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Abstract

Oral delivery of insulin may significantly improve the quality of life of diabetes patients who routinely receive insulin by the
subcutaneous route. The oral delivery of insulin remains a challenge because of its limited absorption. The main goal of this
study was to produce stable nanoparticles with high loads of insulin for further in vivo testing. Poli(lactic-co-glycolic acid)
(PLGA), a biodegradable and biocompatible polymer, revealed to be a good presupposition for this approach. Nanoparticles
were produced through a multiple emulsion method and the encapsulation efficiency was accessed by a HPLC method.
Monodispersed nanoparticles were produced and the insulin EE were improved from 30 % to 65 %, controlling parameters such
as the stirring speed rate, volume of external phase, pH range, type of insulin, type of surfactant and polymer concentrations.
The nanoparticle size was 398.6 nm with a polydispersivity index of 0.19. The presence of a salt concentration between 20 g
L-1 and 50 g L-1 and the type of insulin decreased the size of nanoparticles. Bioactivity assessment after the encapsulation
process and full characterization of physical-chemical interactions between all species is now required.

Keywords: PLGA, oral insulin nanosystem, multiple emulsion method, encapsulation efficiency

Resumo

A administracdo oral de insulina pode melhorar significativamente a qualidade de vida dos doentes diabéticos que administram
de forma cronica insulina por via subcutdnea. Porém, a administragdo oral de insulina continua a ser um desafio devido a
absorcdo limitada. Este estudo teve como objectivo a produgdo de nanoparticulas estaveis e com capacidade de encapsulacao
da insulina para futuros testes in vivo. O acido poli(lactico-co-glicolico (PLGA), um polimero biodegradavel e biocompativel,
revelou ser um bom candidato para este tipo de abordagem. As nanoparticulas foram produzidas por um método de emulsdo
multipla e a eficiéncia de encapsulagdo foi determinada por HPLC. Produziram-se nanoparticulas monodispersas ¢ melhorou-
se a eficiéncia de encapsulacdo de 30 % para 65 %, controlando os diferentes pardmetros tais como a velocidade de agitagdo, o
volume da fase externa, o intervalo de pH, o tipo de insulina e as concentra¢des de polimero. As nanoparticulas apresentaram
um tamanho de 398,6 nm e um indice de polidispersividade de 0,19. A presenca de uma concentra¢do de sal entre 20 g L-1 e
50 g L-1 e o tipo de insulina utilizado diminuiram o tamanho das nanoparticulas. Sdo agora necessarios ensaios de bioatividade
apos o processo de encapsulacdo e a caracterizacdo total das interagdes fisicas e quimicas entre todas as espécies envolvidas.
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Introduction

Insulin, a polypeptide secreted by the B cells of the pan-
creatic islets of Langerhans, is a critical hormone to
metabolic regulation [1]. The molecular weight (MW)
of insulin is around 6 kDa with an isoelectric point of
5.3 [2]. Disorders regarding insulin secretion and their
action mechanism leads to the onset of Diabetes Mel-
litus, a prevalent condition with serious risks to human
health [3]. Clinically Diabetes Mellitus is divided into
four classes: type 1, which is derived from a destruction
of B cells, leading to a completely deficient secretion of
insulin; type 2, in which insulin secretion is gradually
affected due to a background of resistance mechanisms
to its action; the gestational one, which occurs during
the pregnancy and the other one due to genetic causes,
pancreatic disease, or even due to a chemical or drug ac-
tion [4]. In this context, the presence of adequate plas-
matic levels of insulin emerges as a fundamental tool
for metabolic control.

Currently, diabetes type 1 treatment involves a chronic and
daily subcutaneous administration of insulin, which generates
not only a low patient compliance, as well as a local lipodys-
trophies and a low liver control with an inherent high risk of
hypoglycemic episodes [5]. Although their use is essential in
type 1, the introduction of insulin in the remaining clinical
forms may also be required in combination with oral anti dia-
betics [6]. Thus, an alternative and noninvasive way of insulin
administration is required. The oral route may represent the
answer for this issue but it has been contested mainly because
of a low insulin bioavailability. Herein, several points are pre-
sent such as high instability of proteins in acidic medium, low
capacity of intestinal permeation mainly due to its high hydro-
philicity and molecular weight (MW) and the rapid enzymatic
degradation suffering along the gastrointestinal tract [7-9].
Various systems have been designed such as micro-
emulsions, liposomes and particularly, nanoparticles
[10]. This last approach has been giving excellent re-
sults, not only because of the high area of contact of the
particle surface and intestinal cell, which facilitates the
paracellular path and the uptake by the enterocytes and
M cells [11], but also by the enzymatic protection and a
higher half-life time of drugs in the blood stream [12].
In this field, some factors may be considered during na-
noparticle production. In order to improve the time con-
tact between the nanoparticles and the absorption site it
1 necessary to control the size and the surface charge of
the particle. It is also known that mucus is surrounded
by strongly anionic groups, then the interaction may be
facilitated by the presence of cationic or neutral groups
[5,13]. Another relevant aspect is the intrinsic toxic-
ity of residual levels of solvents in the formulations.
The International Conference of Harmonization (ICH)
guidelines may be followed. Biocompatibility and bio-
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Introducao

A insulina, um polipeptideo secretado pelas células  dos
ilhéus pancreaticos de Langerhans, ¢ uma hormona essen-
cial para a regulacdo metabodlica [1]. A massa molecular
(MM) da insulina ¢ de cerca de 6 kDa com um ponto isoe-
Iéctrico de 5,3 [2]. Perturbacdes a nivel da secre¢ao de insu-
lina ¢ do seu mecanismo de ac¢do levam ao aparecimento
da Diabetes Mellitus, uma doenga prevalente ¢ com sérios
riscos para a saude humana [3]. Clinicamente consideram-
-se quatro tipos de Diabetes Mellitus:, o tipo 1, que resulta
da destrui¢ao das células 3, originando uma total deficiéncia
na produgdo de insulina; o tipo 2, em que progressivamen-
te a secrecdo de insulina é afectada devido a mecanismos
antecedentes de resisténcia a sua ac¢ao; a gestacional, que
ocorre durante a gravidez, e outra que tem como origem
causas de ordem genética, doenga pancreatica, substancias
quimicas ou farmacologicas [4]. Neste contexto, a presenga
de niveis plasmaticos adequados de insulina surgem como
uma ferramenta fundamental para a regulagdo metabdlica.
Atualmente, o tratamento da diabetes tipo 1 envolve uma
administracdo subcutinea, cronica e diaria de insulina, o
que gera ndo s6 uma menor adesdo por parte do doente,
como outros efeitos, tais como lipodistrofias locais ¢ um
baixo controlo hepatico, inerente a um alto risco de hipogli-
cémia [5]. Embora a utilizagdo de insulina seja fundamen-
tal na terapia da Diabetes Mellitus do tipo 1, nos restantes
tipos a sua utilizagdo podera ser igualmente necessaria em
combinagdo com os antidiabéticos orais [6]. Assim, é ne-
cessario encontrar uma forma alternativa e ndo invasiva de
administracdo de insulina. A via oral, que pode ser a res-
posta a esta questdo, tem sido contestada principalmente
pela baixa biodisponibilidade da insulina. Facto para o qual
concorrem varios factores, tais como a elevada instabili-
dade das proteinas em meio acido, a baixa capacidade de
permeagcao intestinal, principalmente devido a sua elevada
hidrofilia, massa molecular (MM) e rapida degradagdo en-
zimatica ao longo do trato gastrointestinal (GI) [7-9].

Para ultrapassar estes problemas, varios sistemas tém
sido concebidos, como microemulsdes, lipossomas e, em
particular, nanoparticulas [10]. Esta tltima abordagem
tem vindo a dar excelentes resultados, ndo so6 devido a
elevada area de contacto entre a superficie da particula
e a célula intestinal, o que facilita a sua passagem para-
celular e a captagdo pelos enterdcitos e células M [11],
mas também pela proteccdo enzimatica e aumento do
tempo de semi-vida dos farmacos na corrente sanguinea
[12]. Neste campo, alguns factores podem ser conside-
rados durante a produgdo das nanoparticulas. Para me-
lhorar o tempo de contacto entre as nanoparticulas e o
local de absor¢@o é necessario o controlo do tamanho e
da carga da superficie da particula. Uma vez que o muco
¢ rodeado por grupos fortemente anidnicos, a interac¢ao
com as nanoparticulas pode ser facilitada pela presenca
de grupos catidonicos ou neutros [5,13]. Um outro aspecto
importante ¢ a toxicidade intrinseca dos niveis residuais
de solventes presentes nas formulagdes. As orientagdes
da Conferéncia Internacional de Harmonizacao (ICH)



degradability of the encapsulant material may also be
considered.

Poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA) appears as the
polymer chosen and has been recognized by the Food
and Drug Administration (FDA) as safe [14,15]. After
administration, PLGA undergoes a hydrolysis reaction
generating the original monomers, the glycolic acid and
the lactic acid, compounds that also play an important
role in human physiological metabolism [16]. Actu-
ally, several drugs have already been encapsulated into
PLGA nanoparticles. Table 1 shows some of these ex-
amples.

One problem that may arise from PLGA encapsulation
is the low encapsulation efficiency of insulin. However
different strategies have been used to improve this pa-
rameter in a more manageable way. Table 2 describes
some examples.

In this study, several parameters were tested in order to
improve the quantity of insulin encapsulated into PLGA
nanoparticles produced by a multiple emulsion method.
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devem ser meticulosamente seguidas. A biocompatibili-
dade e a biodegradabilidade do material encapsulante ¢
igualmente um factor importante a considerar.

O écido poli(lactico-co-glicolico (PLGA) aparece como
o polimero escolhido e reconhecido pela Food and Drug
Administration (FDA) como seguro [14,15]. Apos a admi-
nistragdo, o PLGA sofire uma reagdo de hidrolise, gerando
0s monomeros iniciais, o acido glicdlico e o acido lactico,
compostos que também desempenham um papel importan-
te no metabolismo fisiologico humano [16]. Actualmente,
sdo ja varios os farmacos que foram encapsulados em na-
noparticulas de PLGA. A Tabela 1 mostra alguns desses
exemplos.

Um problema que pode surgir com o PLGA ¢ a sua baixa
capacidade de encapsulac@o da insulina. Contudo diferen-
tes estratégias tém sido utilizadas para melhorar este para-
metro de uma forma exequivel. A Tabela 2 descreve alguns
exemplos.

Neste estudo, foram testados diversos pardmetros para
melhorar a quantidade de insulina encapsulada em nano-
particulas de PLGA produzidas por um método de emul-
sdo multipla.

Table 1/ Tabela 1. Type of encapsulated drugs, methods and particle size obtained

from the use of PLGA.

Tipos de farmacos encapsulados, métodos e granulometria obtida a

partir da utilizagdo do PLGA.

Particle size

Methods Drug type Tamanho de References
Métodos Farmaco particula, d/ nm Referéncias
Solvent evaporation Adriamycin
Evaporacao do solvente Adriamicina I 7
Bufalin
Bufalina 164-184 [18]
Cyclosporin A
Ciclosporina A 300 [19]
DNA 100 [20]
Doxorrubicin
Doxorrubicina 2 [21]
Solvent displacement Indometacin
1 Ind : 168
D do Indc
solvente
Doxorrubicin
Doxorrubicina 274
Valproic acid
Acido valproéico 166
Phenobarbital
Fenobarbital 157.4 22]
Ketoprofen
Cetoprofeno 67.4
anconuon 186.9
Vancomicina
Emulsification/Solvent
diffusion Tamoxifen citrate 276 23]
Emuls3o/Difusio do Citrato de tamoxifeno
solvente
5-Fluoracile
5-Fluoracilo 150-190 [24]
Porphyrins
Porfirinas 117-118 25]
Curcumin
Curcumina 0o [26]
System of fluid
nanoprecipitation
Sistema de Bt 27
nanoprecipitacio fluida
/o] Minocicline 139-226 1281

A/O/A
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Table 2/ Tabela 2. Some approaches for optimization of insulin encapsulation efficiency (EE, %)
Algumas estratégias para a optimizagao da eficiéncia de encapsulacdo da insulina (EE, %).

Strategies
Estratégias

HIP

Reverse micelles
Micelas Reversas

Tonic gelification
Gelificagdo Ionica

Nanoprecipitation with an
extra step
Nanoprecipitagdo com um

Substances added

Substéncias adicionadas

Dextran sulfate
Sulfato de Dextrano

Sodium oleate
Oleato de Sodio

Sodium deoxycholate
Deoxicolato de Sodio

Soya-bean
Phosphatidylcholine
Fosfatidilcolina de soja

Alginate
Alginato

Solvent: Acetonitrile
Solvente: Acetonitrilo

passo extra
Stearic acid, soya-bean
phosphatidylcholine,
Hydrophobic system IS

cyclodextrin
Acido estedrico,
Fosfatidilcolina de soja e f
hidroxipropil ciclodextrina

Sistema hidrofobico

PEGylation
PEGilacao
PEG

Multiple emulsion W/O/W
Emulsdo Multipla
A/O/A

Solvents: methylene
chloride / Acetone
Solventes: Cloreto de
Metileno/Acetona

Materials and Methods

Materials

PURASORB® PLDG 5002-PLGA Ratio L/G% 50:50
(MW between 45,000 Da and 75,000 Da) was purchased
from PURAC (Gorinchem, Netherlands). Pluronic®F68
and Polyvinyl alcohol (PVA) were obtained from Sig-
ma-Aldrich® (Steinheim, Germany). Three different
types of insulin were applied: Insulin Novomix® and
Novorapid® with a 100 UT mL! concentration , obtained
from Novonordisk and Insulin Insuman® with the same
concentration, purchased from Sanofi. All chemicals or
solvents were of analytical grade.

Preparation and characterization of the nanoparticles

As summarized in Fig. 1, nanoparticles were produced by a
water-in-oil-water (W/O/W) multiple emulsion, which
is a system with a water reservoir phase inside of oil
droplets, surrounded by an external water phase [38].
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Particle size

EE /% Tamanho de Referf nc'es
- Referéncias
particula, d/ nm
79.7 201.6 [29]
91.2 160 [30]
93.6 278 B31]
90 200 [32]
80 278 [33]
87 300-400 [34]
95.7 526 [35]
87 260 [36]
94 181.90 371

Materiais e Métodos

Materiais

PURASORB® PLDG 5002-PLGA Racio L/G% 50:50
(MM entre 45 000 Da e 75 000 Da) foi comprado a PU-
RAC (Gorinchem, Holanda). Pluronic®F68 e o alcool
polivinilico (PVA) foram adquiridos a Sigma-Aldrich®
(Steinheim, Alemanha). Foram usados trés diferentes ti-
pos de insulina: Insulina Novomix® e Novorapid® com
uma concentragdo de 100 Ul mL"', adquirida a Novo-
nordisk, e Insulina Insuman® com a mesma concentra-
¢do, obtida na Sanofi. Todos os produtos quimicos e sol-
ventes utilizados apresentavam pureza analitica.

Preparacdo e caracterizagdo das nanoparticulas

Como resumido na Fig. 1, as nanoparticulas foram pro-
duzidas por uma emulsdo multipla do tipo (A/O/A), que é
um sistema com um reservatorio aquoso dentro de goticu-
las de 6leo, delimitado por uma fase externa aquosa [38].
Inicialmente o polimero foi dissolvido numa mistura de
solventes, acetona/etanol (de respectiva propor¢do em
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Figure 1/ Fifura 1. Steps of the multiple emulsion method (W/O/W).
Etapas do método de emulsdao multipla (A/O/A).

First, the polymer was dissolved in a mixture of ace-
tone/ethanol (with 8:2 respective volume proportions),
under a magnetic stirring condition. A buffered solution
was added to insulin to adjust the pH to 4.5. After the
first emulsion was formed, this system was added to the
external water phase stabilized with a surfactant agent
with or without a salt. Different parameters were ac-
cessed such as the stirring speed (800 rpm, 1000 rpm
and 1400 rpm), external phase (5 mL or 20 mL), pH
conditions, type of insulin, type of surfactant (Pluron-
ic®F68 0.1 % or PVA 2 %), PLGA mass (75 mg or 100
mg) and the presence or absence of NaCl (0 gL', 20 g
L',50 gL' or 100 g L'"). Nanoparticles were character-
ized in terms of size and polydispersivity index (PDI)
using the Delsa™NanoC (Beckman Coulter, USA).
Morphology was observed by scanning electron micros-
copy (SEM). An aliquot of each sample was placed in a
glass coverslip and left to dry in a desiccator for SEM
analysis. The material was then coated with a thin layer
of gold (approximately 500 nm thick) and observed on
a JEOL 5200LV scanning electron microscope (JEOL
Ltd., Tokyo, Japan) at an accelerating voltage of 20 kV.
Images were recorded digitally. Table 3 summarizes the
different formulation and process parameters used for
preparation of all batches (A - I).

Encapsulation efficiency (EE, %)

The percentage of insulin encapsulated into the PLGA
nanoparticles was determined in the supernatant
(non-encapsulated insulin after centrifugation at 14,000
rpm, during 10 min) using a HPLC method under isoc-
ratic conditions at a flow rate of 0.8 mL min ' with UV
detector at 214 nm (Column LiChrospher 100, RP-18
(5 pm, 250 mm x 4 mm i.d.), Merck (Germany). An
aqueous solution of Na SO, anhydrous (0.2 M), adjust-
ed to pH 2.3 with phosphoric acid and acetonitrile (with
73:27 respective volume proportions), was used as the

volume 8:2), sempre com agitagdo constante. Posterior-
mente, a insulina foi adicionada uma solugdo tampona-
da de acetato de sodio, para ajustar o pH a 4,5. Depois
da formagao da primeira emulsdo, o sistema foi adicio-
nado a fase externa aquosa, estabilizada por um agente
surfactante, com ou sem a presenga de um sal. Diferen-
tes parametros foram analisados, tais como a velocida-
de de agitacao (800 rpm, 1000 rpm e 1400 rpm), a fase
externa (5 mL ou 20 mL), as condi¢des de pH, o tipo de
insulina, o tipo de surfactante (Pluronic®F68 a 0,1 % ou
PVA a 2 %), as massas de PLGA (75 mg e 100 mg) e
a presenga/auséncia de NaCl (0 g L', 20 g L', 50 g L"!
ou 100 g L"). As nanoparticulas foram caracterizadas
pelo seu tamanho e indice de polidispersividade (PDI)
através do Delsa™NanoC (Beckman Coulter, EUA). A
morfologia foi observada por microscopia electronica
de varrimento (SEM). Uma aliquota de cada amostra,
colocada numa lamela de vidro, foi deixada a secar num
exsicador. O material foi em seguida revestido com
uma fina camada de ouro (aproximadamente 500 nm
de espessura) e observado num microscépio electronico
de varrimento JEOL 5200LV (JEOL Ltd., Téquio, Japao), a
uma voltagem de aceleragdo de 20 kV. As imagens foram
adquiridas digitalmente. A Tabela 3 resume os diferentes pa-
rametros de formulagdes ¢ de processos usados na prepara¢ao
de todos os lotes produzidos (A —I).

Eficiéncia de encapsulagao (EE, %)

A percentagem de insulina encapsulada nas nanoparti-
culas de PLGA foi determinada no sobrenadante (insu-
lina ndo encapsulada apos centrifugacao a 14000 rpm,
durante 10 min) através de um método de HPLC iso-
cratico, a 214 nm, com detector UV, usando um fluxo
constante de 0,8 mL min ' numa coluna LiChrospher
100, RP-18 (5 um, 250 mm x 4 mm i.d), da Merck,
(Alemanha). Usou-se como fase mdvel uma solucdo
aquosa de Na SO, anidro (0,2 M) ajustada a um pH de
2,3, com acido fosforico e acetonitrilo (de respectiva
propor¢ao em volume 73:27) [39]. Foi utilizada para
avaliar a EE (%) uma curva de calibracao, com o limite
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mobile phase [39]. A calibration curve having linearity
in the 1 ppm to 100 ppm interval was used to evaluate
the EE (%) by the formula:

(Inicial insulin added — Insulin present in supernatant)

Inicial insulin added X100

de linearidade entre 1 ppm e100 ppm, a partir da seguin-
te formula:

(Insulina inicial adicionada — Insulina presente no sobrenadante) X100

Insulina inicial adicionada

Tabela 3. Diferentes parametros de formulagdes e de processo usados.

Table 3. Different formulation and process parameters used.

Mass/ mass  Volume Stirring speed/ Insulin/ Surfactant/ Concentration /
PLGA, m/ External Velocidade de Insulina Surfactante Concentragio
mg phase/Fase  agitagdo, ¢/ NaCl, C
Externa, v/  rpm /%
mL
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 and PVA 10
F 100 20 1000 Insuman” PVA 5
G 100 20 1000 Novorapid® F68 and PVA 5
H 100 20 1000 Novorapid®  F68 and PVA 2
I 100 20 1000 Novorapid® PVA 10

Results and Discussion

As seen in table 4, the multiple emulsion method seems
to avoid the low affinity between the insulin (with a
high MW and hydrophilic nature) and the PLGA. The
presence of an internal reservoir inside the droplets in
another phase may promote a major control of drug dif-
fusion [40]. The PLGA concentration is an important
factor that determines the reason between the drug/
polymer and consequently the EE [41]. On the other
hand, the stirring speed controls the homogeneity and
the particle size: in general the higher the agitation the
smaller the particle size, but greater the difficulty in the
recovery process. Higher speed rate can unbalance the
osmotic equilibrium between the internal and the ex-
ternal phase and decreasing the EE [41]. Insulin can
pass to the external phase or may also denature, thus
affecting the drug stability [42]. With 1000 rpm, we got
a more stable and homogeneous system. To maintain
the integrity/stability of the emulsion, it is crucial the
presence of surfactant agents. In this case, we used the
F68 or the PVA only in the external phase or in the two
phases. Factors like critical micelle concentration or the
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Resultados e Discussao

De acordo com a tabela 4, o método de emulsdao mul-
tipla parece evitar a baixa afinidade entre a insulina,
de elevado MM e natureza hidrofilica, com o PLGA.
A presenca de um reservatorio interno nas goticulas de
outra fase pode promover um maior controlo na difusao
do farmaco [40]. A concentragao do PLGA ¢ um factor
importante que determina a razao entre o farmaco/poli-
mero e, consequentemente, a EE [41]. Por outro lado,
a velocidade de agitagdo controla a homogeneidade e
o tamanho de particula, pois, em geral, quanto maior
a agitacdo, mais pequeno sera o tamanho da particula
produzida, mas maior a dificuldade no processo de iso-
lamento. Além disso, uma elevada agitacdo pode inter-
ferir com o equilibrio osmotico entre a fase interna e ex-
terna e diminuir a EE [41]. A insulina pode passar para
a fase externa aquosa através de um processo de difu-
sao ou mesmo podera desnaturar, afectando assim a sua
estabilidade [42]. A 1000 rpm, obtivemos um sistema
mais estavel e homogéneo. Para manter a integridade e
estabilidade da emulsdo ¢ crucial a presenca de agentes
surfactantes. Neste caso, utilizamos o F68 ou o PVA,
apenas na fase externa, ou ambos nas duas fases. Fac-
tores como a concentragdo micelar critica ou o equili-



Hydrophilic-Lipophilic Balance (HBL) conditions, jus-
tified this choice. In the current study, PVA may be the
most favorable surfactant. The higher value of insulin
EE may also be supported by the presence of opposite
charge between the species. Once the isoelectric point of
insulin is around 5.3, positively charged insulin would
interact strongly with negatively charged of the polymer
(pKa =3) [43]. At the same time, the protamine crystals
in biphasic insulin may better control the release of in-
sulin in formulation. A relevant aspect is the possible
synergic interaction between those crystals and PLGA.
Batches with Insuman showed the highest values of EE.
The use of electrolytes in external phase decreased the
particle size promoting the retention of insulin in the
polymeric layers [44]. However, an excess of sodium
salt can lead to an osmotic disequilibrium and conse-
quently, to some particle destabilization. In fact, it was
demonstrated that the NaCl concentrations of 20 g L*!
to 50 g L', not only decreased the particle size as well as
increased the EE. In general, formulation D showed the
best characteristics: lower size; lower polidispersivity
index (PDI), that demonstrates the system homogeneity
and a suitable EE. SEM observations revealed nanopar-
ticles with a spherical shape that were not arranged in
agglomerates (Fig. 2).
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brio hidroéfilo-lipofilo (HBL) justificam a escolha destas
condigdes. Neste estudo, o PVA mostrou ser o surfac-
tante mais favoravel. O elevado valor de EE da insulina
podera ser justificado pela presenca de cargas opostas
entre as espécies. Uma vez que o ponto isoelétrico (pl)
da insulina é aproximadamente 5,3, a insulina carrega-
da positivamente ira interagir fortemente com as cargas
negativas do polimero (pK =3) [43]. Simultaneamente,
os cristais de protamina na insulina bifasica poderdo
controlar melhor a sua libertagdo da formulagdo. Um
aspecto relevante € a possivel interagao sinérgica entre
estes cristais e 0o PLGA. Os lotes com Insuman apresen-
taram valores mais altos de EE. O uso de electrélitos na
fase externa diminuiu o tamanho da particula promo-
vendo a retencdo da insulina nas camadas poliméricas
[44]. No entanto, um excesso de cloreto de sodio podera
levar a um desequilibrio osmético e, consequentemen-
te, a destabilizagdo de alguma particula. De facto, foi
demonstrado que as concentra¢des de NaCl entre 20 g
L'e 50 gL, ndo apenas diminuiram o tamanho da par-
ticula como aumentaram a EE. Em geral, a formulagao
D revelou as melhores caracteristicas: um baixo indice
de polidispersividade (PDI) que demonstra a homoge-
neidade do sistema e uma EE adequada. As observagdes
em SEM mostraram que as nanoparticulas tinham uma
forma esférica e nao formavam aglomerados.

Os ensaios de HPLC mostraram a existéncia de um pico uni-

Table 4/ Tabela 4. Results of different formulation and process parameters
Resultados dos diferentes parametros de formulagao e do processo.

Batches Mean size PDI EE /%
Lotes Tamanho médio, d / 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
E 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
1 2082.2 1.18 49.3

Figure 2/ Figura 2. SEM microphotograph of formulation D
showing a large number of spherical nanoparticles. Scale bar
=100 pm.

Microfotografia em SEM da formulagdo D mostrando um
grande niimero de nanoparticulas esféricas. Escala = 100 um.
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Figure 3/ Figure 3. Representative chromatogram of insulin
(retention time at 16.34 min).

Cromatograma representativo da insulina (tempo de retencdo
a 16,34 min).
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HPLC assays showed a single and well-defined peak in
the chromatogram (Fig. 3) and no degradation product
was detected. The encapsulation process of insulin into
PLGA nanoparticles maintained insulin retention time.
The HPLC method was linear in the 1 ppm to 100 ppm
concentration interval (y = 66.726 x, with R? = 0.9995).

Conclusions

This study includes an initial phase of development
and production of a new nanosystem as an alternative
therapy in Diabetes Mellitus. Results suggest that in-
sulin encapsulation into PLGA nanoparticles, produced
by the previous methodology, has a great potential for
oral delivery of this hormone. Coating of nanoparticles
to counteract the future barriers along the GI tract is
now necessary, as well as the in vitro and in vivo assays
in order to demonstrate safety and effectiveness of this
nanosystem.
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co bem definido no cromatograma (Fig. 3), ndo tendo sido
detectado nenhum produto de degradagdo. O processo de en-
capsulacdo da insulina dentro das nanoparticulas de PLGA
manteve o tempo de retengdo da insulina. O método de HPLC
foi linear no limite de concentragdo entre 1 ppm e 100 ppm
(y=06,726 x, e R* = 0,9995).

Conclusoes

Este estudo relata a fase inicial de desenvolvimento e
producdo de um novo nanossistema como alternativa
terapéutica na Diabetes Mellitus. Os resultados suge-
rem que a encapsulacdo de insulina em nanoparticulas
de PLGA, produzidas por esta metodologia, parece ter
potencialidades para a administragdo oral desta hor-
mona. No entanto, o revestimento das nanoparticulas,
para contornar as possiveis barreiras ao longo do trato
gastrointestinal tera de ser estudado, sendo necessarios
ensaios in vitro € in vivo que demonstrem a seguranca ¢
a eficacia deste nanossistema.
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