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RESUMO

A quitosana tem sido estudada por sua capacidade de acelerar a cicatrizagdo e vem sendo
testada na terapia de lesdes de dificil cicatrizagdo, como em pacientes diabéticos. A
insulina atua estimulando a via de sinalizag@o de cicatrizacdo de feridas. O objetivo deste
trabalho foi produzir nanoparticulas de quitosana contendo insulina para a avaliagdo da
atividade cicatrizante em ratas diabéticas. Para a formacdo das nanoparticulas, foi
utilizado o método de gelificagdo idnica. As nanoparticulas foram analisadas segundo o
diametro, potencial zeta indice de polidispersdo. Determinou-se o grau de desacetilagao
da quitosana pela potenciométrica. Para as nanoparticulas associadas a insulina obteve-
se diametro médio de 245.9 + 25.46 nm e potencial zeta de 39.3 + 4.88 mV e PDI de
0.463 £+ 0.01. O grau de desacetilagdo médio encontrado foi de 72,95%. O ensaio de
Bradford revelou que as nanoparticulas incorporaram 97,19% =+ 2,18 de insulina. Para
avaliag@o da cicatrizagdo foram utilizadas 72 ratas Wistar divididas em quatro grupos:
sepigel (S), sepigel com insulina (SI), nanoparticulas de quitosana vazias (QV) e
nanoparticulas de quitosana contendo insulina (QI). Os grupos foram subdivididos em
trés subgrupos (n=6) conforme os tempos de analise histologica da ferida (3°, 7° e 14°
dia). A inducdo do diabetes ocorreu por meio da aplicacdo intraperitoneal da aloxana
(120mg/kg). Apds a confirmacao do estado de diabetes, os animais foram anestesiados e
as feridas confeccionadas com auxilio de um punch de 8,0mm na regido dorsal. Foram
realizadas analises macroscopicas e microscopicas. Foi possivel produzir nanoparticulas
de quitosana pelo método de gelificagdo i6nica, com didmetro e potencial zeta e indice de
polidispersdo desejados. Nao encontrou-se diferencas na taxa de retracao da ferida entre
os quatro grupos. O uso topico de nanoparticulas de quitosana vazias ou contendo insulina
na cicatrizagdo de feridas em ratos diabéticos foi capaz de estimular a proliferacdo de
células inflamatorias e angiogénese, seguida de maturacdo da ferida. Diferencas nos
dados de cicatrizacdo de feridas do grupo tratado com nanoparticulas contendo insulina e
do grupo tratado com insulina livre, podem estar relacionadas a alta estabilidade das
nanoparticulas.

Palavras-chave: Avaliacdo histologica, cicatrizacao, cicatrizacdo e gelificacdo ionica.



ABSTRACT

Chitosan has been studied for its ability to accelerate healing and has been tested in the
therapy of difficult-to-heal lesions, such as in diabetic patients. Insulin acts by stimulating
the signaling pathway for wound healing. The objective of this work was to produce
chitosan nanoparticles containing insulin for the evaluation of cicatrizant activity in
diabetic rats. For the formation of the nanoparticles, the ionic gelation method was used.
The nanoparticles were analyzed by diameter, potential zeta polydispersity index. The
degree of deacetylation of chitosan by potentiometric was determined. For the insulin-
associated nanoparticles, the mean diameter was 245.9 + 25.46 nm and zeta potential of
39.3 £4.88 mV and PDI of 0.463 + 0.01. The mean degree of deacetylation found was
72.95%. The Bradford assay revealed that the nanoparticles incorporated 97.19% + 2.18
of insulin. To evaluate the healing, 72 Wistar rats were divided in four groups: sepigel
(S), sepigel with insulin (SI), empty chitosan nanoparticles (QV) and chitosan
nanoparticles containing insulin (IQ). The groups were subdivided into three subgroups
(n = 6) according to the histological analysis times of the wound (3rd, 7th and 14th day).
The induction of diabetes occurred through the intraperitoneal application of alloxan
(120mg / kg). After confirmation of the diabetes state, the animals were anesthetized and
the wounds were made with an 8.0 mm punch in the dorsal region. Macroscopic and
microscopic analyzes were performed. It was possible to produce chitosan nanoparticles
by the ionic gelation method, with desired diameter and zeta potential and polydispersity
index. No differences were found in the rate of wound retraction among the four groups.
The topical use of empty or insulin-containing chitosan nanoparticles in wound healing
in diabetic rats was able to stimulate inflammatory cell proliferation and angiogenesis,
followed by wound maturation. Differences in wound healing data from the group treated
with insulin-containing nanoparticles and from the group treated with free insulin may be
related to the high stability of the nanoparticles.

Keywords: Cicatrization, diabetes, histological evaluation, and ionic gelling.
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CAPITULO 1. CONSISERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, desempenha multiplas fungdes
fisiologicas, tais como: protecdo contra desidratagdo, percep¢do sensorial, regulacdo
térmica e protecdo a lesdes quimica, fisica e microbioldgica, além de ser um indicador da
saude geral do individuo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). Ela, como todos os
orgdos, esta suscetivel a lesdes, que podem originar-se de traumas, queimaduras, pressao,
estase venosa ou ainda de ulceracdes secundarias a multiplas doencas (CLARK et al.,
2007). Uma vez estabelecida a lesdo, a pele tem sua func¢do de barreira afetada, podendo
servir como porta de entrada para microrganismos oportunistas. Portanto ¢ de extrema
importancia a reparacdo tecidual de forma eficaz e mais rapida possivel, diminuindo a
chance de infecgdo local e sistémica (VELNAR et al., 2009).

Estudos clinicos e experimentais mostram que o processo de cicatrizacdo de
feridas ¢ prejudicado em pacientes com diabetes (GALKOWKA et al., 2006). Além disso,
muitas dessas feridas ndo serdo cicatrizadas devido a deficiéncias funcionais e
proliferacao de patogenos, gerando, em alguns casos, a necessidade de amputar o membro
afetado, como ¢ comumente observado, por exemplo, em pacientes acometidos por
Diabetes mellitus (DM) (SHEARMAN ¢ RAWASHDEH, 2016). O DM ¢ uma doenga
cronica com manifestacdes de hiperglicemia e intolerancia a glicose, que ocorre quando
o pancreas nao produz insulina suficiente ou quando a efetividade da agdo da insulina esta
prejudicada nos tecidos, ou ambos (APIKOGLUS-RABUS et al., 2010).

Diabetes Mellitus é um importante e crescente problema de saude para todos os
paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento. Em 2015, a Federacdo
Internacional de Diabetes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, IDF)
estimou que 8,8% (intervalo de confianga [IC] de 95%: 7,2 a 11,4) da populacdo mundial
com 20 a 79 anos de idade (415 milhdes de pessoas) vivia com diabetes. Se as tendéncias
atuais persistirem, o nimero de pessoas com diabetes foi projetado para ser superior a
642 milhoes em 2040. Cerca de 75% dos casos sdo de paises em desenvolvimento, nos
quais devera ocorrer o maior aumento dos casos de diabetes nas proximas décadas (SDB,

2017).



No Brasil, dados de revisao sistematica mostraram prevaléncia de DM por auto-
relato de 5,6%, pela glicemia de jejum de 6,6%, e associando a mais de um método
diagnéstico de 11,9%. Além disso, houve aumento na prevaléncia (associagdo de mais de
um método diagndstico) entre 1980 (7,4%) ¢ 2010 (15,7%), o que pode ter sido resultado
de diagndsticos mais frequentes (TELO et al., 2016). Padroes temporais desfavoraveis de
estilos de vida observados no pais também podem ter aumentado a incidéncia de DM no
periodo, contribuindo para esse crescimento. A maior parte desses dados ndo identifica
se o individuo ¢ portador de DM 1 ou 2, mas sabe-se que aproximadamente 90% destes
corresponde a pessoas com DM 2. A variag@o global na incidéncia de DM 1 ¢ alta e no
Brasil, estima-se que ocorram 25,6 casos por 100,000 pessoas/ano, o que ¢ considerado
um indice elevado (NEGRATO et al., 2017).

Tais fatos justificam a crescente preocupagdo em relagdo a obtencdo de
medicamentos que possam acelerar o processo de cicatrizagcdo das feridas e motivam a
pesquisa por terapias alternativas. Atualmente, pesquisadores apostam em tratamentos a
base de biomateriais aliados a farmacos com alto poder cicatrizante e antimicrobiano
(NARDI, 2014). O desenvolvimento de novos materiais pela alteracdo da estrutura
quimica de biopolimeros ¢ uma area da ciéncia em pleno crescimento (GONSALVES et
al., 2011). Tais modificagdes estruturais visam alcancar novas propriedades nos
polimeros ou melhorar as caracteristicas para aplicagdes biologicas (MAYOL et al.,
2014).

A insulina age estimulando a via metabolica do processo de cicatrizagdo. Os
receptores para insulina estdo presentes em vertebrados, em quantidades que variam em
funcao do tipo de tecido. Esse hormonio pode estimular o crescimento e a diferencia¢do
celular por meio da modificagdo da atividade de enzimas e sistema de transporte proteico,
como observado pelo aumento nos niveis de expressao de moléculas sinalizadoras nas
vias metabolicas de cicatrizacao (PATEL et al., 2019).

A quitosana apresenta-se como um biopolimero promissor por possuir sitios
reativos versateis para alteracdes quimicas. Seus derivados obtidos por essas
transformagdes exibem aplicagdes biotecnologicas, biomédicas, farmacéuticas, na
agricultura e veterinaria, e na industria alimenticia (YOUNES e RINAUDO, 2015). O
desenvolvimento de novas aplicagdes para este biopolimero ¢ economicamente muito
atrativo, ja que € obtido de fontes renovaveis (SHUKLA et al., 2013).

Outras caracteristicas importantes da quitosana sdo sua biocompatibilidade,

biodegradabilidade, mucoadesividade, ndo-toxicidade e sua propriedade de adsor¢do que
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a torna bastante viavel para fabricacdo de géis, filmes, membranas poliméricas e sistemas
de liberagdo de farmacos, como nanoparticulas (JAYAKUMAR, 2011). Além disso, a
quitosana pode acelerar a cicatrizagdo de feridas e se mostra hemostatica ¢ bactericida
(YOUNES e RINAUDO, 2015).

O principal objetivo deste trabalho foi produzir nanoparticulas de quitosana

sistema carreador da insulina e avaliar a sua capacidade cicatrizante em ratas diabéticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cicatrizacao

A pele desempenha importantes fungdes, tais como, termorregulacdo corpoérea,
protecdo quimica e fisica contra agentes externos, prote¢do contra a perda de agua e
transmissdo de informacdes do ambiente para o sistema nervoso central (DIAS, 2012;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). Por ser a primeira barreira de protecdo do corpo, a
pele se encontra suscetivel a injirias ambientais que podem provocar danos a sua
integridade. Assim, ferimentos com ou sem perda de tecido podem causar desequilibrio
fisiologico a este orgdo e as estruturas protegidas por ele, deixando o organismo
vulneravel a micro-organismos patogénicos ¢ oportunistas (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO,
2017).

O processo de restauracdo da pele ¢ indispensavel a vida e quanto mais rapido
ocorrer, menor serd o tempo de exposi¢ao do organismo a uma série de patdégenos (DIAS,
2012). A reparagdo tecidual é um processo que tem sido convenientemente dividido em
trés fases que se sobrepdem de forma continua e temporal: inflamacao, proliferativa e de

remodelamento da matriz extracelular (FRANCIS-GOFORTHET et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica da fases da cicatrizagdo relacionadas ao tempo de
lesdo e correlacionadas ao tipo celular predominante. Fonte: Adaptado de MENDONCA
¢ COUTINHO-NETTO, 2009.



2.1.1 Fase inflamatoria

Apds o ferimento, o sangue extravasa e preenche a area lesada com plasma e
elementos celulares, principalmente plaquetas. A agregagdo plaquetaria e a coagulagao
sanguinea criam uma espécie de tampao, rico em fibrina, que além de restabelecer a
hemostasia e formar uma barreira que impede a entrada de microrganismos, organiza
matriz provisoria necessdria para a migragao celular. Essa matriz servird também, como
reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdo liberados durante os proximos
estagios do processo cicatricial (EMING et al., 2007).

As plaquetas, fundamentais na formacao desse tampao hemostatico, também
secretam diversos mediadores, incluindo fatores de crescimento, liberados na area da
lesdo. Entre os mediadores liberados estdo varios fatores de crescimento, como o derivado
de plaquetas (PDGF), o de crescimento transformante-p (TGF-B), o de crescimento
epidérmico (EGF), o de crescimento transformante-a (TGF-a) e o fator de crescimento
de células endoteliais (VEGF), além de glicoproteinas adesivas como a fibronectina e
trombospondina, que sdo importantes constituintes da matriz extracelular provisoria (LI
e CHEN, 2007). A ativa¢do da cascata de coagulacdo e a liberagdo dos fatores de
crescimento produzem numerosos mediadores vasoativos e fatores quimiotaticos que
auxiliam o recrutamento das células inflamatorias no local da ferida (SANTORO e
GAUDINO, 2005).

Neutrofilos e monocitos, em resposta aos agentes quimiotaticos, migram para o
leito da ferida (PERANTEU et al., 2008). Além da funcdo de fagocitose de bactérias,
fragmentos celulares e corpos estranhos, essas cé¢lulas inflamatorias produzem fatores de
crescimento, que preparam a ferida para a fase proliferativa, quando fibroblastos e células
endoteliais também serdo recrutados (BALBINO et al., 2005).

Os monocitos do sangue periférico, tanto no inicio quanto no transcorrer do
processo cicatricial, continuam a infiltrar-se no local da ferida em resposta a agentes
quimiotaticos para mondcitos, como o PDGF, por exemplo. A liberagdo dos fatores
provenientes das plaquetas, assim como a fagocitose dos componentes celulares, como
fibronectina ou colageno, contribuem também para a ativacio dos monocitos,
transformando-os em macréfagos que sdo as principais células envolvidas no controle do
processo de reparo (HARPER et al., 2014).

O macréfago ativado ¢ a célula principal do processo de reparo tecidual,

degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo danificado, como colageno,
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elastina e proteoglicanas. Além da fagocitose de fragmentos celulares, os macrofagos
também secretam fatores quimiotaticos que atraem outras células inflamatérias ao local
da ferida e produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores,
afetando a permeabilidade dos microvasos (HARPER et al., 2014). Os macrofagos
produzem varios fatores de crescimento, tais como o PDGF, o TGF-B, o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e o VEGF, que se destacam como as principais
citocinas necessarias para estimular a formagao do tecido de granula¢do (ISAAC et al,

2010).

2.1.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa ¢ onde ocorre o fechamento da lesdo. Certos eventos
caracterizam essa fase, tais como: reepitelizagdo, fibroplasia e angiogénese (LI e CHEN,
2007). A reepitelizagdo, inicia-se horas apds a lesdo, com a movimentacdo das células
epiteliais oriundas das margens e do leito da lesdo. Células da camada basal do tecido
epidermal possuem potencial mitotico latente. Em tecidos normais, este se encontra
inibido pelo contato existente entre as células pela “inibi¢do por contato”. Com a
ocorréncia de uma lesdo, este mecanismo inibitorio desaparece e as células entram
imediatamente em processo mitotico (BALBINO et al., 2005). Fibroplasia e angiogénese
compdem o chamado tecido de granulacdo responsavel pela ocupacao do tecido lesionado
cerca de quatro dias apds a lesdo. Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular
necessaria ao crescimento celular enquanto os novos vasos sanguineos levam oxigénio e
nutrientes necessarios ao metabolismo celular local (GANTWERKER ¢ HOM, 2011).

A fase proliferativa inicia-se por estimulagdo mitogénica e quimiotatica dos
queratindcitos pelo TGF-a e EGF (ISAAC et al., 2010). Tao importante quanto a
epitelizacdo, que comega nessa fase do processo de reparo, ¢ a formacdo do chamado
tecido de granulacdo, nome atribuido sobretudo pela caracteristica granular devida a
presenga de mnovos capilares neoformados essenciais ao processo de reparo
(MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009).

A migracdo das células endoteliais e o desenvolvimento de novos capilares de
estrutura tubular dependem ndo apenas das células e citocinas presentes, mas também de
uma produg¢do e organizacdo dos componentes da matriz extracelular, incluindo
fibronectina, colageno, fibronectina, tenascina e laminina, tanto no tecido de granulagdo

quanto na membrana endotelial basal (TAZIMA et al., 2008). A matriz extracelular ¢
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fundamental para o crescimento e manutencdo normal dos vasos, pois, além de dar
suporte a migragdo celular, age também como reservatorio e modulador da liberagao de

fatores de crescimento, como o FGF2 e o TGF-B (HARPER et al., 2014).

2.1.3 Fase de remodelacio

Nessa fase do processo reparagao tecidual ocorre uma tentativa de recuperagao da
estrutura tecidual normal, que ¢ marcada pela maturacdo dos elementos e alteragdes na
matriz extracelular, ocorrendo o deposito de proteoglicanas e colageno (MARTINS et al.,
2013). Em fase mais avancada, os fibroblastos do tecido de granulagdo transformam-se
em miofibroblastos comportando-se como um tecido contratil responsivo aos agonistas
que estimulam o musculo liso. Ao mesmo tempo, a matriz extracelular se reorganiza, e
se transforma de provisoria em definitiva (LAUREANO e RODRIGUES, 2011). Com o
transcorrer do processo de maturagdo e remodelagem, a maioria dos vasos, fibroblastos e
células inflamatorias desaparecem do local da ferida mediante processos de emigracao,
apoptose ou outros mecanismos desconhecidos de morte celular. As principais citocinas
envolvidas nessa fase sdo: fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL-1), PDGF
e TGF-f produzidas pelos fibroblastos, além das produzidas pelas células epiteliais como
EGF e TGF- B (DEMIDOVA-RICE et al., 2012). A reepitelizacdo, que ¢ o recobrimento
da ferida por novo epitélio e consiste tanto na migragdo quanto na proliferacdo dos
queratindcitos a partir da periferia da les@o, também ocorre durante a fase proliferativa

(MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009).

2.2 Diabetes e insulina

O péancreas ¢ uma glandula anficrina, que possui além de funcdes digestivas, a
funcao de secretar hormonios importantes, que sdo cruciais para a regulagdo normal do
metabolismo da glicose, lipideos e proteinas. Ele ¢ formado por dois tipos principais de
tecidos: os acinos, que secretam o suco digestivo no duodeno, e as ilhotas de Langerhans,
que secretam a insulina e o glucagon diretamente no sangue. As ilhotas contém trés tipos
celulares principais, alfa, beta e delta, sendo aproximadamente 60% delas do tipo beta,
responsaveis pela secrecao de insulina (GUYTON e HALL, 2017).

A insulina ¢ um hormdnio peptidico globular de 51 aminoacidos, formado por

duas cadeias, uma com 21 aminoacidos e outra com 30 aminoacidos, unidas por pontes
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dissulfeto. E sintetizada nas ilhotas pancreaticas por meio das células p como um pré-
hormdnio que posteriormente sera processado dando origem a uma molécula ativa. Este
hormdnio entdo se liga aos seus receptores ¢ ativa os sistemas de transporte de glicose
através da membrana celular (GUYTON e HALL, 2017).

Além disso, ¢ um hormonio anabolico com poderosas a¢des metabolicas e de
promogao de crescimento celular. Os efeitos metabolicos sdo observados na regulagdo
da homeostase da glicose, principalmente em tecidos hepaticos e periféricos (musculo e
tecido adiposo), apresentando também acdo integrada no metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipideos (KAPOOR, 2008). Também promove o crescimento ¢ a
diferenciacdo celular, que ocorrem por meio da modificacdo da atividade de uma
variedade de enzimas e sistemas de transporte proteico, que levam a sintese de RNA e
DNA (ANITHA et al., 2014).

O diabetes ¢ uma doenga cronica com manifestagdes de hiperglicemia e
intolerancia a glicose, que ocorre quando o pancreas nao produz insulina suficiente ou
quando a efetividade da acdo da insulina estd prejudicada nos tecidos, ou ambos
(GALLAGHER et al.,, 2007). Pode causar complicacdes agudas (hipoglicemia,
cetoacidose e sindrome hiperosmolar hiperglicémica ndo cetdtica) e cronicas, micro
(retinopatia, nefropatia, neuropatia) e macrovasculares (doenga arterial coronariana,
arterial periférica e cerebrovascular). Com o aumento mundial dos casos do diabetes, suas
complicagdes tém se tornado cada vez mais uma preocupacdo para a saude publica
(NEGRATO et al., 2017). Ha dois tipos de DM conhecidos: Diabetes mellitus dependente
de insulina (DMDI) ou diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes mellitus ndo dependente
de insulina (DMNDI) ou diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (DIAS, 2012).

A DMI ¢ caracterizada pela auséncia ou insuficiéncia de producdo de insulina
pelas células B pancreatica, tornando o paciente insulino-dependente. A perda da
capacidade de secrecdo de insulina ¢é resultado da destruicdo ou deficiéncia das células 8
nas ilhotas de Langerhans (SCHMIDT et al., 2014). A destruicdo dessas células ¢
geralmente causada por processo autoimune, o qual pode ser detectado pela presenca de
autoanticorpos circulantes no sangue periférico (antidescarboxilase do acido glutamico
ou anti-GAD, anti-ilhotas e anti-insulina). Em menor propor¢ao, a causa ¢ desconhecida
(idiopatico) (TELO et al., 2016). A destrui¢do das células beta geralmente ¢ rapidamente
progressiva. O pico de incidéncia do DM 1 ocorre em criancas e adolescentes, entre 10 e

14 anos, mas pode ocorrer também, menos comumente, em adultos de qualquer idade.



Nos adultos, o DM 1 pode ter desenvolvimento lento e progressivo de acordo com a
deficiéncia de insulina (O'NEILL et al., 2017).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) corresponde a 90 a 95% de todos os casos de
DM. Possui etiologia complexa e multifatorial, envolvendo componentes genético e
ambiental (SKYLER et al., 2017). Geralmente, o DM2 acomete individuos a partir da
quarta década de vida, embora se descreva, em alguns paises, aumento na sua incidéncia
em criangas e jovens (RAO, 2015). Trata-se de doenga poligénica, com forte heranga
familiar, ainda ndo completamente esclarecida, cuja ocorréncia tem contribuicdo
significativa de fatores ambientais. Dentre eles, habitos dietéticos e inatividade fisica, que
contribuem para a obesidade, destacam-se como os principais fatores de risco
(KEMPPAINEN et al., 2015). O diabetes tipo 2 se desenvolve quando as células B ndo
secretam insulina suficiente para acompanhar a demanda, geralmente no contexto de
aumento da resisténcia a insulina. Uma minoria de pessoas diagnosticadas com diabetes

tipo 2 também tem evidéncia de autoimunidade de ilhotas (SKYLER et al., 2017).

2.3 Influéncia do diabetes no processo de cicatrizacao

Fatores sistémicos e locais como a idade, sedentarismo, estado nutricional, uso
continuo de medicamentos, localizacdo anatdmica da ferida, presenca de infecgao e tecido
desvitalizado podem interferir no processo de cicatrizacdo da pele e retardar sua
recuperagao, representando um desafio clinico a ser superado (GANTWERKER e HOM,
2011). Dentre as doengas, merece destaque por seu comprometimento com a cicatrizagao,
o DM (BALTZIS et al., 2014).

Estudos clinicos e experimentais t€ém mostrado que o processo de cicatrizacao de
feridas esta prejudicado em pacientes com diabetes (SDB, 2017). O surgimento de uma
ferida em um organismo desencadeia uma cascata de reagdes celulares e bioquimicas com
o objetivo de reparar o tecido lesionado. Em pacientes diabéticos, este reparo ¢ lentificado
e sujeito a complicagdes, tais como dificuldade de cicatrizacdo levando a infecgdo por
patogenos oportunistas podendo inclusive, levar a amputacdo do membro afetado
(LAUREANO e RODRIGUES, 2011). Alguns mecanismos sdo apontados como fatores
importantes na diminui¢do do processo de cicatrizagdo nesta patogénese, dentre eles
merecem destaque a producdo excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS, do

Inglés Reactive Oxigen Species), diminuigdo de Oxido Nitrico (NO, do Inglés Nitric



Oxide), diminuicdo da reposta aos Fatores de Crescimento (GFs, do Inglés Growth
Factors) e das proteinas da via de sinaliza¢io da insulina (LIMA e ARAUJO, 2013).

As feridas em individuos com diabetes apresentam prolongada inflamagao, pobre
angiogénese ¢ uma menor deposi¢cao de matriz, quando comparado com a cicatrizagdo de
feridas comuns (DESTA et al., 2010). Essas lesdes apresentam na fase inflamatoria,
atraso na ativacdo dos macrofagos e leucdcitos e consequentemente menor taxa de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e fatores de crescimento como TGF-§, VEGF e
IGF, um elevado nivel de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 (PELEGRINELLI et
al.,2001; MARTINS et al., 2013).

A fase de reepitelizagdo apresenta uma inibi¢ao na proliferacdo e migragdo dos
queratindcitos. A redugdo na proliferagdo celular e uma menor contragdo da ferida sdo
devidas as elevadas taxas de citocinas inflamatoérias que estimulam o aumento de niveis
de proteases como metaloproteinase-9 (MMP-9), que s@o capazes de destruir TGF-p3 e
MEC (matriz extracelular), nas feridas de animais com diabetes. Além disso, a fase de
remodelamento ¢ marcada por uma reduzida deposicao de coldgeno em virtude da menor
proliferacdo dos fibroblastos (PELEGRINELLI et al., 2001; APIKOGLUS-RABUS et
al., 2010).

Outra via envolvida neste processo ¢ a da sinalizagcdo da insulina (figura 2),
expressa na pele intacta de animais, sendo que, com o estimulo exoégeno de insulina,
ocorre a ativagdo de proteinas. Identificou-se que as proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo de insulina em ferida cutanea de animais diabéticos estdo reduzidas em
relacdo aos animais saudaveis. Proteinas envolvidas no inicio da cascata de sinalizacdo
da insulina, ou seja, Receptor de Insulina (IR), Substrato 1 e 2 do Receptor de Insulina
(IRS-1/2), e a Serina/Treonina Quinase AKT, estdo aumentadas no tecido cicatricial
tratado com creme enriquecido com insulina (LIMA et al., 2012).

A ativagdo da AKT ¢ fundamental para a liberacdo de Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF) em feridas cutaneas, por meio de um mecanismo pos-
transcricional em queratindcitos. O estimulo com a insulina topica é também capaz de
ativar a Proteina Quinase com Atividade Mitogénica (ERK). Através da fosforilacdo das
Proteinas Quinases Ativadas por Mitogenos (MAP quinase), a ERK ativada se transloca
para o nucleo onde catalisa a fosforilagdo de fatores de transcricdo, o que leva a
proliferacdo celular ou diferenciacdo. A ERK ¢ essencial para as vias de sinalizagdo

migratdrias de queratindcitos. O aumento da liberagdo dos fatores de crescimento (GF),
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como VEGF, indica uma inter-relacdo da via de sinaliza¢do da insulina e os GF

(AZEVEDO, 2013).
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Figura 2: Esquematizacio basica do receptor de insulina. A insulina liga-se a
subunidade alfa de seu receptor, o que provoca autofosforilagio do receptor da
subunidade beta, que por sua vez, induz a atividade da tirosina quinase. A atividade da
tirosina quinase do receptor inicia uma cascata de fosforilagdo celular que aumenta ou
diminui a atividade das enzimas, incluindo os substratos dos receptores de insulina que
medeiam os efeitos da insulina sobre a glicose, lipideos e metabolismo proteico. Por
exemplo, os transportadores de glicose sdo translocados para a membrana celular para

facilitar a entrada da glicose na célula.

2.4 Nanotecnologia e o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas

A nanotecnologia refere-se ao desenvolvimento de estruturas em escala molecular
e o controle de materiais em uma escala atdmica, ou seja, por volta de dois décimos de
um nandmetro. Assim na nanotecnologia realiza-se o estudo e manuseio de estruturas
entre 1 e 100 nanémetros, em que um nandémetro equivale a um bilionésimo de um metro
(10° m) (NEVES, 2014). As for¢as que influenciam o comportamento da matéria em
escala nanométrica ndo sdo as mesmas que influenciam a matéria em escala macrométrica

como, por exemplo: gravidade, solubilidade, condutividade térmica e elétrica, entre
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outros. Na escala nanométrica, as particulas tém uma area superficial muito maior em
relagdo ao volume, o que aumenta sua interagdo quimica (SAINI ef al., 2010). Além disto,
as forgas eletrostaticas sdo as que mais influenciam nas caracteristicas do material na
nanoescala (SINGH e LILLARD, 2009).

A nanotecnologia tornou-se um dos principais focos de pesquisa,
desenvolvimento e inovagdo em paises industrializados. Atualmente a nanociéncia esta
sendo utilizada para criar novos materiais, produtos e processos por meio da manipulagao
de atomos e moléculas. Assim, a formulacdo de nanoparticulas poliméricas tem papel
fundamental na pesquisa aplicada a saude (YOUNES e RINAUDO, 2015).

Segundo Aouada (2009), as nanoparticulas poliméricas sdo representadas pelas
nanocapsulas e nanoesferas, que diferem quanto a composi¢ao e organizagao estrutural.
As nanocapsulas, constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um
nticleo oleoso, apresentam o farmaco de interesse solubilizado no centro ou presente na
parede do polimero. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam oleo em sua
composi¢do. Sdo formadas por uma matriz polimérica (Figura 3), a qual ndo possui
diferenciag¢do de ntcleo, tratando-se, portanto, de uma matriz mais homogénea. Nessas
nanoesferas, o firmaco pode encontrar-se na superficie, interior ou de forma dispersa na

matriz.

Nanocipsulas Nanoesferas o
parede polimérica - matriz polimérica
PP i &
micleo aquoso/ { -
oleoso . " farmaco
farmaco ~

Figura 3: Representacdo das nanoparticulas poliméricas. Fonte: Adaptacdo de YOUNES
e RINAUDO, 2015.

As nanoparticulas poliméricas estdo sendo cada vez mais estudadas por suas
propriedades de liberagdo sustentada e por alcancar sitios especificos de agdo de
farmacos. Um material que vem se destacando e sendo largamente utilizado ¢ a quitosana,
um polissacarideo de alto peso molecular obtido através da desacetilagdo parcial da
quitina formado por cadeias de monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas com

grupos amino disponiveis para reacdes (ING et al., 2012).
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2.5 Caracteristicas da quitina e quitosana

A quitina € um biopolimero distribuido em grande quantidade na natureza, sendo
encontrada como microfibrilas cristalinas dispostas ordenadamente formando os
componentes estruturais dos exoesqueletos de insetos, crustaceos e na parede celular de
fungos e algumas bactérias (DOUNIGHI et al., 2012). E um polissacarido nido ramificado
a base de glicose, assim como a celulose. No entanto a celulose apresenta no carbono C-
2 um grupo hidroxila, enquanto a quitina apresenta um residuo acetaminado. A quitina
possui estrutura linear formada por mondmeros de N-acetil-D-glucosamina, unidos por

meio de ligacdes glicosidicas do tipo -1,4 (Figura 4) (YOUNES e RINAUDO, 2015).

CH20H CHa0H
H
H AL
OH H OH
H

H WHCOCH 3 H 3 n

Figura 4: Estrutura quimica da quitina poli (N-acetil-B-D-glucosamina). Fonte:

Adaptado de LIMA e ARAUJO, 2013.

A quitosana ¢ um biopolimero obtido a partir da N-desacetilacdo alcalina parcial
da quitina e se apresenta na forma de um copolimero formado por unidades estruturais de
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(GlcNAc) unidas por ligagoes glicosidicas do tipo § (1—4) (Figura 5), em que as unidades
estruturais de glicosamina (GIlcN) estdo sempre em maior propor¢ao (DEEPTHI et al.,

2016).

—'nN

Figura 5: Estrutura quimica da quitosana. Fonte: Adaptado de LIMA e ARAUJO, 2013.
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Na obtencdo da quitosana por meio da N-desacetilacdo da quitina, os grupos
acetamido (-NHCOCH3) das unidades de N-acetilglicosamina (G/-NAc) remanescentes
do precursor sdo convertidos em grupos amino (—-NHz), em porcentagens variadas, para
originar o heteropolissacarideo com diferentes graus médios de substituicdo (NEVES et
al., 2014). O produto da desacetilacdo da quitina passa a ser chamado de quitosana apenas
quando o grau de desacetilagdo torna-se igual ou superior a 60% (Figura 6). A partir dessa
porcentagem esse biopolimero torna-se solivel em solucdes acidas (ANITHA et al.,
2014). Como resultado das diferentes quantidades de unidades acetiladas, quitina e
quitosana apresentam distintos niveis de solubilidade. A quitina ¢ insolivel na maioria
dos solventes, enquanto que a quitosana ¢ solivel em solugdes aquosas de acidos

organicos e inorganicos (DEEPTHI ez al., 2016).

CH3 CH,
co
cHon &
"\_ — °: *Cr’ ﬁ&—— o Hoﬁ\o:
HO- °“- —~———0
CH,OH NH, CH,OH
CH3 Quitina
Desacetilacio
alcalina ou
enzimatica
cus
CHyOH
HEZA . /‘—"/F,, H ﬂ,_ )
H; CHLOH CH,0H
Quitosana

Figura 6: Representacdo quimica do processo de desacetilagdo da quitina para obtencdo

da quitosana. Fonte: Adaptado de LIMA e ARAUJO, 2013.

2.6 Propriedades da quitosana

Geralmente a quitosana ¢ insoluvel em solu¢des aquosas como pH acima de 7.
Mas ¢ soluvel na maioria das solu¢des de acidos organicos com pH inferior a 6,0, como
acido glutamico, acido cloridrico, acidos lactico e acético. Apods a dissolucdo em meio
acido, ocorre a protonacdo dos grupos amino livres, tornando a molécula carregada
positivamente. Assim a quantidade de grupos aminos protonados (-NH**) na cadeia
polimérica influencia diretamente a solubilidade da quitosana (FERREIRA et al., 2009).

Quanto maior a presenca desses grupos, maior sera a repulsdo eletrostatica entre
eles e maior sera sua solvatagdo em agua (SHALUMON et al., 2010). Com isso, as

diversas aplicacdes da quitosana dependem do conhecimento da porcentagem de grupos
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amina (-NH») presentes na cadeia (RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015). O pH do
solvente utilizado, assim como a concentragdo e peso molecular da quitosana interferem
diretamente na viscosidade dos biopolimeros obtidos (NEVES et al., 2014). A alta
hidrofilicidade da quitosana, devida ao elevado niimero de grupos hidroxila e grupos
amino presentes na cadeia polimérica, permite sua utilizagdo como biomaterial na forma
de nano e microparticulas, gel ¢ membrana em diversas aplicagdes, como veiculo de
liberagdo de farmacos, bandagens, géis injetaveis, membranas periodontais e
nanoparticulas (TAMURA et al., 2010).

Ha uma gama de estudos relacionados a quitosana, abrangendo diversas areas,
englobando principalmente, aspectos nos ambitos farmacéuticos e quimicos. Além disso,
este biopolimero vem se destacando na area de alimentos funcionais, por apresentar
segundo, caracteristicas que ajudam a promover redug¢do do colesterol e perda de peso
(SUDHEESH KUMAR et al., 2013). Quitosana pura ou carreando colageno e FGF
também se mostraram eficazes no reparo de lesdes de dificil cicatrizagdo. Estas
formulagdes foram avaliadas na forma de esponja e hidrogel em feridas de ratos
diabéticos nos quais foram capazes de acelerar o processo de cicatrizagdo e contragdo da
ferida, atuando também como sistemas de liberacdo controlada do fator de crescimento

(JAYAKUMAR et al., 2011; DIAS, 2012).

2.7 Propriedades cicatrizantes da quitosana

Um grande numero de grupos de pesquisa dedica-se a produgdo de novos ¢
melhorados curativos, sintetizados pela modificacdo de materiais biocompativeis. As
estratégias estdo focadas na aceleracdo do reparo da ferida por materiais curativos
sistematicamente projetados (SUDHEESH KUMAR ef al., 2013). Especialmente, os
esfor¢os estdo focados no uso de materiais biologicamente derivados, tais como, quitina
e seus derivados, que sdo capazes de acelerar os processos de cura nos niveis molecular,
celular e sistémico (JAYAKUMAR et al., 2011). A quitina ¢ um material biologico de
facil obtencdo e baixo custo obtido a partir do esqueleto dos invertebrados, bem como da
parede celular dos fungos. A quitina e seu derivado, a quitosana, sdo agentes
biocompativeis, biodegradaveis, ndo toxicos, antimicrobianos e hidratantes. Por conta
destas propriedades, apresentam boa biocompatibilidade e efeitos positivos na
cicatrizag¢do de feridas (ANITHA et al., 2014). Estudos mostraram que os curativos a

base de quitina podem acelerar o reparo de diferentes tecidos, facilitando a contragdo de
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feridas e regulando a secre¢do dos mediadores inflamatorios, como interleucina 8,
prostaglandina E, interleucina 1 e outros (MAYOL et al., 2014).

Nas feridas, a quitosana fornece uma matriz ndo proteica para o crescimento de
tecido e ativagdo de macrofagos para atividade tumoricida, além de estimular a
proliferacio celular e a organizagio do tecido histoarterial. E um hemostatico, que ajuda
na coagulacdo natural do sangue e bloqueia as terminagdes nervosas, reduzindo a dor
(Figura 7). Ela gradualmente se despolimeriza, liberando N-acetil-p-D-glucosamina, que
ativa a proliferacdo de fibroblastos, ajuda na deposicdo de colageno e estimula o aumento
do nivel de sintese de acido hialurénico natural no local da ferida (DEEPTHI et al.,

2016).

Minimiza as
cicatrizes

Fornecer suporte para
o crescimento celular }
\( £

Forma barreira

contra infecgdo \ - A
" - . &

Elevaa [ gt
coagulagdo
natural do
sangue

Fortalece o
novo tecido

Fornece proteinas
para cicatrizacio

Absorve fluidos
da inflamacdo

Blogueia as
terminagdes nervosas
para reduzir a dor

Figura 7: Representagdo esquematica das propriedades requeridas do material de

curativo. Fonte: Adaptado de PAUL e SHARMA, 2004.

A Figura 7 representa o mecanismo de acdo da quitosana em feridas. Ela também
contribui na cicatrizagdo mais rapida de feridas e na prevencdo de cicatrizes
(RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015). A quitosana pode ser facilmente processada
em hidrogéis (TAMURA et al., 2010), membranas (MADHUMATHI e¢ al., 2009),
nanofibras (SHALUMON et al., 2010), beads (JAYAKUMAR et al., 2006), micro e
nanoparticulas (DEV et al., 2010), scaffolds (PETER ef al, 2009), e esponjas
(PORTERO et al., 2007) para varios tipos de aplicacdes biomédicas, como entrega de
drogas e genes (JAYAKUMAR et al., 2010a), cicatrizagdo de feridas (TAMURA et al.,
2010) e engenharia de tecidos (JAYAKUMAR et al., 2010d; TAMURA et al., 2010).
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O processo de biodegradacdo da quitosana empregada em tratamento de feridas
ocorre através da sua despolimerizacdo realizada por lisozimas e N-acetil-B-D-
glucosaminidase, uma enzima lisossdmica (figura 8). A hidrolise da quitosana resulta em
acucares que sdo reabsorvidos e na liberacdo de N-acetilglicosamina, glicosamina e
outros oligdmeros da quitosana que desencadeiam a ativagdo de macrofagos, promovem
a deposicdo de coldgeno e também sdo incorporados como componentes da matriz
extracelular. A cicatrizagdo resultante da atividade da quitosana se mostra com deposic¢do
correta de colageno e a presenga normal de células (DEEPTHI et al., 2016). Segundo
Harper et al., (2014), a granulagao e organizacao do tecido cicatricial sdo provocadas pelo
aumento das células inflamatorias devido a agdo da quitosana, ja que a mesma exerce

acdo sobre células polimorfonucleares, macrofagos e fibroblastos.

Macréfaso * Lizozima e quitinase humana
quitosana
quitolizdémeros
N-acetylglucosaminidase ——————» i \u Deposigio
oxido nitrico ) ordenada de
mtérferon MOonomeros colageno
espécies reativas de omgénio (ROS) * /'
fator de necrose tumoral o (TNF-a) Proliferacio

v

interlencina-1 (IL-1) de fibroblastos

Figura 8: Mecanismo de acdo da quitosana em feridas. Lisozimas produzidas por
macrofagos e quitinase humana hidrolisam a quitosana em oligdmeros de quitosana, os
quitoligbmeros, que ativam os macrofagos que irdo aumentar a producdo de N-acetil-
glucosaminidase, quitinase e lisozima, que catalisam a despolimerizacdo total a
monomeros que se tornam disponiveis aos fibroblastos, que irdo se proliferar pela agdo
de IL-1, produzida pelos macrofagos e orientam a deposicao de colageno juntamente com
os quitoligdmeros. A ativacao dos macrdofagos pelos quitoligomeros também desencadeia
a producdo de 6xido nitrico, interferon, espécies reativas de oxigénio (ROS) e fator de

crescimento tumoral o (TNFa). Fonte: adaptagdo de MUZZARELLI, 1997.

2.8 Nanoparticulas de quitosana e suas aplicacées
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As nanoparticulas de quitosana estdo sendo amplamente empregadas para
carreamento e liberagdo de diferentes tipos de farmacos, uma vez que, conferem protecao
ao principio ativo, ¢ atdxica e biocompativel, ndo causando reagdes alérgicas e nem
rejeicdes e por propiciar a possibilidade de administragdo do farmaco por diferentes
rotas. Sua degradagdo ocorre de forma lenta e resulta em produtos agucares aminados,
que sdo absorvidos pelo proprio organismo (LI et al., 2011).

A liberagao do farmaco carreado pela quitosana ocorre através da sua degradagao
provocada principalmente por lisozimas, o que a torna um polimero biodegradavel
(DEEPTHI et al., 2016). De acordo com Gongalves et al., (2011), a taxa de liberagdo do
farmaco a partir de matrizes de quitosana ¢ relacionada com pH do meio em que a mesma
se encontra, portanto sofre alteracdes de acordo com as mudancas do pH. A porosidade
da nanoparticula e a solubilidade do farmaco também influenciam na taxa de liberacao.

As aplicacdes das nanoparticulas sdo as mais diversas, principalmente na area
biomédica. Mokarram e Alonso (2006) estudaram nanoparticulas de quitosana como
forma de melhorar a entrega de vacinas pela rota nasal para o toxoide da difteria. Foi
demonstrado que as nanoparticulas conseguiram se associar de forma eficiente ao
toxoide bem como realiza¢do do carreamento e entrega pela rota nasal com consequente
aumento da resposta imune humoral em modelo murino, quando comparado com a forma
tradicional da vacina. Por fim concluiram que as nanoparticulas de quitosana sdo grandes
promissoras para entrega de vacinas pela rota nasal.

Outro exemplo se da por Roy et al,, (1999) com a estratégia de entrega oral de
DNA carreado por nanoparticulas de quitosana. O sistema de entrega foi sintetizado com
plasmideo contendo gene alérgeno ao amendoim e quitosana. A administragdo em
camundongos resultou na expressdo do gene no epitélio intestinal, producdo de
imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina G2 (IgG2), reducdo na anafilaxia induzida
por alérgeno e também na quantidade de Imunoglobulina E (IgE). Demonstraram que as
nanoparticulas de quitosana carreando DNA sdo eficientes para modular respostas
anafilaticas em murinos e seriam uteis para profilaxia no tratamento de alergias a
alimentos.

Lima et al., (2012) utilizaram um creme de insulina com concentragdo de 0,5 Ul/g
em um estudo sobre a avaliagdo da cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos.
Verificaram que quando a pele ferida de ratos diabéticos ¢ tratada com um creme de
insulina topico, ocorre uma aceleragdo da cicatrizacdo de feridas, em associacdo com uma

recuperagdo nas proteinas das vias de sinalizag@o de insulina.
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2.9 Preparo das nanoparticulas de quitosana

Diversos métodos podem ser empregados para a construgdo de nanoparticulas de
quitosana, como: gelificacdo idnica, emulsdo, sintese com carboximetil celulose,
formulagdes utilizando glutaraldeido, sintese com alginato, coacervagdo, ¢ a
polimerizacdo micelar com poli(metacrilato de hidroxietilo) reversa (PINHO et al.,
2014).

A gelificag@o i6nica exibe uma série de vantagens quando comparada a outros
métodos: as nanoparticulas sdo obtidas espontaneamente sob brandas condi¢des de
controle e sem a necessidade de aumento de temperaturas, solventes organicos ou de
sonicagdo (Figura 9). Nesse método, a quitosana precisa passar pelo processo de
reticulacdo (CALVO et al., 1997). O objetivo das reacdes de reticulagdo ¢ promover
alteracdes em certas propriedades do biopolimero, como, estabilidade quimica e térmica,
rigidez estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em quelacdo e capacidade de

imobilizacdo proteica e celular (PINHO et al., 2014).
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Figura 9: Interacio entre quitosana (cationica) e TPP (anionico). Reticulacdo da
quitosana por forgas eletrostaticas entre a quitosana com cargas positivas € TPP com

cargas negativas. Fonte: adaptado de PAZ et al., 2011.

As caracteristicas fisico-quimicas da quitosana utilizada, assim como as condi¢des
reacionais empregadas influenciam o processo de reticulacdo. A razdo para esse tipo de

modificacdo quimica da quitosana deve-se a aplicagdao do produto final (UPPALAPATI
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et al., 2016). Por exemplo, a fabricacdo de adsorventes e de resinas de pré-concentragao
requer biopolimeros resistentes a meios fortemente acidos; assim, a reticulagdo quimica
¢ capaz de conferir essa propriedade aos polimeros (JAFARINEJAD et al., 2012).

No desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos ha a
necessidade de matrizes permeaveis a agua e capazes de reter, transportar e liberar as
substancias eficientemente, por esse motivo, algumas reticulagdes sdo capazes de suprir
tais exigéncias (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009). Quanto a imobilizacdo de
biocomponentes, faz-se necessario manter ao maximo as fungdes e atividades desses
materiais biologicos, fato que a quitosana reticulada também ¢ capaz de proporcionar
(UPPALAPATI et al., 2016). O tripolifosfato de sodio (TPP) ¢ um anion multivalente
que tem sido estudado como um agente reticulante alternativo a outros reticuladores
devido a sua baixa toxicidade e baixo custo. Apresenta-se na forma de um p6 branco,
pouco higroscopico e soltivel em agua (NASTI ez al., 2009).

Na gelificagdo i6nica, a quitosana ¢ dissolvida em solucdo aquosa acida (pH 4-6)
para se obter uma solucdo cationica. Esta solucdo ¢ adicionada gota a gota sob agitacdo
constante a solucdo polianidnica de TPP (pH 7-9). Nesse processo, as nanoparticulas
forma-se imediatamente através de ligacdes inter e intra moleculares criados entre
fosfatos do TPP e as aminas da quitosana (AJUN et al., 2009). Pode-se alterar o tamanho
da particula de quitosana e a carga de sua superficie pela variagdo nas condig¢des de
fabricacdo, como a proporg¢ao entre o TPP e a quitosana, a concentragdo e pH da dispersdo

de quitosana (NASTI et al., 2009).

2.10 Sepigel

O gel de Sepigel ¢ um agente espessante, emulsionante e estabilizador para
emulsdes que possui como vantagens ser fluido, neutro e de facil incorporacdo,
fornecendo instantaneamente o gel. E capaz de espessar meios aquosos muito 4cidos ou
muito alcalinos (pH 2 a 12, dependendo da concentrag@o do polimero). A viscosidade das
emulsdes obtidas ndo se altera no decorrer do tempo (FERREIRA, 2010). Quando se
adiciona agua ao sepigel, sua emulsdo se inverte, a 4gua promove o inchamento do
polimero, formando, instantancamente, uma rede polimérica que ird promover o
espessamento do meio e se estabilizar em poucos segundos. Esse tipo de polimero permite

a produgdo de emulsdes a frio com agitacdo moderada, simplificando o processo de
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produgio. E um emulsionante e espessante adequado para formulagdes com condigdes
extremas (CORREA, 2012).

E compativel com todos os solventes polares, como 4alcool, acetona,
propilenoglicol, glicerol, e sua viscosidade ndo ¢ afetada mesmo com exposicdo
prolongada aos raios UV, como ocorre com a grande maioria dos polimeros. O que
possibilita a obten¢do de emulsdes a temperatura ambiente e pode ser usado em altas
temperaturas para esterilizacdo sem afetar a estabilidade (FERREIRA, 2010).

Diante de tais fatos, este trabalho apresenta uma abordagem inovadora pela
utilizagdo de nanoparticulas de quitosana contendo insulina como proposi¢do de uma
terapia alternativa para o tratamento de feridas em pacientes diabéticos. Este projeto visa,
portanto, contribuir para o desenvolvimento cientifico e também melhorar a qualidade de

vida dos milhares de pacientes diabéticos que apresentam feridas de dificil cicatrizagdo.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Producdo e caracterizacdo de nanoparticulas de quitosana associadas a insulina

para o tratamento de feridas em ratas diabéticas.

3.2 Objetivos especificos

Determinar o grau de desacetilagcdo da quitosana.

Preparar nanoparticulas de quitosana contendo ou nao insulina.

Caracterizar as nanoparticulas quanto ao tamanho, indice de polidispersdo, potencial

zeta.

Mensurar o percentual de associa¢do da insulina as nanoparticulas de quitosana.

Avaliar a estabilidade das nanoparticulas contendo ou ndo insulina.

Realizar a microscopia eletronica das nanoparticulas.

Induzir o diabetes tipo 1 nos animais.

Induzir as feridas nos animais diabéticos

Realizar testes de eficacia terapéutica em modelo murino para feridas de diabéticos.

Acompanhar a evolugdo do processo de cicatrizagdo das feridas cutaneas por meio de

avaliagdo macro e microscopica em modelo murino para feridas de diabéticos.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA E DAS
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Grau de desacetilacio (GD) da quitosana in natura

Como existem técnicas distintas para quantificar o grau de desacetilacdao (GD) da
quitosana, a escolha deve ser realizada optando-se pelo método mais confiavel a que se
tem acesso ja que frequentemente as diferentes técnicas fornecem resultados distintos. A
titulagdo potenciométrica foi escolhida neste trabalho em funcdo da simplicidade e
precisdo. A medida do grau de desacetilagdo da quitosana € muito importante, pois mede
o percentual de grupos amino disponiveis nas cadeias da quitosana que influenciam as
propriedades  fisico-quimicas do polimero como solubilidade, viscosidade,
comportamento polieletrolito, reatividade, estabilidade e, por consequéncia, a sua
aplicabilidade.

Para a determinacdo do grau de desacetilagdo da quitosana foi realizada a titulagdo
potenciométrica para a quantificagdo dos grupamentos aminos presentes na estrutura do
polimero. Uma amostra de 0,2g de quitosana foi diluida em 20 mL de acido cloridrico
(HCl) 0,IM e 100mL de agua destilada, deixada em repouso durante 12 horas para
melhorar a solubilidade da quitosana. Apos este periodo a dispersdo de quitosana, sob
agitacdo constante, foi titulada, com o auxilio de uma pipeta, com uma solugdo de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,1M. A solugao titulante foi adicionada por gotejamento e a
cada volume de 0,5mL foi registrado o pH da dispersdo de quitosana com o auxilio de um
pHmetro até alcancar o pH final 12. Para garantir maior confiabilidade dos resultados
todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

A curva dos valores de pH em fun¢@o do volume de titulante deve apresentar dois
pontos de inflexdo que correspondem a neutralizagdo do excesso de acido forte e dos
grupos amino do polimero. A diferenca entre estes dois pontos de equivaléncia
corresponde ao volume de base requerido para neutralizar os grupos amino da quitosana.

O GD das amostras foi calculado utilizando-se a equacao abaixo.
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M (V1-V2)161
%GD = T X 100

Onde M ¢ a concentra¢do da solu¢do de NaOH em mol L1, V; e V2 sdo os volumes
de NaOH (mL) utilizados para neutralizar o excesso de HCI na solu¢do e a neutralizacdo
dos grupamentos amino presentes no polimero, respectivamente, 161 ¢ a massa molar da
unidade monomérica da quitosana e W ¢ a massa de amostra de quitosana em mg utilizada
na titulagdo. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Nano & Biociéncias

(LANAB) do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP/UFQG)

4.2 Preparo das nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana foram preparadas pelo método de gelificagdo
ionica com adaptagdes do protocolo descrito por Calvo et al., 1997. De modo geral, uma
solugdo de tripolifosfato de sodio (TPP) foi adicionada a uma dispersdo de quitosana na
proporcao de 3:0,8, ou seja, 8mL de TPP em 15 mL de solucdo de quitosana (Sigma-
Aldrich).

Para o preparo da dispersdo de quitosana, diluiu-se 30mg de quitosana (Sigma-
Aldrich) em uma solugéo contendo 10 mL de agua mili-Q com 87 pL. de acido acético
0.1M. O polimero foi dissolvido por 40 minutos com a utilizagdo do Utraturrax. Em
seguida o pH da dispersao foi ajustado para o valor de pH 4.4 com adigdo de solugéo de
NaOH 0.1M e o volume final da dispersdo foi ajustado para 15 mL com dgua mili-Q. Em
seguida preparou-se uma solucdo de tripolifosfato de s6dio (TPP) diluindo-se 8mg de
TPP 8 mL de 4gua mili-Q.

Para o preparo da solucdo de insulina (1mg/ml), utilizou-se a Recombinant
Human Insulin da marca Sigma-Aldrich. Diluiu-se 10mg de insulina em 10 mL de acido
cloridrico (HCI) 0,01N. Em seguida ajustou-se o pH para 8,0 utilizando hidréxido de
sodio (NaOH) 0,1M, seguindo as instru¢des do fabricante. A concentragdo de insulina
utilizada refere-se ao estudo realizado por Lima et al., (2012) que foi considerado o mais
adequado para o tratamento de feridas em ratos diabéticos. Com base nesse estudo,
objetivou-se associar as nanoparticulas de quitosana uma quantidade de 0,5 Unidade
Internacional (UI) de insulina por mL. Para isso, preparou-se uma solucdo de insulina
(Sigma-Aldrich) contendo 0,7 Ul/mL, equivalente a 0,026 mg/mL de insulina (1mg de

Recombinant Human Insulin equivale a 27,5 UI). Utilizou-se uma solugdo com
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concentragdo 0,7 Ul/mL com objetivo de associar as nanoparticulas de quitosana 0,5
Ul/mL (0,018 mg/mL). Cada mL da solug@o apresenta 0,026mg de insulina. Assim, para
23mL de dispersdao de nanoparticulas (15mL de dispersdo de quitosana mais 8mL de
solugdo de TPP), adicionou-se 0,598mL (598 uL) de solugdo de insulina (1mg/mL).

Para o preparo das nanoparticulas de quitosana, adicionou-se 200 puL a cada vez
da solucdo de TPP aos 15 mL da dispersdo de quitosana agitagdo a 150 rpm. Ao término
da adicdo de todo o volume da solucdo de TPP a toda dispersdao de quitosana, a mesma
permaneceu sob agitagdo pelo periodo de uma hora. Apos o preparo das nanoparticulas
de quitosana, esta foi colocada em uma coluna centricon 30 Kda da Millipore a 3000g
por 30 minutos.

Para o preparo das nanoparticulas de quitosana contendo insulina, a solugao de
insulina foi acrescentada aos 8mL de solu¢do de TPP (1mg/mL), e logo em seguida,
adicionada, por gotejamento, aos 15 mL de dispersdo de quitosana (2mg/mL), sob
agitacdo a 150 rpm. Ao término da adi¢do de todo o volume da solugdo de TPP a toda
dispersdo de quitosana, a mesma permaneceu sob agita¢do pelo periodo de uma hora. A
preparacdo das nanoparticulas com insulina seguiu o mesmo protocolo utilizado para a
obtencdo das nanoparticulas vazias, ou seja, apos o preparo das nanoparticulas de
quitosana com insulina, esta foi colocada em uma coluna centricon 30 Kda da Millipore
a 3000g por 40 minutos. A insulina ndo associada as nanoparticulas de quitosana

atravessa o filtro centricon e € coletada para o ensaio de eficiéncia de associacao (EA).

4.3 Eficiéncia de associacdo (EA) das nanoparticulas de quitosana com insulina

Para determinacdo da eficiéncia de associagdo (EA) entre as nanoparticulas de
quitosana e a insulina foi construida uma curva padrdo, com o objetivo de quantificar a
insulina ndo associada as nanoparticulas. Para isso, diluiu-se uma solucao de insulina em
sobrenadante de nanoparticulas de quitosana vazias em 10 diferentes concentragdes: 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39 pg/mL. Colocou-se 160 pL de cada uma
das 10 diferentes dilui¢des em uma placa de ELISA de 96 pogos e acrescentou-se 40 pLL
do reagente Bradford. A leitura do espectro foi realizada em leitor de ELISA, no
comprimento de onda de 595 nm. O sobrenadante das nanoparticulas vazias foi utilizado
como o branco nas medi¢des. Com o auxilio do software Excel os valores obtidos no

leitor de ELISA foram utilizados para a construgdo da curva padrao.
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Ap6s o preparo das nanoparticulas de quitosana com insulina, esta foi colocada
em uma coluna centricon 30 Kda da Millipore a 3000g por 40 minutos. O filtrado
contendo a insulina livre (ndo associada a nanoparticula) foi coletado e utilizado no
ensaio de eficiéncia de associa¢do. As medi¢des foram realizadas com 160 pL do filtrado
das nanoparticulas com insulina, mais 40 pL do reagente de Bradford em placa de ELISA
de 96 pogos. A leitura do espectro foi realizada em leitor de ELISA, no comprimento de
onda de 595 nm. O sobrenadante das nanoparticulas vazias foi utilizado como o branco

nas medigdes. A eficiéncia de associacdo (EA) foi calculada usando a seguinte equacdo:

EA = insulina total — insulina livre x 100

insulina total

4.4 Preparo das formulacoes

De acordo com cada grupo um dos quatro grupos experimentais ajustou-se a
concentragdo das formulagdes que foram aplicadas sobre as feridas. O sepigel foi
utilizado como espessante em todas as formulagdes, com o objetivo de evitar que as
solugdes escoassem logo que fossem aplicadas sobre os feridas das ratas. Utilizou-se 100
pL das quatro formulagdes sobre as feridas.

Para o animal tratado com o veiculo puro, preparou-se uma formula¢io contendo
agua mili-Q autoclavada e sepigel. Pesou-se 0,03 g de sepigel e acrescentou-se 1mL de
agua mili-Q autoclavada. Para a formulagdo do animal com ferida e tratado apenas com
insulina, ajustou-se a concentracdo da solucdo de insulina, de modo que cada 100 pL da
solug¢do contenha 0,5 UI de insulina. Pesou-se 0,03 g de sepigel e acrescentou-se ImL
dessa solug@o de insulina. Para a formulagdo do animal tratado com nanoparticulas de
quitosana vazias, ajustou-se a concentracdo da dispersdo de nanoparticulas de quitosana
sem insulina de modo que ficasse igual a concentracdo nanoparticulas contendo insulina.
Pesou-se 0,03 g de sepigel e acrescentou-se 1mL da dispersdo nanoparticulas sem
insulina. Quanto a formulagdo para o animal tratado com nanoparticulas de quitosana
contendo insulina, utilizou-se como base a eficiéncia de associacdo (EA) entre as
nanoparticulas de quitosana e insulina e ajustou-se a concentragdo da dispersdo de
nanoparticulas com insulina, de modo que cada 100 pL da solugdo contenha 0,5 UI de

insulina. Pesou-se 0,03 g de sepigel e acrescentou-se 1mL da dispersdo nanoparticulas
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contendo insulina. Em seguida realizou-se uma mistura leve de modo que a dispersdo
adquirisse consisténcia de gel. Para todas as formulag¢des realizou-se uma mistura leve de

modo que a dispersdo adquirisse consisténcia de gel.

4.5 Caracterizacio das nanoparticulas de quitosana

4.5.1 Tamanho médio, potencial zeta e indice de polidispersao (PDI) das

nanoparticulas de quitosana

O tamanho médio das nanoparticulas foi determinado pela técnica de
espalhamento dindmico da luz (do inglés, Dynamic Light Scattering) a partir do didmetro
hidrodinamico. O espalhamento de luz foi detectado em um angulo de 90° e a 25 °C.
Determinou-se o indice de polidispersdo, que avalia a variancia relativa (homogeneidade)
dos didmetros de particulas em dispersdo. Ou seja, indice de polidispersdo mede a
homogeneidade da distribui¢do do tamanho das nanoparticulas na amostra variando de 0
a 1. Estes dados foram coletados simultaneamente, em triplicata, usando o equipamento
Zetasizer Nano ZS da marca Malvern Instruments, localizado na Central de Analises

Quimicas do Instituto de Quimica da UFG.

4.5.2 Microscopia eletronica de transmissao (MEYV)

Para analisar o tamanho das nanoparticulas por microscopia eletronica de
varredura (MEV), as solugdes foram submetidas a sonicacdo por dois minutos para
melhorar a dispersdo das nanoparticulas e evitar aglomeracdo. Em seguida, cada amostra
foi gotejada sob uma pequena grade de cobre coberta com carbono e seca durante 24 h a
temperatura ambiente. As imagens foram obtidas com o microscopio eletrénico de
transmissdo, da marca Jeol, modelo JEM-101 e com tensdo de aceleracdo de 100 kV,

pertencente ao Instituto de Fisica da UFG.

4.5.3 Monitoramento das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas

As nanoparticulas foram avaliadas quanto a variacdo de algumas de suas
propriedades fisico-quimicas, tais como do diametro, PDI e potencial zeta durante 56 dias

de armazenamento em geladeira. Essas propriedades foram determinados pela técnica de
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espalhamento dinamico da luz. Os resultados foram expressos por média e desvio padrao.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA (p<0,05).

4.5.4 Ensaio de liberacao de insulina

O ensaio de liberagdo da insulina foi determinada pela incubacdo das
nanoparticulas a 37 °C £ 0.5 em 23 mL de solugdo salina (pH 7.4) em shaker com agitacdo
horizontal. Em tempos determinados (Oh, 24h, 48h, 72h, 7 dias e 14 dias), 3 mL das
amostras foram coletados e centrifugadas em uma coluna centricon 30 Kda da Millipore
a 3000g por 40 minutos. O volume retirado para centrifugacdo foi reposto por uma nova
solu¢do salina. A quantidade de insulina livre foi determinada pelo método de Bradford.
A curva de calibracdo e a equagdo foram as mesmas utilizadas para o ensaio de eficiéncia
de associacdo, construida usando-se nanoparticulas vazias para corrigir a absorc¢do

intrinseca do polimero. Em cada experimento as amostras foram analisadas em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizaciao do grau de desacetilacio (GD) da quitosana in natura

Os valores, em volume, das titulagcdes foram utilizados para o calculo do valor do
GD de cada amostra de quitosana e do GD médio. Os dados finais obtidos estdo

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da triplicata da titulagdo potenciométrica para determinagdo do grau

de desacetilacdo da quitosana.

AMOSTRA GRAU DE DESACETILACAO (%)
1 76%
2 70,4%
3 72,45%
MEDIA 72,95%

A quitosana utilizada no experimento apresentou 72,95% de grau de

desacetilacdo, o que sugere que a amostra analisada tem 27,05% de grupos acetilados no
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substituinte do carbono 2. Conclui-se que 72,95% dos grupos ligados sdo amino livres e
disponiveis para ligagdes aos mais diversos tipos de compostos como, por exemplo,
metais ¢ farmacos. Este resultado também mostra que o polimero utilizado nos
experimento ¢ a quitosana, ja que seu GD ¢ > 50% (YOUNES e RINAUDO, 2015).

Varios sdo os métodos utilizados para determinag¢do do grau de desacetilacdo da
quitosana. A quitosana utilizada para fabricacdo das nanoparticulas foi submetida a
titulagdo potenciométrica em meio acido. Esta técnica foi empregada nesse trabalho por
ser um método de fécil execugdo e eficiente na determinagdo do GD segundo, (ZANATA
e TIERA, 2009; MOURA et al., 2009; OLIVEIRA e NUNES, 2011).

O GD médio encontrado na quitosana utilizada no presente estudo 72,95% ¢
considerado um nivel de desacetilagdo médio ¢ estd de acordo com o da maioria das
quitosanas comerciais que variam em torno de 70 a 85% como afirma Brant (2008).

De acordo com Barbosa et al. (2005), o grau de desacetilacdo da quitosana esta
diretamente relacionado com o processo de cicatrizagdo de feridas e determina
praticamente todas as suas propriedades fisico-quimicas como densidade de carga,
cristalinidade e solubilidade. Quanto maior o nivel de desacetilacdo da quitosana mais
elevada ¢ a densidade de carga positiva, atuando como um polieletrdlito que interage com
as cargas negativas geralmente presentes no sitio da ferida (KNILL ez al., 2004). Segundo
Howling et al. (2001), essa interagdo promove ativagcdo e/ou intensificacdo de fatores de
crescimento e outros componentes presentes no meio extracelular, o que estimula
indiretamente a proliferacdo celular e, por consequéncia, a cicatrizagdo. De acordo com
Dias (2012), quanto mais desacetilado a quitosana, maior a area e densidade vascular no

local da ferida facilitando a chegada de oxigénio, nutrientes e células inflamatorias.

5.2 Caracterizacio das nanoparticulas de quitosana

5.2.1 Didmetro médio das nanoparticulas de quitosana

O tamanho médio, indice de polidispersdo e potencial zeta da nanoparticulas
vazias e contendo insulina que foram preparadas e medidas no Zetasizer Nano ZS, estdo

representados na Tabela 2.

Tabela 2. Tamanho, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta das nanoparticulas de

quitosana vazias e das nanoparticulas de quitosana com insulina
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Tamanho (nm) Indice de Polidispersio Potencial Zeta

(PDI) (mV)
Nanoparticulas 183,3 £8,32 0.397 £ 0.07 33.7+2,45
vazias nm
Nanoparticulas ~ 245.9 + 25.46 0.463 £0.01 39.3+4,88
com insulina nm

A metodologia utilizada para preparacdo das nanoparticulas de quitosana foi a
gelificagdo i6nica, que ¢ uma técnica largamente empregada por se tratar de uma técnica
de facil execu¢do (GONSALVES et al.,2011). Tem como base o processo de reticulagao
da quitosana, que acontece por meio da interacdo entre cargas opostas (AGNIHOTRI et
al., 2004). Sendo as cargas positivas oriundas da quitosana e as cargas negativas do
agente reticulante, o TPP, e desta forma favorece o surgimento espontineo de
nanoestruturas, como as nanoparticulas, para carreamento de diferentes cargas, assim
como a insulina (ING et al., 2012).

Apesar da propor¢do entre quitosana e TPP comumente utilizada ser de 3:1, o
valor de 3:0,8 foi adotado baseando-se no trabalho de Neves et al., (2014) que mostrou
que nanoparticulas preparadas com essa propor¢do sdo significativamente mais estaveis
€ menos sujeitas a agregacdo. A razdo entre quitosana ¢ TPP controla a distribui¢do do
tamanho das nanoparticulas formadas, sendo que esta distribui¢do influencia na atividade
bioldgica das nanoparticulas (PAPADIMITRIOU et al., 2008).

Segundo Cho e Holback (2013), s@o consideradas nanoparticulas aquelas que
possuem tamanho entre 10 a 1000 nm. Assim sendo, as particulas de quitosana obtidas
neste trabalho, tanto as vazias quanto as contendo insulina, sdo consideradas
nanoparticulas, uma vez que, apresentaram tamanho médio de 183.3 £+ 8.32 ¢ 2459 +
25.46 nm, respectivamente. Este aumento de tamanho indica que houve a incorporacao
da insulina nas nanoparticulas, fato também observado por Urrusuno et al., (1997) e
Azevedo et al., (2013). O diametro das nanoparticulas conseguidas nesse trabalho foram
menores que outros ja apresentados com a utilizagcdo do protocolo de Calvo et al., (1997),
a exemplo: Ma et al., (2005), que conseguiram nanoparticulas na faixa de 237 a 253 nm

e Azevedo et al., (2007) na faixa de 260.86 a 312.80 nm.
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5.2.2 Indice de polidispersio (PDI)

Os resultados encontrados para o PDI foram de 0.397 + 0.07 para as vazias e
0.463 £ 0.01 paras as com insulina, evidenciando que a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas foi uniforme, uma vez que, foi menor que 0.5 que ¢ um valor
recomendado (DOUNIGHI et al., 2012). O indice de polidispersao (PDI) ¢ uma medida
que mostra a distribui¢do dos tamanhos da nanoparticulas na dispersao, podendo variar
de 0 a 1. Quanto mais proximo de 1,0 mais polidisperso encontra-se o sistema e quanto
mais proximo de 0 mais monodisperso. Juntamente com o didmetro, eles influenciam na
capacidade de direcionamento, carreamento e liberacdo do farmaco e estabilidade das
nanoparticulas (SINGH e LILLARD, 2009). Segundo Dounighi ef al., (2012), para que
uma dispersdo de nanoparticulas seja considerada uniforme, recomenda-se que o valor

do PDI esteja abaixo de 0.5.

5.2.3 Potencia zeta

O potencial zeta ¢ um parametro que representa a carga de superficie das
nanoparticulas e foi positivo para os dois preparos, com o valor de 33.7 + 2.45 para as
nanoparticulas vazias e 39.3 + 4.88 mV para as nanoparticulas com insulina. O valor
positivo deve-se a presenca das cargas positivas referentes aos amino livres da quitosana
que ndo foram totalmente neutralizadas, indicando que somente parte desses grupos
sofreram neutralizagdo (SOPPIMATH et al., 2001) e também foram maiores que + 30
mV, valor recomendo por demonstrar que as nanoparticulas sdo estaveis em suspensao
e evita a agregacdo das mesmas (SINGH e LILLARD, 2009). Além disso, o potencial
zeta interfere na adesdo das nanoparticulas em superficies bioldgicas e outros compostos
(NEVES et al., 2014). De acordo com Ing et al., (2012), nanoparticulas com carga

superficial superior a 30 mV se mostram mais estaveis € menos sujeitas a agregacao.

5.2.4 Acompanhamento das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas

As nanoparticulas com quitosana obtidas nesse trabalho mostraram-se estaveis
quanto ao seu didmetro, PDI e potencial zeta apos 56 dias de armazenamento em geladeira
(figura 10). As analises estatisticas ndo indicaram diferencas para os parametros avaliados

ao longo do tempo determinado. Com o tempo as particulas podem se agregar, resultando
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em sua sedimentacdo. Varios fatores influenciam a estabilidade das suspensdes coloidais
como, por exemplo, a adsor¢do de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e a
presenga de tensoativos adsorvidos. Por isso, a avaliagdo da estabilidade quimica dos
polimeros formadores dos coloides, sob diferentes condigdes de armazenagem, ¢ de
fundamental importancia (NEVES et al., 2014). Pardmetros como o diametro da
nanoparticula, o potencial zeta, a dispersdo e o teor do firmaco sdo geralmente os
parametros fisico-quimicos utilizados para monitorar a estabilidade das suspensdes
coloidais poliméricas (GUTERRES et al., 2007). Este resultado indica que ndo houve

alterag¢des consideraveis na estrutura fisico-quimica das nanoparticulas estudadas.

g

Diametro
I -
= =
PDI

=

'
Potencial zeta
& &

w
<

w
=

SAITTSE888 SAITFS0 S LY
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 10. Medidas do acompanhamento de nanoparticulas de quitosana contendo
insulina durante 56 dias de armazenamento. Os graficos indicam o didmetro, indice de

polidispersdo e potencial zeta.
5.2.5 Ensaio de liberacao de insulina

Observou-se que a quantidade de insulina liberada ao longo do tempo foi muito
baixa, ndo sendo possivel sua determinacao pelo método de Bradford. A baixa quantidade
de insulina liberada pode estar associada a elevada conservacdo das propriedades fisico-
quimicas dos sistemas nanoparticulados. Estudos mostram que a liberagdo de farmacos a
partir de sistemas nanoparticulados depende de alteragdes na estrutura fisico-quimica do
polimero, como a erosdo da matriz polimérica, a difusdo do farmaco através da matriz ou
pela combinagdo de processos de difusdo e erosdo (AMINABHAVI ef al., 2004). O
controle da liberacdo de farmacos para atuagdo em locais especificos, por meio do uso de
vetores, capazes de melhorar a velocidade do regime de dosagem de substancias, tem sido
uma area de intensa pesquisa. Porém, durante o tempo de armazenamento, pode ocorrer

a agregacdo das nanoparticulas no meio, resultando na formagdo de precipitados
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(SOPPIMATH et al., 2001). A consequéncia de uma estabilidade fisico-quimica limitada,
em funcdo do tempo, constitui um obstaculo para a aplicabilidade industrial das

suspensdes aquosas de nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

5.2.6 Eficiéncia de associacido (EA) da insulina nas nanoparticulas de quitosana

Para a analise da eficiéncia de associacdo, foi utilizado o método de Bradford, que
consiste na mudanga de coloragdo do principal reagente da metodologia, o Azul de
comassie, quando complexado com proteina (BRADFORD, 1976), como mostra a Figura
10. Varios autores também utilizam esta metodologia para a quantificacdo da insulina no
sobrenadante de nanoparticulas de quitosana, dentre eles: Ma et al., (2005) e Sarmento et
al., (2006), Zhang et al., (2007).

Por apresentar caracteristicas como economia, rapidez e reprodutibilidade, o
método de Bradford ¢ amplamente aplicado em diferentes areas de estudo para
determinagéo do teor de proteina (MARTINS et al., 2007). Nesse método, ocorre ligacdo
do corante azul de Coomassie BG-250 com grupos funcionais basicos ou aromaticos das
proteinas. Para isto ocorrer, a proteina deve ter estrutura macromolecular, ou seja, de 8 a
9 ligacdes peptidicas, no minimo. A ligagdo ocorre em dois minutos ¢ esta dura
aproximadamente duas horas (BRADFORD, 1976). Segundo Zaia et al., (1998), no pH
de reagdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular ¢ o corante provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anionica, que absorve fortemente em
595 nm.

A equagio da curva obtida foi y= 0,0139x+0,1357 ¢ R?>= 0,981 (Figura 11). Esse
resultado apresentou uma linearidade considerada de boa qualidade, com o R? > 0,95,
evidenciando forte correlacdo entre as duas variaveis utilizadas, a absorbancia e
concentragdo de proteina. Com a curva padrao foi possivel mensurar a eficiéncia de
associacdo (EA) da insulina, onde o valor encontrado foi de 97.19% + 2.18, que podem
estar localizadas tanto em seu nucleo, na parede ou na matriz polimérica. Esse valor da

eficiéncia de associacdo equivale a 0,022 mg/mL de insulina ou 0,6 UL
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6. CONCLUSAO

O estudo apresentado nesse trabalho permite concluir que foi possivel preparar
nanoparticulas de quitosana, de forma eficiente, pelo método de gelificacdo idnica. A
metodologia empregada levou a formacdo de nanoparticulas de quitosana com
parametros desejados.

A titulacdo potenciométrica permitiu verificar que a quitosana utilizada
apresenta 72,95% de desacetilacdo. As nanoparticulas vazias apresentaram valores de
didmetro em torno de 183,3 + 8,32 nm, enquanto que as nanoparticulas de quitosana
contendo insulina ficaram em torno de 245.9 £+ 25.46 nm. O PDI obtido para as
nanoparticulas de quitosana vazias foi de 0.397 £ 0.07 e para as nanoparticulas contendo
insulina foi de 0.463 + 0.01. O potencial zeta para as nanoestruturas vazias foi de 33.7 £+
2,45 e para aquelas contendo insulina foi de 39.3 + 4,88. Esses valores sdo adequados
para o uso na cicatrizacdo de feridas, confirmando que a metodologia empregada foi

satisfatoria para a preparacdo e caracterizacdo de nanoparticulas com insulina.
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The objective of the present study was to evaluate different methodologies for peptide quantification in the su-
pernatant of chitosan nanoparticles by removing the unliked polymer in the suspension. The ionic gelation
method was used to prepare the chitosan nanoparticles encapsulating a 5.3 kDa peptide. Three different meth-
odologies for the processment of the solutions were compared before subjecting the samples to the Bradford pro-
tocol or Qubit® kit for protein detection. For the quantification, it was necessary to create a standard peptide
curve using different peptide concentrations. The suitable standard curve would be one in which the peptide
was diluted in the empty chitosan supernatant (obtained after nanoparticles centrifugation) or in the filtrate of
the empty chitosan supernatant. Our results indicated the safest methodology tested for peptide quantification
in the supernatant chitosan nanoparticles was filtering the solution before subjecting the sample to the Bradford

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Today, nanotechnology is found in a wide range of applications [1-4]
and allows the manipulation of material creating structures in a small
dimension. Nanoparticles around 300 nm are suitable to incorporate
drugs or bioactive molecules improving drug delivery formulation,
which allows a diverse range of applications in the pharmaceutical
field [5]. Polymeric nanoparticles are promising to achieve this goal
due to its capacity to promote drug sustained release and the possibility
to direct the drug to reach specific sites in the body [6,7]. Chitosan is a
good example of a natural polymer used to prepare these nanoparticles
since it presents characteristics such as hydrophilicity, biocompatibility,
biodegradability and low toxicity [8].

Chitosan is formed by monosaccharide chains linked by glycosidic
bonds with polymer amino groups, enabling the formation of chemical
complexes with both drugs and biological tissues [9]. The chemical
properties of chitosan [ (1 — 4) 2-amino 2-deoxy B-p glucan] are
determined by the molecular weight, degree of deacetylation and vis-
cosity [10]. The molecular weight of this polymer can be low (70 kDa),
medium (190-310 kDa) or high (500 kDa) [11].

* Corresponding author at: Universidade Federal de Goids, Instituto de Patologia
Tropical e Saide Pablica (IPTSP), Rua 235, s/n, Setor Universitario, Goidnia, GO 74605-
050, Brazil.

E-mail address: amaral.nanobiotech@gmail.com (A.C. Amaral).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.07.119
0141-8130/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

This cationic polymer is soluble in weak acids which presents pro-
tonated amino groups in its polymeric chain [12]. In pharmaceutical
applications, chitosan nanoparticles play an important role by carrying
negatively charged molecules, such as peptides and proteins, and pro-
viding a significant protection against their biodegradation by enzymes
in physiological fluids [13].

The ionotropic gelation method, containing sodium
tripolyphosphate (TPP) as a cross-linker agent, is commonly used to
prepare chitosan nanoparticles [14,15]. Usually, during the cross-
linking process, the TPP solution, including the negatively charged bio-
molecule, is slowly added to a chitosan solution resulting in the sponta-
neous formation of nanoparticles. This simple and mild method of
preparation and the advantages of chitosan become these nanoparticles
carriers of interest to peptides and other molecules like antibiotics. In
this way, chitosan nanoparticles have become the target of studies in
the treatment of important pathologies such as cancer and diabetes
[16-19].

After the nanoparticle production, it is important to determine the
amount of the molecule of interest (drug or a biomolecule) that is linked
to or encapsulated in the nanoparticles. The mechanism by which the
peptide and protein, like insulin, lipase and others, interacts with
chitosan-TPP nanoparticles is, probably, through hydrophobic interac-
tions and H-bonding [20,21].

The physical-chemical characteristics of the compound must be
taken into consideration when choosing the quantification method.
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Table 1

Physicochemical properties of chitosan nanoparticles containing the 5,3 kDa peptide.
Formulation Size (nm)*? PdI® Z-potential (mV)?
Empty chitosan nanoparticles 183,3 + 8,32 0.397 + 0.07 33,7 +£ 245
Peptide within chitosan nanoparticles 2459 + 25,4 0.463 + 0.01 39,3 +4,388

@ These results comprise the average of three independent preparations (+standard deviation).

Considering several groups aiming to incorporate peptides and proteins
within chitosan nanoparticles, the Bradford method for protein quanti-
fication could be employed. Since our goal was the incorporation of the
peptide in the chitosan nanoparticles, the Bradford method for protein
quantification was employed [22]. Medical applications of organic-
inorganic hybrid materials within the field of silica-based bioceramics.

In the Bradford protein assay, the Coomassie blue dye BG-250 binds
to a basic or aromatic chemical group of proteins [23]. After this interac-
tion, the dye changes to its anionic form and its absorbance is detected
in the blue color [24]. However, inspite of the practicality of the method,
the dye may react with the chitosan or other polymer that did not bind
with the TPP and interfere with the protein quantification [25].

To determine the association efficiency of the peptide to the chitosan
nanoparticles, the amount of peptide that was not linked to the nano-
particles present in the supernatant is subtracted from the total amount
of peptide added in the preparation. However, some of the peptide, TPP
and chitosan that were not linked are also found in the supernatant sus-
pension in different proportions and may also link to the dye, interfering
in the Bradford reaction, which leads to false experimental values [26].

Therefore, the present work evaluated different methods for peptide
quantification present in the supernatant of chitosan nanoparticles sus-
pension, aiming to remove compounds not associated to the nanoparti-
cles, especially chitosan, which could interfere with the association
efficiency results.

2. Methodology
2.1. Chitosan nanoparticles preparation

Chitosan was purchased from Sigma-Aldrich (degree of
deacetylation >75% and viscosity 20-300 cps where ¢ = 1% in 1% acetic
acid) with low molecular weight (as specified by manufacturer). Chito-
san nanoparticles were prepared according to the protocol described by
Calvo et al. [14] and modified according to Neves et al. [7]. In brief, a chi-
tosan solution was prepared dissolving the polymer in 1% acetic acid
(w/v) for 40 min homogenization at 15500 rpm in the Ultra-Turrax
equipment.

Peptide-chitosan nanoparticles (PC) were formed by slowly adding
dropwise of TPP solution containing peptide (5.3 kDa) in a chitosan so-
lution under gentle magnetic stirring. The TPP was purchased from

A

WDEmm

Sigma-Aldrich and is technical grade (as specified by manufacturer).
The final solution was kept under stirring for 1 h. The empty chitosan
nanoparticles (EC) were obtained using the same methodology, but in-
stead of adding peptide to the TPP solution, ultrapure water was added.
The EC was used as a blank in the association efficiency reaction of the
peptide to the chitosan nanoparticles. The mean diameter, given as Z-
average, and size distribution, given as polydispersity index (PdlI), of
the nanoparticle formulations were assessed by dynamic light scatter-
ing performed in a Zetasizer Nano ZS ZEN3600 (Malvern Instruments,
UK). All the preparations were made in triplicate.

2.2. Scanning Electron Microscopy

The chitosan nanoparticles images were obtained by Scanning Elec-
tron Microscopy (SEM). To this purpose, the chitosan or peptide within
nanoparticles solution was homogenized for 2 min to avoid agglomera-
tion and then a drop of the sample was put in a copper grid with carbon
and dried for 24 h at room temperature. Images were acquired using an
electron microscope (Jeol, model JEM-1011) with accelerating voltage
of 100 kV.

2.3. Sample processing to evaluate peptide association to chitosan
nanoparticles

The association efficiency (AE) of chitosan nanoparticles within the
peptide was determined indirectly from the detection of free peptide
in the solution. For this purpose, three different methodologies for the
processment of the solutions were compared before being submitted
to the quantification tests and are described next.

2.4. Methodology 1

1.5 mL of the PC or EC nanoparticles solutions were placed into tubes
and centrifuged for 1 h at 16100 g and 4 °C to collect the supernatant.
For the PC, it was expected that part of the peptide which did not bind
to the chitosan would be free in the supernatant. The supernatant
from the EC was used as a blank for the efficiency association
calculations.

Fig. 1. Scanning electron microscopy of chitosan nanoparticles. (A) Chitosan nanoparticles. (B) Peptide incorporated within chitosan nanoparticles.
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Table 2
Absorbance values obtained after reading the peptide solutions at 595 nm according with
Methodologies 1, 2, and 3.

Methodology 1 Methodology 2 Methodology 3

Peptide (ug/mL) Absorbance SD®  Absorbance SD®  Absorbance SD”

50 0,221 0,049 0,248 0,004 0,871 0,046
25 0,058 0,048 0,180 0,038 0,613 0,101
12,50 0,006 0,039 0,070 0,011 0,400 0,030
6,25 —0,024 N —0,016 a 0,272 0,022
3125 —0,040 4 —0,044 4 0,138 0,005
1,56 —0,023 2 —0,075 B 0,097 0,048
0,78 —0,048 N —0,050 a - -

0,039 - - —0,058 4 - -

2 Negative values.
b SD: standard deviation.

2.5. Methodology 2

The early steps of this methodology were the same as presented for
Methodology 1. After collecting the supernatant of either the PC or EC
chitosan nanoparticles, the pH was adjusted to a range between 7 and
9 using 0.1 M NaOH as proposed by Su and collaborators [26] until it
was possible to see the chitosan aggregate in the medium. Next, the re-
sulted solutions were centrifuged at 9300 g, 4 °C for 10 min. The super-
natants were collected and used for the association efficiency assays.

2.6. Methodology 3

For this Methodology, the PC or EC nanoparticles solutions were
placed into Amicon Ultra-15 filters 30 kDa (Millipore®) and centrifuged
at 3000 g, 4 °C by 40 min. The PC or EC nanoparticles and free chitosan
were held in the column while the remaining components (water, free
peptide and TPP) passed through the filter named here as a filtrate of
the PC solution (FPC) or filtrate of the EC solution (FEC). In the FPC,
the remaining peptide that did not bind to the chitosan nanoparticles
is expected to be seen. Both the FEC and FPC were stored at 20 °C for
use in the association efficiency assays.

2.7. Peptide quantification

The resulted supernatants obtained, according to Methodologies 1
and 2, and the filtrates obtained in Methodology 3, were submitted to
the same analysis for quantification of free peptide in the chitosan nano-
particles solution: Bradford protocol and Qubit® kit for the detection of
proteins. The Coomassie Protein Assay Reagent used in the Bradford
assay was purchased from Sigma-Aldrich (Product Number 27813).

2.7.1. Bradford protocol
The standard peptide curve was created using peptide concentra-
tions of 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, and 50 pg/mL. For preparing these

solutions, the peptide was diluted in the supernatants or in the filtrate
of the EC, according to the methodology analyzed. For the Bradford
assay, 40 pL of Bradford's reagent (Sigma-Aldrich) was added to 160
UL of the supernatant or filtrate from each solution and placed into a
96-well microplate. The absorbance was read at 595 nm wavelength.
The experiments were performed in triplicate.

2.7.2. Qubit® protocol

The Qubit® 2.0 Fluorometer and the Qubit Protein Assay Kit were
used according to the manufacturer's recommendation. As in the Brad-
ford protocol, the peptide was quantified in the supernatants or in the
filtrate of the PC. The Qubit Protein Assay Kit contains three standard so-
lutions with concentrations of 0, 10, and 20 pg/ml used to create the cal-
ibration curve. From each sample in the test, 20 pL was used. The
analyses were performed in triplicate.

2.8. Association efficiency calculation of peptide to chitosan nanoparticles

The amount of non-linked peptide to chitosan detected in each
methodology was subtracted from the total peptide amount used to
prepare the PC solutions.

3. Results
3.1. Characterization of chitosan nanoparticles

The physicochemical properties of chitosan nanoparticles encapsu-
lating the 5.3 kDa peptide are shown in Table 1. The polydispersity in-
dexes were in the range of 0.3 to 0.4., indicating homogeneity of the
preparations. The Scanning Electron Microscopy images of chitosan or
peptide within chitosan nanoparticles presented a near-spherical mor-
phology in the nanometer scale for the particles (Fig. 1). In addition, it
was possible to visualize no apparent aggregation of the nanoparticles.

3.2. Peptide quantification according to Methodology 1

According to Methodology 1, it was necessary to create a standard
curve to detect the peptide in the PC supernatant. As can be noted in
Table 2, the absorbance readings for the peptide concentrations below
6.25 pg/mL presented negative values, thus, making it impossible to cre-
ate a curve using the Bradford method. Although it was not possible to
construct the standard curve, the peptide amount was investigated by
reading the samples at 595 nm and using the Qubit® kit for the detec-
tion of proteins. The results showed mean values for absorbance of
0.342 and it was not possible to estimate the peptide concentration in
the sample.

For peptide quantification using the Qubit® kit, the mean peptide
concentration in the PC supernatant was 270 pg/ml, while the EC super-
natant (blank), which was supposed to have a lower value than the PC,
presented a concentration of 286 pg/ml.

Fig. 2. Chitosan precipitation. (A) Crystalline chitosan solution at pH 6.4. (B) Turbidity chitosan solution immediately after changing for pH 7.5. (C) Chitosan solution at pH 7.5 after 20 min
indicating two distinct liquid phases. (D) Chitosan solution at pH 7.5 after centrifuged indicating chitosan sediment. The trace lines determine the phases separations.
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3.3. Peptide quantification according to Methodology 2

After changing the pH value to 7.5, the chitosan that did not associ-
ate to nanoparticles was precipitated in the supernatant by spontaneous
formation of polymeric aggregate as can be seen in Fig. 2.

The peptide concentrations used to create the standard curve were
the same as reported in Methodology 1. However, in this case, the pep-
tide was diluted in the EC supernatant obtained after chitosan precipita-
tion with NaOH. The PC or EC supernatants were submitted to the
Bradford protocol and values for absorbance at 595 nm are shown in
Table 2.

The absorbance values for peptide concentrations obtained by Meth-
odology 2 were also not acceptable for composing the standard curve.
As can be seen in Table 2, the absorbance at concentrations below 6.25
pg/mL presented negative values. Despite this, the samples were sub-
mitted to the Bradford method in an attempt to quantify the remaining
peptide in the PC supernatant after chitosan precipitation. The mean ab-
sorbance value obtained in this test was 0.242, also close to the one
pointed out in Table 2 for the concentration of 50 pg/mL peptide, and
higher than the total peptide amount added for preparing nanoparticles
(26 pg/mL).

The Qubit® kit for protein detection was also used to investigate the
peptide concentration in the nanoparticles, in which EC presented a
supposed protein concentration of 20 pg/mL while the mean peptide
concentration in the supernatant of PC was 40.8 pg/mL. Although in
this assay, the peptide concentration in the PC supernatant was lower
than the result above, it still exceeds the total peptide amount added
in the beginning of nanoparticles preparation. In addition, high absor-
bance values were detected even in the EC, where peptide had not
been added.

3.4. Peptide quantification according to Methodology 3

For Methodology 3, the chitosan nanoparticles containing peptide
was initially centrifuged using Amicon Ultra-15 filters 30 kDa
(Millipore®) and the filtrates (FEC and FPC) were submitted to the
Bradford method and Qubit® kit in order to quantify the peptide not
linked to the chitosan.

In the Bradford method, the standard curve for peptide quantifica-
tion was constructed using the FEC with the same concentrations ap-
plied in Methodologies 1 and 2. The absorbance values for the samples
at 595 nm are presented in Table 2.

As shown in Table 2, all values were positive, creating the standard
curve (Fig. 3), in contrast with those observed in the others methodolo-
gies tested.

10

0.8

0.6 ®

Absorbance 595 nm

0.2,

<

0 20 40 60

0.0
Peptide (ug/mL)

Fig. 3. Standard curve for peptide. y = 0,0157x + 0,1413.R?> = 0,95.

Table 3
Association efficiency (AE) for peptide determined by Bradford method or using Qubit®
kit.

Sample Bradford Qubit®

Value® pg/mL AE% pg/mL AE%
Q1 0,197 3,55 87.7 28,2 83,4
Q2 0,148 0,42 98,30 25,6 86,15
Q3 0,200 3,70 85,70 28,2 76,15

@ Average values of three absorbance detections.

After constructing the standard curve, the FPC was submitted to the
Bradford methodology. For each preparation, the absorbance detections
were also performed in triplicate and the results were inserted in the
equation referring to the calibration curve obtained previously. From
these results, it was possible to find out the association efficiency of pep-
tide within the chitosan nanoparticles (Table 3). The results signaled
that the peptide AE was >85% in all triplicates by using the Centricom®
column to remove free chitosan.

The FPC from the three different nanoparticles preparations resul-
tant of this methodology were also submitted to the Qubit® kit and
the FEC was used as a reaction blank. The peptide concentration was de-
termined in the FPC as well as the AE of all the preparations by using the
mean absorbance values of each triplicate and subtracting it from the
reading obtained in the FEC (Table 3).

4. Discussion

Nanotechnology can contribute as a promising way to formulate in-
creasingly efficient drug delivery systems [27]. However, the correct
characterization of the formulation is necessary to evaluate, among
other physicochemical parameters, whether the amount of the drug or
the bioactive principle was encapsulated in a satisfactory amount for
the therapeutic effect. In the case of proteins and peptides, the Bradford
method is commonly employed [28,29].

The methodology used for the preparation of the chitosan nanopar-
ticles was the ionic gelation, which consist in the spontaneously forma-
tion of nanoparticles by crosslinking of chitosan and TPP [15]. The
chitosan nanoparticles incorporating the peptide showed an increase
in size in relation to the empty nanoparticles, suggesting, by the method
used, the incorporation of the peptide [14]. The resulted nanoparticles
presented a nanometer size confirmed by dynamic light scattering and
SEM images analyses.

Despite the wide application of the Bradford method for the quanti-
fication of biomolecules in polymeric formulations, any polymer frag-
ments can interact with the dye and promote light dispersity,
interfering with absorbance detection. Carlsson and collaborators [25]
explained that chitosan interacts with Coomassie BG-250 and presents
absorbance values at all wavelengths, resulting in inaccurate value for
protein quantification. In the present work, different methodologies
were evaluated to avoid false results for peptide quantification using
the Bradford method in the chitosan nanoparticles within the peptide.

For the analysis of free peptide using the Bradford method, it was
necessary to create a standard curve. The suitable standard curve
would be one in which the peptide was diluted in the EC supernatant
(for Methodologies 1 and 2) or FEC (for Methodology 3). However, as
can be seen in Table 2, it was not even possible to construct such a
curve using Methodologies 1 and 2, since peptide in a concentration
equal to or below 6.25 pg/mL presented negative values. Despite know-
ing that without the standard curve it is not possible to determine a
peptide concentration, the PC supernatants were submitted to the Brad-
ford assay. It is possible to assume, by comparing the absorbance values
showed in Table 2, that none of these two methodologies would be ac-
ceptable since the resultant absorbance value would be higher than the
early peptide concentration added in the preparation.
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The principle of Methodology 3, which consisted in filtering the
suspension of chitosan nanoparticles in an Amicon® filter, was
based on the experiments of Hosseinzadeh and collaborators [30].
The hypothesis for using the filter to remove free chitosan, was that
peptide is a 5.3 kDa polypeptide and therefore would pass through
the filter membrane while both the nanoparticles and free chitosan
(molecular mass > 130 kDa) would be retained in the filter mem-
brane. Using this methodology, positive values for absorbance were
detected, even at concentrations below 6.25 pg/mL, and, in this
way, it was possible to construct the standard curve (Fig. 3). The fil-
trate resulted from the nanoparticles produced according to Meth-
odology 3 was submitted to the Bradford method and, using the
standard curve, it was possible to estimate the concentration of pep-
tide that was associated within the nanoparticles.

The association efficiencies of peptide to chitosan nanoparticles
were 87.7%, 98.3%, and 85.7% for three different nanoparticles prep-
arations: Q1, Q2 and Q3, respectively (Table 3). Although, the data
obtained after analyzing samples by the Qubit® kit (Table 3) did
not exactly present the same values, it showed similar
concentrations and preserved the increasing order of the peptide
concentration found in the filtrate obtained by the Bradford method
(Q2>Q1>Q3).

Despite other similar works with chitosan nanoparticles make use of
Bradford method to protein quantification [29], it is safe to say that the
results obtained may be not the most accurate due the link between chi-
tosan and the Coomassie blue dye [30].

Because of this, some mathematical theories have already been pro-
posed to correct some interferences caused by polymers when using the
Bradford method to estimate the protein concentration in solutions
containing traces of polymers [25]. However, there is still no mathemat-
ical formula for this correction for chitosan. Therefore, it is consistent to
say the safest way to obtain accurate results using the Bradford method
in solutions containing chitosan is by cutting out as much as possible the
presence of this polymer in the test solution.

One way found to remove efficiently chitosan from solution of inter-
est was using Amicon® Ultra-15 filters. Hu et al,, 2013 [31] also used this
strategy in their work, however for peptide quantification it was used
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), which consist in a
method more expensive than Bradford and also requires qualified and
experienced personnel to handle the equipment, unlike the method
here presented. Besides removing chitosan residues for association effi-
ciency analysis as shown here, Millipore® filtres has also been applyed
to isolate the produced nanoparticles from the entire solution, as dem-
onstrated by Jayaraman et al. [32].

5. Conclusion

In this way, the results indicated that Methodology 3, based in the
separation of free polymers from the rest of the formulation using filter
membranes showed better results than previous methodologies. Here,
the Amicon filter 30 kDa was suitable to be used with peptides and com-
ponents smaller than the molecular size of the chitosan nanoparticles.
This strategy is efficient for prior processing samples for analysis with
the Bradford test since it removes the chitosan interference with the
dye, which was the main problem found for detection of peptides in
the chitosan nanoparticles using this protein quantification protocol.
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ABSTRACT

Chitosan nanoparticles has been studied for its ability to accelerate healing and has been
tested in the therapy of difficult-to-heal lesions, such as in diabetic patients. Insulin acts
by stimulating the signaling pathway for wound healing. The objective of this work was
to produce chitosan nanoparticles containing insulin for the evaluation of cicatrizant

activity in diabetic rats. To evaluate the healing, 72 Wistar rats were divided in four
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groups: sepigel (S), sepigel with insulin (SI), empty chitosan nanoparticles (QV) and
chitosan nanoparticles containing insulin (IQ). The groups were subdivided in three
subgroups (n = 6) according to the histological analysis times of the wound (3rd, 7th and
14th day). It was possible to produce chitosan nanoparticles by the ionic gelation method,
with desired diameter and zeta potential and polydispersity index. No differences were
found in the rate of wound retraction among the four groups. The topical use of empty or
insulin-containing chitosan nanoparticles in wound healing in diabetic rats was able to
stimulate inflammatory cell proliferation and angiogenesis, followed by wound
maturation. Differences in wound healing data from the group treated with insulin-
containing nanoparticles and from the group treated with free insulin may be related to
the high stability of the nanoparticles.

Keywords: nanoparticles, chitosan, insulin, diabetes, healing

1. INTRODUCTION

The wound healing impairment is one of the major health concerns in Diabetes
mellitus (DM) patients and a diversity of factors contribute to this disorder, including
neuropathy and vascular injuries. ' Also, a persistent hyperglycaemia state is observed
because of the deficiency in insulin production or by its incapacity to act in the cells. 3
According to the International Diabetes Federation, the projections for the diabetes
prevalence in 18-99 years old population are estimated to rise from 8.4% in 2017 to 9.9%
in 2045. 4

In DM patients, the wound healing process is a complicated and a risk health
problem. In non-diabetic individuals, the healing process triggers biochemical reactions
involving the homeostasis, inflammation, proliferation and tissue remodelling. ¢ On the

other hand, in DM patient’s metabolic impairment on these steps are retarded °, which
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may evolved for the development of chronicle wounds. Once not adequately treated, they
can be infected by opportunistic pathogens, which very often culminate in the amputation
of the infected limb. 78

Insulin acts stimulating the metabolic pathway for healing process. The receptors
for insulin are present in vertebrate, in amount varying in function of the tissue type. ’
This hormone can stimulate growth and cellular differentiation as observed by the
increase on the expression levels of signalling molecules in the healing metabolic
pathways, such as vasoactive endothelial growth factor (VEGF) and protein kinase B
(known as Akt). ° Topical administration of insulin in diabetics’ rats reduced the time
needed for the wound epithelialization resulting in a thick epidermal layer. 7 This faster
wound resolution could be associated with the macrophages infiltration, as observed by
inflammatory mediators secreted in vivo. '

However, the use of insulin in topical administration could be a concern because
of its easy degradation. Nanoparticulate drug delivery systems have been showed to be a
great strategy to overcome this problem. Poly (lactide-co-glycolide, PLGA) polymeric
nanoparticles demonstrated to be efficient to protect the insulin and improved the wound
healing in diabetics rats.’

Polymeric nanoparticles can be prepared by a variety of polymers, both natural
and synthetic. Chitosan is a cationic biopolymer obtained by chitin deacetylation which
presenting protonated amino groups when dissolved in weak acids. Chitosan presents the
highest cationic character among all natural biopolymers.'! In this view, chitosan
nanoparticles are widely used as drug delivery systems, conferring protection for different
nature of compounds. It is non-toxic and biocompatible and its slow degradation

generates amino sugar products, which are absorbed by the body.!!-!?
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The alterations in the peripheral vascular circulation that affect the diabetic patient
make the occurrence of infection more frequent and the healing slower. '3 When chitosan
is in nanoparticles form, exhibits higher antibacterial activity because the polycationic
nano-chitosan has higher surface area and charge density and can interact to a greater

degree with the negatively charged surface of the bacterial cell '

and promoting re-
epithelialization and granulation tissue formation by modulation of keratinocytes
proliferation and migration. '

Considering the benefits of topical administration of insulin, in this study we

examined its role when incorporated within chitosan nanoparticles on the cutaneous

wound healing process in acute diabetic rats.

2. METHODS

2.1 Preparation of insulin-chitosan-based nanoparticles

The insulin (Recombinant Human Insulin, Sigma-Aldrich, soluble at 10 mg/mL
in pH 2.0-2.5) entrapped within chitosan nanoparticles were prepared according to
modification on the ionotropic gelation method described by Calvo et al.'? Initially,
chitosan (Sigma-Aldrich), low molecular weight, degree of deacetylation > 75% and
viscosity 20-300 cps (c= 1% in 1% acetic acid) was dissolved in acetic acid 0.1M for 40
min homogenization at 15500 rpm in the Ultra-Turrax equipment. Insulin-chitosan
nanoparticles (IC) were formed by slowly adding dropwise of 8mL pentasodium
tripolyphosphate (TPP, Sigma-Aldrich) solution (1mg/mL) containing 0.598mL of the
Recombinant Human Insulin (Img/mL) in 15mL of the chitosan aqueous solution
(2mg/mL) under gently magnetic stirrer. Next, the solution was kept under stirring for 1
hour. The final concentration of the insulin in the preparation was 0.5UI (Unit

International), as previous described as effective in the wound healing.'® The empty
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chitosan nanoparticles (EC) were obtained by the same process described for the IC, but
adding ultrapure water instead insulin. The IC or EC nanoparticles were washed using
Amicon Ultra-15 filters 30 kDa (Millipore®) and centrifuged at 3000g, 4 °C by 40 min as
described before. '7 A triplicate was made for all formulations. All the nanoparticles
dispersions were incorporated within hydrogel (Sepigel®) 30mg/mL (Polyacrylamide,

C13-14 Isoparaffin and C13-14 Laureth-7).

2.2 Nanoparticles characterization
2.2.1 Insulin association efficiency

The amount of insulin entrapped within chitosan nanoparticles (association
efficiency, AE) was determined indirectly by subtracting the total insulin amount used to
prepare the IC solutions from the non-linked insulin detected in the filtrated of IC by
Bradford assay (Sigma-Aldrich), according to the Eq. (1).

AE= [(total insulin — insulin in filtrated)/ (total insulin)] % 100 (Eq. 1)

2.2.2 Photon correlation spectroscopy analyses and monitoring of nanoparticle
characteristics physicochemical of chitosan with insulin

The mean diameter (given as Z-average) and size distribution (given as
polydispersity index, PDI) of the nanoparticle formulations in ultrapure water were
assessed by dynamic light scattering and the zeta potential analysis were all performed in
a Zetasizer Nano ZS ZEN3600 (Malvern Instruments, UK). The scattered light was
measured at an angle of 90° at 25 °C.

The same criteria were used to investigate some of their variations

physicochemical properties, such as diameter, PDI and zeta potential during 56 days of
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storage at 4 °C. The results were expressed as mean and standard deviation. Statistical

analysis was performed using ANOVA (p <0.05).

2.2.3 Scanning electron microscopy

The nanoparticles images were obtained by Scanning Electron Microscopy
(SEM). The chitosan or insulin within nanoparticles dispersion were stirred for 2 min to
avoid agglomeration. One drop of each sample was put in a copper grid with carbon and
dried for 24 h at room temperature. Images were acquired using an electron microscope

(Jeol, model JEM-1011) with accelerating voltage of 100kV.

2.2.4 Nanoparticles release measurements

The release of the insulin from nanoparticles was investigated by incubating the
samples at 37 + 0.5 °C in 23 mL saline buffer (pH 7.4) in a rotatory shaker. 3mL of the
samples were collected at times Oh, 24h, 48h, 72h, 7 days and 14 days and centrifuged in
the Amicon Ultra-15 filters 30 kDa (Millipore®), 3000g, 40 min. The insulin in the filtered
was quantified by the Bradford method as described in the preparation of nanoparticles
section. 3ml of the saline buffer was reset at every collect time. A triplicate was made for

all samples analysis.

2.3 In vivo wound-healing activity of insulin-chitosan based nanoparticles
2.3.1 Ethical committee clearance

All animal handling and experimental procedures carried in this study were
approved by the Committee for Animal Care and Use of the Federal University of Goias,

Goiania/ GO, under registration #062/ 2015.
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2.3.2 Animals groups

72 female Wistar rats aging four months weighing from 200 to 250g were housed
in polypropylene cages under controlled settings of temperature (25 £ 2 °C) and
luminosity (12 hours in dark or in light cycles), provided with food and water ad libitum.
The diabetic animals were separated in four main groups according to the treatment
received: Sepigel® (S), free insulin incorporated into Sepigel® (FI), empty chitosan
nanoparticles incorporated into Sepigel® (EC) and insulin-chitosan nanoparticles
incorporated into Sepigel® (IC). The treatment was investigated at 3, 7 and 14 days post

wound creation using six animals (n= 6) for each period used.

2.3.3 Induction of diabetes

Diabetes was inducted by a single intraperitoneally injection of alloxan at 120mg/
kg body weight after 10 hours of food starvation before the injection which was followed
by 4 hours of food starvation after the injection. 72 hours after alloxan injection, blood
samples from caudal vein were collected to monitor the level of glucose in blood
(commercial kit BioCheck®). Animals were considered diabetic if presenting glucose
level > 200mg/ dL. The glucose levels were investigated every 72 hours along all the

experiment.

2.3.4 Wound creation

The wounds were created in the diabetic verified animals. The anaesthetic used
was a combination of xylazine (1mg/ kg) and ketamine (90mg/ kg) were administered by
intraperitoneal injection. After removing of the dorsal hair and aseptically cleaned the
region, a biopsy punch 8.0mm was used to remove the skin and the subcutaneous tissue,

expounding the muscular fascia. Just after the wound creation, the treatment protocols
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started by application of 24 hours interval of 100puL for the respective treatment protocol
for each group. Tramadol hydrochloride (1mg/ kg) associated with the anaesthetic was
given in the water during the creation of the wound and throughout 48 hours (40mg/ kg).

At the end of treatment for each group and subgroups, the euthanasia of the
animals were conducted in CO, chamber and 1cm of the tissue near wound were removed

for analysis.

2.3.5 Wound healing evaluation

To evaluate the wound healing progress, photographical images were obtained by
using a digital camera Samsung Smart Camera ST150F® fixed at 15cm distant of the
animal dorsal region each one day interval. The images were analysed using the Image
J® software, allowing the determination of the area of the wounds in cm?. And the rate of
wound closure (WC) was obtained by the following Eq. (2).

WC=[(WAi - WAf)/ (Wai)] x 100 (Eq. 2)

Where, WA corresponds to the initial area of the wound and WAf to the final area at the

time of evaluation.

2.3.6 Histopathological analysis

The skin tissue samples were aseptically removed and fixed in 10% formalin
solution followed by paraffin embedding routine. The 4um tissue sections, obtained using
a semi-automatic rotating microtome, were stained with haematoxylin and eosin (H&E)
and evaluated in 10 fields at 400x by light microscopy.'® The presence or absence of the
following parameters were analysed using light microscopy: epidermis reepithelization,
polymorphonuclear cells (PMN), mononuclear cells (MN), fibroplasia, level of

maturation of the scar.
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The following criteria were used for the aspects observed: presence or absence of
necrosis and hyperplasia; absence, partial or complete presence of epidermis
reepithelization; loose or dense for the connective tissue. For the other parameters, four
criteria were used: absence (0), discreet (1 to 25% of the image field), moderate (25 to
50% of the image field) or accentuated (51 to 100% of the image field). To evaluate the

degree of maturation of the scar, the following parameters were used:

Degree of maturation of Scar

proliferated
and

amid
fibroblasts

fibers, with areas of
dense connective tissue

0 - Absent 1 - Discreet 2 - Moderate 3 - Accented
Absence of blood | Loose fibrovascular | Dense fibrovascular | Fibrosis (collagen
vessels and | tissue (delicate collagen | tissue (collagen fibers | fibers constituting thick
collagenization fibers in small amount, | in the form of thick | and compactly arranged

bundles, in the middle
of fibrocytes, with rare

presence  of  blood
vessels)

dispersed | and amid proliferated
fibroblasts and
numerous dispersed

blood vessels)

numerous
blood vessels)

2.4 Statistical analysis

For the wound healing evaluation two-way ANOVA and Tukey test were used.
For the microscopy evaluation, the frequencies of the parameters investigated were
analysed by Fisher’s Exact test. For the dermis parameters the Kruskal-Wallis test was
used. For all analysis the significance level was 5% (p< 0.05). The results are expressed

as mean * standard deviation of the mean.

3. Results
3.1 Characterization of insulin encapsulated within chitosan-based nanoparticles

The physicochemical characteristics of insulin-chitosan nanoparticles (IC) are
shown in Table 1. The polydispersity index was 0.4 + 0.01, indicating homogeneity of

the dispersion which presenting size of 245.9 + 25.46nm and positive Zeta potential of
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39.3 +4.88mV. The concentration of insulin within chitosan nanoparticles was 22pug/ mL

(0.6 UI) corresponding to 97.19% =+ 2.18 of the association efficiency.

Table 1 Physicochemical characteristic of insulin-chitosan nanoparticles.

Formulation Size (nm) PdI* Z-potential (mV)
Insulin-chitosan nanoparticles 2459 +£25.46  0.463+0.01 39.3+£4.88
Empty-chitosan nanoparticles  183.3 £8.32  0.397+0.07 33.7+2.45

The results express the average of three independent preparations + standard deviation.

*Pdl: polydispersity index

3.2 Nanoparticles transmission electron microscopy
The transmission electron microscopy images also confirmed the nanometer size
of the nanoparticles (Figure 1). It is possible to note the spherical or near-spherical

morphology and no nanoparticles aggregation.
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Figure 1 Scanning electron microscopy of the insulin within chitosan nanoparticles. The

nanoparticles presented a spherical or near-spherical morphology. Expansion of 19.000x.

3.3 Nanoparticles release and monitoring of nanoparticle characteristics

physicochemical of chitosan with insulin
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The insulin-chitosan nanoparticles presented stability during 56 days of storage
under refrigeration at 4 °C as observed in the parameters in Figure 2. Considering the very

small insulin amount release from the nanoparticles, it was not possible to quantify using

the Bradford assay.
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Figure 2 Nanoparticles stability measurements after 56 days storage of the insulin-
chitosan nanoparticles. The graphics indicate the diameter, polydispersivity index (PdI)
and zeta potential. The results express the average of three independent preparations =+

standard deviation

3.2 Wound healing evaluation
3.2.1 Gross evaluation of healing

The wound area diminished throughout the healing process for all groups (Figure
3a). The crusts formations begin on the third day for all groups and were observed in all
animals at day seven from injury. The complete wound closure occurred in the fourteenth
day (Figure 3a and 3b). Although no statistical differences were observed between
groups, the insulin-chitosan nanoparticles treated group presented a better wound scar

aspect and homogeneity in index of wound retraction for all animals.
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Figure 3 Gross wound evaluation. (A) The wound area of each group was treated with
sepigel (S), free insulin (FI), insulin-chitosan nanoparticles (IC) or empty chitosan
nanoparticles (EC). Treatments were performed daily for three, seven, and 14 days. (B)
Wound retraction measurements are in accordance with physical appearance showed in

the images. No statistical differences were observed.
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3.2.2 Microscopic evaluation of wound healing

The histological evaluation was performed during days three, seven, and 14 on
tissue wound samples from diabetic and treated animals (Figure 4). After three days of
treatment, the insulin-chitosan nanoparticles (IC) and empty chitosan nanoparticles (EC)
presented accentuated presence of polymorphonuclear infiltration while in the sepigel (S)
and free insulin (FI) groups this characteristic was moderate. A higher intensity of this
infiltrate was noted in insulin-chitosan nanoparticles (p< 0.0001) or empty chitosan

nanoparticles (p= 0.0162) when compared to the sepigel group.

Day 3 Day 7
4 * 4n
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Figure 4. Presence of polymorphonuclear infiltration after three and seven days of
treatments with S: sepigel, IC: insulin-chitosan nanoparticles, FI: insulin free, EC: empty
chitosan nanoparticles. In the third day statistical differences were observed for groups S
and IC (p< 0.0001), S and EC (p= 0.0162), and IC and FI (p< 0.0001). In the seventh
day significant differences were detected for groups S and EC with FI (p= 0.0392). *p <

0.05 Kruskal-Wallis test.

A presence of moderate intensity of mononuclear cells were observed in the third

day from the treatments using free insulin comparing to the sepigel, and insulin-chitosan
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or empty chitosan nanoparticles. At day seven, a higher presence of mononuclear cells
were observed in the insulin-chitosan nanoparticles group. After 14 days from the

beginning of treatment, discrete mononuclear cells intensity was observed for all groups

(Figure 5).
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Figure 5 Presence of mononuclear cell infiltration after three and seven days of
treatments with S: sepigel, IC: insulin-chitosan nanoparticles, FI: insulin free, EC: empty
chitosan nanoparticles. After three days of treatment statistical differences were observed
for groups S and FI (p= 0.0078), IC and FI (p= 0.0078), FI and EC (p= 0.0078). After
seven days the differences were observed for groups S and IC (p= 0.0312). * p< 0,05

Kruskal-Wallis test.

A discrete presence of fibroplasia was observed after three days of treatment with
insulin-chitosan and the controls sepigel and empty chitosan nanoparticles. On the other
hand, in the insulin free group its presence was moderate (Figure 6). After seven days,
the fibroplasia was intense for the groups treated with insulin-chitosan nanoparticles and
free insulin. At the end of the treatment, a decrease on the fibroplasia intensity was more

evident for the free insulin treatment group (Figure 6).
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Figure 6. Presence of mononuclear cell infiltration after three and seven days of
treatments with S: sepigel, IC: insulin-chitosan nanoparticles, FI: insulin free, EC: empty
chitosan nanoparticles. Statistical differences were observed after three days for groups S
and FI (p< 0.0001), IC and FI (p< 0.0001), and FI and EC (p< 0.0001). No statistical
differences were detected between the groups on the seventh day. After 14 days from

treatments, statistical difference were detected for S and FI groups (p= 0.0033).*p< 0.05

Kruskal-Wallis.

The wound healing maturation parameters were evaluated by the presence of the
fibrovascular loose or dense tissue and were detected only after 14 days from the
beginning of treatment for all groups. The presence of this characteristic was more

accentuated in the free insulin treated group (Figure 7), in which the wound healing

maturation was more apparent.
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Figure 7. Wound healing maturation after seven and fourteen days of treatments with S:
sepigel, IC: insulin-chitosan nanoparticles, FI: insulin free, EC: empty chitosan

nanoparticles. *p< 0.05 Kruskal-Wallis.

The presence of blood vessels was higher in the insulin-chitosan group (Figure 8).

After 14 days, a reduction on the blood vessels was observed, mainly in the free insulin

group.
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Figure 8. Blood vessels in the wound after seven and fourteen days of treatments with S:
sepigel, IC: insulin-chitosan nanoparticles, FI: insulin free, EC: empty chitosan
nanoparticles. Statistical differences were detected at day seven for groups insulin-
chitosan nanoparticles and free insulin (p= 0.0013) and empty and insulin-chitosan

nanoparticles (p= 0.0074). *p< 0.05 (ANOVA).

The histopathological images indicate the presence of polymorphonuclear cells
was discrete in the sepigel (Figure 9-A1), empty chitosan nanoparticles (Figure 9-A3),
insulin-chitosan nanoparticles (Figure 9-A4) and fibrin and polymorphonuclear in the free
insulin group (Figure 9-A2). A moderate presence of fibroblasts was observed in the
sepigel (Figure 9-B1) and accentuated in the free insulin (Figure 9-B2), empty- (Figure
9-B3) and insulin- chitosan nanoparticles (Figure 9-B4) treated groups. After 14 days of
treatment, a dense fibrovascular tissue and collagen was verified in the sepigel (Figure 9-
C1) group, and presence of fibroses and collagen in the free insulin (Figure 9-C2),
presence of collagen and fibrocyte in empty chitosan (Figure 9-C3) and insulin-chitosan

(Figure 9-C4) nanoparticles treated groups.
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Figure 9. Histological sections indicating the polymorphonuclear cells (short arrow),
fibroplasia (star) and wound healing maturation (long arrow) after three, seven and
fourteen days of treatments. S: sepigel, IC: insulin-chitosan nanoparticles, FI: insulin free,
EC: empty chitosan nanoparticles. Haematoxylin and eosin stained 40 x. The images were

captured using a Leica DMC2900 camera in the Leica DMLS microscope. Scale of 20pum.

4. Discussion
Diabetes affects the normal course for wound healing. The healing process in
diabetic patients is characterized by a delay in the cellular infiltration and granulomatous

tissue formation. Also the wounds presented a prolonged epithelization time. !° The lack
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of insulin biological activity is considered a hallmark in diabetes, in which the defective
action of this peptide on the skin has been proposed as an important mechanism that
contributes to the healing defects in this disease. 2°

Topical insulin exerts an important metabolic and mitogen effect, mediated
through the insulin receptor, which is present in vertebrate tissues at different
concentrations and varies according to tissue type.'® Chitosan nanoparticles are widely
used in drug delivery systems to carry on and releasing different types of compounds,
since they confer protection to the active principle, being non-toxic and biocompatible. 2!
Insulin associated with chitosan nanoparticles make possible, because of the
mucoadhesive properties of this polymer, interact with the surface of the cell membranes,
stimulating cell multiplication at the site of the wound and activating the healing pathways
signalling. ¢

In this work, chitosan nanoparticles were prepared and tested in the wound healing
diabetic rat model. The average size for insulin-chitosan nanoparticles was 245.9 &+ 25.46,
which are in accordance with previous studies using the same strategy, but for insulin oral
administration. ?> 23 The positive high for zeta potential of = 30 mV, as a result of the
chitosan free amino groups cationic charges 24, associated with the narrow polydispersity
index indicates homogeneity in size and in nanoparticles dispersion stability. 2+ 23

The high zeta potential affects the nanoparticles adhesion to biological surfaces,
but also affects the nanoparticles stability, culminating in the low insulin release from
nanoparticles. The stability is important for storage and transport of pharmaceutical
formulation, since it avoid insulin degradation.?® On the other hand, the high stability
could have been caused a delay in the insulin bioavailability, resulting in difference
patterns of wound healing observed in the animals treated with the free insulin or with

the insulin-chitosan nanoparticles.’”’” However, the insulin-chitosan nanoparticles
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generated homogeneity in the healing process at the end of the treatment, while all the
animals presented almost the same aspect for wound.

The histological evaluation of the wound on the third day confirmed the
inflammatory pattern of the healing process, where activated platelets secrete chemical
mediators that stimulate vasodilation, cellular proliferation, leukocyte chemotaxis,
mainly neutrophils, monocytes and macrophages. 2% 2° All the groups showed a
predominance of polymorphonuclear cells, which is the main characteristic of the
inflammatory phase.

The presence of polymorphonuclear infiltrate were more evident for the empty-
and insulin- chitosan nanoparticles. The chitosan exerted chemotaxis of these cells, by
stimulating its migration to the wound in the early stages of the healing process. 3% 3!
Studies evaluated the applicability of chitosan hydrogel as a bandage, showing the
chitosan hydrogel was able to promote cell adhesion and proliferation. > 33 Chitosan
membranes covering wound presented haemostatic effect accelerating the healing,
confirmed by the increase on the epithelisation and organized deposition of collagen in
the dermis. 34

The stimulation of inflammatory cells and VEGF migration during the beginning
of the healing, promote angiogenesis and early migration of fibroblasts. 3> This property
may have influenced the chemotactic performance of the insulin-chitosan nanoparticles,
as observed by the presence of moderate mononuclear infiltrate at the seventh day of
treatment.

The insulin accelerates the growth of different cell types, affecting the
proliferation, migration and production of keratinocytes, endothelial cells and fibroblast.
36,37 In our results, seven days from the beginning of the treatment, the intensity of

fibroplasia was predominant in the insulin-chitosan nanoparticles and in the free insulin
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treated animals. After 14 days, a decrease in the intensity of fibroplasia was detected
while increasing the fibrosis presence was observed for these groups, highlighting the
importance of insulin on the acceleration of the healing process. Topical insulin for
wound healing tested in diabetic rats, indicates when the normal insulin signalling is
restored to the skin, the healing process can be corrected. ¢

The angiogenesis was more evident in the insulin-chitosan nanoparticles group
when compared to the free insulin or empty chitosan nanoparticles after seven days from
start the treatment. Chitosan stimulates the proliferation of fibroblasts, blood vessels and
collagen deposition in the wound site, characterized by the formation of granulomatous
tissue. 3® Treatment of cutaneous wounds in murine diabetic model using chitosan-based
membranes has been shown to result in increase in the rate of wound closure correlated
with an impressive increase in angiogenesis. 3° The reduction in the number of vessels in
all groups is related to the earlier stage of the healing process, indicating the final stage
of the degree of scar maturation, was observed here, especially in the free insulin and

empty chitosan nanoparticles treated groups.

5. Conclusion

Topical administration of empty- or insulin- chitosan nanoparticles in the wound
healing in diabetic rats was able to stimulate the proliferation of inflammatory cells and
angiogenesis followed by maturation of the wound. However, the differences in the
wound healing data from insulin-chitosan nanoparticles and the free insulin treated group,

could be related to the high nanoparticles stability.

Acknowledgments

63



The authors thank Capes for M.C. Ribeiro scholarship (1500635), to Funtec by

the Notice of Promotion to the Actions of Innovation in Goias n° 001/2015 and Fapeg by

the Public Project 3/2015-FIRST PROGRAM PROJECTS. Also the Laboratory of

Ambiental Microbiology and Biotechnology (LAMAB) for some equipment sharing, the

Multiuser Laboratory at Institute of Tropical Pathology and Public Health and the

Laboratory of Immunology at Institute of Tropical Pathology and Public Health for

Microplate Spectrophotometer, and High Resolution Microscopy Multiuser Laboratory

(LabMic/ UFG) by microscopy analyses. The authors declare non conflict of interest.

6. References

1.

Hossein NA, Hossein KM, Leila J, Vahid Z, Hossein E. Adapting life to the reality of diabetes.
East Mediterr Health J. 2018; 24(8): 729-735.

Liu X, Xu'Y, An M et al. The risk factors for diabetic peripheral neuropathy: A meta-analysis.
PLoS One. 2019; 14(2):¢0212574.

Skyler JS. Diabetes mellitus: pathogenesis and treatment strategies. ] Med Chem. 2004;
47(17):4113-7.

Cho NH, Shaw JE, Karuranga S et al. IDF Diabetes Atlas: Global estimates of diabetes
prevalence for 2017 and projections for 2045. Diabetes Res Clin Pract. 2018; 138:271-281.
Baltzis D, Eleftheriadou I, Veves A. Pathogenesis and treatment of impaired wound healing
in diabetes mellitus: new insights. Adv Ther. 2014; 31(8):817-36.

Patel S, Srivastava S, Singh MR et al. Mechanistic insight into diabetic wounds: Pathogenesis,
molecular targets and treatment strategies to pace wound healing. Biomed Pharmacother.
2019; 112:108615.

Apikoglu-Rabus S, Izzettin FV, Turan P et al. Effect of topical insulin on cutaneous wound
healing in rats with or without acute diabetes. Clin Exp Dermatol. 2010; 35(2):180-5.

Aijaz A, Faulknor R, Berthiaume F et al. Hydrogel Microencapsulated Insulin-Secreting

Cells Increase Keratinocyte Migration, Epidermal Thickness, Collagen Fiber Density, and

64



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Wound Closure in a Diabetic Mouse Model of Wound Healing. Tissue Eng Part A. 2015;
21(21-22):2723-32.

Abdelkader DH, Tambuwala MM, Mitchell CA et al. Enhanced cutaneous wound healing in
rats following topical delivery of insulin-loaded nanoparticles embedded in poly(vinyl
alcohol)-borate hydrogels. Drug Deliv Transl Res. 2018; 8(5):1053-1065.

Chen X, Liu Y, Zhang X. Topical insulin application improves healing by regulating the
wound inflammatory response. Wound Repair Regen. 2012; 20(3):425-34.

Tharanathan RN, Kittur FS. Chitin--the undisputed biomolecule of great potential. Crit Rev
Food Sci Nutr. 2003; 43(1):61-87.

Calvo P, Remunan-Lopez C, Vila-Jato JL, et al. Novel hydrophilic chitosan-polyethylene
oxide nanoparticles as protein carriers. J Applied Polymer Sci. 1997; 63(1): 125-132.

Skyler J S, Barkris G L, Bonifacio E, Darsow T, Eckel R H, Groop L. Differentiation of
diabetes by pathophysiology, natural history, and prognosis. Diabetes. 2017; 66 (2): 241-55.

Chueh-Pin C, Chin-Tin C, Tsuimin T. Chitosan Nanoparticles for Antimicrobial
Photodynamic Inactivation: Characterization and In Vitro Investigation. Photochemistry and
Photobiology, 2012, 88: 570-576.

Nakisa K D et al. Nanocrystalline cellulose—hyaluronic acid composite enriched with GMCSF
loaded chitosan nanoparticles for enhanced wound healing Biomed. Mater. 2019. In press
https://doi.org/10.1088/1748-605X/ab026c¢.

Lima MHM, Caricilli AM, de Abreu LL, et al. Topical insulin accelerates wound healing in
diabetes by enhancing the AKT and ERK pathways: a double-blind placebo-controlled
clinical trial. Plos One. 2012; 7(5):¢36974.

Ribeiro MC, Corréa VLR, da Silva FKL et al. Improving peptide quantification in chitosan
nanoparticles. Int J Biol Macromol. 2018; 119:32-36.

Garros IC, Campos ACL, Tambara EM, Tendrio SB, Torres OJM, Agulham MA, Aratjo
ACEF, Santis-Isolan PMB, Oliveira RM, Arruda ECM. Extract from Passiflora edulis on the
healing of open wounds in rats: morphometric and histological study. Acta Cir. Bras. [online].
2006, vol.21, suppl.3, pp.55-65. ISSN 0102-8650.  http://dx.doi.org/10.1590/S0102-

86502006000900009.

65



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Sharma A, Singh AK, Warren J et al. Differential regulation of angiogenic genes in diabetic
wound healing. J Invest Dermatol. 2006; 126: 2323-31.

Rezvani O, Shabbak E, Aslani A, Bidar R, Jafari M, et al. A randomized, double-blind,
placebo-controlled trial to determine the effects of topical insulin on wound healing. Ostomy
Wound Manage. 2009; 55: 22-28.

Ing LY, Zin NM, Sarwar A, Katas H. Antifungal Activity of Chitosan Nanoparticles and
Correlation with Their Physical Properties. International Journal of Biomaterials. 2012; 1-9.
Ma Z, Lim TM, Lim LY. Pharmacological activity of peroral chitosan—insulin nanoparticles
in diabetic rats. International Journal of Pharmaceutics. 2005; 293(2): 271-280.

Cui F, Zhang L, Zheng J, Kawashima Y. A study of insulin-chitosan complex nanoparticles
used for oral administration. J. Drug Del Sci Tech. 2004; 14(6): 435-439.

Singh R, Lillard JW. Nanoparticle-based targeted drug delivery. Exp Mol Pathol. 2009; 86:
215-223.

Dounighi NM, Eskandari R, Avadi MR, Zolfagharian H, Sadeghi AMM, Rezayat M.
Preparation and in vitro characterization of chitosan nanoparticles containing Mesobuthus
eupeus scorpion venom as an antigen delivery system. J Venom Anim Toxins incl Trop Dis.
2012; 18: 44-52.

Aminabhavi TM, Agnihotri SA, Nadagouda NM. Recent advances on chitosan-based micro-
and nanoparticles in drug delivery. Journal of Controlled Release. 2004; 100(1): 5 -28.
Guterres SS, Alves MP, Pohlmann AR. Polymeric Nanoparticles, Nanospheres and
Nanocapsules for Cutaneous Applications. Journal Drug Target Insights. 2007; 2: 147-157
Francis-Goforth KN, Harken AH, Saba JD. Normalization of diabetic wound healing.
Surgery. 2010;147(3):446-9.

Pelegrinelli FF, Thirone AC, Gasparetti AL et al. Early steps of insulin action in the skin of
intact rats. J Invest Dermatol 2001; 117: 971-6.

Ueno H, Murakami M, Okumura M et al. Chitosan accelerates the production of osteopontin
from polymorphonuclear leukocytes. Biomaterials. 2001; 22(12): 1667— 1673.

Broughton G, Janis JE, Attinger CE. The Basic Science of Wound Healing: Plast Reconstr

Surg. 2006; 117:12S-34S.

66



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Lee DW, Lim H, Chong HN, Shim WS. Advances in chitosan material and its
hybridderivatives: a review. Open Biomater J 2009;1:10-20.

Ribeiro MP, Espiga A, Silva D, Baptista P, Henriques J, Ferreira C, et al. Development of a
new chitosan hydrogel for wound dressing. Wound Repair Regen. 2009;17:817-24.

Mi FL, Shyu SS, Wu YB, Lee ST, Shyong JY, Huang RN. Fabrication and characterization
of a sponge-like asymmetric chitosan membrane as a wound dressing. Biomaterials.
2001;22:165-73.

Inan ZDS, Saraydin SU. Investigation of The Wound Healing Effects of Chitosan on FGFR3
and VEGF Immunlocalization in Experimentally Diabetic Rats. International Journal of
Biomedical Materials Research. 2013; 1(1): 1-8

Madibally SV, Solomon V, Mitchell RN, Van De Water L, Yarmush ML, et al. Influence of
insulin therapy on burn wound healing in rats. J Surg Res. 2003; 109: 92—-100.

Gallagher KA, Liu ZJ, Xiao M, Chen H, Goldstein LJ, et al. Diabetic impairments in NO-
mediated endothelial progenitor cell mobilization and homing are reversed by hyperoxia and
SDEF-1 alpha. J Clin Invest. 2007; 117: 1249-1259.

Wang T, Zhu XK, Xue XT. Wu DY. Hydrogel sheets of chitosan, honey and gelatin as burn
wound dressings. Carbohydr Polym. 2012;88(1):75-83.

Pietramaggiori G, Yang HJ, Scherer SS, Kaipainen A, Chan RK, Alperovich M, et al. Effects
of poly-N-acetyl glucosamine (pGlcNAc) patch on wound healing in db/db mouse. J Trauma

2008;64:803—-8

67



CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS

O processo cicatricial compreende uma sequéncia de eventos moleculares e
celulares que interagem para que ocorra a restaura¢do do tecido lesado. O processo de
restauragdo da pele ¢ indispensavel a vida e quanto mais rapido ocorrer, menor sera o
tempo de exposicdo do organismo a uma série de patogenos. Estudos clinicos e
experimentais tém mostrado que o processo de cicatrizagdo de feridas esta prejudicado
em pacientes com diabetes. Com o aumento mundial dos casos do diabetes, suas
complica¢des tém se tornado cada vez mais uma preocupagio para a satde publica.

Nanoparticulas poliméricas estdo sendo cada vez mais estudadas por suas
propriedades de liberagdo sustentada e por alcancar sitios especificos de acdo de
farmacos. Dentre os polimeros naturais, a quitosana tem sido muito utilizada na produgao
de nanoparticulas por ser um polissacarideo hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e
de baixa toxicidade. A quitosana tem sido estudada quanto a sua capacidade de acelerar
a cicatrizagdo e vem sendo testada na terapia de lesdes de dificil cicatrizag@o.

A insulina exerce um importante efeito metabdlico e mitogénico celular, mediado
através do receptor de insulina, que estd presente em tecidos de vertebrados em diferentes
concentragdes e variando de acordo com o tipo de tecido.

Este trabalho apresentou uma abordagem inovadora pela utilizacdo de
nanoparticulas de quitosana contendo insulina como proposicdo de uma terapia
alternativa para o tratamento de feridas em pacientes diabéticos. E visou, portanto,
contribuir para o desenvolvimento cientifico e também melhorar a qualidade de vida dos
milhares de pacientes diabéticos que apresentam feridas de dificil cicatrizagao.

Com o protocolo utilizado foi possivel preparar nanoparticulas de quitosana, de
forma eficiente, pelo método de gelificacdo i6nica, onde a formagdo aconteceu de forma
espontdnea por meio das interacdes entre cargas opostas, positivas da quitosana e
negativas do TPP. A metodologia empregada levou a formacdo de nanoparticulas de
quitosana com didmetro, PDI, potencial zeta, que sdo valores adequados para o uso na
cicatrizag@o de feridas. A eficiéncia de associacdo foi de 97.19% + 2.18, confirmando
que a metodologia empregada foi satisfatoria para a preparacdo e caracterizagdo de
nanoparticulas com insulina.

O uso topico de nanoparticulas de quitosana vazias ou contendo insulina na cicatrizacao
de feridas em ratos diabéticos foi capaz de estimular a proliferacio de células

inflamatorias e angiogénese, seguida de maturagcdo da ferida. No entanto, as diferencas
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nos dados de cicatrizacdo de feridas do grupo tratado com nanoparticulas contendo
insulina e do grupo tratado com insulina livre, podem estar relacionadas a alta estabilidade

das nanoparticulas.
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Statistics
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Results
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