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Resumo

Atualmente, a Diabetes Mellitus € uma patologiel@eada prevaléncia comgraves
consequéncias e a administragcdo subcutanea ddanagpéra alguns tipos de
Diabetesé fundamental para o controlo metabdlice doentes retardando o
desenvolvimento das varias complicacdes inerecw®0 sejam as complicacdes
neurologicas, micro e macrovasculares. Porém, eupaale uma cura efetiva sem a
necessidade de insulinoterapia tem desencadeadesenwblvimento de varias
abordagens. A administracdo de insulina a partirvide de administragdo nao
invasivas como, por exemplo, a oral apresenta irgsneantagens. No entanto, a
baixa biodisponibilidade dos péptidos condicionaswa entrada no mercado.
Atualmente, a Nanotecnologia desempenha um pajeelarde em diversas areas,
nomeadamente, no desenvolvimento de novos sistéenagéuticos. O presente
trabalho engloba uma revisdo da Nanotecnologiacagdi a insulina e um

desenvolvimento de um método de producdo de nanmdas de insulina,

recorrendo a um polimero biodegradavel e biocomglaéi a um sistema emulsivo,

para posterior administracao oral.

Palavras — chave: Diabetes Mellitus, oral, insulina, nanoparticulasnulsao

multipla
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Abstract

Nowadays, Diabetes Mellitus is a highly prevaleisedse which generates negative
consequences and subcutaneous administrationuinims some type of Diabetes is
critical for metabolic control in diabetics, delagi the development of inherent
complications, such as neurologic, micro and maxsoular. The research for an
effective cure, without insulin therapyhas triggerthe development of several
approaches.

The administration of insulin throughnon-invasiweites like oral shows numerous
advantages. However, the low oral bioavailabilitypeptides generally delays its
entry into the market. Currently, Nanotechnologgysl an important role in several
fields including the development of new therapesyistems.

This work includes an overview of Nanotechnologylegd to insulin and the
development of the production method of insulin ogarticles using of a
biodegradable and biocompatible polymer and a eoruksystem for potential oral

administration.

Keywords: Diabetes Mellitus, oral, insulin, nanoparticlesjltiple emulsion
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Abreviaturas, siglas, acronimos e simbolos

ACP->Nanoesferas de carbono anfotéricas

ADN ->Acido desoxirribonucleico
AS-ODN->Poli-L-lisina-bromidrato e oligonucleétidos antirse
ATG ~>Globulina anti-timdcito

ATP->Adenosina trifosfato

BRAD—>Agente de regeneracfigpara a Diabetes
CT->Tomografia computorizada

CTLAA4-Ig > Abatacept

CS->Sulfato de condroitina

DPP-4->Inibidor da dipeptidil peptidase-4

EE->Eficiéncia de encapsulacao

FDA->Food and Drug Administration
GSK->GlaxoSmithKline

GIP-> Inibidor polipeptidico gastrico

Gl > Gastrointestinal

GLP-1->Glucagon-like peptide-1

GNPs>Nanoparticulas de ouro

GAD65~> Isoforma 65-kD do acido glutamico descarboxilase
GRAS-> Geralmente reconhecido como seguro
G-CSF>Fator de estimulacao de coldnias granulocitarias
Hba1c ?Hemoglobina glicosilada

HLA ->Antigénio humano leucocitério

HMPC - (Hidroxipropil) metilcelulose

HPLC ->Cromatografia liquida de alta eficiéncia

ICH - Conferéncia Internacional de Harmonizagéo

IDF > Federacgéao Internacional da Diabetes
IRS-1->Substrato 1 do receptor da insulina

IFIH1 > Helicase interferdo induzida

MM ->Massa molecular

MRSA -> Saphylococcus aureus resistente a meticilina
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MDI - Inalador de dose medida
NOD->Diabéticosndo obesos

OH->Grupo hidroxilo

OKT3 >Muromonab CD3

PEG->Polietilenoglicol

PDCPA->Polimetacrilato dimetilaminoetilo tiolado
PAA->Acido poliacrilico

PAH->Hidrocloreto de poli (alilamina)
PDI->Inalador de p6 seco

PDI - indice de polidispersividade

PLGA > Acido poli (lactico-co-glicolico)

PLA ->Acido poli (lactico)

PCL->Policaprolactona

pl >Ponto isoeléctrico

PPEs>Promotores da permeabilidade paracelular
SRE-> Sistema reticulo-endotelial
SEM->Microscopia electronica de varrimento
SiNP->Nanoparticulas de silica
SLN->Nanoparticulas sélidas lipidicas
SGLT-2->Tranportador 2 da glicose dependente do sédio

TNFa->Fator de necrose tumoral
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Introducéo

A Diabetes Mellitus € uma patologia, de elevadavagdéncia mundial, que se
caracteriza por desequilibrios a nivel metaboitaalmente, existem quatro formas
distintasde manifestacdo da Diabetes que se empmessnsoante os marcadores
imunoldgicos, 0s sinais e 0s sintomas caractersstite cada tipo.Ainda que sejam
utilizadosantidiabéticos orais, a administracacc@tdnea de insulina representa em
muitos casos a melhor alternativa terapéutica pacntrolo e minimizacdo do
impacto desta patologia na vida de muitos diabgtidkpesar da existéncia de
diversos tipos de insulina no mercado, a procuraudi@ cura efetiva sem a
necessidade de insulino terapia desencadeou o vibbserento de varias
abordagens que tem sido testadas ao longo do tempo.

Assim, promover o desenvolvimento de célufas contrariar 0s mecanismos
imunoldgicos de destruicdo celular, aumentar a ilséidade & atuacdo desta
hormona, manipular células estaminais, desenvalwerbio pancreas totalmente
funcional ou mesmo controlar os niveis de respopatareatica, tem sido alguns dos
pressupostos inerentes a diminuicdo das necessidadesulina exdgena.

Embora a via parentérica seja a Unica forma derashiracao global, sdo varias as
condionantesexistentes.

A via oral surge assim como uma alternativa vastgjno entanto, o baixo tempo
de semi vida em circulacdo sistémica e a baixaidpodibilidade das proteinas
dificultam a sua introducdo no mercado como unmerradtiva viavel. Deste modo,
com o0 objectivo de aumentar a biodisponibilidadd ¢&m sido desenhados varios
sistemas como os lipossomas, os dendrimeros, aspaiticulas, os nanotubos de
carbono e particularmente as nanoparticulas pdbaserque associado a sua
granulometria na escala sub-celular sdo sistenm@tipativeis. A nanomedicina
representa assim uma solucao para o desenvolvirhgnto deste tipo de sistemas.
Atualmente, existem no mercado, ndo sO diversdensaés terapéuticos na escala
nanometrica, como inovacgdes transversais a divarsas tais como do diagndstico,

da imagiologia, da cosmética, nos dispositivos anfdveis entre outras.
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Na presente monografia encontra-se descrito o dels@mento inicial de um
projeto na area da nanotecnologia que envolve aupé&m de nanoparticulas
poliméricas de insulina para administracdo oral.

Deste modo, a producdo das nanoparticulas a gartim sistema mdaltiplo emulsivo
do tipo A/O/A foi a abordagem escolhida tendo o REGido o polimero de eleicéo.
Globalmente foi analisado o efeito na alteracadifbrentes parametros e os varios
lotes produzidos foram avaliados em trés aspecBseneiais, granulometria,
morfologia e eficiéncia de encapsulacéo.

Assim, o estudo granulométrico foi efetuado poreespscopia de correlacédo
fotdnica tendo sido avaliados o tamanho médio dasicplas e o indice de
polidispersividade, a morfologia foi analisada pBEM?e a eficiéncia de
encapsulacdo determinada por HPLE formulacdo D obteve assim os melhores
resultados, com um tamanho médio de 396nm e urf d&D0,19 foi verificada a
presenca de nanoparticulas esféricas e monodispesesmn a presenca de
aglomerados sendo a eficiéncia de encapsulacamemaos 65%.

1Acido poli (lactico-co-glicolico)
2Microscopia electrénica de varrimento
3Cromatografia liquida de alta eficiéncia

4ndice de polidispersividade
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1 — Insulina como um marco na histéria

Decorria 0 ano de 1869 quando Langerhans, um jonédico alemao descreve o
pancreas como contendo dois tipos de células, wjas produziam o fluido
pancreatico e outras como sendo um mistério. Maeapassaram até que
Minkowski e Von Mering ao realizarem uma pancreatom um cao perceberam
como a Diabetes se desenvolvia estudando as c@megs de tal intervengao.
Mais tarde, o termo insulina foi finalmente promopbr Meyer, mas foi apenas em
1921 que Banting e Best verdadeiramente a idest#fio ao fazerem a sua extraccéo
a partir dos ductos pancreaticos de um céo [1].

A utilizacdo terapéutica da insulina foi pois umrooarevolucionario na historia da
medicina tendo sido considerado um sucesso 0 ponteatamento com esta
hormona num jovem de 14 anos internado num hosgitalToronto, Canada em
1922 [1]. Durante os anos 30,a insulina foi tecgiglamente modificadatendo sido
langada no mercado com a adi¢g&do de protamina de,atonferindo-lhe uma maior
flexibilidade e longa duracdo. Mas, foi s6 maisdéamque a primeira insulina
biosintética humana foi lancada, uma vez que atéoearam apenas utilizados
analogos de origem bovina e suina. Os avancomnsadts pela genética sucederam-
se, principalmente, pela necessidade de se diraimuds riscos de reacdes adversas
e pela procura de um maior controlo ao nivel dagho da sua acdo. Em 1996, a
primeira insulina lispro produzida a partir de DNécombinante foiaprovada pela
FDA tendo sido lancada com o nome de Humalog [Rlaknente, as insulinas de
origem humana e as insulinas recombinantes suibatituas de origem animal no
controlo da Diabetes Mellituse a sua via de admmag&o continua a ser

exclusivamente parentérica.

1.1) Origem e estrutura quimica

A insulina € um polipeptideo secretado sob a fadmparé pro hormona pelas células
B que constituem os ilhéus pancreaticos de Langsrifgmis a sua sintese, esta é
rapidamente transportada até ao reticulo endoptasnuinde pela acdo de enzimas
proteoliticas sofre um processo de clivagemorigiparassim, a pro-insulina [3].

Como descrito na Figura 1, estruturalmente, aims@ composta por duas cadeias
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ligadas por pontes dissulfureto, a A com 21 amiitméce a B com 30 aminoacidt
que resultanda clivagemda proinsulina pela perda do polipéptido C ao nivel

micro vesiculas do aparelho dolgi.

Figura 1. Biossintese dansulina (Fetirado Joshi, 2007).
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A baixas concentra¢cdes molécula insulina enconts como um mondme, mas a
medida que asoncentracfes aument, ocorre um processo de agregacao em q
formam dimeros e hexame [4]. Entre varios factores, omeande se encontra
proteinavai condicionar os diversos estados moleculares uer que o pH,
concentrago de sais e até determinados i6es podem origvensds equilibric [4].
Paralelamente, msulina € uma molécula anfotérica cuja carga érdehada pels
pH do meio O seu ponto isoeleico (pl) varia entre 05,3 e 0s 5,4 e a sua ma
molecular (MM) ¢ aproximadament de 6 KDa [5].
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1.2) Controlo da secrecao

Como resposta a varios estimulos, a insulina é&eta (Figura 2). Embora certas
substancias promovam um aumento da secrecao,nomeaidadeterminadas
proteinas(arginina, lisina, leucina e alanina), asoacidos,0s estrogéneos, a
acetilcolina, acolecistocininao glucagon, as sulfonilureias entre outras,saui\ess
plasmaticosde glicose que assumemo papel de mespomderancia nesta auto-

regulacdo através de um mecanismo de feedbackvegat

Figura 2. Mecanismo homeostatico da glicose — Insulinaueagjon.
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Inicialmente, o processo desenrola-se com a enttadgicose nas célulfsatravés
de receptores membranares (Figura 3).Ap0s a suadantesta € oxidada atuando
como um sensor de glicose.Sabe-se que niveis diassanferiores a 90mg/dL néo
induzem a secrecao desta hormona[5].

Ao haver um aumento da disponibilidade de ATP, aisais de potassio encerram
ocorrendo um influxo de calcio que permite a exsatdas microvesiculas que
contém esta hormona [3]. Assim, a insulina € diid@agara a corrente sanguinea,
atuando primeiramente ao nivel do tecido hepatinde exerce um papelcrucial na

regulacdo metabdlica.
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Figura 3. Secrec¢ao de insulina mediante estimulacéo (RetoladAlila Medical Images).
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1.3) Propriedades farmacoldgicas

Perturbacdes ao nivel da secrecdo de insulinaseunanecanismo de acao levam ao
aparecimento da Diabetes Mellitus, uma patologiénica caracterizada por
episodios de cetoacidose e niveis elevados desgligasmatica [6].

Deste modo, a insulinoterapia adquire um papel dovehtal em muitos casos,
procurando minimizar o impacto nefasto das consexiagé exercidas a nivel
metabodlico que condicionam o funcionamento de toogrocessos bioldgicos,
principalmente, a nivel microvascular. Consoante nasessidades terapéuticas
individuais, a escolha do tratamento envolve de tonma geral, as insulinas de
accao rapida, curta, intermédia ou lenta/longa pehe uma maior flexibilidade e
uma diminuicdo no numero de doses administradas. eN@nto, a via de
administracdo parentérica que recorre autilizagdoadde inje¢bes subcutédneas de
insulina tém varias condicionantes pelo que existe&n grande procura de novas

solucdes ao nivel da industria farmacéutica.
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1.4) Mecanismo de agao

O receptor da insulina é uma cinase das tirosioasseja, tem a capacidade de
transferir grupos fosfato do ATP em residuos desitia a nivel intracelular das
células alvo. E constituido por duas subunidades dominio extracelular e duas
subunidadef que constituem o dominio transmembranar [7].

Assim, conforme descrito na Figura4, para que @gqeso se desenrole forma-se
inicialmente  um complexo hormona/receptor ao nivda membrana
plasmatica,induzindo um conjunto de autofosforie;de varios substratos, sendo o
mais conhecido o receptor da insulina-1 (IRS-1)n @ ativacdo consequente de
varias proteinas intracelulares que alteram a $wvalade gerando uma resposta
bioldgica.

Os receptores GLUT que se encontram em constamtevir sdo os transportadores
especificos responsaveis pela entrada de glicaseélalas e a sua formacao esta

dependente dos niveis plasmaticos de insulina [7].

Figura 4. Mecanismo de acédo da insulina (Retirado de H&RD5).
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Na maioria dos tecidos, a entrada da glicose éndiemgée da ligacdoda insulina ao

receptor, no entanto, a nivel neuronal e hepéatjpmoesso € independente [7].

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias-Escola de Ciencias e Tecnologias da Saude 20



Carolina Jacinto Correia-Nanoparticulas de Insulina para Administracdo Oral

Para além de facilitar a entrada de glicose a migelar, a insulina desempenha um
papel muito importante na regulagcdo do metabolido® hidratos de carbonoe dos
lipidos [7]. A nivel hepatico ocorre uma estimulagdara o armazenamento de
glicose sob a forma de glicogénio, havendo simakbarente uma inibicdo da

atividade da glicose-6-fosfatase, a enzima respehgiela difusdo da glicose na
corrente sanguinea. Quando os niveis de glicogeémitigado sdo elevados, ocorre
um aumento de sintese de acidos gordos que s&totraados em lipoproteinas que
intervém posteriormente na producdo de triglicersdao nivel dos adipdcitos. A

insulina ao inibir a acao das lipases promove,ligaate,uma acumulacéo de acidos
gordos nestes tecidos.

Quando os niveis de glicose plasmatica diminuesecaecdo de insulina diminui,

pelo que ocorre a reversdo dos efeitos acima defgriintervindo hormonas de

contra-regulagdo como,por exemplo,o glucagon, tiscbre a epinefrina. Por outro

lado, a somatostatina produzida essencialmenteia do hipotalamo inibe a

secrecao de insulina e de glucagon a nivel panooeat

1.5) Efeitos adversos

v Hipoglicémia
Apenas20% da quantidade inicial da insulina adrirada pela via subcutanea atinge
o figado, sendo este valor independentemente dzeotacao de glicose plasmatica
[8]. Consequentemente, um dos problemas geradas peixas concentragbes de
insulinano tecido hepéatico séo os picos de hipéglia que podem levar ao coma ou

até mesmo amorte.

v' Lipodistrofias
Injeccdes repetidas no mesmo local podem levar @areaimento de

lipodistrofias,gerando a perda de tecido adiposooesequentemente,alteracdesna

taxa de absorcao local de insulina.

v ReaccoOes anafilaticas

Embora néo frequentes podem ocorrer em individueasretomam a utilizacdo de

insulinoterapia. Nestes casos, a insulina funcemmo um antigénio. Ao ser
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reconhecido pelo sistema imunitdrio como um corpvaeho ha a indugdo da

producao de anticorpos anti-insulina [8].

v' Ganho de peso
Inicialmente, o corpo tende a adaptar-se a corse@@® nivel dos processos

catabolicos [4].

v’ Alergias locais
Atualmente com o elevado grau de pureza das imsuliproduzidas por

recombinacao genética ndo € comum acontecerenbesade hipersensibilidade.No
entanto, a administracdo de suspensfes de insulmanta a frequéncia dos casos

[8].

v Adeséo aterapéutica

hY

O desconforto psicolégico associado a administradg@injecfes diarias para um
controlo eficaz dos niveis glicémicos pode condiaroa terapéutica, e deste modo,

levar ao aparecimento de complica¢des a curto prazo

1.6) Estratégias para a independénciada insulina exégena

Um tratamento sem insulinoterapia seria de facto awanco consideravel no
tratamento da Diabetes Mellitus, e muitos passos ds&lo dados nessa direcao
sustentados por um maior conhecimento ao nivel vilas metabdlicas e das
estruturas biomoleculares.

Deste modo, a possibilidade de reversdodos danosiivwal das célulasp,
administracdo de outras hormonas reguladoras,aibposgle de transplantes
celulares viaveis, ou através do desenvolvimentond@ancreas artificial totalmente
funcional e biocompativel s&o hipoteses cada veis mplausiveis, e que visam
encontrar uma cura efetiva. No entanto, contowsrprocessos imunoldgicos
bioldgicos, a variabilidade intra- e interindividua evitar a toxicidade dos varios
sistemas terapéuticos, constituem os principaitioblwsao desenvolvimento destas

abordagens.
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1.6.1) Imunossupressores

O primeiro grande ensaio clinico de imunossuprepséa o tratamento da Diabetes
Mellitus tipo | foi realizado nos anos 80 envolvend utilizacdo de ciclosporina
A[9]. Apesar dos tratamentos a longo prazo terestatgado a normoglicémia
através da preservacao de célfla® que levou a uma reducdo na necessidade de
insulinoterapia, a intensa toxicidade renal asslacidesencadeou um abandono
precoce do ensaio [10, 11]. Mais tarde, decoraamde 1985 quando Eisenbarth e a
sua equipa reportaram os efeitos verificados caanainistracdo de ATG (globulina
anti-timocitica). De facto, as necessidades ddimsexdgena diminuiram devido ao
atraso na destruicdo das célufdsmas os elevados niveis de trombocitopenia
condicionaram o estudo [12].

Recentemente com o desenvolvimento de anticorpeecimnais surgiu uma nova
abordagem promissora sendo que a sua elevadafesgade para o alvo e o baixo
risco inerente sdo pontoscentrais na sua intereetey@péutica. A utilizacdo do
anticorpo OKT3 com accéo anti-CD3, um tipo de remeexpresso na superficie das
células T, permitiu a remissdo completa da Diabkteltitus tipo I.No entanto, em
alguns casos ocorreu uma super estimulacdo ddasélpelo que a sua utilizacéo
revelou ser inadequada[13]. Paralelamente, Pesc@vd sua equipa demonstraram
um aumento da capacidade funcional das cél@laatravés da utilizacdo do
rituximab, um anticorpo anti-CD20 com acéo ao ndasd células3.No entanto, nédo
se evidenciaram alteracdes na necessidade denimtguéipia e nos niveis de péptido
C [14] quando concluida a fase Il dos ensaiosadfiRecentemente, foram testados
os efeitos do abatacept (CTLA4-Ig) na progresséabDidbetes Mellitus tipo I. O seu
mecanismo de acdo envolve a inibicdo de uma viabubta de ativacdo das células
T podendo assim proteger as células remanescetgesm ataque auto-imune[15,
16]. Muitas questbes se levantam relativamente peogodos de maior eficacia
aguando a administracdo de agentes imunosSupressmn@ vez que a resposta
imunologica é condicionada por diferencas horaeagelos diferentes ciclos

bioldgicos.
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1.6.2) Antigénios especificos

Os auto-antigénios intervenientes na resposta ifagima podem ser utilizados para
eliminar padrdes de auto-reatividade das célulastiVar e expandir tregs nos
tecidos alvo, atuando como reguladores da atividadaologica.

Através de modelos genéticos confirmou-se que Wimase a pro-insulina atuavam
como iniciadores do processo de auto-imunidadeorssivel pela destruicdo das
célulasp [17-20]. Num estudo efetuado em ratos diabétidms abesos (NOD), ao
ser induzida uma mutacdo num aminoacido que cadgfara o péptido B:9-23 da
insulina, removeu-se um epitopo reconhecido peld @&% células T, prevenindo-se
assim qualquer tipo de Diabetes [21, 22]. Num estpdralelo foi administrada
insulina humana de cadeia B concomitantemente cama injecdo de DNA
plasmideo contendo pré-insulina. Os resultados dstrexam uma extensa inducéo,
especificamente auto antigénica, da atividade adgpih das células T [23].

Vérios estudos tém demonstrado a importancia ddodgiutamico descarboxilase
(GADG65) na prevencao da destruicdo das célflavidenciando uma redugéo no
declinio do péptido C [24, 25]. Atualmente, decaura ensaio clinico relativo a
capacidade sinérgica de associacdo entre o Dia@AD§5), vitamina D e o
ibuprofeno na preservacao da capacidade secreggiaélulag e o impacto do seu

perfil de seguranca nos processos biologicos [26].

1.6.3) Anti-inflamatorios

Maioritariamente as doencas cronicas tais como etabdlicas tém um padrao de
inflamacdo associado que contribui para o0 agravAme&tas consequéncias
fisiopatolégicas.

Assim, varias estratégias recorrendo a agentes-infdlathatoriostém sido
desenvolvidas e testadas. Recentemente, a adagdistde etanercept originou uma
reducdo na perda do péptido C através de um blogleefactor de necrose tumoral
alfa (TNF)[27,28]. Os dados sugerem o fator idade como arue fato, a

Diabetes do tipo | foi revertidaem ratos NOD mamwens. No entanto, em
individuos mais velhos o processo foi aceleradg [29
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A utilizacao de antagonistas dos receptoresfiterh sido descrita como benéfica em
individuos que apresentem ambas as formas patafgla doenca. Em ensaios
clinicos envolvendo individuos diabéticos do tipoal administracdo de anakinra
possibilitou um melhor controlo do perfil glicémjatiminuiu o padréo inflamatorio,
aumentou a sensibilidade celular a acdo da inswdinaduziu um aumento na
producédo de proé-insulina [30].

Outras terapias utilizadas no tratamento da Diab#tellitus tipo 1 incluem o
Gleevec, um inibidor da tirosina cinase, atualmente mercado como anti-
neoplasico usado no tratamento de leucemias [3d]peoteinaa-1 anti-tripsina,
inibidora da atividade da serina protease. O ef@itbbetor desta proteina nos ilhéus
pancreaticostem sido demonstrado em ensaiggro e in vivo[32]. De uma forma
geral, impedem os efeitos apoptoticos celularesremuzirem a atividade das

caspases 3, retardando assim a progressao da doenca

1.6.4) Terapia celular

Em 2007, Voltarelli e a sua equipa foram os priogeia reportar resultados que
indicavam um quadro de insulino independéncia popariodo médio de 16 meses,
envolvendo um transplante de células estaminaisedido hematopoético com a
administracdo simultanea de ciclofosfamida, fater estimulacdo de colonias
granulocitarias (G-CSF) e ATG [33, 34]. Sendo es$igo de abordagem
relativamente agressiva do ponto de vista toxigotyg muitas questdes se
levantaram relativamente ao custo/beneficio.

A utilizacdo de células dendriticas € atualmentea usalidade clinica devido a
capacidade de obtencdo de uma resposta tolero@si&8].Estas células para além
e induzirem anergia por contacto celular diretoatravés das citocinas promovem
uma estimulagcéo na producéo de tregs e uma dindimwlas células T auto-reativas
prevenindo a diabetes em ratos NOD. O principaltgpa® foco apdés um ensaio
clinico de fase | coma administracdo de injecOgsatiel-lisina-bromidrato e
oligonucledtidos anti-sense(AS-ODN) tratadas conulag dendriticas foi a total

auséncia de efeitos adversos [39, 40].
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1.6.5) Hormonas

Um equipa de investigadores de Harvard descobcentemente uma hormona que
promove a proliferacdo de célul@s aumenta a tolerancia a glicose e regula o
metabolismo lipidico -a betatrofina.Segundo eleEm*“vez de ser necessario
administrar insulina 3x por dia, poderemos admiaiststa hormona 1x por semana,
por més ou sob a melhor perspetiva 1x por anoste&@mote dado pelo responsavel
da descoberta [41].

Atualmente, decorre um estudo sobre os niveis @diasns desta hormona em
individuos com Diabetes tipo I, com diabetes gastal e em individuos saudaveis
procurando estabelecer-se correlagcbes entre as/@ei e paralelamente, estudar o
impacto da betatrofina no desenvolvimento da retitia diabética [42].

1.6.6) Terapia regenerativa

A Perle Bioscience tem desenvolvido uma nova pmataiapaz de regenerar as
células B. As BRAD ligam-se diretamente a um receptor celudas ductos
pancreaticos desencadeando um processo de diekfAar alas células progenitoras,
originando-se novos ilhéus. Os ensaios pré-clinidemonstraram um melhor
controlo glicémico e um quadro de normoglicémiaeisglo [43].

Os inibidores da bomba de protdes como o pantoptéro sido correlacionados
com um aumento da capacidade funcional das célulasando a diminuicdo dos
niveis de hemoglobina glicada e a um aumentodosisnide pro-insulina e do
péptido C. A supressdo da producdo de &cido gaspniomove um estado de
hipergastremia. Sabe-se que agastrina tem uma digdta na estimulacdo das

célulasP} funcionando como um fator de crescimento celdldf. [

1.6.7) Transplantes

O transplante de um biopancreas artificial totaltmdancional tem sido testado ao
longo das Ultimas trésdécadas [45]. O desenvolwionede dispositivos

independentes de terapia imunosupressora e qum sgjsmlmente eficazes no

controlo glicémico é um objetivo global.
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Estes dispositivos contém células ou clusters aedsle podem ser implantados num
local especifico ou transplantados na corrente waag mimetizando o
funcionamento de um 6rgdo normal. Uma membranapsgmeavel protege estas
células do ataque imunoldgico ao mesmo tempo qumifgea difusdo de oxigénio e
nutrientes necessarios para a viabilidade celdi@f.Porém, a ineficacia das varias
tentativas sustentaram-se ao nivel do controloodadcdo de tecido fibrético, dos
processos de difusdo e do tempo de resposta anubsttla glicose [47, 48].
Atualmente, decorrem estudos com este tipo de sitppms em individuos com
diabetes do tipo | [49].

1.6.8) Desenvolvimento futuro

AGlaxoSmithKline (GSK) tem desenvolvido sensoresel@ctronicos implantaveis,
com capacidade reguladorade impulsos elétricosiael das células neuronais
apostando na prevencdo e no controlo de inumeradogas [50]. O objetivo
principal engloba o controlo funcional dos divergmgaos, tais como 0 pancreas,

promovendo uma auto regulacaodos niveis de insefiddgena.
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2 — DiabetedMellitus como ume patologia prevalente

A Diabetes Mellitué uma doera cronica deelevada prevaléncia glol que, embora
heterogenia na sua etiolo, a sudrequéncia tem vindo a aumentar tanto nos pi
em desenvolvimento como nmais industrializados.

Segundo os dadorevelados peleéFederacao nternacional daDiabetes (IDF)
atualmente existem cerca de 382 mill de diabéticos em todo maundo(Figura5b),
sendo cerca denetade aqueles que encontram sob diagnasidos Em 2013,
morreram 5,1milh&ede diabéticos, o ecvalente a uma morte a cadeegundosA
China e a india s&o os paises mais afetados ea taxa deincidéncia abrange
faixa etaria entre os 40 e 59 al Paralelamente,o imptac econdmiccassociado
ascende a cerca de 11% do consuma gasto na saude mundjal].

Segundo a OMS;erca de 80% das mortes associ@ Diabetes ocorrem em |ses
de baixo e médio rendimento e em 2030sesétimamaior causa de morte glo
[52].

Em Portugalcerca de 1 milh&o de pessoas vive com esta pa [53].

Figura 5. Aumentoem 55% da incidéncia da Diabetes a nivelimdia,de 2013 a 2035.
Espera-se que em 203®rca de 592M deessoas vivam com esta patologia sendo 0s |

africanos os mais afetados com um anto na ordem dos 109%. Segui-se 0 Médio
Oriente e a Africa ddNorte (96,2%), o Sul da Asia (70,6%),América Centrae do Sul

(59,8), a regid®cidentaldo Pacifico (46%), a América do Nort&Caraibasy(37.3%) e, por
altimo, os paises europe (22,4%). (Retirado do IDF Diabetes Atlas).
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2.1) Classificagédo clinica

A Diabetes Mellitus apresenta-se sob a forma dasses clinicas distintas:

O tipo |, que geralmente resulta de uma destruicdo autnendas célulag é
caracterizado pela presenca de anticorpos anti-GA&scarboxilase do &acido
glutdmico) e anticorpos contra as células dos dletontra a insulina. Embora a sua
etiologia permaneca desconhecida, fatores ambsemigénéticos adquirem um papel
preponderante. Evidéncias sugerem que os picousapiydem, de forma direta ou
indireta através de mecanismos auto-imunes reladasicom o gene IFIH1, induzir
a destruicdo destas células [54]. Paralelamentéim@dismos genéticos no
HLA(antigénio leucocitario humano) estao diretareerelacionados com uma maior
susceptibilidade patolégica[55-57]. No entanto, edatnados individuos nao
demonstram qualquer tipo de marcador imunoldogiedy gue a sua classificacéo

engloba umabDiabetes tipo | na forma idiopatica.

O tipo I, que resulta de uma diminuicdo dos niveis de gagé® de insulina aliada
a um aumento da resisténcia a sua acdo. Fatoretiogsne ambientais estdo
igualmente interligados na susceptibilidade deatalpgia. Sdo considerados fatores
de risco a obesidade, idade avancada, predispogiedética familiar, Diabetes
Gestacional prévia, baixo peso a nascenca e fatoraportamentais como elevada
ingestdo caldrica, stress, inactividade fisica &erdeénados farmacos como a

utilizacdo prolongada de estatinas [58-60].

A Gestacional que é diagnosticada durante a gravidez e caizgi®E por uma
intolerancia a acao da glicose. Se os niveis agrmgia se mantiverem dentro da
normalidade através de um controlo sistematicoigbddes desaparece apos o parto.
Fatores de risco como uma gravidez tardia, eley®so ou hipertensdo aumentam
exponencialmente a probabilidade de se desenvolabetes Gestacional.
Paralelamente, estudos recentes apontam a temsiabdtituicdo hormonal, devido
ao elevado teor de estrogénios, como um fatorgitante ao promover um aumento

dos niveis de cortisol plasméticos [61].
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Outros tipos especificpsque englobam diferentes causas, tais como, dgfeit

genéticos na producdo e no nivel de agdo da iasutindocrinopatias, infecoes,
doencas que afetam o pancreas exocrino e inducécagim de farmacos ou

quimicos.

Muitas vezes o diagnostico imediato ndo é faciteleestabelecido, surgindo deste
modo a necessidade de serem avaliados o0s sinpisgtessao clinica.

2.2) Diagndstico e tratamento

Embora a Diabetes seja uma doenca crénica apastarenencdo minimizando 0s
varios fatores de risco, e optar por um diagnégirezoce sao aspetos essenciais no
combate a progresséao epidemioldgica da Diabetel#idel

Assim, é essencial monitorizar os niveis de gliqussmatica de forma periddica.
Um estado de pré Diabetes podera ser indicativordeposterior Diabetesdo tipo |,
pelo que individuosque se encontrem neste patarér tjue optar por medidas de
controlo prévias. Atualmente, os niveis de hemaghob glicadaHRk;c(que
determinam um perfil glicémico durante os ultimosa23 meses), o teste de
tolerancia oral a glicose (PTGO) e os niveis deégtia pds-prandial e em jejum
estdo pradonizados para o diagnéstico e conformarszado na Tabela 1.0 risco é
apresentado mediante uma escala de valores [63]mMé¢mte,0 Google em parceria
com a Novartis tem desenvolvido lentes de contpata a determinacdodos niveis
de glicose plasmaética, esperando assim revolucmnagrcado dos dispositivos para
diabéticos[63]
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Tabela I. Testes de diagndstico e escala de valores pagteaminacdo da Diabetes

Mellitus.
Resultado Glicémia Pés Glicémiaem Teste Oral de A.C
Prandial Jejum Tolerancia
Normal < 140mg/dl < 100mg/dl < 140mg/dl <5,7%
Pré 140-199mg/dI 100-125mg/dI 140-199mg/dl  5,7-6,4%
Diabetes
Diabetes = 200mg/dI > 126mg/dl > 200mg/dI > 6,5%

Na Diabetes do tipo I, a administracdo diaria daulina basal e pés-prandial é
essencial para normalizar os valores glicémicdguBlmente importante controlar a
ingestdo de hidratos de carbono, minimizar a id@geste alcool e determinar
diariamente os niveis de glicose plasmatica, rendo-se a dispositivos proprios.
Na Diabetes do tipo II, o tratamento farmacolégigoial centra-se na utilizacao de
antidiabéticos orais e, eventualmente com a pregceda doenca, a introducdo de
insulina podera ser benéfica. Durante a gravidenssaniveis de glicose forem
anormais, o controlo glicémico é efetuado, por ®m& regra, com recurso a

insulinoterapia.
2.2.1) Tipos de insulina

A insulina pode ser administrada por seringa, @ar@ai bomba dependendo

exclusivamente da preferéncia pessoal [64]. Esta der conservada entre 0s 2 e 0s
8°C e ndo deve ser congelada. Apos abertura, o peazalidade é, geralmente, de 1
més. Os tipos de insulina disponiveis no mercadorgram-se descritos na Tabela
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Tabela II. Tipos de insulina, a duragdo de acdo e o regimelgiso recorrente
[65].

Tipo de Insulina

Acéa

Nome Comercia

Posologi:

Acdo Rapide Inicio:1C-15mir NovoRapid& 0-15min antes d
Pico maximo: 1- Humalog® refeicdo
2h Apidra®
Duragéo: 3-5h
Acéo Inicio: 30mir Humulin® - R 3C-45min antes d
Regular/Curta Pico méaximo: 2- Novolin®-ge refeicdo
3h Toronto

Duracéo: 6,5h

Acédo Intermédia Inicio: 1-3h Novolin®-ge NP Antes de dormir
Pico méximo: 5- Humulin®-N ou 2xdia
8h
Duragéo: 18h

Acéo Prolongadz Inicio: 90mir Lantus@

Pico maximo: - Levemir® 1/2x dia
Duragéo:16-24h
Pré Mistura Acdo rapida A Humulin® (30/70 Depende di
acdo intermédia Novolin®-ge combinagao
(30/70; 40/60;
50/50)
Humalog®
Mix 25 e 50
Novomix® 30

2.2.2) Incretinas

As incretinas sdo hormonas peptidicas secretadégehintestinal como resposta a
ingestdo de alimentos e de glicose oral, enconbraeddescritas como promotoras
do aumento dos niveis de insulina. Alteracdes @apsaducdo ou atividade estao
muitas vezes relacionadas com desequilibrios mitab6é associados ao
aparecimento da DiabetesMellitusdo tipo Il [66].

Deste modo, as GLP-1 (Glucagon-like peptide-1) &H3 (Inibidor polipeptidico
géastrico) englobam os dois maiores grupos de inatApds a refeicdo, estas sédo
rapidamente libertadas para a corrente sanguinegemdo efeito ao nivel das
célulasBe limitando os niveis de glicose pés-prandial [68]. Diversos estudos

sugerem que a secrecao fisiologica das GIP, agéstéo de glicose,é superior a
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secrecdo das GLP-1 [69]. Paralelamente, estas s@oadhdas na circulacao
sistémica pela acdo das enzimas DPP-4(Inibidorpigptidil peptidase-4 ) [70, 71].
Especificamente as GLP-1 diminuem a secrecdo deagtun, atrasam o
esvaziamento gastrico e reduzem o apetite. Diverstsidos indicam uma
diminuicdo dos mecanismos apopticos das céfulpomovendo a sua proliferacéo
[72]. A administracdo exdgena desta hormona demsnsh padrdo de atuacdo
similar a sua atividade enddgena no controlo denoglicémia [73].

A secrecédo das GIP é potenciada em maior escasingpétao de lipidos. InUmeras
evidéncias sugerem um sinergismo com a glicoseunteato da proliferacdo das
células B, no aumento da taxa de sobrevivéncia celular eregmlacdo dos
mecanismos apoptoticos[74, 75]. O seu principal amseno de acdo envolve a

estimulacao da glicose dependente da secrecasuaa[76].

2.2.3) Antidiabéticos orais

A implementacdo de medidas ndo farmacoldgicas conmcentivo a préatica de
exercicio fisico, a auséncia de hébitos tabagicosma alimentacdo saudavel
complementam um plano de intervencdo terapéutiabvidual, adequado as
caracteristicas de cada doente mediante a defidegd@argets” glicémicos.

A metformina é a primeira opcéo de tratamentozatila em monoterapia. Se 0s
valores pré- estabelecidos de HEAndo forem atingidos apds 3 meses, outra classe
de antidiabéticos devera ser adicionada, tais camaulfonilureias, glitazonas,
inibidores DPP-4 e agonistas GLP-1.

Caso seja necessario podera igualmente ser adieomasulina basal [77].
Recentemente foi introduzida uma nova classe,ibglares SGLT-2 (tranportador 2
da glicose dependente do sédio)que blogueiam aoegin renal da glicose [78]. A

Tabela Ill compara as varias classes de antidziseti
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Tabela lll. Véarias classes de anti-diabéticos e principaisslifgas.

Metformina Sulfonilureia  Glitazona Inibidor Agonista Insulina
DPP-4 GLP-1
Eficacia (A.C) Elevada Elevada Elevada Intermédia Elevada Muito
Elevada
Hipoglicémia Baixo Moderado Baixo Baixo Baixo Muito
(Risco) Elevado
Peso Neutro/Reducdo  Aumento Aumento  Neutro Reducéo Aumento
Efeitos G.l Hipoglicémia Edema; Raros G.l Hipoglicémia
adversos I.C
Custo Reduzidos Reduzidos  Varidveis Elevados Elevados Variaveis

2.3) Sinais e sintomas da Diabetes

Uma deteccéo precoce da doenca € sustentada peftheeimento prévio de sinais
e sintomas caracteristicos e completada por daddgieos.

Deste modo, os sinais mais frequentes englobam [79]

Poliuria;

Polidipsia;

Polifagia;

Formigueiro ou dorméncia nas maos/pés (mais conautipa I);
Perda de peso (mais comum no tipo I);

Fadiga;

Viséo alterada;

Disestesias;

Infec¢gdes com maior gravidade e recorréncia;

vV V V V V V V V V V

Cetoacidose (mais comum no tipo I).

2.4) Complicagbes da Diabetes

A Diabetes pode afetar varios orgdos, tecidos @laNo entanto, existem

complicacbes mais frequentes que requerem um doma@s restrito.
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De fato, a disfungé@o que se verifia nivel microvascutainduz uma diminui¢éo r

capacidade de resposta aocesso de regeneracao tecidelaombatea infeccéo.
Cerca de metade®s diabéticosque apresentam um certo grede neuropatia
associado[80].

Na Diabetesexistdambén um aumento da @idéncia de infeccdes cutane

bacterianas e flngicaléacoa um prurido localizadd=requentementedevido a ul

diminuicdo dos mecanismos de sensibilidade apawecedicera de elevada
gravidade qu@odem conduza amputacdo dos membros inferiocesno demnstra
a Figura 6. Atitulo meramente informativo cada 30 segundasn diabético perde

perna [81JAs complicacde a nivel ocularcomo o aparecimento de catara

glaucoma e retinopatias ¢ igualmentefrequentes e o risco de cegueira é m

superior estes individuo

Figura 6. Desenvolwnento de uma ulcera diabética 10 dias(Retirado doThe New
England Journal of Medicine2013; 369:2252).

A hipoglicémia e a cetoacidose metabdlica sdo estadnsitorios que podem le\
a morte e que reflem un descontrolo metabdlico.

Deste modo, quando a célula ndo consegue obtécasglnecessaria ourgque 0s
niveis de insulina s&@wmaixos ou porque absorcaale hidratos de carboni reduzida,
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a compensacdo energética ocorre com a producaorgdesccetdnicos a partir de
acidos gordos. Sinais e sintomas como vomitosaldominal, cansaco,dificuldade
respiratoria, polidria, polidpsia, halito “frutade’niveis elevados de cetonas na urina
alertam para este quadro. A reposicéo eletroléieaadministracdo de insulina séo
muitas vezes essenciais para a completa correci® gleblema. Paralelamente, um
estado de hipoglicémia caracteriza-se por baixegiside glicose plasmatica,
normalmente inferiores a 70mg/dL. E umas das paisi complicacdes estando
muitas vezes associadaa administracdo de insulbrtinea.Sinais e sintomas, tais
como a ansiedade, suores, confusdo, irritabilidéatitga, nauseas, tonturas e um
baixo nivel glicémico sdo indicativos de hipogliG@mA ingestdo posterior de
glicose (15 a 20g) € fundamental, e se ocorrer gnavamento do quadro geral com
convulsdes ou mesmo um estado de inconsciénciasreese a administracdo de

glucagon para estimulacdo dos processos de gliGbgemepatica [82].
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3 - A Nanomedicina como abordagem revolucionaria

As nanoparticulas sdo sistemas sélidos a base ldeepos ou outras subtancias
naturais que se encontram na escala nanométriga €éngue servem essencialmente
como veiculo de farmacos e outras subtancias [83].

Em 1995 foi finalmente aprovada a introducdo dmprnio sistema nanoterapéutico
no mercado, a doxorrubicina lipossémica (Dox[B4]. Tinha sido dado o mote para
0 gue viria a suceder:uma investigacao frenéticaesenvolvimento deste tipo de
produtos,nomeadamente, ao nivel do diagndsticoagem, no desenvolvimento de
novos sistemas terapéuticos e dispositivos implarga

Deste modo, sdo varias as vantagens na utilizaeste tipo de abordagem em prol
dos sistemas moleculares tradicionais. Com a Dogé efeitos adversos da
doxorrubicinaforam minimizados e a eficacia terdic@u potenciada devido a
capacidade de se administrarem doses mais elewadasa escalatoleravel [85].
Atualmente, ao nivel da quimioterapia sao variasfamulacbes em fase de
desenvolvimento clinico que apostam na utlizacde digandos a
nanotransportadores que atuam seletivamente ndoteéamoral [86].Um outro
conceito envolve a administracdo intratumoral departiculas contendo
quimiocinas que potenciam a destruicdo do tumoardirpde um mecanismo de
inducdo das células T [87]. Paralelamente, o Zafadem implante disponivel
comercialmente contendo goserrelina e constituadonpnoparticulas de acido poli
(lactico) (PLA) e acido poli(lacticoe-glicélico (PLGA) esta indicado no tratamento
do cancro da mama e da prostata em estadio avaf@&ldé& manipulacdo da taxa
de degradacao polimérica possibilita uma libertaggfdrolada e prolongada por um
periodo de 28 dias, minimizando assim o desconfagsociado a um elevado
namero de administracdes, conferindo-lhe vantagelativamente aos sistemas
convencionais [88].

Por outro lado, as vacinas toxéides oferecem uraedagem promissora no combate
a infecbes cada vez maisresistentes a acdo ardbidoa, sendo as nanoesponjas
uma ferramenta experimentalcomoplataforma indutl@auma resposta imunitaria
mais eficaz [89]. Este fato € sustentado pelo dedeimento de sistemas contendo
toxinas, comoseja a-phemolisina produzida pelo MRSA&philococcus aureus

resistentesa meticilina), encapsulada num nucldon@oco envolvido por uma
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membrana eritrocitaria, revelando resultados muitonissores [89]. Paralelamente,
um outro conceito emerge no campo da imunologiajliaacdo de nanossistemas
virais que mimetizam a superficie celular revestidgamoléculas de hidratos de
carbono, que funcionam como o receptor alvo daadatmdovirusinfluenza nas
células, por exemplo, do sistema respiratorio Bparticulas virais ligam-se assim
a estes sistemas ao invés das células hospedeeasnipdo-se um quadro de
infecdo posterior. Apesar de se encontrarem nusegeecoce de desenvolvimento
espera-se que futuramente possam ter um grandectonpacontrolo de muitas
doencas [90].

Numa tentativa de se utilizarem células estamiqesE a reparacdo de uma
determinada lesdo, como a isquémia do miocardidnanistracdo de nanoparticulas
de ferro acopladas a anticorpos especificos quenhecem tanto as células
estaminais como o proprio local lesado € um coma®itn particular relevo ao nivel
da medicina regenerativa [91].

Mais, a incidéncia de doencas oculares que afetamsigalmente a retina, tem
aumentado a um ritmo avassalador e a barreiravittesal dificulta a administracao
de farmacos por esta via. Assim, estratégias como atlizacdo de
nanotransportadores promovem nao apenas uma d¢éertsustentada, como
aumentam a capacidade de penetracdo intra-retimagra esta eficacia careca de
traducao a nivel clinico [92].

Atualmente, decorrem diversos ensaios clinicos asasf Il e 1ll para determinar a
eficacia e a seguranca na utilizacdo de uma fogéal#pica de nanoparticulas de
capsaicina utilizada no tratamento da dor neuropatlolorosa em individuos
diabéticos. Os objectivos principais englobam a imiigdo da sensacdo de
queimadura apds aplicagdo, a reducdo no numero tiizagbes didrias e a
manutencéo da eficacia analgésica [93].

Outra éarea da Nanomedicina € ao nivel do diagmoétictomografia
computadorizada (CT) é um exame complementar dgdésiico ndo invasivo por
imagem de elevada aplicabilidade clinica. Atualragso utilizados agentes de iodo
que funcionam como agentes de contraste.Porémevade padrdo de reacbes
adversas associado ao baixo tempo de semi-vidairemacao destas moléculas
sustentam a necessidade de se encontrarem altasnatiidveis como o

desenvolvimento de agentes de contraste a escalamé#frica. As recentes
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abordagens envolvem a utilizacdo de nanoparticddasuro, a base de lantanideos,
de substancias iodadas mas encapsuladas em lippsg@guilados ou dendrimeros
que poderdo ter varias vertentes de utilizacdo,eadamente, ao nivel do estudo do
sistema linfatico [94, 95].Uma das nanoparticulesisnestudadas e com grande
potencial de aplicabilidade, sdo as nanoparticda®uro (GNPs). As GNPs séo
potenciais nanotransportadores, agentes foto tésnradiossensiveis e agentes de

contraste [86].

3.1) Nanoparticulas como sistemas de administracd@ie insulina

Ao longo do tempo, diversos sistemas orais tem siegenvolvidos, tais como
comprimidos, cépsulas, emplastros intestinais, obieles, emulsdes, micro- e
nanoparticulas com o objectivo de manter a intagedbioldgica da insulinaao
longo do trato Gl e potenciar a taxa de absorcéacphular e/ou transcelular ao nivel
dos enterdcitos. De uma forma vantajosa em relag&osistemas anteriormente
citados, asnanoparticulas tendem a ser capturatks qélulas M que constituem as
placas de Peyer, promovendo um aumento da biodispdade oral da insulina e
do seu efeito hipoglicemiante [96, 97].

Os nanossistemas e excipientesutilizados contraparfendmenos de degradacao
enzimatica da insulina, induzem um maior tempo desa@ao da insulinaa mucosa
intestinal e favorecema absorcdoda insulina [96¢, A8utilizacdo de promotores
como os PPEs (promotores da permeabilidade palagelude substancias
mucoadesivas e outras que diminuem a resisténgapaficie da membrana apical
como 0s tensioativos, as micelas ou mesmo os shi#ed, sdo estratégias
desenvolvidas que promovem a capacidade de abstecAmcromoléculas como a
insulina. E neste contexto que a escala nanométiigge com particular focoa escala
global.

Assim, geralmente sdo utilizados sistemas, taisocasmnanoparticulas lipidicas que
englobam os lipossomas e as nhanoparticulas sollgadicas (SLN), as
nanoparticulas poliméricas de origem sintética ta@no o PLGA, PLA,
policaprolactona (PCL) e os polialquilcianoacriatPACA) e de origemnatural
como o0 quitosano e o alginato. Todos estes sistpodam ser funcionalizados, ou
seja, as suas propriedades superficiais poderditseadas [99].
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Deste modo, a combinacdo de varios polimeros e osepso de formulacao
desenvolvido facilita a modelacédo de caracteristitsaco-quimicas (carga elétrica e
o tamanho de particula, a capacidade mucoadesiea), ela eficiéncia de
encapsulacdo (EE), do perfil de libertacdo e o smuportamento biolégico. A
TabelalV ilustra alguns estudos mais recentes csta #0 de sistemas com a

insulina.

Tabela IV. Tipos de sistemas, granulometria, estudos mode&spetos relevantes de

estudos com nanoparticulas de insulina.

Sistema Tamanho Estudo Modelo Relevancia Referéncias
. Sem alteracdes
Invitro — células de L
SiNP-PEG 304nm conformacionais; 100
Franz
Rapida libertagéo
Reducéo da
In vivo — ratos NOD glicemia (19%);
PDCPA - sensivel ) )
284nm Invitro — células Maior 101
ao pH i,
CACO 2 mucoadesividade e
permeabilidade
) Libertagédo
Pectina 348nm In vivo — ratos NOD 102
controlada
Sem
Invivo — ratos NOD citotoxicidade;
CS - AuNPs 123nm Invitro — células Eficiéncia na 103
CACO 2 regulacéo
glicémica
Libertacdo <20%
Invitro — células (2h);
PEG - Amido 32nm CACO 2 Protecéo gastrica; 104
Fluidos — SIF; SGF Absorgéo
significativa
) Protecéo gastrica;
Invitro — Membrana
i Boa absor¢ao;
ACP 330nm célon 105
) Libertagéo
In vivo - ratos NOD
controlada
In vitro —células Caco ) _ )
. Hipoglicémia
Acido félico - 2
266nm prolongada (18h); 106
PAA e PAH In vivo — Ratos NOD
. Boa absorgéo
Ex vivo - Duodeno
Hipoglicémia 14h
) . ) Biodisponibilidade
Alginato 800nm In vivo: ratos Wistar 350¢ 107
(]
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3.2) Vias de administracao alternativas a insulingubcutanea

As vias nao invasivas conferem um grau de depermi@nire a capacidade de
permeacdo através das membranas plasméaticas @djsera biodisponibilidade do
principio ativo.

Assim, as proteinas requerem muitas vezes a gllizde promotores de absorcéo e
outras substancias que favorecam a sua estabilideaégica. Deste modo,
paralelamente ao desenvolvimento de sistemas erdé&icos, varias alternativas
tem sido desenhadas explorando as potencialidadgesdidersas vias de

administracdocomo a bucal,oral, nasal,pulmonatranadérmica [108 - 109].

3.2.1) Administracao bucal

O tecido epitelial da cavidade bucal, aléem de smr@Er uma superficie muito
acessivel e relativamente imével, apresenta unxa ladividade enzimatica e permite
a absorcdo direta de substancias, evitando assefeito hepatico de primeira
passagem e 0s niveis de atuacdo das vérias enzimdsngo do trato Gl.
Paralelamente, estas formulacdes oferecemaindameia tolerancia local e um
potencial de controlo de libertacdo de ordem 0][110

O desenvolvimento destes sistemas contendo farneazamaticamente labeis como
a insulina, apresenta caracteristicas particulaienatrativas. No entanto, algumas
limitacbes ao nivel da permeabilidade, principalileertom a administracdo de
macromoléculas, levam ao desenvolvimento de egiast§ue englobam a utilizacéo
de agentes quimicos promotores da absorcdo e masivasl Alguns estudos que
recorreram a adicAdo de lecitina de soja como promotde
absorcéo,demonstraramndo apenas um aumento dddgx@rmeacdo da insulina,
como revelaramum bom perfil de seguranca ndo sécaedo danos ao nivel da
mucosa [111]. Mais recentemente, Giovinco e a guga desenvolveram um filme
de nanoparticulas de PLA ePolietilenoglicol(PEG3stidas com quitosano e que
revelou uma maior taxa de permeacao em comparaga® ¢armaco isolado. Ainda
neste estudo,a libertacdo de 70% da insulina fapsecontrolada e a conformacéao
estrutural e atividade bioldégica da insulinamanteveintacta apds absorgéo

sistémica [112]. Porém, comercialmente estes s&teméio se revelam muito
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apelativos, ndo so6 devido ao elevado consumo dpoteancustos associados, mas
também devido a pouca aceitacdo por parte do doemgarativamente a outras

vias alternativas [110].

3.2.2) Administracao nasal

A via nasal permite uma rapida absorcdo sistéméadd a sua elevada area de
superficie vascularizada, evita o efeito hepatieopdmeira passagem e as varias
formulacdes, das quais se englobam as gotas, es gebs aerossois sdo de facil
administracédo e aceitacdo por parte do doente [NiBEntanto, a elevada atividade
mucociliar e a atuacdo de enzimas proteoliticasiocas peptidases, condicionam a
absorcdo de moléculas de elevado peso moleculao eoimsulina. Outro aspeto
relevante sao as questdes que se colocam sobrél@eeabsorcdo, uma vezque se
sabe que condicbes comuns como constipacdes oasgdlberam o ambiente
existente na cavidade nasal [114].

Com o objectivo de se contornarem as barreirasegnes varias estratégias tém sido
implementadas, como a inclusao de ciclodextringazes de dissociar hexameros
de insulina em moléculas mais pequenas, gerandoesanismo adicional promotor
da absorcdo, a inclusdo de surfactantes e samreliligue diminuem a visco
elasticidade do muco e a integridade das juncOesce@lalares e, finalmente, a
inclusdo de carbémerosdescritos em alguns estumos adjuvantes promotores da
biodisponibilidadeda insulina [114].

Recentemente, foi desenvolvido um estudo com n@tesmsque diminuiram
significativamente os niveis de glicémia apresemtada forte inibicdo enzimatica e
capacidade de adsor¢cdoa mucina [115].

Porém, e embora este tipo de sistemas apresentansal vantagens para a
administracao sistémica deste tipo de farmacoslgmas como o desenvolvimento
de promotores de absor¢do com toxicidade minimal#encao de doses precisas e

reprodutiveis é atualmente um desafio que se coloca
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3.2.3) Administracao pulmonar

A elevada area de superficie, entre 70 a F4fmite uma répida distribuicdo do
farmaco, a elevada permeabilidade e vascularizagéo tecido pulmonar
comparativamente a regido intestinal promove umpaladabsorcao favorecendo um
rapido inicio de acdo, a existéncia de uma baikadatle enzimatica e de uma
imunotolerancia local representa um ambiente fasdrgara a administracdo de
péptidos e proteinas.De uma forma geral,0s alvéplodem ser facilmente
alcancados por particulas de tamanho inferiopm @dministradas sob a forma de
aerossois. Sistemas como nebulizadores ultrassonitaladores de dose medida
(MDI) e inaladores de po6 seco (PDI) séo atualmetitzados com esta finalidade
[116].

O primeiro sistema para a administracdo pulmonamdelina (Exubera) sob a
forma de p6 seco foi aprovado pelaFood and Drug iAdimation(FDA) em 2006,
tendo sido desenvolvido por recombinagdo genéfivesantando um perfil
farmacocinéticoe farmacodinamico idéntico a adstiacdo subcutanea de insulinas
de acao rapida[117, 118].No entanto, a baixa dukitadee efeitos secundarios a
nivel pulmonar levou a sua retirada do mercadoumaais tarde.

Atualmente a AfrezZa, aprovada pela FDA em Junho de 2014 é a unicaoopca
disponivel como sistema para a inalagdo de insuliha rapida utilizada no
tratamento prandial da Diabetes do tipo | e tipd1l9, 120]. No decorrer dos
ensaios clinicos, verificou-se um maior control@édghico diminuindo-se o risco
associado de hipoglicémia e um menor ganho de pesacomparacdo com O0sS
analogos administrados por via subcutanea. Emaelags efeitos adversos mais
comuns, estes incluiram o aparecimento de tossgeigak alteracdes ao nivel da
funcdo pulmonar [121]. Globalmente esta via aptesem grande potencial no
desenvolvimento de novas abordagens.No entantamnalg limitacdes e questbes se
colocam, tais como, a possivel acumulacdo depesteains pulmdes, a ocorréncia
dealteracbes morfolégicas e na capacidade vemidatbo aparecimento
dehipoglicémias decorrenteseaumento do risco dendelvimento de cancro

pulmonar em ex-fumadores. [117].
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3.2.4) Administracao transdérmica

A pele, o maior 6rgao do corpo humano representa almordagem terapéutica com
inUmeros beneficios, tais como, capacidade para adnanistracdo sustentada ao
longo do tempo minimizando efeitos adversos sistésyevitandoo efeito hepatico
de primeira passagem e melhorando a adeséo pergmdoente, particularmente,
devido a facilidade de administracdo. No entantocamada mais exterior da
epiderme, o estrato cOrneo, representa o maiofidesaadministragdo demoléculas
peptidicas devido abaixa permeabilidade inerenseaceefeito barreira [122].
Recentemente tem sido utilizados diversos métodespgomovem a absorcédo da
insulina no estrato corneo, tais como, inje¢cdesta fjue funcionam a elevadas
pressdes sem requererem a utilizagao de seringadk Hliontoforese que promove a
absorcado molecular a partir da aplicacédo de carelétrica [124], a sonoforese que
produz cavitacbes a partir de ultrassons [125]etiblzacdo de transfersomas
baseados em vesiculas lipidicasultradeforméavei6, [127]. Paralelamente, com a
finalidade de se obter um efeito sinérgico adias® também aqui promotores de
absorcdo como acidos gordos,tensioativos, carb&nentre outros. Hama e Kimura
utilizaram com sucesso um mecanismo de iontofgpesa promover a permeacao
transdérmica de insulina encapsulada em liposstenal® verificado a dissociacao
de juncOes intercelulares [128]. Paralelamente, autro estudo com a aplicacéo de
iontoforese e a utilizagdo decarbomeros como oopatbe derivados da celulose
como oHMPC (Hidroxipropilmetilcelulose), que devidb sua capacidade de
intumescimento/relaxamento exerce um controlo daéticia de libertacdo, a
formulacdo gelificada de insulina apresentou um kuerfil de absorcdo, tendo
diminuido de forma consideravel os niveis de ghgaasmatica [129].

3.2.5) Administracao oral de insulina

O desenvolvimento de uma formulagdo para admigétraral de insulina podera
melhorar de forma significativa a qualidade de viltaum diabético, ndo s6 em
relacdo a adeséao terapéutica mas também relatit@raena processos fisioldgicos

minimizando o impacto das complicagdes inerentes.
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Porém, e como se sabe, a via parentérica € hapca forma de administracéo de
insulina utilizada na prética clinica mas a nedes de administracdes diarias, as
lipodistrofias recorrentes que condicionam a taraathsorcdo local e o baixo
controlo hepético inerente que aumenta o riscamleghicémias afetam a eficacia e a
seguranca terapéutica.

A via oral surge assim como uma alternativa muéntajosa, ndo sendo invasiva é
mais conveniente do ponto de vista do doente engetidacdo do percurso hepatico
da insulina enddgena confere-lhe um maior perfis@guranca e preferéncia clinica.
No entanto, o baixo tempo de semi-vida em circulag&témica e a baixa
biodisponibilidade resultante da degradacdo enmmat do seu elevado peso
molecular e hidrofilia, dificultam a sua introdugém mercado como alternativa a via
subcutanea [130, 131].

Ao longo do tempo, varias estratégias tém sidoadest para melhorar a
biodisponibilidade oral da insulina contornandala®rsas barreiras que se colocam
ao longo do trato Gl. E neste contexto que a atjio de nanoparticulas surge com
especial foco de interesse ao nivel da tecnolagiadcéutica englobando diversos
sistemas, tais como, lipossomas, dendrimeros, ulao®t de carbono e,
particularmente, as nanoparticulas poliméricas agsociadas a sua granulometria
sdo sistemas biocompativeis com propriedades {igidmicas que permitem uma
libertacdo controlada e conferem um maior graurdeepao ao farmaco encapsulado
[132, 133]. A Tabela V apresenta alguns estudos meentes que envolveram a

administracao oral de insulina com particular réteta a Nanotecnologia.
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Tabela V. Sistemas orais, métodos, granulometria e aspetesantes de estudos com

nanoparticulas de insulina.

Sistema Método de produgcdo  Granulometria Relevancia Referéncias
Lipossomas de biotina Evaporacao 150nm Biodisponibilidade -12% 134
(BLPs)
PMAA-PEG Polimerizagéo e 460nm Baixa citotoxicidade 135
peguilacédo Grande capacidade de

transporte paracelular

PLGA-SPC Evaporacdo/emulséo 200nm Efeito hipoglicemiante — 136
12h
EE — 90%
EudragitL100-Cisteina Precipitacéo 324nm Maior capacidade 137
mucoadesiva

Efeito hipoglicemiante

prolongado
SLNs-SA-R8 Emulsao/difusédo de 162nm Maior capacidade de 138
solvente absorcao intracelular
Biodisponibilidade -14%
Acetato de amido-PEG Precipitacéo e 32nm Grande capacidade 139
peguilacdo mucoadesiva

Abertura de juncdes
paracelulares
Controlo na libertacéo:

<20% - 2h
Meta metilacrilato- Emuls@o multipla— 300-400nm EE - 87% 140
Quitosano A/O/A Estabilidade a diferente
pH
Dendrimeros-poli(L-lisina) Polimerizagéo 300-600nm EE = 99% 141

Estabilizagdo em meio
acidico: <60% em 3h
Libertacdo
controlada:<70% em 6h
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4 — Contextualizacac do projeto de investigacao: Nanotecnologia

insulina oral

O principal objectivo do projetfoia producdo de nanoparticulds PLGAestaveis
com grande capacidade de encapsulacdo da insaraafyguros testein vivo. As
primeirasnanoparticulas produzidas pelo nosso grupo detigagdo através um
método de emulsificacdo espontanea por deslocag@oldente[142] revelaram a
existéncia deim nanossistema muito estavel com particulas mepedias mas cu
eficiéncia de encaptacao(EE) foi muito baixa (cerca de 11 a 30% dependente
dos parametros de processo e formulacdo utiliz A EE foi determinadi
espectrofotometricamenteEstas nanoparticulas foram administradas a
diabéticos tendo sido observado um efeito tHlicemiante ao final de 5 hor:

No actual projecto, asanoparculas foram produzidas a partir de um métod
emulsdo multiplaA/O/A) para favorecer a encapsulacdo de farmacos de ex
hidrofilico e a eficiéncia de encapsuladfoi determinada por ©@matografia Liquid:
de Alta Eficiéncia FIPLC) de acordo com um método previamente des
[143].0método de quantificagdo JHPLC trata-se deim método comexactidao,
maior reprodutibilidadgue permite uma rapida separacadeatificacar.

Neste caso, agocentagem de insulina encapsulada foi determidadarma indiret:
a partir da analise do sobrenadante recorse a um método isocratic um fluxo
constantede 0,8mL nifmuma coluna LiChrospher 100, RB-(5 um, 250 x 4 mr
i,d) com um detetor de UV 214nm. A fase mévelutilizadai uma solu¢cdo aquo:
de NaSQ, anidro (0,2 M) ajustada a um pH de 2,3 com acidédfico e acetonitrilc
(73:27, viv).A EE foiassimdeterminada partir de uma curva de calibracéo, co
limite de linearidade entre—100 ppnfy=66,726x, R 0,9995) e de acordo com
seguinte equacao:

Equacao |

(Insuling inicial adicionada — Insulina presente no sohrenadante) itk

Insuling inicial adicionada
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Os resultados evidenciaram um aumento daEE paca ckr 65% e as particulas

obtidas revelaram ser estaveis e monodispersas.

4.1) Justificagdo do polimero utilizado

O PLGAé um polimero reconhecido pela FDA como sed@®RAS) [144, 145].
Apbés a administracdo, o PLGA sofre uma reacdo dkollge, gerando os
monomeros iniciais, o acido lactico e o acidodioo (Figura 7), compostos que
também desempenham um papel importante ao nivehetabolismo fisiologico
humano [146]. Varios estudos demonstram que o awntEnpercentagem de acido
glicdlico acelera a taxa de degradacao poliméAsaim, o PLGA (50:50) exibe uma
taxa de degradacdo superior comparativamenteaantestformulacdes (65:35),
(75:25) e (85:15) [147]. Inicialmente, 0 processadegradacédo é rapido, sendo cerca
de 30%, ocorrendo posteriormente uma estabilizdgasistema culminando com a
eliminacao total ao nivel da respiracdo pulmonar rével renal. Paralelamente, o
PLGA apresenta capacidade de se moldar em divérssasis e tamanhos sendo
soluvel em solventes organicos como a acetona &@rwmle A biodistribuicdo e a
farmacocinética seguem um perfil ndo linear e didseendente [148]. As suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegrduizoie e versatilidade fazem do
PLGA um dos mais atrativos na pratica clinica, hele sua utilizacdo continua
como nanossistema. A TabelaVI apresenta algunsausssistemas de PLGA com
insulina. De uma forma geral, estes sistemas cemferma maior especificidade,
capacidade de moldagem, um melhor perfil de segaramo s6 de curta mas de
longa duracdo e permitem uma libertacdo mais dasten do farmaco.
Paralelamente, a sua utilizag@otransversal emediies areas de intervencao deve-se
essencialmente a capacidade de encapsulacdo dmact® de diversos pesos

moleculares, cargas e niveis de hidrofobicidade.
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Figura 7. Hidrélise do PLGA ( Retirado de Shive, et ..
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Tabela VI. Métodos, tipo de faracos encapsulados e granulomee estudos que

recorreram a utilizacéo denoparticulas de PLGA.

Métodos Tipo de farmaco Granulometria Referéncia:
Emulséo/Evaporacao Metotrexato 130-200nm 149
Docetaxel 199nm 15C
Emulsao mdltipla Virus NDV
700nm 151
(A/OIA) (Newcastle)

Nanoprecipitacdo Lamotrigina 110-170nm 152
Polimerizagdo/Emulsao Rivastigmina 135nm 153
Emulsificacdo/evapora .

Etoposido 105nm 154
¢dodo solvente

Emulsdo maltipla S

Minociclina 139-226nm 155
A/O/A
Emulsdo L-Dopa 250nm 156
Emulsdo Netilmicina 140nm 157
Emulsificacdo/evapora )
Dorzolamida 100-300nm 158

¢do do solvente

4.2) Justificacdo do mdtodo de produca: de nanoparticulas

A primeira estratégia utilizada neste projecto pasdhorar a EE foi a alteracédo
método de producdo. A Iratura descreve ques &mulsdes do tipo A/O/A sdo
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mais adequadas para encapsular farmacos de gredteca hidrofilico
comoacontece com 0s péptidos e as proteinas[159].

Deste modo, estenovo sistema consiste na formag&ond reservatorio aquoso
dentro de goticulas lipidicas revestidaspor uma éx$¢erna aquosa. Genericamente,o
PLGA é dissolvido numa misturade acetona/etanoiresalina é adicionada a uma
solucao tamponada. Apos a formacéo da primeirasgirouésta € incorporadana fase
externa estabilizada por um agente tensioativo @ersem adi¢cao de um sal (Figura
8).S&o vérios os fatores que limitam ndo s6 o tamata particula como a EE,
destacando-se a escolha dos solventes e a velecdiadagitacdo [160].Neste
projecto foram produzidos varios lotes de nanopales de PLGA contendo
insulina. A TabelaVIl apresenta os parametros @stosque condionaram o processo
de formulagéo, tais como, a quantidade de polimereglume da fase externa, a
velocidade de agitagao, o tipo de insulina (cons@m protamina), oS tensioativos e

a presenca de um sal.

Tabela VII. Variagdo dos parametros em estudos nos variaspobeluzidos.

. PLGA Fase externa Velocidade de agitacéaa Tipo de Tipo de NacCl
() (Gl oW Insulina  Tensioativo ()

A 75 5 1400  Actrapid = F68 0 |
B 75 5 800 Actrapid F68 0
C 100 5 800 Insuman PVA 0
D 100 20 1000 Insuman PVA 5
E 100 20 1000 Insuman F68 e PVA 10
F 100 20 1000 Insuman PVA 5
G 100 20 1000 Novorapid F68e PVA 5
H 100 20 1000 Novorapid F68 e PVA 2
I 100 20 1000 Novorapid PVA 10

Durante o processo de emulsificacdo, as goticutado esujeitas a forcas de
deformacdo, sendo a capacidade deformavel de umo coposta a presséo
exercida.Quando a agitacdo mecanica gera forcamzesple superar essa mesma

pressédo, a deformacao ocorre (Equacao ll).
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Equacéo Il [161] —p é a pressao exercida, y a tensao interfaciat éaes distinte
e r o raio da goticula.
2y
AP = —

¥

Em geralquanto maior agitagdo, maior a dispersdo homogénezeaor o tamanh
de particula Porém, quanto maior velddade de agitacdo para produzii
emulsdo,maior seaadificuldade no controlo do processo. Uma elevaditecao
pode interferir com o equbrio osmotico entre a fase interna e externa eme

diminuir a EE [162]Paralelamente, insulina pode afectar sua estabilida [163].

Figura 8. Etapas do sistema emulsimdultiplo (A/O/A).

buffer

drug + buffer ’ + stabilize Agent
‘ 0. 4" f [t
LD, M

organic solvents -

+
polymer

Ww1i/o

4.3) Sustentacdo para a escoll das nanoparticulas de PLGA ao nivel

toxicoldgico

Diversosestudos sugerem que as nanoculas provenientes de quuer tipo de
material podem criar padrdes esyficos de biodistribuicdo e perfis toxicoldgis
[165]. Este pressuposto condiciona em pa entrada deste tipo de materiais
mercado,sendo o cepticismo em relar a um custo/beneficitavoravela longo
prazo uma realidadem foco.

Assim, a evolucao tecnoldgica carece de mais estesioecificos que comproven

seguranca na utilizacdo de nanomateriais, uma uezag caracteristicas fis-
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qguimicas inerentes a estes sistemas conferem partitades Unicas favoraveis ao
desenvolvimento global.

Estudos toxicologicos com dispositivos contendo RlsBgerem o aparecimento no
local de administracdo de reacOes ligeiras de $epeibilidade [166, 167]. No
entanto, o seu perfil de biodegradabilidade e WgEatibilidade fazem da sua
utilizacdo segura. O acido lactico entra diretamerd ciclo do acido tricarboxilico
sendo eliminado sob a forma de diéxido de carboaAgua. Paralelamente, o acido
glicolico poderd seguir duas vias distintas, taisig, excrecdo de forma inalterada a
nivel renal ou metabolizac&o similar a do acidtidad168].

A toxicidade intrinseca dos niveis residuais devesiks nas formulacbes devem
seguir as orientacbes da Conferéncia InternacideaHarmonizacao (ICH). Deste
modo, quer o etanol quer a acetona apresentam o patencial de toxicidade,
designando-se por solventes de classe lII.

4.4) Resultados do projeto

A producéo de nanoparticulas a partir do métodenaiésdo multiplafoi um sucesso:
o tamanho de particula mais pequeno foi de 398,@&mm um indice de
polidispersividade (PDI) de 0,19. Quanto mais praxide zero for este ultimo valor,
maior homogeneidade das particulas em termos deantam Em termos
granulométricos o tamanho e o grau de dispersdo nda®particulas foram
determinados por espectroscopia de correlacdo ifatdéa partir do aparelho
Delsd"NanoC (Beckman Coulter, USA).

Os aspectos mais relevantes deste estudo evidamcemreducdo do tamanho das
nanoparticulas com a adigcdo de um sal numa coacéotrentre 2 e 5% (p/v). O
tamanho de particula foi igualmente condicionada pglizacdo de diferentes tipos

de insulina.
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Tabela VIIl. Granulometria, PDI e EE dos diferentes lotes.

Tamanho médio

(nm)
A 1352,6 0,54 53,7
B 1598,9 0,36 48,8
C 1070 0,36 14,1
D 398,6 0,19 65,2
I 1283,8 0,007 60,4
F 631,3 0,27 60,6
G 942 0,31 50,6
H 760,4 0,34 56,0
I 2082,2 1,18 49,3

A determinacédo da razaofarmaco/polimero mais faebrfdi outro dos fatores que
podera ter promovido um aumento da capacidade tdacd@ e encapsulagdo da
insulina.No entanto, os resultados obtidos nestnpetro foram inconclusivos.
Globalmente, os valores de EE foram mais elevadogué no estudo preliminar,
destacando-se a formulacdo D com um baixo PDI e kinde 65%.As analises de
microscopia electrénica de varrimento (SEM) rewfarainda a existéncia de
nanoparticulas esféricas sem a presenca de aghiwseeaconfirmaram os dados
granulométricos anteriores (Figura 9).

Figura 9. Microfotografia de SEM da formulacdo D apresentando grande numero de

nanoparticulas esféricas. Escala =40
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Deste estudo concluiu-se ainda que a velocidadagitacdo condiciona todo o
processo de producéo. A velocidade de 1000 rpmuzimée sistemas mais estaveis
e homogéneos. Paralelamente, com a utilizacdosidiria Insuman verificaram-se
valores de EE superiores revelando uma possiwhigdo sinérgica entre os cristais
de protamina e o PLGA.

Encontra-se ainda descrito que a utilizacdo deoites na fase externa diminui o
tamanho de particula promovendo uma maior retemigddnsulina nas camadas
poliméricas [169]. No entanto, o excesso de Na@epd levar a um desequilibrio
osmotico e, consequentemente, a destabilizac&istlima.Neste estudo verificou-
se que a adicdo de NaCl conduziu ndo apenas a immauitdo no tamanho de
particula mas também a um aumento ligeiro nos eslale EE. Sugere-se que
apromocao das interacdes electroestaticas € patiengiela utilizacdo de agentes
tampaoe condicionada pelo ponto isoelétrico (pl)ndalina e pelo pka do PLGA.
Assim, a manutencdo do pH entre os 3 e os 5,3elh@at para maximizar a EE.
Além disso, a insulina apds encapsulacdo espegasese tenha mantido estavel
uma vez que os ensaios de HPLC demostraram areist@e um pico Unico bem
definido (Figura 10), sem a presenca de produtodedgadacdo e com 0 mesmo

tempo de retencdo da insulina antes do processonagsulacao.

Figura 10. Cromatograma representativo da insulina (tempetncao a 16,34 min).
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4.5) Perspetivas futuras deste projecto

O revestimento destas nanoparticulas com matariaadesivas, com materiais
com capacidade de aumentar o tempo em circulag&&nsca e de proteccdo da
insulina da degradacdo enzimatica, € um desafio spiecoloca futuramente.
Paralelamente, a avaliacdao vitro e in vivoda bioatividade da insulina apds
encapsulacao, o estudo do perfil de reducdo glzEpos a sua administracdo oral
a modelos animais diabéticos e os aspetos toxicol®g curto e a longo prazos
devem ser estudados e monitorizados com a prefeemelacao.

De uma forma geral,este projecto sugere que aagdo deNanotecnologia na area
da Diabetes representa uma solucdo inovadora weefgtie visa a melhoria da
qualidade de vida de um diabético num futuro pra@xim
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Conclusao

A Diabetes Mellitus continua a ser uma preocupat@loal que carece de medidades
preventivas mais eficazes e de inovaclOes terap8utipie visam melhorar o
prognoéstico destes doentes. Um estado de equilimetabdlico engloba uma
producdo e uma atuacdo eficaz da insulina a nietllac. Atualmente as
administragbes subcutaneas diarias de insulinamgalguns inconvenientes que
condicionama ac¢dao terapéuticadesejada.

Assim, com o0s varios desenvolvimentos que suceder@ena procura-se encontrar
nao s6 uma cura efetiva mas também implementardagens mais comodas e
segurasdo ponto de vista do doente.

O desenvolvimento de um sistema que permita a astnaigdo oral de insulina tem
sido um desafio de varias décadas, e a nanotecaaloga ferramenta de grande
utilidade e potencialidade para a investigacdoeaiaulacdo deste tipo de proteinas,
esperando-se num futuro préximoa entrada no memeste tipo de nanossistemas.
O desenvolvimento crescente na area da nanomedisioa a entrada no mercado
de novos veiculosterapéuticos, nomeadamente nadarepimioterapia,de novas
abordagens ao nivel do diagndstico e imagem e tnadutdo de novos sistemas
implantaveis contribuindo globalmente para a evéxugentifica.

O desenvolvimento inicial do projeto de producdcs danoparticulas para
administracdo oral revelou ser uma abordagem psomaspara a encapsulacdo de
insulina. De facto, a utilizagdo de um sistema ipl@ltemulsivo, o controlo das
diferentes variaveis de formulagdo e a utilizagd® wm polimero com as

caracteristicas do PLGA contribuiram para o sucdesmbjectivos alcancados.
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