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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabolica caracterizada por deficiéncia na
producdo/secrecdo pancredtica de insulina e/ou resisténcia a acdo do horménio nos tecidos alvo,
resultando em hiperglicemia. Diversas pesquisas tém desencadeado o desenvolvimento de novos
sistemas de administracdo de insulina que possibilitem a utilizacdo de vias alternativas a parenteral,
com destaque a administracdo de insulina por via nasal. Esta via tem-se mostrado promissora, pois
pode promover uma rapida absor¢do do farmaco e aumentar a sua biodisponibilidade. Entretanto,
existem mecanismos de depuracdo mucociliar que limitam a administracdo de farmacos, além da
baixa permeabilidade do epitélio nasal, o qual dificulta a absorcdo de farmacos com alto massa
molar. Uma estratégia para vencer tais barreiras é a utilizacdo de sistemas nanoestruturados
(lipossomas), pois sdo amplamente utilizados para o aperfeicoamento da potencializacdo da agéo
terapéutica de farmacos. Além disso estes lipossomas foram funcionalizados com peptideos de
transducdo de membrana (CPPs), tais como os peptideos TAT e Penetratin (PNT), que atuam como
promotores da penetracdo e absor¢cdo do farmaco, com posterior dispersao em hidrogel de
hidroxietilcelulose. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar lipossomas contendo
solugdo de insulina, funcionalizados com CPPs (TAT e PNT) e dispersos em hidrogel, avaliar o
potencial pela via nasal, in vivo, para a melhora dos niveis séricos e efeito hipoglicemiante da
insulina. Os resultados obtidos revelaram que as formulacdes apresentaram valores médios de
didmetro hidrodindmico na escala nanométrica, indice de polidispersdo e de potencial zeta estaveis,
durante o periodo de armazenamento de 90 dias. A funcionalizacdo realizada com os CPPs na
concentracdo de 0,1mM e demonstraram que houve um decréscimo nos valores de potencial zeta de
-53,60 = 3,02 mV para os lipossomas encapsulados com insulina para -10,90+ 0,47 mV quando
funcionalizados com TAT e -9,05+ 0,60 mV quando funcionalizados com PNT, indicativo de
interacdo eletrostatica, devido a carga altamente positiva dos CPPs. As imagens obtidas por
microscopia eletronica de transmissdo mostraram que 0s lipossomas com e sem farmaco e
funcionalizados com CPPs apresentam uma morfologia multilamelares e unilamelares pequenas e
em escalas nanométricas (80 a 150 nm). Os espectros de dicroismo circular realizados nas
formulagcbes recém-preparadas com e sem os CPPs e nas que foram submetidas ao ensaio de
liberagdo in vitro demonstraram que a integridade e a estabilidade da insulina foram preservadas,
quando comparada com a insulina em solu¢do. O método analitico para quantificacdo da insulina
foi validado e utilizado nos ensaios de eficiéncia de encapsulagdo (EE%), liberacdo in vitro e
permeacdo em mucosa nasal suina. Optou-se pelo método de preparo de hidratacdo do filme
lipidico por apresentar os resultados mais elevados em relacdo a EE%. O ensaio de forca
mucoadesiva nas duas membranas modelos foram muito similares e da ordem de 0.06 N e ndo
apresentaram diferenca significativa (valor de p > 0,05). O ensaio de seringabilidade mostrou-se
favoravel, no que diz respeito a facilidade de aplicacdo deste tipo de formulacdo pelo paciente na
via nasal. As andlises reoldgicas evidenciaram um comportamento do tipo pseudoplastico com
carater mais viscoso do que elastico (G” > G’) para todas as formulagdes. Os ensaios de liberagdo in
vitro demonstraram que as formulacGes estudadas apresentam cinética de liberacdo, conforme
modelo matematico de Weibull, que relaciona a quantidade de farmaco acumulado em solucdo em
funcdo do tempo. Nos ensaios de permeacdo em mucosa nasal suina observou-se que o fluxo (J) da
formulacdo Hidrogel+Lipossomas+Insulina (HLI) foi quase duas vezes maior em relagdo as
formulagbes Hidrogel+Lipossomas+Insulina+TAT(HLI+at) € Hidrogel+Lipossomas+Insulina+PNT
(HLIpNT) € @ mesma relacgdo foi observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp).
Enquanto que o J da formulacdo Hidrogel +Insulina (HI) foi 1,5 vezes maior em relacdo a
formulacdo HLI, sendo que a mesma relagdo foi observada para o resultado de Kp. Os ensaios in
vivo evidenciaram que as formulagdes HLItat, HLIpnT, HI € HLI demostraram resultados satisfatorios,
entretanto, as formulagbes HLItar € HLIpNT possuem potencial para serem melhoradas quando
comparadas as formulacdes HI e HLI.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Insulina. Lipossomas. Peptideos de transducdo de membrana.

Sistemas nanoestruturados. Administracéo nasal.




ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic syndrome characterized by deficiency in pancreatic insulin
production / secretion and / or resistance to hormone action in target tissues, resulting in
hyperglycemia. Several researches have triggered the development of new insulin delivery systems
that allow the use of alternative parenteral routes, especially the nasal administration of insulin. This
route has been promising as it can promote rapid absorption of the drug and increase its
bioavailability. However, there are mucociliary clearance mechanisms that limit drug
administration, in addition to the low permeability of the nasal epithelium, which hinders the
absorption of drugs with high molar mass. One strategy to overcome such barriers is the use of
nanostructured systems (liposomes), as they are widely used to enhance the potentiation of
therapeutic action of drugs. In addition, these liposomes were functionalized with membrane
transduction peptides (CPPs), such as TAT and Penetratin (PNT) peptides, which act as penetration
and absorption promoters of the drug, with later dispersion in hydroxyethylcellulose hydrogel. The
objective of this work was to develop and characterize insulin-containing liposomes, functionalized
with CPPs (TAT and PNT) and dispersed in hydrogel, to evaluate the nasal potential in vivo for the
improvement of serum levels and hypoglycemic effect of insulin. The results showed that the
formulations showed stable values of hydrodynamic diameter on the nanometer scale, stable
polydispersion index and zeta potential during the storage period of 90 days. Functionalization
performed with CPPs at a concentration of 0.1 mM and demonstrated that there was a decrease in
zeta potential values from -53.60 + 3.02 mV for insulin-encapsulated liposomes to -10.90 + 0.47
mV when functionalized with TAT and -9.05 = 0.60 mV when functionalized with PNT, indicative
of electrostatic interaction, due to the highly positive charge of the CPPs. Transmission electron
microscopy images showed that drug-based and drug-free liposomes with CPPs have small
multilamellar and unilamellar morphology at nanometer scales (80 to 150 nm). Circular dichroism
spectra performed on freshly prepared formulations with and without CPPs and those subjected to
the in vitro release assay demonstrated that insulin integrity and stability were preserved as
compared to insulin in solution. The analytical method for insulin quantification was validated and
used in the encapsulation efficiency (EE%), in vitro release and permeation tests in porcine nasal
mucosa. The method of preparation of hydration of the lipid film was chosen because it presents the
highest results in relation to EE%. The mucoadhesive strength test in the two model membranes
were very similar and of the order of 0.06 N and showed no significant difference (p value> 0.05).
The syringability test proved to be favorable, regarding the ease of application of this type of
formulation by the patient in the nasal route. The rheological analyzes showed a pseudoplastic type
behavior with a more viscous than elastic character (G 7> G ') for all formulations. In vitro release
assays demonstrated that the formulations studied presented release kinetics, according to Weibull's
mathematical model, which relates the amount of drug accumulated in solution as a function of
time. In the porcine nasal mucosal permeation assays it was observed that the flow (J) of the
formulation Hydrogel + Liposomes + Insulin (HLI) was almost twice higher than the formulations
Hydrogel + Liposomes + Insulin + TAT (HLITAT) and Hydrogel + Liposomes + Insulin + PNT
(HLIPNT) and the same relationship was observed for the permeability coefficient (Kp) results.
While the J of the Hydrogel + Insulin (HI) formulation was 1.5 times higher than the HLI
formulation, the same relationship was observed for the Kp result. In vivo tests showed that
HLITAT, HLIPNT, HI and HLI formulations showed satisfactory results, however, HLITAT and
HLIPNT formulations have potential to be improved when compared to HI and HLI formulations.

Key words: Diabetes mellitus. Insulin. Liposomes. Cell-penetrating peptides (CPPs) or protein
transduction domain (PTDs). Nanostructured systems. Nasal administration.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) configura-se hoje como uma epidemia mundial, afetando
aproximadamente 8% da populacdo, sendo que um ter¢o dos individuos ndo sabem que possuem
DM. Esta sindrome pode ser considerada um problema de salde publica por estar associada a
diversas complicacdes que comprometem a produtividade, qualidade de vida e sobrevida dos
individuos, além de envolver altos custos no seu tratamento. O envelhecimento da populagédo, a
urbanizacdo crescente e a adogdo de estilos de vida pouco saudaveis, tais como sedentarismo, dieta
inadequada e obesidade, sdo os grandes responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do
DM em todo o mundo (DANEMAN, 2006; SBD, 2016).

O DM é uma sindrome metabolica crénica caracterizada por deficiéncia na secrecdo de
insulina pelas células beta pancredticas e/ou da resisténcia dos tecidos alvo as agBes desse
hormonio, culminando em diversos prejuizos no controle do metabolismo de carboidratos, lipideos
e proteinas. Uma de suas principais manifestacdes € a hiperglicemia (PRABHAKAR et al., 2014;
SEN; CHAKRABORTY, 2016; GUTIERRES et al., 2019). Além da hiperglicemia, outras
alteracBes sdo observadas no DM, tais como: elevados niveis circulantes de triglicerideos, colesterol
e da lipoproteina de baixa densidade (LDL), e diminuicdo dos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL). Dentre as principais manifestacdes clinicas descritas, estdo: glicosuria, polilria,
perda de peso, polidipsia, polifagia e visao turva (American Diabetes Association, 2014). Em longo
prazo, a manutencdo da hiperglicemia esta associada ao desenvolvimento de complicacfes
microvasculares do DM, dentre elas nefropatia, retinopatia e neuropatia diabéticas, bem como das
complicacBes macrovasculares, incluindo as doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral.
(MATTHEWS et al., 2001; LANCET, 2005; DE CARVALHO PINCINATO, 2010; GERMINO et
al., 2011).

Os dois principais tipos de DM em relacdo a incidéncia, prevaléncia e importancia clinica
sdo os seguintes: (i) DM tipo 1, no qual a producdo pancreatica de insulina € insuficiente, como
resultado da destrui¢do autoimune das célula B presentes no pancreas; (ii) DM tipo 2, onde observa-
se predominancia de resisténcia insulinica com disfuncdo pancreéatica e deficiéncia relativa de
insulina. Adicionalmente, existem também o DM gestacional e outros tipos especificos de DM
(OLIVEIRA; MILECH, 2004; THOMAS et al., 2016).

A manutencdo da glicemia em niveis considerados normais depende principalmente da
capacidade funcional das celulas beta pancreaticas em produzir e secretar insulina adequadamente e
da sensibilidade tecidual a acdo da insulina. Tanto no DM tipo 1 como também em algumas fases
do DM tipo 2, a producdo de insulina é ineficiente, sendo necesséria a utilizacdo de insulina
exogena (KAHN et al., 2001; FAUCI, 2008)  Os antidiabéticos orais sdo utilizados no tratamento
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do DM tipo 2, enquanto que a administracdo de insulina por via subcuténea é o principal tratamento
para 0 DM tipo 1. No entanto, os individuos com DM tipo 2 também podem necessitar de insulina
exogena, de acordo com a evolucdo da doenga, para que sua glicemia seja controlada de forma
adequada (ASCHE et al., 2011).

Muitos individuos com DM dependem da administracdo subcutanea de insulina para o
alcance do efetivo controle glicémico, bem como para prevenir o desenvolvimento de diversas
complicacdes desta sindrome, incluindo a cetoacidose diabética. Contudo, observa-se que esta
forma de administracdo de insulina, por ser invasiva, torna-se restrita, além de estar associada a
alguns desconfortos, tais como dor das aplicacGes diarias e infeccdo local, o que pode contribuir
com a diminuigdo na adesdo do paciente ao tratamento. Entretanto, a procura por uma terapia
alternativa originou o desenvolvimento de vérias pesquisas e dentre estas, o desenvolvimento de
novos sistemas de administracdo de insulina que possibilitem a utilizacdo de vias alternativas a
parenteral (GALAN, 2008; YADAV et al., 2009; GUPTA et al., 2010).

Neste sentido, pesquisas recentes demonstram que as vias de administracdo alternativas a
parenteral mais estudadas para a administracdo de insulina sdo as vias oral, pulmonar e nasal. As
vantagens da administracdo por via oral estdo relacionadas a facilidade da administracdo e auséncia
de dor, levando a maior adesdo e risco reduzido de infeccdo para o paciente. Entretanto, as
condicOes extremas de pH no estdbmago, a presenca de atividade enzimética (proteases) e de muco e
a baixa permeabilidade através do epitélio intestinal sdo as principais desvantagens para o alcance
da eficacia da insulina administrada por via oral (SOUZA et al., 2000; FONTE et al., 2015;
MENEGUIN et al., 2018).

Em relacdo a administracdo pela via pulmonar, as vantagens estdo na grande superficie
disponivel para a absorcéo e a elevada vascularizacdo, e ao fato de se evitar o metabolismo pré-
sistémico. As desvantagens de se utilizar esta via de administracdo estdo no fato de existirem
barreiras para a absorcdo, devido a depuracdo mucociliar, alteracbes na capacidade ventilatoria e o
aparecimento de tosse nos pacientes, o que pode diminuir a ades&o ao tratamento. Em 2007, 0 uso
do medicamento Exubera® (insulina inalavel) foi interrompido mundialmente, bem como a sua
comercializacdo pela empresa Pfizer (HENKIN, 2010; WADHER et al., 2011).

A administracdo de insulina por via nasal tem se mostrado bastante promissora quando
comparada a vias ndo parenterais, incluindo a oral e a pulmonar, uma vez que o epitélio nasal
possui uma grande area de superficie que facilita a absorcédo de farmacos, a camada sub-epitelial é
ricamente vascularizada e a membrana endotelial é altamente porosa e pode facilitar a permeacéo
do farmaco, evitando-se o metabolismo pré-sisttmico e aumentando a sua biodisponibilidade
(UGWOKE et al., 2005; HEINEMANN, 2010; SHAH et al., 2010).
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A capacidade de absorcdo por unidade de area é relativamente elevado pela via nasal.
Apesar do volume da cavidade nasal ser pequeno, entre 15 a 20 cm®, a sua area de absorcéo é
relativamente grande, 150 cm?, com uma camada epitelial coberta por numerosas microvilosidades.
Além disso, a camada sub-epitelial € altamente vascularizada, 0 que permite que sejam atingidos
niveis terapéuticos rapidamente, com um inicio de acdo do farmaco mais rapido, pois 0 sangue
venoso passa diretamente para a circulacdo sistémica. Todos esses fatores podem favorecer a
reducdo da dose, a diminuicdo de efeitos adversos e a adesdo ao tratamento em pacientes que
dependem do uso continuo de insulina (OWENS et al., 2003; LASSMANN-VAGUE; RACCAH,
2006; KHAFAGY et al., 2007; SHAH et al., 2010; RITTHIDEJ, 2011).

Entretanto, apesar das diversas vantagens, existem algumas barreiras para a absor¢do de
farmacos pela via nasal, principalmente um mecanismo de depura¢do mucociliar muito ativo, onde
a taxa de depuracdo ocorre cerca de 4-6 mm / min e o tempo de reposicdo do muco entre 15-20
minutos, o qual elimina rapidamente o farmaco da cavidade nasal, além da presenca de enzimas
proteoliticas e a alta taxa de renovacdo do muco (producéo diaria em repouso, 75-150 mL), os quais
podem ndo favorecer a biodisponibilidade (ILLUM, 2003; MAINARDES et al., 2006;
KARAVASILI; FATOUROS, 2016). Outros fatores que limitam a absorcdo de farmacos pela
cavidade nasal sdo a baixa permeabilidade do epitélio nasal, dificultando a absorcdo de farmacos
com elevado peso molecular. Além disso, o pH do sistema de veiculacdo deve ser compativel com o
pH da cavidade nasal, e o baixo volume que pode ser administrado (KANG et al., 2009;
LOCHHEAD; THORNE, 2012).

Portanto, com a finalidade de se conseguir uma administra¢do de insulina por via nasal mais
eficiente, acredita-se que tais barreiras citadas podem ser superadas com a utilizagdo de sistemas de
liberacdo baseados em lipossomas e funcionalizados com peptideos de transducdo de membrana
(CPPs), tais como TAT e PNT, os quais sdo capazes de penetrar membranas celulares e translocar
diferentes cargas para células (TORCHILIN et al., 2005; KOREN; TORCHILIN et al., 2012).

Em 1995, os lipossomas foram o primeiro sistema de liberacdo de farmacos produzido em
nanoescala a ser utilizado para uso clinico. Desde entdo, o nimero de trabalhos baseados neste tipo
de sistemas de liberacdo cresceu consideravelmente e trouxe um enorme desenvolvimento com
implicag6es clinicas significativas (ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2016).

Os lipossomas sdo vesiculas lipidicas esféricas, que variam o seu tamanho entre a escala dos
nandmetros até alguns micrometros, nas quais uma fase aquosa interna é cercada por uma ou mais
lamelas (bicamadas de fosfolipidios) que permitem a incorporagdo de farmacos hidrofilicos (tal
como a insulina) e farmacos hidrofébicos, constituindo assim sistemas importantes para
encapsulacdo, transporte e liberagdo sustentada de farmacos (IWANAGA et al., 1999; DE
ARAUJO LOPES et al., 2013; ELOY et al., 2014).
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Os lipossomas sdo capazes encapsular o farmaco e, por conseguinte, protegé-lo in vivo de
uma eliminacdo ou degradacdo rapida. Suas propriedades de liberacdo lenta levam a redugdo da
concentracdo do farmaco na forma livre, e a prolongacdo de sua presenca no organismo. Esse
aumento na biodisponibilidade do farmaco pode levar a potenciacdo da sua acao bioldgica, assim
como a reducéo dos seus efeitos colaterais (FREZARD et al., 2005).

Por outro lado, os peptideos de transducdo de membrana (do inglés, cell penetrating
peptides, CPPs), também referidos como dominios de transducéo de proteinas (PTDs) sdo peptideos
curtos, tipicamente com 5-30 residuos de aminoacidos, com a capacidade de obter acesso ao interior
da célula, promovendo a entrega intracelular de forma covalente ou ndo covalente de varias
moléculas incluindo plasmideos, DNA, siRNAs, oligonucleotideos, proteinas com tamanho acima
de 100 kDa e sistemas nanocarreadores, incluindo lipossomas e nanoparticulas. Endocitose e
translocacdo direta através da membrana celular sdo os principais mecanismos utilizados pelas
CPPs para entrar na célula (LANGEL, 2006; MILLETTI et al., 2012; DISSANAYAKE et al.,
2017).

Os CPPs apresentam baixa citotoxicidade e imunogenicidade, significativa capacidade para
facilitar o transporte independente do receptor através das membranas celulares quando ligados a
proteinas ou oligonucleotideos, capacidade de interagir eletrostaticamente com a superficie dos
glicosaminoglicanos (GAGS) e entrar na célula através de processos endociticos e acima de um
limiar de concentracdo observa-se captacdo citosélica rapida, sugerindo translocacdo direta ou
penetracdo direta (ZIEGLER et al., 2008; RAUCHER; RYU, 2015).

O primeiro CPP identificado foi 0 TAT (GRKKRRQRRRPPQ), em 1988. O TAT é um
peptideo trans-ativador da transcricdo do HIV-1, capaz de atravessar membranas celulares e ser
internalizado de forma eficiente por células (KOREN; TORCHILIN et al., 2012; GUIDOTTI et al.,
2017).

Alguns anos depois, em 1991, descobriu-se 0 peptideo PNT (RQIKIWFQNRRMKWKK),
contendo 16 residuos de aminoacidos (pAntp), derivado da Antennapedia Drosophila
melanogaster, o qual também €é capaz de entrar em célula através de uma via independente
aparentemente ndo endocitética, mesmo quando conjugado a grandes moléculas hidrofilicas como
os oligonucleotideos (THOREN et al., 2000). Desde entfo, varios peptideos que mostraram as
mesmas capacidades penetrantes foram descobertos ou projetados racionalmente (FISCHER et al.,
2000).

Portanto, a finalidade deste trabalho foi desenvolver sistemas de liberacdo baseados em
lipossomas funcionalizados com peptideos de transducdo de membrana (CPPs) TAT e PNT, com o

objetivo de promover a absor¢do nasal de insulina com subsequente efeito sisttmico de queda da
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glicemia. Esta estratégia até o momento ndo foi estudada para o transporte nasal de insulina

lipossomal, podendo, portanto ser uma alternativa promissora para o tratamento do DM.
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2. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os valores médios de DMH, Ipd e de PZ das formulagdes A, B e C preparados tanto pelo método
de HFL quanto por REV durante o periodo de armazenamento de 90 dias, demonstraram-se
estaveis visando a futura administracdo nasal para o tratamento do diabetes mellitus;

O método analitico para quantificacdo da insulina foi validado, onde se obtiveram valores
satisfatorios de linearidade, especificidade, LQ, LD, precisdo, exatiddo e robustez e este foi
utilizado para a quantificagcdo de insulina em amostras provenientes dos ensaios de eficiéncia de
encapsulacao, liberacdo in vitro e permeagdo em mucosa nasal suina.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) da insulina apresentou valores satisfatorios e optou-se pelo
método de preparo de hidratacdo do filme lipidico (HFL), por apresentar os resultados de EE%
mais elevados, além de ser um método de preparo amplamente descrito na literatura e de acordo
com os valores de EE% obtidos, observou-se que os lipossomas contendo insulina funcionalizados
com PNT possuem os menores valores de EE% nas medicdes de estabilidade que ocorreram em
30 e 60 dias.

Os resultados de funcionalizacdo demonstraram que houve um decréscimo nos valores de
potencial zeta de -53,60 + 3,02 mV para os lipossomas encapsulados com insulina para -10,90+
0,47 mV quando funcionalizados com TAT e -9,05+ 0,60 mV quando funcionalizados com PNT,
indicativo de interacdo eletrostatica, devido a carga altamente positiva dos CPPs (TAT e PNT).

As leituras de estabilidade realizadas no periodo de 90 dias de armazenamento demonstram que
tanto o CPPs TAT quanto o PNT contribuem para o decréscimo dos valores de PZ por possuirem
carga altamente positiva, entretanto, nao afetam os valores de DHM e Ipd.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao (MET) confirmaram a estrutura de
lipossomas com e sem farmaco e funcionalizados com CPPs (TAT e PNT), uma vez que foram
visualizadas vesiculas esféricas com tamanho de 150 nm, 100 nm, 80 nm e 80 nm, as quais se
correlacionam com o DHM medido pela técnica de espalhamento de luz dinamica.

O hidrogel de HEC preparado na concentracdo de 2% ndo apresentou separacdo de fases no
periodo de 30 dias de armazenamento, permanecendo com aspecto homogéneo e transldcido.

Os espectros de DC foram realizados nas formulag¢fes recém-preparadas e quando estas mesmas
formulacGes foram submetidas ao ensaio de liberacdo in vitro e demonstraram que a integridade e
a estabilidade da insulina apds o aprisionamento nos sistemas desenvolvidos (LI, Litat, Llpnt, HI
e HLI) foi preservada, quando comparada com a insulina em solugé&o.

As curvas de nano DSC revelaram trés eventos térmicos, sendo dois picos endotérmicos da
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solucdo de insulina e um pico exotérmico. Quando a insulina foi associado ao lipossoma se sugere
que o lipossoma diminui a estabilidade térmica da insulina. Entretanto, a associacao da insulina ao
hidrogel aumentou a estabilidade térmica da insulina, por ter havido o aumento do Tmax dos
picos. Por outro lado, quando a insulina foi aos hidrogeis + lipossomas funcionalizados com TAT
e PNT, houve o desaparecimento de dois picos o que sugere que pode ter movido estes picos para
temperaturas mais altas, acima da faixa de condicdes experimentais (100°C), aumentando assim a
estabilidade térmica da proteina.

Nos ensaios de reologia, verificou-se que as formulagbes comportaram-se como fluidos ndo-
newtonianos com comportamento pseudoplastico, onde se observou que G” permaneceu em toda a
faixa de frequéncia acima de G’, indicando comportamento mais viscoso das amostras analisadas;

No ensaio de forga mucoadesiva os resultados das duas membranas modelos (discos de mucina e
mucosas nasais suinas) foram muito similares e satisfatérios.

No ensaio de seringabilidade o trabalho obtido para a extrusao das formulacdes a partir da seringa
mostrou-se favoravel, no que diz respeito a facilidade de aplicacao deste tipo de formulagao pelo
paciente na via nasal.

Os ensaios de liberacdo in vitro apresentaram comportamento de liberacdo bifasico, com liberacéo
imediata em 2 h (“efeito burst”) motivada pela liberacdo do farmaco nao encapsulado (= 25%)
seguida de liberacdo mais lenta e continua proveniente do farmaco encapsulado (= 75%). Todas
as formulagcOes testadas apresentam cinética de liberacdo, conforme modelo matemético de
Weibull, que relaciona a quantidade de farmaco acumulado em solugdo em funcéo do tempo.

Nos ensaios de permeacdo em mucosa nasal suina observou-se que o fluxo (J) da formulacdo HLI
foi quase duas vezes maior em relagdo as formulagdes HLItat ¢ HLIpnT € @ mesma relagdo foi
observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp). Enquanto que o fluxo (J) da
formulacdo HI foi 1,5 vezes maior em relacdo a formulacdo HLI, sendo que a mesma relagéo foi
observada para o resultado de coeficiente de permeabilidade (Kp).

Os ensaios in vivo de resposta anti-hiperglicémica em ratos diabéticos e analise temporal da
presenca de insulina na circulagcdo sisttmica em ratos ndo diabéticos a administracdo nasal das
formulagcbes HLItar, HLIpNnT, HI € HLI demostraram resultados satisfatérios e promissores,
entretanto, as formulagdes HLItat e HLIpNT possuem potencial para serem melhoradas quando
comparadas as formulacGes HI e HLI. Sugere-se que as formulagfes funcionalizadas com TAT
(HLItaT), podem ser consideradas promotoras de absorcéo tardia e as formulagdes funcionalizadas
com PNT (HLIpNT), promotoras de absorgéo precoce.

Nos ensaios da fosforilagdo da proteina AKT, os resultados demonstraram que as formulagdes
HLItat, HLIpnT, HI € HLI apds 6 horas, foram capazes de promover liberacdo de forma continua

ou mantida de insulina quando comparadas a formulagédo controle (insulina subcutanea).
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3. PERSPECTIVAS

As conclusdes apresentadas indicam que a administracédo intranasal das formulacdes HLItaT,
HLIpnT, HI € HLI demostraram resultados satisfatérios e promissores em relagéo aos niveis de insulina
sistémica e resposta anti-hiperglicémica, sugerindo que estas formulacbes liberaram a insulina
gradativamente e de forma continua. Entretanto, as formulagdes HLItat € HLIpnT pOSSuem potencial
para serem melhoradas quando comparadas as formulagdes HI e HLI, devido aos achados na
literatura relatarem um excelente desempenho destes CPPs catibnicos no que se refere a acdo
promotora de absor¢do de farmacos.

Todavia, sugere-se que este potencial pode ser aprimorado com a utilizacdo de dose maior
de insulina em conjunto com a combinacdo dos peptideos TAT e PNT em uma Unica formulacao,
pois de acordo com os resultados obtidos as formulagdes funcionalizadas com TAT (HLIrat) podem
ser consideradas promotoras de absorgéo tardia e as formulag@es funcionalizadas com PNT (HLIpNT),
promotoras de absorcdo precoce, presumindo um tratamento realizado concomitante com as
administracdes subcutaneas de insulina, com a finalidade de diminuir o ndmero de aplicacdes

subcutaneas pelo paciente diabético cronico.
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5. ANEXO
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