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RESUMO 

O diabetes mellitus (DM) é uma síndrome metabólica caracterizada por deficiência na 

produção/secreção pancreática de insulina e/ou resistência à ação do hormônio nos tecidos alvo, 

resultando em hiperglicemia. Diversas pesquisas têm desencadeado o desenvolvimento de novos 

sistemas de administração de insulina que possibilitem a utilização de vias alternativas à parenteral, 

com destaque à administração de insulina por via nasal. Esta via tem-se mostrado promissora, pois 

pode promover uma rápida absorção do fármaco e aumentar a sua biodisponibilidade. Entretanto, 

existem mecanismos de depuração mucociliar que limitam a administração de fármacos, além da 

baixa permeabilidade do epitélio nasal, o qual dificulta a absorção de fármacos com alto massa 

molar. Uma estratégia para vencer tais barreiras é a utilização de sistemas nanoestruturados 

(lipossomas), pois são amplamente utilizados para o aperfeiçoamento da potencialização da ação 

terapêutica de fármacos. Além disso estes lipossomas foram funcionalizados com peptídeos de 

transdução de membrana (CPPs), tais como os peptídeos TAT e Penetratin (PNT), que atuam como 

promotores da penetração e absorção do fármaco, com posterior dispersão em hidrogel de 

hidroxietilcelulose. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar lipossomas contendo 

solução de insulina, funcionalizados com CPPs (TAT e PNT) e dispersos em hidrogel, avaliar o 

potencial pela via nasal, in vivo, para a melhora dos níveis séricos e efeito hipoglicemiante da 

insulina. Os resultados obtidos revelaram que as formulações apresentaram valores médios de 

diâmetro hidrodinâmico na escala nanométrica, índice de polidispersão e de potencial zeta estáveis, 

durante o período de armazenamento de 90 dias. A funcionalização realizada com os CPPs  na 

concentração 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 

interação eletrostática, devido à carga altamente positiva dos CPPs. As imagens obtidas por 

microscopia eletrônica de transmissão mostraram que os lipossomas com e sem fármaco 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 

formulações recém-preparadas com e sem os CPPs e nas que foram submetidas ao ensaio de 

liberação in vitro demonstraram que a integridade e a estabilidade da insulina foram preservadas, 

quando comparada com a insulina em solução. O método analítico para quantificação da insulina 

foi validado e utilizado nos ensaios de eficiência de encapsulação (EE%), liberação in vitro e 

permeação em mucosa nasal suína. Optou-se pelo método de preparo de hidratação do filme 

lipídico por apresentar os resultados mais elevados em relação a EE%. O ensaio de força 

mucoadesiva nas duas membranas modelos foram muito similares e da ordem de 0.06 N e não 

apresentaram diferença significativa (valor de p > 0,05). O ensaio de seringabilidade mostrou-se 

favorável, no que diz respeito à facilidade de aplicação deste tipo de formulação pelo paciente na 

via nasal. As análises reológicas evidenciaram um comportamento do tipo pseudoplástico com 

caráter mais viscoso do que elástico (G” > G’) para todas as formulações. Os ensaios de liberação in 

vitro demonstraram que as formulações estudadas apresentam cinética de liberação, conforme 

modelo matemático de Weibull, que relaciona a quantidade de fármaco acumulado em solução em 

função do tempo. Nos ensaios de permeação em mucosa nasal suína observou-se que o fluxo (J) da 

formulação Hidrogel+Lipossomas+Insulina (HLI) foi quase duas vezes maior em relação às 

formulações Hidrogel+Lipossomas+Insulina+TAT(HLITAT) e Hidrogel+Lipossomas+Insulina+PNT 

(HLIPNT) e a mesma relação foi observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp). 

Enquanto que o J da formulação Hidrogel +Insulina (HI) foi 1,5 vezes maior em relação à 

formulação HLI, sendo que a mesma relação foi observada para o resultado de Kp. Os ensaios in 

vivo evidenciaram que as formulações HLITAT, HLIPNT, HI e HLI demostraram resultados satisfatórios, 

entretanto, as formulações HLITAT e HLIPNT possuem potencial para serem melhoradas quando 

comparadas as formulações HI e HLI. 

 

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Insulina. Lipossomas. Peptídeos de transdução de membrana. 

Sistemas nanoestruturados. Administração 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 ”> 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. INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes mellitus (DM) configura-se hoje como uma epidemia mundial, afetando 

aproximadamente 8% da população, sendo que um terço dos indivíduos não sabem que possuem 

DM. Esta síndrome pode ser considerada um problema de saúde pública por estar associada a 

diversas complicações que comprometem a produtividade, qualidade de vida e sobrevida dos 

indivíduos, além de envolver altos custos no seu tratamento. O envelhecimento da população, a 

urbanização crescente e a adoção de estilos de vida pouco saudáveis, tais como sedentarismo, dieta 

inadequada e obesidade, são os grandes responsáveis pelo aumento da incidência e prevalência do 

DM em todo o mundo (DANEMAN, 2006; SBD, 2016).  

O DM é uma síndrome metabólica crônica caracterizada por deficiência na secreção de 

insulina pelas células beta pancreáticas e/ou da resistência dos tecidos alvo às ações desse 

hormônio, culminando em diversos prejuízos no controle do metabolismo de carboidratos, lipídeos 

e proteínas. Uma de suas principais manifestações é a hiperglicemia (PRABHAKAR et al., 2014; 

SEN; CHAKRABORTY, 2016; GUTIERRES et al., 2019). Além da hiperglicemia, outras 

alterações são observadas no DM, tais como: elevados níveis circulantes de triglicerídeos, colesterol 

e da lipoproteína de baixa densidade (LDL), e diminuição dos níveis de lipoproteína de alta 

densidade (HDL). Dentre as principais manifestações clínicas descritas, estão: glicosúria, poliúria, 

perda de peso, polidipsia, polifagia e visão turva (American Diabetes Association, 2014). Em longo 

prazo, a manutenção da hiperglicemia está associada ao desenvolvimento de complicações 

microvasculares do DM, dentre elas nefropatia, retinopatia e neuropatia diabéticas, bem como das 

complicações macrovasculares, incluindo as doenças 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 relação à incidência, prevalência e importância clínica 

são os seguintes: (i) DM tipo 1, no qual a produção pancreática de insulina é insuficiente, como 

resultado da destruição autoimune das célula β presentes no pâncreas; (ii) DM tipo 2, onde observa-

se predominância de resistência insulínica com disfunção pancreática e deficiência relativa de 

insulina. Adicionalmente, existem também o DM gestacional e outros tipos específicos de DM 

(OLIVEIRA; MILECH, 2004; THOMAS et al., 2016).  

A manutenção da glicemia em níveis considerados normais depende principalmente da 

capacidade funcional das células beta pancreáticas em produzir e secretar insulina adequadamente e 

da sensibilidade tecidual à ação da insulina. Tanto no DM tipo 1 como também em algumas fases 

do DM tipo 2, a produção de insulina é ineficiente, sendo necessária a utilização de insulina 

exógena (KAHN et al., 2001; FAUCI, 2008)
.
 Os antidiabéticos orais são utilizados no tratamento 
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do DM tipo 2, enquanto que a administração de insulina por via subcutânea é o principal tratamento 

para o DM tipo 1. No entanto, os indivíduos com DM tipo 2 também podem necessitar de insulina 

exógena, de acordo com a evolução da doença, para que sua glicemia seja controlada de forma 

adequada (ASCHE et al., 2011). 

Muitos indivíduos com DM dependem da administração subcutânea de insulina para o 

alcance do efetivo controle glicêmico, bem como para prevenir o desenvolvimento de diversas 

complicações desta síndrome, incluindo a cetoacidose diabética. Contudo, observa-se que esta 

forma de administração de insulina, por ser invasiva, torna-se restrita, além de estar associada a 

alguns desconfortos, tais como dor das aplicações diárias e infecção local, o que pode contribuir 

com a diminuição na adesão do paciente ao tratamento. Entretanto, a procura por uma terapia 

alternativa originou o desenvolvimento de várias pesquisas e dentre estas, o desenvolvimento de 

novos sistemas de administração de insulina que possibilitem a utilização de vias alternativas à 

parenteral (GALAN, 2008; YADAV et al., 2009; GUPTA et al., 2010). 

Neste sentido, pesquisas recentes demonstram que as vias de administração alternativas à 

parenteral mais estudadas para a administração de insulina são as vias oral, pulmonar e nasal. As 

vantagens da administração por via oral estão relacionadas à facilidade da administração e ausência 

de dor, levando a maior adesão e risco reduzido de infecção para o paciente. Entretanto, as 

condições extremas de pH no estômago, a presença de atividade enzimática (proteases) e de muco e 

a baixa permeabilidade através do epitélio intestinal são as principais desvantagens para o alcance 

da eficácia da insulina administrada por via oral (SOUZA et al., 2000; FONTE et al., 2015; 

MENEGUIN et al., 2018).  

Em relação à administração pela via pulmonar, as vantagens estão na grande superfície 

disponível para a absorção e a elevada vascularização, e ao fato de se evitar o metabolismo pré-

sistêmico. As desvantagens de se utilizar esta via de administração estão no fato de existirem 

barreiras para a absorção, devido à depuração mucociliar, alterações na capacidade ventilatória e o 

aparecimento de tosse nos pacientes, o que pode diminuir a adesão ao tratamento. Em 2007, o uso 

do medicamento Exubera
® 

(insulina inalável) foi interrompido mundialmente, bem como a sua 

comercialização pela empresa Pfizer (HENKIN, 2010; WADHER et al., 2011). 

A administração de insulina por via nasal tem se mostrado bastante promissora quando 

comparada a vias não parenterais, incluindo a oral e a pulmonar, uma vez que o epitélio nasal 

possui uma grande área de superfície que facilita a absorção de fármacos, a camada sub-epitelial é 

ricamente vascularizada e a membrana endotelial é altamente porosa e pode facilitar a permeação 

do fármaco, evitando-se o metabolismo pré-sistêmico e aumentando a sua biodisponibilidade 

(UGWOKE et al., 2005; HEINEMANN, 2010; SHAH et al., 2010). 
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A capacidade de absorção por unidade de área é relativamente elevado pela via nasal. 

Apesar do volume da cavidade nasal ser pequeno, entre 15 a 20 cm
3
, a sua área de absorção é 

relativamente grande, 150 cm
2
, com uma camada epitelial coberta por numerosas microvilosidades. 

Além disso, a camada sub-epitelial é altamente vascularizada, o que permite que sejam atingidos 

níveis terapêuticos rapidamente, com um início de ação do fármaco mais rápido, pois o sangue 

venoso passa diretamente para a circulação sistêmica. Todos esses fatores podem favorecer a 

redução da dose, a diminuição de efeitos adversos e a adesão ao tratamento em pacientes que 

dependem do uso contínuo 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 absorção de 

fármacos pela via nasal, principalmente um mecanismo de depuração mucociliar muito ativo, onde 

a taxa de depuração ocorre cerca de 4–6 mm / min e o tempo de reposição do muco entre 15-20 

minutos, o qual elimina rapidamente o fármaco da cavidade nasal, além da presença de enzimas 

proteolíticas e a alta taxa de renovação do muco (produção diária em repouso, 75–150 mL), os quais 

podem não favorecer a biodisponibilidade (ILLUM, 2003; MAINARDES et al., 2006; 

KARAVASILI; FATOUROS, 2016). Outros fatores que limitam a absorção de fármacos pela 

cavidade nasal são a baixa permeabilidade do epitélio nasal, dificultando a absorção de fármacos 

com elevado peso molecular. Além disso, o pH do sistema de veiculação deve ser compatível 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 administração de insulina por via nasal mais 

eficiente, acredita-se que tais barreiras citadas podem ser superadas com a utilização de sistemas de 

liberação baseados em lipossomas e funcionalizados com peptídeos de transdução de membrana 

(CPPs), tais como TAT e PNT, os quais são 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 liberação de fármacos produzido em 

nanoescala a ser utilizado para uso clínico. Desde então, o número de trabalhos baseados neste tipo 

de sistemas de liberação cresceu consideravelmente e trouxe um enorme desenvolvimento com 

implicações clínicas significativas (ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2016). 

Os lipossomas são vesículas lipídicas esféricas, que variam o seu tamanho entre a escala dos 

nanômetros até alguns micrômetros, nas quais uma fase aquosa interna é cercada por uma ou mais 

lamelas (bicamadas de fosfolipídios) que permitem a incorporação de fármacos hidrofílicos (tal 

como a insulina) e fármacos hidrofóbicos, constituindo assim sistemas importantes para 

encapsulação, transporte e liberação sustentada de fármacos (IWANAGA et al., 1999; DE 

ARAÚJO LOPES et al., 2013; ELOY et al., 2014).  
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Os lipossomas são capazes encapsular o fármaco e, por conseguinte, protegê-lo in vivo de 

uma eliminação ou degradação rápida. Suas propriedades de liberação lenta levam à redução da 

concentração do fármaco na forma livre, e à prolongação de sua presença no organismo. Esse 

aumento na biodisponibilidade do fármaco pode levar à potenciação da sua ação biológica, assim 

como à redução dos seus efeitos colaterais (FRÉZARD et al., 2005). 

Por outro lado, os peptídeos de transdução de membrana (do inglês, cell penetrating 

peptides, CPPs), também referidos como domínios de transdução de proteínas (PTDs) são peptídeos 

curtos, tipicamente com 5-30 residuos de aminoácidos, com a capacidade de obter acesso ao interior 

da célula, promovendo a entrega intracelular de forma covalente ou não covalente de várias 

moléculas incluindo plasmídeos, DNA, siRNAs, oligonucleotídeos, proteínas com tamanho acima 

de 100 kDa e sistemas nanocarreadores, incluindo lipossomas e nanopartículas. Endocitose e 

translocação direta através da membrana celular são 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 

proteínas ou oligonucleotídeos, capacidade de interagir eletrostaticamente com a superfície dos 

glicosaminoglicanos (GAGs) e entrar na célula através de processos endocíticos e acima de um 

limiar de concentração observa-se captação citosólica rápida, sugerindo translocação direta ou 

penetração direta (ZIEGLER et al., 2008; RAUCHER; RYU, 2015). 

O primeiro CPP identificado foi o TAT (GRKKRRQRRRPPQ), em 1988. O TAT é um 

peptídeo trans-ativador da transcrição 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 o peptídeo PNT (RQIKIWFQNRRMKWKK), 

contendo 16 resíduos de aminoácidos (pAntp), derivado da Antennapedia Drosophila 

melanogaster, o qual também é capaz de entrar em célula através de uma via independente 

aparentemente não endocitótica, mesmo quando conjugado a grandes moléculas hidrofílicas como 

os oligonucleotídeos (THORÉN et al., 2000). Desde então, vários peptídeos que mostraram as 

mesmas capacidades penetrantes foram descobertos ou projetados racionalmente (FISCHER et al., 

2000). 

Portanto, a finalidade deste trabalho foi desenvolver sistemas de liberação baseados em 

lipossomas funcionalizados com peptídeos de transdução de membrana (CPPs) TAT e PNT, com o 

objetivo de promover a absorção nasal de insulina com subsequente efeito sistêmico de queda da 
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glicemia. Esta estratégia até o momento não 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. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Diabetes mellitus (DM) 

 

Mundialmente, o Diabetes mellitus (DM) tem sido considerado um dos problemas principais 

de saúde pública, por afetar indivíduos de todas as idades, incluindo crianças, jovens e adultos, além 

de mulheres grávidas (ALBERTI et al., 1998; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010; 

SEN; CHAKRABORTY, 2016; IDF 2017). 

Estima-se que em 2017 mais de 425 milhões de indivíduos em todo o mundo tinham DM, 

sendo que 327 milhões tinham idade entre 20 a 64 anos e 98 milhões tinham entre 65 a 74 anos. 

Estimativas apontam que estes números aumentem, alcançando 629 milhões de pessoas com DM 

até 2045. Contudo, foi previsto que quase metade deste número (49,7%) de indivíduos que vivem 

com DM não sejam diagnosticados; além disso, em 2017, aproximadamente 5 milhões de mortes 

ocorridas no mundo foram atribuídas ao DM, na faixa etária de 20 a 99 anos. Por outro lado, o gasto 

global com saúde pública para o tratamento de pessoas com DM foi estimado em US$ 850 bilhões, 

em 2017 (CHO et al., 2018; IDF, 2019). 

A maioria dos casos de diabetes é referente ao DM tipo 2, o qual pode ser prevenido com 

mudanças no estilo de vida e que incluem realização de atividade física regular e a adoção de uma 

dieta saudável e balanceada. As famílias, por sua vez, têm um papel fundamental na abordagem e 

no cuidado dos fatores de risco modificáveis para o DM tipo 2, contribuindo para a adoção de um 

estilo de vida mais saudável. Outro ponto importante a ser considerado é o fato de que um em cada 

dois indivíduos que atualmente convivem com DM não é diagnosticado. Entretanto, o diagnóstico e 

o tratamento precoce do DM são fundamentais para prevenir as complicações em longo prazo desta 

síndrome. Todas as famílias são potencialmente afetadas pelo diabetes e, portanto, a 

conscientização dos sinais, sintomas e fatores de risco para todos os tipos de DM é vital para ajudar 

a detectá-lo precocemente (ADA, 2010; WHO, 2016; IDF, 2019). 

A hiperglicemia decorrente do DM participa do estabelecimento e manutenção de diversas 

complicações; estas incluem as complicações microvasculares: retinopatias (possíveis danos ou 

perda da visão), nefropatias (insuficiência renal), neuropatias periféricas (risco de úlceras e 

amputação de membros) e periodontite (inflamação do tecido ao redor do dente); complicações 

macrovasculares: incluindo as doenças cardiovasculares e acidente vascular cerebral (OLIVEIRA; 

MILECH, 2004;ADA, 2010; FORBES; COOPER, 2013). 
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2.1.1 Classificação  

 

O DM pode ser classificado em 4 tipos: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros 

tipos específicos de DM (ADA, 2010; DE CARVALHO PINCINATO,2010; SEN; 

CHAKRABORTY, 2016). 

O DM tipo 1 caracteriza-se pela deficiência absoluta na produção de insulina devido à 

destruição autoimune das células beta pancreáticas responsáveis pela produção e secreção de 

insulina, associada à suscetibilidade genética do indivíduo a esta síndrome. Geralmente a proporção 

de destruição das células beta pancreáticas pode variar, podendo ser acelerada em alguns 

indivíduos, principalmente em crianças e adolescentes, ou ocorrer de forma mais lenta em adultos. 

No momento do diagnóstico, a maioria dos indivíduos já tem cerca de 80-85% das células beta 

pancreáticas destruídas, o que explica a necessidade de aplicações subcutâneas de insulina para o 

efetivo controle da glicemia (OLIVEIRA; MILECH, 2004; DE CARVALHO PINCINATO, 2010; 

PORETSKY, 2010; THOMAS et al., 2016). 

O DM tipo 1 pode ser dividida em dois subtipos: o DM tipo 1 mediado por imunidade e o 

DM tipo 1 idiopático. O DM tipo 1 mediado por imunidade caracteriza-se pela destruição 

autoimune das células beta pancreáticas, o qual acomete cerca de 5-10% dos indivíduos 

diagnosticados com DM. Esses indivíduos também são propensos a outros distúrbios autoimunes, 

tais como doença de Addison, vitiligo, doença celíaca, hepatite autoimune, miastenia grave e 

anemia perniciosa. Já o DM tipo 1 idiopático não possui nenhuma etiologia conhecida, pois não 

apresenta indícios de autoimunidade; este tipo de DM é mais comum entre indivíduos de origem 

africana, ascendência caribenha e asiática (ALBERTI et al., 1998; OLIVEIRA; MILECH, 2004; 

PORETSKY, 2010; ADA, 2010). 

O DM tipo 2 caracteriza-se como um distúrbio metabólico decorrente da combinação de 

dois processos distintos: resistência à ação da insulina nos tecidos alvo e deficiência relativa na 

produção de insulina pelo pâncreas. Trata-se da forma mais comum de DM, atingindo cerca de 90% 

dos individuos diagnosticados com DM e encontra-se associado à interação de fatores genéticos e 

metabólicos. Histórico familiar combinado com excesso de peso corporal e/ou obesidade, hábitos 

nutricionais pouco saudáveis, sedentarismo, tabagismo e estresse são fatores para o 

desenvolvimento e progressão da doença. A hiperglicemia geralmente se desenvolve gradualmente 

e de forma assintomática, não sendo suficiente para culminar no aparecimento dos sintomas 

clássicos; logo, o individuo permanece por vários anos sem o diagnóstico correto (OLIVEIRA; 

MILECH, 2004; PORETSKY, 2010; REKHA et al., 2013; WHO, 2016). Além disso, segundo 

estudo de LI (2012), o DM tipo 2 tem sido associado ao risco aumentado de desenvolvimento de 



23 
 

diversos tipos de câncer em humanos, tais como câncer de fígado, endométrio, bexiga, pâncreas, 

mama e colorretal (LI, 2012). 

O DM gestacional é definido como um estado transitório no qual ocorre qualquer grau de 

intolerância à glicose, diagnosticado no início ou no decorrer da gravidez. Mulheres com DM 

gestacional possuem maior risco de determinadas complicações durante a gravidez e no parto, e que 

incluem pré-eclâmpsia, parto prematuro e necessidade de cesárea. Este tipo de DM é especialmente 

prejudicial ao lactente, devido as condições de hiperglicemia materna, e que pode acarretar nas 

seguintes complicações: macrossomia, síndrome de desconforto respiratório, cardiomiopatia, 

hipoglicemia, dentre outras. Em 2017, foi estimado que cerca de 21,3 milhões de nascidos vivos 

foram afetados por alguma forma de hiperglicemia na gestação, e que aproximadamente 18,4 

milhões dos casos registrados foram devido ao DM gestacional (JONES, 2001; OLIVEIRA; 

MILECH, 2004; DE CARVALHO PINCINATO, 2010; WHO, 2016; CHO et al., 2018). 

O quarto tipo de DM, sendo este menos comum, está relacionado ao chamado outros tipos 

específicos de DM, e compreendem as seguintes causas: defeitos genéticos no funcionamento das 

células beta do pâncreas, defeitos genéticos na ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino, 

endocrinopatias, diabetes induzido por drogas ou produtos químicos, infecções e formas incomuns 

de diabetes mediado por imunidade (ALBERTI et al., 1998; OLIVEIRA; MILECH, 2004; DE 

CARVALHO PINCINATO, 2010; SEN; CHAKRABORTY, 2016). 

 

2.1.2 Tratamentos para o DM  

 

O principal tratamento para o DM tipo 1 é a insulinoterapia, ou seja, o uso de insulina 

exogéna, feito através de injeções subcutâneas diárias, e tem como principal objetivo a manutenção 

da glicemia o mais próximo possível aos valores recomendados, porém evitando episódios de 

hipoglicemia, principalmente relacionada ao tratamento contínuo (OLIVEIRA; MILECH, 2004; DE 

CARVALHO PINCINATO, 2010). 

Em relação ao tratamento para o DM tipo 2, diversos agentes antidiabéticos orais podem 

contribuir para a redução da glicemia, e incluem sulfoniluréias, biguanidas, meglitinidas, 

tiazolidinedionas e os inibidores de α-glucosidase, podendo ou não ser administrado em associação 

com a insulinoterapia, de acordo com as necessidades do paciente (SHUKLA et al., 2006 SEN; 

CHAKRABORTY, 2016). 

Os agentes antidiabéticos orais desempenham seus efeitos promotores de redução de 

glicemia através de diversos mecanismos de ação que incluem: i) redução na produção hepática de 

glicose, neste caso as biguanidas (metformina); ii) aumento na secreção de insulina pelas células 

beta pancreáticas, incluindo os secretagogos de insulina, neste caso as sulfoniluréias; podem ser 

distribuídas em três classes: primeira geração (clorpropamida), segunda geração (glibenclamida, 
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glipizida. gliclazida) e terceira geração (glimepirida); iii) melhora da sensibilidade à insulina, 

aumentando a captação de glicose, neste caso as tiazolidinedionas (rosiglitazona e a pioglitazona); 

iv) inibição da enzima alfa-glicosidase, que participa da digestão de carboidratos, 

consequentemente ocorre uma diminuição da absorção intestinal de glicose, neste caso os inibidores 

de alfa-glicosidase (acarbose, miglitol e voglibose) (OLIVEIRA; MILECH, 2004; SEN; 

CHAKRABORTY, 2016; THOMAS et al., 2016). 

Os chamados tratamentos não farmacológicos para prevenção ou controle do DM tipo 2 

compreendem realização de atividade física regular, adoção de dieta saudável e realização de check-

up constante para o controle da glicemia, e deve ser prioridade global das políticas de saúde pública. 

A atividade física regular é muito importante para pacientes com DM tipo 2 para melhorar a 

sensibilidade à insulina, o controle da glicemia e o controle do peso corporal. Indivíduos com DM 

tipo 2 são frequentemente orientados a incluir em sua dieta diária alimentos saudáveis, com baixo 

índice glicêmico, tais como, cereais ricos em fibras, legumes, leguminosas, frutas e alimentos 

integrais, sendo que alimentos ricos em açúcares, alimentos processados e o álcool devem ser 

evitados (HU, 2011; KUMAR et al., 2013; EVERT et al., 2014; STANFORD; GOODYEAR, 2014; 

SEN; CHAKRABORTY, 2016).  

 

2.2 Insulina 

 

A insulina (Figura 1) é um polipeptídeo com peso molecular de 5.8 kDa, é sintetizada no 

pâncreas pelas células beta das ilhotas de Langerhans, a partir de uma molécula maior denominada 

pró-insulina. A pró-insulina é clivada enzimaticamente para gerar a insulina (que contém 51 

resíduos de aminoácidos dispostos em duas cadeias interligadas por pontes dissulfeto, sendo α com 

21 resíduos de aminoácidos e β com 30 resíduos de aminoácidos), e o peptídeo C. A insulina e o 

peptídeo C são secretados em quantidades equimolares quando as células beta pancreáticas são 

estimuladas (GENUTH, 2008; PRABHAKAR et al., 2014; SEN; CHAKRABORTY, 2016; 

KATZUNG; TREVOR, 2017; BRUNTON et al., 2018).  A insulina possui um t1/2 de 5 a 6 

minutos devido a intensa depuração hepática, enquanto que o peptídeo C possui t1/2 de 

aproximadamente 30 minutos, sendo bastante utilizado na avaliação da capacidade de produção e 

secreção de insulina pelas células beta pancreáticas (BRUNTON; KNOLLMANN, 2018). 
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Figura 1. Estrutura da pró-insulina humana, composta por 3 cadeias de aminoácidos interligadas através de pontes 

dissulfeto. Fonte: GENUTH, 2008. 

 

A insulina possui uma estrutura secundária do tipo α-hélice, sendo uma mistura de 

hexâmeros, dímeros e monômeros. Em ambiente ácido (pH < 2), a forma predominante é a insulina 

monomérica, assim como em pH neutro e em baixas concentrações de insulina (< 0,1 µM). Em pH 

neutro e na ausência de íons zinco, o dímero de insulina é a forma mais prevalente. O hexâmero de 

zinco e insulina é estável em uma faixa de pH entre 5 a 8, e exibe maior estabilidade em 

comparação à insulina monomérica. A maioria das preparações comerciais de insulina são 

formuladas em soluções de pH neutro, nas quais as moléculas de insulina existem principalmente na 

forma hexamérica; entretanto, esta forma não é biologicamente ativa, devendo se dissociar em 

monômeros com o objetivo de se ligar ao receptor e assim ter a ação biológica (BRANGE.; 

LANGKJŒR, 1993; AHMAD et al., 2005; TANTIPOLPHAN et al., 2010). 

A solubilidade da insulina varia de acordo com a sua pureza, natureza e composição do 

solvente, pH, bem como com o teor de determinados íons metálicos divalentes, da força iônica e da 

temperatura. A carga geral da molécula de insulina é modificada conforme o pH do meio, e seu 

ponto isoelétrico está compreendido entre 5,3 e 5,4 (ZHANG et al., 2011; BRANGE, 2012). 

 

2.2.1 Secreção, ações e degradação da insulina 

 

A insulina é o mais potente hormônio anabólico conhecido. Estimula a síntese e o 

armazenamento de carboidratos (polissacarídeos), lipídeos e proteínas, inibindo consequentemente 

sua degradação. Este hormônio estimula a captação de glicose, aminoácidos e ácidos graxos pelas 

células, bem como aumenta a expressão / atividade de enzimas que participam da síntese de 

glicogênio, lipídeos e proteínas; a insulina também inibe a expressão / atividade de enzimas que 

participam da degradação destas macromoléculas (SALTIEL; KAHN, 2001; SEN; 
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CHAKRABORTY, 2016; THOMAS et al., 2016; KATZUNG; TREVOR, 2017; BRUNTON et al., 

2018). 

A glicose é um dos principais secretagogos da insulina (Figura 2). A glicose é captada pela 

célula beta pancreática via GLUT 2  e é oxidada pela via glicolítica. Isso resulta na produção de 

ATP, e consequentemente ocorre o fechamento dos canais de K
+
 sensíveis ao ATP. A diminuição 

resultante no efluxo de K
+
 provoca a despolarização da membrana celular, culminando em abertura 

dos canais de Ca
2+

 regulados por voltagem e ocorre a entrada rápida de Ca
2+

 na célula. O aumento 

de Ca
2+

 intracelular desencadeia a liberação dos grânulos de insulina por exocitose. Alguns 

fármacos secretagogos da insulina, tais como sulfoniluréia, meglitinidas e d-fenilalanina, também 

utilizam certos pontos destes mecanismos promotores da secreção do hormônio (SONIA; 

SHARMA, 2014; THOMAS et al., 2016; KATZUNG; TREVOR, 2017).  

 

 

Figura 2. Secreção de insulina pelas células beta pancreáticas promovida pela glicose e sulfoniluréias. Fonte: 

KATZUNG; TREVOR, 2017 

. 

A captação de glicose por determinados órgãos, tais como músculo esquelético e tecido 

adiposo, é estimulada pela ação da insulina. Na ocorrência de prejuízos na secreção e/ou ação da 

insulina, especialmente no estado alimentado, a captação de glicose pelos referidos órgãos é 

afetada, levando a hiperglicemia. Desta forma, a sinalização da insulina é fundamental para que 

ocorram os eventos que culminam em captação, utilização e armazenamento dos principais 

nutrientes pelas células (BRUNTON et al., 2018). 

Os dois principais órgãos envolvidos na degradação da insulina são o fígado e o rim. O 

fígado depura aproximadamente 60% da insulina circulante, enquanto que os rins removem de 35 a 

40% do hormônio. Todavia, em pacientes diabéticos que recebem injeções subcutâneas de insulina 

diariamente, os rins depuram em torno de 60% e os fígado cerca de 30 a 40% (KATZUNG; 

TREVOR, 2017). 
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2.2.2 Sinalização da insulina e controle de eventos metabólicos  

 

A insulina atua na manutenção da homeostase de glicose controlando diversos processos 

metabólicos, promovendo especialmente (i) diminuição da produção hepática de glicose, através da 

inibição da gliconeogênese e da glicogenólise, e (ii) aumento da captação da glicose tecidual, via 

aumento da translocação de vesículas contendo os transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4) do 

citoplasma para a membrana plasmática das  células musculares esquelética e adipócitos. A insulina 

também estimula a lipogênese no fígado e nos adipócitos, reduz a lipólise, estimula a síntese de 

glicogênio (glicogênese) e a síntese proteica, e inibe a degradação proteica ou proteólise 

(CARVALHEIRA et al., 2002). 

A transdução do sinal da insulina (Figura 3) ocorre a partir do momento no qual a insulina se 

liga a um receptor específico de membrana, denominado receptor da insulina (IR). O IR é uma 

glicoproteína heterotetramérica que apresenta atividade tirosina quinase; é composto por duas 

subunidades α (extracelulares) e duas subunidades β (intracelulares); quando o IR encontra-se 

desligado do hormônio, as subunidades α inibem a atividade tirosina quinase das subunidades β. A 

ligação da insulina às subunidades α do IR desfaz o seu efeito inibitório sobre as subunidades β, 

liberando a atividade tirosina quinase. Consequentemente, ocorre o processo de autofosforilação do 

IR, o qual aumenta ainda mais a atividade tirosina quinase deste receptor. Em seguida ocorre a 

fosforilação de resíduos de tirosina dos substratos do receptor de insulina, e que incluem IRS-1, 

IRS-2, IRS-3, IRS-4. Esta fosforilação origina pontos de ancoramento para diversos componentes 

pertencentes à sinalização da insulina, incluindo a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-K). Uma 

vez ancorada em IRS (especialmente IRS-1), PI3-K torna-se ativa, e assim fosforila fosfolipídeos de 

membrana, em especial fosfatidilinositol difosfato, gerando fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). A 

geração de PIP3 na membrana plasmática representa o surgimento de novos pontos de ancoramento 

para proteínas subsequentes da sinalização da insulina, em especial PDK1 e AKT. Ancoradas em 

PIP3, PDK1 fosforila a AKT. Uma vez fosforilada, AKT é ativada e se dissocia de PIP3. Uma vez 

ativada, a proteína quinase AKT representa um dos principais efetores das ações intracelulares 

controladas pela insulina, e que incluem (HABER et al., 2001; CARVALHEIRA et al., 2002; 

PETERSEN; SHULMAN, 2018):  

i. estímulo à translocação de vesículas contendo GLUT 4 do citoplasma para a 

membrana plasmática das células, em músculos esqueléticos e tecidos adiposos, 

culminando em aumento na captação de glicose;  

ii. inibição da produção hepática de glicose; 

iii. estímulo à síntese de lipídeos e síntese proteica; 

iv. regulação da mitogênese; 

v. diferenciação celular. 



28 
 

No fígado, a insulina exerce ações fundamentais no controle do metabolismo de 

carboidratos, pois estimula a glicólise, inibe a degradação de glicogênio (glicogenólise) e a síntese 

de glicose a partir de compostos que não glicídicos (neoglicogênese), além de estimular o 

armazenamento da glicose na forma de glicogênio (glicogênese) (SALTIEL; KAHN, 2001; 

SAMUEL; SHULMAN, 2016). 

 

 
 

Figura 3.  Mecanismo de transdução do sinal da insulina. Fonte: CARVALHEIRA et al., 2002. 

 

 

2.2.3 Tipos de insulina  

 

Os tipos de insulina (Figura 4) disponíveis no mercado são caracterizados quanto ao seu 

tempo de ação, início, pico e duração em horas, sendo portanto, classificadas da seguinte forma 

(SOUZA et al., 2000; OLIVEIRA; MILECH, 2004): 

o Ação ultra-rápida: são os tipos de insulina com início de ação entre 5 e 15 minutos, 

pico de ação de 1 a 2 horas e duração de ação de 3 a 5 horas. Exemplos: Lispro, 

Asparte e Glulisina. 

o Ação rápida: possuem início de ação de 30 a 60 minutos, pico de ação que pode 

variar de 2 a 4 horas e duração de ação de 3 a 6 horas. Exemplo: Insulina Regular. 

o Ação intermediária: início de ação 2 a 4 horas, pico entre 8 e 12 horas e duração de 

ação entre 12 e 20 horas. Exemplo: Insulina NPH. 

o Ação longa: início de ação 4 a 5 horas com pico entre 8 e 14 horas e  tempo de ação 

entre 20 e 36 horas. Exemplos: Detemir e Glargina. 
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      Figura 4.  Farmacocinética dos diferentes tipos de insulina. Fonte: CAMPOS, 2011. 

 

 

2.3 Administração intranasal 

 

Dentre os sistemas não invasivos de administração de fármacos a via intranasal tem sido 

objeto de diversos estudos sobre vias alternativas para administração de fármacos sistemicamente 

ativos, como peptídeos e proteínas que são pouco absorvidas oralmente e são extensamente 

metabolizadas pelo trato gastrintestinal ou são submetidos pelo metabolismo pré-sistêmico. Além 

desta via possuir uma administração indolor e bem apropriada para a absorção de drogas, uma vez 

que tem uma grande área de superfície epitelial disponível devido a numerosas microvilosidades, 

possui uma camada subepitelial altamente vascularizada e o sangue venoso desta via passa 

diretamente para a circulação sistêmica (ILLUM et al., 1987; KUMAR et al., 2016). Como 

desvantagens desta via, podemos citar a depuração mucociliar muito ativa, possibilidade de 

degradação enzimática pelo fato da cavidade nasal conter diferentes tipos de enzimas e a baixa 

permeabilidade da mucosa nasal que frequentemente resulta em baixa biodisponibilidade 

(ANDREWS et al., 2009; SONIA; SHARMA, 2014; MENZEL et al., 2017).  

Existem 4 zonas funcionais distintas na cavidade nasal (Figura 5 e Tabela 1), denominadas 

de átrio, região vestibular, região olfativa e região respiratória. A região vestibular é a parte mais 

anterior da cavidade nasal, sendo composta por epitélio escamoso estratificado e funciona como um 

filtro de partículas aéreas inaladas. O átrio é a área intermediária entre a região vestibular e a região 

respiratória, sendo formado por epitélio escamoso estratificado epitélio e por células colunares 

pseudoestratificadas apresentando microvilosidades. A região olfativa que é revestida por epitélio 

pseudoestratificado que contém células receptoras especializadas olfativas importantes para 

percepção do olfato, acredita-se que nesta região ocorra o metabolismo de drogas que passam da 

cavidade nasal para o fluido cerebrospinal, também conhecido por líquido cefalorraquidiano, 

evitando assim a barreira hematoencefálica e por fim a região respiratória, sendo a mais importante 

para a liberação sistêmica de fármacos, composta por epitélio ciliado, pseudoestratificado e colunar. 
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As células colunares são relacionadas com as células vizinhas por junções apertadas nos ápices bem 

como por interdigitações da membrana celular (TÜRKER et al., 2004; JAIN, 2008; PIRES et al., 

2009; KRISHNARAJAN et al., 2016; BADADARE et al., 2018). 

 
        Figura 5.  Anatomia da cavidade nasal humana. Adaptado de PIRES et al., 2009. 

 
 

Tabela 1. Característica epitélio nasal. Fonte: PIRES et al., 2009. 

 
Região Característica 

Célula Epitelial 

Função Área Superfície Vascularização Permeabilidade 

 

Região 

Vestibular 

Células 

estratificadas 

escamosas e 

queratinizads 

 

Suporte e 

proteção 

 

≈ 0.6 cm
2
 

 

Baixa 

 

Pobre 

Átrio Células escamosas 

estratificadas  e 

pseudoestratificadas 

Suporte NE* Baixa Reduzida 

Região 

Respiratória 

Células não ciliadas 

colunares, células 

ciliadas colunares, 

células globet e 

células basais 

Suporte, 

depuração 

mucociliar e 

secreção de 

muco 

≈ 130 cm
2
 Muito alta Boa 

Região Olfativa Células 

sustentaculares, 

células receptoras 

olfativas e células 

basais 

Percepção 

olfativa 

≈ 15 cm
2
 Alta Acesso direto ao 

SNC** 

*NE = não encontrada 

**SNC = sistema nervoso central 
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2.3.1 Transporte paracelular e transcelular  

 

Quando um fármaco é administrado pela via intranasal com a finalidade atingir disponibilidade 

sistêmica ou mesmo atuar no SNC, a primeira etapa na absorção do fármaco pela cavidade nasal é a 

passagem pelo muco. Pequenas partículas e sem carga passam facilmente por essa camada, 

entretanto, partículas grandes ou carregadas tem dificuldade de atravessa-la. A mucina, a principal 

glicoproteína do muco, tem o potencial de se ligar a solutos, dificultando a difusão. Além disso, 

alterações no ambiente nasal como por exemplo, pH e temperatura podem contribuir para as 

mudanças estruturais da camada de muco. Após a passagem através do muco, o fármaco deve 

atravessar o epitélio nasal e alguns mecanismos (Figura 6) estão descritos como transporte 

transcelular, transporte paracelular e transcitose mediado por portadores de vesículas. No 

mecanismo transcelular existem duas barreiras, a membrana celular apical e basolateral, enquanto 

que no mecanismo paracelular só existe uma barreira, as junções paracelulares (SILVA et al., 2002; 

PIRES et al., 2009; FORTUNA et al., 2014; DEVAYANI; RAVINDRA, 2015; KRISHNARAJAN 

et al., 2016; ).  

 

 

Figura 6. Tipos de transporte através das células epiteliais. Fonte: SILVA et al., 2002. 

 

O transporte transcelular ocorre por difusão passiva através do interior da célula, sendo 

responsável pelo transporte de fármacos lipofílicos e se mostra dependente da taxa de lipofilicidade 

da molécula. No entanto, parece que compostos com um peso molecular superior a 1 kDa, tais 

como peptídeos e proteínas, são transcelularmente transportados por processos endocíticos. Além 

disso, o transporte transcelular pode ser mediado por portadores que existem na mucosa nasal, 

incluindo transportadores de cátions orgânicos e transportadores de aminoácidos (HINCHCLIFFE; 

ILLUM, 1999; PIRES et al., 2009; SINGH et al., 2013; FORTUNA et al., 2014; KHAN et al., 

2017; BAN et al., 2018). 
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Por outro lado, o transporte paracelular é lento e passivo e está envolvido no transporte de 

pequenas drogas polares que passam através das junções estreitas e espaços intercelulares entre as 

células epiteliais adjacentes. Junções estreitas são estruturas dinâmicas localizadas entre as células, 

que abrem e fecham com tamanho menor que 10 Å, evitando a passagem de moléculas maiores, 

sendo este processo de transporte altamente dependente do peso molecular da droga 

(HINCHCLIFFE; ILLUM, 1999; PIRES et al., 2009; SINGH et al., 2013; FORTUNA et al., 2014; 

KHAN et al., 2017; BAN et al., 2018). 

A transcitose mediada por portadores de vesículas é o transporte de macromoléculas (> 40 

kDa) de um lado da célula para o outro dentro de portadores ligados à membrana. Relata-se que, 

para peptideos relativamente pequenos, como a insulina (<6 kDa) o transporte paracelular é 

predominante, enquanto a transcitose é a principal rota para proteínas maiores (HEINEMANN et 

al., 2001; JAIN, 2008; SINGH et al., 2013; GREGORIADIS, 2016 ). 

Nos últimos anos, pesquisadores adotaram muitas estratégias e perspectivas para superar as 

várias barreiras de absorção e aumentar a absorção intranasal de insulina. Em 2010, Sintov e 

colaboradores demonstraram que uma microemulsão A/O contendo insulina pulverizada em narinas 

de coelhos atingiu uma biodisponibilidade de 21,5% através da via nasal em relação à 

administração subcutânea, enquanto que o uso de uma microemulsão O/A bem como uma solução 

simples de insulina produziu menos de 1% de biodisponibilidade (SINTOV et al., 2010). 

Adicionalmente, Zhang e colaboradores estudaram β-ciclodextrinas funcionalizadas com 

poliglicerol hiperramificado (HPG) com o objetivo de aumentar o transporte de insulina, através da 

barreira nasal e aumentar sua absorção, resultando em uma diminuição significativa nas 

concentrações de glicose no sangue de ratos. Os resultados obtidos demonstraram grande 

capacidade de associação à insulina, atingindo eficiência de encapsulação em torno de 88,21%, 

além do polímero apresentar adequada biocompatibilidade (ZHANG et al., 2011).  

D’Souza e colaboradores estudaram o efeito hipoglicemiante de gel de carbopol e 

hidropropilmetilcelulose como agente geleificante contendo insulina em modelo animal e em 

voluntários saudáveis. Os resultados apresentados demonstraram que o uso deste gel nasal 

bioadesivo não só promoveu o contato prolongado entre o fármaco e os locais de absorção na 

cavidade nasal, mas também facilitou a absorção direta da insulina através da mucosa nasal, além 

de ser uma alternativa indolor à insulina injetável. No entanto, como a absorção foi bastante rápida, 

o uso desta forma de administração de insulina poderia não ser viável para pacientes crônicos em 

longo prazo (D’SOUZA et al., 2005). 

Alguns avanços tecnológicos estão sendo conduzidos para aplicação intranasal de insulina, 

conforme descrito na Tabela 2 (SONIA; SHARMA, 2014). 
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Tabela 2. Avanços tecnológicos para aplicação intranasal de insulina. Fonte: SONIA; SHARMA, 2014. 

 

Nome Comercial Indústria Farmacêutica Tecnologia Fase Clínica 

Nasulin 
TM

 Bentley Pharmaceutical, Inc. Promotor de absorção Fase II 

 

QDose 
TM

 Vectura, Ltd./ MicroDose 

Technologies Inc. 

Pó seco Fase I 

 

ChiSys 
TM

 West Pharmaceutical Services Sistema bioadesivo baseado 

em chitosana 

Fase I 

 

 

2.4 Lipossomas 

 

Os lipossomas (Figura 7) são biocompatíveis e biodegradáveis, o que permite a liberação 

prolongada do fármaco, diminuindo a toxicidade, reduzindo os efeitos colaterais e aumentando sua 

biodisponiblidade. A estabilidade dos lipossomas pode ser afetada por processos químicos, físicos e 

biológicos e podem apresentar curto tempo de meia-vida. Vários parâmetros influenciam em sua 

instabilidade, dentre eles o tamanho das vesículas, composição lipídica e a carga elétrica da 

superfície. Os lipossomas podem ser reconhecidos pelo sistema reticuloendotelial ou sistema 

mononuclear fagocitário, através de células denominadas macrófagos que eliminam os lipossomas 

da circulação (LAVERMAN et al., 1999; KHOR et al., 2003; TAKEUCHI et al., 2003; 

TORCHILIN et al., 2005). 

 

‘  

Figura 7. Representação de um lipossoma (esquerda) e uma bicamada lipídica (direita). Fonte: BOZZUTO; 

MOLINARI, 2015. 

 

 

Os lipossomas são preparados principalmente por fosfolipídios naturais não-tóxicos 

idênticos aos que compõem as membranas celulares (ex: fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, 
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fosfatidilglicerol e fosfatidiletanolamina) e de modo geral, podem ser obtidos a partir de qualquer 

substância anfifílica formadora de fase lamelar. Outro componente lipídico importante é o 

colesterol utilizado em uma proporção geralmente de 30% (mol), onde demonstrou aumentar a 

estabilidade estrutural da bicamada dos lipossomas, devido à presença do núcleo esteróide que 

modula a rigidez, espessura, estabilidade e fluidez de membranas e evita assim o extravasamento do 

fármaco (FRÉZARD et al., 2005; ELOY et al., 2014; BRIUGLIA et al., 2015; KADDAH et al., 

2018). 

Lipídios apresentando carga efetiva negativa ou positiva podem também ser incluídos na 

composição da membrana o que pode influenciar a taxa de incorporação de fármacos, impedir a 

agregação/fusão das vesículas lipídicas e modular o seu destino no organismo (BONACUCINA et 

al., 2009; HOSNY, 2010a; ELOY et al., 2014). 

 

2.4.1 Classificação, métodos de preparo e caracterização de lipossomas   

 

Os lipossomas constituem um dos sistemas mais importantes para encapsulação e liberação 

sustentada de fármacos e podem ser classificados de acordo com o número de lamelas, tamanho, 

composição e aplicação. Em relação ao número de lamelas e tamanho, os lipossomas podem ser 

classificados nas seguintes categorias (SANTOS et al., 2002; BITOUNIS et al., 2012; DE 

ARAÚJO LOPES et al., 2013): 

 

a. Lipossomas unilamelares pequenos (Small Unilamellar Vesicles - SUV): consistem 

em uma única bicamada fosfolipídica, com diâmetro médio variando de 25 a 100 nm. 

b. Lipossomas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles - LUV): apresentam 

uma única bicamada fosfolipídica, com diâmetro médio variando de 100 nm a 100 

nm. 

c. Lipossomas multilamelares (Multilamellar Vesicles - MLV): compostas de várias 

bicamadas fosfolipídicas concêntricas e possuem diâmetro médio variando de 400 

nm a alguns micrômetros. 

d. Lipossomas unilamelares gigantes (Giant Unilamellar Vesicles – GUV): apresentam 

uma única bicamada fosfolipídica, com diâmetro médio variando de 500 nm a 100 

µm. 

 

No que se refere à composição e mecanismo de liberação do fármaco, os lipossomas podem 

ser classificados como (TORCHILIN et al., 2005; DE ARAÚJO LOPES et al., 2013): 
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a. Lipossomas convencionais: foi a primeira geração de lipossomas a ser desenvolvida. 

Consiste em uma bicamada lipídica que pode ser constituída por  

diferentes composições lipídicas, contendo fosfolipídios catiônicos, aniônicos ou 

neutro, como por exemplo, as fosfatidilcolinas com ou sem o colesterol. Um grande 

inconveniente deste tipo de lipossoma refere-se a sua rápida absorção pelo sistema 

reticuloendotelial ou sistema mononuclear fagocitário, após administração sistémica 

(DE ARAÚJO LOPES et al., 2013; SERCOMBE et al., 2015). 

b. Lipossomas de longa circulação: consiste no revestimento da superfície do lipossoma 

com componentes hidrofílicos naturais ou polímeros hidrofílicos sintéticos, como o 

polietilenoglicol (PEG). Este revestimento aumenta o tempo de circulação dos 

lipossomas, reduzindo a agregação de partículas através de estabilização estérica e 

previne o reconhecimento pelo sistema reticuloendotelial ou sistema mononuclear 

fagocitário por inibição da opsonização (TORCHILIN et al., 2005; BATISTA et al., 

2007; LEE, Y.; THOMPSON, 2017). 

c. Lipossomas polimórficos: são lipossomas que se tornam reativos quando submetidos 

a alterações de membrana provocadas por variações no pH e na temperatura ou 

alterações na carga superficial (BATISTA et al., 2007; DE ARAÚJO LOPES et al., 

2013). 

d. Lipossomas direcionados ou imunolipossomas: possuem anticorpos (monoclonal) e 

fragmentos de anticorpos acoplados a superfície do lipossoma de forma covalente ou 

não covalente que permitem que se liguem seletivamente ao antígeno ou receptor 

que são expressos ou superexpressos nas células cancerígenas (TORCHILIN et al., 

2005; BATISTA et al., 2007; ELOY et al., 2017). 

 

A preparação de lipossomas envolve as etapas de formação de vesículas e redução do 

tamanho da vesícula. Vários métodos de preparação foram estabelecidos com base na escala da 

produção, eficiência de encapsulação, características físico-químicas do fármaco e a via de 

administração a ser utilizada (DE ARAÚJO LOPES et al., 2013). 

Os métodos de preparação de lipossomas são diversos e dentre os disponíveis, o mais 

frequentemente utilizado é a hidratação do filme lipídico, por ser um método simples e rápido que 

foi descrito inicialmente por Bangham e colaboradores em 1965. Este método consiste em dissolver 

os lipídeos em solvente orgânico adequado, seguido pela remoção do solvente por evaporação 

rotativa sob pressão reduzida, dando origem a formação do filme lipídico fino. A hidratação deste 

filme pode ser efetuada com água ou solução tampão, através do uso de vórtex ou agitação 

mecânica em rotaevaporador dando origem a uma dispersão lipossomal. Fármacos hidrofílicos são 
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dissolvidos no meio aquoso, ao passo que, fármacos lipofílicos são dissolvidos na mistura de 

lipídeos. Entretanto, a desvantagem deste método é a baixa taxa de encapsulação de fármacos 

hidrofílicos, pois uma grande quantidade do fármaco permanece não encapsulada no meio aquoso 

externo. Com a finalidade de melhorar a eficiência de encapsulação de moléculas hidrofílicas dentro 

dos lipossomas, os seguintes métodos estão disponíveis: aplicação ciclos de congelamento-

descongelamento, evaporação em fase reversa, e desidratação-reidratação de vesículas vazias pré-

formadas (SHARMA; SHARMA, 1997; BATISTA et al., 2007; ELOY et al., 2014). 

Ademais, o método de evaporação em fase reversa baseia-se na formação, através de breve 

sonicação de uma emulsão de duas fases contendo fosfolipídios em solvente orgânico e tampão 

aquoso contendo o fármaco hidrofílico. A remoção da fase orgânica é efetuada por evaporação 

rotativa sob pressão reduzida, dando origem à formação de um organogel. Posteriormente é 

realizada a hidratação com a formação dos lipossomas. Este método permite a encapsulação de 

grandes quantidades de drogas hidrofílicas com a formação de LUV com a obtenção de eficiência 

de encapsulação em torno de 65%. As desvantagens deste método são: i) exposição dos fármacos a 

serem encapsulados em solventes orgânicos que podem levar à inativação; ii) breves períodos de 

sonicação; iii) pouco adequada para a produção industrial devido a muitas etapas (AKBARZADEH 

et al., 2013; ELOY et al., 2014; ANDHALE et al., 2016). 

Os métodos de preparação de lipossomas podem dar origem a grandes vesículas com 

distribuição de tamanho heterogêneo, com isso faz-se necessário reduzir o tamanho e a lamelaridade 

dos lipossomas submetendo-os a métodos de homogeneização a alta pressão, extrusão através de 

membranas de policarbonato ou sonicação empregado ultrassom de haste (DE ARAÚJO LOPES et 

al., 2013; PATIL; JADHAV, 2014). 

As formulações lipossomais são avaliadas por caracterizações químicas, físicas e físico-

químicas, com o objetivo de garantir sua eficácia e a estabilização. As caracterizações químicas 

referem-se à quantificação de fosfolipídios e lisofosfolipídios, a avaliação da oxidação lipídica e a 

determinação da eficiência de encapsulação da droga. As caracterizações físicas consistem em 

avaliar o tamanho da vesícula, a natureza e a densidade da carga na superfície e a lamelaridade dos 

lipossomas. Enquanto que, a caracterização físico-química, podemos avaliar a fase lipídica e a 

temperatura de transição de fase (DE ARAÚJO LOPES et al., 2013; HUA; WU, 2013; 

MONTEIRO et al., 2014).  

 

2.4.2 Mecanismos de interação entre lipossomas e célula-alvo 

 

A liberação do fármaco a partir dos lipossomas depende do tamanho e multilamelaridade do 

lipossoma. Este mecanismo de liberação pode ser descrito em três etapas: a absorção do fármaco na 
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bicamada lipídica interna do lipossoma, sua difusão através da membrana e por fim sua excreção ao 

meio externo, sendo que o sucesso deste mecanismo depende da fluidez da bicamada lipídica e do 

tipo de fármaco encapsulado (tamanho, coeficiente de partição em óleo/água) (BONACUCINA et 

al., 2009; BITOUNIS et al., 2012). 

Os mecanismos referentes às interações entre lipossomas e células alvos ainda não estão 

bem esclarecidos, entretanto, existem cinco maneiras diferentes que influenciam a entrega do 

fármaco encapsulado e sua distribuição na célula-alvo (CHORILLI, M et al., 2004; 

BONACUCINA et al., 2009; BITOUNIS et al., 2012; BOZZUTO; MOLINARI, 2015): 

 

1. Compreende a absorção de lipossomas nas membranas celulares, onde a bicamada 

lipídica do carreador é degradada por enzimas (lipases) ou por tensão mecânica. Isso 

resulta na liberação do fármaco para o fluido extracelular, onde este pode ser 

difundido através da membrana celular e do citoplasma, entretanto, este processo 

pode ser complicado para fármacos hidrofílicos. Deve-se salientar também que, uma 

vez que o fármaco tenha abandonado o seu carreador, a sua disposição 

farmacocinética é a mesma que a do fármaco em sua forma livre. 

2. Uma segunda via envolve a fusão da membrana lipossomal com a membrana 

plasmática da célula-alvo, causando a liberação do conteúdo lipossomal diretamente 

no citoplasma. 

3. O terceiro caminho é a endocitose mediada por receptores. Este processo apenas 

abrangem vesículas com um diâmetro máximo de 150 nm e fármacos que podem 

resistir ao ambiente ácido dos lisossomos. 

4. O processo de fagocitose pode ocorrer, mas contempla os lipossomas de tamanho 

superior a 150 nm e são realizados por células especializadas do sistema 

imunológico, como os monócitos, macrófagos e células de Kupffer presentes no 

fígado. 

5. A interação entre o lipossoma e a célula-alvo é influenciada também pela natureza e 

a carga de superfície dos lipossomas, que são alteradas pela mudança da composição 

lipídica, conferindo uma carga global seja neutra, positiva ou negativa. Lipossomas 

neutros tendem a sofrer agregação, reduzindo a sua estabilidade física, além de não 

interagirem significativamente com a célula-alvo causando, por conseguinte a 

liberação do fármaco a partir dos lipossomas no espaço extracelular. Por outro lado, 

a presença de uma carga de superfície induz a repulsão eletrostática entre as 

vesículas, criando um potencial, seja positivo ou negativo, que impede sua agregação 

e floculação, o que pode promover a interação de lipossomas com células-alvo. 
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2.4.3 Formulações lipossomais comerciais, ensaios clínicos e estudos científicos 

 

Diversos medicamentos utilizando lipossomas estão disponíveis para uso humano e outros 

produtos estão sob diferentes ensaios clínicos, devido ao desenvolvimento extensivo nesta área, 

conforme descritos respectivamente nas Tabelas 3 e 4 (TORCHILIN et al., 2005; ALLEN; 

CULLIS, 2013; BOZZUTO; MOLINARI, 2015; ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2016; 

BULBAKE et al., 2017). 

 

Tabela 3.  Produtos à base de lipossomas usados clinicamente. Adaptado de ZYLBERBERG;MATOSEVIC, 

2016 ; BULBAKE et al., 2017. 

 

Produto 

(Ano aprovação) 
Fármaco Indicação Terapêutica 

Indústria 

Farmacêutica 

Doxil® (1995) Doxorrubicina Câncer de mama e ovários, 

mieloma múltiplo e sarcoma de 

Kaposi 

Sequus 

Pharmaceuticals 

DaunoXome® 

(1996) 

Daunorrubicina Sarcoma de Kaposi 

relacionado à AIDS 

NeXstar 

Pharmaceuticals 

Depocyt® (1999)  Citarabina / 

Ara-C 

Meningite neoplásica SkyPharma Inc. 

Myocet® (2000) Doxorrubicina Terapia combinada com 

ciclofosfamida no câncer de 

mama metastático 

Elan Pharmaceutical 

Mepact® (2004) Mifamurtida Osteosarcoma de alto grau 

operável não metastático 

Takeda 

Pharmaceutical 

Limited 

Marqibo® (2012) Vincristina Leucemia linfoblástica aguda Talon Therapeutics, 

Inc. 

Onivyde™ (2015) Irinotecano Terapêutica combinada com 

fluorouracil e leucovorina no 

adenocarcinoma metastático do 

pâncreas 

Merrimack 

Pharmaceuticals Inc. 

Abelcet® (1995) Anfotericina B Infecções fúngicas graves 

invasivas 

Sigma-Tau 

Pharmaceuticals 

Ambisome® (1997) Anfotericina B Infecções fúngicas Astellas Pharma 

Amphotec® (1996) Anfotericina B Infecções fúngicas severas Ben Venue 

Laboratories Inc. 

Visudyne® (2000) Verteporphin Degeneração macular Novartis 
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Produto 

(Ano aprovação) 
Fármaco Indicação Terapêutica 

Indústria 

Farmacêutica 

DepoDur™ (2004) Sulfato de 

morfina 

Controle da dor SkyPharma Inc. 

Exparel® (2011) Bupivacaína Gerenciamento da dor Pacira 

Pharmaceuticals, Inc 

Epaxal® (1993) Vírus da 

hepatite A 

inativado 

Hepatite A Crucell, Berna Biotech 

Inflexal® V (1997) Hemaglutinina 

inativada das 

cepas A e B do 

vírus Influenza 

Influenza Crucell, Berna Biotech 

 

 

Tabela 4. Formulações lipossomais em ensaios clínicos. Adaptado de BULBAKE et al., 2017. 

Produto Fármaco 
Indicação 

Terapêutica 

Fase Clinica / 

Indústria 

Farmacêutica 

ATI-1123 Docetaxel Tumores sólidos Fase I / Azaya 

therapeutica 

Alocres Vinorelbina Câncer de pulmão e 

mamas 

Fase I / Spectrum 

Pharmaceuticals 

LiPlaCis Cisplatina Tumores sólidos 

avançados 

Fase I / Oncology 

Venture 

SPI-077 Cisplatina Câncer de cabeça, 

pescoço e pulmão  

Fase II / Alza 

Corporation 

Endotag-I Paclitaxel Câncer de pâncreas e 

mamas 

Fase II / Medigene 

OSI-211 Lurtotecana Câncer de cabeça, 

pescoço e ovários 

Fase II / OSI 

Pharmaceuticals 

Arikace Amikacin Infecção de pulmão  Fase III / Transave 

Inc. 

Lipoplatin Cisplatina Câncer de pulmão Fase III / Regulon Inc. 

Platinum 

ThermoDox Doxorrubicina Carcinoma 

hepatocelular e 

recidiva do câncer de 

mama na parede 

torácica 

Fase III /  Celsion 
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Um marco importante em produtos à base de lipossomas foi à introdução do DOXIL® 

(lipossoma carregado com doxorrubicina) no mercado dos EUA em 1995, para o tratamento do 

sarcoma de Kaposi, câncer de ovário recorrente, câncer de mama metastático e mieloma múltiplo e 

obteve os seguintes avanços em relação à doxorrubicina livre: (i) tempo prolongado de circulação 

do fármaco evitando o sistema reticuloendotelial ou sistema mononuclear fagocitário, devido ao uso 

de nano-lipossomas PEGilados; (ii) carga estável da doxorrubicina conduzida por um gradiente de 

sulfato de amônia transmembrana, que permite a liberação do fármaco no tecido tumoral; (iii) 

diminuição da  toxicidade cardíaca (BARENHOLZ et al., 2012; MONTEIRO et al., 2014; 

BULBAKE et al., 2017 ). 

No contexto cientifico relacionado à utilização de lipossomas para a liberação de insulina, 

alguns estudos foram desenvolvidos como o realizado por Zhang e colaboradores que 

desenvolveram e caracterizaram lipossomas contendo insulina modificados por lectina e avaliaram 

seu potencial hipoglicemiante e os resultados demonstraram uma maior absorção oral de insulina, 

devido a receptores de lectina na membrana gastrointestinal, quando comparados com lipossomas 

convencionais contendo insulina (ZHANG et al., 2005). 

Em 2011, Park e colaboradores demonstraram que lipossomas catiônicos podem ser um 

sistema de liberação sustentada em potencial para administração parenteral de insulina por 

prolongar a eficácia e melhorar a sua biodisponibilidade, devido à complexação com a insulina 

aniônica (PARK et al., 2011). Adicionalmente, Niu e colaboradores desenvolveram um sistema de 

administração lipossomal contendo glicocolato como inibidor enzimático e potenciador da 

permeação para a administração oral de insulina (NIU et al., 2011). 

Um estudo realizado por Zheng-Hong e colaboradores demonstrou uma queda da glicemia 

em camundongos saudáveis quando foram administrados pela via oral lipossomas revestidos com 

quitosana contendo insulina, isto ocorreu devido a redução da digestão da insulina e o aumento da 

absorção enteral da insulina (ZHENG-HONG et al., 2004). 

 

2.5 Peptídeos de transdução de membrana (CPPs) 

 

Recentemente surgiu uma nova abordagem para a liberação de fármacos, que é 

fundamentada na utilização de peptídeos de transdução de membrana (CPPs) que têm a habilidade 

de penetrar nas células e com isso tornaram-se promissores para fins terapêuticos (TORCHILIN et 

al., 2005; ISMAIL; CSOKA, 2017). 

Embora vários critérios diferentes tenham sido propostos para a classificação de CPPs com 

base em sua origem, seqüência, função ou mecanismo de captação e aplicação biomédica, 

entretanto, atualmente não existe uma taxonomia unificada desses peptídeos. De acordo com suas 

propriedades físico-químicas, elas podem ser divididas em três categorias principais; CPPs 
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catiônicos, anfipáticos e hidrofóbicos (WANG et al., 2014; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et 

al., 2017). 

Todos os CPPs têm estruturas químicas bastante diferentes, mas possuem carga altamente 

positiva devido à contribuição de resíduos básicos de aminoácidos, como lisina e arginina (BAE et 

al., 2013). 

Os CPP catiônicos são uma classe de peptídeos com uma carga positiva elevada. Estes 

peptídeos correspondem a pequenas sequências de aminoácidos que são muitas vezes constituídas 

por arginina, lisina e histidina (FARKHANI et al., 2014). Estudos sugerem que pelo menos oito 

cargas positivas podem interagir com GAGs e entrar na célula através de caminhos endocíticos e 

acima de certo limiar de concentração, eles também podem translocar a membrana diretamente. Os 

CPPs catiônicos incluem, por exemplo, as poliargininas, TAT e PNT (WANG et al., 2014; 

GUIDOTTI et al., 2017). 

Os CPPs anfipáticos são uma classe de peptídeo que contêm regiões tanto polares como 

apolares. Além da lisina e da arginina, que são distribuídos ao longo da sequência, eles também são 

ricos em resíduos hidrofóbicos, como valina, leucina, isoleucina e alanina. Os CPPs anfipáticos são 

geralmente classificados como CPP primários, secundários e ricos em prolina. Estes peptídeos 

possuem blocos lipofílicos e hidrofílicos que são responsáveis pela mediação da translocação do 

peptídeo através da membrana celular e se acumulam principalmente no núcleo. Os CPPs 

anfipáticos incluem MPG, proteína de caderina endotelial vascular murina (pVec), Transportan, 

Pep-1, peptídeo de antígeno múltiplo (MAP), receptor de integrina visando peptídeo arginina-

glicina-ácido aspártico (RGD), proteína do vírus herpes simplex (VP22) e CADY-2, por exemplo, 

(BOLHASSANI, 2011; BECHARA et al., 2013; GUIDOTTI et al., 2017). 

A terceira classe de CPPs são os peptídeos hidrofóbicos, que contêm aminoácidos 

hidrofóbicos que são cruciais para o processo de internalização celular. Até o momento, apenas um 

número limitado de peptídeos hidrofóbicos foi descoberto e seus mecanismos de internalização 

foram menos estudados em comparação com as classes catiônica e anfipática. No entanto, pesquisas 

recentes sugerem que alguns CPPs hidrofóbicos podem translocar espontaneamente através de 

membranas de forma independente de energia e, portanto podem ser especialmente vantajosos, 

porque estarão imediatamente disponíveis no citosol e o risco de aprisionamento endosomal e a 

degradação seriam eliminados. Esta classe inclui peptideo derivado do fator de crescimento de 

fibroblastos de Kaposi (K-FGF), Pep-7 e C105Y, por exemplo, (LANGEL, 2006; RAUCHER; 

RYU, 2015; GUIDOTTI et al., 2017). 
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2.5.1 Mecanismos de internalização  

 

Apesar de diversos estudos realizados e ainda que os CPPs demonstrem serem muito 

promissores devido a sua capacidade de transportar várias moléculas através das membranas 

plasmáticas in vitro e in vivo ou até mesmo em ensaio clínico, no entanto, os mecanismos exatos 

pelo quais os CPPs são capazes de atravessar membranas biológicas ainda não são totalmente 

compreendidos (THORÉN et al., 2003; TAKECHI et al., 2011; DI PISA et al., 2014). 

Existem evidências de mecanismos que podem possibilitar a entrada celular dos CPPs, 

alguns CPPs demonstraram inclusive usar mais de um destes mecanismos de internalização e por 

vezes utilizam diferentes mecanismos simultaneamente, dependendo das propriedades físico-

químicas, concentração, carga e comprimento dos CPPs, conforme demonstrados na Figura 8. Os 

mecanismos são a translocação direta ou penetração direta que é independente de energia e a 

endocitose que é dependente de energia. No entanto, em ambos os mecanismos, o contato direto 

entre os CPPs e os resíduos negativos na superfície celular é um pré-requisito para uma absorção ser 

bem-sucedida. Além disso, a captação celular depende ainda do tipo, tamanho e carga do fármaco e 

a linha celular na qual está sendo testada, que podem produzir diferentes graus de acumulação e 

aplicações terapêuticas (FONSECA et al., 2009; LANGEL, 2011; RAUCHER; RYU, 2015). 

 

 

Figura 8. Mecanismos de internalização celular de CPPs . Adaptado de GUIDOTTI et al., 2017. 

 

 

O mecanismo de penetração direta ou translocação diretra tem características peculiares, 

como ser independente de energia e ocorrer mesmo em baixas temperaturas e na presença de 
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inibidores endocitóticos. Este mecanismo envolve várias rotas de entrada que são inicialmente 

baseadas sobre a interação dos CPPs carregados positivamente com os componentes de membrana 

carregados negativamente e sua bicamada lipídica. Após esta interação, ocorre a entrada dos CPPs 

através de várias vias que foram descritos como: formação de poros transitórios, modelo de carpete 

e micelas invertidas (LANGEL, 2002; ZORKO; LANGEL, 2005; WANG et al., 2014; RAMSEY; 

FLYNN, 2015; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et al., 2017): 

 

1. Formação de poros transitórios: neste modelo, os CPPs se acumulam na camada 

externa da bicamada fosfolipídica, causando distorção da membrana e levando à 

formação de um poro transitório.  

2. Micela invertida: descrito pela desestabilização da bicamada lipídica e sua 

consequente invaginação com a formação de micelas invertidas encapsulando os 

CPPs, a partir da interaçao entre os resíduos carregados positivamente do CPP 

(arginina e lisina) que inicialmente se ligam aos fosfolipídios carregados 

negativamente da membrana celular seletivamente permeável. Esta translocação 

através da membrana celular ocorre eventualmente em uma fração das micelas, que 

liberaram os CPPs no citosol por inversão, permitindo assim a entrega intracelular. 

3. Modelo de carpete: definido por um incremento transitório na fluidez da membrana 

após a interação da carga positiva do CPPs com as cargas negativas na superfície 

celular, cobrindo a membrana celular de maneira equivalente a um carpete.  

 

O mecanismo de endocitose é considerado a principal via de internalização para muitos 

CPPs e complexos CPP-fármaco. A endocitose é um processo natural e dependente de energia que 

ocorre em todas as células. Este mecanismo compreende vias distintas, que podem ser divididas em 

macropinocitose, endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e endocitose 

clatrina-caveolina independente. O tamanho e a natureza físico-química dos CPPs e do complexo 

CPP-fármaco irá determinar qual via será utilizada. Portanto, após a internalização endocítica, os 

CPPs e os complexos CPP-fármaco devem escapar dos endossomos para o citosol para evitar a 

degradação dos lisossomas, para atingir seus locais-alvo e exercer sua respectiva atividade 

biológica. Um mecanismo de fuga endossomal sugere que as cargas positivas dos CPPs interagem 

com os componentes de carga negativa da membrana endossômica causando o enrijecimento da 

membrana, determinando sua ruptura e a liberação do conteúdo da vesícula (LANGEL, 2002; 

LANGEL, 2006; RAMSEY; FLYNN, 2015; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et al., 2017). 
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2.5.2 Ensaios clínicos e pré-clínicos 

  

Embora muitos estudos relacionados aos CPPs tenham sido direcionados ao mecanismo de 

penetração celular e nas propriedades físico-químicas dos CPPs, diversos pesquisadores se 

concentraram no uso de CPPs como carreadores para a liberação de vários tipos de moléculas 

terapêuticas, tais como agentes antimicrobianos, anti-inflamatórios, antineoplásicos. Apesar do 

grande número de estudos pré-clínicos realizados em modelos animais e ensaios clínicos de Fase I, 

Fase II e, em alguns casos, de Fase III demonstrar claramente a capacidade dos CPPs transportarem 

vários tipos de moléculas terapêuticas, através das barreiras celulares e teciduais, permitindo assim 

que alcancem os seus alvos, nenhum conjugado CPP ou CPP obteve aprovação pelo FDA até 

momento. O primeiro ensaio clínico utilizando um conjugado de ciclosporina com o CPP 

(poliarginina) foi realizado pela empresa CellGate Inc. para o tratamento tópico da psoríase por 

administração transdérmica de ciclosporina A (BOLHASSANI, 2011; KOREN; TORCHILIN et al., 

2012; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et al., 2017). 

No contexto acadêmico, relacionado ao uso de CPPs para a absorção de insulina, alguns 

estudos foram desenvolvidos como o realizado em 2005, por Liang e Yang em que demonstraram 

que CPP catíônico TAT ligado a insulina para formar um complexo hibrido aumentou em 6 a 8 

vezes a eficiência de absorção intestinal da insulina quando comparada a insulina normal, conforme 

testes realizados em monocamadas de células Caco-2, um modelo in vitro amplamente utilizado 

para a absorção intestinal e este transporte demonstrou ser similar a transcitose através de um 

mecanismo ativo (Liang; Yang, 2005). Ademais, Nielsen e colaboradores sugeriram também que 

CPP catíônico PNT efetivamente melhorou a absorção oral de insulina e sua degradação foi 

diminuída pela presença deste peptídeo no fluido intestinal (NIELSEN et al., 2014). 

Por outro lado em relação à utilização de CPPs para a absorção de insulina pela via nasal, foi 

desenvolvido em 2009, Khafagy e colaboradores que demonstraram que o CPP catíônico PNT, 

aumentou a permeabilidade da insulina em toda a membrana nasal sem causar danos detectáveis à 

integridade celular da mucosa nasal, podendo ser uma alternativa viável às terapias parenterais 

existentes (KHAFAGY et al., 2009). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

  

Desenvolver e caracterizar lipossomas contendo insulina, funcionalizados com os peptídeos 

de transdução de membrana (TAT e PNT) e avaliar o seu potencial pela via intranasal, in vivo, para 

a melhora dos níveis séricos e efeito hipoglicemiante da insulina. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Desenvolvimento de lipossomas contendo insulina funcionalizados com os peptídeos de 

transdução de membrana (TAT e PNT) para administração nasal; 

 Caracterização físico-química das formulações desenvolvidas por técnicas microscopia 

eletrônica de transmissão (TEM), medidas de diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd e potencial zeta, 

dicroismo circular (CD) e microcalorimetria exploratória diferencial (Nano DSC); 

 Desenvolvimento e validação de metodologia analítica para quantificação da insulina por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE);  

 Avaliação da eficiência de encapsulação da insulina nas formulações desenvolvidas; 

 Determinação do perfil de liberação de insulina in vitro; 

 Avaliação da permeação de insulina em mucosa nasal suína; 

 Avaliação da força mucoadesiva; 

 Avaliação da seringabilidade; 

 Avaliação das propriedades reológicas; 

 Ensaios das respostas anti-hiperglicêmicas em ratos diabéticos após a administração nasal de 

lipossomas contendo insulina; 

 Ensaio de análise temporal da presença de insulina na circulação sistêmica em ratos não 

diabéticos após a administração nasal de lipossomas contendo insulina. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 . Materiais, Solventes e Reagentes 

 

 Acetato de uranila; 

 Acetonitrila grau CLAE (J.T. Baker®, USA); 

 Ácido trifluoroacético (TFA) (Sigma Aldrich®, USA); 

 Ácido clorídrico (Synth®, Brasil); 

 Água Milli-Q (Millipore®); 

 Coluna C18 Luna
® 

Phenomenex (d.i. 4,6 x 250 mm; 5 μm); 

 Cloreto de potássio (Synth®, Brasil); 

 Cloreto de sódio (Synth®, Brasil); 

 Cloreto de cálcio dihidratado (Synth®, Brasil); 

 Clorofórmio (Merck, USA); 

 Colesterol (Sigma Aldrich®, USA); 

 Dicetil fosfato (Sigma Aldrich®, USA); 

 Filtro de ultrafiltração Amicon®, (Millipore, Billerica, USA); 

 Fita adesiva dupla face 3M; 

 Fosfatidilcolina de soja (Lipoid GMBH,Alemanha); 

 Fosfato de sódio bibásico.12H2O (Synth®, Brasil); 

 Fostato de sódio monobásico (Synth®, Brasil); 

 Hidroxietilcelulose (HEC) - (Natrosol®); 

 Insulina Novolin R ® (Novo Nordisk, Lote GS63F52); 

 Membrana sintética de acetato de celulose (12-14kDA) (Sigma Aldrich
®
, USA); 

 Metanol grau CLAE (J.T. Baker®, USA); 

 Micropipeta de 10 e 100 μL – Eppendorf; 

 Micropipeta de 100 e 1000 μL – Eppendorf; 

 Mucina Tipo II de estômago suíno (Sigma Aldrich
®
, USA); 

 Oleilamina ; 

 Peptídeos de transdução de membrana (PNT) (Aminotech®, Brasil); 

 Peptídeos de transdução de membrana (TAT) (Aminotech®, Brasil); 
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4.2 . Equipamentos  

 

 Agitador magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 752ª); 

 Analisador de textura TA-XT plus
® 

(Stable Micro Systems®, UK); 

 Balança analítica, Mettler H51; 

 Banho ultrassônico – Ultrassonic Cleaner (Unique); 

 Bomba a vácuo (Nortecientífica); 

 Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência Agilent, modelo 1200 DAD/UV; 

 Espectropolarímetro J-815 (JASCO); 

 Homogeneizador a alta pressão, EmulsiFlex-C3; 

 Microette Plus HANSON 0700-1251; 

 Microscópio eletrônico de transmissão JEM-100CX2 (JEOL); 

 Peagômetro (Digimed); 

 Refrigerador Consul; 

 Reômetro, modelo RS-1 – Haake Rheostress 

 Rotaevaporador RV10 digital (IKA); 

 Sistema de purificação de água MILLIPORE®, Milli - Q Plus, condutividade 18,2μS.cm-1; 

 Spectrafuge™ 16 M Microcentrífuga (Labnet
®
, USA); 

 Q700 Sonicator (Qsonica, Newtown, CT, USA); 

 Termômetro (Incoterm®); 

 Tubo Falcon®; 

 Ultrassom (Unique®); 

 Ultraturrax Digital T25 - Ika®; 

 Vórtex MVS-1(Biomixer); 

 Zetasizer Nano NS Malvern Instruments (Malvern, UK); 

 

4.3 . Métodos 

 

4.3.1 Preparação dos lipossomas incorporados com insulina 

 

Os lipossomas foram preparados a partir das técnicas de hidratação do filme lipídico ou 

evaporação de fase reversa, sendo que esta última tem o potencial de aumentar a encapsulação da 

insulina, um fármaco hidrofílico (BATISTA et al., 2007; ELOY et al., 2014). O componente 

lipídico (100 mg) baseados no estudo de Hosny, incluiu fosfatidilcolina de soja, colesterol e 
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indutores de carga na razão molar de 5:3:0.2, conforme descritos na Tabela 5. Os indutores testados 

foram a oleilamina (indutor de carga positivo) e o dicetil fosfato (indutor de carga negativo). Os 

materiais foram pesados em um balão de fundo redondo e dissolvidos em uma mistura de 

clorofórmio/metanol (1:2v/v). Um filme lipídico fino foi formado na parte interna do balão de 

fundo redondo pela evaporação do solvente orgânico utilizando o rotaevaporador a 40ºC, sob vácuo, 

por 30 minutos (Figura 9a). O filme lipídico formado foi hidratado a 40ºC por 30 minutos em 10 

mL de tampão fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 4 mL de solução de insulina (Novolin R ®), 

equivalente a 1400 µg/mL (4UI) de insulina. Paralelamente, para a obtenção da suspensão 

lipossomal pela técnica de evaporação em fase reversa, o filme lipídico formado foi redissolvido em 

10 mL de éter e emulsificado com 10 mL de tampão fosfato (PBS,pH 7,4) contendo 4 mL de 

solução de insulina (Novolin R ®), equivalente a 1400 µg/mL (4UI) de insulina e a mistura foi 

rotaevaporada 40
ᵒ
C, sob vácuo,  por 2 h. Os lipossomas preparados pelas duas técnicas tiveram o 

volume corrigido com tampão fosfato (PBS, pH 7.4) para 15 mL e foram processados em 

homogeneizador a alta pressão, EmulsiFlex-C3 (Figura 9b), durante 5 minutos utilizando pressão de 

10.000 psi, e, logo em seguida, armazenados no refrigerador, na temperatura de 2-8ºC (ZHENG-

HONG et al., 2004; HOSNY, 2010b). 

 

 
 

Figura 9. (A) Rotaevaporador RV10 digital (IKA); (B) Homogeneizador a alta pressão, EmulsiFlex-C3 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Tabela 5 Razão molar dos componentes da formulação A, B, C e D. 

 

 

 

4.3.2 Funcionalização dos lipossomas com CPPs  

 

Os peptídeos de transdução de membrana (TAT e PNT) foram pesados e dissolvidos em 

água Milli-Q, com o objetivo de se obter as seguintes concentrações para as soluções mães: 1 mM 

para TAT e 1 mM para PNT. Logo em seguida, estas soluções de CPPs foram adicionadas aos 

lipossomas contendo solução de insulina (Novolin R ®) na concentração de 1400µg/mL, 

preparados por técnicas previamente descritas e incubadas durante 30 min à temperatura ambiente 

para interação eletrostática entre lipossoma e CPP, a fim de obter concentração final de 0,1mM 

tanto para TAT como para PNT (KHAFAGY et al., 2009; PETRILLI et al., 2016). 

 

4.3.3  Preparação do hidrogel  

 

Foram dissolvidos 200 mg de hidroxietilcelulose (HEC-Natrosol®) em 10 mL de água 

Milli-Q a 40ºC, sob agitação magnética constante durante 30 minutos, com o objetivo de obter um 

gel não iônico a 2% (m/v). Em seguida, a solução foi mantida durante 24 h no refrigerador na 

temperatura de 2-8ºC em tubo Falcon
® 

de 15 mL, para assegurar a completa dissolução e 

homogeneidade. Posteriormente, em 5 mL de hidrogel de HEC foram incorporados 15 mL de 

dispersão lipossomal contendo solução de insulina funcionalizadas com peptídeos de transdução 

(MOURTAS et al., 2007; VELICKOVA et al., 2009;  NEMEN et al., 2011). 

 

4.3.4  Caracterização físico-química dos sistemas desenvolvidos 

 

 

4.3.4.1 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

As amostras foram diluídas previamente em tampão fosfato (PBS, pH 7,4) de forma que a 

concentração final de lipídios obtida foi de 0,5 mg/mL. Em seguida, foram colocadas na grade de 

Componentes Formulação A Formulação B Formulação C Formulação D 

 Razão 

Molar 

Quant. 

 (mg) 

Razão 

Molar 

Quant. 

 (mg) 

Razão 

Molar 

Quant. 

 (mg) 

Razão 

Molar 

Quant. 

 (mg) 

Fosfatidilcolina 

de soja (PC) 

5 76,57 5  76,57 5 74,91 5 74,55 

Colesterol (CH) 3 23,43 3  23,43 3  22,93 3  22,82 

Dicetil Fosfato 

(DP) 

- - 0,2 2,16 - 

Oleilamina 

(OAM) 

 - - 0,2 2,63 

Insulina - 14mg 
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cobre de 200 mesh e deixadas em repouso até adsorção e, então, o excesso foi removido com papel 

de filtro. Subsequentemente, uma gota de uma solução a 1% (p/v) de acetato de uranila foi 

adicionado para contrastação negativa. Depois de 2 minutos, o excesso foi removido e a amostra foi 

seca à temperatura ambiente. As análises foram realizadas em microscópio eletrônico de 

transmissão com aceleração de 100 kV e aumento de 100.000 vezes (ELOY et al., 2016). 

 

4.3.4.2 Diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd e potencial zeta 

 

Alíquotas de suspensão lipossomal (100 μL) foram diluídas em 10 mL com água Milli-Q, 

homogeneizadas, e submetidas logo em seguida às medidas de diâmetro hidrodinâmico médio 

(DHM) índice de polidispersão (Ipd), utilizando a técnica de espalhamento de luz dinâmica no 

equipamento Zetasizer Nano NS. Foram efetuadas, em média, 12 leituras à temperatura de 25ºC 

utilizando o comprimento de onda de 633 nm. Posteriormente, as análises de potencial zeta (PZ) 

foram realizadas no mesmo equipamento e com a mesma amostra. (ZHENG-HONG et al., 2004). 

 

4.3.4.3 Dicroismo circular (DC) 

 

Os espectros de DC para avaliação da integridade da estrutura secundária da insulina após a 

encapsulação foram adquiridos a 25°C usando um espectropolarímetro na região ultravioleta (190-

280 nm) em uma célula de caminho ótico de 0,01 cm usando um tamanho de passo de 1 nm. O 

invólucro da lâmpada foi purgado com nitrogênio e uma solução de insulina (1400 µg/mL) 

preparada em tampão fosfato (PBS, pH=7,4) utilizada como controle. Todas as amostras foram 

diluídas 10 vezes e realizadas leituras em triplicata. Os espectros de DC da referência em branco 

apropriada foram registrados e subtraídos dos espectros de insulina, para eliminar as contribuições 

da fase aquosa. A elipsidade molar por residual média foi calculada a partir do sinal de DC bruto, 

utilizando um peso médio de resíduos de 116 Da e uma concentração de insulina calculada a partir 

da absorbância corrigida da solução de insulina (PARK et al., 2011; ANDREANI et. al, 2015). 

 

4.3.4.4  Microcalorimetria exploratória diferencial (nano DSC) 

 

Para confirmar os eventos térmicos produzidos em função das variações de temperatura foi 

realizada análise em Nano DSC. As medidas microcalorimétricas foram conduzidas em 

equipamento Nano-DSC (TA Instruments) a uma taxa de aquecimento de 1ºC/ min, com uma faixa 

de varredura de 25 - 100°C. As amostras foram desgaseificadas sob vácuo antes de serem 

carregadas nas células capilares e as curvas de DSC obtidas foram avaliadas utilizando-se Software 

NanoAnalyze, os quais permitiram a aquisição de parâmetros termodinâmicos relacionados ao 
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processo de enovelamento e denovelamento proteico (ANDREANI et al., 2015; GATTI et al., 

2018). 

 

4.3.4.5 Estabilidade das formulações 

 

Análise de diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd e potencial zeta foram realizadas nos tempos 

24 h, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 dias após o preparo das formulações. As formulações foram 

armazenadas em refrigerador em temperatura de 2-8ᵒC, durante todo o período de análise. 

 

4.3.5 Desenvolvimento e validação da metodologia analítica para quantificação da insulina 

utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

 

4.3.5.1 Parâmetros para validação de metodologia analítica 

 

A validação da metodologia analítica foi adaptada da metodologia de Sarmento et al.,2006. 

Os parâmetros avaliados foram seletividade, linearidade, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária), exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez, conforme descritos 

pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2017). O equipamento empregado foi um CLAE 

Agilent, modelo 1200.  

O método analítico validado foi utilizado para a quantificação de insulina em amostras 

provenientes dos ensaios de eficiência de encapsulação, liberação in vitro e permeação em mucosa 

nasal suína. Os parâmetros utilizados estão descritos na Tabela 6.  

 

 
Tabela 6. Parâmetros utilizados na validação da metodologia analítica 

Fase móvel Acetonitrila: Solução aquosa de TFA 0.1% (60:40,v/v) 

Coluna Coluna C18 Luna
®
 Phenomenex dimensões 4,6mm x250mm, 

5 μm de tamanho de partícula  

Detecção 214 nm 

Fluxo  1,0mL/min 

Volume de injeção 20 μL 

Temperatura do forno 25°C  

Tempo de corrida 6 minutos 

 

4.3.5.2 Adequabilidade do sistema cromatográfico 

 

Para assegurar o desempenho do sistema cromatográfico antes e durante a realização das 

análises, foram efetuadas seis injeções de solução padrão de insulina na concentração de 50 µg/mL> 
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conforme Food and Drug Administration é recomendado que os valores calculados para o número 

de pratos teóricos seja > 2000, os fatores de cauda e de assimetria do pico sejam ≤ 2,0 (FDA, 1994). 

 

4.3.5.3 Linearidade 

 

A linearidade foi avaliada pela construção de três curvas analíticas, determinada pela análise 

de sete níveis de concentração em três dias diferentes. A partir da solução estoque de insulina (700 

µg/mL) foram preparadas soluções padrões nas concentrações de 0,5, 1, 5, 20, 40, 50 e 100µg/mL
-1

, 

utilizando-se a tampão fosfato (PBS, pH 7,4) como diluente. Para cada concentração descrita, foram 

realizadas três injeções previamente filtradas em membrana filtrante de 0,45 µm. A partir da média 

dos valores das áreas encontradas e das concentrações testadas para as três curvas a equação da reta 

foi determinada através do estudo de regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados e 

calculada por meio de análise de variância ANOVA a nível de α = 0,05 (95% do intervalo de 

confiança). 

 

4.3.5.4 Seletividade 

 

Com o objetivo de garantir que os componentes da formulação não interferem nas análises 

quantitativas da insulina, componentes da fase móvel, amostras das formulações sem a insulina, 

solução receptora compostas por tampão fosfato (PBS, pH=7,4) que foram utilizadas 

posteriormente respectivamente nos ensaios de liberação in vitro e permeação em mucosa nasal 

suína. As alíquotas foram filtradas em membrana filtrante de 0,45 µm e injetadas no CLAE nas 

condições cromatográficas descritas no item 3.3.5.1, com o objetivo de verificar alguma 

interferência do pico do placebo no pico do padrão de insulina. 

Para avaliação da interferência da mucosa nasal, picotou-se a mucosa nasal suína com o 

auxílio de uma tesoura e os fragmentos foram colocados em tubo para centrífuga, onde se adicionou 

5 mL da solução extratora, sendo logo em seguida agitada em vórtex por um minuto, levada ao 

homogeneizador Turrax
® 

por um minuto e em seguida para banho ultrassônico por 30 minutos. Ao 

final, filtrou-se em membrana de 0,45μm injetou-se em CLAE para avaliação da interferência na 

região característica do pico de insulina. 
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4.3.5.5 Precisão 

 

4.3.5.5.1 Repetibilidade 

 

A precisão intracorrida ou repetibilidade foi avaliada usando seis réplicas a 100% da 

concentração de 50 µg/mL individualmente preparadas no mesmo dia e sob as mesmas condições 

experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista.  

 

4.3.5.5.2 Precisão Intermediária 

 

A precisão intercorrida ou intermediária foi realizada nas mesmas condições, com analistas 

diferentes em dias diferentes e consecutivos. A proximidade entre os resultados obtidos foi 

verificada, calculando-se o desvio padrão relativo (DPR), conforme a Equação 1. 

 

    (Equação 1) 

 

Em que: 

DP = desvio padrão  

CMD = concentração média determinada 

 

4.3.5.6 Exatidão 

 

A exatidão do método foi determinada pela adição de padrão ao placebo das formulações 

escolhidas, nas concentrações de 5, 20 e 50 µg/mL. As amostras foram preparadas em triplicata. O 

grau de concordância entre os resultados obtidos em relação aos valores teóricos foi avaliado por 

meio do cálculo de recuperação, conforme Equação 2: 

           

(Equação 2) 

 

Foi realizada também a recuperação na mucosa nasal suína, onde a mucosa não submetida 

ao teste de permeação em mucosa nasal suína foi contaminada com quantidades conhecidas de 

padrão de insulina em três concentrações distintas (5, 20 e 50 µg/mL), após agitação em vórtex por 

um minuto as amostras foram submetidas ao banho de ultrassom por 30 minutos. A solução obtida 

foi filtrada em membrana 0,45 μm e injetada em CLAE para quantificação de insulina. 

 

DPR=(DP/CMD)x 100  

 

Recuperação = Concentração média experimental  x 100               

Concentração teórica 
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4.3.5.7 Limite de detecção 

 

O limite de detecção foi calculado com base na obtenção de três curvas analíticas do 

fármaco e a partir da fórmula descrita na literatura (ANVISA, 2017), fundamentada no desvio 

padrão do intercepto e na inclinação da curva analítica. A fórmula usada para o cálculo está 

representada na Equação 3. 

 

 

(Equação 3) 

 

Em que: 

 = desvio padrão do intercepto 

IC = inclinação da curva analítica 

 

4.3.5.8  Limite de quantificação 

 

O limite de quantificação foi calculado com base na obtenção de três curvas analíticas do 

fármaco e a partir da fórmula descrita na literatura (ANVISA, 2017), fundamentada no desvio 

padrão do intercepto e na inclinação da curva analítica. A fórmula usada para o cálculo está 

representada na Equação 4. 

         

(Equação 4) 

 

Em que: 

 = desvio padrão do intercepto 

IC = inclinação da curva analítica 

 

4.3.5.9 Robustez 

 

 A robustez é um parâmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método analítico 

que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variações das condições analíticas 

(ANVISA, 2017). Realizou-se a quantificação do padrão de insulina com variações nas seguintes 

condições cromatográficas: comprimento de onda, composição da fase móvel, fluxo da fase móvel e 

temperatura do forno. 

 10  
 IC  

LQ = 

LD= 3,3 
      IC 
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4.3.6 Avalição da eficiência da encapsulação da insulina 

 

 

4.3.6.1 Eficiência de encapsulação medida por BCA 

 

A eficiência de encapsulação (EE) da insulina foi determinada pelo método indireto, 

quantificando a insulina livre, não encapsulada, e descontando do total de insulina, para calcular a 

eficiência de encapsulação. Brevemente, 1 mL de lipossoma contendo insulina foi centrifugado 

usando filtro de ultrafiltração Amicon
® 

-100 kDa (13.000 rpm, 12 min) para separar insulina não 

encapsulada. A insulina foi quantificada usando-se o kit de análise de proteína Pierce BCA. Para a 

análise, foi adicionado 100 μl do filtrado (insulina livre) em tubos em replicata. Em seguida, foi 

adicionado 2 mL de solução de reagente de trabalho a cada tubo, agitado, coberto e incubado a 37ºC 

durante 30 min. Posteriormente, a absorbância de todas as amostras foi medida a 562 nm em 

espectrofotômetro Agilent Cary 60 UV-Vis. Para a quantificação, foi preparada um curva de 

calibração com insulina (PARK et al., 2011). 

 

4.3.6.2 Eficiência de encapsulação medida por CLAE 

 

O protocolo de separação de insulina livre seguiu o previamente descrito no item 3.3.6.1. 

Após a centrifugação, 250µl do filtrado foram diluídos para 2 mL com tampão fosfato (PBS, pH 

7,4). A análise por CLAE foi realizada imediatamente a partir do método analítico anteriormente 

validado, descrito no item 3.3.5 (DEGIM et al., 2004; Xu et al., 2012). 

A eficiência de encapsulação, avaliada tanto por BCA quanto por CLAE, foi calculada de 

acordo com a Equação 5 para os dois métodos: 

 

 

 

 

 

 

4.3.7 Análises reológicas  

 

 

4.3.7.1 Ensaio reológico contínuo 

 

Para os ensaios reológicos das formulações contendo hidrogel de hidroxietilcelulose 

(HI,HLI,HLITAT e HLIPNT)  foram realizadas análises em triplicata a temperatura de 32±0,2°C e 

37±0,2°C utilizando reômetro HR-2 - TA Instruments de acordo com Figura 10 com o emprego de 

geometria cone/placa (ângulo 2°) com diâmetro de 40 mm e gap de 52 µm. Alíquotas das 

formulações foram cautelosamente colocadas sobre a placa inferior do equipamento a fim de evitar 

ao máximo o cisalhamento das amostras. Em seguida, aguardou-se 3 minutos para ambientação da 

     EE% = Quantidade Total de Insulina – Quantidade Livre de Insulina x 100 

                                         Quantidade Total de Insulina 
(Equação 5) 
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amostra com a temperatura do equipamento para o início da análise. O ensaio reológico contínuo foi 

realizado para determinar as propriedades de fluxo das formulações utilizando uma taxa de 

cisalhamento de 0.1 a 100 s
-1

 para a curva ascendente e de 100 a 0.1 s
-1

 para a curva descendente, 

com um tempo total de ensaio de 120 segundos, com a tomada de 24 pontos para cada (MOURTAS 

et al., 2008).   

 

 

Figura 10. Reômetro, modelo RS-1 – Haake Rheostress. 

 

 

Para análise quantitativa das formulações quanto ao comportamento de fluxo, o índice de 

consistência e o índice de fluxo foram determinados por meio da lei da potência, descrita na 

Equação 6.  

 (Equação 6) 

Na qual o corresponde a tensão de cisalhamento (Pa), é a taxa de cisalhamento (1/s); k é o 

índice de consistência [(Pa. s)
n
], e o n indica o índice de fluxo (CALIXTO et al., 2015). 

 

4.3.7.2  Ensaio reológico oscilatório  

 

 Os ensaios reológicos oscilatórios das formulações contendo hidrogel de hidroxietilcelulose 

(HI,HLI,HLITAT e HLIPNT) foram realizados com a mesma geometria, diâmetro e gap (cone/placa- 

ângulo 2° / diâmetro de 40 mm / gap de 52 µm) do ensaio reológico contínuo. 

Inicialmente, foi realizado o teste de varredura de tensão para determinação da região 

viscoelástica. Para essa análise foi utilizada uma faixa de tensão de cisalhamento de 0.01 a 10 Pa e 

frequência de 1 Hz. 

Após a determinação da tensão de 1 Pa da região viscoelástica, realizou-se o teste de 

varredura de frequência para determinação do módulo elástico (G’) e módulo viscoso (G''). Para 
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esse teste foi utilizada a faixa de frequência de 0.01 a 10 Hz, à tensão de 0.3 Pa, nas temperaturas de 

32±0,2°C e 37±0,2°C (MOURTAS et al., 2008).   

 

4.3.8 Avaliação da força mucoadesiva 

 

A força mucoadesiva das formulações contendo hidrogel de hidroxietilcelulose 

(HI,HLI,HLITAT e HLIPNT) foi avaliada por meio da medida da força máxima e trabalho necessário 

para destacar as formulações mantidas em contato com uma membrana modelo utilizando para isso 

o analisador de textura TAXT plus (Stable Micro Systems
®

). Foram utilizadas duas membranas 

modelo: discos produzidos com a compressão direta de 250 mg de mucina em pó umedecida com 

50 μL de dispersão de mucina 8% (p/p), utilizando uma peleteira com diâmetro de 123 mm 

(BRUSCHI et al., 2007) e mucosas nasais suínas.  

No primeiro ensaio, discos foram aderidos horizontalmente em uma prova cilíndrica com 

mesmo diâmetro com fita adesiva dupla face 3M, conforme Figura 11. 

 

 

Figura 11. Imagem dos discos de mucina aderidos horizontalmente em prova cilíndrica em contato com formulação. 

 

No segundo ensaio, primeiramente procede-se ao isolamento da mucosa suína (Figura 12) a 

partir de animais provenientes de abatedouro, segundo a metodologia adaptada de Hägerström e 

Edsman (2001). A mucosa foi removida com auxílio de uma pinça e tesoura cirúrgica e mantida em 

banho de gelo imersa em FNS até o momento da análise. Os fragmentos de mucosa nasal suína 

foram aderidos à prova analítica com auxílio de anéis de borracha. Antes do inicio do teste, as 

membranas modelo (disco de mucina e mucosa nasal) já aderidas à prova analítica foram imersas 

em FNS por 30 s e o excesso retirado com papel absorvente macio. A composição do FNS utilizado 

foi de 8 % (p/V) de mucina, 7,45 mg/mL de NaCl, 1,29 mg/mL KCl e 0,32 mg/mL de CaCl2.2H2O, 

pH ajustado para 6,0 (CALLENS et al., 2003; CARVALHO et al., 2013). 
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Figura 12. Corte longitudinal de septo nasal suíno. 

 

 

Amostras das formulações contendo hidrogel de hidroxietilcelulose (HI,HLI,HLITAT e HLIPNT)  

foram previamente acondicionadas em tampa plástica cilíndrica e rasa, sendo colocadas abaixo da 

prova analítica e mantidas imersas em banho maria à temperatura de 32±0,5 ºC e a temperatura de 

37±0,5 ºC. Após atingir as duas temperaturas descritas, o disco de mucina e a mucosa nasal foram 

colocados em contato com a superfície das formulações e logo em seguida foi aplicada uma força 

para baixo de 0,1 N durante 30 s para assegurar um contato íntimo entre o disco / mucosa com as 

formulações. A prova analítica foi então elevada a uma velocidade de 1,0 mm / s e a força 

mucoadesiva foi determinada a partir do valor resultante da curva força versus tempo e os 

resultados foram obtidos através dos valores médios de cinco replicatas. (GUPTA et al., 2012). 

 

4.3.9 Determinação da seringabilidade 

 

O ensaio de seringabilidade das formulações contendo hidrogel de hidroxietilcelulose 

(HI,HLI,HLITAT e HLIPNT) foi adaptado da metodologia descrita em Nunes, 2016, onde foi utilizado 

o analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems®). Um volume total de 1 mL das 

formulações descritas acima foi colocado cuidadosamente com o objetivo de evitar a presença de 

bolhas em uma seringa plásticas de 1 mL (BD PlastipakTM). A seringa foi colocada verticalmente 

sob a sonda, que foi rebaixada até o contato inicial com o êmbolo, conforme Figura 13. O êmbolo 

da seringa foi movimentado em módulo de compressão a uma velocidade constante de 2 mm.s
-1

 

percorrendo uma distância de 30 mm. O trabalho necessário para a formulação percorrer 30 mm 

pela seringa foi determinado pela área do gráfico de força versus distância registrada para a 

compressão do êmbolo. Todas as medidas foram realizadas a 25 ºC e os resultados foram obtidos 

através dos valores médios de seis replicatas (NUNES et al., 2016). 
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Figura 13. Fotografia do dispositivo adaptado utilizado para determinação da seringabilidade. 

 

 

4.3.10 Ensaios de liberação in vitro  

 

O perfil de liberação de insulina em solução e incorporadas nas formulações foi realizado no 

equipamento Microette Plus HANSON 0700-1251, constituído por seis células de difusão de Franz 

de volume aproximado de 7 mL (Figura 14). Foi utilizada membrana sintética de acetato de celulose 

(12-14kDA) previamente hidratada e solução receptora composta por tampão fosfato (PBS, 

pH=7,4) sob agitação de 300 rpm. As formulações foram previamente pipetadas (300μL) e 

transferidas para o copo dosador colocado sobre a membrana disposta na célula de difusão de Franz 

com área de exposição de 1,77cm
2
. Os experimentos foram conduzidos a 32°C para simular a 

temperatura nasal (KECK et al., 2000; LINDEMANN et al., 2002) com agitação constante de 300 

rpm da solução receptora composta por tampão fosfato (PBS, pH=7,4). Alíquotas de 1,5 mL foram 

coletadas do compartimento receptor em intervalos pré-determinados (5 min, 30 min, 1 h, 2h, 4h, 

8h, 12h, 16h e 24h) e volumes de 0,8 mL foram repostos com solução receptora fresca. A insulina 

liberada das amostras foi quantificada por CLAE a partir do método analítico anteriormente 

validado (PARK et al., 2011; DEUTEL et al., 2016).  

A Equação 7 (USP, 2010), demonstrada abaixo, foi utilizada para calcular a quantidade 

liberada (Q real) em determinado tempo: 
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 (Equação 7) 

No qual: 

Q (μg/cm
2
) = quantidade permeada no tempo t; 

Ct (μg/mL. cm
2
) = concentração obtida no referido tempo t; 

Vr (mL) = volume da solução receptora (7 mL); 

Cc (μg/mL. cm
2
)= concentração da amostragem coletada anteriormente; 

Vc (mL)= volume de amostra coletado; 

 

 

Figura 14. Célula de difusão utilizada para estudos de liberação in vitro e permeação em mucosa nasal suína. 

Disponível em: <http://www.hansonresearch.com>. Acesso em dezembro/18. 

 

 

4.3.10.1 Análise dos mecanismos de liberação in vitro da insulina  
 

Com os resultados obtidos foi construído o gráfico do perfil cumulativo de liberação da 

insulina versus tempo. Alguns modelos matemáticos conhecidos na literatura farmacêutica foram 

aplicados para discutir os mecanismos de liberação, como os modelos de Baker–Londsdale, 

Primeira-Ordem, Higuchi, Hixon– Crowell, Korsmeyer-Peppas e Weibull (PAPADOPOULOU et 

al., 2006; JAIN; JAIN, 2016). 

 

4.3.11 Ensaios de permeação em mucosa nasal suína 

 

Os ensaios de permeação em mucosa nasal suína de insulina em solução e incorporadas nas 

formulações foi realizado no equipamento Microette Plus HANSON 0700-1251, constituído por 

seis células de difusão de Franz de volume aproximado de 7 mL.  

A membrana modelo utilizada foi uma mucosa nasal suína obtida de animais de abatedouro. 

Para retirada da mucosa, foi seguido o procedimento descrito por Osth, Grasno e Bjork (2002). 

Resumidamente, as cavidades nasais foram separadas através de uma incisão ao longo do septo 

Q = Ct . Vr + Σ Vc .Cc    
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nasal. A mucosa foi removida com auxílio de uma pinça e tesoura cirúrgica curva, mantida em 

solução de cloreto de sódio 0,9% (p/V) e armazenadas em refrigerador, na temperatura de 2-8ºC 

(OSTH et al., 2002). 

No dia do experimento, as mucosas nasais foram descongeladas e mantidas refrigeradas em 

gelo, mergulhadas em salina e colocadas nas câmaras de difusão com o lado apical voltado para a 

câmara doadora e o lado basolateral voltado para a câmara receptora, resultando num fluxo de 

permeação do lado apical para o basolateral. As formulações foram previamente pipetadas (300μL) 

e transferidas para o copo dosador colocado sobre a mucosa nasal suína disposta na célula de 

difusão de Franz com área de exposição de 1,77cm
2
.  Os experimentos foram conduzidos a 32°C 

com agitação constante de 300 rpm da solução receptora composta por tampão fosfato (PBS, 

pH=7,4). Alíquotas de 1,5 mL foram coletadas do compartimento receptor em intervalos pré-

determinados (5 min, 30 min, 1 h, 2h, 4h, 8h, 12h, 16h e 24h) e volumes de 0,8 mL foram repostos 

com solução receptora fresca.  A insulina permeada através da mucosa nasal suína foi quantificada 

por CLAE a partir do método analítico anteriormente validado (JOSE et a.l, 2015). 

Parâmetros relacionados à permeação foram calculados, como o fluxo no estado de 

equilíbrio (J, μg/cm.min) o qual foi calculado a partir da porção linear da quatidade permeada por 

área versus tempo e o coeficiente de permeabilidade aparente (Kp, cm/min), derivados da lei de 

Fick, de acordo com a Equação 8 (SAMSON et al., 2012; PUND et al., 2013). 

 

(Equação 8) 

 

 

No qual: 

Kp = coeficiente de permeabilidade aparente (Kp, cm/min); 

J = fluxo no estado de equilíbrio (J, μg/cm.min);  

C = concentração do fármaco no veículo (compartimento doador) em contato com a 

membrana; 

 

4.3.12 Ensaios biológicos in vivo  

 

Para todos os ensaios utilizando animais, as solicitações foram encaminhadas para o Comitê 

de Ética no Uso de Animais da FCFAR/UNESP e aprovadas conforme Parecer nº 04/2018 

(ANEXO 1). 

 

Kp = J 

         C 
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Os ensaios biológicos in vivo foram realizados em colaboração com o Profa. Dra. Amanda 

Martins Baviera, do Departamento de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Araraquara – UNESP. 

 

4.3.12.1 Ensaios de análise temporal da presença de insulina na circulação sistêmica em 

ratos não diabéticos 

 

 

4.3.12.1.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar não diabéticos (Krauland et al, 2004), para 

avaliação dos níveis de insulina na circulação sistêmica após a administração nasal de insulina nos 

sistemas de liberação, com peso entre 140-160 g provenientes do Biotério Central de Botucatu, 

UNESP,  mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Análises Clínicas, FCFAr/UNESP. 

Foram mantidos cinco animais em caixas de polipropileno em condições controladas de temperatura 

(23°C ± 1°C), umidade (55 ± 5%) e luz (ciclo de 12 h claro / escuro), com livre acesso a água e 

ração, durante os 15 dias de experimento. 

 

4.3.12.1.2 Desenho experimental e tratamento  

 

Os animais foram deixados em jejum por 12 h antes do experimento. Antes da aplicação das 

formulações, 50 µL de sangue foram coletados da veia caudal para verificação da glicemia no tempo 

0 (antes da administração nasal e subcutânea das preparações). Os níveis de glicose no sangue foram 

determinados utilizando o kit comercial denominado Accu-Chek
®

 Performa. Na sequência, o 

sangue foi deixado coagular por 30 min e centrifugado por 10 min a 6400g. O soro foi separado do 

sobrenadante e estocado a -20°C. Após a determinação do nível de glicose sanguínea e coleta de 

amostra para quantificação de insulina no tempo 0 (antes da administração nasal e subcutânea das 

preparações), os animais foram anestesiados com quetamina/xilazina, nas doses de 90 mg/kg / 10 

mg/kg respectivamente, via intraperitoneal. os níveis de insulina foram determinados com kit de 

ELISA EZRMI-13K-insulina Rato/Camundongo. 

Após anestesia, os animais foram tratados de acordo com os grupos abaixo descritos. A dose de 

insulina a ser administrada subcutaneamente foi de 0,25U/animal (DYER et al, 2002).  A 

administração intranasal referente à 2U insulina /formulação/animal foi realizada utilizando uma 

micropipeta para instilar um volume total de no máximo 100µL divididos em aplicações de 25µL 

introduzidas alternadamente em cada narina. A instilação alternada foi realizada para evitar um 

extravasamento ou o escoamento da formulação para a via gastrointestinal (KHAFAGY et al., 

2009; CARVALHO et al., 2013).  
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Os animais foram tratados de acordo com os seguintes grupos, utilizando 5 animais por grupo, 

para avaliação e comparação das alterações dos níveis séricos de insulina, no intervalo de tempo de 

0 a 360 minutos após as administrações dos sistemas de liberação: 

 

I. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT, contendo 

solução de insulina (HLITAT); 

II. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo 

solução de insulina (HLIPNT); 

III. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solução de 

insulina (HLI); 

IV. Administração intranasal de hidrogel, contendo solução de insulina (HIl); 

V. Administração subcutânea 0,25U de insulina (INSsub); 

VI. Administração intranasal de solução salina (SSnasal); 

VII. Administração intranasal de insulina em solução salina (ISnasal); 

 

Os animais foram mantidos em caixas aquecidas para que ocorra vasodilatação periférica e, 

após um minuto, foi cortado aproximadamente 3 mm da extremidade da cauda, por onde foi 

coletado o sangue do animal (50 μL). Amostras de sangue foram colhidas nos tempos 0 (antes dos 

tratamentos), 60, 120, 180, 240 e 360 minutos para verificar os níveis de insulina sérica através do 

kit de ELISA EZRMI-13K-insulina Rato/Camundongo e os resultados foram expressos em ng/mL 

(KHAFAGY et al., 2009). 

Ao final do experimento, ocorreu a eutanásia por aprofundamento da anestesia, com a 

combinação de quetamina 90 mg/kg / xilazina 10 mg/kg administrada por via intraperitoneal, 

conforme o Guia Brasileiro de Boas Práticas em Eutanásia em Animais - Conceitos e 

Procedimentos Recomendados, Conselho Federal de Medicina Veterinária de  2012 e Resolução 

Normativa 13/2013. 

 

4.3.12.2 Ensaios das respostas anti-hiperglicêmicas em ratos diabéticos 

 

4.3.12.2.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar pesando entre 140-160 g provenientes do 

Biotério Central de Botucatu, UNESP, foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de 

Análises Clínicas, FCFAr/UNESP. Foram mantidos cinco animais em caixas de polipropileno em 

condições controladas de temperatura (23°C ± 1°C), umidade (55 ± 5%) e luz (ciclo de 12 h claro / 

escuro), com livre acesso a água e ração, durante os quinze dias de experimento. 
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4.3.12.2.2 Indução do diabetes mellitus experimental 

 

O diabetes experimental foi induzido por uma única injeção intravenosa de 40 mg/kg de 

estreptozotocina (STZ) de peso corporal, dissolvida em tampão de citrato 0,01 M (pH 4,5), em ratos 

jejuados (12 h de jejum). Todos os animais foram anestesiados com isoflurano (Arcaro et al, 2014). 

Três dias após a administração de STZ, os animais foram distribuídos nos diferentes grupos 

distribuídos de acordo com valores médios de glicemia e de peso corporal e os ratos com valores de 

glicemia pós-prandial igual ou superior a 350 mg/dL foram utilizados nos ensaios. Os níveis de 

glicose no sangue foram determinados, utilizando o kit comercial denominado Accu-Chek
® 

Performa (TRINDER, 1969).  

 

4.3.12.2.3 Desenho experimental e tratamento  

 
Sete dias após o pareamento (dez dias pós-STZ), os animais foram anestesiados (quetamina 90 

mg/kg e xilazina 10 mg/kg, via intraperitoneal), foi coletada uma amostra de sangue obtida por pequena 

punção na cauda (50 μL) para verificação da glicemia no tempo 0 (antes da administração nasal e 

subcutânea das preparações). Em seguida, os animais foram tratados de acordo com os seguintes 

grupos, utilizando 6 animais por grupo: 

 

I. Administração intranasal de hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo 

solução de insulina (HLITAT); 

II. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo 

solução de insulina (HLIPNT); 

III. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solução de 

insulina (HLI); 

IV. Administração intranasal de hidrogel, contendo solução de insulina (HI); 

V. Administração intranasal de insulina em solução salina (INSnasal); 

VI. Administração intranasal de solução salina (SSnasal); 

VII. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT (HLTAT); 

VIII. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT (HLPNT); 

IX. Administração subcutânea de 2 U insulina Novolin R
® 

(INSsub); 

X. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma branco (HLB); 

 

Após anestesia, os animais foram tratados de acordo com os grupos acima descritos. A dose de 

insulina a ser administrada subcutaneamente foi de 2U/animal (ARCARO et al., 2014). O volume a 
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ser administrado por via intranasal referente à 2U insulina /formulação/animal (em solução salina 

ou nas formulações desenvolvidas) foi de 100µL divididos em aplicações de 25µL introduzidas 

alternadamente em cada narina, utilizando uma micropipeta para instilar. Esta instilação alternada 

foi realizada para evitar um extravasamento ou o escoamento da formulação para a via 

gastrointestinal (MAINARDES et al., 2010; CARVALHO et al., 2013). 

Os níveis de glicose no sangue foram verificados nos tempos 0 (antes dos tratamentos), 30, 60, 

90, 120, 180, 240, 300, 360 minutos, via punção caudal (50 μL), com o auxílio de utilização de fitas 

reativas  e glicosímetro (FreeStyle® Optium Neo) e os resultados foram expressos em mg/dL . 

 

4.3.12.2.4 Alterações na ativação da sinalização da insulina na musculatura esquelética de 

ratos diabéticos  

 

No tempo de 360 minutos após cada administração realizada, os animais foram eutanasiados por 

dióxido de carbono (CO2) via inalatória e músculos tibialis anterior de ratos diabéticos foram 

imediatamente retirados e mantidos a -80C antes das análises. 

Alterações na ativação da sinalização da insulina em músculos tibialis anterior foram 

investigadas via estudo da ativação do intermediário AKT, analisando os níveis de fosforilação 

estimulatória em resíduo de serina-473 (Western blot).  

Os músculos foram homogeneizados em tampão Tris-HCl (50 mM; pH 7,4) contendo 150 mM 

de NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sódio, 1% de SDS, inibidores 

de proteases (5 µg/mL de aprotinina, 1 µg/mL de leupeptina, 1 mM de PMSF) e inibidores de 

fosfatases (10 mM de pirofosfato de sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10 mM de ortovanadato 

de sódio). O homogenato foi centrifugado a 14000 g e 4C, e o sobrenadante foi utilizado para 

determinação da concentração de proteínas (BRADFORD, 1976). Volumes iguais de sobrenadante 

e tampão da amostra (20% de glicerol, 125 mM de Tris-HCl, 4% SDS, 100 mM de ditiotreitol, 

0,02% de azul de bromofenol, pH 6,8) contendo 100 µg de proteínas foram submetidos à 

eletroforese SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Em seguida as proteínas foram transferidas do gel de 

eletroforese para membranas de nitrocelulose (TOWBIN, 1979).  

As membranas foram incubadas a 4°C overnight com anticorpos primários específicos: anti-

AKT ou anti-fosfo-[Ser-473]-AKT. Anti-alfa-tubulina foi usado como controle interno. Em seguida 

as membranas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado a HRP, seguidas de incubação 

com substrato quimiluminescente. As bandas geradas foram captadas e analisadas via de scanner de 

sinal quimiluminescente (C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner, LI-COR). 

 

4.3.13 Análise estatística 
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Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Análise de 

variância (One-way ANOVA), seguido do teste Student-Newman-Keuls foi utilizado para comparar 

as diferenças entre os grupos e análise de área sob a curva (AUC). As diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0.05. As análises foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism® 

5.01 (GraphPad Software, USA). 



67 
 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Preparação dos lipossomas incorporados com insulina 

 

Para o desenvolvimento das formulações e antes do início das análises de caracterização, 

foram realizados ensaios preliminares como a finalidade de se definir: (a) razões molares dos 

componentes lipídicos; (b) inclusão ou não de indutores de carga positivo (oleilamina) ou negativo 

(dicetil fosfato); (c) método de preparo com melhor capacidade de encapsulação da insulina; (d) 

concentração de trabalho dos peptídeos de transdução (TAT e PNT); (e) obtenção do hidrogel e 

posterior incorporação dos lipossomas contendo insulina para administração nasal. 

A fosfatidilcolina (PC) é um dos fosfolipídios utilizados como constituinte principal das 

bicamadas de lipossomas, por ser o principal componente estrutural da membrana celular. Do ponto 

de vista biológico, os lipossomas contendo fosfolipídios apresentam vantagens devido à sua 

biocompatibilidade, particularmente para fins farmacêuticos. A PC aumenta a estabilidade da 

membrana lipídica e a inclusão de colesterol (CH) na bicamada do lipossoma aumenta a sua 

estabilidade estrutural (BANGHAM et al.,1965; LASIC, 1998; CHORILLI et al., 2013; ELOY et 

al., 2017). O DP é um lipídio aniônico que foi utilizado como indutor de carga negativo 

(PARDAKHTY  et al., 2007; CHANNARONG et al., 2011). A OAM é um lipídio catiônico que foi 

utilizado como indutor de carga positivo (KAOURMA et al., 2005; PETRILLI et al., 2016).  

A insulina é uma molécula anfótera, sendo que o seu ponto isoelétrico (pI) está 

compreendido entre 5,3 e 5,4 e sua carga elétrica geral varia de acordo com o pH do meio 

(BRANGE et al., 2012). Logo, adicionaram-se os indutores de carga negativo (DP) e positivo 

(OAM) com a finalidade de observar as interações eletrostáticas entre a insulina e estes indutores e 

verificar se haveria a redução da agregação e fusão das vesículas, além de observar a influência da 

eficiência de encapsulação da insulina nos lipossomas aniônicos e catiônicos (BATISTA et al., 

2007; FREZARD et al., 2005). 

 

5.2. Caracterização físico-química e estudos de estabilidade dos sistemas 

desenvolvidos baseados nas medidas de diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd e 

potencial zeta 

 

 

As Figuras de 15 e 16 se referem aos valores obtidos para as medidas de diâmetro 

hidrodinâmico médio (DHM), índice de polidispersão (Idp) e potencial zeta (PZ) e as análises de 

estabilidade realizadas nos tempos 24 h, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 dias após o preparo das 

formulações. 
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1. Com e sem a adição de insulina; 

2. Com e sem a adição de indutores de carga negativo (DP) e positivo (OAM); 

   3. Utilizando as técnicas de preparo de hidratação do filme lipídico (HFL) ou evaporação de 

fase reversa (REV); 
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Lipossoma Indutor Positivo com Insulina
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Figura 15. Diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd e PZ. (A) Formulação A, obtida pelo método HFL; (B) Formulação B, 

obtida pelo método HFL; (C) Formulação C, obtida pelo método HFL; (D) Formulação D, obtida pelo método HFL. 
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Geralmente, os lipossomas são definidos como vesículas esféricas com tamanhos de 

partículas variando de 30 nm a vários micrômetros. Ademais, os lipossomas podem ter membranas 

de uma ou duas camadas, sendo respectivamente chamados de unilamelares ou multilamelares 

(AKBARZADEH et al., 2013). Um parâmetro a ser estudado é o diâmetro hidrodinâmico médio 

(DHM), pois o tamanho desejável varia de 50 a 200 nm especialmente quando os lipossomas são 

destinados ao uso terapêutico (WOODLE; 1995; MONTEIRO et al., 2014; PATIL; JADHAV, 

2014). 

Outro parâmetro importante que determina a distribuição de tamanhos das partículas é o 

índice de polidispersão (Ipd) que descreve a intensidade da luz espalhada por várias frações das 

partículas diferindo em seus tamanhos. Enquanto valores de  Idp ≤0,1 são  considerados altamente 

monodispersos, os valores entre 0,1-0,4 e valores > 0,4 são considerados moderadamente e 

altamente polidispersos, respectivamente (BHATTACHARJEE et al., 2016). 

O potencia zeta é a propriedade física de partículas coloidais em suspensão e caracteriza 

interações resultantes de cargas elétricas (ZETA-METER, 1997). Em geral, para se atingir 

estabilidade elétrica as partículas podem ser consideradas estáveis quando o valor absoluto do 

potencial zeta é próximo de 30 mV, em módulo, pois ocorre a repulsão entre as partículas o que 
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Figura 16. Diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd e potencial zeta. (E) Formulação B, obtida pelo método REV; (F) Formulação 

C, obtida pelo método REV; (G) Formulação D, obtida pelo método REV. 
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evita a agregação entre as vesículas, enquanto que potenciais entre 5 mV e 15 mV resultam em 

floculação limitada e potenciais entre 0 mV e 5 mV produzem uma floculação máxima (GUO et al., 

2010; NEVES et al., 2013). 

Analisando os gráficos obtidos (Figuras 15 e 16) em relação às medidas DHM, Ipd e PZ 

realizadas no período de 90 dias de armazenamento, foi possível observar que a formulação A 

preparada sem a inclusão de indutor de carga e insulina, apresentou valor de DHM de 116,78±2,33 

nm. Em relação ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, indicando baixa polidispersão. 

Em relação às medidas de PZ, os valores médios foram de -17,8±4,10 mV, proveniente da carga dos 

lipídios que compõem a bicamada lipídica. 

As formulações B preparadas sem a inclusão do indutor de carga + insulina, obtiveram os 

valores de DHM 156,93±3,59 nm para o método de HFL e 109,32±5,25 nm para o método de REV. 

Em relação ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, indicando que a distribuição de 

tamanho de partícula foi homogênea. Em relação às medidas de PZ, os valores médios (-30,54±4,31 

mV, para o método de HFL e -18,54±8,46 mV para o método de REV) proveniente da carga dos 

lipídios que compõem a bicamada lipídica.  

As formulações C preparadas com a inclusão do indutor de carga negativo (DP) + insulina, 

obtiveram os valores de DHM 162,73±6,04 nm para o método de HFL e 136,18±9,89 nm para o 

método de REV. Em relação aos valores de Idp todos se encontram abaixo de 0,5, sugerindo um 

possível aumento na heterogeneidade entre os tamanhos das partículas. Em relação às medidas de 

PZ, os valores médios -43,60±2,80 mV, para o método de HFL e -42,04±2,96 mV para o método de 

REV, proveniente da adsorção do DP à superfície do lipossoma. 

As formulações D preparadas com a inclusão do indutor de carga positivo (OAM) + 

insulina, obtiveram os maiores de DHM (757,16±38,83 nm para o método de HFL e 1064,55±39,88 

nm para o método de REV), demonstrando agregação entre as vesículas o que poderia ser explicado 

pela atração eletrostática da insulina carregada negativamente no pH 7,4, devido ao seu ponto 

isoelétrico (pI) estar compreendido entre 5,3 e 5,4 e a OAM carregada positivamente. Em relação 

aos valores de Ipd, todos se encontram acima de 0,7, em decorrência de um elevado grau de 

heterogeneidade entre os tamanhos das partículas. Em relação às medidas de PZ, +31,05±4,56 mV, 

para o método de HFL e -31,16±3,55 mV para o método de REV, proveniente da adsorção da OAM 

à superfície do lipossoma. 

Portanto, os valores de DHM das formulações A, B e C preparados tanto pelo método de 

HFL quanto por REV durante o período de armazenamento de 90 dias, demonstraram-se estáveis 

visando à futura administração nasal, pois a manutenção do diâmetro das partículas (em torno de 

150 nm) torna-se uma forte evidência que a estabilidade da formulação foi mantida (SANTOS-

MAGALHÃES et al., 2000). Além disso, Laverman e colaboradores relataram a comparação do 



71 
 

tamanho dos lipossomas de composição lipídica idêntica sobre seu tempo de residência na 

circulação. Neste estudo, variou-se o diâmetro dos lipossomas de 200 a 400 nm e observou-se uma 

diferença significativa, visto que os lipossomas grandes foram removidos da corrente sanguínea 

mais rapidamente pelo sistema reticuloendotelial, com tempo de meia-vida (t½) = 0,2 h, comparado 

com os lipossomas menores que apresentaram t½= 1,5 h. Portanto, ajustando seu tamanho para 

diâmetro médio relativamente pequeno (≈100 nm), o tempo de residência dos lipossomas na 

circulação pode ser aumentado (LAVERMAN et al., 1999).  

 

5.3. Desenvolvimento e validação da metodologia analítica para quantificação da 

insulina utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

O método analítico utilizado para a quantificação da insulina foi desenvolvido e validado em 

cromatógrafo líquida de alta eficiência (CLAE), marca Agilent, modelo 1200, segundo metodologia 

adaptada de Sarmento et al. 2006 e os parâmetros utilizados estão demonstrados na Tabela 7. A 

validação da metodologia analítica foi realizada usando os parâmetros de seletividade, linearidade, 

precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, limite de detecção, limite de 

quantificação e robustez, conforme descritos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2017). 

 
Tabela 7. Parâmetros utilizados na validação da metodologia analítica. 

 

Fase móvel FM: Acetonitrila : Solução aquosa de ácido trifluoroacético 

(TFA) 0,1%  (60:40, v/v) 

 

Coluna C18-Luna® Phenomenex, dimensões 4,6mm x 250mm, 5 μm 

de tamanho de partícula  

Detecção 214 nm 

Vazão 1,0 mL/min 

Volume de injeção 20 μL 

Temperatura 25°C ± 1°C 

Tempo de retenção da insulina ± 4,5 minutos 

Tempo de corrida 5 minutos 

 

 

5.3.1 Adequabilidade do sistema cromatográfico 

 

A adequabilidade do sistema cromatográfico foi avaliada pela análise quantitativa, através 

do cálculo dos coeficientes de variação da assimetria do pico da insulina, fator de cauda, número de 

pratos teóricos da coluna, tempo de retenção e área do pico principal de seis replicatas de insulina, 

na concentração de 50 μg/mL
-1

. Os resultados estão apresentados na Tabela 8. 
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Tabela 8. Parâmetros avaliados na análise de adequabilidade do sistema cromatográfico desenvolvido para análise da 

insulina. 

 

Injeções Tempo de 

retenção 

Área Assimetria 

(≤2,0) 1 

Fator de 

cauda 

(≤2,0) 1 

nº de pratos 

teóricos (N) 

(>2000) 1 

1 4,51844 2738,77 0,63802 1,45655 5120 

2 4,52293 2737,52 0,63284 1,39788 5062 

3 4,52357 2742,63 0,63689 1,39694 5049 

4 4,52302 2734,39 0,64771 1,38121 5045 

5 4,52519 2749,95 0,63996 1,42387 5124 

6 4,52544 2733,27 0,64073 1,41843 5133 

Média 4,52 2739,42 0,64 1,41 5089 

D.P.R % 0,06 0,22 0,77 1,88 0,80 
1 Valor de referência (FDA, 1994) 

 

Os dados obtidos na verificação da adequabilidade do sistema cromatográfico (Tabela 8) 

demonstraram que o método de análise e o equipamento são adequados para assegurar a 

confiabilidade dos resultados, estando de acordo com a literatura, a qual sugere que o fator de cauda 

e a assimetria do pico deve ser ≤ 2 e o número de pratos teóricos > 2000. Em geral também é 

adotado como critério valor de DPR% ≤ 2% para todos os parâmetros testados, conforme descritos 

pelos guias FDA (1994).  

O cromatograma típico obtido pelo método proposto representado na Figura 17 demonstra a 

resolução e a simetria do pico correspondente à insulina, sendo o seu tempo de retenção em torno de 

4,5 minutos. 

 

Figura 17. Cromatograma típico de insulina (50 μg/mL-1) obtido pelo método cromatográfico proposto. Fase móvel: 

Acetonitrila: Solução aquosa de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1% (60:40, v/v); Coluna C18-Luna® Phenomenex, 

dimensões 4,6mm x 250mm, 5 μm; Vazão de 1,0 mL/min; λ: 214 nm; Injeção: 20µL; 25ºC.  

 

 

5.3.2 Seletividade 

 

Neste ensaio injetaram-se separadamente as amostras de acetonitrila, solução aquosa de 

ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%, tampão fosfato (PBS, pH 7,4) e uma amostra de lipossoma sem 

a incorporação da insulina, conforme representado na Figura 18. Os ensaios foram realizados em 
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triplicata e observou-se que todas as amostras injetadas não interferiram na análise, uma vez que 

não se observou interferência no pico de insulina, com tempo de retenção em aproximadamente 4,5 

minutos, conforme demonstrado no ensaio de adequabilidade do sistema cromatográfico.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Cromatograma da Acetonitrila (A); H2O c/ 0,1% TFA (60:40, v/v) (B); tampão fosfato (PBS,pH 7,4) (C); 

lipossoma branco (D), obtido pelo método cromatográfico proposto. Fase móvel: Acetonitrila: Solução aquosa de ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,1%  (60:40, v/v); Coluna C18-Luna® Phenomenex, dimensões 4,6mm x 250mm, 5 μm; Vazão 

de 1,0 mL/min; λ: 214 nm; Injeção: 20µL; 25ºC. 

 

 
 

Figura 19. Cromatograma da mucosa nasal suína, obtido pelo método cromatográfico proposto. Fase móvel: 

Acetonitrila: Solução aquosa de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%  (60:40, v/v); Coluna C18-Luna® Phenomenex, 

dimensões 4,6mm x 250mm, 5 μm; Vazão de 1,0 mL/min; λ: 214 nm; Injeção: 20µL; 25ºC. 

 

A B 

C D 
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A Figura 19 representa a injeção de amostra de mucosa suína nasal não submetida ao teste 

de permeação e pelo cromotograma não se observa qualquer interferência no pico característico da 

insulina. 

 

 

5.3.3 Linearidade 

 

Para a construção da curva analítica foi preparado uma solução estoque de insulina na 

concentração de 700 μg/mL
-1

. A partir desta solução, prepararam-se as seguintes concentrações: 

0,5, 1, 5, 20, 40, 50 e 100 µg/mL
-1

. Para cada concentração foram realizadas três injeções e os 

resultados médios das áreas dos picos cromatográficos obtidos foram utilizados para o estudo da 

regressão linear a partir do método dos mínimos quadrados (BRASIL, 2017; ICH, 2005). 

A curva analítica da insulina baseado três curvas de calibração, demonstrou ser linear ao 

longo do intervalo proposto (0,5-100 μg.mL-1) resultando na regressão linear y= 55,01775x + 

36,56067, com R
2
= 0,99925, como particularmente recomendado (EPSHTEIN, 2004) e conforme 

mostrado na Figura 20. 

 

 

Figura 20. Curva de calibração de insulina obtida por CLAE. 

 

 

A análise de variância ANOVA comprovou que a regressão linear é significativa 

(Fcalculado > Ftabelado) e que não existe diferença significativa entre as três curvas analíticas 

(Fcalculado < Ftabelado) a partir dos dados obtidos no intervalo de 95% de confiança (Tabela 9) 

(PINTO  et al, 2017).  

A análise estatística comprovou que não existe desvio significativo das linearidades das 

concentrações utilizadas e que existe regressão linear nos dados obtidos para o limite de confiança 

de 5%, demonstrando que método empregado é linear na faixa de 0,5 a 100 µg/ mL
-1

. 
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Tabela 9. Análise de variância dos valores das áreas determinadas para a obtenção da curva analítica de insulina por 

CLAE. 

 

Fontes de variação 

Graus de 

Liberdade Soma de Quadrados Quadrado médio 

F 

calculado 

F 

tabelado 

Entre 

concentrações 

 6 71158775 11859796 717,42 2,85 

Regressão Linear 

 1 70927340 70927340 4290,54 4,60 

Desvio da 

Linearidade 

 
5 231435 46287 2,80 2,96 

Dentro (resíduo) 

 
14 231435 16531     

Total 20 71160997       

*Significativo para p<0,05% 
 

 

5.3.4 Precisão 

 

A precisão foi avaliada através do cálculo do coeficiente de variação percentual das 

amostras, submetidas aos ensaios de repetibilidade e precisão intermediária. 

 

5.3.4.1 Repetibilidade 

 

Foram injetadas 6 (seis) réplicas a 100% da concentração do teste individualmente 

preparadas, expressando-se os resultados com base no DPR%. As injeções foram realizadas no 

mesmo dia e sob as mesmas condições experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista. 

Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 10. 

 

Tabela 10. Determinação da precisão intracorrida (repetibilidade) de insulina por CLAE. 

Insulina 

(μg.mL
-1

) 
Área 

Área média DPR
 
(%)

 

 

 

50 

 

 

2778,77  

 

2758,25 

 

 

 

 

 

0,77 

 

2789,51 

2752,68 

2734,23 

2749,01 

2745,27 

 

 

5.3.4.2 Precisão intermediária 

 

Foram injetadas 6 (seis) réplicas a 100% da concentração do teste individualmente 

preparadas, expressando-se os resultados com base no DPR%. As injeções foram realizadas em dois 

dias diferentes e por analistas diferentes (A e B), utilizando o mesmo equipamento. Os resultados 

obtidos estão descritos na Tabela 11. 
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Tabela 11. Determinação da precisão intermediária de insulina por CLAE. 

 

 

Analista 

 

 

Insulina 

(μg/mL
-1

) 

 

Área 

 

 

Área média 

 

DPR
 

(%)
 

DPR Geral
 

(%) 

 

 

A 

 

 

 2778,77  

 

2758,25 

 

 

 

 

 

0,77 

 

 

 

 

 

 

 

1,18 

 

50 
2789,51 

50 2752,68 

 2734,23 

 2749,01 

 2745,27 

 

 

B 

 

 

 2841,55  

 

2804,84 

 

 

 

 

1,67 

 

 2788,56 

50 2840,80 

 2767,39 

 2852,45 

 2738,28 

 

O D.P.R % observado para todas as amostras nos ensaios de repetibilidade e precisão 

intermediária foi inferior à 5%, como preconizado pela legislação vigente (BRASIL, 2017), 

portanto, o método desenvolvido é preciso. 

 

5.3.5 Exatidão 

 

É a proximidade dos resultados obtidos pela aplicação do método analítico utilizado em 

relação ao valor teórico real e valores próximos a 100% são desejáveis. A exatidão foi calculada e 

os valores estão apresentados na Tabela 12, demonstrando que a metodologia analítica desenvolvida 

é adequada para a quantificação do fármaco.   

 

Tabela 12. Exatidão entre concentração teórica e experimental das soluções de insulina. 

 

Concentração teórica 

(μg/mL
-1

) 

Concentração média 

experimental (μg/mL
-1

) 

DPR% Recuperação % 

5 4,88 2,26 93,88 

20 19,85 0,27 99,26 

50 49,74 1,28 99,61 

 

Na Tabela 13, estão representados os valores obtidos em relação a recuperação da insulina 

na mucosa nasal suína não submetida ao teste de permeação em mucosa nasal suína. Os dados 

demonstram que a metodologia analítica desenvolvida também é adequada para a quantificação do 

fármaco, estando dentro da faixa de 80 – 120%, conforme preconizado em BRASIL, 2017. Além 

disso, os resultados obtidos foram muito interessantes por se tratar de resultados de recuperação 

provenientes de um material biológico. 
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Tabela 13. Exatidão entre concentração teórica e experimental das soluções de insulina na mucosa nasal suína. 

 

Concentração teórica 

(μg/mL
-1

) 

Concentração média 

experimental (μg/mL
-1

) 

DPR% Recuperação % 

5 4,07 0,68 81,4 

20 17,44 2,51 87,2 

50 42,47 0,56 85,0 

 

 

5.3.6 Limites de detecção e de quantificação 

 

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) são utilizados para medir a 

sensibilidade do método. O LD representa a menor quantidade do fármaco presente na amostra que 

pode ser detectado, mas não necessariamente quantificado e o LQ representa a menor quantidade de 

fármaco na amostra que pode ser medida com precisão e exatidão pelo método desenvolvido 

escolhido (BRASIL, 2017). Os valores de LD e de LQ calculados foram de 0,097μg/mL
-1

 e 

0,294μg/mL
-1

, respectivamente, demonstrando que o método proposto é adequado e seguro para a 

quantificação e detecção de baixas concentrações de insulina. 

 

5.3.7 Robustez 

 

A robustez é um parâmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método analítico 

que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variações das condições analíticas 

(BRASIL, 2017). Foi avaliada, variando quatro parâmetros pré-estabelecidos, tais como, fluxo da 

fase móvel, proporção da fase móvel, temperatura do forno e comprimento de onda (nm). Os 

resultados obtidos em relação ao DPR % e Recuperação % estão apresentados na Tabela 14. 
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Tabela 14. Determinação da robustez do método por CLAE. 

 

Concentração teórica (μg/mL
-1

) 50 50 * 50 

N 3 3 3 

Fluxo FM (mL/min) 0,900 1,00 1,10 

DPR (%) 0,60 0,33 0,18 

Recuperação (%) 98,8 99,6 104,4 

    

λ máx (nm) 213 214 215 

DPR (%) 0,83 0,61 0,34 

Recuperação (%) 100,8 101,3 100,3 

    

Proporção F.M (v/v) 61:39 60:40 59:41 

DPR (%) 0,05 0,13 0,20 

Recuperação (%) 99,3 99,0 98,0 

    

Temperatura (ºC) 24 25 26 

DPR (%) 0,58 0,62 0,49 

Recuperação (%) 101,3 102,6 99,2 

 * -  Esta coluna refere-se as condições originais do método de análise 

 

De acordo com a Tabela 14, foi possível verificar que o método é robusto, pois mesmo com 

as variações efetuadas nas condições analíticas, os resultados obtidos de recuperação encontram-se 

na faixa entre 80-120%, conforme previsto em BRASIL, 2017. 

Baseado nos resultados obtidos, o método analítico validado foi utilizado para a 

quantificação de insulina em amostras provenientes dos ensaios de eficiência de encapsulação, 

liberação in vitro e permeação em mucosa nasal suína. 

 

5.4 Avaliação da eficiência de encapsulação (EE%)  

 

A eficiência de encapsulação (EE) representa a porcentagem de fármaco que permanece 

dentro do lipossoma em relação à quantidade total adicionada durante o processo de obtenção 

(PARK et al., 2011). O ensaio de EE foi realizado pelo método indireto, com o objetivo de dosear a 

insulina livre, onde 1 mL de lipossoma foi centrifugado usando filtro de ultrafiltração  Amicon
® 

- 

100 kDa (3.000 rpm,10 minutos). Após a centrifugação, 250 µl do filtrado foram diluídos para 2 

mL com tampão fosfato (PBS,pH 7,4) e analisados por CLAE. Optou-se por realizar a quantificação 

comparativa da insulina utilizando o kit de análise de proteína Pierce BCA e para tanto foram 

utilizados 100 μl do filtrado (insulina livre) em tubos em replicata.  
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De acordo com os resultados obtidos na caracterização físico-química e estudos de 

estabilidade das formulações desenvolvidas e baseados nas medidas de DHM, Ipd e PZ, optou-se 

por realizar os ensaios de EE% em todas as formulações com o objetivo de verificar quais teriam os 

maiores resultados em relação a  EE. 

 

Tabela 15. Porcentagem de Eficiência de encapsulação (EE%) das formulações quantificadas por BCA. 

 

Formulações EE% 

Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método HFL) 59,42±4,9 

Lipossoma c/ Ind. Negativo+ Insulina (Método HFL) 30,18±5,8 

Lipossoma c/ Ind. Positivo + Insulina (Método HFL) 49,75±9,6 

Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método REV) 50,37±5,5 

Lipossoma c/ Ind. Negativo+Insulina (Método REV) 34,87±6,6 

Lipossoma c/ Ind. Positivo + Insulina (Método REV) 48,78±8,5 

 

Tabela 16. Porcentagem de Eficiência de encapsulação (EE%) das formulações quantificadas por CLAE. 

 

Formulações EE% 

Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método HFL) 67,19±2,4 

Lipossoma c/ Ind. Negativo+ Insulina (Método HFL) 57,04±2,9 

Lipossoma c/ Ind. Positivo + Insulina (Método HFL) 60,87±5,1 

Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método REV) 64,53±3,6 

Lipossoma c/ Ind. Negativo+ Insulina (Método REV) 50,83±3,1 

Lipossoma c/ Ind. Positivo + Insulina (Método REV) 52,70±5,5 

 

 

O maior desafio no desenvolvimento de lipossomas está relacionado à obtenção de 

eficiência e estabilidade na encapsulação do fármaco (LASIC, 1998). A determinação da EE é 

essencial uma vez que a eficácia de lipossomas in vivo, bem como suas propriedades físico-

químicas, depende do total de fármaco incorporado a esses sistemas (DE ARAÚJO LOPES et al., 

2013). 

A obtenção de porcentagens de EE elevadas é essencial e pode ser obtida pela escolha 

adequada do método de encapsulação bem como da escolha da composição lipídica que compõe a 

bicamada. Assim, quanto menor for a quantidade de lipídeo veiculada, menores são os riscos de 

efeitos colaterais associados aos mesmos (SWARBRICK; BOYLAN, 1994; FRÉZARD et al., 

2005). 

A porcentagem de EE dos lipossomas (Tabelas 15 e 16) variou de 30,18 a 59,42% quando 

quantificado pelo método de BCA e de 50,83 a 67,19% quando quantificado pelo método de CLAE. 

Apesar dos dois métodos de quantificação (BCA e CLAE) de insulina terem demonstrados 

resultados de EE mais elevados em relação ao método de preparo HFL, optou-se pela quantificação 

por CLAE por ser mais robusta e confiável e por ter sido um método previamente desenvolvido e 

validado. Ademais, Zaia e colaboradores demonstraram que o método de BCA possui algumas 
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desvantagens, como a dependência da temperatura de incubação das amostras, a variação da 

absortividade específica para diferentes proteínas e algumas substâncias podem reagir ou com os 

íons cobre (reações de óxido-redução, formação de complexos, precipitação) ou com o reagente de 

BCA e neste sentido alguns lipídios podem reagir com o reagente de BCA e resultar em um 

resultado falso positivo (ZAIA et al., 1998). 

A partir da definição do método de quantificação, neste caso, por CLAE e baseado nos 

resultados obtidos (Tabela 16) optou-se pelo método de preparo HFL, por apresentar os resultados 

de EE mais elevados, além de ser um método de preparo amplamente descrito na literatura 

(BANGHAM et al.,1965; QIN et al., 2011 ; ELOY et al., 2014; SMISTAD et al., 2017). 

De acordo com as Tabelas 11 e 12 a EE dos lipossomas aniônicos, constituídos pelo lipídio 

DP, expressaram os valores de EE% mais baixo quando comparados às demais preparações. Isto se 

deve ao fato da molécula de insulina estar carregada negativamente em PBS (pH 7,4), devido ao seu 

ponto isoelétrico (pI) estar compreendido entre 5,3 e 5,4 e a inclusão do lipídio aniônico na 

formulação deu origem a repulsão eletrostática entre a insulina e o lipossoma ambos carregados 

negativamente, diminuindo por conseguinte os resultados de EE% no lipossoma. Este resultado 

também foi observado por Pardakhty e colaboradores que estudaram a encapsulação de insulina em 

niossomas preparados pelo método HFL com DP para liberação oral (PARDAKHTY  et al., 2007). 

Em relação aos lipossomas catiônicos, constituídos pelo lipídio OAM, os resultados obtidos 

foram menores quando comparados aos lipossomas sem indutor de carga, apesar de que o esperado 

fosse o aumento na EE% neste tipo de lipossoma, devido à interação eletrostática da insulina 

carregada negativamente e o lipossoma carregado positivamente, como observado nos estudos de 

Hosny quando foram incorporados gatifloxacino e ciprofloxacino (ambos carregados 

negativamente) em hidrogel lipossomal constituídos por esterilamina (indutor positivo) para 

liberação ocular (HOSNY, 2010a e HOSNY, 2010b). Entretanto, o que se observou foi um alto grau 

de agregação das vesículas comprovado pelos resultados de DHM e Ipd, causando a instabilidade 

do sistema e baixa eficiência de encapsulação, 

 

5.5 Funcionalização dos lipossomas com CPPs  

 

Baseados nos resultados obtidos na caracterização físico-química e estudos de estabilidade 

das formulações desenvolvidas baseadas nas medidas de DH, Ipd e PZ e os dados de eficiência de 

encapsulação (EE), optou-se por prosseguir com a funcionalização com os peptídeos de transdução 

TAT e PNT nos lipossomas contendo insulina preparados pelo método HFL e os lipossomas 

obtidos sem a inclusão do indutor de carga, tais como, DP e OAM.. 
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Com a finalidade de definir qual a concentração mais adequada dos CPPs (TAT e PNT) que 

deveriam ser utilizadas no momento da funcionalização, decidiu-se construir uma curva de 

concentração de 0,1 mM a 0,7 mM. 

 

Tabela 17. Resultados das leituras de DHM, Ipd e PZ nas amostras funcionalizadas com concentrações de TAT de 

0,1mM a 0,7 mM. 

 

 

Formulação 

Concentração 

TAT 

(mM) 

DHM 

(nm) 

Ipd PZ 

 (mV) 

1⁰ 

 

2⁰ 1⁰ 

 

2⁰ 1⁰ 

 

2⁰ 

 

 

 

 

Lipossoma + 

Insulina 

0,7 373,90 439,60 0,78 0,72  9,41 2,31 

0,6 226,00 209,20 0,76 0,67 -2,44 -1,63 

0,5  317,80 350,40 0,86 0,88 -3,36 -2,66 

0,4 471,60 489,30 0,93 0,86 -4,84 -5,04 

0,35 154,50 478,50 0,67 0,89 -6,26 -5,53 

0,3 176,70 188,50 0,78 0,44 -6,32 -8,76 

0,25 149,10 168,20 0,62 0,57 -6,82 -8,22 

0,2 205,00 168,10 0,81 0,71 -8,02 -8,30 

0,15 130,10 130,10 0,56 0,65 -9,10 -9,10 

0,1 147,20 141,00 0,30 0,28 -10,50 -12,20 

 sem TAT 104,50 126,90 0,27 0,28 -32,60 -30,00 

 

Baseados nos resultados obtidos na Tabela 17 observou-se que nas concentrações acima de 

0,1 mM foram encontrados valores de Ipd acima de 0,5 em decorrência, de elevado grau de 

heterogeneidade entre os tamanhos das partículas, devido à intensa interação eletrostática entre as 

cargas dos CPPs carregados positivamente e a carga do lipossoma contendo insulina carregado 

negativamente, demonstrado também pela alteração nos valores de PZ. Por isso optou-se por 

utilizar a concentração de 0,1mM, para prosseguir com a funcionalização dos lipossomas contendo 

insulina. Kamei e colaboradores em estudo para identificar os CPPs que foram mais eficazes para a 

absorção de insulina na cavidade intestinal e que não originassem efeitos tóxicos no intestino, 

também encontraram agregados na mistura física da insulina com o CPP (PNT) dando origem a 

precipitação em concentrações acima de 0,2 mM de PNT, os pesquisadores demonstraram que isto 

ocorreu, pois os peptídeos catiônicos interagem com proteínas carregadas negativamente e, 

consequentemente, agregados são formados por neutralização eletrostática (KAMEI et al., 2008). 

 

Tabela 18. Resultados obtidos para as medidas de DHM, Ipd e PZ nas amostras preparadas com e sem a 

funcionalização. 

Formulações  DHM 

(nm) 

Ipd PZ 

 (mV) 

Lipossoma sem Insulina 121,50 ± 1,28 0,316 ± 0,043 -56,20 ± 1,11 

Lipossoma + Insulina 97,03 ± 1,85 0,253 ± 0,017 -53,60 ± 3,02 

Solução de TAT (0,1mM)  166,00 ± 6,14 0,320 ± 0,046 11,5 ± 6,19 

Lipossoma + Insulina+ TAT 104,80± 1,40 0,272 ± 0,009 -10,90± 0,47 

Solução de PNT (0,1mM) 187,70 ± 5,87 0,554 ± 0,021 16,8± 3,11 

Lipossoma + Insulina + PNT 106,10 ± 1,78 0,265 ± 0,006 -9,05± 0,60 
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A Tabela 18 demonstra os resultados obtidos para as medidas de DHM, Ipd e PZ nas 

amostras logo após o seu preparo com e sem a funcionalização, com ambos CPPs preparados na 

concentração de 0,1 mM. 

Os CPPs TAT e PNT possuem carga altamente positiva devido à contribuição de resíduos 

básicos de aminoácidos, como lisina ou arginina (GUIDOTTI et al., 2017; BAE et al., 2013), o que 

corrobora aos resultados adquiridos em relação ao PZ, onde 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. 

A Figura 21 se refere aos valores obtidos para as medidas DHM, Idp e PZ nas análises de 

estabilidade realizadas nos tempos 24 h, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 dias, após o preparo das 

formulações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisando os gráficos obtidos em relação às medidas DHM, Ipd e PZ realizadas no período 

de 90 dias de armazenamento, foi possível observar que a formulação Lipossoma sem Indutor + 

Insulina apresentou valores de DHM de 127,8±1,16 nm. Em relação ao Ipd, todos os valores se 

encontram abaixo de 0,4, indicando tamanho de partícula distribuído homogeneamente. Em relação 

Lipossoma sem Indutor + INS

Dias

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

D
iâ

m
e

tr
o

 m
é

d
io

(n
m

)

-60

-45

-30

-15

0

15

30

45

60

75

90

105

120

135

Ín
d

ic
e

 d
e

 p
o

li
d

is
p

e
rs

id
a

d
e

 (
Ip

d
)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Diâmetro

Zeta

Ipd

Lipossoma sem Indutor +INS+TAT

Dias

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

D
iâ

m
e
tr

o
 m

é
d

io
(n

m
)

-60

-45

-30

-15

0

15

30

45

60

75

90

105

120

135

Ín
d

ic
e
 d

e
 p

o
li

d
is

p
e
rs

id
a

d
e

 (
Ip

d
)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Diâmetro

Zeta

Ipd

 
Lipossoma sem Indutor +INS +PNT

Dias

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

D
iâ

m
e

tr
o

 m
é

d
io

(n
m

)

-60

-45

-30

-15

0

15

30

45

60

75

90

105

120

135

Ín
d

ic
e

 d
e

 p
o

li
d

is
p

e
rs

id
a

d
e

 (
Ip

d
)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Diâmetro

Zeta

Ipd

 

Figura 21 Diâmetro hidrodinâmico médio, Ipd dos lipossomas funcionalizados com CPPs. (A) Lipossoma sem Indutor + 

Insulina; (B) Lipossoma sem Indutor + Insulina +TAT; (C) Lipossoma sem Indutor + Insulina +PNT. 
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às medidas de PZ, os valores médios foram de -41,8±0,95 mV, proveniente da carga dos lipídios 

que compõem a bicamada lipídica. 

A formulação Lipossoma sem Indutor + Insulina + TAT resultou em valores de DHM de 

123,5±4,12 nm. Em relação ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, indicando que a 

distribuição de tamanho de partícula foi homogênea. Em relação às medidas de PZ, os valores 

médios foram -31,5±0,74 mV, proveniente da carga dos lipídios que compõem a bicamada lipídica.  

Adicionalmente, a formulação Lipossoma sem Indutor + Insulina +PNT apresentou valores 

de DHM de 107,3±1,77 nm. Em relação ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, 

indicando que a distribuição de tamanho de partícula foi homogênea. Em relação às medidas de PZ, 

os valores médios foram -21,1±2,0 mV, proveniente da carga dos lipídios que compõem a bicamada 

lipídica.  

Estes resultados obtidos, após as leituras realizadas no período de 90 dias de 

armazenamento, demonstram que tanto o CPPs TAT quanto o PNT contribuem para o decréscimo 

dos valores de PZ por possuírem carga altamente positiva, entretanto, não afetaram os valores de 

DHM e Ipd. 
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Figura 22. Estabilidade da EE% das formulações funcionalizadas com CPPs. 

 

 

A Figura 22 se refere aos valores de EE% nas análises de estabilidade realizadas nos tempos 

24 h, 5, 15, 30, e 60 dias, após o preparo das formulações descritas na Tabela 18, preparadas pelo 

método HFL. 

De acordo com os valores de EE% obtidos, observa-se que os lipossomas contendo insulina 

funcionalizados com PNT possuem os menores valores de EE% nas medições que ocorreram em 30 
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e 60 dias, sugere-se que isto se deve a complexação que pode ter ocorrido entre este CPP e a 

insulina, o que pode ter dificultado sua encapsulação no lipossoma. 

Zhu e colaboradores desenvolveram um nano-complexos funcionalizado com PNT para 

promover a liberação da insulina através da mucosa intestinal, com a finalidade de melhorar a 

estabilidade do complexo e a permeabilidade na mucosa intestinal e obtiveram uma EE de 96,2% e 

DHM de 101,2 nm (ZHU et al., 2013). 

 

5.6 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

A técnica de microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi utilizada para fornecer 

informações mais detalhadas sobre a morfologia dos lipossomas e tem como finalidade a 

caracterização desses sistemas mediante a avaliação de parâmetros como lamelaridade e diâmetro, 

bem como a observação de alterações relacionadas aos fenômenos de agregação e fusão das 

partículas. Entretanto, o processo de desidratação durante o preparo da amostra pode causar o 

encolhimento da partícula e distorção no diâmetro e o pré-tratamento da amostra com corantes 

específicos pode gerar artefatos e causar alterações na estrutura original vesicular (NEW, 1990; 

BIBI et al., 2011; PATIL; JADHAV, 2014). 

A Figura 23 corresponde às imagens obtidas dos lipossomas preparados sem a adição de 

insulina (L), lipossomas preparados com a adição de insulina (LI), lipossomas preparados com a 

adição de insulina funcionalizados com TAT (LITAT) e lipossomas preparados com a adição de 

insulina funcionalizados com PNT (LIPNT), respectivamente.  

 

 
Figura 23. Imagens de MET dos lipossomas funcionalizados com CPPs. (A) - Lipossoma sem a adição de Insulina (L); 

(B)- Lipossoma com a adição de Insulina – (LI); (C)- Lipossoma com a adição de Insulina e adição de TAT - (LITAT); 

(D)- Lipossoma com a adição de Insulina e adição de PNT - (LIPNT). Aumento de 100x. 

(A) (B) 
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As imagens obtidas por MET para as formulações (L), (LI), (LITAT) e (LIPNT) (Figura 17) 

permitem a visualização de vesículas esféricas com diâmetro de 150 nm, 100 nm, 80 nm e 80 nm. 

Os diâmetros oriundos do MET se apresentaram um pouco menores quando comparados com as 

leituras provenientes da técnica de espalhamento de luz dinâmico. Sugere-se que este tipo de 

diferença ocorre, pois a técnica de espalhamento de luz dinâmico se baseia na leitura de amostras 

com partículas dispersas, enquanto que as amostras utilizadas no MET são secas sob condição de 

vácuo e é medida a área de superfície estabelecida em quanto dos elétrons incidentes foram 

transmitidos através da amostra e desta maneira o tamanho obtido pela técnica de espalhamento de 

luz dinâmica é geralmente maior que o MET. Este tipo de resultado também foi descrito em estudo 

de Bhattacharjee (BHATTACHARJEE et al., 2016). 

A formulação L possui característica de vesículas multilamelares (MLV), onde as vesículas 

têm uma estrutura em forma de cebola. Enquanto que as formulações (LI), (LITAT) e (LIPNT) possui 

característica de vesículas unilamelares pequenas (SUV) de forma esférica e com alta integridade 

estrutural (MERTINS et. al, 2005; AKBARZADEH et al., 2013; HADIAN et al., 2014). 

 

5.7 Preparação do Hidrogel  

 

O hidrogel de hidroxieticelulose (HEC) foi preparado na concentração de 2% (m/v) em água 

Milli-Q e não apresentou separação de fases no período de 30 dias de armazenamento, 

permanecendo com aspecto homogêneo e translúcido. O HEC foi escolhido por ser um polímero 

não iônico derivado da celulose, solúvel em água e por ser amplamente utilizado como agente 

espessante, proporcionando estabilidade as preparações farmacêuticas e como matriz em sistemas 

de liberação controlada, além de conferir viscosidade adequada às formulações e assim aumentar o 

tempo de permanência na mucosa nasal. Posteriormente foi adicionada a dispersão lipossomal 

contendo insulina funcionalizados com peptídeos de transdução e o aspecto continuou homogêneo e 

translúcido (HOSNY, 2010a ; HOSNY, 2010b; RITTHIDEJ, 2011; SMISTAD et al., 2017). 

 

5.8 Dicroismo circular (DC) 

 

O dicroísmo circular (DC) é uma técnica espectroscópica bem conhecida para estudar 

grande variedade de moléculas quirais, em particular proteínas e peptídeos em solução 

(SILIGARDI et al., 2014) O CD mede a diferença absorção da luz circularmente polarizada à 

direita e a esquerda e por cromóforos que possuem quiralidade intrínseca ou estão localizados em 

condições quirais (VERLI, 2014).  Proteínas possuem um número de cromóforos que podem 

originar um sinal de DC. Na região do UV (240-180nm), o espectro de DC pode ser analisado para 
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dar informações no que diz respeito às características de estrutura secundária, como por exemplo, α-

hélice, folha-β e randômica (KELLY et al., 2005). 

Foram utilizados como referência para a análise, espectros representados na Figura 24, que 

demonstram as diferentes formas espectrais de proteínas, referente às estruturas de proteínas 

secundárias. A curva (a) representa o espectro característico de uma proteína alfa-hélice, onde 

apresenta uma banda positiva em torno de 198 nm e duas bandas negativas em torno de 208 nm e 

222 nm. A curva (b) representa o espectro característico de uma proteína folha-beta, onde apresenta 

uma banda positiva em torno de 196 nm e outra negativa em torno 218 nm. Já a curva (c) representa 

o espectro característico de uma proteína de estrutura irregular (desordenada), onde apresenta uma 

banda negativa em torno 202 nm (VERLI, 2014).   

 

 
Figura 24. Espectros de DC de estruturas do tipo α-hélices, folhas-β e estruturas irregulares. Fonte: Verli, 2014 
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Figura 25. Espectros de DC das amostras analisadas antes do ensaio de liberação in vitro. 

 

 

 

Figura 26. Espectros de DC das amostras analisadas depois do ensaio de liberação in vitro. 

 
Foram obtidos os espectros de DC, conforme identificados nas Figuras 25 e 26 das 

formulações listadas abaixo: 

I. Insulina em solução (IS); 

II. Lipossoma + solução de Insulina (LI); 

III. Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (LITAT); 

IV. Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (LIPNT); 

V. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

VI. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

VII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT); 

VIII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 
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Estes espectros de DC foram realizados nas sete formulações listadas em dois momentos 

distintos, sendo o primeiro deles nas formulações recém-preparadas (Figura 25) e em um segundo 

momento nas mesmas formulações que foram submetidas ao ensaio de liberação in vitro (Figura 

20), onde se coletou uma alíquota no tempo de 12 h e analisou-se por CLAE a quantidade de 

insulina liberada e logo em seguida obtiveram-se os espectros de DC. 

Os resultados obtidos na Figura 25 demonstram que a integridade e a estabilidade da 

insulina após o aprisionamento nas formulações desenvolvidas foi preservada, quando comparada 

com a insulina em solução. Os espectros de DC das amostras LI, LITAT, LIPNT,  HI e HLI mostraram 

uma banda positiva em torno de 198 nm e duas bandas negativas em torno de 208 nm e 222 nm, 

típica da estrutura de uma proteína alfa-hélice o que corrobora aos resultados de outros 

pesquisadores (TIMASHEFF et al., 1971; CHEN et al., 1974; NIU et al., 2011; ANDREANI et al., 

2015). Baseado nestes resultados e apesar da absorção da luz polarizada nas formulações 

desenvolvidas ter sido bem menor e com isso o sinal ter ficado menos intenso, sugere-se que não 

houve diferença na estrutura proteica observada entre as medidas realizadas, conforme também 

observado em um estudo realizado por Park e colaboradores (PARK et al., 2011).  

Os resultados das amostras LI, LITAT, LIPNT, HI e HLI obtidos na Figura 26 demonstram que 

a integridade e a estabilidade da insulina após as formulações terem sido submetidas aos ensaios de 

liberação in vitro também foi preservada, quando comparada com a insulina em solução, possuindo 

as mesmas bandas em 198 nm e 208 a 222 nm, entretanto o sinal observado foi menor em relação 

ao sinal obtido nos espectros de DC nas formulações recém-preparadas e que não foram submetidas 

aos ensaios de liberação in vitro. 

As amostras HLITAT e HLIPNT das Figuras 25 e 26 demonstraram as mesmas bandas em 198 

nm e 208 a 222 nm, porém bem menos intensas quando comparada com os espectros de DC das 

demais amostras estudadas, isto sugere que a intensa interação eletrostática dos CPPs carregados 

positivamente com a insulina carregada negativamente, dando origem ao complexo CPPs + 

insulina, pode ter afetado a integridade e a estabilidade da proteína, o que compromete sua ação. 

 

5.9 Microcalorimetria exploratória diferencial (nano DSC) 

 

O nano DSC constitui uma técnica analítica para fornecer informações detalhadas sobre a 

temperatura de transição, assim como coletar informações sobre a termodinâmica do estado nativo e 

desnaturado da proteína baseado na capacidade calorífica da amostra em função da temperatura, 

além de verificar seu estado de associação (SARMENTO et al., 2006a; ANDREANI et al., 2015). 

Foram realizadas medidas microcalorimétricas das seguintes amostras listadas abaixo: 
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I. Insulina em solução (IS); 

II. Lipossoma branco (LB); 

III. Hidrogel branco (HB); 

IV. Hidrogel + Lipossoma (HL); 

V. Lipossoma + solução de Insulina (LI); 

VI. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

VII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

VIII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT); 

IX. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 

 

Tabela 19. Parâmetros calorimétricos das amostras testadas. Temperaturas de pico (Tmax) e variações de entalpia (∆H) 

nos termogramas de nano DSC coletados. 

 

Amostras Tmax (ºC) ∆H (kJ mol 
-1

) 
 

IS 

73,98 25,14 

86,26 25,34 

88,92 -28,18 

LB 75,06 -18,74 

 

LI 

72,20 4,60 

83,38 9,16 

87,44 19,69 

 

HI 

76,11 15,18 

88,18 7,37 

90,56 -11,30 

HLI 73,14 23,35 

HLITAT 73,69 13,99 

HLIPNT 72,19 17,22 

 

 

A Tabela 19 resume os resultados termodinâmicos das amostras analisadas, onde Tmax é 

definido como o pico máximo e ∆H refere-se à variação de entalpia associada a cada pico obtido. 

As curvas foram registradas a partir de 25 ° C a 100 ° C na taxa de aquecimento 1ºC/ min., o que é 

suficiente para registrar a ocorrência de desnaturação da insulina. 
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Figura 27. Curvas de microcalorimetria exploratória diferencial (nano DSC) de IS; LI; HI; HLI; HLITAT; HLIPNT, 

aquecidas de 25 a 100 ° C. 

 

Conforme Figura 27 e Tabela 19, a curva de nano DSC revelou três eventos térmicos, sendo 

dois picos endotérmicos da solução de insulina, onde o primeiro ocorreu a 73,98 °C (∆H = 25,14 kJ 

mol-1) e o segundo a 86,26 °C (∆H = 25,34 kJ mol-1) e um pico exotérmico a 88,92 °C ( ∆H = -

28,18 kJ mol-1). Os dois picos endotérmicos encontrados seguidos de pico exotérmico podem ser 

atribuídos ao processo de desnaturação protéica seguida de agregação, conforme elucidado no 

estudo de Sarmento e colaboradores (SARMENTO et al., 2006). Estes tipos de eventos também 

foram encontrados por Huus e colaboradores ao testar a estabilidade térmica da insulina humana por 

DSC e DC em função da relação zinco / proteína com o objetivo de elucidar os processos de 

dissociação e desdobramento da insulina em diferentes estados de associação (HUUS et al., 2005). 

Quando a insulina foi associado ao lipossoma, ocorreu o deslocamento dos picos endotérmicos 

(72,20 °C / ∆H = 4,60 kJ mol-1 e 83,38 °C / ∆H = 9,16 kJ mol-1) e do pico exotérmico (87,44 °C / 

∆H = -19,69 kJ mol-1) para temperaturas mais baixas o que pode ser uma consequência da 

interação entre a proteína e a estrutura lipídica do lipossoma. No estudo de Biltonen e Lichtenberg, 

foi demonstrado que as interações fármaco-lipídico, naturalmente, resultam na alteração dos 

termogramas dos lipossomas e nas temperaturas de transição térmica (Tm) e na entalpia (∆H) 

(BILTONEN; LICHTENBERG,1993). Onde se sugere que o lipossoma pode diminuir a 

estabilidade térmica da insulina, demonstrado pela diminuição do Tmax. Entretanto, a associação da 

insulina ao hidrogel aumentou a estabilidade térmica da insulina, por ter havido o aumento do Tmax 

dos picos endotérmicos (76,11 °C / ∆H = 15,18 kJ mol-1 e 88,18 °C / ∆H = 7,37 kJ mol-1) e do 

pico exotérmico (90,56 °C / ∆H = -11,30 kJ mol-1). Por outro lado, quando a insulina foi associada 

aos hidrogéis + lipossomas funcionalizados com TAT e PNT, um pico endotérmico e o pico 
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exotérmico desapareceram, o que sugere que este tipo de associação pode ter movido estes picos 

para temperaturas mais altas, acima da faixa de condições experimentais (100°C), aumentando 

assim a estabilidade térmica da proteína.  

Estes resultados obtidos corroboram aos achados por Andreani e colaboradores e Gatti e 

colaboradores quando a insulina foi associada à nanopartículas poliméricas. Andreani e 

colaboradores, utilizaram o ensaio de nano DSC para coletar informações sobre a interação entre o 

modelo de nanopartículas e biomembranas e verificar a estabilidade térmica da insulina dissolvida 

em soluções poliméricas para produção de nanopartículas de sílica (SiNP), sendo que a SiNP 

alterou o pico endotérmico da insulina  para temperaturas mais altas  (ANDREANI et al., 2015). 

Enquanto que, Gatti e colaboradores demonstraram que a insulina parecia ser parcialmente 

protegida da degradação quando encapsulada em nanopartículas poliméricas, de acordo com o 

ensaio de nano DSC realizados (GATTI et al., 2018). 
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Figura 28. Curvas de microcalorimetria exploratória diferencial (nano DSC) de IS; LB; HB e HL, aquecidas de 25 a 

100 ° C. 

 

De acordo com a Figura 28, a curva de nano DSC do lipossoma branco (LB) revelou apenas 

um evento térmico, sendo um pico exotérmico na temperatura de 75,06 °C (∆H = -18,74 kJ mol-1), 

onde sugere-se que pode ter evidenciado à presença de uma fase lamelar quasicristalina 

(características intermediárias entre as fases lamelar Lβ e Lc) que consiste em uma estrutura com 

grupos de cabeça altamente ordenados, como na fase Lc, mas com cadeias de hidrocarbonetos mais 

desordenadas na região apolar da bicamada do lipossoma, como na fase Lβ, conforme também 

observado por Yokota e colaboradores (YOKOTA, et al., 2012). Já nas curvas de nano DSC do 

hidrogel branco (HB) e hidrogel + lipossoma (HL) não foram observados eventos térmicos, 
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indicando que os eventos ocorram em temperaturas acima da faixa de condições experimentais (100 

° C). 

 

5.10 Análises reológicas 

 

O termo reologia pode ser definido como a ciência que estuda o escoamento da matéria. 

Entretanto, a forma mais conveniente e completa de defini-la seria como a ciência que estuda a 

deformação e o fluxo da matéria. A reologia é uma área da física que analisa as deformações ou as 

tensões de um material provocadas pela aplicação de uma tensão ou deformação (CASTRO et al., 

2001; SCHRAMM, 2006).  

 

5.10.1 Ensaio reológico contínuo 

 

As curvas de fluxo e de viscosidade foram obtidas pela determinação da tensão de 

cisalhamento e da viscosidade em função da taxa de cisalhamento, respectivamente. A taxa variou 

entre 0,1 e 100 s
-1

 (curva ascendente) e entre 100 e 0,1 s–1 (curva descendente). O tempo total de 

análise (curvas ascendente e descendente) com um tempo total de ensaio de 120 segundos, com a 

tomada de 24 pontos para cada.  

A curva ascendente que corresponde ao comportamento de fluxo do material quando se 

aumenta a taxa de cisalhamento sobre ele e permite classifica-lo o fluxo em Newtoniano ou não 

Newtoniano. O fluxo não Newtoniano pode ser do tipo pseudoplástico, dilatante ou plástico. 

Enquanto que a curva descendente corresponde ao comportamento de fluxo desse material quando 

se diminui a taxa de cisalhamento e o classifica quanto à tixotropia ou reopexia (SCHRAMM, 

2006). 

Foram realizadas medidas reológicas de fluxo (Figura 29) e de viscosidade (Figura 30), das 

formulações listadas abaixo, contendo hidrogel de HEC a 2%. As medidas foram realizadas em 

triplicata. 

I. Hidrogel Puro; 

II. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

III. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

IV. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT); 

V. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 
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Figura 29.  Reogramas de fluxo das formulações a temperatura de 32 ± 0,5ºC (A) e 37 ± 0,5ºC (B).  Curvas 

ascendentes (símbolos cheios) e as curvas descendentes (símbolos vazios) (n=3). 

 

 

O gel de HEC (Natrosol
®
) é formado a partir da reação da celulose com o óxido de etileno e 

vem sendo amplamente utilizada como agente suspensor e estabilizante, agente de consistência para 

emulsões e agente formador de gel não-iônico. Dentre as suas propriedades físico-químicas 

destacam-se a estabilidade em uma ampla faixa de pH (a viscosidade sofre pequenas alterações 

entre pH 2-12), a compatibilidade com substâncias aniônicas, não-iônicas, anfotéricas e catiônicas, 

a possibilidade de obtenção do gel tanto à frio quanto à quente e não requer a utilização de 

neutralizantes. Comporta-se como fluido não-newtoniano com perfil reológico pseudoplástico 

(BRAUN; ROSEN, 2000).  

Analisando os reogramas (Figura 29), observa-se que as formulações preparadas à base do 

gel composto por HEC a 2%, contendo insulina lipossomas + insulina e lipossomas + insulina 

funcionalizados com os CPPs TAT e PNT apresentaram comportamento reológico de fluidos 

pseudoplástico (n < 1) (Tabela 20) nas temperaturas de 32°C e de 37°C. Percebe-se também que a 

incorporação dos lipossomas (HLI, HLITAT e HLIPNT) nos hidrogéis não alterou o comportamento 

pseudoplástico original característico do hidrogel de HEC (Hidrogel Puro). 

 

 
Tabela 20. Valores de índice de fluxo (n) e índice de consistência (k) e regressão linear (R) a temperatura de 32 ± 0,5°C 

e 37 ± 0,5°C (n=3). 

 

Formulações  32ºC 37ºC  

 n K R n K R 

Hidrogel Puro 0,59146 0,44693 0,99785 0,61356 0,32728 0,99791 

HI 0,60650 0,46455 0,99768 0,61916 0,39254 0,99829 

HLI 0,56480 0,62962 0,99772 0,58344 0,51663 0,99823 

HLITAT 0,55209 0,75802 0,99731 0,56237 0,68899 0,99670 

HLIPNT 0,56144 0,66301 0,99737 0,56329 0,55264 0,99789 
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Conforme resultados apresentados na Tabela 20, os valores dos coeficientes de regressão 

linear obtido dos hidrogéis foram superiores a 0,99 em todas as formulações analisadas. Os índices 

de fluxo (n) obtidos foram inferiores a 1, estando de acordo com as características de fluido não 

newtonianos com comportamento pseudoplástico. Pode-se perceber que os valores de K na 

temperatura de 37°C são menores quando comparados as medidas realizadas na temperatura de 

32°C.  
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Figura 30. Viscosidades das formulações a temperatura de 32 ± 0,5ºC (A) e 37 ± 0,5ºC (B) (n=3). 

 

Em relação às medidas de viscosidade (Figura 30) observa-se que quando se aumenta a taxa 

de cisalhamento os valores de viscosidade diminuem para todas as formulações testadas tanto na 

temperatura de 32°C como a 37°C preparadas à base do gel composto por HEC a 2%. Este tipo de 

comportamento é característico de fluidos não newtonianos com comportamento pseudoplástico 

conforme demonstrado nas curvas da Figura 23 e também foi verificado por Nemen e Lemos-Senna 

que testaram hidrogéis de HEC puro e associados a diferentes nanocarreadores lipídicos em que as 

amostras compostas apenas por hidrogeis de HEC exibiram a redução da viscosidade com o 

aumento da taxa de cisalhamento (NEMEN et al., 2011). O aumento da taxa de cisalhamento neste 

caso pode causar o afinamento do fluxo, conhecido por shear thinning, onde favorece as interações 

intermoleculares que causam resistência ao fluxo tornando-as menores (SCHRAMM, 2006). Por 

outro lado, observa-se que as viscosidades iniciais de todas as formulações testadas (HI, HLI, 

HLITAT e HLIPNT) foram maiores quando comparadas com hidrogel puro, este tipo de 

comportamento também foi observado por Chieng e Chen que verificaram que a inclusão de 

concentrações lipídicas em hidrogel de hidroxietilcelulose hidrofobicamente modificada (HMHEC) 
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aumentou a viscosidade e isto ocorreu, pois algumas ligações hidrofóbicas se agregaram até formar 

micelas, enquanto que outras foram incorporadas nas bicamadas das vesículas e por este motivo as 

vesículas poderiam ser interconectadas, contribuindo para o aumento da viscosidade (CHIENG; 

CHEN, 2010). 

O comportamento de fluxo pseudoplástico das formulações estudadas é uma propriedade 

desejável para as formulações destinadas para a administração de fármacos por via nasal, em que 

após o cisalhamento a resistência inicial para a formulação fluir diminui, refletindo a facilidade de 

aplicação (MORAIS et al.,2005). 

 

5.10.2 Ensaio reológico oscilatório 

 

Dois parâmetros são importantíssimos para avaliar a viscoelasticidade de um fluido. São eles 

o módulo viscoso e o módulo elástico. 

O módulo elástico ou de armazenamento (G’) é a medida elástica do material, ou seja, a 

capacidade que o material possui de armazenar energia. O módulo viscoso ou de perda (G’’) 

determina a capacidade do fluido em dissipar energia pela forma de calor. 
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Figura 31. Reogramas de variação do módulo de armazenamento G’ (símbolo cheios) e de perda G’’ (símbolos vazios) 

em função da frequência para todas as formulações (n=3). 

 

Tabela 21. Valores de G’ e G’’ da análise oscilatória para as formulações a temperatura de 32 ± 0,5°C e 37 ± 0,5°C 

(n=3). 

Formulações 32ºC 37ºC 

 G’ G’’ G’ G’’ 

Hidrogel Puro 0,61502 1,19306 0,53392 1,1102 

HI 0,48396 1,09694 0,44103 1,04699 

HLI 0,65501 1,28254 0,57007 1,15608 

HLITAT 0,81508 1,55873 0,89033 1,57806 

HLIPNT 0,67231 1,35616 0,69005 1,36092 
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O ensaio oscilatório das formulações está demonstrado na Figura 31 e a partir dos reogramas 

obtidos e os valores de G” e G’ que constam na Tabela 21, pode-se verificar que todas as 

formulações, tanto a 32°C quanto a temperatura de 37°C demonstraram a predominância de G” 

sobre G’ em todo intervalo de frequência estudado (aproximadamente 2 vezes superior) e 

dependentes da frequência, ou seja, a medida que aumenta a frequência aumenta-se seus valores, o 

que determina um comportamento predominantemente viscoso e pode implicar em menor tendência 

a fluir, ocasionando o prolongamento do tempo de contato da formulação e tempo de absorção do 

fármaco na cavidade nasal, onde sugere-se ser um importante requisito para o aumento da 

biodisponibilidade nasal de insulina, conforme também observado em um estudo com várias 

misturas em pós utilizadas para administrar insulina através da via nasal realizado por Callens e 

colaboradores (CALLENS et al., 2003) e em outro estudo que verificou a melhora do tempo de 

residência nasal da zidovudina na mucosa nasal, a partir de sistemas precursores de cristal líquido, 

compostos por compostos pelo tensoativo álcool cetílico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP 

(PPG-5-CETETH-20), ácido oleico e água, desenvolvido por Carvalho e colaboradores 

(CARVALHO et al., 2010).  

Da mesma forma, Mourtas e colaboradores estudaram o comportamento reológico de dois 

compostos modelo, a calceína (corante hidrofílico) e o griseofulvina (fármaco lipofílico) dissolvidos 

em hidrogéis (gel de controle) ou dispersos na forma de lipossomas (hidrogel lipossomal) e 

observaram que o comportamento do hidrogel composto por 4% de HEC era predominantemente 

viscoso (MOURTAS et al., 2007). 

 

5.11 Avaliação da força mucoadesiva 

 

O termo mucoadesão é utilizado quando a adesão ocorre entre o material e a camada de 

muco que reveste a mucosa (SMART, 2005; VARUM et al., 2008). 

 O principal desafio relacionado com a administração nasal de fármacos é o tempo de 

permanência da formulação na mucosa nasal, pois um mecanismo de depuração mucociliar muito 

ativo elimina rapidamente o fármaco da cavidade nasal. Portanto, um sistema de administração 

nasal de fármaco ideal deve manter a formulação na cavidade nasal por um período de tempo 

prolongado e assim aumentar sua absorção e seu efeito terapêutico (CARVALHO et al., 2013; 

KARAVASILI; FATOUROS, 2016). 

Foram realizadas medidas da força mucoadesiva nas duas membranas modelo: discos de 

mucina e mucosas nasais suínas, conforme identificados nas Figuras 32 e 33 das formulações 

listadas abaixo, contendo hidrogel de HEC a 2%: 
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I. Hidrogel Puro; 

II. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

III. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

IV. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT); 

V. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 

 

Os resultados de força mucoadesiva obtidos nas duas membranas modelo foram comparados 

estatisticamente usando One-way ANOVA com pós-teste de Tukey, utilizando nível de 

significância de p <0,05. 
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Figura 32. Comparação entre as medidas da força mucoadesiva na temperatura de 32ºC das formulações de Hidrogel, 

HI, HLI, HLITAT e HLIPNT, utilizando mucosa nasal suína e disco de mucina como membrana modelo (n=5). 
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Figura 33. Comparação entre as medidas da força mucoadesiva na temperatura de 37ºC das formulações de Hidrogel, 

HI, HLI, HLITAT e HLIPNT, utilizando mucosa nasal suína e disco de mucina como membrana modelo (n=5). 

 

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 32 e 33, a força mucoadesiva nas duas 

membranas modelos foram muito similares e da ordem de 0.06 N, sendo que na formulação HLIPNT 
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o resultado foi um pouco menor da ordem de 0.05N, entretanto, não apresentaram diferença 

significativa (valor de p > 0,05). Estes resultados corroboram aos achados por Andrews e 

colaboradores que desenvolveram sistemas para aplicação tópica em mucosas compostos por HEC e 

policarbofil, com forças de mucoadesão da ordem de 0,07 a 0,39 N (Andrews et al., 2008). 

Enquanto que, Gupta e colaboradores desenvolveram hidrogéis lipossomais para aplicação 

intravaginal, onde utilizaram hidrogel de HEC a 6% contendo uma dispersão lipossomal e 

obtiveram valores de força mucoadesiva de 0.50N para o HEC puro e 0.39 N para o hidrogel com 

dispersão lipossomal (GUPTA et al., 2012). Por outro lado, Khutoryanskiy verificou que polímeros 

não-iônicos, como é o caso do hidrogel de HEC não apresentam um bom desempenho mucoadesivo 

em comparação aos polímeros catiônicos (ex: quitosana) e aniônico (ex: carbopol, alginato de sódio 

e carboximetilcelulose), pois suas interações específicas com a mucina são geralmente muito fracas, 

todavia, sugere-se que o desempenho mucoadesivo de formulações preparadas com polímeros não-

iônicos pode ser alcançado predominantemente através da difusão de suas macromoléculas o que 

pode aumentar a permeabilidade do fármaco através do epitélio, modificando as junções estreitas 

entre as células (KHUTORYANSKIY, 2011) 

 

5.12 Determinação da seringabilidade 

 

O trabalho de seringabilidade é um parâmetro importante para avaliar durante o 

desenvolvimento de um sistema de liberação que será mantido em um local específico, como a 

cavidade vaginal ou nasal, o saco conjuntival ou a bolsa periodontal. Para uma administração 

clínica bem-sucedida, o sistema de liberação deve ter fluidez adequada para facilitar a aplicação nos 

locais desejados da mucosa (NUNES et al., 2016) 

O ensaio de seringabilidade foi realizado à 25 ºC nas seguintes formulações: 

I. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

II. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

III. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT);; 

IV. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 

 

Foi utilizado um analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems®) em modo de 

compressão. É importante verificar este parâmetro, pois possibilita avaliar o trabalho necessário 

para a extrusão das formulações contendo hidrogel a partir de uma seringa, com o objetivo de 

utiliza-la para a aplicação da formulação na cavidade nasal. 

Os resultados de trabalho de seringabilidade obtidos nas formulações testadas foram 

comparados estatisticamente usando One-way ANOVA com pós-teste de Tukey, utilizando nível de 

significância de p <0,05. 
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Na Tabela 22, observa-se o trabalho necessário para expulsar cada formulação a partir de 

uma seringa sem agulha.  

 

Tabela 22. Trabalho de seringabilidade das formulações à 25ºC. 

Trabalho de seringabilidade (N.mm) 

Determinações  HI HLI HLITAT  HLIPNT 

1 24,764 24,386 24,892 24,767 

2 24,172 24,059 24,854 24,484 

3 25,64 24,005 24,715 25,978 

4 25,171 24,695 24,08 25,37 

5 24,442 24,337 24,554 24,91 

6 24,796 24,669 24,9 24,077 

Média 24,83 24,36 24,67 24,93 

DP 0,89 0,52 0,29 0,32 

DPR(%) 2,17 2,10 1,20 1,28 

 

O valor de trabalho de seringabilidade para a formulação HI foi de 24,83 N.mm, HLI 24,36 

N.mm, HLITAT 24,67 N.mm e para HLIPNT foi 24,93 N.mm, resultados estes muito semelhantes 

entre si e que não apresentaram diferença significativa (valor de p > 0.05).  Estes resultados se 

assemelham também com os obtidos por Jones e colaboradores que observaram o aumento nos 

valores de trabalho de seringabilidade associado ao aumento das concentrações de HEC nas 

formulações, onde formulações com 3% de HEC produziram um trabalho de seringabilidade de 

44,33 N.mm, enquanto que formulações com 5% de HEC resultaram em um trabalho de 81,69 

N.mm (JONES et al.,1997).  

Por outro lado El Kechai e colaboradores avaliaram a seringabilidade de géis de ácido 

hialurônico (HA) contendo diferentes formulações de lipossomas para projetar um sistema flexível 

de liberação de fármacos para injeções locais e observaram que a adição de lipossomas ao gel de 

HA teve um impacto moderado nas forças de injeção que variaram entre 8 e 15 N (EL KECHAI et 

al.,2015). 

Desta forma, o trabalho para a extrusão das formulações a partir da seringa mostrou-se 

favorável, no que diz respeito à facilidade de aplicação deste tipo de formulação pelo paciente na 

via nasal. 

 

 

5.13 Ensaios de liberação in vitro 

 

Para que o fármaco possa ser absorvido após sua administração, é necessário que ocorra sua 

dissolução, ou seja, suas moléculas devem ser liberadas da forma farmacêutica como uma dispersão 

molecular (RODRIGUES; SILVA, 2005). A dissolução pode ser avaliada através do perfil de 

liberação in vitro do fármaco, que é de fundamental importância, pois visa determinar a velocidade 

e eficiência do processo de interação entre a dissolução, a difusão e os mecanismos de erosão, 
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possibilitando, desta forma, identificar as características de determinada formulação em pHs 

semelhantes aos fisiológicos (FREIBERG et al., 2004; LOPES et al., 2005). 

O ensaio foi executado para verificar o mecanismo pelo qual o fármaco é liberado de sua 

forma farmacêutica em um intervalo de tempo específico, de modo a caracterizar seu modelo 

cinético de liberação. 

As formulações avaliadas foram as seguintes:  

I. Insulina em solução (IS); 

II. Lipossoma + solução de Insulina (LI); 

III. Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (LITAT); 

IV. Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (LIPNT); 

V. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

VI. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

VII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT); 

VIII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 

 

Alíquotas de 1,5 mL foram coletadas nos tempos de 5, 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12,16 e 24 h, 

filtradas em membrana 0,45 μm e analisadas por CLAE a partir de método validado, conforme 

dados que constam no item 4.3 e os resultados da porcentagem liberada em 24 h estão representados 

na Tabela 23. 
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Tabela 23. Liberação de insulina em solução (I); Formulação LI (II); Formulação LITAT (III); Formulação LIPNT (IV); Formulação HI (V); Formulação HLI (VI); Formulação HLITAT  

(VII); Formulação HLIPNT t (VIII). Condições do experimento: meio de Tampão PBS, pH 7.4; 300 rpm; 32ºC. 
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0,08 3,97 8,42 8,14 9,10 6,21 7,16 5,21 9,08 9,76 8,61 9,99 9,56 4,51 8,68 4,20 8,05 

0,5 39,14 5,78 37,88 5,92 35,47 9,88 31,45 7,02 46,86 5,71 32,86 7,81 19,12 9,77 20,15 7,48 

1 69,35 3,58 60,17 8,41 58,00 4,74 51,77 8,39 70,72 8,65 43,96 8,79 28,82 4,63 30,24 7,40 

2 94,99 6,97 73,83 9,91 71,62 7,21 68,62 6,01 85,45 8,95 52,26 9,75 37,21 6,59 38,14 7,93 

4 102,72 7,87 82,73 9,66 78,91 8,46 74,37 8,00 91,03 8,26 56,57 9,19 39,98 6,26 39,96 9,43 

8 106,83 8,54 85,87 7,81 82,16 10,01 75,16 9,59 91,21 8,56 57,37 9,83 40,75 6,28 39,92 7,42 

12 109,16 9,50 86,47 8,50 82,78 10,10 75,36 10,01 90,92 9,38 58,64 8,33 41,45 6,34 40,46 8,30 

16 107,83 10,01 84,94 7,62 83,54 8,90 75,09 9,91 91,25 8,42 59,15 8,33 41,96 6,37 41,45 7,40 

24 110,34 8,45 86,00 7,42 83,16 9,98 75,78 9,26 90,74 8,22 59,69 8,01 42,46 6,19 41,83 7,53 
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Figura 34. Perfil de liberação in vitro das formulações em 8 h. Condições do experimento: meio de Tampão PBS, pH 

7.4; 300 rpm; 32ºC. 
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Figura 35. Perfil de liberação in vitro das formulações em 24 h. Condições do experimento: meio de Tampão PBS, pH 

7.4; 300 rpm; 32ºC. 



103 
 

Os perfis de liberação durante 8 h e 24 h foram representados graficamente em porcentagem 

de insulina liberada versus tempo e as curvas resultantes estão dispostas respectivamente nas 

Figuras 34 e 35. 

Os resultados obtidos (Tabela 23) demonstram que após 2 h de ensaio foram liberados 73,83 

% de insulina da formulação LI, 71,62 % da formulação LITAT, 68,62 % da formulação LIPNT, 

85,45% da formulação HI, 52,26 % da formulação HLI, 37,21 % da formulação HLITAT, 38,14 % da 

formulação HLIPNT e 94,99% de insulina do controle IS e após 24 h de ensaio foram liberados 86,00 

% de insulina da formulação LI, 83,16 % da formulação LITAT, 75,78 % da formulação LIPNT, 90,74 

% da formulação HI, 59,69 % da formulação HLI, 42,46 % da formulação HLITAT, 41,83 % da 

formulação HLIPNT e 110,34% de insulina do controle IS. Comparando as porcentagens de 

liberação obtidas em 2 h e 24 h, percebe-se que a formulação HI foi a que liberou maior quantidade 

de insulina sendo 85,45% em 2 h e sustentou esta liberação até 90,74 % em 24 h, possivelmente em 

função da matriz viscosa do hidrogel, conforme observado nos ensaios reológicos.  

Por outro lado, as formulações compostas por lipossoma, insulina e CPPs (LI, LITAT, LIPNT) 

liberaram maior quantidade de insulina quando comparada com as mesmas formulações acrescidas 

de hidrogel (HLI, HLITAT, HLIPNT), sugere-se então que nas formulações compostas por hidrogel 

lipossomal a liberação da insulina ocorre de uma forma mais lenta, devido à rigidez da membrana 

lipossomal que determina a taxa de liberação e o comportamento reológico do hidrogel usado para a 

dispersão do lipossoma que fornece uma barreira extra para a liberação do composto através do 

hidrogel. O mesmo tipo de comportamento foi estudado e observado por Mourtas e colaboradores 

que avaliaram a liberação de dois compostos modelo a calceína (corante hidrofílico) e o 

griseofulvina (fármaco lipofílico) incorporados em hidrogéis lipossomal (MOURTAS et al., 2007).  

Outro ponto importante a ser considerado, é o comportamento de liberação bifásico de todas 

as formulações testadas, ou seja, apresentaram liberação imediata em 2 h (“efeito burst”) motivada 

pela liberação do fármaco livre não encapsulado no lipossoma (≈ 25%) seguido de liberação mais 

lenta e sustentada a partir de 4 h, proveniente do fármaco encapsulado no compartimento aquoso do 

lipossoma (≈ 75%). Considera-se que este efeito burst torna-se importante para controlar a glicemia 

pos-prandial, na qual se espera um efeito imediato.  

Déat-lainé e colaboradores também obtiveram o mesmo tipo de comportamento quando 

encapsularam insulina em micropartículas compostas por proteínas de soro desnaturadas e alginato 

usando um processo de extrusão / gelificação a frio com íons de cálcio, onde ocorreu a liberação 

imediata, com “efeito burst” de 40% em 15 min, seguida por uma liberação mais lenta de 80% em 1 

h (DÉAT-LAINÉ et al., 2012). Além disso, Lopes e colaboradores descreveram que este modelo é 

geralmente utilizado para descrever a liberação por vários tipos de formas farmacêuticas de 
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liberação controlada, como é o caso dos comprimidos matriciais, dos sistemas osmóticos e formas 

revestidas (LOPES et al., 2005). 
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Tabela 24. Coeficientes de determinação (R
2
) da insulina liberada a partir das formulações obtidas através de diferentes modelos matemáticos. 

 

Modelos de Liberação IS LI LITAT LIPNT HI HLI HLITAT HLIPNT 

Baker–Londsdale 
r2 =0,6949 r2 =0,8637 r2 =0,8507 r2 =0,7393 r2 =0,6961 r2 =0,0000 r2 = 0,1677 r2 =0,0367 

k = 0,0438 k = 0,0412 k = 0,0413 k = 0,0416 k = 0,0409 k = 0,0084 k = 0,0033 k = 0,0032 

Korsmeyer-Peppas 

r2 =0,7877 r2 =0,7875 r2 =0,7882 r2 =0,7593 r2 =0,7263 r2 =0,7979 r2 = 0,7954 r2 =0,7611 

n =0,2244 n =0,1994 n =0,2049 n =0,2029 n =0,1761 n =0,1716 n = 0,1967 n =0,1863 

k =61,7685 k = 52,1914 k = 49,7038 k = 45,6811 k = 59,5583 k = 38,5740 k = 25,6058 k = 26,0210 

Hixon–Crowell 
r2 =0,2010 r2 =0,0037 r2 =0,0384 r2 =0,0000 r2 =0,0000 r2 =0,0000 r2 =0,0000 r2 =0,0000 

k = 0,0703 k = 0,0625 k = 0,0610 k = 0,0574 k = 0,0652 k = 0,0237 k =  0,0120 k = 0,0118 

Higuchi 
r2 =0,2680 r2 =0,0158 r2 =0,0824 r2 =0,0549 r2 =0,0000 r2 =0,0000 r2 =0,0000 r2 =0,0000 

k = 30,9278 k = 24,6026 k = 23,7443 k = 21,7000 k = 26,5167 k = 17,0386 k = 11,9990 k = 11,8869 

Primeira-Ordem 
r2 =0,9667 r2 =0,8249 r2 =0,7476 r2 =0,4658 r2 =0,9348 r2 =0,0000 r2 =0,0000 r2 =0,0000 

k = 1,1437 k = 0,7835 k = 0,6977 k = 0,5554 k = 1,1737 k = 0,0984 k = 0,0426 k = 0,0416 

Weibull  

k = 104,5062 k = 85,6224 k =82,5540 k = 70,0746 k = 91,0103 k = 58,7619 k = 41,5194 k = 40,7898 

r2 = 0,9987 r2 = 0,9984 r2 = 0,9978 r2 = 0,9999 r2 = 0,9998 r2 = 0,9992 r2 = 0,9985 r2 = 0,9979 

b = 0,7157 b = 0,8523 b = 0,8637 b = 0,9862          b = 1,1295         b = 0,9691 b = 0,8999 b = 0,9824 
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Para determinar uma melhor correlação in vitro - in vivo, alguns modelos matemáticos de 

cinética de liberação conhecidos na literatura foram aplicados para discutir o mecanismo que rege a 

liberação do fármaco a partir dos sistemas estudados, os modelos utilizados foram: Baker–

Londsdale, Korsmeyer-Peppas, Hixon–Crowell, Higuchi, Primeira-Ordem e Weibull (JAIN; JAIN, 

2016). 

De acordo com o coeficiente de determinação R
2
 (Tabela 24), o modelo que melhor 

descreve a cinética de liberação das formulações avaliadas é o de Weibul. Estudos recentes 

encontraram uma relação entre a equação de Weibull e os mecanismos de difusão, dado que este 

modelo relaciona a quantidade de fármaco acumulado em função do tempo e o valor do coeficiente 

b é indicador do mecanismo de transporte do fármaco através da matriz, sendo que valores de b < 

0,75 sugerem que liberação ocorre por difusão Fickiana, onde a matriz não controla a liberação do 

fármaco. Quando o valor de b encontra-se entre 0,75 e 1 (0,75 < b < 1) o mecanismo ocorre por 

difusão Fickiana associada ao transporte anômalo ou caso II (relaxamento da matriz), onde a matriz 

controla a liberação do fármaco e por outro lado, valores de b > 1 indicam um mecanismo 

complexo de liberação em que pode envolver difusão, intumescimento e/ou erosão da matriz 

(COSTA; LOBO, 2001; MANADAS et al., 2002; PAPADOPOULOU et al., 2006; KADDAH et 

al., 2018).   

No entanto, conforme observado na Tabela 24, os valores de coeficiente b para a formulação 

HI foram maiores que 1, indicando que a liberação do fármaco ocorreu através de um mecanismo 

complexo que envolve simultaneamente o relaxamento das cadeias poliméricas e a erosão do 

polímero. Enquanto que as formulações (LI, LITAT, LIPNT, HLI, HLITAT e HLIPNT) tiveram valores 

de coeficiente b entre 0,75 e 1, demonstrando um mecanismo de difusão não fickiana, em que a 

matriz controla a liberação do fármaco. Por outro lado, a formulação IS, obteve o valor de 

coeficiente b abaixo de 0,75, demonstrando um mecanismo de difusão fickiana, em que a matriz 

não controla a liberação do fármaco. 

Em um estudo desenvolvido por Carvalho e colaboradores foi observado um comportamento 

semelhante quando investigaram a liberação de zidovudina incorporada em sistemas precursores de 

cristal líquido, compostos por compostos pelo tensoativo álcool cetílico etoxilado 20 OE e 

propoxilado 5 OP (PPG-5-CETETH-20), ácido oleico e água, para administração nasal. Eles 

relataram que o mecanismo de liberação de todas as formulações testadas seguiu o modelo de 

Weibull (CARVALHO et al., 2010). Por outro lado Gatti e colaboradores também obtiveram 

cinética de liberação da insulina conforme modelo de Weibull quando encapsulada em 

nanopartículas poliméricas carregadas negativamente (GATTI et al., 2018). 
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5.14 Ensaios de permeação em mucosa nasal suína  

 

A natureza vascular ricamente presente da mucosa nasal e a alta taxa de permeação de 

fármacos tornam a via de administração nasal atraente para muitos fármacos, incluindo fármacos 

polares de pequeno peso molecular, proteínas e peptídeos (BAN et al., 2018). 

O ensaio foi executado para verificar o processo pelo qual o fármaco é permeado através da 

mucosa nasal suína em um intervalo de tempo específico e parâmetros como o fluxo no estado de 

equilíbrio (J, μg/cm.min) e o coeficiente de permeabilidade aparente (Kp, cm/min), foram 

calculados. Ademais, buscou-se investigar o papel promotor de absorção nasal de insulina a partir 

de hidrogel, lipossoma e CPPs, isoladamente e combinados. 

As formulações avaliadas foram as seguintes:  

I. Insulina em solução (IS); 

II. Lipossoma + solução de Insulina (LI); 

III. Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (LITAT); 

IV. Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (LIPNT); 

V. Hidrogel + solução de Insulina (HI);  

VI. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina (HLI); 

VII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com TAT (HLITAT); 

VIII. Hidrogel + Lipossoma + solução de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIPNT); 

 

Alíquotas de 1,5 mL foram coletadas nos tempos de 5, 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12,16 e 24 h, 

filtradas em membrana 0,45 μm e analisadas por CLAE a partir de método validado, conforme 

dados que constam no item 4.3 e os resultados da porcentagem insulina permeada em 24 h estão 

representados na Tabela 25. 
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Tabela 25. Permeação de insulina em solução (I); Formulação LI (II); Formulação LITAT  (III); Formulação LIPNT (IV); Formulação HI (V); Formulação HLI (VI); Formulação 

HLITAT t (VII); Formulação HLIPNT (VIII). Condições do experimento: meio de Tampão PBS, pH 7.4; 300 rpm; 32ºC. 

 
Tempo 

(hs) 

Permeação 

I  

(%)
a
 

CV  

I 

(%) 

Permeação 

II 

(%)
a
 

CV  

II  

(%) 

Permeação 

III  

(%)
a
 

CV  

III  

(%) 

Permeação 

 IV  

(%)
a
 

CV  

IV 

(%) 

Permeação 

 V  

(%)
a
 

CV  

V  

(%) 

Permeação 

VI  

(%)
a
 

CV  

VI  

(%) 

Permeação 

VII  

(%)
a
 

CV  

VII  

(%) 

Permeação 

 VIII  

(%)
a
 

CV  

VIII  

(%) 

0,08 7,03 12,40 5,80 13,98 3,89 6,09 3,59 14,12 8,83 14,56 3,00 13,64 0,68 15,36 2,88 15,47 

0,5 41,31 15,53 46,97 4,69 30,97 13,68 34,46 14,10 40,04 12,63 23,86 11,43 21,51 5,48 14,26 8,21 

1 68,93 7,37 58,53 3,82 50,95 8,60 57,90 4,69 52,64 16,33 39,49 15,55 37,35 8,28 16,28 10,64 

2 92,59 2,44 78,34 8,76 55,34 8,72 63,62 8,52 60,19 14,19 50,64 9,79 46,93 3,96 22,51 8,85 

4 98,42 1,43 86,97 8,32 69,38 9,75 73,54 5,56 60,14 14,90 55,41 9,05 49,49 1,15 42,41 2,86 

8 101,19 3,40 92,49 6,77 71,96 5,91 61,33 4,38 57,43 13,97 60,02 12,56 46,63 2,61 49,63 4,83 

12 95,70 1,25 86,62 11,58 67,70 9,16 59,53 3,47 54,11 13,74 55,70 11,44 46,08 3,87 47,20 5,69 

16 94,17 0,92 84,29 10,23 65,57 7,55 58,00 4,27 53,29 14,09 55,57 11,03 46,02 4,24 45,75 4,36 

24 92,63 0,29 83,96 9,80 63,32 8,83 57,11 4,54 52,72 13,64 54,87 11,14 45,96 4,02 44,91 5,95 
a
Valor médio de seis determinações 
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Figura 36. Perfil de permeação cumulativa em porcentagem das formulações em 8 h 
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Figura 37. Perfil de permeação cumulativa em porcentagem das formulações em 24 h 
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Os perfis de permeação durante 8 h e 24 h foram representados graficamente em 

porcentagem cumulativa de insulina permeada versus tempo e as curvas resultantes estão dispostas 

respectivamente nas Figuras 36 e 37. 

Os resultados obtidos (Tabela 25) demonstram que após 24 h de ensaio foram permeados 

83,96 % de insulina da formulação LI, 63,32 % da formulação LITAT, 57,11 % da formulação LIPNT, 

52,72 % da formulação HI, 54,87 % da formulação HLI, 45,96 % da formulação HLITAT, 44,91 % 

da formulação HLIPNT e 92.63% de insulina do controle IS. O perfil de permeação cumulativa da 

insulina na maioria das formulações foi sempre crescente até 2h de ensaio, sendo que nos tempos 

seguintes houve o aparecimento de um platô da porcentagem permeada para cada formulação e não 

houve uma relação linear entre a insulina permeada (%) versus tempo (horas) para nenhuma das 

formulações testadas. 

Os resultados obtidos se assemelham aos resultados obtidos nos ensaios de liberação in vitro 

onde houve um perfil de liberação crescente até 2h de ensaio, sendo que nos tempos seguintes 

houve o aparecimento de um platô da porcentagem permeada para cada formulação. 

Comparando a porcentagem cumulativa de insulina permeada em das formulações HLITAT e 

HLIPNT em relação com as formulações HLI e HI, percebe-se que a quantidade de insulina permeada 

nas formulações HLI e HI foi maior, isto se deve a propriedade mucoadesiva do hidrogel de HEC 

que garante o prolongamento do tempo de retenção da insulina na cavidade nasal e, por conseguinte 

melhora a porcentagem permeada, enquanto que o lipossoma pode ser utilizado com vetor da 

insulina, apresentando importante papel como a proteção do fármaco encapsulado contra a 

degradação das peptidases presentes no epitélio nasal (PIRES et al., 2009; QIANG et al., 2012). 

Todavia, a adição do CPPs nas formulações deu origem a valores de porcentagem permeada 

inferiores o que pode ser explicado pelo fato da forte interação eletrostática resultando na 

complexação da insulina com os CPPs, pois os peptídeos são carregados positivamente e as 

moléculas de insulina possuem cargas negativas no ambiente neutro (pH 7,4), devido ao seu ponto 

isoelétrico (pI) estar compreendido entre 5,3 e 5,4. Esta interação pode ter atrapalhado a ação de 

promotor de absorção conferida aos CPPs, fazendo com que eles possibilitassem o aumento da 

permeação da insulina através da mucosa nasal, o que o pode ser confirmado também pelos valores 

de Kp (Tabela 25) menores obtidos pelas formulações HLITAT e HLIPNT. 

Estes resultados corroboram aos achados por Zhu e colaboradores e Kamei e colaboradores. 

Zhu e colaboradores desenvolveram nano-complexos funcionalizado com CPPs (PNT) para a 

administração intestinal de insulina, com a finalidade de melhorar a sua estabilidade e a 

permeabilidade na mucosa intestinal, entretanto estes nano-complexos funcionalizados com CPPs 

(PNT) não foram tão estáveis e eficientes para a permeação de insulina quando comparados aos 

nano-complexo de ciclodextrinas funcionalizados com CPPs (PNT) (P-bis-CD NC) (ZHU et al., 
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2013). Por outro lado, Kamei e colaboradores demonstraram que a absorção intestinal da insulina 

foi prejudicada pelos agregados provenientes da precipitação da mistura física da insulina com o 

CPP (PNT) em concentrações acima de 0,2 mM de PNT, devido à interação eletrostática (KAMEI 

et al., 2008). 

 

Tabela 26. Fluxo de permeação (J) e coeficiente de permeabilidade (Kp) obtidos para 300 µL das formulações 

contendo insulina a 214µg/mL, dispostas numa área de 1,77cm
2
 de mucosa nasal suína em contato com o meio receptor 

tampão fosfato (PBS,pH 7,4). 

 

Amostra J (µg/min.cm) Kp (cm/min) 

IS 138,330 0,816 

LI 118,664 0,980 

LITAT 78,054 0,645 

LIPNT 88,989 0,735 

HI 89,949 0,743 

HLI 60,134 0,497 

HLITAT 32,794 0,271 

HLIPNT 31,722 0,262 

 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 26, observa-se que o fluxo (J) da 

formulação HLI foi quase duas vezes maior em relação às formulações HLITAT e HLIPNT e a mesma 

relação foi observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp). Enquanto que o 

fluxo (J) da formulação HI foi 1,5 vezes maior em relação a formulação HLI, sendo que a mesma 

relação foi observada para o resultado de Kp. Sintov e colaboradores demonstraram que uma 

microemulsão A/O contendo insulina pulverizada em narinas de coelhos obteve um Kp 0,210 e 

atingiu uma biodisponibilidade de 21,5% através da via nasal em relação à administração 

subcutânea, enquanto que o uso de uma microemulsão O/A bem como uma solução simples de 

insulina produziu menos de 1% de biodisponibilidade (SINTOV et al., 2010). 

 

5.15 Ensaios biológicos in vivo 

 

5.15.1 Ensaios de análise temporal da presença de insulina na circulação sistêmica em ratos 

não diabéticos 

 

Como alternativa à injeção subcutânea para o tratamento de DM, a administração nasal de 

insulina tem sido amplamente investigada, sendo considerada uma via de administração promissora 

pelos seguintes motivos: i. A cavidade nasal possui uma grande área de superfície epitelial 

altamente vascularizada disponível para a absorção de fármacos sendo coberta por numerosas 

microvilosidades; ii. O sangue venoso da cavidade nasal passa diretamente para a circulação 

sistêmica, evitando a perda do fármaco pelo metabolismo pré-sistêmico no fígado; iii. Permite doses 

menores com obtenção rápida de níveis terapêuticos no sangue e início mais rápido da atividade 
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farmacológica; iv. Diminuição dos efeitos colaterais (KISSEL; WERNER, 1998; KHAFAGY et al., 

2007; KUMAR et al., 2016). 

No presente trabalho, propusemos o uso o lipossoma para melhorar a absorção nasal de insulina 

e o veiculamos em um gel de HEC (PRINGELS et al., 2006). Ademais, investigamos a utilização 

de CPPs para potencializar o efeito biológico do fármaco, visto que estes demonstraram aumentar a 

biodisponiblidade de fármacos à base de proteínas e ácidos nucleicos, melhorando, por conseguinte 

a possibilidade de biomacromóleculas cruzar barreiras fisiológicas, como a mucosa nasal, parede 

vascular, mucosa gastrintestinal, pele e barreira hematoencefálica (BHE), funcionando como 

promotores de absorção (RAMSEY; FLYNN, 2015). 

Os animais foram tratados de acordo com os seguintes grupos, utilizando 5 animais por grupo, 

para avaliação e comparação das alterações dos níveis séricos de insulina, no intervalo de tempo de 

0 a 360 minutos após as administrações dos sistemas de liberação abaixo: 

 

I. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT, contendo 

solução de insulina (HLITAT); 

II. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo 

solução de insulina (HLIPNT); 

III. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solução de 

insulina (HLI); 

IV. Administração intranasal de hidrogel, contendo solução de insulina (HI); 

V. Administração subcutânea 0,25U de insulina Novolin R® (Inssub);; 

VI. Administração intranasal de solução salina (SSnasal); 

VII. Administração intranasal de insulina em solução salina (Insnasal); 
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Figura 38. Níveis plasmáticos de insulina (ng/mL) após administração nasal em ratos não diabéticos (n=5). Dose insulina administrada subcutaneamente: de 0,25U/animal. Dose 

insulina administrada intranasalmente: 2U insulina /formulação/animal. Volume máximo de instilação intranasal: 100µL divididos em aplicações de 25µL introduzidas 

alternadamente em cada narina. 
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A Figura 38 demonstra os níveis plasmáticos de insulina (ng/mL) após administração nasal 

em ratos não diabéticos. 

Em relação ao grupo solução salina nasal (SSnasal) os resultados demonstraram que houve 

uma discreto aumento no nível de insulina sistêmica em 60 minutos sendo mantido até 360  

minutos, sendo que entre os tempos de 180 e 360 minutos de experimento os resultados foram 

significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05).  

Observou-se que os animais tratados com insulina subcutânea (nssub) na dose de 0,25U de 

insulina apresentou um aumento progressivo nos níveis de insulina sistêmica até o tempo de 360 

minutos, bem como entre os tempos de 240 e 360 minutos de experimento os resultados foram 

significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05).  

No tocante ao grupo insulina em solução salina nasal (Insnasal), demonstrou-se que houve o 

aparecimento de insulina sistêmica, contudo, devido à apresentação de erros estatísticos altos 

principalmente no tempo de 360 minutos, não se controla a dose administrada e consequentemente 

a eficácia de absorção fica comprometida. Por isso, se faz necessário a veiculação de insulina em 

sistema de liberação apropriado que proporcione a sua liberação controlada, para que seja 

lentamente absorvida. 

Em relação aos grupos hidrogel + lipossoma convencional, contendo insulina (HLI) e 

hidrogel, contendo insulina (HI), os resultados obtidos demostraram que estes dois grupos 

obtiveram a partir de 60 minutos resultados significativamente diferentes quando comparado ao 

tempo inicial (p<0.05), havendo um aumento dos níveis de insulina sistêmica. Entretanto, o grupo 

HI apresentou o melhor resultado em relação ao aumento dos níveis de insulina sistêmica. 

Da mesma forma, a administração nasal dos grupos que continham os CPPs, sendo este 

grupo hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo insulina (HLITAT) e hidrogel + 

lipossoma funcionalizado com PNT, contendo insulina (HLIPNT) também apresentaram resultados 

satisfatórios em relação aos níveis de insulina sistêmica, pois foram obtidos a partir de 60 minutos 

resultados significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05), sendo que o 

grupo HLITAT apresentou um aumento do nível de insulina mais tardio e o grupo HLIPNT apresentou 

um aumento do nível de insulina mais precoce, principalmente em 60 minutos. Ademais, os 

resultados alcançados pelos CPPs corroboram aos achados na literatura no que diz respeito à ação 

promotora de absorção conferida estes tipos de peptídeos catiônicos. Por outro lado, possivelmente 

devido a forte interação eletrostática e consequente complexação da insulina com os CPPs, pode ter 

atrapalhado a obtenção de níveis séricos do hormônio mais adequados. Além disso, a concentração 

de 0,1 mM dos CPPs empregada nos estudos pode ter sido insuficiente para melhorar a 

biodisponibilidade nasal da insulina.  
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Da mesma maneira, Khafagy e colaboradores estudaram pela primeira vez em 2009 as 

formas L ou D do CPP (L-PNT ou D-PNT) e as formas L ou D do CPP octaarginina (L-R8 ou D-

R8), entretanto, os resultados evidenciaram que apenas a forma L do PNT, atuou de maneira mais 

eficiente como promotor de absorção da insulina quando comparado com os diferentes CPPs 

testados (D-PNT; L-R8 e D-R8), aumentando a permeabilidade da insulina em toda a membrana 

nasal sem causar danos detectáveis à integridade celular da mucosa nasal, podendo ser uma 

alternativa viável às terapias parenterais existentes. Da mesma forma em 2013, Khafagy e 

colaboradores estudaram que L-PNT e um análogo denominado PenetraMax não foram tóxicos 

sistemicamente ou localmente nas duas concentrações selecionadas (0.5mM e 2mM) (KHAFAGY 

et al., 2009; KHAFAGY et al., 2013). 

Em outro estudo, Khafagy e colaboradores estudaram o efeito da eliminação, substituição e 

adição de cationicidade aos resíduos modificados de L-PNT na absorção nasal de insulina e 

respectivo efeito hipoglicemiante, demonstrando que a insulina foi absorvida a partir da cavidade 

nasal. Contudo, a eliminação dos resíduos de aminoácidos catiônicos (Arginina ou Lisina) diminuiu 

significativamente a absorção da insulina em comparação com a observada com a L-penetratina 

(KHAFAGY et al., 2010). 

De acordo com os resultados apresentados a administração das formulações (HLITAT , 

HLIPNT , HLI e HI) apresentaram resultados satisfatórios em relação ao aumento da insulina 

temporal. Possivelmente, a liberação sustentada de insulina pode ter contribuído para este resultado, 

assim como o papel bioadesivo do hidrogel de HEC, fornecendo uma matriz gelificada que sugere 

manter um contato prolongado entre o fármaco e o local de absorção a partir do qual é liberada e 

absorvida. 

D’Souza e colaboradores estudaram o efeito hipoglicemiante de gel de carbopol e 

hidroxipropilmetilcelulose como agente geleificante contendo insulina em modelo animal e em 

voluntários saudáveis. Os resultados foram avaliados medindo os níveis de glicose no sangue e os 

níveis de insulina no soro em intervalos de tempo especificados em ratos e humanos e 

demonstraram que o uso deste gel nasal bioadesivo não só promoveu o contato prolongado entre o 

fármaco e os locais de absorção na cavidade nasal, mas também facilitou a absorção direta da 

insulina através da mucosa nasal. No entanto, como a absorção foi bastante rápida, o uso desta 

forma de administração de insulina poderia não ser viável para pacientes crônicos em longo prazo 

(D’SOUZA et al., 2005). 
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5.15.2 Ensaios das respostas anti-hiperglicêmicas em ratos diabéticos 

 

Em resposta ao aumento da glicose circulante após as refeições, a insulina é secretada e age 

principalmente em tecidos periféricos, como fígado, músculo e tecido adiposo, diminuindo por 

consequência a glicemia (ZECCHIN et al., 2004). 

Para verificar as respostas anti-hiperglicêmicas das formulações testadas foi realizado 

experimento in vivo, seguindo o mesmo desenho experimental adotado no experimento de 

concentração temporal de insulina. Sete dias após a indução do diabetes (dez dias pós-STZ), os 

animais foram tratados de acordo com os seguintes grupos, utilizando 6 animais por grupo: 

 

I. Administração intranasal de hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo solução 

de insulina (HLITAT); 

II. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo solução 

de insulina (HLIPNT); 

III. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solução de insulina 

(HLI); 

IV. Administração intranasal de hidrogel, contendo solução de insulina (HI); 

V. Administração intranasal de insulina em solução salina (Insnasal); 

VI. Administração intranasal de solução salina (SSnasal); 

VII. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT (HLTAT);\ 

VIII. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT (HLPNT); 

IX. Administração subcutânea de 2 U insulina Novolin R® (Inssub); 

X. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma branco (HLB); 
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Figura 39. Efeito do tratamento das formulações contendo insulina sobre a glicemia (mg/dL), após a administração nasal em ratos diabéticos (n=6). Dose Insulina administrada pela 

via subcutânea e intranasal: 2U insulina /formulação/animal. Volume máximo de instilação intranasal: 100µL divididos em aplicações de 25µL introduzidas alternadamente em cada 

narina. 
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Foi observado que a indução do diabetes experimental em ratos foi eficiente, pois todos os 

grupos apresentaram valores médios de glicemia inicial em torno de 450 - 480 mg/dL no início do 

experimento, confirmando o pareamento e permitindo assim comparações temporais inter e intra 

grupos no decorrer do experimento. Os animais não foram alimentados até o período de 360 

minutos do experimento.   

A Figura 39 demonstrou os resultados apresentados pelos grupos testados no efeito 

hipoglicêmico.  

O primeiro gráfico do grupo solução salina nasal (SSnasal), representa o modelo experimental 

de DM tipo 1. Baseado nos dados obtidos, percebemos que no tempo 0 a glicemia obtida foi de 467 

mg/dL e a partir deste momento o animal não foi mais alimentado. Diferente de um animal com 

uma fisiologia normal (aquele que não apresenta o quadro de DM instalado) a glicemia em todas as 

coletas apresentou valores de glicemias acima de 400 mg/dL ou próximas deste valor, resultados 

que não foram significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05). Além 

disso, os valores obtidos para este grupo demonstram que mesmo que este animal não tenha sido 

alimentado a sua glicemia não se reduziu, sendo a principal característica da hiperglicemia crônica 

em indivíduos com DM não controlada. Ademais, no tempo de 360 minutos, foi obtido o valor de 

444 mg/dL o que sugere o aparecimento do processo de produção hepática de glicose. 

Em relação ao grupo controle de animais tratados com 2U de insulina subcutânea (Inssub) 

mostrou uma redução da glicemia logo após o início do tratamento (30 minutos) normalizando os 

níveis glicêmicos entre 120 e 180 minutos, visto que os resultados obtidos a partir de 30 minutos 

foram significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05). Entretanto, como 

desvantagens podemos citar que a via subcutânea torna-se dolorosa com a instalação de um quadro 

crônico de DM e existe o risco de episódios de hipoglicemia (valores menores do que 60 mg/dL) 

(GUTIERRES et al., 2019) e além disso, baseados nos resultados obtidos neste experimento pode-

se observar que não houve a manutenção da glicemia após 240 minutos de tratamento, o que sugere 

a necessidade de uma nova administração subcutânea do fármaco, pois a duração do efeito não se 

mostrou duradoura. 

Sobre o grupo insulina em solução salina nasal (Insnasal) e de acordo com os resultados 

apresentados anteriormente no ensaio de concentração temporal da insulina, sugeriu-se que a 

eficácia de absorção da insulina ficou comprometida, pois não houve a normalização dos níveis 

glicêmicos em nenhum tempo analisado. Ademais, nenhuma resposta hipoglicêmica aparente foi 

observada também após administração nasal dos grupos controle negativo: i) hidrogel + lipossoma 

branco (HLB); ii) hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT (HLTAT); iii) hidrogel + lipossoma 

funcionalizado com PNT (HLPNT), o que sugere-se que nenhum componente do hidrogel branco +  

lipossoma branco ou funcionalizados com os CPPs (TAT e PNT) tem a capacidade de influenciar o 
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efeito hipoglicemiante, uma vez que nenhum resultado apresentado por estes grupos (Insnasal, HLB, 

HLTAT e HLPNT) foram significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05) e 

desta forma conclui-se que qualquer queda do valores de glicemia encontrados no experimento para 

os demais grupos (HI, HLI,  HLIPNT e HLITAT) são provenientes dos efeitos da insulina presente nas 

formulações. 

Em relação ao grupo hidrogel + lipossoma convencional, contendo insulina (HLI), os 

resultados obtidos estão em concordância ao que foi observado no ensaio de concentração temporal 

da insulina, uma vez que este grupo reduziu a glicemia tardiamente (após 180 minutos) com 

resultados significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05), com a 

ocorrência da possível capacidade de manutenção da normoglicemia, contudo, os valores 

apresentados não tiveram a capacidade de normalizar a glicemia pós-prandial a níveis abaixo de 140 

mg/dL. Ainda, os resultados obtidos para o grupo hidrogel, contendo insulina (HI), demonstraram 

que houve a redução da glicemia com 60 minutos de experimento com resultados obtidos 

significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05), sendo progressiva até o 

tempo de 180 minutos e mantida até 360 minutos, demonstrando a possível capacidade de 

manutenção da normoglicemia. Portanto, o que foi observado para estas duas formulações (HLI e 

HI) em relação à efetividade biológica com uma única administração nasal, foi a queda gradativa da 

glicemia que foi mantida por um período de 360 minutos, sugerindo que certamente estas 

formulações liberaram a insulina gradativamente e de forma contínua, diferentemente do que 

ocorreu na aplicação subcutânea, em que a glicemia não foi mantida por um período superior a 180 

minutos. 

Por outro lado, os grupos que continham os CPPs, sendo estes hidrogel+ lipossoma 

funcionalizados com TAT, contendo insulina (HLITAT) e hidrogel + lipossoma funcionalizado com 

PNT, contendo insulina (HLIPNT) possuem potencial para serem melhorados, visto que o grupo 

HLITAT promoveu a redução da glicemia a partir de 180 minutos, com resultados significativamente 

diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05) e o grupo HLIPNT promoveu uma rápida 

queda da glicemia em 120 minutos, com resultados significativamente diferentes compreendidos 

entre 60 e 180 minutos, quando comparado ao tempo inicial (p<0.05). 

Portanto, os resultados de concentração temporal de insulina e resposta antihiperglicêmica 

mostraram em conjunto que a estratégia de funcionalização de lipossomas com CPPs, contendo 

insulina dispersos em hidrogel possuem potencial para serem melhoradas e sugere-se que o grupo 

HLIPNT pode ser considerado um promotor de absorção precoce, enquanto que, o grupo HLITAT 

pode ser considerado um promotor de absorção tardia. Isto pode ser justificado pela complexação 

CPP + insulina e/ou a baixa concentração dos CPPs, abaixo da concentração necessária para 
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desencadear o efeito promotor de absorção, conforme descrito na literatura (MILLETTI et al., 2012; 

KOREN; TORCHILIN et al., 2012; BECHARA et al., 2013). 

Neste sentido, Jain e colaboradores elaboraram lipossomas multivesiculares revestidos com 

quitosana e carbopol com propriedades mucoadesivas com o objetivo de liberação sustentada de 

insulina através da via nasal e ocular em ratos diabéticos e demonstraram que a liberação da 

insulina foi prolongada por um período de 7 a 9 dias, sem liberação imediata (‘efeito burst”) 

contrariando a literatura referente aos sistemas de liberação sustentada, entretanto, os lipossomas 

convencionais obtiveram uma redução 34% dos níveis de glicose no plasma em 8 horas contra uma 

redução de 35% em 2 dias para lipossomas multivesiculares revestidos com quitosana (JAIN et al., 

2007). 

De outro modo, Dyer e colaboradores investigaram se o uso de quitosana como sistema de 

liberação de insulina nasal poderia ser melhorada pela aplicação de quitosana formulada como 

nanopartículas e foi observado que as nanopartículas de quitosana não melhoraram o efeito de 

aumento da absorção da insulina quando comparada à solução de quitosana e as formulações de pó 

de quitosana (DYER et al., 2002). 

 

5.15.2.1 Alterações na ativação da sinalização da insulina na musculatura esquelética de atos 

diabéticos  

 

A insulina é um importante hormônio anabólico sintetizado no pâncreas pelas células β das 

ilhotas de Langerhans, participando da regulação do metabolismo de carboidratos, lipídios e 

proteínas (HABER et al., 2001; KATZUNG; TREVOR, 2017; BRUNTON et al., 2018). 

Os efeitos metabólicos imediatos da insulina incluem aumento da captação tecidual de 

glicose especialmente pela musculatura esquelética e tecidos adiposo, através do aumento da 

translocação de vesículas contendo transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4) do citoplasma 

para a membrana plasmática do adipócito e miócitos (CARVALHEIRA et al., 2002). 

As formulações avaliadas foram as seguintes:  

 

I. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma branco (HLB);  

II. Administração intranasal de solução salina (SSnasal); 

III. Administração intranasal de insulina em solução salina (Insnasal); 

IV. Administração subcutânea de 2 U insulina Novolin R® (Inssub); 

V. Administração intranasal de hidrogel, contendo solução de insulina (HI); 

VI. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solução de insulina 

(HLI); 
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VII. Administração intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo solução 

de insulina (HLIPNT); 

VIII. Administração intranasal de hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo solução 

de insulina (HLITAT); 

 

 
Figura 40. Níveis de fosforilação de AKT (Ser-473) em músculos tibialis anterior de ratos diabéticos 360 minutos após 

a administração nasal de formulações de 1.HLB; 2.SSnasal; 3.Ins. nasal; 4.Ins. sub; 5.HI; 6.HLI; 7.HLIpnt; 8.HLItat 

contendo 2 U de insulina. 

 

Foram obtidos resultados da fosforilação da proteína AKT baseados em 

músculos esquelético tibialis anterior  de um animal, conforme demonstrado na Figura 40. Neste 

ensaio observou-se que após 6 horas, todas as formulações (HLITAT, HLIPNT HI e HLI) foram capazes 

de promover liberação de forma contínua ou mantida de insulina. No músculo esquelético ativou a 

sinalização e aumentou a fosforilação da AKT, translocando mais transportadores de glicose do tipo 

4 (GLUT 4), onde houve maior estimulação a captação de glicose no músculo e com isso 

diminuição da glicemia.  

Foi verificado também que estes resultados corroboram aos resultados obtidos no ensaio de 

respostas anti-hiperglicêmicas, pois as formulações HI e HLI foram capazes de promover uma 

liberação de forma contínua ou mantida maior de insulina (após 60 minutos para a HI e 180 minutos 

para HLI) quando comparado aos resultados observados para as formulações HLITAT, HLIPNT e 

dentre as quatro formulações a HI obteve os melhores resultados em relação à queda da glicemia e a 

sinalização da AKT. 

Por outro lado, observamos que uma das formulações controle (insulina subcutânea) obteve 

resultado inferior em relação à fosforilação da AKT no músculo esquelético, quando comparado às 
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formulações testadas (HLITAT, HLIPNT HI e HLI), isto demonstra que uma pequena quantidade de 

insulina alcançou o músculo esquelético, pois a maior parte atingiu a circulação sistêmica, 

desempenhou suas ações e foi degradada, pois a meia vida da insulina é de 4-6 minutos. 
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6. CONCLUSÕES  

  

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 

 Os valores médios de DMH, Ipd e de PZ das formulações A, B e C preparados tanto pelo método 

de HFL quanto por REV durante o período de armazenamento de 90 dias, demonstraram-se 

estáveis visando à futura administração nasal para o tratamento do diabetes mellitus; 

 O método analítico para quantificação da insulina foi validado, onde se obtiveram valores 

satisfatórios de linearidade, especificidade, LQ, LD, precisão, exatidão e robustez e este foi 

utilizado para a quantificação de insulina em amostras provenientes dos ensaios de eficiência de 

encapsulação, liberação in vitro e permeação em mucosa nasal suína. 

 A eficiência de encapsulação (EE%) da insulina apresentou valores satisfatórios e optou-se pelo 

método de preparo de hidratação do filme lipídico (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 medições de estabilidade que ocorreram em 

30 e 60 dias. 

 Os resultados de funcionalização 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 interação eletrostática, devido à carga altamente positiva dos CPPs (TAT e PNT).  

 As leituras de estabilidade realizadas no período de 90 dias de armazenamento demonstram que 

tanto o CPPs TAT quanto o PNT contribuem para o decréscimo dos valores de PZ por possuírem 

carga altamente positiva, entretanto, não afetam os valores de DHM e Ipd. 

 As imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (MET) confirmaram a estrutura de 

lipossomas com e sem fármaco e funcionalizados com CPPs (TAT e PNT), uma vez que foram 

visualizadas vesículas 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 dinâmica. 

 O hidrogel de HEC preparado na concentração de 2% não apresentou separação de fases no 

período de 30 dias de armazenamento, permanecendo com aspecto homogêneo e translúcido.  

 Os espectros de DC foram realizados nas formulações recém-preparadas e quando estas mesmas 

formulações foram submetidas ao ensaio de liberação in vitro e demonstraram que a integridade e 

a estabilidade da insulina após o aprisionamento nos sistemas desenvolvidos (LI, LITAT, LIPNT,  HI 

e HLI) foi  preservada, quando comparada com a insulina em solução.  

 As curvas de nano DSC revelaram três eventos térmicos, sendo dois picos endotérmicos da 
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solução 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 associação 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 hidrogéis + 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 condições experimentais (100°C), aumentando assim a 

estabilidade térmica da proteína. 

 Nos ensaios de reologia, verificou-se que as formulações comportaram-se como fluidos não-

newtonianos com comportamento pseudoplástico, onde se observou que G” permaneceu em toda a 

faixa de frequência acima de G’, indicando comportamento mais viscoso das amostras analisadas; 

  No ensaio de força mucoadesiva os resultados das duas membranas modelos (discos de mucina e 

mucosas nasais suínas) foram muito similares e satisfatórios. 

 No ensaio de seringabilidade o trabalho obtido para a extrusão das formulações a partir da seringa 

mostrou-se favorável, no que diz respeito à facilidade de aplicaçao deste tipo de formulaçao pelo 

paciente na via nasal. 

 Os ensaios de liberação in vitro apresentaram comportamento de liberação bifásico, com liberação 

imediata em 2 h (“efeito burst”) motivada pela liberação do fármaco não encapsulado (≈ 25%) 

seguida de liberação mais lenta e contínua proveniente do fármaco encapsulado (≈ 75%). Todas  

as formulações testadas apresentam cinética de liberação, conforme modelo matemático de 

Weibull, que relaciona a quantidade de fármaco acumulado em solução em função do tempo. 

 Nos ensaios de permeação em mucosa nasal suína observou-se que o fluxo (J) da formulação HLI 

foi quase duas vezes maior em relação às formulações HLITAT e HLIPNT e a mesma relação foi 

observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp). Enquanto que o fluxo (J) da 

formulação HI foi 1,5 vezes maior em relação a formulação HLI, sendo que a mesma relação foi 

observada para o resultado de coeficiente de permeabilidade (Kp). 

 Os ensaios in vivo de resposta anti-hiperglicêmica em ratos diabéticos e análise temporal da 

presença de insulina na circulação sistêmica em ratos não diabéticos a administração nasal das 

formulações HLITAT, HLIPNT, HI e HLI demostraram resultados satisfatórios e promissores, 

entretanto, as formulações HLITAT e HLIPNT possuem potencial para serem melhoradas quando 

comparadas as formulações HI e HLI. Sugere-se que as formulações funcionalizadas com TAT 

(HLITAT), podem ser consideradas promotoras de absorção tardia e as formulações funcionalizadas 

com PNT (HLIPNT), promotoras de absorção precoce. 

 Nos ensaios da fosforilação da proteína AKT, os resultados demonstraram que as formulações 

HLITAT, HLIPNT, HI e HLI após 6 horas, foram capazes de promover liberação de forma contínua 

ou mantida de insulina quando comparadas a formulação controle (insulina subcutânea). 
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7. PERSPECTIVAS 

 

As conclusões apresentadas indicam que a administração intranasal das formulações HLITAT, 

HLIPNT, HI e HLI demostraram resultados satisfatórios e promissores em relação aos níveis de insulina 

sistêmica e resposta anti-hiperglicêmica, sugerindo que estas formulações liberaram a insulina 

gradativamente e de forma contínua. Entretanto, as formulações HLITAT e HLIPNT possuem potencial 

para serem melhoradas quando comparadas as formulações HI e HLI, devido aos achados na 

literatura relatarem um excelente desempenho destes CPPs catiônicos no que se refere à ação 

promotora de absorção de fármacos. 

Todavia, sugere-se que este potencial pode ser aprimorado com a utilização de dose maior 

de insulina em conjunto com a combinação dos peptídeos TAT e PNT em uma única formulação, 

pois de acordo com os resultados obtidos as formulações funcionalizadas com TAT (HLITAT) podem 

ser consideradas promotoras de absorção tardia e as formulações funcionalizadas com PNT (HLIPNT), 

promotoras de absorção precoce, presumindo um tratamento realizado concomitante com as 

administrações subcutâneas de insulina, com a finalidade de diminuir o número de aplicações 

subcutâneas pelo paciente diabético crônico. 
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