sem insulina para

uso como controle (Figura 6).

Hidréxido de sadio 1M

Neutralizada _
(pH =6,7)

Evaporagéo do
solvente

Solugéo de quitosana Incorporagao
utilizada como — dalnsulina

controle (0,2 mg/ml)
Nao
Acido acético ou Neutralizada —
Acido latico (pH=4,5a5,7)

QUItoSana 1%

r

Figura 6— Representacdo esquematica do processo de obtencédo das membranas.

As amostras de quitosana e quitosana/insulina preparadas pelos métodos de
evaporacao do solvente e congelamento/liofilizagdo foram acondicionadas em
geladeira (14 £ 2°C) até o momento das analises. A codificagéo utilizada esta presente

nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2- Codificacdo das membranas preparadas pelo método de evaporacao do solvente.

Codificacao Descricao

Q(AA)NNe quitosana diluida em solucao de acido acético/nao neutralizada
quitosana diluida em solucdo de acido acético/ndo

QI(AA)NNe neutralizada/contendo insulina
Q(AA)Ne quitosana diluida em solugéo de acido acético/neutralizada
QI(AA)Ne quitosana diluida em solugéao de acido

acético/neutralizada/contendo insulina
Q(AL)NNe quitosana diluida em solu¢ao de acido latico/ndo neutralizada
quitosana diluida em solugdo de &cido latico/ndo

QI(AL)NNe neutralizada/contendo insulina
Q(AL)Ne quitosana diluida em solugé@o de acido latico/neutralizada
QI(AL)Ne quitosana diluida em soluc¢éo de acido latico/neutralizada/contendo

insulina
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Tabela 3- Codificagdo das membranas preparadas pelo método de congelamento e
liofilizacdo.

Codificacao Descricao

Q(AA)NNc quitosana diluida em solu¢ao de acido acético/néo neutralizada
quitosana diluida em solugcdo de acido acético/ndo

QI(AA)NNc neutralizada/contendo insulina
Q(AA)NC quitosana diluida em solugao de &cido acético/neutralizada
QI(AA)NG quitosana diluida em solucéo de acido

aceético/neutralizada/contendo insulina
Q(AL)NNc quitosana diluida em solugéo de acido latico/ndo neutralizada
quitosana diluida em solugdo de &cido latico /néo

QI(AL)NNc neutralizada/contendo insulina
Q(AL)Nc quitosana diluida em solu¢ao de &cido latico/neutralizada
QI(AL)Nc quitosana diluida em solu¢do de acido latico/neutralizada/contendo

insulina

3.3. Preparacao das Esferas de Quitosana

As esferas de quitosana foram preparadas pelo método de gelificacao
ionotropica seguida de liofilizacdo, adaptado de Dantas et al. (2019). Resumidamente,
foram preparadas solug¢des de quitosana 1% (m/v) utilizando acido acético ou acido
latico em proporgcbes estequiométricas, sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente (24,5°C + 2°C) por 24 h. Em seguida, as solucées poliméricas foram
neutralizadas (pH em torno de 6,3). As solugcdes de quitosana 1% (m/v) foram
acondicionadas a uma temperatura de geladeira (4 - 16°C); uma vez atingidas
temperaturas proximas a 14°C (£ 2°C), a insulina foi incorporada a uma parte da
solucao de quitosana, com o auxilio de uma bomba de infusdo (Harvard Apparatus),
utilizando taxa de infusdo de 25 ml/h. Para tanto, 20 mg da insulina foi dissolvida em
10 ml de agua com pH ajustado, por solu¢ao de HCIl a 0,1 M, para 6,8, em seguida a
solugcdo de insulina foi adicionado gota a gota as solugbes de quitosana, com
homogeneizacao lenta, para obter concentracdées de 0,2 mg/ml. Todas as solucdes
foram mantidas em temperatura de geladeira (4 -16°C) até o momento de preparo das
esferas.

Para preparar as esferas, as solu¢des de quitosana e quitosana/insulina foram
colocadas em uma seringa de 20 ml acoplada a um introdutor cirurgico 4.5F (Bard) e
gotejadas a uma taxa de infusao de 10 ml/h em dois banhos coagulantes, (a) solucéo
de tripolifosfato de sdédio (0,1 M) (TPP) ou (b) carboximetilquitosana 1% (m/v) (CMQ),
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ambos com pH de, aproximadamente, 11,0 e sob agitacdo magnética de 300 rpm. As
esferas foram deixadas nas solugdes coagulantes por 24 horas, a 10 £ 1 ° C para
reticulacdo ou para completa coagulacdo. Em seguida, foram lavadas com agua
destilada e solugcdo de PBS a pH neutro (7,4), congeladas em um ultra freezer
(AmericanLab — 490L), a aproximadamente - 48°C por 24 horas e, posteriormente,
liofilizadas (Liofilizador L108, aco inoxidavel AISI304-LIOTOP) a - 56° C por 48 h
(Figura 7).

Incorporacao
da Insulina
(0,2 mg/ml}

| Quitosana 1% |

Neutralizada
(e = = uitosana
Acido acético ou Q

Acido latico _ !

Figura 7— Representacéo esquematica do processo de obtencéo das esferas.

Apds o preparo, as esferas foram mantidas em geladeira até a realizacao das

caracterizagdes. As esferas foram codificadas conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Codificacdo das esferas obtidas.

Codificacao Descricao

Esferas de quitosana diluida em solugéo de acido acético com TPP

Q(AA)TPP como banho de coagulagao.
Esferas de quitosana diluida em solug&o de acido acético/contendo
QI(AA)TPP o "
insulina, com TPP como banho de coagulacéo.
Esferas de quitosana diluida em solugao de acido latico, com TPP
Q(AL)TPP como banho de coagulacao.
QIAL)TPP Esferas de quitosana diluida em solu¢do de &cido latico/contendo
insulina, com TPP como banho de coagulacéo.
Q(AA)CMQ Esferas de quitosana diluida em solu¢do de acido acético, com

CMQ como banho de coagulacao.
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Esferas de quitosana diluida em solugéo de acido acético/contendo
QI(AAICMQ insulina, com CMQ como banho de coagulacao.

Esferas de quitosana diluida em solugéo de acido latico, com CMQ
QALICMQ como banho de coagulacao.

QI(AL)CMQ Esferas de quitosana diluida em solugdo de &cido latico/contendo
insulina, com CMQ como banho de coagulagéo.

Um estudo experimental foi realizado para definir os parametros a serem
utilizados na producéo das esferas. Nele foram avaliadas as variacées de altura de
gueda da solucao de quitosana no banho gelificante, taxa de infusdo da solucéo de
quitosana e taxa de agitacao da solucao gelificante. Os paramentos utilizados estao
dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Testes experimentais utilizados para definir os parametros de producédo das
esferas.

Testes  Altura de queda Taxa de infusao Taxa de agitacao
(cm) (mL/h) (RPM)
T 10 20 400
T2 15 15 400
T3 10 10 300
T4 15 10 550
T5 15 10 300
T6 10 10 240

Os melhores resultados foram obtidos com T3 (Tabela 5), ou seja, uma altura
de queda de 10 cm, taxa de infusdo de 10 mL/h e agitacdo de 300 RPM. Estes
parametros foram utilizados para produzir todas as esferas.

3.4. Caracterizacao das Amostras

As membranas de quitosana carregadas ou ndao com insulina foram
caracterizadas por espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) para a selecdo das membranas de trabalho. Nesta etapa foram
selecionadas as solugdes neutralizadas como solugdes de trabalho para a producgéo
das esferas de quitosana e quitosana/ insulina.
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As esferas de quitosana foram caracterizadas por FTIR, Microscopia éptica,
intumescimento, hidrossolubilidade, teor de umidade, eficacia de encapsulamento e
ensaio de liberacéao in vitro.

As analises foram conduzidas no Laboratério de Avaliacao e Desenvolvimento
de Biomateriais (CERTBIO) e no Laboratério de Nanoparticulas (NANOPOL).

3.4.1. Analise Macroscopica e Sensorial

A analise macroscopica foi realizada através da observacao, a olho nu, das
amostras obtidas. Para a analise sensorial utilizou-se os sentidos da visao e tato. As
analises das amostras foram realizadas por trés pessoas e o0s resultados

apresentados foram os que estavam em concordancia com todos os analistas.

3.4.2. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A FTIR foi realizada em um espectrédmetro Perkin EImer 400 FT Mid-IR (Perkin
Elmer, Beaconsfield, UK), equipado com acessérios para refletdncia total atenuada
(ATR), com varredura de 4000 a 600 cm™'. Foi utilizada para verificar a composigcao
das membranas e das esferas permitindo que as informacgdes sobre os diferentes tipos
de membranas e esferas fossem comparadas através de informacdes estruturais
sobre as bandas caracteristicas dos grupos funcionais das moléculas e sobre os
grupos atébmicos que participam da estrutura das membranas. Esse ensaio foi
realizado de acordo com a norma ASTM F2778 — 09.

As membranas Q(AA)Ne e QI(AA)Ne apresentaram-se quebradicas e
Q(AL)Ne e QI(AL)Ne ficaram fortemente aderidas as placas e a retirada ocorreu em
pedacos pequenos e irregulares; ambas as condicées impossibilitaram os demais
ensaios propostos para as membranas. No entanto, as solugdes de quitosana
solubilizadas em &acido acético ou em acido latico e posteriormente neutralizadas
foram utilizadas para produzir esferas de quitosana e quitosana/insulina pelo método
de gelificacao ionotrdpica. Portanto, os demais ensaios foram realizados apenas para
as esferas.
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3.4.3. Intumescimento

O comportamento do intumescimento das esferas de quitosana foi
determinado pelo método gravimétrico adaptado de Nogueira Campos et al. (2005).
As esferas foram mantidas em dessecador por 24 horas e a massa seca (Wd) foi
determinada. Em seguida, as amostras foram imersas em agua destilada a 37°C. Apds
periodos pré-determinados (5, 40, 80, 120 e 160 minutos), os pesos Umidos (Ww) das
esferas foram determinados; primeiro, as amostras foram transferidas para um papel
de filtro para remover a agua adsorvida na superficie, e depois, imediatamente
pesadas em uma balancga eletrénica. A razao de intumescimento (S) das esferas no
meio foi calculada a partir da Equacéao 1:

(Ww—Wd)
w

S(%): *100 (1)

Cada experimento foi repetido trés vezes e o valor médio foi tomado como a

razao de intumescimento.
3.4.4. Hidrossolubilidade e Teor de Umidade

A porcentagem do teor de umidade nas esferas foi determinada pelo método
gravimétrico adaptado de Nogueira Campos et al. (2005). As esferas foram mantidas
em dessecador por 24 horas e pesadas para obtencdo da massa inicial (Mi). Apos
este procedimento, as amostras foram levadas para uma estufa a 100°C por 24 horas
e pesadas novamente para determinar a massa final (Ms). A porcentagem de umidade
foi calculada de acordo com a Equagéao 2:

Teor de umidade(%)=

—(M&Mf ) %100 (2)

1

A solubilidade em agua das esferas foi determinada de acordo com Gontard
etal. (1994). As esferas foram mantidas em dessecador por 24 h e pesadas para obter
a massa inicial (Wi) e em seguida levadas a uma estufa a 100 ° C por 24 horas e,
novamente, pesadas para obter sua massa seca (Ws). Apds este procedimento, as
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esferas foram imersas em 5 ml de 4gua destilada por 24 horas a 25°C. As amostras
foram retiradas e secas (100°C por 24 horas) para determinar o peso da membrana
nao soluvel em agua (Wf). A porcentagem de hidrossolubilidade (H) das esferas foi
calculada a partir da Equagao 3:

H (%) = W, V_VWf)

i

#100 (3)

Cada experimento foi repetido trés vezes e o valor médio foi calculado.
3.4.5. Microscopia Optica

A morfologia da superficie das esferas foi avaliada pela microscopia éptica em
um Microscépio Advanced 3D Digital, Hirox — KH7700, que permite reflexdo e
transmissao com profundidade de campo extendida com medigdes 2D e 3D, estando
acoplado a uma estacao de analise de imagens. Para a aplicacao desta técnica foram
utilizados aumentos que variaram de 40x, 160X e 350X.

3.4.6. Espectroscopia na Regiao do Ultra Violeta (UV-vis)

Para detectar e quantificar a insulina nos ensaios de capacidade de carga,
eficacia de encapsulamento e liberagdo controlada do farmaco pelas esferas foi
utilizado a espectroscopia na regidao do ultravioleta (UV-vis), que foi realizada em um
Espectrémetro UV-vis, Perkin Elmer, com comprimento de onda variavel, modelo
Lambda 35, com cubeta de quartzo de caminho éptico de 1 cm.

A insulina foi diluida em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) (pH =
7,4) para a realizagcdo da identificagdo do comprimento de onda de detecgédo do
farmaco, validacao do método analitico e elaboracdo da curva de calibracao; para
posterior andlise dos ensaios de capacidade de carga, eficacia de encapsulamento e
liberag&o controlada do farmaco pelas esferas.
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3.4.6.1. Validacao do Método Analitico de Deteccao da Insulina por UV-vis

Para a validacdo do método analitico foram calculadas exatidao, precisao,
linearidade e robustez, conforme Resolu¢des da Anvisa RE n® 899/2003 (Sanitéria,
2003) e RDC166/2017 (Anvisa, 2017). As andlises foram realizadas utilizando
solucbes com concentracdes de 5 pg/ml, 10 ug/ml, 15 pg/ml, 20 ug/ml, 25 ug/ml e 30
ug/ml diluidas de insulina em PBS (pH=7,4) sob agitacao de 50 rpm a uma temperatura
de 37°C por 120 minutos em agitador Shake modelo IKA-KS4000i.

Antes da realizagédo da validacao foi determinado o comprimento de onda de
maxima absorbancia (Amax) apresentado pela insulina. As solugbes de insulina
diluidas em PBS foram submetidas a uma varredura inicial pelo espectro UV-vis entre
200 a 300 nm, apéds a verificagdo de faixa util da leitura todas as amostras foram
varridas entre 200 e 240 nm.

3.4.6.1.1. Linearidade

A linearidade foi realizada utilizando seis concentracdes de insulina diluidas
em PBS (5 pg/ml, 10 pug/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml e 30 pg/ml). Todas as
analises foram realizadas em ftriplicata. A curva obtida foi linearizada por regressao
linear utilizando o método dos minimos quadrados, de acordo com a Equacao 4:

Abs =k, *C +k, (4)

Onde Abs representa a absorbancia apresentado pelo UV-vis; K7 o coeficiente angular

da reta; C concentracao de insulina em pg/ml; e Ko representa o intercepto.

3.4.6.1.2. Precisao

Foi realizada a analise da precisdo intra-corrida (repetibilidade) e intercorrida
(intermediaria), conforme preconizado pela ANVISA na RE n® 899/2003 (Sanitaria,
2003) e RDC 166/2017 (Anvisa, 2017). Para a avaliacao da repetibilidade foram
utilizadas trés concentracdes de insulina diluidas em PBS (5 pug/ml, 20 pg/ml e 30

ng/ml) pelo mesmo analista e foi feito em triplicata. Para andlise da precisdo
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intermediéria foi utilizada a concentragdes maxima de insulina diluidas em PBS (30

ug/ml), as leituras foram realizadas por dois analistas diferentes em dias diferentes.

3.4.6.1.3. Exatidao

A exatidao foi avaliada utilizando trés concentragdes de insulina diluidas em
PBS, duas baixas (5 e 10 pg/ml), uma intermediaria (20 ug/ml) e outra alta (30 pg/ml).
Todas as analises foram realizadas em triplicata contemplado a faixa de linearidade
do método. A exatiddo foi avaliada pelo coeficiente de variacdo e pela porcentagem
de recuperacéo de insulina, conforme Equacao 5:

concentracao média experimental

Exatiddo(%)= 100 (5)

concentracio tedrica

3.4.6.1.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método realizou-se a analise da variacao de
temperatura de 37°C para a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, e o tempo
de leitura apds o preparo da solucdo (3 horas e 24 horas) para a insulina diluida em
PBS na concentragdo de 20 pg/ml e 30 pug/ml. As andlises foram realizadas em
sextuplicata. De acordo com os critérios determinados para o método de
espectroscopia na RE n® 899/2003 (Sanitaria, 2003) e RDC 166/2017 (Anvisa, 2017).

3.4.6.1.5. Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

O limite de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram realizados conforme
a RE n?® 899/2003 (Sanitaria, 2003; Anvisa, 2017). Os célculos do LD e do LQ foram
realizados a partir da curva analitica resultante da média de trés curvas analiticas,
utilizando-se do desvio padrao do residuo da linha de regressao e sua relagdo com a
inclinagdo da reta (coeficiente angular) de acordo com as Equacgdes 6 e 7.

_ Desvio padrdo de b*3
IC

LD
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_ Desvio padrdo de b *10
IC

LQ (7)

Onde b representa o intercepto com o eixo Y da curva analitica média
construida com as concentragdes decrescentes; IC é o coeficiente angular da curva

analitica obtida pela determinag&o da linearidade.

3.4.6.1.6. Preparacao da Curva de Calibracao da Insulina

Na elaboracao da curva de calibracédo foi preparada uma solucédo de 30 mg
de insulina diluida em PBS (pH=7,4); esta solucao foi utilizada para a preparacao de
solugdes de PBS insulina nas concentragoes de 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml,
25 pg/ml e 30 pg/ml. As diluicdes foram preparadas e analisadas em triplicata por
espectrofotometria de absorcdo no UV-vis em um comprimento de onda de 202 nm,
utiizando o mesmo solvente como branco. As medias das absorbancias de cada
concentragdo foram plotadas em um gréfico e, posteriormente, linearizadas para
obtencado da curva de calibracdo. A equacao da reta e o coeficiente de correlagao
foram calculados pela analise de regressao linear, conforme Equacéao 8.

Abs=A+B.C

(8)
Onde Abs representa o valor da absorbancia; A a interseccao; B o coeficiente angular
da reta; e C a concentracdo de insulina.

3.4.7. Capacidade de Carga e Eficiéncia de Encapsulamento

Para mensuracédo da capacidade de carga e da eficacia de encapsulamento
as esferas foram pesadas em balanga analitica e, em seguida, colocadas em contato
com 50 mL PBS (pH = 7,4) por um periodo de 15 minutos (Jose et al., 2012). Decorrido
o tempo, as esferas foram retiradas e a quantidade de insulina presente na solucao
foi considerada como insulina livre, que foi quantificada por espectroscopia UV/Visivel
(UV-vis) (UV-vis Spectrometer Lambda 35 - Perkin Elmer, Beaconsfield, UK). Os
resultados dos parametros de capacidade de carga e eficiéncia de encapsulamento
foram obtidos de acordo com as Equacdes 5 e 6 (Bai et al., 2017):
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(Total de insulina adicionada - Insulina livre)

CC(%) = x 100 (5)

Massa das esferas

(Total de insulina adicionada - Insulina livre)

EE(%) = x 100 (6)

Total de insulina adicionada

Onde CC(%) representa a capacidade de carga e EE(%) a eficacia de

encapsulamento em porcentagem.

3.4.8. Estudo de Liberacgao in vitro

A liberagédo de insulina pelas esferas foi avaliada pelo método adaptado de
Barbari et al. (2017). As esferas de quitosana/insulina foram colocadas em solucéo de
PBS (pH = 7,4) a 37°C (x 0,5°C) e agitacao de 100 rpm, em periodos variados (15, 30,
45, 60, 90, 120, 360 minutos, 24 e 48 horas). Em cada periodo, aliquotas de
aproximadamente 3 mL da solucdo em que as esferas estavam imersas foram
retiradas e a leitura foi realizada pelo UV-vis em um comprimento de onda de 200 a
300 nm, a aliquota foi devolvida a solucao de liberacao.

Para avaliar a estabilidade da insulina durante o periodo e as condi¢coes do
ensaio de liberacdo uma solucéo de insulina em PBS, com concentragao de 30 pg/ml,
foi submetida as mesmas condi¢des de temperatura e agitacao utilizadas na avaliacao
da liberacao de insulina pelas esferas. Em periodos semelhantes aos estabelecidos
para a liberacédo (15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 360 minutos, 24 e 48 horas)
aliquotas de aproximadamente 3 mL da solugéo foram retiradas e foi realizada a leitura
pelo UV-vis em um comprimento de onda de 200 a 300 nm, a aliquota foi devolvida a
solucao.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados apresentados
foram obtidos pela média dos trés ensaios.
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3.4.9. Estudo da Cinética de liberacao

A liberacdo de um farmaco a partir de um sistema de liberacdo envolve os
processos de difusao e dissolucédo. Varios modelos matematicos sao utilizados para
descrever a dissolucao, difusdo e/ou liberacdo de um farmaco pelo sistema (Kanha et
al., 2021). Assim, para avaliar o perfil de liberacdo apresentado pelas esferas os
seguintes modelos matematicos foram utilizados: ordem zero; primeira ordem;
Higuchi; Korsmeyer-Peppas; e Peppas-Sahlino (Gouda et al, 2017; Unagolla e
Jayasuriya, 2018). As analises foram realizadas com o auxilio do programa Solver,
um suplemento gratuito do Excel (Zhang et al., 2010; Zuo et al., 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise Macroscopica e Sensorial das Membranas Nao Neutralizadas

As membranas nao neutralizadas preparadas por congelamento e liofilizacao
(Q(AA)NNc, QI(AA)NNc, Q(AL)NNc e QI(AL)NNc), Figura 8, apresentaram-se
uniformes e com coloracdo branca; embora as membranas Q(AA)NNc (Figura 8a) e
QI(AA)NNCc (Figura 8b) apresentem uma coloragao mais intensa, ndo houve diferenca
na coloragcao das membranas preparadas com quitosana comparadas as preparadas
com quitosana incorporadas com insulina. As membranas Q(AA)NNc e Q(AL)NNc
(Figuras 8a e 8c) preencheram completamente o didmetro da placa (6 cm) enquanto
as membranas QI(AA)NNc e QI(AL)NNc (Figura 8b e 8d) tiveram um diametro
reduzido; no entanto, todas as membranas apresentaram a mesma espessura. Ao
toque, as membranas Q(AL)NNc e QI(AL)NNc mostraram-se com um aspecto mais
aderente do que as Q(AA)NNc e QI(AA)NNc, porem entre Q(AL)NNc e QI(AL)NNc
nao foi possivel perceber diferenca ao toque.

(a) (aa)NNc [ (c) O(AL)NNc
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Figura 8- Membranas n&o neutralizadas preparadas por congelamento e liofilizacdo. Em a
membrana de quitosana, solubilizada em acido acético, ndo neutralizada - Q(AA)NNc; b
membrana de quitosana, solubilizada em acido acético, ndo neutralizada e com incorporacao
de insulina - QI(AA)NNc; ¢ membrana de quitosana, solubilizada em acido latico, nao
neutralizada - Q(AL)NNc; e d membrana de quitosana, solubilizada em &cido latico, nao
neutralizada e com incorporagéo de insulina - QI(AL)NNCc.
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As membranas nao neutralizadas preparadas pelo método de evaporagéo do
solvente (Q(AA)NNe, QI(AA)NNe, Q(AL)NNe e QI(AL)NNe), Figura 9, apresentaram-
se uniformes e transparentes, porém ocorreu a formagao de bolhas na parte central
das membranas Q(AL)Ne, Q(AA)Ne e QI(AA)Ne (Figuras 9a, 9¢c e 9d). Aquelas onde
ainsulina foi incorporada (QI(AA)NNe e QI(AL)NNe) tiveram um aspecto turvo. Quanto
ao diametro e a espessura das membranas preparadas por evaporag¢ao do solvente,
nao houve diferenga. Ao toque, as membranas em que a quitosana foi diluida em
acido latico (Q(AL)NNe e QI(AL)NNe) mostraram-se mais aderentes, sendo
QI(AL)NNe a mais aderente.

(a) Q(AL)NNe (c) Q(AA)NNe

(b) QI(AL)NNe (d) QI(AA)NNe

|
i

Figura 9- Membranas nao neutralizadas preparadas por evaporagao do solvente. Em a
membrana de quitosana, solubilizada em &cido latico, ndo neutralizada - Q(AL)NNe; b
membrana de quitosana, solubilizada em &cido latico, ndo neutralizada e com incorporacao
de insulina - QI(AL)NNe; ¢ membrana de quitosana, solubilizada em &cido acético, ndo
neutralizada - Q(AA)NNe; e d membrana de quitosana, solubilizada em &cido acético, nao
neutralizada e com incorporacao de insulina - QI(AA)NNe.

4.2. Analise Macroscopica e Sensorial das Membranas Neutralizadas

Utilizando o método de congelamento e liofilizacdo, as membranas
neutralizadas (Q(AL)Nc, QI(AL)Nc, Q(AA)Nc e QI(AA)Nc), Figura 10, demonstraram

cor branca uniforme, mais intensa do que as membranas ndo neutralizadas. As
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membranas Q(AA)Nc (Figura 10c) e QI(AA)Nc (Figura 10d) preencheram
completamente o didmetro da placa e apresentaram espessuras semelhantes as
membranas nao neutralizadas preparadas por esta técnica; ja as Q(AL)Nc e QI(AL)Nc
apresentaram um encolhimento e aplainamento (Figuras 10a e 10b, respectivamente)
gquando comparadas com as demais membranas. Sensacgdo tatil de suavidade,
moldando-se a pele, e aderéncia foram perceptiveis em Q(AL)Nc e QI(AL)Nc,
enquanto Q(AA)Nc e QI(AA)Nc ndo se moldaram a pele e ndo apresentaram
aderéncia. As diferencas observadas entre as membranas podem ter ocorrido pela
formacao de pontes de hidrogénio nas membranas preparadas pela dissolugédo da
quitosana em acido latico, pois 0 mesmo possui dois grupos hidroxila, o que possibilita

a formacao de um maior numero de pontes de hidrogénio.
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Figura 10- Membranas neutralizadas preparadas por congelamento e liofilizagdo. Em a
membrana de quitosana, solubilizada em &cido latico, neutralizada com hidréxido de sddio -
Q(AL)Nc; b membrana de quitosana, solubilizada em &cido latico, neutralizada com hidréxido
de sédio e com incorporagao de insulina - QI(AL)Nc; ¢ membrana de quitosana, solubilizada
em acido acético, neutralizada com hidroxido de sédio - Q(AA)Nc; e d membrana de
quitosana, solubilizada em acido acético, neutralizada com hidroxido de sédio e com
incorporagao de insulina - QI(AA)Nc.

As membranas neutralizadas obtidas pelo método de evaporacao do solvente
(Q(AA)Ne, QI(AA)Ne, Q(AL)Ne e QI(AL)Ne), Figura 11, apresentaram-se levemente
turvas. Q(AA)Ne e QI(AA)Ne (Figuras 11c e 11d, respectivamente) ficaram
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quebradicas, sairam facilmente da placa e pode-se observar um halo branco na parte
mais externa das membranas, no entanto, ndo houve diferencga visual entre Q(AA)Ne
e QI(AA)Ne. As membranas Q(AL)Ne e QI(AL)Ne (Figuras 11a e 11b,
respectivamente) aderiram a placa e houve dificuldades para serem retiradas, sendo
necessario raspa-las das placas para retirada de pequenos pedacos. Em QI(AL)Ne
visualizou-se um halo pr6ximo a margem da membrana enquanto em Q(AL)Ne
mostrou-se uniforme. As membranas preparadas pelos dois solventes, acido acético
e acido latico, apresentaram-se finas e com mesmo didmetro da placa, sendo
Q(AL)Ne e QI(AL)Ne mais aderentes.

(a) O{AL)Ne (c) Q(AA)Ne

Figura 11- Membranas neutralizadas preparadas por evaporagdo do solvente. Em a
membrana de quitosana, solubilizada em &acido latico, neutralizada com hidréxido de sédio -
Q(AL)Ne; b membrana de quitosana, solubilizada em &cido latico, neutralizada com hidroxido
de sédio e com incorporacao de insulina - QI(AL)Ne; ¢ membrana de quitosana, solubilizada
em 4acido acético, neutralizada com hidréxido de sodio - Q(AA)Ne; e d membrana de
quitosana, solubilizada em acido acético, neutralizada com hidroxido de sédio e com
incorporacgao de insulina - QI(AA)Ne.

De acordo com as analises macroscopicas e sensoriais todas as membranas
preparadas por congelamento e liofilizagdo apresentaram-se adequadas para o uso
no corpo humano, pois moldaram-se ao corpo; no entanto, aquelas preparadas com
acido latico e neutralizadas (Q(AL)Nc e QI(AL)Nc) apresentaram sensacéao tatil de
suavidade, moldando-se a pele, e aderindo a pele e superficies. Desta forma entre as
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membranas preparadas por congelamento e liofilizacdo Q(AL)Nc e QI(AL)Nc
demonstraram melhor aplicabilidade. Ja para as membranas preparadas por
evaporacao do solvente, as ndo neutralizadas apresentaram-se mais resistentes a
manipulacdo, sendo as preparadas com acido latico mais aderentes, principalmente
QI(AL)NNe. Apesar das membranas nao neutralizadas preparadas por evaporag¢ao do
solvente apresentarem-se quebradicas (Q(AA)Ne e QI(AA)Ne) e demasiadamente
aderentes (Q(AL)Ne e QI(AL)Ne) elas foram caracterizadas por FTIR.

4.3. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) das Membranas

As analises de FTIR foram realizadas com as membranas nao neutralizadas
e neutralizadas, preparadas tanto pelo método de congelamento e liofilizagdo quanto
pelo método de evaporacdo do solvente, com uma concentracédo de insulina de 0,2
mg/mL e, também, para o p6 de insulina, com o intuito de comparar os resultados
obtidos e visualizar possiveis interacdes entre quitosana e insulina. Os resultados
desta analise serdo apresentados considerando o método de processamento
(congelamento/liofilizagdo e evaporacédo do solvente), a solucao acida (acido acético
ou &cido latico) utilizada para dissolugao da quitosana e o uso ou nao de neutralizagcao
prévia da solugao de quitosana.

4.3.1. Método de Processamento

Nas Figuras 12 e 13 estao dispostos os graficos de FTIR, apresentados em
nimero de onda (cm™) vs. absorbancia (%), para as amostras Q(AA)NNc, QI(AA)NNc,
Q(AA)NNe, QI(AA)NNe e po de insulina. Na Figura 12 estdo mostrados os espectros
das amostras anteriormente citadas, com destaque para as vibragbes caracteristicas
da quitosana. Entre 3243 cm™ e 3191 cm™ observa-se uma banda larga devida a
sobreposicdo das vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH; em 1634 cm™ e
1542 cm' vibragdes referentes a carbonila (estiramento O=C-NHR) e ao grupo amina
(deformacao NH2), respectivamente; também se observa vibragbes em 1404 cm™,
caracteristicas da deformacao angular CHz (Boonsongrit et al., 2008; Mukhopadhyay
et al., 2015). O espectro exibindo o comportamento da insulina utilizada frente a
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analise de FTIR também pode ser visualizado na Figura 13. O espectro de FTIR da
insulina mostra bandas em 1638 cm™, referente ao estiramento C=0O da amida |,
caracteristico do espectro das proteinas, e em 1528 cm, correspondentes ao
estiramento C-H e flexdo N-H atribuidos a amida Il (Sarmento, B. et al., 2006;
Boonsongrit et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2015). Nos espectros de FTIR das
membranas de quitosana-insulina, QI(AA)NNc e QI(AA)NNe (Figuras 13a e 13b),
nenhuma mudanca de banda pdde ser detectada quando comparadas com o0s
espectros das membranas de quitosana, Q(AA)NNc e Q(AA)NNe, apesar das
vibracdes referentes ao estiramento C=0 (1638 cm™') e estiramento C=0-NHR (1542
cm) coincidirem para quitosana e insulina, ndo houve diferenca nos espectros das

amostras com e sem insulina independente do processamento.
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Figura 12- Gréfico de FTIR das membranas Q(AA)NNc, QI(AA)NNc, Q(AA)NNe, QI(AA)NNe
e po de insulina.
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Figura 13- Grafico de sobreposi¢cao dos espectros de FTIR. (a) sobreposicdo das amostras
Q(AA)NNc e QI(AA)NNCc; (b) sobreposicdo das amostras Q(AA)NNe e QI(AA)NNe.

Analisando os espectros das amostras Q(AA)Nc, QI(AA)Nc, Q(AA)Ne,
QI(AA)Ne e pé6 de insulina (Figuras 14), verifica-se bandas caracteristicas da
quitosana em 1638 cm™', 1546 cm-' e 1406 cm™' referentes ao estiramento C=0-NHR,
deformacdo NH2 e deformacédo angular CH2, respectivamente, em todas as
membranas tanto preparadas por congelamento e liofilizacdo quanto por evaporagéao
do solvente. Resultado semelhante foi encontrado por Boonsongrit et al. (2008) e
Mukhopadhyay et al. (2015). Na regiéo referente as vibragdes de estiramento dos
grupos OH e NH observa-se que, quando o método de congelamento e liofilizagéo foi
utilizado evidenciou-se uma banda larga com picos em 3407 cm', 3282 cm™ e 3171
cm™' que, segundo Paiva et al. (1996) podem corresponder a formagéo de pontes de
hidrogénio, o que justifica os achados da analise macroscépica e sensorial (Figura
10). Observando-se a sobreposicdo dos espectros de Q(AA)Nc e QI(AA)Nc (Figura
15a), nenhuma alteragdo entre os espectros foi evidenciada. Nos espectros das
membranas preparadas pelo método de evaporacdo do solvente (Figura 15b)
observou-se um aumento da intensidade nas bandas das regides 1638 cm™', 1546 cm-
' e 1406 cm™' para o espectro da amostra em que a insulina foi incorporada, QI(AA)Ne,
ao ser comparada com Q(AA)Ne, sugerindo que a insulina pode ter interagido com a
quitosana, como foi observado por Boateng (2014) ao incorporar insulina em
quitosana tiolada para producao de um xerogel.
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Figura 14- Gréfico de FTIR das membranas Q(AA)Nc, QI(AA)Nc, Q(AA)Ne, QI(AA)Ne e pé de
insulina.
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Figura 15- Grafico de sobreposi¢cdo dos espectros de FTIR. (a) sobreposicdo das amostras
Q(AA)Nc e QI(AA)Nc e (b) sobreposicao das amostras Q(AA)Ne e QI(AA)Ne.

Os espectros de FTIR das amostras Q(AL)NNc, QI(AL)NNc, Q(AL)NNe,
QI(AL)NNe e p6 de insulina podem ser observadas nas Figuras 16 e 17. Na Figura 16
observa-se 0s espectros das amostras anteriormente citadas, destacando-se as

vibragdes caracteristicas da quitosana entre 3278 cm™ e 3193 cm™' e a sobreposicio
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das vibracbes de estiramento dos grupos OH e NH da quitosana podem ser
evidenciadas; observa-se um ombro em 1733 cm™ que é atribuido a carbonila dos
grupos éster ou carboxilico nas cadeias laterais do acido latico; distingue-se em 1638
cm™ e 1543 cm™' bandas referentes as vibragdes da carbonila (estiramento C=O-NHR)
e ao grupo amina (deformagdo NH2), respectivamente (Bhattarai et al., 2006).
Constata-se pela sobreposicao dos espectros na Figura 17 que nao houve diferenca

entre os das amostras com e sem incorporagao de insulina em ambos os métodos

analisados.
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Figura 16- Grafico de FTIR das membranas Q(AL)NNc, QI(AL)NNc, Q(AL)NNe, QI(AL)NNe e
pd de insulina.
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Figura 17- Grafico de sobreposicao dos espectros de FTIR. (a) sobreposicdo das amostras
Q(AL)NNCc e QI(AL)NNc; e (b) sobreposicao das amostras Q(AL)NNe e QI(AL)NNe.

Observa-se nas Figuras 18 e 19 os espectros de FTIR das amostras Q(AL)Nc,
QI(AL)Nc, Q(AL)Ne, QI(AL)Ne e pé de insulina. Todas as membranas apresentam
bandas de vibragdes caracteristicas da quitosana (Figura 18); sobreposicao das
vibragbes de estiramento dos grupos OH e NH entre 3353 cm™' e 3267 cm', um ombro
atribuido a carbonila dos grupos éster ou carboxilico nas cadeias laterais do acido
latico em 1731 cm™', em 1638 cm™' bandas de estiramento da carbonila da quitosana
e bandas de deformacao do grupo amina em 1579 cm' (Bhattarai et al., 2006; Depan
et al., 2009). As amostras preparadas por congelamento e liofilizagdo ndo mostraram
nenhuma diferenca entre Q(AL)Nc e QI(AL)Nc (Figura 19a). Contudo, no grafico de
sobreposicao dos espectros de Q(AL)Ne vs. QI(AL)Ne (Figura 19b) observa-se que,
no espectro da membrana de QI(AL)Ne ocorreu a intensificagdo do ombro em 1638
cm', posicdo correspondente a vibragcdo de estiramento da carbonila da quitosana e
ao estiramento C=0 da amida | da insulina (Sarmento, B. et al., 2006; Boonsongrit et
al., 2008; Mukhopadhyay et al, 2015). Adicionalmente, ocorreu um aumento da
intensidade das bandas na regido de 1453 cm™ a 1232 cm™, regido que diz respeito
as vibragdes dos grupos CHs e CH:2 (Paiva et al, 1996). De acordo com o
anteriormente exposto, acredita-se que a insulina interagiu com a quitosana quando o
método de evaporacao do solvente foi utilizado.
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Figura 18- Gréfico de FTIR das membranas Q(AL)Nc, QI(AL)Nc, Q(AL)Ne, QI(AL)Ne e pé de

insulina.
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Figura 19- Grafico de sobreposicao dos espectros de FTIR. (a) sobreposicao das amostras
Q(AL)Nc e QI(AL)Nc; (b) sobreposicao das amostras Q(AL)Ne e QI(AL)Ne.

4.3.2. Solucéo Acida Utilizada para Dissolucdo da Quitosana

A comparagao dos espectros de FTIR das membranas n&o neutralizadas de

quitosana com a incorporagdo ou nao de insulina, preparadas utilizando duas
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solugdes acidas diferentes para dissolver a quitosana, acido acético ou &cido latico, e
pelos processamentos de congelamento e liofilizagao e evaporagéao do solvente pode
ser apreciada na Figura 20. Observa-se que, independentemente da solucéao acida
utilizada, as regides de vibracdes caracteristicas da quitosana foram conservadas
para as vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH sobrepostas entre 3249 cm-!
e 3189 cm'; vibragdes de estiramento referentes a carbonila (C=O-NHR) da quitosana
em 1634 cm™' para Q(AA)NNc, QI(AA)NNc, Q(AL)NNc e QI(AL)NNc e 1638 cm™' para
Q(AA)NNe, QI(AA)NNe, Q(AL)NNe e QI(AL)NNe; vibragdes de deformagao do grupo
amina (NH2) em 1543 cm; e vibragdes de deformacdo angular referente ao grupo
CHz2 em 1404 cm™' (Bhattarai et al., 2006; Boonsongrit et al., 2008; Depan et al., 2009;
Mukhopadhyay et al., 2015). No entanto, apenas quando a quitosana foi diluida em
acido latico as vibracoes atribuidas a carbonila dos grupos éster ou carboxilico nas
cadeias laterais do &cido latico podem ser observadas em forma de um ombro em
1733 cm™ (Bhattarai et al., 2006). Apesar das membranas preparadas com solucdo
de &cido latico apresentarem uma banda vibracional diferente das preparadas com
acido acético, nao foram detectadas alteracdes que pudessem sugerir a incorporagao

da insulina em nenhuma das membranas.
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Figura 20- Grafico de FTIR das membranas nao neutralizadas com ou sem incorporacao de
insulina e p6 de insulina. (a) Espectro das membranas preparadas por congelamento e
liofilizacdo - Q(AA)NNc, QI(AA)NNc, Q(AL)NNc e QI(AL)NNc — e p6 de insulina. (b) Espectro
das membranas preparadas por evaporacao do solvente — Q(AA)NNe, QI(AA)NNe, Q(AL)NNe
e QI(AL)NNe — e p6 de insulina.

Na comparagcao dos espectros das membranas neutralizadas de quitosana

com ou sem incorporacao de insulina, Figura 21, observa-se que regides vibracionais
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caracteristicas da quitosana estao presentes independente da solugao acida utilizada.
Na regiao de sobreposicao das vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH, as
amostras Q(AA)Nc e QI(AA)Nc apresentaram um aumento da intensidade nas regides
1638 cm, 1546 cm-' e 1406 cm™', porém para as demais esta vibracdo manteve-se
entre 3353 cm™ e 3267 cm'. As vibracdes de estiramento referentes a carbonila (C=0-
NHR) da quitosana apresentou-se em 1638 cm™' para todas as membranas e um
aumento de intensidade desta banda foi observado para QI(AA)Ne e QI(AL)Ne
podendo indicar uma interacdo entre quitosana e insulina. Outra regido conservada
para a dissolugdo da quitosana com os diferentes acidos foi a da vibragdo de
deformacgao angular referente ao grupo CH2 que pode ser observada em 1406 cm’
(Boateng et al., 2014; Demina et al., 2016). Ja as vibragdes de deformacao do grupo
amina (NH2) podem ser apreciadas em 1546 cm™', quando a quitosana foi diluida em
solucdo de acido acético (Q(AA)Nc, QI(AA)Nc, Q(AA)Ne e QI(AA)Ne), e em 1579 cm-
! para as amostras diluidas em solucéo de acido latico (Q(AL)Nc, QI(AL)Nc, Q(AL)Ne
e QI(AL)Ne) (Yao et al., 2003; Bhattarai et al., 2006; Sarmento, B. et al., 2006).
Observa-se um aumento da intensidade nestas regides vibracionais para QI(AA)Ne e
QI(AL)Ne podendo indicar interacdo entre quitosana e insulina. Nas amostras em que
a quitosana foi diluida em solugao de acido latico observa-se um ombro em 1731 cm-
' que é atribuido a carbonila dos grupos éster ou carboxilico nas cadeias laterais do
acido latico (Bhattarai et al., 2006).
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Figura 21- Grafico de FTIR das membranas ndo neutralizadas com ou sem incorporagédo de
insulina e p6 de insulina. (a) Espectro das membranas preparadas por congelamento e
liofilizacdo - Q(AA)Nc, QI(AA)Nc, Q(AL)Nc e QI(AL)Nc — e pé de insulina. (b) Espectro das
membranas preparadas por evaporacdo do solvente — Q(AA)Ne, QI(AA)Ne, Q(AL)Ne e
QI(AL)Ne — e po de insulina.
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De acordo com os achados das analises macroscépicas e do FTIR sugere-se
que a interacao entre matriz e farmaco para a quitosana solubilizada com acido acético
(Figura 22a) e em &cido latico (Figura 22b) sejam diferentes, o que explicaria as
diferentes caracteristicas macroscépicas encontradas entre as membranas
preparadas com os dois acidos.

Sugere-se que a interacdo entre matriz e farmaco, para a quitosana
solubilizada com acido acético (Figura 22a), seja do tipo ibnica, pois a quitosana
permaneceu em meio levemente acido (pH = 6,7) e, portanto, pode ter mantido alguns
grupos amina protonados e hidroxilas anidnicas; enquanto os grupos amida da
insulina (Figura 1), neste meio, se ligam aos ions hidrénios livres prevalecendo, assim,
o carater acido da insulina. Desta forma, acredita-se que os grupamentos acidos da
insulina interajam ionicamente com os grupos hidroxilas da quitosana.

Ja para a quitosana solubilizada em solugédo de acido latico (Figura 22b), a
hipdtese deste trabalho é que a interacao entre farmaco e matriz ocorra por interacdo
ibnica, semelhante a proposta anteriormente para o acido acético (Figura 22a), porém
com maior intensidade devido a presenca de uma hidroxila a mais no acido latico; e,
também, por retencao fisica. O &cido latico possui cadeia carbdnica maior que o acido
acético, o que possibilita um maior afastamento das cadeias poliméricas da quitosana
(Callister Jr, 2008). Deste modo, sugere-se que as cadeias de insulina (Figura 1)
possam se alojar no espaco entre as cadeias poliméricas da quitosana promovendo,

assim, uma retencdo fisica do farmaco pela matriz.
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Figura 22: Estrutura quimica dos acidos utilizados para dissolugédo da quitosana. Em (a) acido
acético; e em (b) acido latico.
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4.3.3. Uso ou nao de Neutralizacao Prévia da Solucao de Quitosana

Os espectros das membranas preparadas por dissolucdo da quitosana em
acido acético seguido ou ndo de neutralizacao estao dispostos na Figura 23. Observa-
se que, quando o método de congelamento e liofilizacao foi utilizado (Figura 23a), as
membranas preparadas com a solugdo de quitosana neutralizada apresentaram
bandas na regido das vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH em 3407 cm™,
3282 cm™ e 3171 cm™', que podem ser atribuidas a formacao de pontes de hidrogénio
(Paiva et al., 1996). As bandas nas regides caracteristicas da quitosana, em 1638 cm-
1, 1546 cm™ e 1406 cm' referentes a carbonila (estiramento C=0O-NHR), ao grupo
amina (deformacao NH2) e deformagéo angular CHz respectivamente, mantiveram-se
conservadas porém com bandas mais expressivas nas membranas preparadas com
a solugcdo de quitosana/acido acético neutralizada (Boonsongrit et al., 2008;
Mukhopadhyay et al., 2015). Também foi possivel observar a formagéo de uma banda
de vibracao de estiramento na regido de 798 cm™', que podem ser atribuidas a amina,
apenas para as membranas Q(AA)Nc e QI(AA)Nc (Paiva et al., 1996). Contudo, ndo
pode ser observada diferengca nos espectros das membranas neutralizadas
preparadas por congelamento e liofilizacdo quanto a incorporagédo ou nao de insulina.

As membranas preparadas pelo método de evaporagcao do solvente (Figura
23b) apresentaram as mesmas regides de vibragdes nos espectros de FTIR tanto para
as membranas preparadas com a solugao de quitosana nao neutralizada quanto para
as membranas preparadas com a solucdo de quitosana neutralizada. As regides de
sobreposicao das vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH apreciadas entre
3243 cm™ e 3191 cm'; vibragdes de estiramento do grupo carbonila em 1638 cm™;
vibragdes de deformagdo do grupo amina em 1546 cm; e vibragdes de deformacéao
angular CH2 em 1406 cm™ (Mukhopadhyay et al., 2015). Todavia, observou-se
aumento da intensidade vibracional para QI(AA)Ne em 1638 cm™', 1546 cm™ e 1406
cm™', sugerindo a ocorréncia de interagdo entre quitosana e insulina, devido a
deformacédo angular das ligacbes N-H, quando a solugcdo de quitosana foi

neutralizada.
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Figura 23: Grafico de FTIR das membranas preparadas por dissolugéo da quitosana em acido
acetico neutralizado e ndo neutralizado, com ou sem incorporagao de insulina e p6 de insulina.
(a) Espectro das membranas preparadas por congelamento e liofilizagdo - Q(AA)NNCc,
QI(AA)NNc, Q(AA)Nc e QI(AA)Nc — e p6 de insulina. (b) Espectro das membranas preparadas
por evaporacao do solvente — Q(AA)NNe, QI(AA)NNe, Q(AA)Ne e QI(AA)Ne — e po de
insulina.

Analisando o espectro de FTIR das membranas preparadas por dissolucao da
quitosana em acido latico seguido ou nao de neutralizagao, Figura 24, observa-se que,
tanto para as membranas preparadas pelo método de congelamento e liofilizagao
(Figura 24a) quanto para as preparadas por evaporagao do solvente (Figura 24b), as
regides caracteristicas da quitosana estao presentes nas membranas neutralizadas e
nao neutralizadas. As regides comuns para estas membranas sao: regiao de vibracao
de estiramento em 1733 cm', atribuida a carbonila dos grupos éster ou carboxilico
nas cadeias laterais do &cido latico; 1638 cm™' regido de bandas de estiramento da
carbonila da quitosana; e 1579 cm™ regido de bandas de deformacéo do grupo amina
(Depan et al., 2009). A regidao de sobreposicao das vibracbes de estiramento dos
grupos OH e NH apresentam-se diferentes de acordo com o método utilizado, entre
3278 cm™ e 3183 cm ' para as membranas preparadas por congelamento e
liofilizagdo e entre 3353 cm™ e 3267 cm para as preparadas por evaporacdo do
solvente. As membranas nao neutralizadas, independentemente do método de
preparo, apresentam um ombro na regido de 1543 cm™ que é atribuido a vibragéo de
deformagéo do grupo amina (Bhattarai et al., 2006). Ademais, observou-se aumento
da intensidade vibracional para QI(AL)Ne em 1638 cm™ e 1579 cm™ sugerindo a
ocorréncia de interacdo entre quitosana e insulina, devido a deformacao angular das
ligagbes N-H, quando a solugéo de quitosana foi neutralizada.
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Figura 24. Grafico de FTIR das membranas preparadas por dissolucao da quitosana em acido
latico neutralizado e ndo neutralizado, com ou sem incorporagéo de insulina e pé de insulina.
(a) Espectro das membranas preparadas por congelamento e liofilizacdo - Q(AL)NNCc,
QI(AL)NNc, Q(AL)Nc e QI(AL)Nc — e p6 de insulina. (b) Espectro das membranas preparadas
por evaporacao do solvente — Q(AL)NNe, QI(AL)NNe, Q(AL)Ne e QI(AL)Ne — e p6 de insulina.

No presente trabalho esperava-se que a insulina fosse mantida em seu estado
ativo, visto que o fato de se ter uma cadeia polimérica, por efeito indutivo, o carater
acido fosse atenuado e, consequentemente, o estado ativo da insulina ndo seria
alterado. Uma evidéncia foi o trabalho desenvolvido por Woitiski et al. (2011), que
empregaram a quitosana nao neutralizada (pH 4,6) para estabilizar a insulina; no
entanto, no presente trabalho as membranas preparadas com quitosana nao
neutralizada nao apresentaram evidéncias de interacdo entre quitosana e insulina.
Este fato pode ser explicado devido a sensibilidade de pH da insulina, que se mantém
estavel em pH de 6,6 a 7,8, sendo as insulinas comerciais estabilizadas em pH 7,4,
podendo ter sido desnaturada ou inativada uma vez que ela foi incorporada a uma
solucao de quitosana com pH entre 4,5 e 5,7 (Silva, 2006).

As membranas de quitosana neutralizadas, produzidas pelo método de
evaporacdo do solvente, apresentaram interacdo com a insulina. Entretanto, as
membranas Q(AA)Ne QI(AA)Ne sédo quebradicas e as membranas Q(AL)Ne e
QI(AL)Ne ficaram fortemente aderidas a placa e s6 puderam ser removidas em
pequenos pedacos irregulares. Por estas razdes, as solugbes de quitosana
solubilizadas em &cido acético ou em acido latico e posteriormente neutralizadas
foram utilizadas para produzir esferas de quitosana e quitosana/insulina pelo método

de gelificagéo ionotrépica.
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4.4. Analise Macroscépica e Sensorial das Esferas

As esferas de quitosana e quitosana/insulina preparadas por gelificacéo
ionotropica onde a quitosana foi solubilizada em &cido acético, Figura 25,
apresentaram coloracado branca. As gelificadas em solugdo TPP (Figura 25a e b)
apresentaram um aspecto homogéneo, rigidas ao toque e arredondas, porém,
QI(AA)TPP (Figura 25a) mostrou-se com dimensdes maiores quando comparadas a
Q(AA)TPP (Figura 25b).

(a) Q(AA) (c) Q(AA)
TPP 2 0 cMQ
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Figura 25- Esferas de quitosana e quitosana/insulina preparadas por gelificagdo ionotrépica
com a quitosana solubilizada em acido acético. Em a esferas de quitosana produzidas com
TPP como solugéao gelificante — Q(AA)TPP; b esferas de quitosana/insulina produzidas com
TPP como solucao gelificante — QI(AA)ITPP; ¢ esferas de quitosana produzidas com CMQ
como solucao gelificante — Q(AA)CMQ); e d esferas de quitosana/insulina produzidas com
CMQ como solugao gelificante — QI(AA)ICMQ.

As esferas gelificadas em solugdo de CMQ (Figura 25¢c e d) possuem
dimensdes maiores quando comparadas as produzidas com TPP (Figura 25a e b). As
esferas Q(AA)CMQ (Figura 25c) exibiram-se redondas, porém QI(AA)CMQ (Figura
25d) mostrou-se achatada. Ao toque tanto Q(AA)CMQ quanto QI(AA)CMQ

apresentaram uma textura esponjosa.
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Na Figura 26 observamos as esferas de quitosana e quitosana/insulina, com
a quitosana solubilizada em &acido latico. Todas as amostras demonstraram-se
arredondas e de coloracado branca. As esferas Q(AL)TPP (Figura 26a) foi a que
apresentou menor tamanho e possui formato irregular. Da mesma forma, QI(AL)TPP
(Figura 26b) exibiu um formato irregular, porém sdo maiores que Q(AL)TPP. Ambas

se apresentaram rigidas ao toque.
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Figura 26- Esferas de quitosana e quitosana/insulina preparadas por gelificagdo ionotrépica
com a quitosana solubilizada em acido latico. Em a esferas de quitosana produzidas com TPP
como solucado gelificante — Q(AL)TPP; b esferas de quitosana/insulina produzidas com TPP
como solucédo gelificante — QI(AL)ITPP; ¢ esferas de quitosana produzidas com CMQ como
solucao gelificante — Q(AL)CMQ; e d esferas de quitosana/insulina produzidas com CMQ
como solugéo gelificante — QI(AL)ICMQ.

As amostras preparadas com CMQ como solucao gelificante apresentaram
aspecto esponjoso, algumas sédo achatadas e QI(AL)CMQ (Figura 26d) mostrou-se
menor que Q(AL)CMQ (Figura 26c¢).
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4.5. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) das Esferas

As analises de FTIR foram realizadas com as esferas de quitosana e
quitosana/insulina preparadas com TPP ou CMQ. Os resultados desta analise foram
discutidos considerando as solugdes utilizadas na gelificacao (TPP ou CMQ) e a
presencga de insulina.

4.5.1. Solucao Utilizada na Gelificacao

Na Figura 27 estdo dispostos os espectros das amostras Q(AL)TPP,
Q(AA)TPP, TPP e quitosana. Observar-se que as vibragcbes caracteristicas da
quitosana foram deslocadas devido a reacdo de reticulacdo; entre 3274 cm™' e 2884
cm™' visualiza-se uma banda larga devido a sobreposicdo das vibragbes de
estiramento dos grupos OH e NH; as vibragdes de 1634 cm'', referente as vibragoes
de estiramento da carbonila aparecem em 1640 cm™' e as vibragdes de deformacao
do grupo amina, que apareciam em 1542 cm', passaram a vibrar em 1586 cm™;
também observa-se vibragdes em 1412 cm, caracteristicas da deformagdo angular
-CH2, 1374 e em 1342 cm™' deformagéo simétrica de -CHs. Resultados semelhantes
foram encontrados por diversos autores ao produzir materiais a base de quitosana em
condi¢des semelhantes ao do presente trabalho (Pierog et al., 2009; Luo et al., 2010;
Azevedo et al., 2011; Dantas et al., 2019).

Ademais, verifica-se em Q(AA)TPP a presenca de uma banda de vibragdes
de alongamento PO em 1228 cm™' e o surgimento de estiramento assimétrico atribuida
a POP na faixa de 892 cm™ (Martins et al., 2012). Essas diferengas ocorreram,
principalmente, pela complexagao entre as moléculas de quitosana e TPP (Luo et al.,
2010).

Analisando o espectro de FTIR das esferas preparadas por dissolugdo da
quitosana em acido latico e utilizando TPP como solucdo gelificante, Figura 27,
observa-se que, os deslocamentos das vibragdes caracteristicas da quitosana que
ocorreram para Q(AA)TPP também ocorreram para Q(AL)TPP. As vibracbes de
estiramento da carbonila aparecem como um ombro em 1644 cm™ e as vibragdes de
deformacao do grupo amina como um pico em1590 cm-'. Além da deformagao angular
-CHz2 em 1458 e 1418 cm™! e deformacao simétrica de -CHs em 1374 cm™ (Paiva et
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al., 1996). Também € possivel apreciar a presenca da complexacao da quitosana com
TPP para Q(AL)TPP (Figura 27) pela presenca de um pico de pequena intensidade
referente ao espectro de vibragées de alongamento PO em 1230 cm™ e surgimento

de estiramento assimétrico atribuida POP na faixa de 892 cm™ (Martins et al., 2012).
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Figura 27. Gréfico de FTIR das esferas de quitosana solubilizada em &cido acético e latico
preparadas com TPP (Q(AA)TPP e Q(AL)TPP, respectivamente), TPP e quitosana.

Os espectros de FTIR das amostras preparadas com CMQ como solugcao
gelificante, da quitosana e da CMQ estao dispostos na Figura 28. Observa-se que
para ambas as amostras, Q(AA)CMQ e Q(AL)CMQ, a carboximetilquitosana (CMQ)
esta presente. O pico em 1029 cm', caracteristico de —CH2—OH em alcoois primarios
e alongamento C-O, encontra-se reduzidos em CMQ indicando a ocorréncia da
carboximetilagdo neste grupo; nas esferas produzidas com CMQ este pico (1029 cm-
) encontra-se pouco aumentado quando comparada com a CMQ. Outro indicio da
presenca de CMQ nas esferas € o aumento da intensidade vibracional em 1590 e
1404 cm™', estiramento antissimétrico -COO- do &cido carboxilico, indicando a
presenca de grupos carboximetil nas amostras (Lin, C.-C. e Lin, C.-W., 2009).
Também é possivel observar que as vibragdes de estiramento dos grupos -NH e -OH
em 3272 cm e as vibragbes de deformagdo -CH2-, em 2922 cm', aparecem
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aumentadas com relacao a CMQ, confirmando que a quitosana também esta presente

em ambas as esferas (Asandei et al.; Ardelean et al., 2009).
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Figura 28. Gréfico de FTIR das esferas de quitosana solubilizada em &cido acético e latico
preparadas com CMQ (Q(AA)CMQ e Q(AL)CMQ, respectivamente), CMQ e quitosana.

Desta forma, as informacdes obtidas através das comparagdes dos espectros
de FTIR das amostras contendo TPP, da quitosana e do TPP (Figuras 27), pode-se
concluir que a reticulacao foi efetiva por meio de interacdes ibnicas entre as porcoes
PO, carregadas negativamente, dos grupos fosfato de TPP e as porgdes protonadas,
NHs*, das cadeias de quitosana (Martins et al., 2012; Gierszewska e Ostrowska-
Czubenko, 2016). Ademais, a comparacao entre os espectros de FTIR das amostras
preparadas com CMQ (Figura 28), da quitosana e CMQ, mostra a presenca da

quitosana e da carboximetilquitosana nas esferas produzidas.
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4.5.2. Presenca de Insulina

As solucgbes utilizadas para o preparo das esferas foram aquelas que
demonstraram interacao entre quitosana e insulina na formacdo das membranas.
Porém, devido a mudanca no método de processamento das solucdes, de evaporacao
do solvente (membranas) para gelificacao ionotrépica (esferas), faz-se necessério a
verificagdo da presenca da insulina nos novos sistemas formados.

A Figura 29 mostra os especiros de FTIR das esferas de quitosana,
quitosana/insulina preparadas com CMQ como solucao gelificante, do p6 de insulina
e da quitosana. Podemos inferir que a insulina esta presente em QI(AA)CMQ e
QI(AL)CMQ pela formagdo de um ombro em 1632 cm' (Figura 29a) e 1640 cm'
(Figura 29b) e aumento de intensidade vibracional e deslocamento dos picos em 1574
cm' (Figura 29a) e 1568 cm™ (Figura 29b), préximos as regides de estiramento C=0
da amida | (1638 cm™), caracteristico do espectro das proteinas, estiramento N-H
atribuidos a amida Il (1528 cm™') da insulina (Sarmento, Bruno et al., 2006; Azevedo
etal., 2011; Lima et al., 2014; Mukhopadhyay et al., 2015). Adicionalmente, observa-
se um aumento de intensidade vibracional em 3272 e 2876 cm™ (Figura 27 “a” e “b”)
relacionada a vibracdo de estiramento dos grupos -OH e -NH2, que podem estar
relacionados a presencga de uma maior quantidade destes grupos devido a interacao

entre quitosana e insulina (Lima et al., 2014).
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Figura 29. Grafico de FTIR das esferas de quitosana e quitosana/insulina preparadas com
CMQ como solugao gelificante, quitosana e do pé de insulina. (a) Espectro das esferas onde
a quitosana foi solubilizada em &cido acético — Q(AA)CMQ e QI(AA)CMQ — quitosana e p6 de
insulina; (b) Espectro das esferas onde a quitosana foi solubilizada em &cido latico —
Q(AL)CMQ e QI(AL)CMQ — quitosana e p6 de insulina.
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Os espectros de FTIR das esferas de quitosana e quitosana/insulina
preparadas com TPP como solucao gelificante, do pd de insulina e da quitosana
podem ser apreciados na Figura 30. Observa-se claras mudangas no espectro de
FTIR das amostras contendo insulina, QI(AA)TPP e QI(AL)TPP que apresentaram
aumento de intensidade nas regides de vibragdes de estiramento dos grupos -OH e -
NHz (2986, 2880 e 2500 cm™), além de uma reducdo na banda referente ao grupo
fosfato (P-O-P), 892 cm™'. Neste trabalho sugere-se que esta redugéo ocorra devido
a competicao do farmaco e do agente reticulante pelo cation ativo, NHs*, da quitosana.

Comparando o espectro de QI(AA)TPP com Q(AA)TPP (Figura 30b) observa-
se a formacdo de um ombro e um deslocamento de pico em 1654 cm™' atribuido a
sobreposicao das vibracdes da carbonila da quitosana com as vibragdes dos grupos
amida | da insulina e um alargamento de 1566 cm!, que pode estar relacionado a
presenca da amida Il da insulina (Lima et al, 2014). Analisando os graficos de
QI(AL)TPP e Q(AL)TPP (Figura 30a), a mesma formag¢ao de um ombro associada ao
deslocamento de pico sdo observadas em 1632 cm™', acrescentado de um aumento
da intensidade vibracional em 1572 cm ', provavelmente devido a amida Il da insulina.
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Figura 30. Grafico de FTIR das esferas de quitosana e quitosana/insulina preparadas com
TPP como solucao gelificante, quitosana e p6 de insulina. (a) Espectro das esferas onde a
quitosana foi solubilizada em acido latico — Q(AL)TPP e QI(AL)TPP — quitosana e p6 de
insulina; (b) Espectro das esferas onde a quitosana foi solubilizada em &cido acético —
Q(AA)TPP e QI(AA)TPP — quitosana e po de insulina.

Assim, com as informacgdes obtidas através das comparacdes dos espectros
de FTIR das amostras de quitosana, quitosana/insulina e p6 de insulina (Figuras 29 e
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30), é possivel concluir que a insulina interagiu com a quitosana em todas as
amostras, independentemente da solu¢ao acida utilizada para solubilizar a quitosana
(acido acético ou acido latico) e solucao utilizada para gelificagdo (CMQ ou TPP).

4.6. Microscopia Optica (MO)

As imagens de microscopia éptica (MO), Figuras 31 e 32, ajudam a visualizar
as diferencgas entre as esferas de acordo com a solugéo 4cida utilizada para solubilizar
a quitosana (acido acético ou acido latico) e solugao utilizada para a gelificacdo (CMQ
ou TPP).

Q(AAICMQ

B 1000um

QI(AA)CMQ

Q(AA)TPP

QI(AA)TPP

Figura 31- Imagens de Microscopia Optica com aumentos de X60, X100 e X160 das esferas
de quitosana e quitosana/insulina preparadas pela solubilizagdo da quitosana em acido
acético em solucdes gelificantes de CMQ e TPP.
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Na Figura 31 observamos as imagens de MO das esferas, com diferentes
aumentos, preparadas com quitosana e quitosana/insulina onde a quitosana foi
solubilizada em &acido acético. Pode-se perceber que nenhuma das amostras sao
perfeitamente esféricas.

As amostras preparadas com CMQ como solugéo gelificante (Q(AA)CMQ e
QI(AA)CMQ) possuem reentrancias e contornos irregulares em sua superficie e os
poros podem ser percebidos, em detalhes, nas imagens com aumento de 160 vezes
(Figura 31). Das amostras preparadas com TPP como solugao gelificante, Q(AA)TPP
foi a que apresentou contornos mais uniformes e os poros ndo foram visualizados,
mesmo no maior aumento utilizado (X160), e menor tamanho. Observa-se que
QI(AA)TPP possui formas irregulares e poros visiveis no aumento de 160 vezes.

As imagens de MO, em diferentes aumentos, das esferas preparadas com
quitosana e quitosana/insulina onde a quitosana foi solubilizada em acido latico podem
ser observadas na Figura 32. Todas as amostras apresentam formato arredondado
com contornos pouco uniformes (Figura 32). As amostras preparadas utilizando CMQ
como solucéo gelificante (Q(AL)CMQ e QI(AL)CMQ) apresentaram superficie rugosa
e poros visiveis no aumento de 160 vezes. Porém, quando se comparam Q(AL)CMQ
e QI(AL)CMQ (Figura 32) com Q(AA)CMQ e QI(AA)CMQ (Figura 31) percebe-se que
Q(AL)CMQ e QI(AL)CMQ possuem formato mais arredondado, contornos mais
uniformes e regulares e poros menores.

Apreciando as imagens de MO de Q(AL)TPP e QI(AL)TPP (Figura 32)
observamos que ambas possuem contornos regulares, superficie espessa e 0s poros
ndo puderam ser visualizados em nenhum dos aumentos utilizados. Ao comparar
Q(AL)TPP e QI(AL)TPP (Figura 32) com Q(AA)TPP e QI(AA)TPP (Figura 31),
visualiza-se que Q(AL)TPP e QI(AL)TPP (Figura 32) apresentam contornos mais
uniformes e regulares, formato mais arredondado e superficie menos porosa.

A visualizagao dos poros das amostras Q(AA)CMQ, QI(AA)CMQ, QI(AA)TPP,
Q(AL)CMQ e QI(AL) CMQ pode favorecer um maior intumescimento,
hidrossolubilidade e liberacao do farmaco, pois em matrizes porosas permanentes a
agua pode se difundir livremente na matriz através dos poros (Yodkhum e
Phaechamud, 2014).

Dessa forma, pela anélise dos resultados de MO (Figuras 31 e 32), pode-se
inferir que, apesar das andlises de FTIR mostrarem a presenca da CMQ nas esferas
(Figura 28) a reticulagcéo das esferas preparadas com CMQ como solugao gelificante
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nao foi efetiva. Além disso, entre as esferas preparadas com TPP como solugéo
gelificante, a MO mostrou que QI(AL)TPP apresenta maior potencial para ser um
sistema de liberagao controlada de insulina.
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Q(AL)CMQ
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Q(AL)TPP

QI{AL)TPP

1000pm
Figura 32- Imagens de Microscopia Optica com aumentos de X60, X100 e X160 das esferas

de quitosana e quitosana/insulina preparadas pela solubilizagdo da quitosana em acido latico
em solucgodes gelificantes de CMQ e TPP.

4.7. Intumescimento

No ensaio de intumescimento das esferas de quitosana e quitosana/insulina
(concentracao de insulina de 0,2 mg/mL), preparadas com TPP ou CMQ como banho
coagulante, apresentam um comportamento dinamico de intumescimento das esferas.
Para uma melhor apreciacdo das diferencas entre as amostras, as analises de
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intumescimento foram apresentadas a partir do inicio do intumescimento, ou seja, a
partir de 5 minutos.

Neste ensaio todas as esferas apresentaram grau de intumescimento entre
78% e 89%, como pode ser observado na Figura 33. Os resultados foram
apresentados de acordo com a solucéo acida (acido acético ou acido latico) utilizada

para dissolugdo da quitosana, o banho coagulante (TPP ou CMQ) e presenca de
insulina.
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Figura 33- Grafico do grau de intumescimento das esferas de quitosana e quitosana/insulina.
Em (a) grafico do grau de intumescimento das esferas preparadas por dissolu¢gao da quitosana
em acido acético, (b) grafico do grau de intumescimento das esferas preparadas por
dissolucédo da quitosana em &cido latico e (....... ) média do intumescimento maximo.

Considerando a solugao acida utilizada para solubilizar a quitosana podemos
observar que o comportamento das amostras preparadas com solubilizagdo em acido
acético e latico € semelhante (Figura 33). Ambos apresentaram uma captacdo de
agua inicialmente aumentada atingindo o equilibrio apés 40 minutos. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos que produziram materiais a base de
quitosana (Park et al., 2006; Felinto et al., 2007; Yodkhum e Phaechamud, 2014). A
média do inchamento maximo para as amostras solubilizadas com &acido acético
(Figura 33a (.....)) foi em torno de 86% e foi atingido em 120 minutos. Para as esferas
solubilizadas em &cido latico (Figura 33b (.....)) foi aproximadamente 84 % e foi atingido
em cerca de 80 minutos, com excec¢ao de Q(AL)TPP, que teve o inchamento maximo
de 88,9% atingido em 120 minutos. O menor tempo que as esferas preparadas com
quitosana solubilizada em acido latico levaram para atingir o intumescimento maximo
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pode ser resultado de um equilibrio das forcas osmoticas determinadas por uma maior
afinidade com o solvente, a agua (Felinto et al., 2007).

A Figura 34 apresenta o grafico do grau de intumescimento das esferas de
quitosana e quitosana/insulina de acordo com o coagulante utilizado. Podemos
observar um grau de intumescimento maior das amostras QI(AA)TPP e Q(AL)TPP
guando comparadas as preparadas com CMQ. As esferas QI(AL)TPP e QI(AL)CMQ
apresentam capacidade de intumescimento semelhantes e Q(AA)CMQ (Figura 34b)
foi a unica amostra preparada com CMQ que apresentou um maior intumescimento
gue sua correspondente preparada com TPP, este fato pode estar relacionado a alta
porosidade que a amostra apresentou na andlise de MO. A esfera que apresentou
maior grau de intumescimento foi Q(AL)TPP (Figura 34a), com um maximo de 88,9%.
Q(AA)CMQ possui uma maior quantidade de poros e Q(AL)TPP pode ter uma
porosidade permanente, pois, segundo Yodkhum e Phaechamud (2014) em matrizes
porosas permanente a agua pode se difundir livremente na matriz através dos poros,

0 que explicaria seu maior intumescimento.
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Figura 34- Grafico do grau de intumescimento das esferas de quitosana e quitosana/insulina.
Em (a) grafico do grau de intumescimento das esferas preparadas com TPP e (b) gréafico do
grau de intumescimento das esferas preparadas com CMQ.

Curiosamente apenas QI(AA)TPP (Figura 34a) teve um discreto aimento
inicial e manteve um intumescimento constante até 160 minutos. Pode-se considerar
que este efeito foi obtido pela reticulacdo da amostra pois a absorcao de agua € o

estagio inicial da dissolugcdo do polimero, porém em uma matriz reticulada o
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intumescimento sera substituido no ponto em que a dissolugao for interrompida
(Yodkhum e Phaechamud, 2014).

Observa-se na Figura 34 que QI(AL)TPP apresentou um comportamento de
intumescimento estavel até 80 minutos e uma reducao, apos este periodo. Este
achado pode estar relacionado com a menor porosidade destas esferas, visualizadas
pela MO (Figura 32), fortalecendo o conceito de que QI(AL)TPP tem um maior

potencial para tornar-se um sistema de liberagao controlada de insulina.
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Figura 35- Grafico do grau de intumescimento das esferas de quitosana e quitosana/insulina
de acordo com a presenca de insulina. Em (a) esferas preparadas com QI(AA)TPP e
Q(AA)TPP; (b) esferas preparadas com QI(AA)CMQ e Q(AA)CM; (c) esferas preparadas com
QI(AL)TPP e Q(AL)TPP; e (d) esferas preparadas com QI(AL)CMQ e Q(AL)CM.
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Os gréaficos do intumescimento das esferas de acordo com a presenca de
insulina estdo dispostos na Figura 35. Nela, observa-se que o comportamento do
intumescimento das esferas com e sem insulina sao diferentes para todos os graficos
analisados. Todas as amostras produzidas apenas com quitosana apresentam uma
redugao no intumescimento em 160 minutos, que pode estar relacionada a
hidrossolubilidade destas amostras (Tabela 5) pois, a solubilidade das esferas de
quitosana dependem da penetragdo da agua na matriz polimérica e de seu
intumescimento, seguido da distribuicao de hidrogénios e das interacées de Vander
Waals entre as cadeias poliméricas (Yoshida et al., 2014).

As esferas de quitosana/insulina preparadas com CMQ (Figura 35b e d)
demonstraram um intumescimento oscilante e este comportamento pode ocorrer
devido a interacdo da insulina com a quitosana, pela porosidade das amostras e pela
presenca desse hidrogel no interior das esferas visto que o equilibrio de
intumescimento dos hidrogéis é direcionado principalmente pelo equilibrio entre a
pressao osmotica interna na rede polimérica e a repulsao eletrostatica interna da
estrutura da rede (Spinks et al., 2006). Adicionalmente a rede polimérica formada pela
adicdo de insulina na quitosana nas esferas QI(AA)CMQ e QI(AL)CMQ e/ou a
liberacao do farmaco podem resultar na oscilacdo do intumescimento, ja que a
estrutura da rede polimérica influencia diretamente a taxa de intumescimento, que é o
fator modulante da liberacdo do farmaco a partir da matriz (Berger et al., 2004;
Yodkhum e Phaechamud, 2014).

O intumescimento das esferas de quitosana/insulina processadas com TPP
(Figura 35a e c) apresenta-se em equilibrio. QI(AA)TPP (Figura 35a) apresentou um
intumescimento inicial mais lento, 80 minutos, e manteve o intumescimento constante
até 160 minutos; QI(AL)TPP demonstrou um intumescimento inicial rapido, 5 minutos,
gue se manteve até 80 minutos, em seguida ocorreu uma queda no intumescimento.
Este evento pode ter ocorrido devido a liberagdo de farmaco pelo sistema ou pela
diferenca na reticulagdo das amostras pois, 0 agente de reticulagdo e sua
hidrofilicidade, assim como a densidade de reticulagdo sao fatores determinantes no
comportamento do intumescimento, bem como a estabilidade do hidrogel e o
intumescimento é um modulador da liberacao do farmaco a partir da matriz (Pierog et
al., 2009; Yodkhum e Phaechamud, 2014).
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4.8. Teor de Umidade e Hidrossolubilidade

As analises de umidade e Hidrossolubilisade foram realizadas com as esferas
de quitosana e quitosana/insulina, preparadas com TPP ou CMQ como banho
coagulante a concentracao de insulina foi a mesma utilizada para as membranas (0,2
mg/mL). Os resultados destas analises estdo apresentados na Tabela 6 e serédo
apreciados considerando a solu¢ao acida (acido acético ou acido latico) utilizada para
dissolucéo da quitosana, o banho coagulante (TPP ou CMQ) e presenca de insulina.

Tabela 6- Teor de umidade e hidrossolubilidade das esferas de quitosana e quitosana/insulina.

Esferas Teor de Umidade (%) Hidrossolubilidade (%)
Q(AA)TPP 6,73 33,63
QI(AA)TPP 14,19 33,09
Q(AA)CMQ 3,89 11,00
QI(AA)CMQ 5,43 5,22
Q(AL)TPP 7,31 47,86
QI(AL)TPP 11,09 42,59
Q(AL)CMQ 8,25 19,24
QI(AL)CMQ 9,04 23,37

Considerando a solucao acida utilizada é possivel observar que as amostras
preparadas com &cido latico sdo mais umidas e hidrossoluveis quando comparadas
as preparadas com acido acético. Essa maior afinidade e retencao da agua pode ser
explicada devido a presenca de uma hidroxila a mais na composi¢ao do 4cido latico,
0 que possibilita a ocorréncia de um maior nimero de pontes de hidrogénio e, por
conseguinte, uma maior retencédo da agua nas esferas e carater hidrofilico (Nogueira
Campos et al., 2005). Além deste fato, o acido latico possui cadeia carbdnica maior
gue o acido acético, o que possibilita um maior afastamento das cadeias poliméricas
da quitosana o que pode auxiliar na retencéo e afinidade com a agua (Callister Jr,
2008). Zhong et al. (2011) encontraram resultado semelhante em membranas de
quitosana e amido de Kudzu(Pueraria lobata) solubilizadas em diferentes acidos, as
membranas solubilizadas em acido acético apresentaram menor solubilidade quando
comparadas as obtidas com acido latico.

Comparando as amostras preparadas com TPP e CMQ (Tabela 6) pode-se
observar que as amostras preparadas com TPP como solugdo coagulante
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apresentaram-se mais umidas e com maior hidrossolubilidade quando comparadas as
produzidas com CMQ como banho coagulante. O TPP promove uma reticulagéo
ionotrépica na cadeia de quitosana, podendo formar ligagdes intermoleculares ou
intramoleculares, formando micro e nanogeis em um ambiente aquoso, o que pode
aumentar sua hidrossolubilidade e umidade das amostras obtidas com TPP (Mi et al.,
1999; Huang e Lapitsky, 2012).

Com relagdo a incorporacédo de insulina na quitosana, todas as amostras
contendo insulina (QI(AA)TTP, QI(AA)CMQ, QI(AL)TPP e QI(AL)CMQ) mostraram um
maior teor de umidade que as preparadas apenas com quitosana (Tabela 6). A
presenca de insulina interagindo com a quitosana pode ter aumentado a quantidade
de agua ligada as esferas devido a um maior nimero de anions presentes nos
aminoacidos que compdem a insulina, aumentando, desta forma, a hidrofilicidade e
proporcionado uma maior umidade das amostras contendo insulina. Ja a analise de
hidrossolubilidade mostrou que Q(AA)TPP, Q(AA)CMQ e Q(AL)TPP foram mais
hidrossoluveis que suas respectivas amostras contendo insulina. Como as solugdes
de quitosana utilizadas ndo foram completamente neutralizadas (pH = 6,3) os
hidrogéis formados no interior das esferas continua com o carater &cido sendo
soluveis em agua; o 4cido remanescente pode ter solubilizado as amostras compostas
por quitosana tornando essas amostras mais solluveis quando comparadas as
compostas por quitosana/insulina. Semelhantes resultados foram observados por
Nogueira Campos et al. (2005) ao preparar membranas de quitosana diluidas em
acido acetico.

Ademais, observa-se na Tabela 6 que QI(AA)TPP e QI(AL)TPP apresentaram
um maior teor de umidade; entre as esferas de quitosana/insulina e QI(AL)TPP foi a
que apresentou maior hidrosolubilidade. Assim, estes resultados associados aos
resultados obtidos pela MO (Figura 30) e pelo intumescimento (Figura 32) mostram
qgue QI(AL)TPP tem o maior potencial de fornecer uma liberacao controlada de insulina
gue as demais esferas. Desta forma, os ensaios de capacidade de carga, eficacia de
encapsulamento e liberagdo controlada in vitro foram realizados apenas com
QI(AL)TPP.
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4.9. Validacao do Meétodo Analitico de Deteccao da Insulina por

Espectroscopia na Regiao do Ultra violeta (UV-vis)

Para demonstrar a eficacia do método analitico utilizado, espectroscopia na
regidao do ultra violeta (UV-vis), foram analisados os parametros estabelecidos pela
Agéncia Nacional de vigilancia Sanitaria (ANVISA) na RE n® 899/2003 (Sanitaria,
2003) e RDC 166/2017 (Anvisa, 2017). Os parametros avaliados forram: linearidade,
exatidao, precisao (intermediaria e repetibilidade), robustez, limite de detec¢ao (LD) e
limite de quantificagcdo (LQ). A avaliacdo destes parametros é fundamental para
comprovar a validade do método analitico para a identificacdo e quantificacdo da

insulina.
4.9.1. Determinacao do Comprimento de Onda de Deteccao

Na determinacdo do comprimento de onda de detecgcdo foram realizadas
varreduras através do UV-vis de solugdes de insulina diluidas em tampao fosfato
salina (PBS) com pH de 7,4 em diferentes concentragdes. O maior comprimento de
onda do farmaco foi verificado em 202 nm (Figura 36), desta forma, as demais analises

foram realizadas utilizando este comprimento de onda.
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Figura 36- Comprimento de onda maximo da insulina em PBS (pH 7,4).
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4.9.2. Linearidade

Segundo a RE n° 899/2003 (Sanitaria, 2003) e RDC 166/2017 (Anvisa, 2017),
linearidade é a capacidade que o estudo do método tem de revelar que os resultados
obtidos por ele sédo diretamente proporcionais as concentracbes do farmaco na
amostra analisada dentro de um intervalo especifico. A linearidade do meétodo
analitico utilizado (UV-vis) esta apresentada na Figura 37, para sua obtencao foi

utilizada como base a curva de calibracao da insulina em PBS.
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Figura 37- Representagao grafica da linearidade da curva de calibragédo da insulina em PBS
(pH 7,4) obtida por UV-vis (A= 202 nm).

Na Figura 37 observa-se um comportamento linear dos dados obtidos, que é
confirmado pelo coeficiente de regressdo calculado. A equagéo da reta encontrada
através do método dos minimos quadrados, Abs=0,0298+0,03661C, apresentou um
coeficiente de regressao (r) de 0,99251. De acordo com a RE n° 899/2003 (Sanitaria,
2003) e RDC 166/2017 (Anvisa, 2017), o valor minimo aceitavel de rdeve ser de 0,99,
portanto o resultado obtido estd de acordo com os critérios estabelecidos pela
ANVISA.
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4.9.3. Exatidao

Um método analitico € considerado com exatiddo adequada quando os
resultados obtidos pelo método sdo préximos dos valores verdadeiros. Segundo as
especificacdes o intervalo aceitavel varia de 80% a 120% da concentracao tedrica
testada (Sanitaria, 2003). Para o método utilizado neste trabalho (UV-vis) obteve-se
resultados de exatidao entre 100% e 118% e o coeficiente de variagao foi menor que
5% (Tabela 7), estando de acordo com os padrdes especificados pela ANVISA. Assim,
o método utilizado é considerado exato para as concentragdes analisadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores da exatiddao em quatro niveis de concentragao de insulina.

Concentracao Concentracao Coeficiente de Exatidao (%)
Tedrica (pg/ml) Obtida (ug/ml) Variacao (%)

5 5,88 0,993 117,6

10 11,00 1,164 110,0

20 20,10 0,200 100,5

30 30,12 0,271 100,3

4.9.4. Precisao

A precisao avalia a regularidade da execucao dos resultados obtidos por um
método analitico, podendo ser avaliada em trés niveis: repetibilidade (precisao intra-
corrida), avalia a concordancia dos resultados obtidos por um mesmo analista
utiizando o mesmo equipamento em um curto periodo de tempo; precisdo
intermediéria (precisao inter-corrida), considera os resultados obtidos por um mesmo
equipamento, poréem com analistas diferentes em dias diferentes; e reprodutibilidade
(precisao inter-laboratorial), aprecia os resultados obtidos em laboratérios diferentes,
geralmente em estudos colaborativos afim de padronizar uma metodologia analitica
(Sanitaria, 2003; Anvisa, 2017).

Neste trabalho avaliamos apenas as repetibilidade e a precisao intermediaria.
A repetibilidade foi avaliada considerando trés concentragdes diferentes: baixa
concentracéo (5 pg/mL), concentracdo intermediaria (20 ug/mL) e alta concentracao
(30 pg/mL); cada varredura foi realizada em triplicata. Para determinagéo da preciséo
intermediaria foi considerada a penas a leitura de maior concentragao (30 ug/mL), que
foi realizada por dois analistas em dias diferentes também com leituras em triplicata.
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Os resultados da repetibilidade e da precisao intermediaria podem ser observados na
Tabela 8.

De acordo com a RE n°® 899/2003 (Sanitaria, 2003) e RDC 166/2017 (Anvisa,
2017) o coeficiente de variacdo ou desvio padrao Relativo deve ser inferior a 5%. Na
Tabela 8 podemos observar que todas as concentragdes apresentaram coeficiente de
variagdo menor que 5%, 0 que certifica a precisdo do método e demonstra que o
mesmo nao sofre influéncia da mudanca de dia ou do analista.

Tabela 8 — Resultados da precisao do método analitico utilizado.
Precisao Analista Concentracao Média da Coeficiente Recuperacao

Teodrica Concentracao de (%)
(ug/ml) Real (pg/ml) variacao
(%)

Repetibilidad Analista 5 6,6 0,357 132
e (Intra- A 20 20,1 0,536 100,5
corrida)

30 29,7 1,050 99
Analista 30 29,6 1,305 98,6
A
(Dia1)
Intermediaria 5, jista 30 29,8 1,305 99,3
(Inter- A
corrida) (Dia2)
Analista 30 30,6 1,305 102
B
(Dia1)
Analista 30 29,6 1,305 98,6
B
(Dia2)

4.9.5. Robustez

A robustez é definida como indica¢ao da capacidade de um método analitico
em resistir a pequenas e deliberadas variagcbes dos parametros analiticos (Brasil,
2003(Anvisa, 2017)). Na avaliacdo da robustez do método analitico foram realizadas
variacdes da temperatura, para a temperatura ambiente (25°C) e do tempo de leitura
apds o preparo das amostras (24 horas). Os resultados da robustez do método estao
apresentados na Tabela 9. Observou-se que o coeficiente de variacdo obtido foi
inferior a 5%, conforme preconizam as resolugbes da ANVISA (Sanitaria, 20083;
Anvisa, 2017), sendo, portanto, 0 método considerado robusto.
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Tabela 9 - Dados da Robustez do método analitico.

Temperatura Tempo Concentracao Média da Coeficiente Recuperacao

(°C) (horas) tedrica concentracao de (%)
(ng/ml) (ng/ml) variagao
(%)
25 24 30 29,52 0,016 98,4
20 21,05 0,053 105,2

4.9.6. Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

Limite de deteccdo, segundo as resolugbes da ANVISA, é a menor
concentracdo do analito em uma amostra que pode ser diferenciada confiavelmente
do ruido de fundo pelo processo analitico. Assim, o limite de deteccao representa a
mais baixa concentragdo do analito em uma amostra que pode ser detectada de forma
confiavel. O limite de quantificagdo consiste na menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com preciséo e exatidao aceitaveis estabelecidas
pelo método analitico (Sanitaria, 2003; Anvisa, 2017). De acordo com as condigdes
experimentais estabelecidas os limites de deteccdo e de quantificacdo encontrados

foram, respectivamente, iguais a 2,9 ug/ml e 9,0 ug/ml.

4.9.7. Preparacao da Curva de Calibracao da Insulina

Antes de realizar o ensaio de liberacdo in vitro das esferas de quitosana
insulina, a curva de calibragdo do farmaco foi construida. Utilizando PBS (pH 7,4)
como diluente para insulina preparou-se solu¢gées em concentracdes variaveis entre
5 a 30 pg/ml, conforme descrito no item 3.3.5.1.6. Os valores das absorbancias
obtidas de acordo com as diferentes concentragdes de insulina estao dispostos na
Tabela 10 e curva de calibracédo, equacao da reta e coeficiente de correlagao foram

reportados na Figura 35.
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Tabela 10 - Absorbéancias obtidas pelo UV-vis apds andlise das solu¢des PBS-insulina.

Concentragao de insulina (ug/ml) Absorbanciat o
5 0,252362 + 0,000416
10 0,370436 = 0,002654
15 0,538395 + 0,003587
20 0,766182 + 0,000414
25 0,968147 £ 0,004174
30 1,129784 + 0,02163

O coeficiente de regressao calculado mostrou um comportamento linear e nao
houve desvio da linearidade. A avaliagdo do ponto de interseccdo e os limites de
confianga demonstram a auséncia de erro sistematico na metodologia utilizada, uma

vez que os limites de confianga incluem o valor zero (Tabela 11).

Tabela 11 - Andlise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de calibragao da insulina
por espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta.

Parametros de Regressao Valores
Intercepto (intervalo de confiancga) 0,0298 (0,06076 a -0,00116)
Inclinacao (Intervalo de confianca) 0,03661 (0,0382 a 0,03502)

R2 0,99064

4.10. Capacidade de Carga e Eficiéncia de Encapsulamento

O ensaio de eficiéncia de encapsulamento é uma caracteristica importante
para sistemas de liberagao porque a quantidade de farmaco encapsulado estabelece
o desempenho do sistema de liberacdo influenciando a taxa e extensao da liberagao
do farmaco. A eficiéncia do encapsulamento depende da capacidade de carga, pois
determina a quantidade de farmaco incorporada ao sistema de liberacao (De Villiers
et al., 2008).

A capacidade de carga e eficacia de encapsulamento da insulina nas esferas
QI(AL)TPP foram obtidas pela pesagem das esferas e pela andlise da concentracéao
obtida apds as esferas serem colocadas em contato com PBS por 15 minutos (Jose
et al., 2013), como descrito no item 3.3.6. Os resultados da capacidade de carga e

eficiéncia de encapsulamento obtidas estao apresentadas na Tabela 12.
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Acredita-se que a associacao entre quitosana e insulina foi mediada por
interagdes idnicas entre os grupos acidos da insulina e os grupos amino da quitosana.
Desta forma, a associacdo entre quitosana e insulina pode ter influenciado na

capacidade de carga e na eficiéncia de encapsulamento das esferas QI(AL)TPP.

Tabela 12 - Valores de capacidade de carga e eficacia de encapsulamento das esferas
QI(AL)TPP.

Ensaio Valores
Capacidade de carga 3,369 % (+ 0,625 %)
Eficacia de encapsulamento 74,36 % (£ 1,01 %)

A capacidade de carga encontrada neste estudo (Tabela 12) é considerada
baixa, porém estudos que produziram sistemas de liberacdo com quitosana
encontraram resultados semelhantes ou inferiores (Li et al., 2006; Tahtat et al., 2013;
Omid et al., 2014; Dai et al., 2018). Li et al. (2006) obtiveram uma capacidade de carga
de 0,87% a 3,10% e eficacia de encapsulamento de 62,04% a 72,57% ao avaliar suas
nanoparticulas sensiveis ao pH, onde utilizaram quitosana como carga positiva e um
copolimero de poli (metilmetacrilato/acido metilmetacrilico) como carga negativa,
inferiores as encontradas no presente estudo. Tahtat et al. (2013) produziram pérolas
de alginato/quitosana e observaram que a capacidade carga do sistema aumentou
com o aumento da porcentagem de quitosana no sistema; porém a maior capacidade
de carga que foi alcangada foi de 2,16%. Outro sistema que obteve uma baixa
capacidade de carga (2,296% + 0,120%) foi 0 produzido por microcapsulas embutidas
em microparticulas sintetizadas a partir de alginato de célcio e quitosana (Dai et al.,
2018).

Alguns estudos observaram uma maior capacidade de carga e eficacia de
encapsulamento semelhantes as aqui encontradas (Wu et al., 2011; Al-Qadi et al.,
2012; Balabushevich et al., 2013; Ji et al., 2018; Yin et al., 2019). Curiosamente,
utilizando quitosana, TPP e insulina Wu et al. (2011) e Al-Qadi et al. (2012)
desenvolveram microparticula e nanoparticulas, respectivamente, como sistema de
liberacdo de insulina. Tanto as microparticulas quanto as nanoparticulas de
quitosana/TPP/insulina apresentaram capacidade de carga (9,52% e 31%,
respectivamente) maior que a deste estudo. As nanoparticulas demonstraram uma

eficacia de encapsulamento (75%) semelhante as do presente estudo, enquanto as
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microparticulas mostraram resultados de eficdcia de encapsulamento (48,28%)
inferiores.

Wu et al. (2011), Al-Qadi et al. (2012) e Ji et al. (2018) observaram que a
quantidade de insulina incorporada no sistema influenciou os resultados de
capacidade de carga e eficacia de encapsulamento. Neste estudo a concentracéo de
insulina nas esferas QI(AL)TPP foi mantida constante, portanto, sugere-se que uma
maior quantidade de insulina incorporada pode aumentar os resultados da capacidade
de carga e de eficacia de encapsulamento.

Microparticulas de dextrana sulfato de sédio, quitosana, proteinas (mucina,
tripsina e a-quimiotripsina) e insulina foram produzidas por centrifugacdo e
apresentaram uma elevada capacidade de carga (= 55%) e uma eficiéncia de
encapsulamento entre 62% e 65% (Balabushevich et al., 2013). Insulina incorporada
a nanoparticulas de carboximetil amilose de cadeia curta e quitosana demonstraram
uma capacidade de carga e eficacia de encapsulamento (3,85% a 6,55% e 35,2% a
85,2%, respectivamente) varidveis com a concentragao de insulina incorporada (Ji et
al., 2018). Yin et al. (2019), projetaram scaffolds através da integracao de hidrogéis
de quitosana com microesferas responsivas a glicose carregadas de insulina para agir
como um pancreas artificial sintético. O sistema demonstrou uma capacidade de carga
de 10,0% e uma eficacia de encapsulamento de 78,0%. Resultados de

encapsulamento semelhantes foram encontrados para as esferas QI(AL)TPP.

4.11. Estudo de Liberacao in vitro

A espectroscopia de absor¢cdo no ultra violeta € uma das metodologias
utilizadas na quantificacao de farmacos. Este método é considerado simples, rapido,
econdbmico e permite a determinacdo do farmaco com confiabilidade suficiente
(Mendez et al., 2003). Neste estudo a validacdo do método demonstrou que a
espectroscopia de absor¢cédo no ultra violeta (UV-vis) € um método preciso, robusto,
exato e sensivel para a deteccao e quantificacao da insulina.

Sabendo-se que a insulina um hormdnio peptidico hidrofilico, € sensivel a
desnaturacdo quando armazenada em temperatura fisiolégica por um longo periodo
(Sharma et al., 2020), a estabilidade da insulina nas condi¢cées do ensaio foi avaliada
submetendo uma concentragao conhecida de insulina em PBS (30 pg/ml) as mesmas

condi¢des de temperatura (37°C + 0,5°C), agitagdo (100 rpm), tempo de exposicao
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(48 horas) e de leitura utilizadas no ensaio de liberacdo. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 38.

Observa-se, na Figura 38a, que a concentracdo da solucao de insulina em
PBS inicialmente (tempo de 0,25h) apresentou a concentracdo esperada (30 pg/ml);
porém, no periodo de 0,5h ocorreu um aumento na concentracdo da solugéo (Figura
38a e b), no entanto, os limites estabelecidos pela ANVISA nas RE 899/2003 e RDC
166/2017 para exatiddo do método nao foram ultrapassados (Sanitaria, 2003; Anvisa,
2017). Nos periodos de 0,75h a 24h a concentragdo da solucdo manteve-se
constante, entre 29 ug/ml e 30 pg/ml (Figura 38a). Com 48h a concentracdo da
solugcado reduziu para 18 pg/ml (Figura 38a e c), demonstrando uma degradacao da

insulina na solugé@o de aproximadamente 40%.
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Figura 38. Gréfico da estabilidade da insulina durante o ensaio de liberacao. (a) estabilidade

de 0,25h a 48h; (b) ampliacdo do grafico de estabilidade de 0,25h a 3h; e (c) ampliagao do
grafico de estabilidade de 2h a 48h.
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Pela analise do grafico (Figura 38) é possivel inferir que a insulina permanece
com leituras aceitaveis, de acordo com os parametros de exatidao estabelecidos pela
ANVISA nas resolugdoes RE 899/2003 e RDC 166/2017, até 36h. A seta nas Figura
38a e ¢ mostram o limite minimo aceitavel da concentracao da solugéo de insulina em
PBS (Sanitaria, 2003; Anvisa, 2017).

4.11.1. Perfil de Liberacao

O comportamento da liberagéo in vitro da insulina pelas esferas QI(AL)TPP
foi investigado por UV-vis. O meio utilizado no ensaio de liberagéo foi o PBS com pH
de 7,4, que foi colocado a uma temperatura de 37°C, sob agitacao de 100 rpm e um

periodo de 48h (Figura 39).

-
Qo
" |

|

(U14_ /
® °
o 12 - /
Qo

3 ¢
g101]
3.0
(2] _

c 89!

$ 1
UB_.
=1
‘7
2-"

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h)

Figura 39- Liberacao percentual cumulativa da insulina pelas esferas QI(AL)TPP em PBS (pH
7,4) a 37°C sob agitacao de 100 rpm.

De acordo com o perfil de liberagdo (Figura 39), as esferas QI(AL)TPP
apresentaram uma liberacao sustentada durante todo o periodo do estudo (48h). A
taxa de liberacao do farmaco foi constante nas primeiras horas e 10,7% da insulina foi
liberada apds 2h. Até o final do ensaio (48h) a liberacdo da insulina manteve-se
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crescente, porém, apenas 16,8% da insulina foi liberada. Também € possivel observar
um comportamento bifasico da liberagdo do farmaco, com uma liberagao inicial
acelerada (4,27% em 0,5h), conhecida como efeito burst, seguida de uma liberacao
sustentada. Acredita-se que esta liberagao burst pode estar associada a liberagcao do
farmaco fracamente ligado a area da superficie da esfera, enquanto o efeito
prolongado da liberacao esta relacionado ao farmaco que permanece aprisionado na
matriz (Huang e Brazel, 2001).

Apesar da baixa taxa de liberacao apresentada por QI(AL)TPP resultados
semelhantes foram encontrados na literatura. O sistema de microcapsulas embutidas
em microparticulas sintetizadas a partir de alginato de calcio e quitosana produzidos
por Dai et al. (2018), demonstrou uma liberagdo cumulativa de insulina em 24 h de
28,875% (£ 8,310%) quando as microparticulas foram carreadas no espaco interno
das microcapsulas e de 11,437% (x 3,816%) quando as microparticulas foram
carreadas no espago exterior. Ghasemi Tahrir et al. (2014) obtiveram uma liberagao
cumulativa variada em hidrogéis de quitosana /B-glicerolfosfato em PBS (pH 7,4). Nas
amostras onde houve uma maior incorporacdo de insulina (1 mg/mL) a liberacéao
cumulativa variou entre 23,6% a 19,1%. Outro estudo produziu nanoparticulas de
quitosana/alginato e a liberacdo cumulativa em meio fisiolégico com pH 1,2, 6,8 € 7,4
foi avaliada. Os resultados mostraram uma liberagcdo cumulativa de 15,6% quando
realizada em meio com pH 1,2, no entanto, quando a liberacgdo foi realizada em meio
com pH 7,4 a insulina cumulativa liberada foi de 97,34%, ambas apds 15h de ensaio
(Bhattacharyya et al, 2018). Wu et al. (2011) produziram microparticulas de
quitosana-TPP-insulina e observaram uma liberacdo sustentada de insulina por 24
horas com uma liberacdo cumulativa de insulina em PBS (pH 7,4) de
aproximadamente 60%.

O perfil de liberacdo das esferas QI(AL)TPP pode ter sofrido influéncia de
alguns fatores relacionados ao sistema como: propriedades do farmaco e sua
interagdo com a matriz; capacidade de carga e eficacia de encapsulamento do
sistema; geometria do dispositivo; condicdes de processamento; caracteristica do
material polimérico da matriz; morfologia, estrutura porosa e degradacao do sistema
(Huang e Brazel, 2001; Wu et al., 2011; Yodkhum e Phaechamud, 2014).

As formas como a interacao da insulina com a quitosana solubilizada em &cido
latico sugerida neste trabalho apés as andlises de FTIR sao capazes de facilitar o
entendimento do baixo percentual de insulina liberada. Sugere-se que a interacao
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quitosana - acido latico -insulina ocorra por interacéo iénica entre os grupos acidos da
insulina e os grupos hidroxila da quitosana. Porém o acido latico possui dois grupos
hidroxila o que possibilita a interagcdo do acido com a quitosana e o farmaco
simultaneamente, fazendo com que o mesmo fique mais fortemente ligado ao sistema
QI(AL)TPP. Ademais, o 4cido latico possui uma cadeia carbénica maior que a do acido
acético, geralmente utilizado para solubilizar a quitosana, o que possibilita um maior
afastamento das cadeias poliméricas e, assim, as cadeias de insulina podem ter se
alojado no espaco entre as cadeias poliméricas da quitosana promovendo, assim,
uma retengdo fisica do fa&rmaco pela matriz. Desta forma a insulina ficaria retida nas
camadas mais internas do sistema QI(AL)TPP e s6 seria totalmente liberada com a
degradacdo das esferas. Porém, o ensaio de liberacdo foi conduzido em meio
fisiologico neutro (PBS com pH 7,4) no qual a matriz de quitosana néo é soluvel, o que
pode ser um provavel fator para a baixa taxa de liberagdo encontrada neste estudo
(Boonsongrit et al., 2006).

Sabe-se que a porosidade do sistema influencia a liberacdo do farmaco
(Moura, 2012; Nicoletti e Frasson, 2013; Tomaz et al., 2018). Neste trabalho a esfera
com menor porosidade foi a escolhida como potencial sistema de liberacao controlada
de insulina (QI(AL)TPP), no entanto, os poros de QI(AL)TPP podem ser visualizados
pela microscopia optica (MO) em um aumento de 100X (Figura 32). Esta amostra
também mostrou uma pequena variacao no grau de intumescimento (Figura 35), entre
84% a 80% em um periodo de 2,5h. Mesmo com uma porosidade visivel no MO e um
grau de intumescimento pouco variavel as esferas QI(AL)TPP apresentaram uma
liberacao cumulativa percentual baixa (16,8%). Este efeito pode ter ocorrido pelo
tempo de exposicdo e quantidade de TPP utilizados na produgdo das esferas, pois
em estudo realizado com membranas de quitosana carregadas com 1,4-naftoquinona
e reticuladas com TPP mostrou que a quantidade de TPP utilizada influencia o
comportamento de liberagdo, que diminuiu com o aumento da quantidade de TPP
(Tomaz et al., 2018).

As condicOes de processamento também podem influenciar na liberacdo do
farmaco (Huang e Brazel, 2001). Deste modo é importante mencionar que as esferas
QI(AL)TPP podem ter iniciado a liberagdo da insulina durante o processo de preparo
das amostras, assim parte do fdrmaco nao seria registrado pelo ensaio de liberacéo.
Outro possivel elemento influenciador da liberagcao do sistema € a massa molar da
quitosana. Um estudo com complexos de quitosana-zinco-insulina preparados com
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quitosana de diferentes tamanhos de cadeia (5, 30, 50 e 200 kDa) avaliou a influéncia
do tamanho das cadeias de quitosana no perfil de liberacao de insulina. Os resultados
demonstraram que o comprimento da cadeia de quitosana afetou significativamente a
taxa de liberagdo de insulina, onde o maior comprimento de cadeia (200 kDa)
apresentou uma taxa de liberacdo mais rapida (40 dias) e o menor comprimento (5
kDa) apresentou uma taxa mais lenta (60 dias) (Sharma et al., 2020). No presente
trabalho foi utilizada quitosana com massa molar de aproximadamente 160 kDa, o que
pode ter favorecido o inicio da liberagao de insulina durante o preparo das amostras.

Além dos fatores citados anteriormente, deve-se observar que a insulina
perdeu sua estabilidade nas condicées do ensaio de liberagdo em um periodo
aproximado de 36h (Figura 38). Assim, parte da insulina presente em solugao durante
a liberagao pode ter sido degradada e, desta forma, néo foi contabilizada na ultima
leitura realizada. Desse modo, a liberagao percentual cumulativa de insulina por
QI(AL)TPP pode ter sido maior.

4.12. Cinética de Liberacao

A avaliacao do perfil de liberagdo da insulina apresentado pelas esferas
QI(AL)TPP foi analisada pelos modelos matematicos de (i) ordem zero, que define se
0 processo de liberagdo do farmaco pelo sistema é constante; (ii) primeira ordem,
aquele que ataxa de liberacao é diretamente proporcional a concentracao do farmaco,
ou seja, quanto maior for a concentragdo mais rapida sera a liberagao; (iii) Higuchi,
evidencia a liberagdo do farmaco como um processo de difusdo baseado na lei de
Fick, porém o modelo supéem que a concentracao inicial do farmaco é maior do que
a solubilidade da matriz, a difusividade da droga é constante e o intumescimento do
sistema polimero € insignificante; (iv) Korsmeyer Peppas, o0 modelo é usado para
identificar se a dissolucdo segue a forma de dosagem convencional, de dosagem
dispersivel ou de liberagdo imediata, por tanto, este modelo determina se a mudancga
na area de superficie durante o processo de dissolucao tem um efeito significativo na
liberagao; e (v) Peppas-Sahlin, avalia a cinética de liberagdo de farmacos que tem
matriz polimérica hidrofilica sendo aplicavel para diferentes formas geométricas (Jain
e Jain, 2016; Gouda et al., 2017; Unagolla e Jayasuriya, 2018; Dantas et al., 2019;
Kanha et al., 2021).
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Na escolha do modelo matemético mais adequado para o estudo do
mecanismo de liberacdo da insulina pelas esferas QI(AL)TPP, utilizou-se os melhores
ajustes dos resultados experimentais com base nos valores estatisticamente mais
altos do coeficiente de determinagéo ajustado (r?), o valor mais baixo do Critério de
Informacao de Akaike (AIC), e o maior valor do critério de selecdo de modelo (MSC)
(Zhang et al., 2010). A Tabela 13 apresenta o comportamento de liberacao in vitro da
insulina pelas esferas QI(AL)TPP de acordo com os modelos estudados através da
avaliacdo dos valores obtidos para r?, AIC e MSC.

Tabela 13 — Parametros da cinética de liberagao da insulina liberada pelas esferas QI(AL)TPP.

Modelo Ordem zero Primeira Higuchi Korsmeyer Peppas-
ordem Peppas Sahlin
r -1,165 -1,089 0,195 0,814 0,922
AlC 56,128 55,808 47,221 38,002 30,329
MSC -0,995 -0,959 -0,005 1,019 1,882

Pode-se observar que a liberacao da insulina pelas esferas QI(AL)TPP pode
ser melhor descrita usando o modelo de Peppas-Sahlin, o qual foi obtido o maior valor
de r2 associado a valores de AIC autos e baixos valores de MSC (Tabela 13). O
modelo cinético encontrado indica que 0 mecanismo de liberacédo é dependente dos
efeitos da difusado Fickiana e relaxamento das cadeias poliméricas ou intumescimento,
ou seja, um mecanismo anémalo. Desta forma, o comportamento de liberagdo do
farmaco pode ser considerado como a superposicao da difusdo Fickiana absoluta, na
qual a liberacao do farmaco € controlada por difusdo, e a de ordem zero ou caso Il,
no qual a liberagao do farmaco é controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas
ou intumescimento (Anirudhan e Parvathy, 2018; Dantas et al., 2019).
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5. CONCLUSAO

Foi possivel produzir membranas de quitosana pelos métodos de
processamento propostos (congelamento/liofilizacdo e evaporagdo do solvente). O
tipo de processamento e o uso ou nao de neutralizacao afetaram as propriedades de
interagdo entre quitosana/insulina, que s6 foram obtidas para as membranas
preparadas por evaporac¢ao do solvente com neutralizagdo da solugéo de quitosana.
No entanto, as membranas preparadas com acido acético e acido latico s6 puderam
ser removidas em pequenos pedacos irregulares impossibilitando a realizagcao de
outros ensaios. Por estas razdes, as solugées de quitosana neutralizadas foram
utilizadas para produzir esferas de quitosana e quitosana/insulina pelo método de
gelificacdo ionotropica utilizando CMQ ou TPP como solugéo gelificante. Todas as
esferas apresentaram coloracéo branca e formato arredondado, porém as preparadas
com TPP exibiram contornos mais uniformes, arredondados e menor porosidade,
principalmente aquelas preparadas com solu¢cdo de &cido latico. Foi observada
interacdo entre quitosana e insulina em todas as condicdes de preparo das esferas.
Entretanto, reticulacédo efetiva sé foi verificada para as esferas preparadas com TPP.
As andlises de FTIR, MO, intumescimento, teor de umidade e hidrosolubilidade
mostraram que a esfera com maior potencial para uso como sistema de liberagcédo
controlada de insulina foi a preparada com &cido latico e reticulada com TPP
(QI(AL)TPP). Com estas esferas foram realizados os ensaios de capacidade de carga,
eficacia de encapsulamento, liberacao in vitro e cinética de liberacdo pelo método da
UV-vis, que se mostrou exato, preciso e robusto na deteccdo e quantificacdo da
insulina. A insulina permaneceu estavel por 36h, conforme ensaios in vitro. As esferas
QI(AL)TPP apresentaram uma boa eficacia de encapsulamento (74,36%), porém a
capacidade de carga obtida foi baixa (3,369%). Elas foram capazes de liberar insulina
por um periodo de 48h, no entanto a liberagdo percentual cumulativa apresentada
pelo sistema foi considerada baixa (de 16,8%). O modelo matematico mais adequado
para o estudo do mecanismo de liberacdo da insulina foi o de Peppas-Sahlin,
evidenciando um mecanismo anémalo de liberacdo. Esses resultados demonstram
que, mesmo sendo necessarios ajustes no processamento da amostra visando
aumentar o teor de insulina liberado, esferas de quitosana preparadas com acido latico
e reticuladas com TPP tém potencial para tornar-se um sistema de liberagdo de
insulina a ser administrado por uma rota nado convencional.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a liberagdo da insulina das esferas produzidas com acido acético e
reticuladas com TPP;

Reavaliar o processo de producéo das esferas, a fim de melhorar a capacidade de
carga, eficacia de encapsulamento e liberacao cumulativa;

Avaliacdo do potencial téxico das esferas (citotoxicidade, multagenicidade,
genotoxicicdade, DL50 e CL50);

Anadlise da atividade da insulina nas esferas (confirmacao da atividade da insulina
apods liberacdao através de ensaios enzimaticos e avaliar o comportamento da

insulina liberada in vivo — ensaio in vivo).
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APENDECE A

Graficos comparativo dos espectros de FTIR das esferas
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Graficos modelos da cinética de liberacao
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