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RESUMO

7

A administracdo oral de insulina em diabéticos é restringida pela sua degradacgéo
enzimatica antes de atingir o intestino, que € a regido de maior absorcdo. Porém,
esferas de alginato (ALG) ou de sua associacdo com proteina isolada do soro de
leite (WPI) contendo insulina podem protegé-la do ambiente estomacal. A liberacao
do medicamento em meio aquoso foi descrita como predominantemente controlada
pelo processo de difusdo fickiana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
matriz, ALG ou ALG-WPI, da concentracéo inicial de insulina, no intervalo de 0,035 a
0,131 mol.m™, e do diametro das esferas, no intervalo de 3,14 a 4,37 mm, com uso
de modelagem aplicada aos dados experimentais. O modelo desenvolvido, que
descreve adequadamente a liberagdo observada experimentalmente, tem a
absorcdo de agua, o inchamento, a geragdo térmica e o campo de velocidade das
esferas considerados nulos. O método dos elementos finitos foi aplicado a uma
geometria bidimensional e resolvido em COMSOL 4.3b. Os resultados demonstram
que a matriz ALG é mais adequada, pois apresenta liberacdo estomacal mais lenta e
intestinal mais rapida. O teor inicial maior de insulina provoca uma liberacdo mais
rapida deste hormdnio, o que confirma o comportamento fickiano. Maiores diametros
protegem melhor o medicamento da degradacdo estomacal. Esses resultados
contribuem para o desenvolvimento deste produto terapéutico de modo a minimizar
0 estresse de insulinodependentes, bem como para estudos de novos sistemas de

administracdo controlada.

Palavras chave: insulina, alginato, whey protein, diabetes, modelagem, simulagéo



ABSTRACT

Oral administration of insulin in diabetics is restricted by its enzymatic degradation
before reaching the intestine, where absorption is optimal. However, alginate beads
or its association with whey protein isolate containing insulin can protect it from the
stomach environment. Previously, this case of drug release in aqueous media has
been described as predominantly controlled by a Fickian diffusion process. The aim
of this study was to evaluate the effect of the matrix (ALG or ALG-WPI), the initial
insulin concentration in the range from 0.035 to 0.131 mol.m™, and the diameter in
the range from 3.14 to 4.37 mm, applying a model to the experimental data. For the
model development, water absorption, swelling, heat generation and the velocity field
of the spheres were considered to be zero. Fortunately, it presented an adequate
description of the physical data. The finite element method was applied to a two-
dimensional geometry and solved in COMSOL 4.3b. The results show that the ALG
matrix is most suitable due to a faster intestinal release and a slower delivery in the
stomach. Raising the initial amount of insulin in the beads caused a faster release of
this hormone, which confirms the Fickian behavior. Larger diameters protected the
drug better from stomach degradation. These results contribute to the development
of therapeutic products that minimize the stress of insulin dependents and to studies

of new controlled delivery systems.

Keywords: insulin, alginate, whey protein, diabetes, modeling, simulation
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1 INTRODUCAO

Insulina € um horménio que controla a entrada de glucose nas células para
se obter energia. Sua producdo ocorre nas células beta do pancreas. O diabetes
mellitus € uma enfermidade que pode ser causada pela baixa producdo desse
polipeptideo ou até mesmo causar essa baixa producdo. No Brasil, quase 7% da
populacdo convive com a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). O individuo
portador apresenta alteragbes na sua fisiologia, modificando o consumo celular de
carboidratos, a sintese de proteinas e o armazenamento de lipidios. O Diabetes
Juvenil (ou diabetes do tipo 1), que representa de 5% a 10% do total de diabéticos
mellitus (ELI LILLY, 2013), é geralmente atribuido a destruicdo das células beta do
pancreas em decorréncia do desenvolvimento de doenga autoimune. Esses
pacientes sdo insulinodependentes para atingir a homeostasia. Os diabéticos tipo I,
que representam 90% dos casos (INCA, 2013), nem sempre controlam a doenca
com a administracéo de insulina. Apenas cerca de 27% necessitam de injecOes de
insulina exégena (MAYFIELD; WHITE, 2004). Os demais podem controlar a doencgas
com novos habitos alimentares e préatica regular de exercicios fisicos. Os
insulinodependentes necessitam controlar o nivel glicémico com avaliacfes
periodicas do teor de glucose no sangue e com as inje¢des de insulina (GUYTON;
HALL, 2006).

Peptideos como a insulina sofrem degradacdo enzimatica no estbmago
pelas pepsinas e no intestino pela tripsina, alfa-quimotripsina, elastase e as
carboxipeptidases A e B (REIS, 2007). Dai ocorre a ineficiéncia da administracao
oral da mesma. Logo, observa-se a necessidade de desenvolvimento de matrizes
protetoras da insulina para garantir que o medicamente atinja a por¢cao do sistema
digestivo onde ha maior absorgéo, sendo esta a regido intestinal formada pelo jejuno
e o ileo (SILVA, 2003).

A modelagem de fenbmenos biolégicos, fisicos e quimicos, e a simulagédo
computacional sdo tecnologias que facilitam o entendimento dos fenbmenos de
transporte e diminuem a necessidade de experimentos fisicos, acelerando trabalhos
de pesquisa em diversas éareas. Varios trabalhos tém relatado simulacbes de

processos envolvendo transporte de matéria, energia e quantidade de movimento
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(PERUSSELLO et al., 2013; COGNE et al., 2013; STUTE; KRUPP; VON LIERES,
2013), particularmente, estudos que usam simulagbes computacionais para resolver
problemas de administracdo de medicamentos (DAVIDSON; AL-QALLAFF; DAS,
2008; LOPEZ-SALAZAR et al., 2012; SILVA; FERREIRA; OLIVEIRA, 2012).

DEAT-LAINE et al. (2012) confirmaram a hipotese de que a liberagio de
insulina contida em esferas de alginato e WPI (Whey Protein Isolate ou Proteina
isolada de soro de leite) é controlada predominantemente pelo processo de difusao
de Fick. Tal constatacdo foi efetivada usando um modelo empirico proposto por
HARLAND et al. (1998), o qual iguala a fracdo de soluto liberado a soma de dois
termos: um referente ao processo difusivo e outro ao processo erosivo. NO caso

especifico, DEAT-LAINE et al. (2012) alegam que o termo erosivo €, na pratica, nulo.

Baseando-se na associagdo das necessidades dos diabéticos
insulinodependentes com a administracao oral da insulina em particulas de alginato
ou WPI e com as peculiaridades do sistema gastrointestinal, um modelo matematico
foi proposto, desenvolvido e simulado com elementos finitos com uso de dados da
literatura e confirmado com dados laboratoriais em condigbes fisiologicas para
avaliar o comportamento de biodisponibiliza¢cdo desse hormdnio na regido de melhor
absorcdo no intestino, sendo esta uma ferramenta exploratoria de desenvolvimento

do farmaco com apresentacdo adequada por via oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as condi¢cdes de producédo de particulas de alginato (ALG) e WPI
(Whey Protein Isolate ou Proteina isolada de soro de leite) contendo insulina e seu
potencial de liberacdo controlada em ambiente gastrointestinal para uso

farmacoldgico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a metodologia de producdo de particulas esféricas de ALG para
encapsulamento de composto organico com uso de corante amarelo
crespusculo como modelo para testes preliminares.

e Estudar a producdo de particulas de ALG, WPl ou ambos para
encapsulamento de insulina para controle glicémico.

e Avaliar a liberagdo de insulina de particulas de ALG e de ALG-WPI em
condi¢cdes gastrointestinais ideais para sua absor¢ao.

e Desenvolver um modelo compativel com dados experimentais da liberacdo de
insulina para prever a influéncia da concentracao inicial e do diametro da
particula para as matrizes ALG e ALG-WPI.

e Simular a liberacdo de insulina encapsulada em particulas de ALG ou ALG-
WPI em ambiente gastrointestinal.

Parte dos resultados foram publicados e apresentados no XX Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica (COBEQ 2014).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DIABETES MELLITUS

Primeiramente, é necessario apresentar a diferenca existente entre os tipos
de diabetes. A palavra diabetes deriva da palavra grega que significa sifao, pelo fato
de os diabéticos sentirem sede constantemente e eliminarem grandes quantidades
de urina (FEUDTNER, 2003). Dentre os grandes grupos, existe o diabetes mellitus e
o diabetes insipidus.

O diabetes insipidus, que € uma doenca rara, € uma sindrome caracterizada
pela inabilidade de reabsorver agua nos rins, levando a eliminacdo de grandes
volumes de urina. A causa pode ser a deficiéncia na producdo do hormdnio
antidiurético arginina vasopressina ou a falta de sensibilidade renal ao hormdnio
(NEOCLEOUS et al., 2012). O diabetes mellitus, ao qual se relaciona este trabalho,
€ um grupo de doencas metabdlicas caracterizado pela hiperglicemia, a qual pode
decorrer da falta de secrecdo de insulina, da acao ineficiente desta ou da
combinacgao de ambos os fatores (DANS; CONDE; ARIAS, 2005).

O diabetes melllitus tipo | € uma doenca auto-imune caracterizada pela
destruicdo das células beta das ilhotas de Langerhans do pancreas (CASTANO;
EISENBARTH, 1990). Essas células produzem e secretam um polipeptideo
chamado de insulina. Este hormdnio, em conjunto com outros, regula a
concentracdo de glucose no sangue. Sem insulina, o diabético entra em
hiperglicemia porque suas células ndo conseguem absorver a glucose presente no
sangue (CARINO; MATHIOWITZ, 1999).

O diabetes tipo Il € caracterizado pela resisténcia a acao da insulina, que &
associada a fatores genéticos e a maus habitos alimentares (LEAHY, 2005).
Normalmente, inicia com uma leve alteracdo da glicemia pos-prandial (depois das
refeicbes), seguida de aumentos na glicemia de jejum. Existem dois principais
problemas no organismo do diabético tipo Il: resisténcia a insulina e falhas na funcéo

das células beta. A resisténcia a insulina costuma atingir seu maximo ainda no inicio
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do desenvolvimento da doenca. Nessa fase, o controle glicémico é mantido com um
aumento na secrecado de insulina, produzindo um quadro de hiperinsulinemia.
Quando essa secrecdao hormonal exacerbada diminui, desenvolve-se um quadro
hiperglicémico, o qual contribui para uma piora na caracteristica inicial de resisténcia
a insulina (LUPI; DEL PRATO, 2008).

Existem outras categorias de diabetes mellitus que incluem o diabetes
gestacional e outras causas raras como algumas sindromes genéticas, processos
adquiridos como a pancreatite, doengas como fibrose cistica, exposi¢cdo a certas

drogas ou virus e algumas causas ainda desconhecidas (WHO, 2013).

A maioria dos diabéticos tipo | e aproximadamente 27% dos diabéticos tipo Il
necessitam de injecOes parenterais diarias de insulina para o controle da glicemia
(MAYFIELD; WHITE, 2004).

O diagnostico do diabetes mellitus é feito ao constatarem-se glicemias
superiores a 126mg/dL em jejum ou superiores a 200mg/dL quando a amostra de
sangue é colhida 2 horas apds a ingestdo de uma solucao contendo 75g de glucose
(WHO, 2013).

A hiperglicemia causa sintomas como sede excessiva, aumento do volume
urinario, aumento do apetite, visdo turva e perda de peso. Alguns dos efeitos em
longo prazo sao a retinopatia (que pode levar a cegueira), nefropatia (a uma falha
renal), neuropatia (& impoténcia, perda de sensibilidade nos pés e consequente
amputacdo de membros inferiores devido a infec¢des) e doencgas cardiovasculares
(infarto, derrame e diminuicdo da circulacdo sanguinea nas pernas). Estudos
demonstram que um bom controle glicémico previne ou posterga essas
complicagbes (WHO, 2013). A concentracdo alta de glucose no sangue € toxica por
trés razdes: a promocdo da glicacdo de proteinas (reacdo de Maillard), a
hiperosmolalidade e o aumento na concentracdo de sorbitol das células (NETTO et
al., 2009).

A hemoglobina glicada (A1C) € o produto de reac¢des entre a hemoblogina A
(HbA) e alguns acucares. A quantidade de glucose ligada a hemoglobina é
diretamente proporcional & concentracdo média de glucose no sangue. Como 0s

eritrocitos tém um tempo de vida de aproximadamente 120 dias, a medida da
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hemoglobina glicada fornece uma avaliacdo do controle glicémico médio dos ultimos
90 a 120 dias (Tabela 3.1) (NETTO et al., 2009).

TABELA 3.1 - COMPARAGCAO ENTRE O NIVEL DE HEMOGLOBINA GLICADA E A GLICEMIA
MEDIA

Hemoglobina Glicada (%) Nivel médio de Glicemia (mg/dL)

4 65
5 100
6 135
7 170
8 205
9 240
10 275
11 310
12 345

(FONTE: NETTO ET AL., 2009)

NETTO et al. (2009) apresentam as relagcdes entre o aumento da
hemoglobina glicada e o aumento no risco de desenvolvimento de doencas
microvasculares (Figura 3.1). Um risco relativo igual a 1 significa 0 mesmo risco que
pessoas nao diabéticas (hemoglobina glicada menor que 6%) tem de desenvolver as
enfermidades citadas. Exemplificando, uma pessoa que apresente uma hemoglobina
glicada de 11% tem aproximadamente dez vezes o risco de desenvolver uma

doenca renal (nefropatia) quando comparado a uma pessoa saudavel.
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FIGURA 3.1 - HEMOGLOBINA GLICADA E RISCO RELATIVO DE COMPLICACOES
MICROVASCULARES (FONTE: NETTO ET AL., 2009)
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3.2 INSULINA E SEUS ANALOGOS

Antes da descoberta da insulina, no século XX, as pessoas diagnosticadas
com diabetes ndo viviam mais que seis anos apds o diagndstico, falecendo em
decorréncia de coma, de infec¢cdes ou de fome (FEUDTNER, 2003). Nesse tempo,
os diabéticos eram obrigados a adotar dietas muito rigidas e possuiam uma péssima
qualidade de vida. A insulina foi isolada pela primeira vez na década de 20 por
Frederick Banting e Charles Best (ALLAN, 1972). A formulacdo desenvolvida por
Banting e Best, que primeiramente usava insulina extraida de um pancreas canino,

foi posteriormente padronizada pela companhia Eli Lilly (SINDING, 2002).

Segundo CUATRECASAS et al. (1990), o horménio é constituido por duas
cadeias polipeptidicas, chamadas de A (21 aminoacidos) e B (30 aminoacidos),

conectadas por duas ligacdes dissulfidicas (Figura 3.2 e Figura 3.3).

°®
%% D2

Chain B

30 amino acids @
@ -/ - Chin
, > 4 Gly I : Pl D
®a. @ ~_ S\ %\

: {
Chain A 3 e Y
%1 amino acids@§ %‘ &
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Existe uma cadeia de aminoacidos que faz parte de um precussor da

insulina produzida pelas ilhotas de Langerhans, chamada de peptideo C. A
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quantificacdo desse peptideo em amostras sanguineas de diabéticos € uma
indicacdo de quanto de insulina ainda € produzida pelas ilhotas. Estudos mostram
que a preservacdo dos niveis de peptideo C, mesmo que residuais, estédo
relacionados com complicagcdes menos acentuadas da doenca (LUDVIGSSON et al.,
2013).

Encontram-se na natureza formas de insulina como mondémero, dimero ou
hexamero. Essas associacdes dependem da presencga e da concentragao de zinco,

o qual auxilia a formacdo dos complexos hexameéricos (SADRZADEH et al., 2007).

Atualmente, além da insulina humana (chamada de regular), sdo usados
analogos de insulina no tratamento do diabetes mellitus. Tais analogos sao
moléculas muito semelhantes a molécula da insulina humana, contendo pequenas
alteracbes nas sequéncias de aminoacidos. Essas alteragbes tém como objetivo
controlar a velocidade de acdo do medicamento, evitando periodos de hipoglicemia
e de hiperglicemia ao longo do dia. Esses analogos podem ser de longa duracéo,
como as insulinas glargina (Lantus®) e detemir (Levemir®), de acdo intermediaria,
como a insulina NPH (Neutral Protamine Hagedorn), e de agao ultra rapida, como as
insulinas asparte (NovoRapid®/NovoLog®), lispro (Humalog®) e glulisina (Apidra®).
Pode ser usada também a chamada insulina regular, que € idéntica a insulina
humana e poderia ser classificada como uma insulina de acao rdpida (NETTO et al.,
2011).

Estudos demonstram que a acdo das endopeptidases (enzimas que rompem
peptideos nas por¢cdes centrais da cadeia) na desativacdo da insulina é muito mais
importante do que a das exopeptidases (enzimas que rompem peptideos nas
porcdes exteriores das cadeias) (SILVA et al., 2003). As alteracbes feitas na
estrutura da insulina para a producao dos analogos sao possiveis pelo fato de serem
feitas nos terminais da molécula, o que causa pouca modificacdo em sua atividade

farmacoldgica.

A insulina lispro foi criada pela inversdo dos aminoacidos 28 e 29 da cadeia
B da insulina humana, prolina e lisina. A asparte foi gerada pela substituicdo da
prolina da posicao B28 pelo acido aspartico. J& a glulisina foi criada pela substituicdo
da asparagina da posicdo B3 por lisina e da lisina da posicdo B29 por acido

glutdmico. Essas alteragBes estruturais nesses trés analogos geram novas
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conformacdes nos terminais da cadeia B, evitando a formacdo de hexameros de
insulina, que sdo formas inativadas do hormdnio. O impedimento da formacéo de
hexameros faz com que a acdo do medicamente seja mais rapida do que a da
insulina regular (MCAULEY, 2012).

Dentre os analogos de longa duracao, a insulina glargina difere da insulina
humana devido a asparagina da posi¢do A21 substituida por glicina e por causa de
duas argininas adicionadas na treonina de um dos terminais da cadeia B. Essas
alteracdes diminuem drasticamente a solubilidade da molécula em agua em pH
neutro. O medicamento é comercializado em solu¢gdes de pH igual a 4, no qual o
analogo € soluvel. Ao ser injetada, a solucdo é instantaneamente neutralizada,
gerando precipitados que se solubilizam lentamente ao longo do tempo, mantendo
um efeito basal homogéneo (MCAULEY, 2012).

Na insulina determir, a treonina B30 é substituida por uma cadeia de acido
miristico. Essa alteracdo faz com que a insulina interaja fortemente com a albumina
presente no sangue, evitando sua acao instantanea e permitindo um efeito de
liberacdo prolongado. A NPH é uma suspensao de insulina humana cristalina com
adicdo de protamina e zinco para retardar a agdo. A protamina forma um complexo
pouco soluvel com a insulina. Ap6s a administracdo, as enzimas proteoliticas

degradam a protamina, permitindo a absor¢céo da insulina (MCAULEY, 2012).

As dosagens de insulina sdo quantificadas em uma unidade internacional
(U.L.) que, por convencao, representa 0,0347 mg de insulina humana. Cada analogo
de insulina possui uma relagéo diferente de massa/U.l.. Essa € a minima quantidade
de insulina almejada pela administracdo por via oral para chegar a corrente
sanguinea. Quantidades menores ndo teriam efeito significativo na alteracdo da

glicemia.

De acordo com Schilling e Mitra (1990), a insulina administrada por via oral
apresenta uma biodisponibilidade de cerca de 10% a 20%. Isso se deve aos
diversos obstaculos que dificultam a chegada do horménio a corrente sanguinea.
Um exemplo é a passagem pelo figado, que elimina cerca de metade da quantidade
de insulina que chega ao 6rgdo através da veia porta hepatica (RAMKISSOON-
GANORKAR et al., 1999). Uma biodisponibilidade de 20% significa a ingestdo de 5
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U.l. de insulina pra obter o efeito de apenas 1 U.l., o que acaba encarecendo o custo

do tratamento e expondo o organismo a uma condi¢ao fisiol6gica desnecesséria.

3.3 MEIOS DE ADMINISTRACAO DE INSULINA

Atualmente, a insulina € administrada pela via subcutanea com o uso de
seringas ou canetas aplicadoras. Algumas alteragbes do tecido cutaneo sé&o
observadas como decorrentes desse tipo de administracdo. A presenca de
vermelhiddo (eritema) e inchaco (edema) nos locais de aplicagcdo € causada por
impurezas presentes no medicamento. A lipodistrofia (distribuicdo anormal da
gordura corporal) manifesta-se na forma de lipoatrofia (atrofia do tecido adiposo com
perda de gordura), que se deve a reacdes imunoldgicas, e de lipo-hipertrofia
(aumento dos depositos do tecido adiposo subcutaneo), causada pela aplicacao
repetida de insulina na mesma regido. Observam-se também nédulos e hematomas

decorrentes de traumas causados pelas agulhas (SOUZA; ZANETTI, 2000).

Por esses motivos, 0s pacientes séo orientados a fazer um rodizio de locais
de aplicacdo (bracos, coxas, abdémen e nadegas), permitindo a regeneracdo das
regibes afetadas. Como algumas regifes possuem maior circulacdo sanguinea que
outras, observam-se diferencas nas velocidades de absorcdo. Essas diferencas
confundem os pacientes que normalmente ndo tem acesso a esse tipo de

informacdo, atrapalhando a manutencdo de uma glicemia estavel.

Dentre os métodos alternativos de administracdo de insulina pesquisados
até hoje incluem-se: via dérmica (SINTOV; WORMSER, 2007), nasal (PRINGELS et
al., 2006), pulmonar (TODO et al., 2001), retal (ONUKI et al., 2000) e oral (OWENS,;
ZINMAN; BOLLI, 2003). Esses métodos de administracdo nao tém sido bem
sucedidos por questdes fisiolégicas de absor¢do. O Unico método alternativo que
chegou a ser comercializado foi um equipamento da Pfizer, o Exubera®, que provia
as doses de insulina pela via pulmonar. O produto apresentava absorcdo rapida
gracas a alta vascularizagdo presente no pulmao. Segundo Mathieu et al. (2007), o
medicamento foi descontinuado devido a preocupacdo com casos de hipoglicemia

ocorridos associados ao seu uso. Por outro lado, Maia (2007) afirma que a empresa



23

declara que retirou o produto do mercado devido a baixa aceitacdo e que a decisao
ndo esta relacionada com problemas de seguranca.

Além do tratamento a base de multiplas injecdes diarias de insulina, existem
também alternativas como as bombas de infusdo de insulina (SULMONT et al.,
2011), os transplantes de ilhotas de Langerhans (TAKITA et al., 2011) e os anti-
diabéticos orais, os quais tém a vantagem de serem administrados de forma nao
invasiva (TORRES, 2007). Todas essas possibilidades podem ser usadas em

conjunto ou separadamente, adequando-se as necessidades de cada paciente.

3.4 ADMINISTRACAO DE INSULINA POR VIA ORAL

A insulina sofre degradacdo no estdmago pelas pepsinas e no intestino
pelas enzimas tripsina, alfa-quimotripsina, elastase e as carboxipeptidases A e B
(REIS, 2007). Assim, ha a necessidade de serem desenvolvidas matrizes protetoras
desse peptideo para garantir que o principio ativo atinja as por¢des do jejuno e do
ileo do sistema digestivo, onde ha maior absor¢cdo. Deste modo, sdo estudados
também alguns inibidores dessas enzimas, como a quimostatina, a aprotinina, o

glicocolato de sddio e a bacitracina (SILVA et al., 2003).

Mesmo nas regides mais propicias, a absorcdo de insulina por via oral
continua sendo muito baixa, 0 que motiva pesquisas que buscam encontrar
promotores de absorcédo para viabilizar essa via de administragdo. Uma dessas
estratégias de aumento da capacidade de absor¢cdo de insulina no intestino é a
dissociacdo dos hexameros para a forma monomérica a partir de reacdes com
substancias como glicolato de sodio, salicilato de sédio, dodecilmaltosideo e dimetil-
B-ciclodextrina (SILVA et al., 2003).

De acordo com Graft, Brinch e Madsen (2001), o tempo médio de
permanéncia de sélidos no estbmago de individuos jovens e saudaveis é de
aproximadamente duas horas, enquanto que no intestino é de trés horas e meia.
Para liquidos, estes valores mudam para uma hora e trinta e cinco minutos e trés

horas e cinquenta e cinco minutos, respectivamente. Estes valores devem ser
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considerados no planejamento dos estudos referentes a absor¢ao gastrointestinal de
insulina, ja que a formulacdo deve manter o peptideo protegido até a chegada a
regido de maior taxa de absorcdo. Para tanto, deve-se definir qual € a melhor
posologia do medicamento e se 0 mesmo devera ser ingerido durante refeicbes ou

em jejum.

O encapsulamento de drogas para administracdo por via oral pode ser
efetuado utilizando matrizes de polimeros ou de fosfolipidios (RE, 1998). Essa
técnica é frequentemente empregada na industria farmacéutica para afetar a
farmacodinamica e a estabilidade de medicamentos (TEWA-TAGNE; BRIANCON;

FESSI, 2007).

Os lipossomos, que sdo as particulas de fosfolipideos carregadas com o
farmaco a ser administrado, sao usados devido a sua caracteristica hidrofobica, que
posterga o contato do medicamento com os fluidos gastrointestinais (TROTTA et al.,
2005). Infelizmente, os lipossomos apresentam baixa estabilidade, tanto durante o
armazenamento quanto depois da administracdo. Além disso, a quantidade de
principio ativo que pode ser carregada nas particulas é pequena (SOPPIMATH et
al., 2001).

Em individuos saudaveis, a insulina é secretada na veia porta-hepatica para
que haja a correcdo da dose necessaria pelo organismo no figado antes do
horménio ser enviado para o resto do corpo. Esse sistema evita que uma quantidade
exagerada do peptideo circule na corrente sanguinea, 0 que causaria episodios de
hipoglicemia. A administracdo de insulina pela via subcutanea impede esse
processo, disponibilizando um alto teor do medicamento na corrente sanguinea e
gerando a possibilidade da ocorréncia de hipoglicemias. No entanto, como todas as
substancias que sao absorvidas pelo sistema digestivo sdo enviadas ao figado pela
veia porta-hepatica, a administracao por via oral utiliza o caminho natural da insulina
antes da entrada na grande circulacdo. Assim, essa filosofia diminuiria a incidéncia
dos episddios de hipoglicemia observados atualmente em insulinodependentes que
utilizam a via tradicional. Além disso, levando-se em conta que a insulina é um
horménio que facilita o ganho de peso, ja que tem papel no metabolismo da glucose,
dos lipidios e dos aminoacidos, a redugdo da hiperinsulinemia evitaria 0 ganho de

peso que ocorre normalmente nos pacientes que iniciam o tratamento insulinico
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subcutéaneo (ARBIT; KIDRON, 2009). Assim sendo, a reducao da hiperinsulinemia e
a eliminacdo do desconforto, do constrangimento e das complicagbes associadas
com as aplicacbes subcutadneas sdo vantagens significativas proporcionadas pela

via oral.

3.5 METODOS DE ENCAPSULAMENTO COM ALGINATO E WPI

O alginato de sodio é um sal polimérico hidrossolivel extraido de algas da
classe Phaeophyceae e derivado do acido alginico, um polimero que combina
unidades dos acidos a-D-manurdnico e B-L-gulurdénico. A presenca de grupos
carboxila, que dissociam ou incorporam prétons (H*), faz com que o comportamento
do alginato seja dependente do pH. Com o pH abaixo da faixa de pKa dos acidos
constituintes (pKa do a-D-manurdnico = 3,38; pKa do B-L-gulurbénico = 3,65), o
polimero incorpora prétons e torna-se insoluvel, protegendo o medicamento
encapsulado. Acima desse valor, o alginato torna-se solluvel, liberando o farmaco
(WILSON; CROWLEY, 2011). Outra forma comumente empregada para tornar o
polimero insolavel e imobilizar farmacos € o gotejamento de solu¢des de alginato de
sédio contendo a substancia encapsulada em solucdes de cloreto de céalcio. Cations
divalentes, como o ion calcio, formam hidrogéis com o alginato rapidamente
associando-se a carboxila do acido gulurénico, formando a chamada estrutura “egg-
box”, uma analogia que relaciona os ions de calcio aprisionados pelo polimero acido
com ovos numa embalagem tradicional (CLARK; ROSS-MURPHY, 1987). Como
essa estrutura € capaz de absorver agua (JUNIOR, 2006), a substancia encapsulada
pode difundir lentamente através da matriz para o0 meio de liberacdo. Este processo
é classificado como uma gelificacdo a frio, podendo ser usado para encapsular
substancias termolabeis (CAVALLIERI, 2007).

O WPI (Whey Protein Isolate ou Proteina isolada de soro de leite) € um
subproduto de queijarias. No estado do Parana, 46% do soro de leite produzido séo
utilizados na alimentacdo animal e 32% séo vendidos para produtores de soro em po
e de concentrados proteicos, como é o caso do WPI (IPARDES, 2010).
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As proteinas isoladas do soro de leite, majoritariamente compostas de -
lactoglobulina e a-lactoglobulina, sofrem desnaturacdo (enfraquecimento das
ligacbes secundarias e terciarias) quando submetidas a tratamento térmico brando,
formando pequenos agregados sollveis que aprisionam agua em redes
tridimensionais formadas pelas novas interagfes entre as proteinas e o solvente. Se
realizado em condi¢Bes de alta repulséo eletrostatica (longe do ponto isoelétrico e
com baixa concentracdo salina), o tratamento térmico gera agregados mais
ordenados devido a melhor distribuicdo na agua e, consequentemente, produz geis
translicidos (CAVALLIERI, 2007). Posteriormente, pode-se induzir a gelificacdo a
frio, como no caso do alginato de sédio, gotejando o produto em solugdes acidas ou
de alguns sais, como o cloreto de céalcio (DOHERTY et al., 2011).

Outros métodos, como o tratamento térmico do WPl em emulsao agua/éleo
(SAGLAM et al., 2013), a secagem de soluc¢des contendo o agente encapsulante e a
substéancia encapsulada em spray dryer (CARNEIRO et al., 2013), a precipitacao de
WPI com variagées no pH (GIROUX; HOUDE; BRITTEN, 2010) e a combinagao de
duas substancias encapsulantes, seja numa matriz homogénea (DEAT-LAINE et al.,
2012) ou em camadas heterogéneas (TIOURINA; SUKHORUKOV, 2002), podem ser
usados para a imobilizacdo de substancias. Uma possibilidade para o
encapsulamento de insulina é a adicdo de inibidores de proteases, como a
quimostatina e a aprotinina, e de promotores de absorcdo intestinal, como o
dodecilmaltosideo e a dimetil-B-ciclodextrina, na matriz para melhorar a

biodisponibilidade da droga quando administrada oralmente (SILVA et al., 2003).
3.6 ESPECTROFOTOMETRIA

A espectroscopia € baseada nas transicdes eletrbnicas moleculares
provocadas por fotons de radiacao eletromagnética (RODGER; SANDERS, 1999). A
luz, seja ela visivel ou ndo, é tecnicamente chamada de radiacdo eletromagnética.
Quando a radiagdo interage com a matéria (por exemplo, uma amostra), Varios
processos como reflexdo, espalhamento, absorcao, fluorescéncia, fosforescéncia e

reacoes fotoquimicas acontecem (OWEN, 2000), os quais podem ser mensurados e
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correlacionados com as caracteristicas da radiacdo e da matéria (amostra)
utilizados.

Existem varias regides de diferentes comprimentos de onda e frequéncia.
Como a diferenca de escala entre essas regides é muito grande, € de se esperar
uma grande variacdo de caracteristicas ao longo dos espectros (ANDREWS, 1999).
Tradicionalmente, a leitura da concentracdo de insulina ou de seus anélogos em
solugcdes aquosas é feita em espectrofotbmetro em comprimentos de onda que
variam de 214 nm a 280 nm (Déat Laine et al., 2012; ROSA et al., 2000; FAN et al.,

2006), faixa que compde o intervalo ultravioleta (UV).

O espectro UV compreende a faixa de 10 nm até aproximadamente 380 nm.
Esta regido € comumente dividida em duas: ultravioleta afastado, também conhecido
como ultravioleta de vacuo pelo fato de o oxigénio atmosférico absorver radiacao
nesta faixa de até 200 nm, e ultravioleta préximo, que € a regido acima de 200nm
(ANDREWS, 1999).

A radiacao ultravioleta ou a visivel sdo absorvidas por uma molécula quando
a frequéncia da luz esta na energia correta para causar um rearranjo dos elétrons da
molécula para um estado mais energético. O espectro de absorcdo do UV-visivel
esta diretamente relacionado a ligagBes intramoleculares e, logo, a estrutura da
molécula analisada. O desafio é relacionar o grafico de absorbancia versus
comprimento de onda com a estrutura da molécula. A energia de cada féton da

radiacdo aplicada € dada pela Equacdo 3.1(RODGER; SANDERS, 1999).
Energia = h.f=h.c/A Equacédo 3.1

A absorbancia é um valor adimensional e € definida em termos da
intensidade de luz que incide sobre as moléculas de uma amostra e a intensidade de
luz transmitida (Equacéo 3.2) (RODGER; SANDERS, 1999).

I ~

abs = 1°g(TO) Equacéao 3.2
Na maioria dos experimentos que usam espectrometria de absor¢cao na faixa

do UV-visivel, usa-se a lei de Lambert-Beer (Equacdo 3.3), a qual relaciona a

concentracdo da molécula absorvedora de fotons na amostra estudada e a
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absorbancia medida. Ainda compdes esta relagéo o coeficiente de absor¢éo molar e
a distancia percorrida pela luz dentro da amostra (RODGERS; SANDERS, 1999).

abs = &.C.1 Equacéo 3.3

A lei de Lambert-Beer torna-se invalida quando a amostra absorve uma
porcentagem muito grande ou muito pequena de fétons para o equipamento
responder as variacdes de concentracdo dentro de uma faixa detectavel de modo a
ser precisa e exata (RODGERS; SANDERS, 1999).
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3.7 MODELAGEM E SIMULACAO DA ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS

Nos ultimos anos, a modelagem matematica e a simulacdo computacional
tém sido empregadas para o estudo e desenvolvimento de temas relacionados a

administragao controlada de medicamentos.

Davidson, Al-Qallaff e Das (2008) estudaram o efeito de diferentes
geometrias, comprimentos, diametros e espacamentos de microagulhas recobertas
com um filme contendo insulina (Figura 3.4). O objetivo da tecnologia é possibilitar a
administracdo por via dérmica através de emplastos, utilizados atualmente em

tratamentos hormonais, para aliviar dores e em terapias para parar de fumar.

Skin surface
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Viable epidermis

Coated microneedle
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FIGURA 3.4 — ESQUEMA DAS MICROAGULHAS TESTADAS PARA ADMINISTRAGCAO DERMICA
DE INSULINA (FONTE: DAVIDSON; AL-QALLAFF; DAS, 2008)

Um dispositivo para microdosagem de insulina foi desenvolvido também
através de simulacdo computacional por Lopez-Salazar et al., 2012. O sistema
(Figura 3.5) dispersa microgotas da solugdo do hormoénio (cinza claro) em uma
solucdo de transporte (cinza escuro) que as carrega para o ponto de aplicacédo
subcutéanea. O objetivo é diminuir o tamanho do incremento que diferencia uma
dosagem da outra em sistemas de infusdo continua de insulina, facilitando a

personalizacdo da terapia para cada paciente.
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FIGURA 3.5 — SISTEMA DESENVOLVIDO PARA AUMENTAR A PRECISAO DAS DOSAGENS DE
INSULINA ADMINISTRADA CONTINUAMENTE PELA VIA SUBCUTANEA (FONTE: LOPEZ-
SALAZAR ET AL., 2012)

Outro estudo, realizado por Silva, Ferreira e Oliveira (2012), buscou as
diferencas na difusdo de um medicamento para glaucoma caso ele seja aplicado na
forma de colirio ou de lentes de contato contendo o farmaco. O modelo matematico,
que considera a difusdo nas lentes, na cornea e na camara anterior, a convecgao no
humor aquoso e até as reacdes metabodlicas de consumo da droga na cérnea e na
camara anterior, foi simulado computacionalmente no software COMSOL (Figura
3.6).
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FIGURA 3.6 — ESQUEMA DO OLHO HUMANO PARA A MODELAGEM DO PROCESSO DE
DIFUSAO DE MEDICAMENTOS (FONTE: SILVA; FERREIRA; OLIVEIRA, 2012)

Déat-Lainé et al. (2012) publicaram um estudo caracterizando particulas
compostas de uma matriz de alginato e whey protein contendo insulina

encapsulada. Uma das metas do trabalho foi descobrir se as velocidades de
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liberacdo do medicamento no fluido estomacal (meio &cido) e no meio intestinal
(meio basico) sdo predominantemente governadas pelo processo difusivo, no qual a
insulina difunde através da particula até atingir o meio, ou pelo erosivo, no qual a
transferéncia do medicamento para o fluido gastrointestinal se daria pela dissolucéo
das esferas. A resposta foi obtida através de um modelo empirico proposto por
Harland et al. (1998), que iguala a fracdo de hormonio liberado a soma de dois

termos: um referente ao processo difusivo e outro ao erosivo (Equacao 3.4).

M
— =i+ Bt Equacéo 3.4
Os valores encontrados por Déat-Lainé et al. (2012) para a foram de 0,516
para o meio acido e de 0,810 para o meio basico. Para f, os valores foram nulos
nos dois meios. Assim, demonstrou-se que a liberacdo gastrointestinal do hormoénio
encapsulado na matriz descrita € um processo controlado pelo fenébmeno da difuséo,

e ndo de dissolucdo da matriz.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

e Acido Fosforico (Vetec, Brasil)

e Agua destilada

e Alginato de sédio (Gastronomy Lab, Brasil)

e Cloreto de Calcio (Gastronomy Lab, Brasil)

e Corante amarelo crepusculo (F. Trajano, Brasil)

¢ Corante azul de coomassie G (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)

e Etanol P.A. (Synth, Brasil)

e Fosfato monossédico, fosfato dissédico (Vetec, Brasil), acido
cloridrico (Isofar, Brasil) e cloreto de sédio (Synth, Brasil) foram
utilizados para preparar solucdes tampao de pH 6,8 (fosfato) e 1,2
(cloreto). Os tampdes serviram para simular os ambientes intestinal e
gastrico, respectivamente.

e Insulina comercial detemir, em solucdo pronta para aplicacao
(Levemir FlexPen, 100 U.l./mL, Novo Nordisk, Dinamarca). Este
material foi necessario para a realizacdo de testes preliminares
durante o periodo em que nao havia o hormdonio puro.

e Insulina regular, humana, em po (Recombinant Human Insulin
91077C, 27,5 U.l..mg™, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Este material
foi usada para preparar uma solucao estoque de 100UI/mL, a qual foi
conservada em geladeira por até 6 dias.

e Whey Protein Isolate (BiPro, Davisco, Estados Unidos)

e Agitador magnético com aquecimento (Mod. 500C, Jouan, Estados
Unidos)

e Agitador magnético sem aquecimento (Mod. 257, Fanem, Brasil)

e Agitador mecanico (Mod. 710, Fisatom, Brasil)

e Agulhas de 22Gx1” (diametro interno: 0,413 mm) e 18Gx1Y%.”
(diametro interno: 0,838 mm) (Solidor, Brasil)
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e Balanca Analitica (AR 2140, OHAUS, Estados Unidos)

e Banho térmico (EEQ 9074, Edutec, Brasil)

e Beckeres de 30mL, 50mL, 250mL

e Crondmetro de relégio de pulso comum

e Espatula

e Espectrofotbmetro UV-vis cedido pelo Programa de Pos-Graduacao
em Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana durante
o periodo de reforma do Laboratério de Quimica Analitica Aplicada do
Programa de P6s-Graduagcéo em Engenharia de Alimentos da mesma
universidade (Pro-Analise, Brasil).

e Espectrofotbmetro UV-vis do Programa de PoOs-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Parana
(Shanghai Mapada Instruments, China).

e Filme Pléastico

e Medidor de pH (MPA210, Tecnopon, Brasil)

e Papel Filtro

e Paquimetro (Mitutoyo 530-321, Mitutoyo, Brasil)

e Pipetas Micrométricas (50-200ul e 200-1000 pl, Boeco, Alemanha)

e Seringa

e Termbdmetro de mercurio (Incoterm, 5003)

e Tubos de Ensaio

4.2 CONFECCAO DE PARTICULAS DE WPI, ALG e ALG-WPI

As particulas de WPI (Whey Protein Isolate ou Proteina isolada de soro de
leite) foram produzidas a partir do procedimento descrito por DEAT-LAINE et al.
(2012). Uma solucao 11% (w/w) de WPI (BiPro, Davisco, USA) foi preparada com
agua destilada e coberta com filme plastico. Manteve-se a mistura em agitacao
suave por 60 minutos. Depois, para uma melhor hidratacdo, a solucdo foi mantida
por 120 minutos em descanso. Para desnaturar as proteinas, o liquido foi mantido a
80°C sob agitacdo suave em agitador magnético com aquecimento por 40 minutos.
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As particulas de ALG foram produzidas a partir do procedimento descrito por
DEAT-LAINE et al. (2012). Uma solucédo 3% (w/w) de alginato de sédio em agua
destilada foi preparada com agua destilada e com um bastdo de vidro para uma

melhor dissolucéo.

Uma mistura de 20% (w/w) da solucéo de alginato de sodio e de 80% (w/w)
da solucdo de WPI tratada termicamente foi feita para o caso de ndo ser possivel
extrudar as particulas feitas somente de WPI, como descrito por Déat-Lainé et al.,
2012.

Para a esferificacdo das paticulas, os geéis descritos foram gotejados em
uma solucéo 0,1 M de cloreto de calcio em agua destilada (GastronomyLab, Brasil)
com o auxilio de uma seringa acoplada a uma agulha posicionada na vertical com
uma distancia de aproximadamente 25 cm entre a ponta da agulha e a superficie da
solugdo. Foram utilizadas agulhas 22G (0,413 mm) e 18G (0,838 mm) para obter
particulas de diferentes diametros. As particulas formadas permaneceram na
solucdo por um minuto, foram retiradas com uma espatula e tiveram a umidade

superficial absorvida com um breve contato com papel filtro.

4.3 INSULINA REGULAR E INSULINA DETEMIR

Conforme mencionado na sec¢éao 3.6, a leitura da concentracdo da insulina
ou de seus analogos em solucdes aquosas é feita em espectrofotometro. Os
comprimentos de onda utilizados variam de 214 nm a 280 nm. Porém, os analogos
sdo comercializados na forma de solu¢cées aquosas contendo outras substancias,
como o fenol e o metacresol (Levemir Penfill®). Compostos como estes podem
interferir na leitura da concentracdo de insulina por apresentarem altas
absortividades na faixa de comprimentos de onda utilizada para a quantificacdo do
hormoénio (Figura 4.1 e Figura 4.2). Essa influéncia pode levar a erros de leitura em
processos de liberacao controlada, como os estudados neste trabalho.
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A falta de disposicdo imediata de insulina pura obrigou o uso de insulina

comercial (detemir). Esse fato exigiu o uso do método de BRADFORD (1976), que é

mais complexo e demorado, para 0s ensaios preliminares.

4.4 ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS

4.4.1 Corante Amarelo Crepusculo

O desenvolvimento da metodologia de liberacdo de moléculas organicas foi

realizado previamente com o corante amarelo crepusculo, ao invés de insulina,

encapsulado em particulas de ALG devido a sua disponibilidade (baixo custo) e

facilidade de acompanhamento visual. A leitura das absorbancias (SHANGHAI
MAPADA INSTRUMENTS CO. LTDA., China) foi feita até a concentracdo de 30

mg/L em &gua destilada a 481
MOUSAZADEH, 2014).

nm (DEZHAMPANAH; MOUSAZADEH,;
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4.4.2 Insulina detemir e o Método de Bradford (1976)

Como ja mencionado, a metodologia analitica de BRADFORD (1976) foi
usada para analise quantitativa da insulina detemir, disponibilizada pelo proprio autor
deste trabalho (que é insulinodependente), antes do recebimento da insulina regular

adquirida pelo programa.

Uma solucdo reagente foi preparada com a dissolucdo de 100 mg de
Coomassie Blue G-250 em 47,5 mL de etanol P.A., transferindo-se a mistura
analiticamente com agua destilada para um baldo volumétrico, adicionando-se 100
mL de acido fosférico 85% (w/w) e completando-se o volume de 1 litro com agua

destilada. A solugéo apresentou uma cor marrom escura e avermelhada.

Separadamente, diluiu-se a insulina detemir em agua destilada em
concentracdes de 3 U.l./mL até 30 U.l./mL. 50 mL da solucdo de corante preparada
foram adicionados a 1mL de cada uma das solu¢des. A mistura foi diluida tomando-
se 10 mL e adicionando-se 4gua destilada até o volume de 100 mL. O produto teve
sua absorbancia determinada em espectrofotbmetro a 595 nm para todas as

concentracfes usando-se agua destilada como branco.

4.4.3 Insulina Regular

Para as analises da insulina regular, recebida posteriormente, duas analises
espectrofotométricas foram efetuadas: uma em pH 1,2 e outra em pH 6,8. As
concentracfes analisadas foram de 0,15 Ul/mL até 3,00 Ul/mL em agua destilada
(YILMAZ; KADIOGLU, 2012).
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45 ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DO CORANTE AMARELO
CREPUSCULO CONTIDO EM PARTICULAS DE ALG

Para praticar a metodologia de encapsulamento e liberacédo, dez particulas
foram confeccionadas gotejando-se uma solugao de 3% (w/w) de alginato e 0,2%
(w/w) de corante amarelo crepusculo em agua destilada em uma solucéo 0,1 M de
cloreto de calcio. Foram produzidas também 10 particulas de alginato néo
carregadas para servir de controle. As particulas foram mantidas em 50 mL de agua
destilada por 24 horas sob agitagédo suave para liberar todo o corante encapsulado
no fluido. Os diametros das particulas carregadas foram medidos com um

paquimetro logo apos a confeccado e depois do periodo de 24 horas de liberacéo.

4.6 ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DE INSULINA CONTIDA EM
PARTICULAS DE ALG

Particulas de alginato foram confeccionadas como descrito na sec¢do 4.2.
Adicionou-se 30 U.I. de insulina detemir a 0,3 g de alginato de sédio e completou-se
a massa total de 10 g com agua destilada. As 9 particulas produzidas foram pesadas
antes e depois de passarem 24 horas sob agitacdo suave em 50 mL de agua
destilada em recipiente fechado. A absorbancia foi entdo determinada na mistura de
uma aliquota de 10 mL do meio de liberacdo com 1,087 mL da solucéo de corante
descrita na secdo 4.4. Este ultimo volume foi medido obtendo-se a densidade da
solugéo de corante por meio da pesagem de 10 mL, resultando em 1061,80 mg/mL,
e pesando a massa correspondente a 1,087 mL (1154,18 mg) utilizando um conjunto

seringa-agulha para maior exatidao.

A concentracdo de insulina na solucédo foi determinada a partir da curva
padrao produzida pelo procedimento descrito na secdo 4.4. A concentracdo no meio
de liberacgdo foi calculada relacionando-se volumes e concentragdes iniciais e finais

durante a adicdo do corante.
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4.7 TESTES DE LIBERACAO DEPENDENTES DO TEMPO

Particulas de alginato (ALG) e mistas de alginato e WPl (ALG-WPI)
produzidas adicionando-se insulina regular ao gel pré-extrudado nas quantidades de
5% (5 U.l./g de gel) ou 10% e efetuando a extrusdo do gel com agulhas de dois
diametros diferentes (22G e 18G) foram produzidas, assim como particulas sem
adicao de insulina, que formam o grupo branco. As absorbancias lidas nos testes
com particulas ndo carregadas (branco) foram descontadas das leituras dos testes
com as esferas que continham o medicamento para inibir a influéncia de outros

compostos presentes nas matrizes das particulas.

As oito combinacdes e suas respectivas versdes ndo carregadas foram
avaliadas mantendo-se 400 particulas recém produzidas em 150 mL de meio de
liberacdo (solucdo tampédo de pH 1,2 ou 6,8) por 24 horas sob leve agitacdo em
banho térmico a 37°C. A cada 15 minutos na primeira hora e a cada hora nas
primeiras 4 horas, foram coletadas aliquotas de 3mL para a determinacdo da
concentracdo de insulina no meio de liberacdo por analise espectrofotométrica a 214
nm. Os volumes retirados foram repostos com solucédo tampéao fresca. Considerou-
se gue toda a insulina havia difundido das particulas para o0 meio de liberagcdo
guando finalizado o periodo de 24 horas, quando a ultima aliquota foi coletada.

Separadamente, cada grupo de particulas teve o diametro médio avaliado

medindo-se o diametro de cinco particulas com um paquimetro.

4.8 MODELAGEM MATEMATICA DO PROCESSO DE LIBERACAO

A Segunda Lei de Fick aplicada para regime transiente, sem reacoes e em
coordenadas esféricas (Equacao 4.1) foi usada para a modelagem do processo de
difusdo de insulina através das particulas. Essa equacdo diferencial pode ser
resolvida analiticamente pelo método de separacdo de variaveis (WELTY et al.,

2008). Crank (1975) fornece as solucdes (Equacdes 4.2 e 4.3) considerando que o
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processo de difusdo € descontinuo e que a concentracdo de soluto na superficie da

particula é constante.

_%a _p, (a2 X 5
prals DAB.(arz + 6r) Equagéo 4.1
parar # 0
CA_CAO _ Q 0 (_1)1’1 (n.n.r) —DAB.HZ.'ITZ.t/RZ ~
CaCns 1+ —.Ynm— —.sen(——).e Equacéo 4.2
parar =0
Ca—C
AR — 1 4 2.3 ,(—1), e~Papn®mi/R? Equacéo 4.3
Cag—Ca,

A temperatura e a concentracao inicial no interior das particulas foram
consideradas homogéneas ao longo do raio. A concentracdo do peptideo na
superficie das particulas foi calculada a partir de um balanco de massa (Equacao
4.4) para maior grau de detalhamento do modelo, mesmo que Crank (1975) tenha
considerado esse parametro constante.

_ (CAO —CAm).Np.Vp
s Vmeio

Ca Equacéo 4.4

O teor de insulina residual nas particulas ao longo do tempo a ser usado na
modelagem é a concentragdo média, sendo necessario integrar a equacgao do fluxo
global de insulina em direcdo a superficie da particula (Equacao 4.4), que fornece a
relacdo entre o fluxo molar avaliado na superficie das particulas e o tempo. A
combinacdo entre as Equacdes 4.5 e 4.2 gera a Equacao 4.6, que € uma equacao

diferencial separavel. Esta pode ser resolvida a partir da condicdo de que Cp_ = Cp,

para o tempo inicial, obtendo-se a Equacéo 4.7. O unico parametro desconhecido
dessa equacéao é o coeficiente de difusdo. Para encontra-lo, uma curva foi ajustada
aos Vvalores de concentracdo de insulina residual das particulas obtidos
experimentalmente conforme descrito na se¢do 4.7, sendo obtido o valor do
coeficiente de difusdo que gera o menor erro relativo médio quando comparados os
valores do modelo com os dados experimentais. Para o ajuste, o somatério da

Equacao 4.7 foi calculado até o termo n=50, j& que se observou previamente, a partir
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dos dados publicados por DEAT-LAINE et al. (2012), que os resultados apresentam
variacdo de ordem menor que 0,1% a partir desse termo.

6CA(r=R,t)

Np = —Dpp.—; Equacéo 4.5
dCy, (O Vp
A = — =
dt 'S,
_ 2.R.Dap. (Np.Vp.Cpy — Np.Vp.Ca . — Vineio- Ca,) )
T Vineio . Equacéo 4.6
B T A i BN S L
.Z( 1 e R .[Rcos( M ) 1‘.nsen( M )]
n=1
Condigdo inicial: t=0 > Cp _(t = 0) = Cy,
w0 2.2 L
Ca, _ Np.Sp.2.Rx—e "AB" ™Rz _ 1 ~
= ) Equacao 4.7
Cam(® Np.Vp [Vmeio eXp(Vmeio.n2 Z n? quac
n=

+ Np.Vp — Vmeio]

4.9 SIMULACAO DO PROCESSO DE LIBERACAO

As simulacdes foram realizadas com o software COMSOL Multiphysics 4.3b
(COMSOL, Inc, Burlington, MA, EUA). Uma geometria bidimensional foi utilizada e a
transferéncia de massa convectiva foi desconsiderada. A absor¢cdo de agua, o
inchamento, a geracdo térmica e o campo de velocidade das particulas foram
considerados nulos. Os coeficientes de difuséo utilizados foram obtidos a partir do
procedimento descrito na secdo 4.8. O fluxo foi definido pela Equacao 4.6, sendo
gue o somatério desta equacao também foi desenvolvido até o termo n=50. Como ja
mencionado na secédo 3.4, o tempo médio de permanéncia de liquidos no estdmago
e no intestino de individuos jovens e saudaveis € estimado em uma hora e trinta e
cinco minutos e trés horas e cinquenta e cinco minutos, respectivamente (GRAFT,;
BRINCH; MADSEN, 2001). Estes foram os tempos usados para simular o processo

de liberacdo em ambiente fisiologico. Esse estudo ndo simula a ingestdo do
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medicamento com sélidos (como no caso de a pessoa tomar o medicamento durante
uma refei¢do), j& que os coeficientes de difusdo disponiveis provém de experimentos

de liberacdo em ambiente liquido.

As condi¢fes iniciais para as simulacdes em ambiente intestinal foram
obtidas a partir dos resultados das simula¢cdes em ambiente estomacal, aos quais se
ajustaram equacbes de sexto grau que descrevam os perfis de concentracdo nas
particulas no final do processo de liberacdo. O efeito desejado € o de simular a
passagem das particulas do meio gastrico para o meio intestinal. As simulagfes
foram feitas utilizando-se um passo de 60 segundos, ja que se observou

previamente que variacdes no passo geram alteracdes irrelevantes nos resultados.

Para conhecer a concentracdo média de insulina nas particulas a partir dos
resultados das simulagbes, que sao fornecidos pelo programa na forma de uma
tabela relacionando posicdo (raio) e concentracdo pontual, os valores foram
ajustados a uma equacao do sexto grau. Esta equacao foi multiplicada pela forma
diferencial do volume de uma esfera, sendo o total integrado para se obter o nimero
de U.l. de insulina contido na esfera. Tal valor foi entdo dividido pelo volume total da
particula, obtendo-se uma concentracdo meédia de insulina, a qual pode ser
comparada com os dados experimentais. A Equacao 4.8 representa a forma geral do
calculo da concentracdo meédia de insulina nas particulas a partir dos perfis de
concentracdo gerados pela simulacdo, enquanto a Equacdo 4.9 é sua forma
integrada.

fORfOZH f(;T(A.r6 +B.r®+C.r*+ D.r® + E.r? + F.r + G).r%.sen(®). d®. d6. dr .
Cap = IRe Equacéo 4.8

3
c. =3 A.R6+B.R5+C.R4+D.R3+E.R2+F.R+G
A =3 8 7 6 5 4 3

) Equacédo 4.9

Concentragbes medias de insulina nas esferas foram obtidas a partir dos
perfis de concentracdo resultantes das simulacdes no instante correspondente a
entrada da particula no intestino (ou saida do estbmago) e no instante referente a
saida do intestino. A diferenca entre essas duas concentracfes médias foi dividida
pela concentragdo inicial de insulina na particula (correspondente aquela definida
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para a particula ao entrar no estbmago) e expressas em porcentagem de insulina

liberada no intestino (Equacao 4.10).

Insulina

C entrada) — C saida
Liberada (%) = An )~ Can( )

Ca

.100% Equacao 4.10

0
no Intestino
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONFECCAO DE PARTICULAS DE WPI, ALG E WPI/ALG

As esferas foram facilmente produzidas pelo procedimento descrito por
DEAT-LAINE et al. (2012) com excecdo do uso individual do WPI, o qual gerou
particulas disformes quando o gel foi carregado com insulina dos dois tipos
utilizados, detemir e regular. O gotejamento deve ser feito a uma altura adequada
(aproximadamente 25 cm) para que as particulas tenham um formato esférico. De
outra maneira, foram observadas imperfeicdes que impediriam a modelagem

proposta.

Observou-se também que, durante o processo de tratamento térmico do
WPI, a auséncia de agitagdo causou o endurecimento do material, impedindo sua
extrusdo. Por isso os cozimentos foram conduzidos mantendo-se uma agitacéo

branda.

5.2 ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS

Os valores de absorbancias do corante amarelo crepusculo apresentaram
uma 6tima correlacdo de linearidade (R? = 0,9983) até a concentracdo de 20 mg/L
(Figura 5.1). O comportamento inesperado observado acima dessa concentracao

nao pode ser justificado.
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FIGURA 5.1 - RELACAO ENTRE AS CONCENTRAGCOES DE CORANTE AMARELO CREPUSCULO
E A ABSORBANCIA A 481 NM

As absorbancias para a analise espectrofotométrica com o método de
BRADFORD (1976) foram anotadas e apresentaram boa correlagéo de linearidade
até a concentracdo de 0,0353 U.l./mL (Figura 5.2).
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0,10 y = 3,485x + 0,0919
R2=0,9749
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0,00 . . .
0,00 0,02 0,04 0,06

C insulina (U.l./mL)

FIGURA 5.2 - RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE INSULINA DETEMIR E A
ABSORBANCIA A 595 NM COM USO DO METODO DE BRADFORD (1976)

Os coeficientes de determinacdo nas analises da insulina regular misturada
com as solugbes tampdo de pH 1,2 (Figura 5.3, R2=0,9994) e 6,8 (Figura 5.4,
R2=0,9996) foram também elevados.
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FIGURA 5.3 - RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE INSULINA REGULAR EM SOLUGAO
TAMPAO DE PH 1,2 E A ABSORBANCIA A 214 NM
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FIGURA 5.4 - RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE INSULINA REGULAR EM SOLUGAO
TAMPAO DE PH 6,8 E A ABSORBANCIA A 214 NM
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5.3 ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DO CORANTE AMARELO
CREPUSCULO CONTIDO EM PARTICULAS DE ALG

As concentragdes do meio de liberacdo para particulas carregadas ou nédo
foram 8,1 mg/L e 0,4 mg/L, respectivamente. Logo, a concentracdo no meio de
liberacao foi 7,7 mg/L, o que equivale a 0,385 mg de corante liberado nos 50 mL de
meio e a uma massa de 0,0385 mg de corante por particula. Os didmetros anteriores
e posteriores ao processo de liberagdo foram em média (desvio padréo) 3,43 (x0,11)
e 4,06 (£0,17) mm.

54 ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DE INSULINA CONTIDA EM
PARTICULAS DE ALG

A concentracéo de insulina lida no final do processo foi de 0,0124 U.l.mL™*
no meio de liberacdo. O teor de insulina liberada foi 0,62 U.l., equivalente a uma
média de 0,069 U.l. por particula. Esse valor estd compreendido pela faixa relatada
por DEAT-LAINE et al. (2012) (0,028 a 0,147 U.l. por particula).
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5.5 TESTES DE LIBERACAO

O comportamento da liberacdo de insulina foi avaliado em pH similares aos
ambientes estomacal (pH 1,2, quadrado) e intestinal (6,8, circulo), conforme descrito
por DEAT-LAINE et al. (2012) (Figura 5.5).
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FIGURA 5.5 — COMPORTAMENTOS DE LIBERACAO DE INSULINA DAS PARTICULAS: A) ALG —
AGULHA 18G; B) ALG — AGULHA 22G; C) ALG-WPI — AGULHA 18G; D) ALG-WPI — AGULHA 22G.
CIRCULOS E QUADRADOS REPRESENTAM OS PH'S DE 6,8 E 1,2, RESPECTIVAMENTE.
FIGURAS ABERTAS E FECHADAS REPRESENTAM A QUANTIDADE DE INSULINA ADICIONADA
AS PARTICULAS, 5% E 10%, RESPECTIVAMENTE.

Nota-se que em todos os casos a liberacdo foi mais rapida no ambiente
intestinal (circulos) quando comparado ao estomacal (quadrados). Esse fenémeno é
benéfico para evitar a perda do horménio por degradacéo proteolitica no estbmago
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(REIS, 2007) e também para disponibilizacdo desta biomolécula na regido de maior

absorcdao, intestino, e incorporacao na corrente sanguinea (SILVA et al., 2003).

Houve liberacdo mais rapida de insulina para as particulas produzidas com
maior teor de insulina (10%), exceto para os experimentos da matriz ALG-WPI com
agulha 18G em pH acido. Esse comportamento é previsto pela primeira lei de Fick,
que diz que quanto maior for o gradiente de concentragdo (entre as particulas e o
meio de liberac&o), maior sera o fluxo na direcdo da concentracdo mais baixa (meio

de liberacgéo).

E possivel perceber graficamente que a distancia entre as curvas de
liberacao intestinal e estomacal € maior para a matriz ALG do que para a ALG-WPI.
Esse fato demonstra que, em relacdo a matriz ALG-WPI, as esferas de ALG
protegem melhor a insulina no estbmago sem afetar a alta velocidade de liberacao

no intestino.

As concentragdes iniciais e os diametros de cada tipo de particula também
foram obtidos (Tabela 5.1). As concentracbes possuem valores proOXimos para 0sS
dois pH porque os dados provém de particulas produzidas através do mesmo

método (por exemplo, testes 1 e 9, 2 e 10, 3 e 11, etc.).

TABELA 5.1 — CONCENTRAGOES INICIAIS E DIAMETROS DAS ESFERAS UTILIZADAS NOS
TESTES DE LIBERACAO

Teste| Matriz | Agulha Insulina | Didmetro das Concentragdo inicial (U/100 MP*)
adicionada | esferas (mm) | Teste pH1,2 | Teste | pH6,8
119 186G 5% 4,30+0,18 1 48,3 9 48,9
2|10 ALG 10% 3,84+0,15 2 58,1 10 60,6
3|11 996G 5% 4,00+0,12 3 21,0 11 19,6
4|12 10% 3,27%0,12 4 17,9 12 17,1
5|13 186G 5% 4,37+0,10 5 49,9 13 50,4
6|14 ALG-WPI 10% 3,90+0,10 6 63,4 14 68,1
7115 299G 5% 4,23+0,08 7 28,0 15 271
8|16 10% 3,14+0,08 8 15,3 16 14,1

* MP = microparticula
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5.6 MODELAGEM MATEMATICA DO PROCESSO DE LIBERACAO

Dois modelos foram avaliados para prever a concentracdo liberada de
insulina no meio aquoso: um completo, que admite a influéncia da concentracdo da
insulina no meio de liberagdo (secdo 4.8), e um modelo simplificado, previamente

usado, que desconsidera essa influéncia (CENDON et al., 2014).

Na maioria dos casos, o modelo completo apresentou erro médio menor,
chegando a uma redugéo de quase 3% no teste 10, e coeficiente de determinacdo
maior, passando de 0,918 a 0,955 no teste 12, exceto para cinco testes; 3, 4, 5, 14 e

16 (Tabela 5.2). Isto sugere que o0 mesmo seja mais fiel para descrever o fenémeno.

TABELA 5.2 - COMPARACAO DOS RESULTADOS ENTRE OS DOIS MODELOS DESENVOLVIDOS

Modelo simplificado Modelo completo

Teste H Dab Erro Dab Erro
P (x107(-12) m?/s) | médio | R? | (x107(-12) m?/s) | médio| R?
1 5,68 4,4% | 0,898 5,88 4,2% | 0,902
2 6,37 5,7% | 0,905 6,52 5,6% | 0,909
3 6,45 4,4% | 0,955 6,34 4,5% | 0,952
4 12 6,21 5,2% | 0,955 6,48 5,3% | 0,954
5 ’ 9,13 4,5% 0,951 10,26 4,8% | 0,946
6 7,81 5,9% | 0,904 8,31 5,7% | 0,909
7 8,68 4,8% (0,932 9,76 4,4% 10,934
8 8,38 3,4% (0,975 8,60 3,4% (0,976
9 55,50 9,6% | 0,959 62,12 7,0% | 0,965
10 48,50 15,6% | 0,944 53,53 12,7% (0,954
11 56,00 5,0% | 0,992 66,77 4,3% | 0,994
12 63 48,25 30,4% /0,918 79,29 27,9%| 0,955
13 ’ 18,79 4,8% | 0,976 21,11 3,9% | 0,980
14 32,49 7,4% | 0,975 33,03 7,9% | 0,975
15 43,26 10,5% | 0,971 48,60 8,8% (0,979
16 32,44 7,5% | 0,988 36,45 7,4% | 0,985

Para o modelo proposto (se¢édo 4.8), os erros medios se mantiveram entre
3% e 9%, com excecédo dos testes 10 (12,7%) e 12 (27,9%). O menor coeficiente de

determinacao foi de 0,902 (Teste 1), chegando a valores como 0,994 (Teste 11).

O coeficiente de difusdo (Dag) € maior para o pH intestinal (6,8) do que o pH

estomacal (1,2), confirmando o comportamento verificado graficamente (Figura 5.5).



50

7

Esse aumento é mais pronunciado nas particulas ALG (aproximadamente dez
vezes) do que nas ALG-WPI (aproximadamente de duas a cinco vezes).

O coeficientes de difusdo mais baixo e mais alto foram encontrados nos
testes 1 e 12, respectivamente (Figura 5.6), confirmando que a velocidade de
liberacdo é menor no meio estomacal e maior no intestinal. E possivel observar na
Figura 5.7 que particulas compostas da mesma matriz possuem coeficientes de
difusdo semelhantes para diametros e concentragdes iniciais diferentes (testes de 1
a4,de5a8,de9al2ede 13 al6). Isso sugere a possibilidade de calcular-se um
coeficiente de difusdo médio para cada composicdo de matriz, independente do
diametro e das concentracdes iniciais de insulina das esferas. Caso isso realmente
seja possivel, os materiais normalmente utilizados para encapsular medicamentos e
suas combinacdes entre si poderiam ser caracterizados utilizando o modelo
proposto, facilitando a realizacdo de simulacbes que otimizem o planejamento

experimental no desenvolvimento de sistemas de administragcdo controlada de
farmacos.
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FIGURA 5.6 — RELACAO ENTRE OS COEFICIENTES DE DIFUSAO, OS DIAMETROS E AS
CONCENTRAGCOES INICIAIS DE HORMONIO NAS PARTICULAS. OS NUMEROS IDENTIFICAM
OS PONTOS QUANTO AO TESTE QUE REPRESENTAM.

Rasmussen, Snabe e Pedersen (2003) encontraram o valor de 35x10™% m#/s

para particulas de 2,5 mm de alginato de calcio produzidas a partir de uma solucéo
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de 2% de alginato de sédio (ndo de 3%, como no caso deste trabalho) liberando
insulina em uma solucédo de pH 7,4. Os testes 9 a 12 representam as situagdes mais
parecidas com as descritas por Rasmussen, Snabe e Pedersen (2003), sendo que
nesses testes os coeficientes variaram de 60 a 80x10™*? m2/s, relativamente
parecidos com o valor referenciado na literatura, considerando a diferenca na

composicao da matriz.

O bom funcionamento do modelo fica evidenciado graficamente na Figura
5.7. E possivel notar um 6timo comportamento preditivo quando comparados 0s

resultados do modelo e os dados experimentais.
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FIGURA 5.7 — CURVAS DO MODELO APLICADAS AOS DADOS EXPERIMENTAIS. AS CURVAS
SAO NUMERADAS INDICANDO O TESTE QUE ELAS REPRESENTAM. AS LETRAS INDICAM
PARTICULAS PRODUZIDAS COM A) AGULHA 18G E 5% DE ADICAO DE INSULINA; B) AGULHA
18G E 10% DE ADICAO DE INSULINA; C) AGULHA 18G E 5% DE ADICAO DE INSULINA; D)
AGULHA 22G E 10% DE ADIGCAO DE INSULINA. OS SIMBOLOS REPRESENTAM OS TESTES
REALIZADOS: LOSANGO, TESTES DE 1 A 4; QUADRADO, TESTES DE 5 A 8; TRIANGULO,
TESTES DE 9 A 12; E CIRCULO, TESTES DE 13 A 16.
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5.7 SIMULACAO DOS PROCESSOS DE LIBERACAO

Os perfis de concentracdo de todos os tipos de particula testados depois da
suposta passagem pelo estbmago, ou seja, o teor insulina ao entrar no intestino,
foram obtidos como resultado das simulagdes de transferéncia de massa efetuadas
em COMSOL 4.3b (Figura 5.8).

Observam-se as influéncias do diametro e da concentragao inicial de
insulina. Quanto maior o diametro, maior a quantidade residual de medicamento na
particula, j& que maiores diametros conferem uma maior massa total de insulina na
particula e dificultam a difusdo do horménio contido no centro da esfera. O aumento
da concentracdo inicial aumenta também, evidentemente, a concentracdo de

insulina nas particulas quando chegam no inicio do intestino.
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FIGURA 5.8 — DISTRIBUICAO DE INSULINA NA ESFERA PARA O INSTANTE DE ENTRADA DA
PARTICULA NO INTESTINO (UMA HORA E TRINTA E CINCO MINUTOS APOS A INGESTAO DAS
PARTICULAS)

A quantidade de horménio supostamente liberado na regido intestinal em
relacdo a quantidade total administrada oralmente foi calculada para todos os tipos
de particulas testadas (Tabela 5.3). Os valores variaram de 35,4% a 62,5%. Para
todos os didametros e concentracbes, as particulas A apresentaram uma melhor
eficiéncia de disponibilizacdo do medicamento no intestino.

TABELA 5.3 - PORCENTAGEM DE INSULINA LIBERADA NO INTESTINO

Diametro
18G 22G
ALG 5% 51,2% 62,5%
Concentracdo | 10% 55,4% 57,4%
Inicial 5% 40,3% 46,9%
ALG-WPI 10% 53,3% 35,4%

Em CENDON et al. (2014) conduziu-se o mesmo procedimento com
particulas de composicdo semelhante as ALG-WPI. As eficiéncias variaram de

0,26% (particulas de 0,79 mm) a 34% (particulas de 2,37 mm). Este ultimo grupo
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teve o valor de eficiéncia mais préximo dos observados na Tabela 5.3,
possivelmente devido a maior proximidade do didametro das esferas com os das
usadas neste trabalho (aproximadamente de 3,0 a 4,5 mm).

A Tabela 5.3 mostra que as eficiéncias foram menores para a matriz ALG-
WPI em todos o0s casos quando comparados a matriz pura de ALG. Porém, existem
outros aspectos a ser analisados quanto a inser¢cdo do WPI na matriz.

Déat Lainé et al. (2012) afirma que o WPI possui um melhor efeito de inibi¢cao
da atividade enzimatica da tripsina e da alfa-quimotripsina (41% e 67% para o WPI,
21% e 56% para o0 ALG, para as enzimas citadas, respectivamente, em 2 horas de
incubamento das enzimas com particulas carregadas com insulina). Além disso,
recentemente, Morato et al. (2013) descobriram que as proteinas do soro de leite
induzem a ativacdo do transportador de glicose GLUT-4 de maneira similar a acao
da insulina. Ou seja, mesmo que a adicdo das proteinas piore a eficiéncia de
liberacdo na regido Otima, ainda existem vantagens importantes associadas a
utilizacado desse material.

Como exemplo da possivel aplicacdo pratica das particulas na vida de um
diabético, para uma dose de 20 U.l. de insulina (similar ao que o autor aplica
diariamente em jejum), considerando uma eficiéncia de liberacdo no intestino de
aproximadamente 50% (Tabela 5.3), uma absorcéo intestinal de 10% (SILVA et al.,
2003), um degradacédo hepatica de 50% (RAMKISSOON-GANORKAR et al., 1999) e
uma concentracao inicial de 60 U.l./100MP (Tabela 5.1), seria necessario ingerir
aproximadamente 1300 particulas. Esse numero representa um volume de
aproximadamente 45 mL (para esferas com 4 mm de diametro), demonstrando que
a quantidade de particulas a ser ingerida é viavel fisicamente e possivelmente néo

causaria desconforto no paciente.
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6 CONCLUSAO

Particulas em gel podem ser produzidas com alginato (ALG) ou com
proteina isolada de soro de leite (whey protein isolate, WPI), inclusive com a
associacao desses materiais. Cuidados especiais devem ser tomados no tratamento
térmico do WPI, para evitar a gelificacdo, e no procedimento de extrusdo, para

garantir a esfericidade das particulas.

O corante amarelo crepusculo foi um 6timo composto organico modelo para
a implementacédo da metodologia de incorporacéo e liberagcdo da matriz das esferas.
A visualizacdo de sua cor facilitou o acompanhamento empirico, bem como sua

facilidade de aquisi¢ao e de custo tornaram-no conveniente.

Particulas de ALG ou da associacdo ALG-WPI (20% e 80%,
respectivamente) foram produzidas com sucesso com a incorporacao de insulina em
sua matriz. No entanto, néo foi possivel produzir particulas de WPI puro com este

hormoénio, o que sugere alteracao na interagao intramolecular do WPI.

A espectrofotometria UV-VIS foi eficiente para o estudo da dessor¢cdao dos
compostos organicos amarelo crepusculo e insulina de particulas esféricas de gel de
ALG e a associacao ALG/WPI, desde que se obedeca aos limites de
reprodutibilidade analitica e em condicbes que ndo ocorra sobreposicdo de deteccao

quantitativa.

Um modelo foi desenvolvido para estimar a evolucdo da liberacdo de
insulina das particulas de ALG ou mistas de ALG-WPI. O inchamento por absor¢éo
de agua, a geracdo térmica e o campo de velocidade das esferas foram
considerados nulos. O aumento da concentracdo de insulina no meio de liberacéo &
previsto no modelo a partir de um balan¢co de massa. O modelo foi comparado com
outro previamente desenvolvido (CENDON et al., 2014), que ndo considera a
presenca do horménio na solucdo. Ambos o0s modelos apresentaram boas
correlagbes com os dados experimentais (R? entre 0,898 e 0,992), sendo que a
consideracdo do aumento de concentracdo de horménio no meio de liberacéo

melhorou as estimativas.
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Os coeficientes de difusdo das dezesseis condi¢gdes previstas foram
calculados adequadamente, apresentando erros médios que variaram de 3,4% a
8,8% na maioria dos casos, mas que chegaram a 12,7% (teste 10) e 27,9% (teste
12). Os coeficientes para as duas matrizes apresentaram valores proximos para
diferentes condi¢cdes de diametro e concentragdo, sugerindo que a composi¢cao da
matriz € mais influente no coeficiente de difusdo médio do que os outros dois

fatores.

O método de elementos finitos aplicado em COMSOL 4.3b simulou a
liberacdo de insulina no estébmago (95 min e pH 1,2) e no intestino (235 min e pH
6,8). Assim, o teor residual da particula ao ser admitida no intestino e sua
disponibilizacdo nesse 6rgdo pode ser simulado. llustracdes da concentracao radial
de hormonio na esfera demonstram a evolucdo do fendbmeno a cada instante de

liberacao.

Além desses perfis, os teores de insulina liberadas na porcdo intestinal
também foram calculadas em relacdo a quantidade hipoteticamente administrada
oralmente. Os valores resultaram entre 35,4% (matriz ALG/WPI, menor diametro e
maior concentragéo) e 62,5% (matriz ALG, menor didmetro e menor concentragéo)
dependo do diametro da particula, da concentracao inicial e do tipo de matriz de
encapsulamento. Observou-se que a adicdo de WPI na matriz das esferas diminui a
proporcdo de horménio que € liberado na regido intestinal. Apesar desse fato,
existem outras vantagens associadas a adicdo das proteinas, como a atividade de
inibicdo das enzimas gastrointestinais que degradam o medicamento e o efeito de

diminuicao da glicemia, similar ao da insulina.

Assim, a biodisponibilidade no intestino de insulina encapsulada para
protecdo da degradacdo estomacal pode ser prevista pelo modelo proposto,
facilitando o desenvolvimento de um produto terapéutico que minimize o estresse de
insulinodependentes. Essa técnica pode ser estendida a outros farmacos que usem

sistemas de administracdo controlada.
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