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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabolica caracterizada por deficiéncia na
producdo/secrecdo pancredtica de insulina e/ou resisténcia a acdo do horménio nos tecidos alvo,
resultando em hiperglicemia. Diversas pesquisas tém desencadeado o desenvolvimento de novos
sistemas de administracdo de insulina que possibilitem a utilizacdo de vias alternativas a parenteral,
com destaque a administracdo de insulina por via nasal. Esta via tem-se mostrado promissora, pois
pode promover uma rapida absor¢do do farmaco e aumentar a sua biodisponibilidade. Entretanto,
existem mecanismos de depuracdo mucociliar que limitam a administracdo de farmacos, além da
baixa permeabilidade do epitélio nasal, o qual dificulta a absorcdo de farmacos com alto massa
molar. Uma estratégia para vencer tais barreiras é a utilizacdo de sistemas nanoestruturados
(lipossomas), pois sdo amplamente utilizados para o aperfeicoamento da potencializacdo da agéo
terapéutica de farmacos. Além disso estes lipossomas foram funcionalizados com peptideos de
transducdo de membrana (CPPs), tais como os peptideos TAT e Penetratin (PNT), que atuam como
promotores da penetracdo e absor¢do do farmaco, com posterior dispersao em hidrogel de
hidroxietilcelulose. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar lipossomas contendo
solucdo de insulina, funcionalizados com CPPs (TAT e PNT) e dispersos em hidrogel, avaliar o
potencial pela via nasal, in vivo, para a melhora dos niveis séricos e efeito hipoglicemiante da
insulina. Os resultados obtidos revelaram que as formulacdes apresentaram valores médios de
didmetro hidrodindmico na escala nanométrica, indice de polidispersdo e de potencial zeta estaveis,
durante o periodo de armazenamento de 90 dias. A funcionalizacdo realizada com os CPPs na
concentracdo de 0,1mM e demonstraram que houve um decréscimo nos valores de potencial zeta de
-53,60 = 3,02 mV para os lipossomas encapsulados com insulina para -10,90+ 0,47 mV quando
funcionalizados com TAT e -9,05+ 0,60 mV quando funcionalizados com PNT, indicativo de
interacdo eletrostatica, devido a carga altamente positiva dos CPPs. As imagens obtidas por
microscopia eletrbnica de transmissdo mostraram que o0s lipossomas com e sem farmaco e
funcionalizados com CPPs apresentam uma morfologia multilamelares e unilamelares pequenas e
em escalas nanométricas (80 a 150 nm). Os espectros de dicroismo circular realizados nas
formulagcbes recém-preparadas com e sem os CPPs e nas que foram submetidas ao ensaio de
liberagdo in vitro demonstraram que a integridade e a estabilidade da insulina foram preservadas,
quando comparada com a insulina em solu¢do. O método analitico para quantificacdo da insulina
foi validado e utilizado nos ensaios de eficiéncia de encapsulagdo (EE%), liberacdo in vitro e
permeacdo em mucosa nasal suina. Optou-se pelo método de preparo de hidratacdo do filme
lipidico por apresentar os resultados mais elevados em relacdo a EE%. O ensaio de forca
mucoadesiva nas duas membranas modelos foram muito similares e da ordem de 0.06 N e ndo
apresentaram diferenca significativa (valor de p > 0,05). O ensaio de seringabilidade mostrou-se
favoravel, no que diz respeito a facilidade de aplicacdo deste tipo de formulacdo pelo paciente na
via nasal. As analises reoldgicas evidenciaram um comportamento do tipo pseudoplastico com
carater mais viscoso do que elastico (G” > G’) para todas as formulagdes. Os ensaios de liberagdo in
vitro demonstraram que as formulacGes estudadas apresentam cinética de liberacdo, conforme
modelo matematico de Weibull, que relaciona a quantidade de farmaco acumulado em solucdo em
funcdo do tempo. Nos ensaios de permeacdo em mucosa nasal suina observou-se que o fluxo (J) da
formulacdo Hidrogel+Lipossomas+Insulina (HLI) foi quase duas vezes maior em relagdo as
formulagbes Hidrogel+Lipossomas+Insulina+TAT(HLIrat) € Hidrogel+Lipossomas+Insulina+PNT
(HLIpNT) € @ mesma relacdo foi observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp).
Enquanto que o J da formulacdo Hidrogel +Insulina (HI) foi 1,5 vezes maior em relacdo a
formulacdo HLI, sendo que a mesma relagdo foi observada para o resultado de Kp. Os ensaios in
vivo evidenciaram que as formulagdes HLItat, HLIpnT, HI € HLI demostraram resultados satisfatorios,
entretanto, as formulagbes HLItar € HLIpNT possuem potencial para serem melhoradas quando
comparadas as formulacdes HI e HLI.

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

Sistemas nanoestruturados. Administracdo nasal.




ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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




21

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Diabetes mellitus (DM)

Mundialmente, o Diabetes mellitus (DM) tem sido considerado um dos problemas principais
de saude publica, por afetar individuos de todas as idades, incluindo criancas, jovens e adultos, além
de mulheres gravidas (ALBERTI et al., 1998; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010;
SEN; CHAKRABORTY, 2016; IDF 2017).

Estima-se que em 2017 mais de 425 milhdes de individuos em todo o mundo tinham DM,
sendo que 327 milhdes tinham idade entre 20 a 64 anos e 98 milhdes tinham entre 65 a 74 anos.
Estimativas apontam que estes niumeros aumentem, alcangando 629 milhdes de pessoas com DM
até 2045. Contudo, foi previsto que quase metade deste nimero (49,7%) de individuos gque vivem
com DM néo sejam diagnosticados; além disso, em 2017, aproximadamente 5 milhdes de mortes
ocorridas no mundo foram atribuidas ao DM, na faixa etaria de 20 a 99 anos. Por outro lado, o gasto
global com salde publica para o tratamento de pessoas com DM foi estimado em US$ 850 bilhGes,
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
mudancas no estilo de vida e que incluem realizacdo de atividade fisica regular e a adocdo de uma
dieta saudavel e balanceada. As familias, por sua vez, ttm um papel fundamental na abordagem e
no cuidado dos fatores de risco modificaveis para 0 DM tipo 2, contribuindo para a ado¢do de um
estilo de vida mais saudavel. Outro ponto importante a ser considerado é o fato de que um em cada
dois individuos que atualmente convivem com DM ndo é diagnosticado. Entretanto, o diagndstico e
o0 tratamento precoce do DM séo fundamentais para prevenir as complicagdes em longo prazo desta
sindrome. Todas as familias sdo potencialmente afetadas pelo diabetes e, portanto, a
conscientizacdo dos sinais, sintomas e fatores de risco para todos os tipos de DM ¢€ vital para ajudar
a detecta-lo precocemente (ADA, 2010; WHO, 2016; IDF, 2019).

A hiperglicemia decorrente do DM participa do estabelecimento e manutencdo de diversas
complicacdes; estas incluem as complicacbes microvasculares: retinopatias (possiveis danos ou
perda da visdo), nefropatias (insuficiéncia renal), neuropatias periféricas (risco de Ulceras e
amputacdo de membros) e periodontite (inflamagdo do tecido ao redor do dente); complicacbes
macrovasculares: incluindo as doencgas cardiovasculares e acidente vascular cerebral (OLIVEIRA,
MILECH, 2004;ADA, 2010; FORBES; COOPER, 2013).
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2.1.1 Classificacao

O DM pode ser classificado em 4 tipos: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros
tipos especificos de DM (ADA, 2010; DE CARVALHO PINCINATO,2010; SEN;
CHAKRABORTY, 2016).

O DM tipo 1 caracteriza-se pela deficiéncia absoluta na producéo de insulina devido a
destruicdo autoimune das células beta pancreaticas responsaveis pela producdo e secrecdo de
insulina, associada a suscetibilidade genética do individuo a esta sindrome. Geralmente a proporc¢éo
de destruicdo das células beta pancreéticas pode variar, podendo ser acelerada em alguns
individuos, principalmente em criangas e adolescentes, ou ocorrer de forma mais lenta em adultos.
No momento do diagnostico, a maioria dos individuos ja tem cerca de 80-85% das células beta
pancreaticas destruidas, o que explica a necessidade de aplica¢cdes subcutaneas 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: 0 DM tipo 1 mediado por imunidade e o
DM tipo 1 idiopatico. O DM tipo 1 mediado por imunidade caracteriza-se pela destruicdo
autoimune das células beta pancredticas, o qual acomete cerca de 5-10% dos individuos
diagnosticados com DM. Esses individuos também sdo propensos a outros disturbios autoimunes,
tais como doenca de Addison, vitiligo, doenca celiaca, hepatite autoimune, miastenia grave e
anemia perniciosa. Ja o0 DM tipo 1 idiopatico ndo possui nenhuma etiologia conhecida, pois nao
apresenta indicios de autoimunidade; este tipo de DM € mais comum entre individuos de origem
africana, ascendéncia caribenha e asiatica (ALBERTI et al., 1998; OLIVEIRA; MILECH, 2004;
PORETSKY, 2010; ADA, 2010).

O DM tipo 2 caracteriza-se como um distdrbio metabdlico decorrente da combinacdo de
dois processos distintos: resisténcia a acdo da insulina nos tecidos alvo e deficiéncia relativa na
producéo de insulina pelo pancreas. Trata-se da forma mais comum de DM, atingindo cerca de 90%
dos individuos diagnosticados com DM e encontra-se associado a interacdo de fatores genéticos e
metabolicos. Historico familiar combinado com excesso de peso corporal e/ou obesidade, habitos
nutricionais pouco saudaveis, sedentarismo, tabagismo e estresse sdo fatores para o
desenvolvimento e progressdo da doenca. A hiperglicemia geralmente se desenvolve gradualmente
e de forma assintomatica, ndo sendo suficiente para culminar no aparecimento dos sintomas
classicos; logo, o individuo permanece por varios anos sem o diagnostico 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
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diversos tipos de cancer em humanos, tais como cancer de figado, endométrio, bexiga, pancreas,
mama e colorretal (LI, 2012).

O DM gestacional é definido como um estado transitério no qual ocorre qualquer grau de
intolerancia a glicose, diagnosticado no inicio ou no decorrer da gravidez. Mulheres com DM
gestacional possuem maior risco de determinadas complicagdes durante a gravidez e no parto, e que
incluem pré-eclampsia, parto prematuro e necessidade de cesérea. Este tipo de DM é especialmente
prejudicial ao lactente, devido as condi¢des de hiperglicemia materna, e que pode acarretar nas
seguintes complicacBes: macrossomia, sindrome de desconforto respiratorio, cardiomiopatia,
hipoglicemia, dentre outras. Em 2017, foi estimado que cerca de 21,3 milhGes de nascidos vivos
foram afetados por alguma forma de hiperglicemia na gestacdo, e que aproximadamente 18,4
milhdes 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, esta relacionado ao chamado outros tipos
especificos de DM, e compreendem as seguintes causas: defeitos genéticos no funcionamento das
celulas beta do péancreas, defeitos genéticos na acdo da insulina, doencas do pancreas exocrino,
endocrinopatias, diabetes induzido por drogas ou produtos quimicos, infecces 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 € a insulinoterapia, ou seja, 0 uso de insulina
exogéna, feito através de injecBes subcutaneas diarias, e tem como principal objetivo a manutencéo
da glicemia o mais préximo possivel aos valores recomendados, porém evitando episddios de
hipoglicemia, principalmente relacionada ao tratamento continuo (OLIVEIRA; MILECH, 2004; DE
CARVALHO PINCINATO, 2010).

Em relacdo ao tratamento para o DM tipo 2, diversos agentes antidiabéticos orais podem
contribuir para a reducdo da glicemia, e incluem sulfoniluréias, biguanidas, meglitinidas,
tiazolidinedionas e os inibidores de a-glucosidase, podendo ou ndo ser administrado em associagédo
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 reducdo de
glicemia através de diversos mecanismos de acdo que incluem: i) reducdo na producéo hepatica de
glicose, neste caso as biguanidas (metformina); ii) aumento na secre¢do de insulina pelas células
beta pancreéticas, incluindo os secretagogos de insulina, neste caso as sulfoniluréias; podem ser

distribuidas em trés classes: primeira geracdo (clorpropamida), segunda geracdo (glibenclamida,
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glipizida. gliclazida) e terceira geracdo (glimepirida); iii) melhora da sensibilidade a insulina,
aumentando a captacdo de glicose, neste caso as tiazolidinedionas (rosiglitazona e a pioglitazona);
iv) inibicdo da enzima alfa-glicosidase, que participa da digestio de carboidratos,
consequentemente ocorre uma diminuicéo da absorcdo 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 ndo farmacoldgicos para prevengdo ou controle do DM tipo 2
compreendem realizacdo de atividade fisica regular, adocao de dieta saudavel e realizacdo de check-
up constante para o controle da glicemia, e deve ser prioridade global das politicas de saude publica.
A atividade fisica regular € muito importante para pacientes com DM tipo 2 para melhorar a
sensibilidade & insulina, o controle da glicemia e o controle do peso corporal. Individuos com DM
tipo 2 sdo frequentemente orientados a incluir em sua dieta didria alimentos saudaveis, com baixo
indice glicémico, tais como, cereais ricos em fibras, legumes, leguminosas, frutas e alimentos
integrais, sendo que alimentos ricos em acucares, alimentos processados e o alcool 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 polipeptideo com peso molecular de 5.8 kDa, € sintetizada no
pancreas pelas células beta das ilhotas de Langerhans, a partir de uma molécula maior denominada
pré-insulina. A pré-insulina é clivada enzimaticamente para gerar a insulina (que contém 51
residuos de aminoacidos dispostos em duas cadeias interligadas por pontes dissulfeto, sendo a com
21 residuos de aminoacidos e B com 30 residuos de aminoacidos), e o peptideo C. A insulina e 0
peptideo C sdo secretados em quantidades equimolares quando as células beta pancreéticas sao
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 depuracdo hepatica, enquanto que o peptideo C possui t1/2 de
aproximadamente 30 minutos, sendo bastante utilizado na avaliacdo da capacidade de producéo e
secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas (BRUNTON; KNOLLMANN, 2018).
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Figura 1. Estrutura da pré-insulina humana, composta por 3 cadeias de aminoécidos interligadas atraves de pontes
dissulfeto. Fonte: GENUTH, 2008.

A insulina possui uma estrutura secundaria do tipo a-hélice, sendo uma mistura de
hexameros, dimeros e mondmeros. Em ambiente &cido (pH < 2), a forma predominante € a insulina
monomeérica, assim como em pH neutro e em baixas concentra¢des de insulina (< 0,1 uM). Em pH
neutro e na auséncia de ions zinco, o dimero de insulina € a forma mais prevalente. O hexamero de
zinco e insulina é estavel em uma faixa de pH entre 5 a 8, e exibe maior estabilidade em
comparacdo a insulina monomérica. A maioria das preparacGes comerciais de insulina sdo
formuladas em solu¢des de pH neutro, nas quais as moléculas de insulina existem principalmente na
forma hexamérica; entretanto, esta forma ndo é biologicamente ativa, devendo se dissociar em
mondmeros com o objetivo de se ligar ao receptor e assim ter a acdo bioldgica (BRANGE.;
LANGKIJER, 1993; AHMAD et al., 2005; TANTIPOLPHAN et al., 2010).

A solubilidade da insulina varia de acordo com a sua pureza, natureza e composi¢do do
solvente, pH, bem como com o teor de determinados ions metélicos divalentes, da forca ionica e da
temperatura. A carga geral da molécula de insulina é modificada conforme o pH do meio, e seu
ponto isoelétrico esta compreendido entre 5,3 e 5,4 (ZHANG et al., 2011; BRANGE, 2012).

2.2.1 Secrecdo, acOes e degradacédo da insulina

A insulina € o mais potente horménio anabolico conhecido. Estimula a sintese e o
armazenamento de carboidratos (polissacarideos), lipideos e proteinas, inibindo consequentemente
sua degradacdo. Este hormonio estimula a captacdo de glicose, aminoéacidos e acidos graxos pelas
células, bem como aumenta a expressdo / atividade de enzimas que participam da sintese de
glicogénio, lipideos e proteinas; a insulina também inibe a expressdo / atividade de enzimas que
participam da degradacdo 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 pancreéatica via GLUT 2 e € oxidada pela via glicolitica. Isso resulta na producédo de
ATP, e consequentemente ocorre o fechamento dos canais de K* sensiveis ao ATP. A diminuicio
resultante no efluxo de K* provoca a despolarizagio da membrana celular, culminando em abertura
dos canais de Ca®" regulados por voltagem e ocorre a entrada rapida de Ca** na célula. O aumento
de Ca®" intracelular desencadeia a liberacdo dos granulos de insulina por exocitose. Alguns
farmacos secretagogos da insulina, tais como sulfoniluréia, meglitinidas e d-fenilalanina, também
utilizam certos pontos destes mecanismos promotores da secrecdo do horménio (SONIA,
SHARMA, 2014; THOMAS et al., 2016; KATZUNG; TREVOR, 2017).
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Figura 2. Secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas promovida pela glicose e sulfoniluréias. Fonte:
KATZUNG; TREVOR, 2017

A captacdo de glicose por determinados.c’)rgéos, tais como musculo esquelético e tecido
adiposo, é estimulada pela acdo da insulina. Na ocorréncia de prejuizos na secrecdo e/ou acdo da
insulina, especialmente no estado alimentado, a captacdo de glicose pelos referidos 6érgdos €
afetada, levando a hiperglicemia. Desta forma, a sinaliza¢do da insulina é fundamental para que
ocorram 0s eventos que culminam em captacdo, utilizacdo e armazenamento dos principais
nutrientes pelas células (BRUNTON et al., 2018).

Os dois principais 6rgdos envolvidos na degradacdo da insulina sdo o figado e o rim. O
figado depura aproximadamente 60% da insulina circulante, enquanto que os rins removem de 35 a
40% do horménio. Todavia, em pacientes diabéticos que recebem injecdes subcutaneas de insulina
diariamente, os rins depuram em torno de 60% e os figado cerca de 30 a 40% (KATZUNG,;
TREVOR, 2017).
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2.2.2 Sinalizagdo da insulina e controle de eventos metabdlicos

A insulina atua na manutencdo da homeostase de glicose controlando diversos processos
metabdlicos, promovendo especialmente (i) diminuic¢do da producdo hepatica de glicose, atraves da
inibicdo da gliconeogénese e da glicogendlise, e (ii) aumento da captacdo da glicose tecidual, via
aumento da translocacéo de vesiculas contendo os transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4) do
citoplasma para a membrana plasmatica das células musculares esquelética e adipécitos. A insulina
também estimula a lipogénese no figado e nos adipdcitos, reduz a lipdlise, estimula a sintese de
glicogénio (glicogénese) e a sintese proteica, e inibe a degradacdo proteica ou proteélise
(CARVALHEIRA et al., 2002).

A transducdo do sinal da insulina (Figura 3) ocorre a partir do momento no qual a insulina se
liga a um receptor especifico de membrana, denominado receptor da insulina (IR). O IR é uma
glicoproteina heterotetramérica que apresenta atividade tirosina quinase; € composto por duas
subunidades o (extracelulares) e duas subunidades B (intracelulares); quando o IR encontra-se
desligado do hormonio, as subunidades o inibem a atividade tirosina quinase das subunidades . A
ligacdo da insulina as subunidades a do IR desfaz o seu efeito inibitorio sobre as subunidades B,
liberando a atividade tirosina quinase. Consequentemente, ocorre o processo de autofosforilagdo do
IR, o qual aumenta ainda mais a atividade tirosina quinase deste receptor. Em seguida ocorre a
fosforilacdo de residuos de tirosina dos substratos do receptor de insulina, e que incluem IRS-1,
IRS-2, IRS-3, IRS-4. Esta fosforilagdo origina pontos de ancoramento para diversos componentes
pertencentes a sinalizacdo da insulina, incluindo a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-K). Uma
vez ancorada em IRS (especialmente IRS-1), P13-K torna-se ativa, e assim fosforila fosfolipideos de
membrana, em especial fosfatidilinositol difosfato, gerando fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). A
geracdo de PIP3 na membrana plasmaética representa o surgimento de novos pontos de ancoramento
para proteinas subsequentes da sinaliza¢do 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 proteina quinase AKT representa um dos principais efetores das acBes intracelulares
controladas pela insulina, e que incluem (HABER et al., 2001; CARVALHEIRA et al., 2002;
PETERSEN; SHULMAN, 2018):

i. estimulo a translocagdo de vesiculas contendo GLUT 4 do citoplasma para a
membrana plasmatica das células, em musculos esqueléticos e tecidos adiposos,
culminando em aumento na captacdo de glicose;

ii.  inibicdo da producdo hepatica de glicose;

iii.  estimulo a sintese de lipideos e sintese proteica;
iv.  regulacdo da mitogénese;

v. diferenciacéo celular.
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No figado, a insulina exerce acdes fundamentais no controle do metabolismo de
carboidratos, pois estimula a glicdlise, inibe a degradacéo de glicogénio (glicogendlise) e a sintese
de glicose a partir de compostos que ndo glicidicos (neoglicogénese), além de estimular o
armazenamento da glicose na forma de glicogénio (glicogénese) (SALTIEL; KAHN, 2001;
SAMUEL; SHULMAN, 2016).
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Figura 3. Mecanismo de transdug&o do sinal da insulina. Fonte: CARVALHEIRA et al., 2002.

2.2.3 Tipos de insulina

Os tipos de insulina (Figura 4) disponiveis no mercado sdo caracterizados quanto ao seu
tempo de acdo, inicio, pico e duracdo em horas, sendo portanto, classificadas da seguinte forma
(SOUZA et al., 2000; OLIVEIRA; MILECH, 2004):

o Acdo ultra-rapida: sdo os tipos de insulina com inicio de acdo entre 5 e 15 minutos,

pico de acdo de 1 a 2 horas e duracdo de acdo de 3 a 5 horas. Exemplos: Lispro,
Asparte e Glulisina.

o Acdo rapida: possuem inicio de acdo de 30 a 60 minutos, pico de acdo que pode
variar de 2 a 4 horas e duragéo de acdo de 3 a 6 horas. Exemplo: Insulina Regular.

o Acdo intermediaria: inicio de acdo 2 a 4 horas, pico entre 8 e 12 horas e duragdo de

acédo entre 12 e 20 horas. Exemplo: Insulina NPH.
o Acdo longa: inicio de acéo 4 a 5 horas com pico entre 8 e 14 horas e tempo de acéo

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 Administracéo intranasal

Dentre os sistemas ndo invasivos de administracdo de farmacos a via intranasal tem sido
objeto de diversos estudos sobre vias alternativas para administracdo de farmacos sistemicamente
ativos, como peptideos e proteinas que sdo pouco absorvidas oralmente e sdo extensamente
metabolizadas pelo trato gastrintestinal ou sdo submetidos pelo metabolismo pré-sistémico. Além
desta via possuir uma administracdo indolor e bem apropriada para a absor¢éo de drogas, uma vez
que tem uma grande area de superficie epitelial disponivel devido a numerosas microvilosidades,
possui uma camada subepitelial altamente vascularizada e o0 sangue venoso desta via passa
diretamente para a circulacdo sisttmica (ILLUM et al., 1987; KUMAR et al., 2016). Como
desvantagens desta via, podemos citar a depuracdo mucociliar muito ativa, possibilidade de
degradacdo enzimatica 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 atrio, regido vestibular, regido olfativa e regido respiratdria. A regido vestibular é a parte mais
anterior da cavidade nasal, sendo composta por epitélio escamoso estratificado e funciona como um
filtro de particulas aéreas inaladas. O atrio é a area intermediaria entre a regido vestibular e a regido
respiratoria, sendo formado por epitélio escamoso estratificado epitélio e por células colunares
pseudoestratificadas apresentando microvilosidades. A regido olfativa que € revestida por epitélio
pseudoestratificado que contém células receptoras especializadas olfativas importantes para
percepcao do olfato, acredita-se que nesta regido ocorra o metabolismo de drogas que passam da
cavidade nasal para o fluido cerebrospinal, também conhecido por liquido cefalorraquidiano,
evitando assim a barreira hematoenceféalica e por fim a regido respiratéria, sendo a mais importante

para a liberacdo sistémica de farmacos, composta por epitélio ciliado, pseudoestratificado e colunar.
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As células colunares séo relacionadas com as células vizinhas por junc¢des apertadas nos apices bem
como por interdigitacdes da membrana celular (TURKER 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.

regido respiratéria

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

Regido Caracteristica Funcéo Area Superficie  Vascularizagdo  Permeabilidade
Célula Epitelial
Células
Regido estratificadas Suporte e ~0.6 cm® Baixa Pobre
Vestibular €scamosas e protecéo
queratinizads
Atrio Células escamosas Suporte NE* Baixa Reduzida
estratificadas e
pseudoestratificadas
Regido Células ndo ciliadas Suporte, ~ 130 cm? Muito alta Boa
Respiratdria colunares, células depuragdo
ciliadas colunares, mucociliar e
células globet e secrecao de
células basais muco
Regido Olfativa Células Percepcao ~ 15 cm® Alta Acesso direto ao
sustentaculares, olfativa SNC**

células receptoras
olfativas e células

basais

*NE = ndo encontrada

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

Quando um farmaco é administrado pela via intranasal com a finalidade atingir disponibilidade
sistémica ou mesmo atuar no SNC, a primeira etapa na absorcdo do farmaco pela cavidade nasal € a
passagem pelo muco. Pequenas particulas e sem carga passam facilmente por essa camada,
entretanto, particulas grandes ou carregadas tem dificuldade de atravessa-la. A mucina, a principal
glicoproteina do muco, tem o potencial de se ligar a solutos, dificultando a difusdo. Além disso,
alteracdes no ambiente nasal como por exemplo, pH e temperatura podem contribuir para as
mudancas estruturais da camada de muco. Apés a passagem através do muco, o farmaco deve
atravessar o epitélio nasal e alguns mecanismos (Figura 6) estdo descritos como transporte
transcelular, transporte paracelular e transcitose mediado por portadores de vesiculas. No
mecanismo transcelular existem duas barreiras, a membrana celular apical e basolateral, enquanto
que no mecanismo paracelular so existe uma barreira, as juncGes paracelulares (SILVA et al., 2002;
PIRES et al., 2009; FORTUNA et al., 2014; DEVAYANI; RAVINDRA, 2015; KRISHNARAJAN
etal., 2016; ).

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

O transporte transcelular ocorre por difusdo passiva através do interior da célula, sendo
responsavel pelo transporte de farmacos lipofilicos 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 peptideos e proteinas, sdo transcelularmente transportados por processos endociticos. Além
disso, o transporte transcelular pode ser mediado por portadores que existem na mucosa nasal,
incluindo transportadores de cations organicos e transportadores de aminoacidos (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 esta envolvido no transporte de
pequenas drogas polares que passam através das juncGes estreitas e espacgos intercelulares entre as
celulas epiteliais adjacentes. Jungdes estreitas sdo estruturas dindmicas localizadas entre as células,
que abrem e fecham com tamanho menor que 10 A, 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 vesiculas é o transporte de macromoléculas (> 40
kDa) de um lado da célula para o outro dentro de portadores ligados a membrana. Relata-se que,
para peptideos relativamente pequenos, como a insulina (<6 kDa) o transporte paracelular é
predominante, enquanto a transcitose € a principal rota para proteinas maiores (HEINEMANN et
al., 2001; JAIN, 2008; SINGH et al., 2013; GREGORIADIS, 2016 ).

Nos ultimos anos, pesquisadores adotaram muitas estratégias e perspectivas para superar as
varias barreiras de absorcdo e aumentar a absorcdo intranasal de insulina. Em 2010, Sintov e
colaboradores demonstraram que uma microemulséo A/O contendo insulina pulverizada em narinas
de coelhos atingiu uma biodisponibilidade de 21,5% através da via nasal em relacdo a
administracao subcutanea, enquanto que o uso de uma microemulsdao O/A bem como uma solugédo
simples de insulina produziu menos de 1% de biodisponibilidade (SINTOV et al., 2010).

Adicionalmente, Zhang e colaboradores estudaram [-ciclodextrinas funcionalizadas com
poliglicerol hiperramificado (HPG) com o objetivo de aumentar o transporte de insulina, através da
barreira nasal e aumentar sua absorcdo, resultando em uma diminuicdo significativa nas
concentragdes de glicose no sangue de ratos. Os resultados obtidos demonstraram grande
capacidade de associacdo a insulina, atingindo eficiéncia de encapsulacdo em torno de 88,21%,
além do polimero 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
voluntarios saudaveis. Os resultados apresentados demonstraram que o uso deste gel nasal
bioadesivo ndo s6 promoveu o contato prolongado entre o farmaco e os locais de absor¢do na
cavidade nasal, mas também facilitou a absor¢do direta da insulina através da mucosa nasal, além
de ser uma alternativa indolor a insulina injetavel. No entanto, como a absorc¢éo foi bastante rapida,
0 uso desta forma de administracdo de insulina poderia ndo ser vidvel para pacientes crénicos em
longo prazo (D’SOUZA et al., 2005).

Alguns avancos tecnologicos estdo sendo conduzidos para aplicacdo intranasal de insulina,
conforme descrito na Tabela 2 (SONIA; SHARMA, 2014).
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Tabela 2. Avancos tecnoldgicos para aplicacdo intranasal de insulina. Fonte: SONIA; SHARMA, 2014.

Nome Comercial IndUstria Farmacéutica Tecnologia Fase Clinica
Nasulin ™ Bentley Pharmaceutical, Inc. Promotor de absorcéo Fase Il
QDose ™ Vectura, Ltd./ MicroDose Pé seco Fase |

Technologies Inc.

ChiSys ™ West Pharmaceutical Services Sistema bioadesivo baseado Fase |
em chitosana

2.4 Lipossomas

Os lipossomas (Figura 7) sdo biocompativeis e biodegradaveis, o que permite a liberacdo
prolongada do farmaco, diminuindo a toxicidade, reduzindo os efeitos colaterais e aumentando sua
biodisponiblidade. A estabilidade dos lipossomas pode ser afetada por processos quimicos, fisicos e
biol6gicos e podem apresentar curto tempo de meia-vida. Varios pardmetros influenciam em sua
instabilidade, dentre eles o tamanho das vesiculas, composicdo lipidica e a carga elétrica da
superficie. Os lipossomas podem ser reconhecidos pelo sistema reticuloendotelial ou sistema
mononuclear fagocitario, através de células denominadas macrofagos que eliminam os lipossomas
da circulacdo (LAVERMAN et al., 1999; KHOR et al., 2003; TAKEUCHI et al., 2003;
TORCHILIN et al., 2005).

R T I TR IR e TR IR TR IR IR I IR IR IR IR TR I 0

Figura 7. Representacdo de um lipossoma (esquerda) e uma bicamada lipidica (direita). Fonte: BOZZUTO;
MOLINARI, 2015.

Os lipossomas sdo preparados principalmente por fosfolipidios naturais n&o-toxicos

idénticos aos que compdem as membranas celulares (ex: fosfatidilcolinas, fosfatidilserina,
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fosfatidilglicerol e fosfatidiletanolamina) e de modo geral, podem ser obtidos a partir de qualquer
substancia anfifilica formadora de fase lamelar. Outro componente lipidico importante é o
colesterol utilizado em uma proporcdo geralmente de 30% (mol), onde demonstrou aumentar a
estabilidade estrutural da bicamada dos lipossomas, devido a presenca do nucleo esterdide que
modula a rigidez, espessura, estabilidade e fluidez de membranas e evita assim o extravasamento do
farmaco (FREZARD et al., 2005; ELOY et al., 2014; BRIUGLIA et al., 2015; KADDAH et al.,
2018).

Lipidios apresentando carga efetiva negativa ou positiva podem também ser incluidos na
composicdo da membrana o que pode influenciar a taxa de incorporagdo de farmacos, impedir a
agregacdo/fusdo das vesiculas lipidicas e modular o seu destino no organismo (BONACUCINA et
al., 2009; HOSNY, 2010a; ELOY et al., 2014).

2.4.1 Classificacdo, métodos de preparo e caracterizacdo de lipossomas

Os lipossomas constituem um dos sistemas mais importantes para encapsulacdo e liberacédo
sustentada de farmacos e podem ser classificados de acordo com o nimero de lamelas, tamanho,
composicdo e aplicacdo. Em relacdo ao numero de lamelas e tamanho, os lipossomas podem ser
classificados nas seguintes categorias (SANTOS et al., 2002; BITOUNIS et al., 2012; DE
ARAUJO LOPES et al., 2013):

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

em uma Unica bicamada fosfolipidica, com didmetro médio variando de 25 a 100 nm.

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

uma unica bicamada fosfolipidica, com didametro médio variando de 100 nm a 100
nm.

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

bicamadas fosfolipidicas concéntricas e possuem diametro médio variando de 400
nm a alguns micrémetros.

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

uma unica bicamada fosfolipidica, com didametro médio variando de 500 nm a 100

pm.

No que se refere a composicdo e mecanismo de liberagdo do farmaco, os lipossomas podem
ser classificados como (TORCHILIN et al., 2005; DE ARAUJO LOPES et al., 2013):
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a. Lipossomas convencionais: foi a primeira geracdo de lipossomas a ser desenvolvida.

Consiste em wuma bicamada lipidica que pode ser constituida por
diferentes composi¢des lipidicas, contendo fosfolipidios catidnicos, aniénicos ou
neutro, como por exemplo, as fosfatidilcolinas com ou sem o colesterol. Um grande
inconveniente deste tipo de lipossoma refere-se a sua rapida absor¢édo pelo sistema
reticuloendotelial ou sistema mononuclear fagocitario, apds administracéo sistémica
(DE ARAUJO LOPES et al., 2013; SERCOMBE et al., 2015).

b. Lipossomas de longa circulacdo: consiste no revestimento da superficie do lipossoma

com componentes hidrofilicos naturais ou polimeros hidrofilicos sintéticos, como o
polietilenoglicol (PEG). Este revestimento aumenta o tempo de circulagdo dos
lipossomas, reduzindo a agregacdo de particulas através de estabilizagdo estérica e
previne o reconhecimento pelo sistema reticuloendotelial ou sistema mononuclear
fagocitario por inibicdo da opsonizacdo (TORCHILIN et al., 2005; BATISTA et al.,
2007; LEE, Y.; THOMPSON, 2017).

c. Lipossomas polimérficos: sdo lipossomas que se tornam reativos quando submetidos

a alteracbes de membrana provocadas por variacdes no pH e na temperatura ou
alteracdes na carga superficial (BATISTA et al., 2007; DE ARAUJO LOPES et al.,
2013).

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

fragmentos de anticorpos acoplados a superficie do lipossoma de forma covalente ou
ndo covalente que permitem que se liguem seletivamente ao antigeno ou receptor
que sdo expressos ou superexpressos nas células cancerigenas (TORCHILIN et al.,
2005; BATISTA et al., 2007; ELOY et al., 2017).

A preparacdo de lipossomas envolve as etapas de formacdo de vesiculas e reducdo do
tamanho da vesicula. Varios métodos de preparacdo foram estabelecidos com base na escala da
producdo, eficiéncia de encapsulacdo, caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e a via de
administracdo a ser utilizada (DE ARAUJO LOPES et al., 2013).

Os métodos de preparacdo de lipossomas sdo diversos e dentre os disponiveis, 0 mais
frequentemente utilizado é a hidratacdo do filme lipidico, por ser um método simples e rapido que
foi descrito inicialmente por Bangham e colaboradores em 1965. Este método consiste em dissolver
os lipideos em solvente orgénico adequado, seguido pela remocdo do solvente por evaporagdo
rotativa sob pressdo reduzida, dando origem a formacdo do filme lipidico fino. A hidratacdo deste
filme pode ser efetuada com agua ou solugdo tampdo, através do uso de vortex ou agitacédo

mecanica em rotaevaporador dando origem a uma disperséo lipossomal. Farmacos hidrofilicos séo
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dissolvidos no meio aquoso, ao passo que, farmacos lipofilicos sdo dissolvidos na mistura de
lipideos. Entretanto, a desvantagem deste método é a baixa taxa de encapsulagdo de farmacos
hidrofilicos, pois uma grande quantidade do farmaco permanece ndo encapsulada no meio aquoso
externo. Com a finalidade de melhorar a eficiéncia de encapsulacéo de moléculas hidrofilicas dentro
dos lipossomas, 0s seguintes métodos estdo disponiveis: aplicacdo ciclos de congelamento-
descongelamento, evaporacdo em fase reversa, e desidratacdo-reidratacdo de vesiculas vazias pré-
formadas (SHARMA; SHARMA, 1997; BATISTA et al., 2007; ELOY et al., 2014).

Ademais, 0 método de evaporacdo em fase reversa baseia-se na formacéo, através de breve
sonicacdo de uma emulsdo de duas fases contendo fosfolipidios em solvente organico e tampéo
aquoso contendo o farmaco hidrofilico. A remocdo da fase orgénica é efetuada por evaporagdo
rotativa sob pressdo reduzida, dando origem a formacdo de um organogel. Posteriormente é
realizada a hidratacdo com a formacéo dos lipossomas. Este método permite a encapsulacdo de
grandes quantidades de drogas hidrofilicas com a formacdo de LUV com a obtencdo de eficiéncia
de encapsulacdo em torno de 65%. As desvantagens deste método sao: i) exposi¢do dos farmacos a
serem encapsulados em solventes organicos que podem levar a inativagdo; ii) breves periodos de
sonicacao; iii) pouco adequada para a producao industrial devido a muitas etapas (AKBARZADEH
etal., 2013; ELOY et al., 2014; ANDHALE et al., 2016).

Os metodos de preparacdo de lipossomas podem dar origem a grandes vesiculas com
distribuicdo de tamanho heterogéneo, com isso faz-se necessario reduzir o tamanho e a lamelaridade
dos lipossomas submetendo-os a métodos de homogeneizacdo a alta pressao, extrusdo atraves de
membranas de policarbonato ou sonicacdo empregado ultrassom de haste (DE ARAUJO LOPES et
al., 2013; PATIL; JADHAV, 2014).

As formulacGes lipossomais sdo avaliadas por caracterizagdes quimicas, fisicas e fisico-
quimicas, com o objetivo de garantir sua eficacia e a estabilizacdo. As caracterizacBes quimicas
referem-se a quantificacdo de fosfolipidios e lisofosfolipidios, a avaliacdo da oxidacdo lipidica e a
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da droga. As caracterizacfes fisicas consistem em
avaliar o tamanho da vesicula, a natureza e a densidade da carga na superficie e a lamelaridade dos
lipossomas. Enquanto que, a caracterizacdo fisico-quimica, podemos avaliar a fase lipidica e a
temperatura de transicdo de fase (DE ARAUJO LOPES et al., 2013; HUA; WU, 2013;
MONTEIRO et al., 2014).

2.4.2 Mecanismos de interagao entre lipossomas e célula-alvo

A liberacao do farmaco a partir dos lipossomas depende do tamanho e multilamelaridade do

lipossoma. Este mecanismo de liberacdo pode ser descrito em trés etapas: a absorg¢ao do farmaco na
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bicamada lipidica interna do lipossoma, sua difusdo através da membrana e por fim sua excre¢do ao
meio externo, sendo que o sucesso deste mecanismo depende da fluidez da bicamada lipidica e do
tipo de farmaco encapsulado (tamanho, coeficiente de particdo em oOleo/agua) (BONACUCINA et
al., 2009; BITOUNIS et al., 2012).

Os mecanismos referentes as interacfes entre lipossomas e células alvos ainda ndo estdo
bem esclarecidos, entretanto, existem cinco maneiras diferentes que influenciam a entrega do
farmaco encapsulado e sua distribuicdo na célula-alvo (CHORILLI, M et al., 2004;
BONACUCINA et al., 2009; BITOUNIS et al., 2012; BOZZUTO; MOLINARI, 2015):

1. Compreende a absorcdo de lipossomas nas membranas celulares, onde a bicamada
lipidica do carreador € degradada por enzimas (lipases) ou por tensdo mecanica. 1sso
resulta na liberacdo do farmaco para o fluido extracelular, onde este pode ser
difundido através da membrana celular e do citoplasma, entretanto, este processo
pode ser complicado para farmacos hidrofilicos. Deve-se salientar também que, uma
vez que o farmaco tenha abandonado o seu carreador, a sua disposicao
farmacocinética € a mesma que a do farmaco em sua forma livre.

2. Uma segunda via envolve a fusdo da membrana lipossomal com a membrana
plasmética da célula-alvo, causando a liberagdo do conteldo lipossomal diretamente
no citoplasma.

3. O terceiro caminho é a endocitose mediada por receptores. Este processo apenas
abrangem vesiculas com um diametro maximo de 150 nm e farmacos que podem
resistir ao ambiente acido dos lisossomos.

4. O processo de fagocitose pode ocorrer, mas contempla os lipossomas de tamanho
superior a 150 nm e sdo realizados por células especializadas do sistema
imunoldgico, como os mondcitos, macréfagos e células de Kupffer presentes no
figado.

5. A interacdo entre o lipossoma e a célula-alvo € influenciada também pela natureza e
a carga de superficie dos lipossomas, que sdo alteradas pela mudanca da composicédo
lipidica, conferindo uma carga global seja neutra, positiva ou negativa. Lipossomas
neutros tendem a sofrer agregacéo, reduzindo a sua estabilidade fisica, além de nédo
interagirem significativamente com a célula-alvo causando, por conseguinte a
liberacdo do farmaco a partir dos lipossomas no espaco extracelular. Por outro lado,
a presenca de uma carga de superficie induz a repulsdo eletrostatica entre as
vesiculas, criando um potencial, seja positivo ou negativo, que impede sua agregagéo

e floculacdo, o que pode promover a interacdo de lipossomas com células-alvo.
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2.4.3 Formulagdes lipossomais comerciais, ensaios clinicos e estudos cientificos

Diversos medicamentos utilizando lipossomas estdo disponiveis para uso humano e outros
produtos estdo sob diferentes ensaios clinicos, devido ao desenvolvimento extensivo nesta area,
conforme descritos respectivamente nas Tabelas 3 e 4 (TORCHILIN et al., 2005; ALLEN;
CULLIS, 2013; BOZzZUTO; MOLINARI, 2015; ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2016;
BULBAKE et al., 2017).

Tabela 3. Produtos a base de lipossomas usados clinicamente. Adaptado de ZYLBERBERG;MATOSEVIC,
2016 ; BULBAKE et al., 2017.

Produto
(Ano aprovacao)

Farmaco

Indicagédo Terapéutica

Industria

Farmacéutica

Doxil® (1995)

DaunoXome®
(1996)
Depocyt® (1999)

Myocet® (2000)

Mepact® (2004)

Margibo® (2012)

Onivyde™ (2015)

Abelcet® (1995)

Ambisome® (1997)
Amphotec® (1996)

Visudyne® (2000)

Doxorrubicina

Daunorrubicina

Citarabina /
Ara-C
Doxorrubicina

Mifamurtida

Vincristina

Irinotecano

Anfotericina B

Anfotericina B

Anfotericina B

Verteporphin

Cancer de mama e ovarios,

mieloma maultiplo e sarcoma de

Kaposi
Sarcoma de Kaposi
relacionado a AIDS

Meningite neoplasica

Terapia combinada com
ciclofosfamida no cancer de
mama metastatico
Osteosarcoma de alto grau
operavel ndo metastatico

Leucemia linfoblastica aguda

Terapéutica combinada com

fluorouracil e leucovorina no

adenocarcinoma metastatico do

pancreas
Infecgdes fungicas graves

invasivas

Infecgdes fungicas

Infeccdes fungicas severas

Degeneragdo macular

Sequus
Pharmaceuticals

NeXstar
Pharmaceuticals

SkyPharma Inc.

Elan Pharmaceutical

Takeda
Pharmaceutical
Limited
Talon Therapeutics,
Inc.
Merrimack
Pharmaceuticals Inc.

Sigma-Tau
Pharmaceuticals

Astellas Pharma

Ben Venue
Laboratories Inc.
Novartis
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Produto Industria
Farmaco Indicacéo Terapéutica )
(Ano aprovacao) Farmacéutica
DepoDur™ (2004) Sulfato de Controle da dor SkyPharma Inc.
morfina
Exparel® (2011) Bupivacaina Gerenciamento da dor Pacira
Pharmaceuticals, Inc
Epaxal® (1993) Virus da Hepatite A Crucell, Berna Biotech
hepatite A
inativado
Inflexal® V (1997)  Hemaglutinina Influenza Crucell, Berna Biotech

inativada das
cepas A e B do
virus Influenza

Tabela 4. Formulagdes lipossomais em ensaios clinicos. Adaptado de BULBAKE et al., 2017.

L Fase Clinica /
Produto Farmaco Indicagao Industria
Terapéutica
Farmacéutica
ATI-1123 Docetaxel Tumores solidos Fase | / Azaya
therapeutica
Alocres Vinorelbina Cancer de pulméo e Fase | / Spectrum
mamas Pharmaceuticals
LiPlaCis Cisplatina Tumores solidos Fase I / Oncology
avangados Venture
SPI-077 Cisplatina Cancer de cabeca, Fase Il / Alza
pescoco e pulméo Corporation
Endotag-1 Paclitaxel Cancer de pancreas e Fase Il / Medigene
mamas
0OSI-211 Lurtotecana Cancer de cabeca, Fase 11 / OSI
Pescoco e ovarios Pharmaceuticals
Arikace Amikacin Infeccédo de pulméo Fase Il1 / Transave
Inc.
Lipoplatin Cisplatina Cancer de pulméo Fase 111 / Regulon Inc.
Platinum
ThermoDox Doxorrubicina Carcinoma Fase 111/ Celsion

hepatocelular e
recidiva do cancer de
mama na parede

toracica
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Um marco importante em produtos a base de lipossomas foi a introdu¢do do DOXIL®
(lipossoma carregado com doxorrubicina) no mercado dos EUA em 1995, para o tratamento do
sarcoma de Kaposi, cancer de ovario recorrente, cancer de mama metastatico e mieloma multiplo e
obteve os seguintes avancos em relagcdo a doxorrubicina livre: (i) tempo prolongado de circulacao
do farmaco evitando o sistema reticuloendotelial ou sistema mononuclear fagocitario, devido ao uso
de nano-lipossomas PEGilados; (ii) carga estvel da doxorrubicina conduzida por um gradiente de
sulfato de amonia transmembrana, que permite a liberacdo do farmaco no tecido tumoral; (iii)
diminuicdo da toxicidade cardiaca (BARENHOLZ et al., 2012; MONTEIRO et al., 2014;
BULBAKE et al., 2017).

No contexto cientifico relacionado a utilizacdo de lipossomas para a liberacdo 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 absorcdo 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 catidnicos podem ser um
sistema de liberacdo sustentada em potencial para administracdo parenteral de insulina por
prolongar a eficacia e melhorar a sua biodisponibilidade, devido a complexacdo com a insulina
anionica (PARK et al., 2011). Adicionalmente, Niu e colaboradores desenvolveram um sistema de
administracdo lipossomal contendo glicocolato como inibidor enzimatico e potenciador da
permeacdo para a administracdo oral de insulina (NIU et al., 2011).

Um estudo realizado por Zheng-Hong e colaboradores demonstrou uma queda da glicemia
em camundongos saudaveis quando foram administrados pela via oral lipossomas revestidos com
quitosana contendo insulina, isto ocorreu devido a reducdo da digestdo da insulina e 0 aumento da
absorcdo enteral da insulina (ZHENG-HONG et al., 2004).

2.5 Peptideos de transducdo de membrana (CPPs)

Recentemente surgiu uma nova abordagem para a liberacdo de farmacos, que ¢é
fundamentada na utilizagdo de peptideos de transducdo de membrana (CPPs) que tém a habilidade
de penetrar nas células e com isso tornaram-se promissores para fins terapéuticos (TORCHILIN et
al., 2005; ISMAIL; CSOKA, 2017).

Embora varios critérios diferentes tenham sido propostos para a classificacdo de CPPs com
base em sua origem, sequéncia, funcdo ou mecanismo de captagdo e aplicacdo biomédica,
entretanto, atualmente ndo existe uma taxonomia unificada desses peptideos. De acordo com suas

propriedades fisico-quimicas, elas podem ser divididas em trés categorias principais; CPPs
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catibnicos, anfipaticos e hidrofébicos (WANG et al., 2014; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et
al., 2017).

Todos os CPPs tém estruturas quimicas bastante diferentes, mas possuem carga altamente
positiva devido a contribuicdo de residuos basicos de aminoacidos, como lisina e arginina (BAE et
al., 2013).

Os CPP catidnicos sdo uma classe de peptideos com uma carga positiva elevada. Estes
peptideos correspondem a pequenas sequéncias de aminodcidos que sdo muitas vezes constituidas
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 atraves de caminhos endociticos e
acima de certo limiar de concentracéo, eles também podem translocar a membrana diretamente. Os
CPPs cationicos incluem, por exemplo, as poliargininas, TAT e PNT (WANG et al., 2014,
GUIDOTTI et al., 2017).

Os CPPs anfipaticos sdo uma classe de peptideo que contém regides tanto polares como
apolares. Além da lisina e da arginina, que sao distribuidos ao longo da sequéncia, eles também sdo
ricos em residuos hidrofébicos, como valina, leucina, isoleucina e alanina. Os CPPs anfipéaticos séo
geralmente classificados como CPP primarios, secundarios e ricos em prolina. Estes peptideos
possuem blocos lipofilicos e hidrofilicos que sdo responsaveis pela mediacdo da translocacdo do
peptideo através da membrana celular e se acumulam principalmente no nucleo. Os CPPs
anfipaticos incluem MPG, proteina de caderina endotelial vascular murina (pVec), Transportan,
Pep-1, peptideo de antigeno mdltiplo (MAP), receptor de integrina visando peptideo arginina-
glicina-acido aspartico (RGD), proteina do virus herpes simplex (VP22) e CADY-2, por exemplo,
(BOLHASSANI, 2011; BECHARA et al., 2013; GUIDOTTI et al., 2017).

A terceira classe de CPPs sdo os peptideos hidrofébicos, que contém aminoacidos
hidrofobicos que séo cruciais para o processo de internalizacdo celular. Até o momento, apenas um
nimero limitado de peptideos hidrofobicos foi descoberto e seus mecanismos de internalizacao
foram menos estudados em comparacdo com as classes cationica e anfipatica. No entanto, pesquisas
recentes sugerem que alguns CPPs hidrofobicos podem translocar espontaneamente através de
membranas de forma independente de energia e, portanto podem ser especialmente vantajosos,
porque estardo imediatamente disponiveis no citosol e o risco de aprisionamento endosomal e a
degradacdo 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 internalizagéo

Apesar de diversos estudos realizados e ainda que os CPPs demonstrem serem muito
promissores devido a sua capacidade de transportar varias moléculas através das membranas
plasmaticas in vitro e in vivo ou até mesmo em ensaio clinico, no entanto, 0s mecanismos exatos
pelo quais os CPPs sdo capazes de atravessar membranas bioldgicas ainda ndo sdo totalmente
compreendidos (THOREN et al., 2003; TAKECHI et al., 2011; DI PISA et al., 2014).

Existem evidéncias de mecanismos que podem possibilitar a entrada celular dos CPPs,
alguns CPPs demonstraram inclusive usar mais de um destes mecanismos de internalizagéo e por
vezes utilizam diferentes mecanismos simultaneamente, dependendo das propriedades fisico-
quimicas, concentracdo, carga e comprimento dos CPPs, conforme demonstrados na Figura 8. Os
mecanismos sdo a translocacdo direta ou penetracdo direta que é independente de energia e a
endocitose que é dependente de energia. No entanto, em ambos 0s mecanismos, 0 contato direto
entre os CPPs e os residuos negativos na superficie celular é um pré-requisito para uma absor¢éo ser
bem-sucedida. Além disso, a captacdo celular depende ainda do tipo, tamanho e carga do farmaco e
a linha celular na qual esta sendo testada, que podem produzir diferentes graus de acumulacéo e
aplicacOes terapéuticas (FONSECA et al., 2009; LANGEL, 2011; RAUCHER; RYU, 2015).

Via penetragdo direta

=y Formagao de poro
Macropinocitose

Via endocitose

Figura 8. Mecanismos de internalizacéo celular de CPPs . Adaptado de GUIDOTT] et al., 2017.

O mecanismo de penetracdo direta ou translocagdo diretra tem caracteristicas peculiares,

como ser independente de energia e ocorrer mesmo em baixas temperaturas e na presenca de
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inibidores endocitoticos. Este mecanismo envolve varias rotas de entrada que s@o inicialmente
baseadas sobre a interacdo dos CPPs carregados positivamente com os componentes de membrana
carregados negativamente e sua bicamada lipidica. Apds esta interacdo, ocorre a entrada dos CPPs
atraves de varias vias que foram descritos como: formacéo de poros transitérios, 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. Formacdo de poros transitérios: neste modelo, os CPPs se acumulam na camada

externa da bicamada fosfolipidica, causando distor¢cdo da membrana e levando a
formacdo de um poro transitério.

2. Micela invertida: descrito pela desestabilizacdo da bicamada lipidica e sua

consequente invaginacdo com a formacdo de micelas invertidas encapsulando os
CPPs, a partir da interacao entre os residuos carregados positivamente do CPP
(arginina e lisina) que inicialmente se ligam aos fosfolipidios carregados
negativamente da membrana celular seletivamente permeavel. Esta translocacdo
através da membrana celular ocorre eventualmente em uma fracdo das micelas, que
liberaram os CPPs no citosol por inversdo, permitindo assim a entrega intracelular.

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

apos a interacdo da carga positiva do CPPs com as cargas negativas na superficie

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

O mecanismo de endocitose é considerado a principal via de internalizacdo para muitos
CPPs e complexos CPP-farmaco. A endocitose € 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 fisico-quimica dos CPPs e do complexo
CPP-farmaco ird determinar qual via sera utilizada. Portanto, ap6s a internalizacdo endocitica, 0s
CPPs e os complexos CPP-farmaco devem escapar dos endossomos para o citosol para evitar a
degradacdo dos lisossomas, para atingir seus locais-alvo e exercer sua respectiva atividade
bioldgica. Um mecanismo de fuga endossomal sugere que as cargas positivas dos CPPs interagem
com o0s componentes de carga negativa da membrana endossomica causando o enrijecimento da
membrana, determinando sua ruptura e a liberacdo do contetdo da vesicula (LANGEL, 2002;
LANGEL, 2006; RAMSEY; FLYNN, 2015; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et al., 2017).




44

2.5.2 Ensaios clinicos e pré-clinicos

Embora muitos estudos relacionados aos CPPs tenham sido direcionados ao mecanismo de
penetracdo celular e nas propriedades fisico-quimicas dos CPPs, diversos pesquisadores se
concentraram no uso de CPPs como carreadores para a liberacdo de varios tipos de moléculas
terapéuticas, tais como agentes antimicrobianos, anti-inflamatorios, antineoplasicos. Apesar do
grande numero de estudos pré-clinicos realizados em modelos animais e ensaios clinicos de Fase I,
Fase Il e, em alguns casos, de Fase Il demonstrar claramente a capacidade dos CPPs transportarem
varios tipos de moléculas terapéuticas, através das barreiras celulares e teciduais, permitindo assim
que alcancem os seus alvos, nenhum conjugado CPP ou CPP obteve aprovacdo pelo FDA até
momento. O primeiro ensaio clinico utilizando um conjugado de ciclosporina com o CPP
(poliarginina) foi realizado pela empresa CellGate Inc. para o tratamento tépico da psoriase por
administracao transdérmica de ciclosporina A (BOLHASSANI, 2011; KOREN; TORCHILIN et al.,
2012; RAUCHER; RYU, 2015; GUIDOTTI et al., 2017).

No contexto académico, relacionado ao uso de CPPs para a absorcdo de insulina, alguns
estudos foram desenvolvidos como o realizado em 2005, por Liang e Yang em que demonstraram
que CPP cationico TAT ligado a insulina para formar um complexo hibrido aumentou em 6 a 8
vezes a eficiéncia de absorc¢do 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 absorcdo 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 catidnico PNT efetivamente melhorou a absorcdo oral de insulina e sua degradacdo foi
diminuida pela presenca deste peptideo no fluido intestinal (NIELSEN et al., 2014).

Por outro lado em relacdo a utilizagcdo de CPPs para a absorc¢do de insulina pela via nasal, foi
desenvolvido em 2009, Khafagy e colaboradores que demonstraram que o CPP catidnico PNT,
aumentou a permeabilidade da insulina em toda a membrana nasal sem causar danos detectaveis a
integridade celular da mucosa nasal, podendo ser uma alternativa vidvel as terapias parenterais
existentes (KHAFAGY et al., 2009).




45

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar lipossomas contendo insulina, funcionalizados com os peptideos
de transdugdo de membrana (TAT e PNT) e avaliar o seu potencial pela via intranasal, in vivo, para

a melhora dos niveis séricos e efeito hipoglicemiante da insulina.

3.2. Objetivos Especificos

) Desenvolvimento de lipossomas contendo insulina funcionalizados com os peptideos de
transducdo de membrana (TAT e PNT) para administracdo nasal,

. Caracterizacdo fisico-quimica das formulacGes desenvolvidas por técnicas microscopia
eletronica de transmissdo (TEM), medidas de diametro hidrodindmico médio, Ipd e potencial zeta,
dicroismo circular (CD) e microcalorimetria exploratoria diferencial (Nano DSC);

. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificacdo da insulina por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

. Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo da insulina nas formulagdes desenvolvidas;

. Determinacéo do perfil de liberacdo de insulina in vitro;

. Avaliacdo da permeacdo de insulina em mucosa nasal suina;

. Avaliacdo da forga mucoadesiva;

. Avaliacdo da seringabilidade;

. Avaliacdo das propriedades reolégicas;

. Ensaios das respostas anti-hiperglicémicas em ratos diabéticos apds a administracao nasal de

lipossomas contendo insulina;
. Ensaio de analise temporal da presen¢a de insulina na circulagdo sistémica em ratos ndo

diabéticos ap6s a administracdo nasal de lipossomas contendo insulina.




4. MATERIAL E METODOS

4.1 . Materiais, Solventes e Reagentes

Acetato de uranila;

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

Acido trifluoroacético (TFA) (Sigma Aldrich®, USA);

Acido cloridrico (Synth®, Brasil);

Agua Milli-Q (Millipore®);

Coluna C18 Luna® Phenomenex (d.i. 4,6 x 250 mm; 5 pm);

Cloreto de potéssio (Synth®, Brasil);

Cloreto de sddio (Synth®, Brasil);

Cloreto de célcio dihidratado (Synth®, Brasil);

Cloroférmio (Merck, USA);

Colesterol (Sigma Aldrich®, USA);

Dicetil fosfato (Sigma Aldrich®, USA);

Filtro de ultrafiltracdo Amicon®, (Millipore, Billerica, USA);

Fita adesiva dupla face 3M;

Fosfatidilcolina de soja (Lipoid GMBH,Alemanha);

Fosfato de sodio bibasico.12H20 (Synth®, Brasil);

Fostato de sédio monobésico (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 uL — Eppendorf;

Micropipeta de 100 e 1000 uLL — Eppendorf;

Mucina Tipo 11 de estdmago suino (Sigma Aldrich®, USA);
Oleilamina ;

Peptideos de transducdo de membrana (PNT) (Aminotech®, Brasil);
Peptideos de transdugdo de membrana (TAT) (Aminotech®, Brasil);
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4.2 . Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 752%);

e Analisador de textura TA-XT plus® (Stable Micro Systems®, UK);
e Balanca analitica, Mettler H51;

e Banho ultrassdnico — Ultrassonic Cleaner (Unique);

e Bomba a vacuo (Nortecientifica);
e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent, modelo 1200 DAD/UV;

e Espectropolarimetro J-815 (JASCO);

e Homogeneizador a alta pressao, EmulsiFlex-C3;

e Microette Plus HANSON 0700-1251;

e Microscopio eletronico de transmissdo JEM-100CX2 (JEOL);
e Peagbmetro (Digimed);

e Refrigerador Consul;

e Redmetro, modelo RS-1 — Haake Rheostress

e Rotaevaporador RV10 digital (IKA);
e Sistema de purificacdo de &gua MILLIPORE®, Milli - Q Plus, condutividade 18,2uS.cm-1;

e Spectrafuge™ 16 M Microcentrifuga (Labnet®, USA);
e Q700 Sonicator (Qsonica, Newtown, CT, USA);

e Termdmetro (Incoterm®);

e Tubo Falcon®;

e Ultrassom (Unique®);

e Ultraturrax Digital T25 - Ika®;

e Vortex MVS-1(Biomixer);

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

4.3 . Métodos

4.3.1 Preparacéo dos lipossomas incorporados com insulina

Os lipossomas foram preparados a partir das técnicas de hidratacdo do filme lipidico ou
evaporacdo de fase reversa, sendo que esta Ultima tem o potencial de aumentar a encapsulacao da
insulina, um farmaco hidrofilico (BATISTA et al., 2007; ELOY et al., 2014). O componente

lipidico (100 mg) baseados no estudo de Hosny, incluiu fosfatidilcolina de soja, colesterol e
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indutores de carga na razdo 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 baldo de fundo redondo e dissolvidos em uma mistura de
cloroférmio/metanol (1:2v/v). Um filme lipidico fino foi formado na parte interna do baldo de
fundo redondo pela evaporacao do solvente organico utilizando o rotaevaporador a 40°C, sob vacuo,
por 30 minutos (Figura 9a). O filme lipidico formado foi hidratado a 40°C por 30 minutos em 10
mL de tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 4 mL de solu¢do de insulina (Novolin R ®),
equivalente a 1400 pg/mL (4Ul) de insulina. Paralelamente, para a obtencdo da suspensdo
lipossomal pela técnica de evaporacdo em fase reversa, o filme lipidico formado foi redissolvido em
10 mL de éter e emulsificado com 10 mL de tampdo fosfato (PBS,pH 7,4) contendo 4 mL de
solucéo de insulina (Novolin R ®), equivalente a 1400 pg/mL (4Ul) de insulina e a mistura foi
rotaevaporada 40'C, sob véacuo, por 2 h. Os lipossomas preparados pelas duas técnicas tiveram o
volume corrigido com tampdo fosfato (PBS, pH 7.4) para 15 mL e foram processados em

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

10.000 psi, e, logo em seguida, armazenados no refrigerador, na temperatura de 2-8°C (ZHENG-
HONG et al., 2004; HOSNY, 2010b).

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




Tabela 5 Raz&o molar dos componentes da formulagéo A, B, C e D.
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Componentes Formulagéo A Formulacéo B Formulacéo C Formulacéo D
Razdo | Quant. | Raz8o | Quant. | Razdo | Quant. | Razéo Quant.
Molar (mg) Molar (mg) Molar (mg) Molar (mg)
Fosfatidilcolina 5 76,57 5 76,57 5 74,91 5 74,55
de soja (PC)
Colesterol (CH) 3 23,43 3 23,43 3 22,93 3 22,82
Dicetil Fosfato 0,2 2,16
(BP)
Oleilamina - 0,2 2,63
(OAM)
Insulina 14mg

4.3.2 Funcionalizacéo dos lipossomas com CPPs

Os peptideos de transducdo de membrana (TAT e PNT) foram pesados e dissolvidos em
agua Milli-Q, com o objetivo de se obter as seguintes concentracBes para as solugdes maes: 1 mM
para TAT e 1 mM para PNT. Logo em seguida, estas solugcdes de CPPs foram adicionadas aos
lipossomas contendo solucdo de insulina (Novolin R ®) na concentracdo de 1400ug/mL,
preparados por técnicas previamente descritas e incubadas durante 30 min a temperatura ambiente
para interacdo eletrostética entre lipossoma e CPP, a fim de obter concentracdo final de 0,1mM
tanto para TAT como para PNT (KHAFAGY et al., 2009; PETRILLI et al., 2016).

4.3.3 Preparacao do hidrogel

Foram dissolvidos 200 mg de hidroxietilcelulose (HEC-Natrosol®) em 10 mL de agua
Milli-Q a 40°C, sob agitacdo magnética constante durante 30 minutos, com o objetivo de obter um
gel ndo idnico a 2% (m/v). Em seguida, a solugdo foi mantida durante 24 h no refrigerador na
temperatura de 2-8°C em tubo Falcon® de 15 mL, para assegurar a completa dissolucdo e
homogeneidade. Posteriormente, em 5 mL de hidrogel de HEC foram incorporados 15 mL de
dispersdo lipossomal contendo solucdo de insulina funcionalizadas com peptideos de transducéo
(MOURTAS et al., 2007; VELICKOVA et al., 2009; NEMEN et al., 2011).

4.3.4 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas desenvolvidos

4.3.4.1 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As amostras foram diluidas previamente em tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) de forma que a
concentracgdo final de lipidios obtida foi de 0,5 mg/mL. Em seguida, foram colocadas na grade de
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cobre de 200 mesh e deixadas em repouso até adsorcao e, entdo, o excesso foi removido com papel
de filtro. Subsequentemente, uma gota de uma solucdo a 1% (p/v) de acetato de uranila foi
adicionado para contrastacdo negativa. Depois de 2 minutos, o excesso foi removido e a amostra foi
seca a temperatura ambiente. As analises foram realizadas em microscopio eletrénico de

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

4.3.4.2 Diametro hidrodinamico médio, Ipd e potencial zeta

Aliquotas de suspensao lipossomal (100 pL) foram diluidas em 10 mL com &gua Milli-Q,
homogeneizadas, e submetidas logo em seguida as medidas de didmetro hidrodindmico meédio
(DHM) indice de polidispersdo (Ipd), utilizando a técnica de espalhamento de luz dindmica no
equipamento Zetasizer Nano NS. Foram efetuadas, em média, 12 leituras a temperatura de 25°C
utilizando o comprimento de onda de 633 nm. Posteriormente, as analises 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 avaliacdo da integridade da estrutura secundaria da insulina apos a
encapsulacdao foram adquiridos a 25°C usando um espectropolarimetro na regido ultravioleta (190-
280 nm) em uma célula de caminho 6tico de 0,01 cm usando um tamanho de passo de 1 nm. O
involucro da lampada foi purgado com nitrogénio e uma solucdo de insulina (1400 pg/mL)
preparada em tampdo fosfato (PBS, pH=7,4) utilizada como controle. Todas as amostras foram
diluidas 10 vezes e realizadas leituras em triplicata. Os espectros de DC da referéncia em branco
apropriada foram registrados e subtraidos dos espectros de insulina, para eliminar as contribuices
da fase aquosa. A elipsidade molar por residual média foi calculada a partir do sinal de DC bruto,
utilizando um peso médio de residuos de 116 Da e uma concentracdo de insulina calculada a partir
da absorbéancia corrigida da solucdo de insulina (PARK et al., 2011; ANDREANI et. al, 2015).

4.3.4.4 Microcalorimetria exploratoria diferencial (nano DSC)

Para confirmar os eventos térmicos produzidos em funcdo das variagcdes de temperatura foi
realizada analise em Nano DSC. As medidas microcalorimétricas foram conduzidas em
equipamento Nano-DSC (TA Instruments) a uma taxa de aquecimento de 1°C/ min, com uma faixa
de varredura de 25 - 100°C. As amostras foram desgaseificadas sob vacuo antes de serem
carregadas nas células capilares e as curvas de DSC obtidas foram avaliadas utilizando-se Software

NanoAnalyze, os quais permitiram a aquisicdo de parametros termodindmicos 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 formulagdes

Analise de diametro hidrodinamico médio, Ipd e potencial zeta foram realizadas nos tempos
24 h, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 dias ap0s o preparo das formulacbes. As formulacbes foram

armazenadas em refrigerador em temperatura de 2-8°C, durante todo o periodo de analise.

4.3.5 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para quantificacdo da insulina
utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.3.5.1 Parametros para validacdo de metodologia analitica

A validacdo da metodologia analitica foi adaptada da metodologia de Sarmento et al.,2006.
Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermedidaria), exatiddo, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez, conforme descritos
pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2017). O equipamento empregado foi um CLAE
Agilent, modelo 1200.

O método analitico validado foi utilizado para a quantificacdo de insulina em amostras
provenientes dos ensaios de eficiéncia de encapsulacéo, liberacdo in vitro e permeagdo em mucosa

nasal suina. Os parametros utilizados estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Pardmetros utilizados na validagdo da metodologia analitica
Fase mdvel Acetonitrila: Solugdo aquosa de TFA 0.1% (60:40,v/v)

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

5 um de tamanho de particula

Deteccéo 214 nm
Fluxo 1,0mL/min
Volume de injecdo 20 uL
Temperatura do forno 25°C
Tempo de corrida 6 minutos

4.3.5.2 Adequabilidade do sistema cromatografico

Para assegurar o desempenho do sistema cromatografico antes e durante a realizagdo das

andlises, foram efetuadas seis inje¢des de solucdo padréo de insulina na concentracdo de 50 pg/mL>
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conforme Food and Drug Administration é recomendado que os valores calculados para 0 nimero

de pratos teoricos 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 construcdo de trés curvas analiticas, determinada pela analise
de sete niveis de concentracdo em trés dias diferentes. A partir da solucdo estoque de insulina (700
pg/mL) foram preparadas solucdes padrdes nas concentracdes de 0,5, 1, 5, 20, 40, 50 e 100pg/mL™,
utilizando-se a tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) como diluente. Para cada concentragéo descrita, foram
realizadas trés injecoes previamente filtradas em membrana filtrante de 0,45 um. A partir da média
dos valores das areas encontradas e das concentragdes testadas para as trés curvas a equacgéo da reta
foi determinada através do estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e
calculada por meio de anélise de variancia ANOVA a nivel de o = 0,05 (95% do intervalo de

confianca).

4.3.5.4 Seletividade

Com o objetivo de garantir que os componentes da formulacdo ndo interferem nas analises
quantitativas da insulina, componentes da fase movel, amostras das formula¢fes sem a insulina,
solugdo receptora compostas por tampdo fosfato (PBS, pH=7,4) que foram utilizadas
posteriormente respectivamente nos ensaios de liberacdo in vitro e permeacdo em mucosa nasal
suina. As aliquotas foram filtradas em membrana filtrante de 0,45 um e injetadas no CLAE nas
condi¢cBes cromatograficas descritas no item 3.3.5.1, com o objetivo de verificar alguma
interferéncia do pico do placebo no pico do padrdo de insulina.

Para avaliacdo da interferéncia da mucosa nasal, picotou-se a mucosa nasal suina com o
auxilio de uma tesoura e os fragmentos foram colocados em tubo para centrifuga, onde se adicionou
5 mL da solugdo extratora, sendo logo em seguida agitada em vortex por um minuto, levada ao
homogeneizador Turrax® por um minuto e em seguida para banho ultrassénico por 30 minutos. Ao
final, filtrou-se em membrana de 0,45um injetou-se em CLAE para avaliagdo da interferéncia na

regido caracteristica do pico de insulina.
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4.3.5.5 Precisao

4.35.5.1 Repetibilidade

A precisdo intracorrida ou repetibilidade foi avaliada usando seis réplicas a 100% da
concentragdo de 50 pg/mL individualmente preparadas no mesmo dia e sob as mesmas condicdes

experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista.
4.3.5.5.2 Precisdo Intermediaria
A precisdo intercorrida ou intermediaria foi realizada nas mesmas condi¢fes, com analistas

diferentes em dias diferentes e consecutivos. A proximidade entre os resultados obtidos foi

verificada, calculando-se o desvio padrao relativo (DPR), conforme a Equacéo 1.

DPR=(DP/CMD)x 100 (Equacio 1)

Em que:
DP = desvio padréo

CMD = concentracdo média determinada

4.3.5.6 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pela adicdo de padrdo ao placebo das formulagbes
escolhidas, nas concentracdes de 5, 20 e 50 pg/mL. As amostras foram preparadas em triplicata. O
grau de concordancia entre os resultados obtidos em relacdo aos valores teoricos foi avaliado por
meio do célculo de recuperacdo, conforme Equacéo 2:

Recuperacdo = Concentracdo média experimental x 100
Concentragéo tedrica (Equagéo 2)

Foi realizada também a recuperacdo na mucosa nasal suina, onde a mucosa nao submetida
ao teste de permeacdo em mucosa nasal suina foi contaminada com quantidades conhecidas de
padrdo de insulina em trés concentracgdes distintas (5, 20 e 50 pg/mL), apds agitacdo em vortex por
um minuto as amostras foram submetidas ao banho de ultrassom por 30 minutos. A solugdo obtida

foi filtrada em membrana 0,45 um e injetada em CLAE para quantificacao de insulina.
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4.3.5.7 Limite de deteccao

O limite de deteccdo foi calculado com base na obtencdo de trés curvas analiticas do
farmaco e a partir da formula descrita na literatura (ANVISA, 2017), fundamentada no desvio
padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. A formula usada para o célculo esta
representada na Equacao 3.

LD=3.3c

IC (Equacéo 3)

Em que:
o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

4.3.5.8 Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo foi calculado com base na obtencdo de trés curvas analiticas do
farmaco e a partir da formula descrita na literatura (ANVISA, 2017), fundamentada no desvio
padrdo do intercepto e na inclinacdo da curva analitica. A formula usada para o célculo esta

representada na Equacdo 4.

(Equacéo 4)

Em que:
o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

4.3.5.9 Robustez

A robustez é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método analitico
que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacfes das condi¢des analiticas
(ANVISA, 2017). Realizou-se a quantificacdo do padréo de insulina com variag0es nas seguintes
condi¢bes cromatogréficas: comprimento de onda, composicao da fase mével, fluxo da fase mével e

temperatura do forno.
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4.3.6 Avalicao da eficiéncia da encapsulacéo da insulina

4.3.6.1 Eficiéncia de encapsulacdo medida por BCA

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) da insulina foi determinada pelo método indireto,
quantificando a insulina livre, ndo encapsulada, e descontando do total de insulina, para calcular a
eficiéncia de encapsulacdo. Brevemente, 1 mL de lipossoma contendo insulina foi centrifugado
usando filtro de ultrafiltragdo Amicon® -100 kDa (13.000 rpm, 12 min) para separar insulina nio
encapsulada. A insulina foi quantificada usando-se o kit de analise de proteina Pierce BCA. Para a
andlise, foi adicionado 100 pl do filtrado (insulina livre) em tubos em replicata. Em seguida, foi
adicionado 2 mL de solucdo de reagente de trabalho a cada tubo, agitado, coberto e incubado a 37°C
durante 30 min. Posteriormente, a absorbancia de todas as amostras foi medida a 562 nm em
espectrofotdmetro Agilent Cary 60 UV-Vis. Para a quantificacdo, foi preparada um curva de

calibracdo com insulina (PARK et al., 2011).

4.3.6.2 Eficiéncia de encapsulacdo medida por CLAE

O protocolo de separacdo de insulina livre seguiu o previamente descrito no item 3.3.6.1.
Apo6s a centrifugacdo, 250ul do filtrado foram diluidos para 2 mL com tampao fosfato (PBS, pH
7,4). A analise por CLAE foi realizada imediatamente a partir do método analitico anteriormente
validado, descrito no item 3.3.5 (DEGIM et al., 2004; Xu et al., 2012).

A eficiéncia de encapsulagéo, avaliada tanto por BCA quanto por CLAE, foi calculada de

acordo com a Equacdo 5 para os dois métodos:

EE% = Quantidade Total de Insulina — Quantidade Livre de Insulina x 100
Quantidade Total de Insulina

(Equacéo 5)

4.3.7 Anélises reoldgicas

4.3.7.1 Ensaio reoldgico continuo

Para os ensaios reoldgicos das formulagdes contendo hidrogel de hidroxietilcelulose
(HLHLIHLItaT € HLIpNT) foram realizadas analises em triplicata a temperatura de 32+0,2°C e
37+0,2°C utilizando rebmetro HR-2 - TA Instruments de acordo com Figura 10 com o emprego de
geometria cone/placa (angulo 2°) com diametro de 40 mm e gap de 52 um. Aliguotas das
formulagbes foram cautelosamente colocadas sobre a placa inferior do equipamento a fim de evitar

ao maximo o cisalhamento das amostras. Em seguida, aguardou-se 3 minutos para ambientagédo da
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amostra com a temperatura do equipamento para o inicio da analise. O ensaio reologico continuo foi
realizado para determinar as propriedades de fluxo das formulagGes utilizando uma taxa de
cisalhamento de 0.1 a 100 s™ para a curva ascendente e de 100 a 0.1 s™* 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).

T

Figura 10. Redmetro, modelo RS-1 — Haake Rheostress.

Para analise gquantitativa das formula¢cdes quanto ao comportamento de fluxo, o indice de
consisténcia e o indice de fluxo foram determinados por meio da lei da poténcia, descrita na
Equacéo 6.

T = k.y" (Equacdo 6)
Na qual o T corresponde a tensdo de cisalhamento (Pa), ¥ é a taxa de cisalhamento (1/s); k é o
indice de consisténcia [(Pa. s)"], e o n indica o indice de fluxo (CALIXTO et al., 2015).

4.3.7.2 Ensaio reoldgico oscilatorio

Os ensaios reoldgicos oscilatérios das formulagdes contendo hidrogel de hidroxietilcelulose
(HILHLI,HLItaT € HLIpnT) fOoram realizados com a mesma geometria, didmetro e gap (cone/placa-
angulo 2° / diametro de 40 mm / gap de 52 um) do ensaio reoldgico continuo.

Inicialmente, foi realizado o teste de varredura de tensdo para determinacdo da regido
viscoelastica. Para essa anélise foi utilizada uma faixa de tenséo de cisalhamento de 0.01 a 10 Pa e
frequéncia de 1 Hz.

Apos a determinacdo da tensdo de 1 Pa da regido viscoelastica, realizou-se o teste de

varredura de frequéncia para determinagdo do modulo elastico (G’) e modulo viscoso (G"). Para
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esse teste foi utilizada a faixa de frequéncia de 0.01 a 10 Hz, a tenséo de 0.3 Pa, nas temperaturas de
32+0,2°C e 37£0,2°C (MOURTAS et al., 2008).

4.3.8 Avaliacao da forga mucoadesiva

A forca mucoadesiva das formulagbes contendo hidrogel de hidroxietilcelulose
(HILHLI,HLItaT € HLIpNT) fOi avaliada por meio da medida da forca méaxima e trabalho necessario
para destacar as formulagcdes 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 compressao direta de 250 mg de mucina em p6 umedecida com
50 pL de dispersdo de mucina 8% (p/p), utilizando uma peleteira com didmetro de 123 mm
(BRUSCHI et al., 2007) e mucosas nasais suinas.

No primeiro ensaio, discos foram aderidos horizontalmente em uma prova cilindrica com

mesmo diametro com fita adesiva dupla face 3M, conforme Figura 11.

Figura 11. Imagem dos discos de mucina aderidos horizontalmente em prova cilindrica em contato com formulag&o.

No segundo ensaio, primeiramente procede-se ao isolamento da mucosa suina (Figura 12) a
partir de animais provenientes de abatedouro, segundo a metodologia adaptada de Hagerstrém e
Edsman (2001). A mucosa foi removida com auxilio de uma pinca e tesoura cirargica e mantida em
banho de gelo imersa em FNS até o momento da analise. Os fragmentos de mucosa nasal suina
foram aderidos a prova analitica com auxilio de anéis de borracha. Antes do inicio do teste, as
membranas modelo (disco de mucina e mucosa nasal) ja aderidas a prova analitica foram imersas
em FNS por 30 s e 0 excesso retirado com papel absorvente macio. A composi¢éo do FNS utilizado
foi de 8 % (p/V) de mucina, 7,45 mg/mL de NaCl, 1,29 mg/mL KClI e 0,32 mg/mL de CaCl,.2H20,
pH ajustado para 6,0 (CALLENS et al., 2003; CARVALHO et al., 2013).
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Figura 12. Corte longitudinal de septo nasal suino.

Amostras das formulacdes contendo hidrogel de hidroxietilcelulose (HI,HLI,HLItaT € HLIpnT)
foram previamente acondicionadas em tampa plastica cilindrica e rasa, sendo colocadas abaixo da
prova analitica e mantidas imersas em banho maria a temperatura de 32+0,5 °C e a temperatura de
37+0,5 °C. Apos atingir as duas temperaturas descritas, o disco de mucina e a mucosa nasal foram
colocados em contato com a superficie das formulacGes e logo em seguida foi aplicada uma forca
para baixo de 0,1 N durante 30 s para assegurar um contato intimo entre o disco / mucosa com as
formulagBes. A prova analitica foi entdo elevada a uma velocidade de 1,0 mm / s e a forga
mucoadesiva foi determinada a partir do valor resultante da curva forca versus tempo e 0s

resultados foram obtidos através dos valores médios de cinco replicatas. (GUPTA et al., 2012).

4.3.9 Determinacao da seringabilidade

O ensaio de seringabilidade das formulagdes contendo hidrogel de hidroxietilcelulose
(HILHLI,HLITaT e HLIpNT) foi adaptado da metodologia descrita em Nunes, 2016, onde foi utilizado
0 analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems®). Um volume total de 1 mL das
formulagbes descritas acima foi colocado cuidadosamente com o objetivo de evitar a presenca de
bolhas em uma seringa plésticas de 1 mL (BD PlastipakTM). A seringa foi colocada verticalmente
sob a sonda, que foi rebaixada até o contato inicial com o émbolo, conforme Figura 13. O émbolo
da seringa foi movimentado em médulo de compressdo a uma velocidade constante de 2 mm.s™
percorrendo uma distancia de 30 mm. O trabalho necessario para a formulagdo percorrer 30 mm
pela seringa foi determinado pela area do grafico de forca versus distancia registrada para a
compressédo do émbolo. Todas as medidas foram realizadas a 25 °C 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 determinag&o da seringabilidade.

4.3.10 Ensaios de liberagéo in vitro

O perfil de liberacdo de insulina em solucdo e incorporadas nas formulacGes foi realizado no
equipamento Microette Plus HANSON 0700-1251, constituido por seis células de difusdo de Franz
de volume aproximado de 7 mL (Figura 14). Foi utilizada membrana sintética de acetato de celulose
(12-14kDA) previamente hidratada e solucdo receptora composta por tampédo fosfato (PBS,
pH=7,4) sob agitacdo de 300 rpm. As formulacdes foram previamente pipetadas (300uL) e
transferidas para o copo dosador colocado sobre a membrana disposta na célula de difusdo de Franz
com éarea de exposicdo de 1,77cm® Os experimentos foram conduzidos a 32°C para simular a
temperatura nasal (KECK et al., 2000; LINDEMANN et al., 2002) com agitacdo constante de 300
rpm da solucdo receptora composta por tampéo fosfato (PBS, pH=7,4). Aliquotas 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 solucéo receptora fresca. A insulina
liberada das amostras foi quantificada por CLAE a partir do método analitico anteriormente
validado (PARK et al., 2011; DEUTEL et al., 2016).

A Equacdo 7 (USP, 2010), demonstrada abaixo, foi utilizada para calcular a quantidade

liberada (Q real) em determinado tempo:
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Q=Ct.Vr+ZVc.Cc

(Equacéo 7)

No qual:

Q (ng/cm?) = quantidade permeada no tempo t;

Ct (ug/mL. cm?) = concentragdo obtida no referido tempo t;

Vr (mL) = volume da solucdo receptora (7 mL);

Cc (ug/mL. cm?)= concentracdo da amostragem coletada anteriormente;

V¢ (mL)= volume de amostra coletado;

.

3

Figura 14. Célula de difusdo utilizada para estudos de liberacdo in vitro e permea¢do em mucosa nasal suina.
Disponivel em: <http://www.hansonresearch.com>. Acesso em dezembro/18.

4.3.10.1 Analise dos mecanismos de liberacéo in vitro da insulina

Com os resultados obtidos foi construido o grafico do perfil cumulativo de liberacdo da
insulina versus tempo. Alguns modelos matematicos conhecidos na literatura farmacéutica foram
aplicados para discutir os mecanismos de liberacdo, 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 permeacdo em mucosa nasal suina

Os ensaios de permeagdo em mucosa nasal suina de insulina em solucédo e incorporadas nas
formulagdes foi realizado no equipamento Microette Plus HANSON 0700-1251, constituido por
seis células de difuséo de Franz de volume aproximado de 7 mL.

A membrana modelo utilizada foi uma mucosa nasal suina 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 incisdo ao longo do septo
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nasal. A mucosa foi removida com auxilio de uma pinca e tesoura cirargica curva, mantida em
solucdo de cloreto de sédio 0,9% (p/V) e armazenadas em refrigerador, na temperatura de 2-8°C
(OSTH et al., 2002).

No dia do experimento, as mucosas nasais foram descongeladas e mantidas refrigeradas em
gelo, mergulhadas em salina e colocadas nas camaras de difusdo com o lado apical voltado para a
camara doadora e o lado basolateral voltado para a cAmara receptora, resultando num fluxo de
permeacdo do lado apical para o basolateral. As formulagfes foram previamente pipetadas (300uL)
e transferidas para o copo dosador colocado sobre a mucosa nasal suina disposta na célula de
difusdo de Franz com &rea de exposicdo de 1,77cm? Os experimentos foram conduzidos a 32°C
com agitacdo constante de 300 rpm da solugdo receptora composta por tampédo fosfato (PBS,
pH=7,4). Aliquotas 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 solucdo receptora fresca. A insulina permeada através da mucosa nasal suina foi quantificada
por CLAE a partir do método analitico anteriormente validado (JOSE et a.l, 2015).

Pardmetros relacionados a permeacdo foram calculados, como o fluxo no estado de
equilibrio (J, ng/cm.min) o qual foi calculado a partir da porcéo linear da quatidade permeada por
area versus tempo e o coeficiente de permeabilidade aparente (Kp, cm/min), derivados da lei de
Fick, de acordo com a Equacgdo 8 (SAMSON et al., 2012; PUND et al., 2013).

Kp=J (Equacdo 8)

C

No qual:

Kp = coeficiente de permeabilidade aparente (Kp, cm/min);

J = fluxo no estado de equilibrio (J, pg/cm.min);

C = concentragdo do farmaco no veiculo (compartimento doador) em contato com a

membrana;

4.3.12 Ensaios biologicos in vivo

Para todos os ensaios utilizando animais, as solicitacdes foram encaminhadas para o0 Comité
de Etica no Uso de Animais da FCFAR/UNESP e aprovadas conforme Parecer n°® 04/2018
(ANEXO 1).
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Os ensaios biologicos in vivo foram realizados em colaboracdo com o Profa. Dra. Amanda
Martins Baviera, do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP.

4.3.12.1 Ensaios de andlise temporal da presenca de insulina na circulagdo sisttmica em
ratos ndo diabéticos

4.3.12.1.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar nao diabéticos (Krauland et al, 2004), para
avaliacdo dos niveis de insulina na circulagdo sisttmica apos a administracdo nasal de insulina nos
sistemas de liberacdo, com peso entre 140-160 g provenientes do Biotério Central de Botucatu,
UNESP, mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Andlises Clinicas, FCFAr/UNESP.
Foram mantidos cinco animais em caixas de polipropileno em condigdes controladas de temperatura
(23°C + 1°C), umidade (55 * 5%) e luz (ciclo de 12 h claro / escuro), com livre acesso a agua e

racdo, 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 aplicagéo das
formulagbes, 50 L de sangue foram coletados da veia caudal para verificacdo da glicemia no tempo
0 (antes da administracdo nasal e subcutanea das preparagdes). Os niveis de glicose no sangue foram
determinados utilizando o kit comercial denominado Accu-Chek® Performa. Na sequéncia, 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. Apos a determinacdo do nivel de glicose sanguinea e coleta de
amostra para guantificacdo de insulina no tempo 0 (antes da administracdo nasal e subcutanea das
preparacdes), 0s animais foram anestesiados com quetamina/xilazina, nas doses de 90 mg/kg / 10
mg/kg respectivamente, via intraperitoneal. os niveis de insulina foram determinados com kit de
ELISA EZRMI-13K-insulina Rato/Camundongo.

Apbs anestesia, 0s 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
administracdo intranasal referente a 2U insulina /formulagdo/animal foi realizada utilizando uma
micropipeta para instilar um volume total de no maximo 100uL divididos em aplicacdes de 25uL
introduzidas alternadamente em cada narina. A instilacdo alternada foi realizada para evitar um
extravasamento ou o escoamento da formulacdo para a via gastrointestinal (KHAFAGY et al.,
2009; CARVALHO et al., 2013).
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Os animais foram tratados de acordo com o0s seguintes grupos, utilizando 5 animais por grupo,
para avaliacdo e comparacao das alteracdes dos niveis séricos de insulina, no intervalo de tempo de
0 a 360 minutos apos as administragcdes dos sistemas de liberacéo:

I.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT, contendo
solucgéo de insulina (HLItaT);
Il.  Administragdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo
solucdo de insulina (HLIpNT);
1. Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solucdo de
insulina (HLI);
IV.  Administragdo intranasal de hidrogel, contendo solugéo de insulina (HI);
V.  Administracdo subcutanea 0,25U de insulina (INSgyp);
VI.  Administracdo intranasal de solucéo salina (SSnasa);

VII.  Administracdo intranasal de insulina em solugéo salina (ISnasal);

Os animais foram mantidos em caixas aquecidas para que ocorra vasodilatacdo periférica e,
apos um minuto, foi cortado aproximadamente 3 mm da extremidade da cauda, por onde foi
coletado o sangue do animal (50 uL). Amostras de sangue foram colhidas nos tempos 0 (antes dos
tratamentos), 60, 120, 180, 240 e 360 minutos para verificar os niveis 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 eutandsia por aprofundamento da anestesia, com a
combinacdo de quetamina 90 mg/kg / xilazina 10 mg/kg administrada por via intraperitoneal,
conforme o Guia Brasileiro de Boas Praticas em Eutandsia em Animais - Conceitos e
Procedimentos Recomendados, Conselho Federal de Medicina Veterinaria de 2012 e Resolugédo
Normativa 13/2013.

4.3.12.2 Ensaios das respostas anti-hiperglicémicas 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
Analises Clinicas, FCFAr/UNESP. Foram mantidos cinco animais em caixas de polipropileno em
condicdes controladas de temperatura (23°C + 1°C), umidade (55 = 5%) e luz (ciclo de 12 h claro /

escuro), com livre acesso a agua e racao, durante os quinze dias de experimento.
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4.3.12.2.2 Inducéo do diabetes mellitus experimental

O diabetes experimental foi induzido por uma Unica injecdo intravenosa de 40 mg/kg de
estreptozotocina (STZ) de peso corporal, dissolvida em tampé&o 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).
Trés dias apés a administracdo de STZ, os animais foram distribuidos nos diferentes grupos
distribuidos de acordo com valores médios de glicemia e de peso corporal e os ratos com valores de
glicemia pods-prandial igual ou superior a 350 mg/dL foram utilizados nos ensaios. Os niveis 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 apds o pareamento (dez dias p6s-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
puncdo na cauda (50 pL) para verificacdo da glicemia no tempo 0 (antes da administracdo nasal e
subcutanea das preparacdes). Em seguida, os animais foram tratados de acordo com 0s seguintes

grupos, utilizando 6 animais por grupo:

I.  Administracdo intranasal de hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo
solucdo de insulina (HLItaT);
[l.  Administragdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo
solucéo de insulina (HLIpNT);
1. Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solucdo de
insulina (HLI);
IV.  Administragdo intranasal de hidrogel, contendo solugéo de insulina (HI);
V.  Administracdo intranasal de insulina em solugéo salina (INSyasa);
VI.  Administracdo intranasal de solucédo salina (SSnasa);
VII.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT (HLta7);
VIII.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT (HLpnr);
IX.  Administracdo subcutanea de 2 U insulina Novolin R® (INSgup);

X.  Administracéo intranasal de hidrogel + lipossoma branco (HLB);

Ap0s anestesia, 0s animais foram tratados de acordo com 0s 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 a 2U insulina /formulacdo/animal (em solucdo salina
ou nas formulagbes desenvolvidas) foi de 100pL divididos em aplicagcdes de 25uL introduzidas
alternadamente em cada narina, utilizando uma micropipeta para instilar. Esta instilacdo alternada
foi realizada para evitar um extravasamento ou o0 escoamento da formulacdo para a via
gastrointestinal (MAINARDES et al., 2010; CARVALHO et al., 2013).

Os niveis de glicose no sangue foram verificados nos tempos 0 (antes dos tratamentos), 30, 60,
90, 120, 180, 240, 300, 360 minutos, via puncdo caudal (50 pL), com o auxilio de utilizacédo de fitas

reativas e glicosimetro (FreeStyle® Optium Neo) e os resultados foram expressos em mg/dL .

4.3.12.2.4 Alteragdes na ativacdo da sinalizacdo da insulina na musculatura esquelética de
ratos diabéticos

No tempo de 360 minutos apos cada administracao realizada, os animais foram eutanasiados por
dioxido de carbono (CO,) via inalatéria e mdsculos tibialis anterior de ratos diabéticos foram
imediatamente retirados e mantidos a -80°C antes das analises.

Alteracbes na ativacdo da sinalizagdo da insulina em musculos tibialis anterior foram
investigadas via estudo da ativacdo do intermediario AKT, analisando os niveis de fosforilagdo
estimulatoria em residuo de serina-473 (Western blot).

Os musculos foram homogeneizados em tampéao Tris-HCI (50 mM; pH 7,4) contendo 150 mM
de NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sédio, 1% de SDS, inibidores
de proteases (5 pg/mL de aprotinina, 1 pg/mL de leupeptina, 1 mM de PMSF) e inibidores de
fosfatases (10 mM de pirofosfato de s6dio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10 mM de ortovanadato
de sodio). O homogenato foi centrifugado a 14000 g e 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para
determinacdo da concentracdo de proteinas (BRADFORD, 1976). Volumes iguais de sobrenadante
e tampdo da amostra (20% de glicerol, 125 mM de Tris-HCI, 4% SDS, 100 mM de ditiotreitol,
0,02% de azul de bromofenol, pH 6,8) contendo 100 pg de proteinas foram submetidos a
eletroforese SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Em seguida as proteinas foram transferidas do gel de
eletroforese para membranas de nitrocelulose (TOWBIN, 1979).

As membranas foram incubadas a 4°C overnight com anticorpos primarios especificos: anti-
AKT ou anti-fosfo-[Ser-473]-AKT. Anti-alfa-tubulina foi usado como controle interno. Em seguida
as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a HRP, seguidas de incubacgéo
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 Andlise estatistica
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Os resultados obtidos foram expressos como media * erro padrdo da média (EPM). Anélise de
variancia (One-way ANOVA), seguido do teste Student-Newman-Keuls foi utilizado para comparar
as diferencas entre os grupos e analise de area sob a curva (AUC). As diferencas foram consideradas
significativas quando p<0.05. As anélises foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism®
5.01 (GraphPad Software, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparacao dos lipossomas incorporados com insulina

Para o desenvolvimento das formulacGes e antes do inicio das analises de caracterizagéo,
foram realizados ensaios preliminares como a finalidade de se definir: (a) razbes molares dos
componentes lipidicos; (b) inclusdo ou ndo de indutores de carga positivo (oleilamina) ou negativo
(dicetil fosfato); (c) método de preparo com melhor capacidade de encapsulacdo da insulina; (d)
concentracdo de trabalho dos peptideos de transducdo (TAT e PNT); (e) obtencdo do hidrogel e
posterior incorporagao dos lipossomas contendo insulina para administracdo nasal.

A fosfatidilcolina (PC) é um dos fosfolipidios utilizados como constituinte principal das
bicamadas de lipossomas, por ser o principal componente estrutural da membrana celular. Do ponto
de vista bioldgico, os lipossomas contendo fosfolipidios apresentam vantagens devido a sua
biocompatibilidade, particularmente para fins farmacéuticos. A PC aumenta a estabilidade da
membrana lipidica e a inclusdo 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 € um lipidio aniénico que foi utilizado como indutor de carga negativo
(PARDAKHTY et al., 2007; CHANNARONG et al., 2011). A OAM é um lipidio catidnico que foi
utilizado como indutor de carga positivo (KAOURMA et al., 2005; PETRILLI et al., 2016).

A insulina é uma molécula anfdtera, sendo que o seu ponto isoelétrico (pl) esta
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 interacdes eletrostaticas entre a insulina e estes indutores e
verificar se haveria a reducdo da agregacdo e fusdo das vesiculas, além de observar a influéncia da
eficiéncia de encapsulacdo da insulina nos lipossomas aniénicos e catidnicos (BATISTA et al.,
2007; FREZARD et al., 2005).

5.2. Caracterizacdo fisico-quimica e estudos de estabilidade dos sistemas
desenvolvidos baseados nas medidas de diametro hidrodinamico meédio, Ipd e
potencial zeta

As Figuras de 15 e 16 se referem aos valores obtidos para as medidas de diametro
hidrodinamico medio (DHM), indice de polidispersdo (Idp) e potencial zeta (PZ) e as analises de
estabilidade realizadas nos tempos 24 h, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 dias ap6s o preparo das

formulagdes.
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1. Com e sem a adicdo de insulina;

2. Com e sem a adi¢éo de indutores de carga negativo (DP) e positivo (OAM);

3. Utilizando as técnicas de preparo de hidratacdo do filme lipidico (HFL) ou evaporacéo de
fase reversa (REV);

Lipossoma sem Indutor vazio o6 Lipossoma sem Indutor com Insulina 06
195 4 g X
__ 180
E 1654 . Dismetro L os _
S50 (A) . Zeta " s E ros
£ 1354 —o— Ipd 2 s g
B 120 L 3 3 %
E 04 3 H Loa 8
2 105+ h-4 ° s
© [ £ b}
g 9017 ko 9 [4
S 75 Los & £ 2
g 3 2 ] to3 @
60 - = s
g S
45 4 by s 2
©
304 0z 2 £ toz ©
15 4 2 < 3
g o £ & k:
& 01 ]
5 159 g Lo1
o -804 g
s 45 00 &
2 : ) . : ) } } : ) y i ' - - - - - - - - - - - 0,0
5] 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 ’
3 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110
o Dias .
Dias
Lipossoma Indutor Negativo com Insulina o Lipossoma Indutor Positivo com Insulina
’ 50 4 1400 4 r12
— BN Diémetro
g 45 —_— — Zeta
£ I Dizmetro L 1200 4 —e—— Ipd
2 — 05 0 (D)
2 —8— Ipd :: ».9:
g e | _ 1000 =
3 o4t | sFE 2
& 3 E £ 3
a 2 =372 800 4
2 3 3 g
ros 2 N o254 E @
H S £ 0 2
s | sx{: :
L 3 s & o
s 02 ¢ = .18 °
E 5 400 8
s = 5
. Fo1 10 =
= g 200 1
g 51
]
g - - - - - - - - - . . + 00 o- 04 \
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Dias Dias

Figura 15. Didmetro hidrodindmico médio, Ipd e PZ. (A) Formulagdo A, obtida pelo método HFL; (B) Formulacéo B,
obtida pelo método HFL,; (C) Formulacdo C, obtida pelo método HFL; (D) Formulacdo D, obtida pelo método HFL.
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Figura 16. Diametro hidrodindmico médio, Ipd e potencial zeta. (E) Formulacdo B, obtida pelo método REV; (F) Formulagéo
C, obtida pelo método REV; (G) Formulagéo D, obtida pelo método REV.

Geralmente, os lipossomas sdo definidos como vesiculas esféricas com tamanhos de
particulas variando de 30 nm a varios micrometros. Ademais, os lipossomas podem ter membranas
de uma ou duas camadas, sendo respectivamente chamados de unilamelares ou multilamelares
(AKBARZADEH et al., 2013). Um parametro a ser estudado € o diametro hidrodindmico médio
(DHM), pois o tamanho desejavel varia de 50 a 200 nm especialmente quando os lipossomas sdo
destinados ao uso terapéutico (WOODLE; 1995; MONTEIRO et al., 2014; PATIL; JADHAV,
2014).

Outro pardmetro importante que determina a distribuicdo de tamanhos das particulas é o
indice de polidispersao (Ipd) que descreve a intensidade da luz espalhada por varias fracdes das
particulas diferindo em seus tamanhos. Enquanto valores de Idp <0,1 sdo considerados altamente
monodispersos, os valores entre 0,1-0,4 e valores > 0,4 sdo considerados moderadamente e
altamente polidispersos, respectivamente (BHATTACHARJEE et al., 2016).

O potencia zeta é a propriedade fisica de particulas coloidais em suspensdo e caracteriza
interacOes resultantes de cargas elétricas (ZETA-METER, 1997). Em geral, para se atingir
estabilidade elétrica as particulas podem ser consideradas estaveis quando o valor absoluto do

potencial zeta é proximo de 30 mV, em mddulo, pois ocorre a repulsdo entre as particulas o que
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evita a agregacdo entre as vesiculas, enquanto que potenciais entre 5 mV e 15 mV resultam em
floculacéo limitada e potenciais entre 0 mV e 5 mV produzem uma floculagdo méxima (GUO et al.,
2010; NEVES et al., 2013).

Analisando os graficos obtidos (Figuras 15 e 16) em relacdo as medidas DHM, Ipd e PZ
realizadas no periodo de 90 dias de armazenamento, foi possivel observar que a formulacdo A
preparada sem a inclusdo de indutor de carga e insulina, apresentou valor de DHM de 116,78+2,33
nm. Em relagéo ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, indicando baixa polidisperséo.
Em relacdo as medidas de PZ, os valores médios foram de -17,8+4,10 mV, proveniente da carga dos
lipidios que compdem a bicamada lipidica.

As formulagOes B preparadas sem a incluséo do indutor de carga + insulina, obtiveram o0s
valores de DHM 156,93+3,59 nm para 0 método de HFL e 109,32+5,25 nm para 0 método de REV.
Em relacdo ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, indicando que a distribuicdo de
tamanho de particula foi homogénea. Em relacdo as medidas de PZ, os valores médios (-30,54+4,31
mV, para 0 método de HFL e -18,54+8,46 mV para 0 método de REV) proveniente da carga dos
lipidios que compdem a bicamada lipidica.

As formulacgdes C preparadas com a inclusdo 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 relacdo aos valores de Idp todos se encontram abaixo de 0,5, sugerindo um
possivel aumento na heterogeneidade entre os tamanhos das particulas. Em relacdo as medidas de
PZ, os valores médios -43,60+2,80 mV, para 0 método de HFL e -42,04+2,96 mV para 0 método de
REV, proveniente da adsorcdo do DP a superficie do lipossoma.

As formulagfes D preparadas com a inclusdo do indutor de carga positivo (OAM) +
insulina, obtiveram os maiores de DHM (757,16+38,83 nm para 0 método de HFL e 1064,55+39,88
nm para o0 método de REV), demonstrando agregacao entre as vesiculas o que poderia ser explicado
pela atracdo eletrostatica da insulina carregada negativamente no pH 7,4, devido ao seu ponto
isoelétrico (pl) estar compreendido entre 5,3 e 5,4 e a OAM carregada positivamente. Em relacao
aos valores de Ipd, todos se encontram acima de 0,7, em decorréncia de um elevado grau de
heterogeneidade entre os tamanhos das particulas. Em relacdo as medidas de PZ, +31,05+4,56 mV,
para 0 método de HFL e -31,16+3,55 mV para o método de REV, proveniente da adsor¢do da OAM
a superficie do lipossoma.

Portanto, os valores de DHM das formulacdes A, B e C preparados tanto pelo método de
HFL quanto por REV durante o periodo de armazenamento de 90 dias, demonstraram-se estaveis
visando a futura administracdo nasal, pois a manutencdo do didmetro das particulas (em torno de
150 nm) torna-se uma forte evidéncia que a estabilidade da formulacdo foi mantida (SANTOS-
MAGALHAES et al., 2000). Além disso, Laverman e colaboradores relataram a comparacéo do
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tamanho dos lipossomas de composicdo lipidica idéntica sobre seu tempo de residéncia na
circulagdo. Neste estudo, variou-se o diametro dos lipossomas de 200 a 400 nm e observou-se uma
diferenca significativa, visto que os lipossomas grandes foram removidos da corrente sanguinea
mais rapidamente pelo sistema reticuloendotelial, com tempo de meia-vida (t¥2) = 0,2 h, comparado
com os lipossomas menores que apresentaram t%= 1,5 h. Portanto, ajustando seu tamanho para
didmetro médio relativamente pequeno (=100 nm), o tempo de residéncia dos lipossomas na
circulacdo pode ser aumentado (LAVERMAN et al., 1999).

5.3. Desenvolvimento e validagcdo da metodologia analitica para quantificacdo da
insulina utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O método analitico utilizado para a quantificacdo da insulina foi desenvolvido e validado em
cromatografo liquida de alta eficiéncia (CLAE), marca Agilent, modelo 1200, segundo metodologia
adaptada de Sarmento et al. 2006 e os parametros utilizados estdo demonstrados na Tabela 7. A
validacdo da metodologia analitica foi realizada usando os pardmetros de seletividade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e robustez, conforme descritos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2017).

Tabela 7. Pardmetros utilizados na validacdo da metodologia analitica.

Fase movel FM: Acetonitrila : Solucdo aquosa de &cido trifluoroacético
(TFA) 0,1% (60:40, v/v)

Coluna C18-Luna® Phenomenex, dimensdes 4,6mm x 250mm, 5 um
de tamanho de particula

Deteccdo 214 nm

Vazéo 1,0 mL/min

Volume de injecdo 20 uL

Temperatura 25°C+1°C

Tempo de retencdo da insulina  * 4,5 minutos

Tempo de corrida 5 minutos

5.3.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

A adequabilidade do sistema cromatografico foi avaliada pela andlise quantitativa, através
do calculo dos coeficientes de variacdo da assimetria do pico da insulina, fator de cauda, nimero de
pratos tedricos da coluna, tempo de retencdo e area do pico principal de seis replicatas de insulina,

na concentragdo de 50 pg/mL™. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Parametros avaliados na analise de adequabilidade do sistema cromatografico desenvolvido para analise da
insulina.

Injecdes Tempo de Area Assimetria Fator de n° de pratos
retencdo (2,0)* cauda tedricos (N)
(2,0)* (>2000)*
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
Media 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 referéncia (FDA, 1994)

Os dados obtidos na verificacdo da adequabilidade do sistema cromatografico (Tabela 8)
demonstraram que o método de andlise e 0 equipamento sdo 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 numero de pratos tedricos > 2000. Em geral também ¢
adotado como critério valor de DPR% < 2% para todos os parametros testados, conforme descritos
pelos guias FDA (1994).

O cromatograma tipico obtido pelo método proposto representado na Figura 17 demonstra a
resolucdo e a simetria do pico correspondente a insulina, sendo o seu tempo de retencdo em torno de
4,5 minutos.

mAU ]
350

2
: ;

250 ]

=2.190

200

e

503 e\ |
4 \ |
1] \.
100

T T T T T
1 2 3 4 5

Figura 17. Cromatograma tipico de insulina (50 pg/mL-1) obtido pelo método cromatogréfico proposto. Fase mdvel:
Acetonitrila; Solucdo aquosa de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% (60:40, v/v); Coluna C18-Luna® Phenomenex,
dimensdes 4,6mm x 250mm, 5 um; Vazdo de 1,0 mL/min; A: 214 nm; Injecdo: 20uL; 25°C.

5.3.2 Seletividade

Neste ensaio injetaram-se separadamente as amostras de acetonitrila, solugdo aquosa de
acido trifluoroacético (TFA) 0,1%, tampao fosfato (PBS, pH 7,4) e uma amostra de lipossoma sem

a incorporacgéo 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 ndo interferiram na analise, uma vez que

n&o se observou interferéncia no pico de insulina, com tempo de retengdo em aproximadamente 4,5

minutos, conforme demonstrado no ensaio de adequabilidade do sistema cromatogréfico.
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Figura 18. Cromatograma da Acetonitrila (A); H20 ¢/ 0,1% TFA (60:40, v/v) (B); tampao fosfato (PBS,pH 7,4) (C);
lipossoma branco (D), obtido pelo método cromatogréafico proposto. Fase movel: Acetonitrila: Solugdo aquosa de acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (60:40, v/v); Coluna C18-Luna® Phenomenex, dimensdes 4,6mm x 250mm, 5 pm; Vazao
de 1,0 mL/min; A: 214 nm; Injegdo: 20uL; 25°C.
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Figura 19. Cromatograma da mucosa nasal suina, obtido pelo método cromatografico proposto. Fase movel:
Acetonitrila; Solugdo aquosa de &cido trifluoroacético (TFA) 0,1% (60:40, v/v); Coluna C18-Luna® Phenomenex,

dimensdes 4,6mm x 250mm, 5 um; Vazao de 1,0 mL/min; A: 214 nm; Inje¢do: 20uL; 25°C.
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A Figura 19 representa a injecdo de amostra de mucosa suina nasal ndo submetida ao teste
de permeacéo e pelo cromotograma ndo se observa qualquer interferéncia no pico caracteristico da

insulina.

5.3.3 Linearidade

Para a construcdo da curva analitica foi preparado uma solucdo estoque de insulina na
concentracdo de 700 ug/mL™. A partir desta solucéo, prepararam-se as seguintes concentragoes:
0,5, 1, 5, 20, 40, 50 e 100 pg/mL™. Para cada concentracdo foram realizadas trés injecdes e os
resultados médios das &reas dos picos cromatograficos obtidos foram utilizados para o estudo da
regressao linear a partir do método dos minimos quadrados (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

A curva analitica da insulina baseado trés curvas de calibracdo, demonstrou ser linear ao
longo do intervalo proposto (0,5-100 pug.mL?) resultando na regressdo linear y= 55,01775x +
36,56067, com R*= 0,99925, como particularmente recomendado (EPSHTEIN, 2004) e conforme
mostrado na Figura 20.

6000,00 .
Insulina

5000,00 +

4000,00 -

3000,00 -

Area (AU)

2000,00 +
y =55,01775%x+36,56067

R =0,99925
1000,00 -

0,00

0 20 40 60 80 100 120
Concentragdo (pg/mL)

Figura 20. Curva de calibragdo de insulina obtida por CLAE.

A anélise de variancia ANOVA comprovou que a regressdo linear é significativa
(Fcalculado > Ftabelado) e que ndo existe diferencga significativa entre as trés curvas analiticas
(Fcalculado < Ftabelado) a partir dos dados obtidos no intervalo de 95% de confianca (Tabela 9)
(PINTO etal, 2017).

A andlise estatistica comprovou que ndo existe desvio significativo das linearidades das
concentragdes utilizadas e que existe regressédo linear nos dados obtidos para o limite de confianca

de 5%, demonstrando que método empregado é linear na faixa de 0,5 a 100 pg/ mL™.




75

Tabela 9. Analise de variancia dos valores das areas determinadas para a obtencdo da curva analitica de insulina por
CLAE.

Graus de F F
Fontes de variacdo Liberdade Soma de Quadrados Quadrado médio calculado tabelado
Entre
concentragoes 5 71158775 11859796 717,42 2,85
Regressdo Linear
1 70927340 70927340 4290,54 4,60
Desvio da
Linearidade 5 231435 46287 2,80 2,96
Dentro (residuo) 14 231435 16531
Total 20 71160997

*Significativo para p<0,05%

5.3.4 Precisao

A precisdo foi avaliada através do calculo do coeficiente de variacdo percentual das

amostras, submetidas aos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediéaria.

5.3.4.1 Repetibilidade

Foram injetadas 6 (seis) réplicas a 100% da concentracdo do teste individualmente
preparadas, expressando-se os resultados com base no DPR%. As injecGes foram realizadas no
mesmo dia e sob as mesmas condi¢Bes experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista.

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Determinagéo da preciséo intracorrida (repetibilidade) de insulina por CLAE.
Insulina Area Area media DPR (%)

(ng.mL™)

2778,77
2789,51
2752,68
2734,23
2749,01
2745,27

50 2758,25 0,77

5.3.4.2 Precisao intermediaria

Foram injetadas 6 (seis) réplicas a 100% da concentracdo do teste individualmente
preparadas, expressando-se os resultados com base no DPR%. As injec¢Oes foram realizadas em dois
dias diferentes e por analistas diferentes (A e B), utilizando o mesmo equipamento. Os resultados
obtidos estédo descritos na Tabela 11.
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Tabela 11. Determinacdo da precisao intermediaria de insulina por CLAE.

DPR DPR Geral

Insulina Area Area média (%) (%)

Analista (ng/m L'l)

2778,77
2789,51
50 2752,68
2734,23
2749,01
2745,27 118

2758,25 0,77

2841,55
2788,56
50 2840,80 2804,84
2767,39
2852,45
2738,28

1,67

O D.P.R % observado para todas as amostras nos ensaios de repetibilidade e precisdo
intermediaria foi inferior a 5%, como preconizado pela legislacdo vigente (BRASIL, 2017),
portanto, 0 método desenvolvido é preciso.

5.3.5 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pela aplicagio do método analitico utilizado em
relacdo ao valor tedrico real e valores proximos a 100% sdo desejaveis. A exatiddo foi calculada e
os valores estdo apresentados na Tabela 12, demonstrando que a metodologia analitica desenvolvida

é adequada para a quantificacao do farmaco.

Tabela 12. Exatiddo entre concentracdo tedrica e experimental das solucbes de insulina.

Concentragao tedrica Concentragdo média DPR% Recuperacao %
(ng/mL™) experimental (ug/mL™)
5 4,88 2,26 93,88
20 19,85 0,27 99,26
50 49,74 1,28 99,61

Na Tabela 13, estdo representados os valores obtidos em relagdo a recuperacdo da insulina
na mucosa nasal suina ndo submetida ao teste de permeacdo em mucosa nasal suina. Os dados
demonstram que a metodologia analitica desenvolvida também é adequada para a quantificagdo do
farmaco, 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 recuperagédo

provenientes de um material bioldgico.
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Tabela 13. Exatiddo entre concentracdo tedrica e experimental das solucbes de insulina na mucosa nasal suina.

Concentracao teorica Concentracdo média DPR% Recuperacéo %
(ng/mL™) experimental (ug/mL™)
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 deteccdo e de quantificacédo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) sdo utilizados para medir a
sensibilidade do método. O LD representa a menor quantidade do farmaco presente na amostra que
pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado e o LQ representa a menor quantidade de
farmaco na amostra que pode ser medida com precisdo e exatiddo pelo método desenvolvido
escolhido (BRASIL, 2017). Os valores de LD e de LQ calculados foram de 0,097pug/mL™ e
0,294pg/mL™, respectivamente, demonstrando que o método proposto é adequado e seguro para a

quantificacdo e deteccao de baixas concentracGes de insulina.

5.3.7 Robustez

A robustez € um pardmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método analitico
que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das condicBes analiticas
(BRASIL, 2017). Foi avaliada, variando quatro parametros pré-estabelecidos, tais como, fluxo da
fase mdvel, proporcdo da fase mdvel, temperatura do forno e comprimento de onda (nm). Os
resultados obtidos em relagdo ao DPR % e Recuperacgdo % estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Determinacdo da robustez do método por CLAE.

Concentragao tedrica (ng/mL™) 50 50 * 50
N 3 3 3

Fluxo FM (mL/min) 0,900 1,00 1,10
DPR (%) 0,60 0,33 0,18
Recuperacgéo (%) 98,8 99,6 104,4
A max (nm) 213 214 215
DPR (%) 0,83 0,61 0,34
Recuperacgéo (%) 100,8 101,3 100,3
Proporcéo F.M (v/v) 61:39 60:40 59:41
DPR (%) 0,05 0,13 0,20
Recuperacéo (%) 99,3 99,0 98,0

Temperatura (°C) 24 25 26
DPR (%) 0,58 0,62 0,49
Recuperacgéo (%) 101,3 102,6 99,2

* - Esta coluna refere-se as condigdes originais do método de analise

De acordo com a Tabela 14, foi possivel verificar que 0 método é robusto, pois mesmo com
as variagdes efetuadas nas condicGes analiticas, 0s resultados obtidos de recuperacdo encontram-se
na faixa entre 80-120%, conforme previsto em BRASIL, 2017.

Baseado nos resultados obtidos, o método analitico validado foi utilizado para a
quantificacdo de insulina em amostras provenientes dos ensaios de eficiéncia de encapsulacao,

liberacdo in vitro e permeagdo em mucosa nasal suina.

5.4 Avaliacédo da eficiéncia de encapsulacéo (EE%0)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) representa a porcentagem de farmaco que permanece
dentro do lipossoma em relacdo a quantidade total adicionada durante o processo de obtencdo
(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 ultrafiltracdo Amicon® -
100 kDa (3.000 rpm,10 minutos). Apo6s a centrifugagdo, 250 pl do filtrado foram diluidos para 2
mL com tampdo fosfato (PBS,pH 7,4) e analisados por CLAE. Optou-se por realizar a quantificacdo
comparativa da insulina utilizando o kit de andlise de proteina Pierce BCA e para tanto foram

utilizados 100 ul do filtrado (insulina livre) em tubos em replicata.
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De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica e estudos de
estabilidade das formulagbes desenvolvidas e baseados nas medidas de DHM, Ipd e PZ, optou-se
por realizar os ensaios de EE% em todas as formulagdes com o objetivo de verificar quais teriam os

maiores resultados em relagcdo a EE.

Tabela 15. Porcentagem de Eficiéncia de encapsulacdo (EE%) das formulacgdes quantificadas por BCA.

Formulacdes EE%
Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método HFL) 59,42+4.,9
Lipossoma c/ Ind. Negativo+ Insulina (Método HFL) 30,18+5,8
Lipossoma ¢/ Ind. Positivo + Insulina (Método HFL) 49,7519,6
Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método REV) 50,3745,5
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 Eficiéncia de encapsulacéo (EE%) das formulagdes quantificadas por CLAE.

Formulacdes EE%
Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método HFL) 67,19+2,4
Lipossoma ¢/ Ind. Negativo+ Insulina (Método HFL) 57,04+2,9
Lipossoma c/ Ind. Positivo + Insulina (Método HFL) 60,8745,1
Lipossoma s/ Ind. + Insulina (Método REV) 64,53+3,6
Lipossoma ¢/ Ind. Negativo+ Insulina (Método REV) 50,83+3,1
Lipossoma ¢/ Ind. Positivo + Insulina (Método REV) 52,7045,5

O maior desafio no desenvolvimento de lipossomas esta relacionado a obtencdo de
eficiéncia e estabilidade na encapsulacdo do farmaco (LASIC, 1998). A determinacdo da EE ¢é
essencial uma vez que a eficicia de lipossomas in vivo, bem como suas propriedades fisico-
quimicas, depende do total de farmaco incorporado a esses sistemas (DE ARAUJO LOPES et al.,
2013).

A obtencdo de porcentagens de EE elevadas é essencial e pode ser obtida pela escolha
adequada do método de encapsulacdo bem como da escolha da composicdo lipidica que compde a
bicamada. Assim, quanto menor for a quantidade de lipideo veiculada, menores sdo os riscos de
efeitos colaterais associados aos mesmos (SWARBRICK; BOYLAN, 1994; FREZARD 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 metodo de CLAE.
Apesar dos dois metodos de quantificacdo (BCA e CLAE) de insulina terem demonstrados
resultados de EE mais elevados em relacdo ao método de preparo HFL, optou-se pela quantificagcdo
por CLAE por ser mais robusta e confiavel 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 dependéncia da temperatura de incubacdo das amostras, a variacdo da
absortividade especifica para diferentes proteinas e algumas substancias podem reagir ou com 0s
ions cobre (reagdes de dxido-reducdo, formagdo de complexos, precipitacdo) ou com o reagente de
BCA e neste sentido alguns lipidios podem reagir com o reagente de BCA e resultar em um
resultado falso positivo (ZAIA et al., 1998).

A partir da definicdo do método de quantificacdo, 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 anidnicos, constituidos pelo lipidio
DP, expressaram o0s valores de EE% mais baixo quando comparados as demais preparacées. Isto se
deve ao fato da molécula de insulina estar carregada negativamente em PBS (pH 7,4), devido ao seu
ponto isoelétrico (pl) estar compreendido entre 5,3 e 5,4 e a inclusdo do lipidio anidnico na
formulacdo deu origem a repulséo eletrostatica 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 encapsulacdo de insulina em
niossomas preparados pelo método HFL com DP para liberagcdo oral (PARDAKHTY et al., 2007).

Em relacdo aos lipossomas catiénicos, constituidos pelo lipidio OAM, os resultados obtidos
foram menores quando comparados aos lipossomas sem indutor de carga, apesar de que o esperado
fosse 0 aumento na EE% neste tipo de lipossoma, devido a interacdo eletrostatica 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 constituidos por esterilamina (indutor positivo) para
liberacdo ocular (HOSNY, 2010a e HOSNY, 2010b). Entretanto, o que se observou foi um alto grau
de agregacdo das vesiculas comprovado pelos resultados de DHM e Ipd, causando a instabilidade

do sistema e baixa eficiéncia de encapsulacao,

5.5 Funcionalizagéo dos lipossomas com CPPs

Baseados nos resultados obtidos na caracterizagéo fisico-quimica e estudos de estabilidade
das formulagdes desenvolvidas baseadas nas medidas de DH, Ipd e PZ e os dados de eficiéncia de
encapsulacdo (EE), optou-se por prosseguir com a funcionalizagdo com os peptideos de transducao
TAT e PNT nos lipossomas contendo insulina preparados pelo método HFL e os lipossomas
obtidos sem a inclusdo do indutor de carga, tais como, DP e OAM..
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Com a finalidade de definir qual a concentracdo mais adequada dos CPPs (TAT e PNT) que
deveriam ser utilizadas no momento da funcionalizacdo, decidiu-se construir uma curva de

concentragdo de 0,1 mM a 0,7 mM.

Tabela 17. Resultados das leituras de DHM, Ipd e PZ nas amostras funcionalizadas com concentracdes de TAT de
0,AmM a 0,7 mM.

Concentracao DHM Ipd PZ
Formulacéo TAT (nm) (mV)
(mM)
1° 20 1° 20 1° 20

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

Lipossoma + 0,35 154,50 478,50 0,67 0,89 -6,26 -5,53
Insulina 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 concentracfes acima de
0,1 mM foram encontrados valores de Ipd acima de 0,5 em decorréncia, de elevado grau de
heterogeneidade entre os tamanhos das particulas, devido a intensa interacao eletrostatica entre as
cargas dos CPPs carregados positivamente e a carga do lipossoma contendo insulina carregado
negativamente, demonstrado também pela alteracdo nos valores de PZ. Por isso optou-se por
utilizar a concentracdo de 0,1mM, para prosseguir com a funcionalizacdo dos lipossomas contendo
insulina. Kamei e colaboradores em estudo para identificar os CPPs que foram mais eficazes para a
absorcdo de insulina na cavidade intestinal e que ndo originassem efeitos toxicos no intestino,
também encontraram agregados na mistura fisica da insulina com o CPP (PNT) dando origem a
precipitacdo em concentragcdes acima de 0,2 mM de PNT, os pesquisadores demonstraram que isto
ocorreu, pois 0s peptideos catibnicos interagem com proteinas carregadas negativamente e,

consequentemente, agregados sao formados por neutralizacéo eletrostatica (KAMEI et al., 2008).

Tabela 18. Resultados obtidos para as medidas de DHM, Ipd e PZ nas amostras preparadas com e sem a
funcionalizacdo.

FormulacGes DHM Ipd Pz
(nm) (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

Solucéo de TAT (0,21mM) 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

Solugdo de PNT (0,21mM) 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 apds o seu preparo com e sem a funcionalizagdo, com ambos CPPs preparados na
concentragéo de 0,1 mM.

Os CPPs TAT e PNT possuem carga altamente positiva devido a contribuicdo de residuos
basicos de aminoacidos, como lisina ou arginina (GUIDOTTI et al., 2017; BAE et al., 2013), 0 que
corrobora aos resultados adquiridos em relacdo 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 analises de
estabilidade realizadas nos tempos 24 h, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 dias, apds o preparo das
formulacgdes.
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Figura 21 Diametro hidrodindamico médio, Ipd dos lipossomas funcionalizados com CPPs. (A) Lipossoma sem Indutor +
Insulina; (B) Lipossoma sem Indutor + Insulina +TAT; (C) Lipossoma sem Indutor + Insulina +PNT.

Analisando os gréficos obtidos em relagdo as medidas DHM, Ipd e PZ realizadas no periodo
de 90 dias de armazenamento, foi possivel observar que a formulacdo Lipossoma sem Indutor +
Insulina apresentou valores de DHM de 127,8+1,16 nm. Em relacdo ao Ipd, todos os valores se

encontram abaixo de 0,4, indicando tamanho de particula distribuido homogeneamente. Em relacéo
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as medidas de PZ, os valores médios foram de -41,8+0,95 mV, proveniente da carga dos lipidios
que compBem a bicamada lipidica.

A formulagdo Lipossoma sem Indutor + Insulina + TAT resultou em valores de DHM de
123,5+4,12 nm. Em relacdo ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4, indicando que a
distribuicdo de tamanho de particula foi homogénea. Em relacdo as medidas de PZ, os valores
médios foram -31,5+0,74 mV, proveniente da carga dos lipidios que compdem a bicamada lipidica.

Adicionalmente, a formulagdo Lipossoma sem Indutor + Insulina +PNT apresentou valores
de DHM de 107,3+1,77 nm. Em relacdo ao Ipd, todos os valores se encontram abaixo de 0,4,
indicando que a distribuicdo de tamanho de particula foi homogénea. Em relacéo as medidas de PZ,
os valores médios foram -21,1+2,0 mV, proveniente da carga dos lipidios que comp&em a bicamada
lipidica.

Estes resultados obtidos, apds as leituras realizadas no periodo de 90 dias de
armazenamento, demonstram que tanto o CPPs TAT quanto o PNT contribuem para o decréscimo
dos valores de PZ por possuirem carga altamente positiva, entretanto, ndo afetaram os valores de
DHM e Ipd.
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Figura 22. Estabilidade da EE% das formulagGes funcionalizadas com CPPs.

A Figura 22 se refere aos valores de EE% nas analises de estabilidade realizadas nos tempos
24 h, 5, 15, 30, e 60 dias, apos o preparo das formulacbes 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 medi¢fes que ocorreram em 30
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e 60 dias, sugere-se que isto se deve a complexacdo que pode ter ocorrido entre este CPP e a
insulina, o que pode ter dificultado sua encapsulacdo no lipossoma.

Zhu e colaboradores desenvolveram um nano-complexos funcionalizado com PNT para
promover a liberacdo 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 eletronica de transmissao (MET)

A técnica de microscopia eletronica de transmissdao (MET) foi utilizada para fornecer
informacBes mais detalhadas sobre a morfologia dos lipossomas e tem como finalidade a
caracterizacdo desses sistemas mediante a avaliacdo de parametros como lamelaridade e diametro,
bem como a observacdo de alteracdes relacionadas aos fendmenos de agregacdo e fuséo das
particulas. Entretanto, o processo de desidratacdo durante o preparo da amostra pode causar 0
encolhimento da particula e distorcdo no diametro e o pré-tratamento da amostra com corantes
especificos pode gerar artefatos e causar alteracGes na estrutura original vesicular (NEW, 1990;
BIBIl et al., 2011; PATIL; JADHAV, 2014).

A Figura 23 corresponde as imagens obtidas dos lipossomas preparados sem a adi¢cdo de
insulina (L), lipossomas preparados com a adi¢cdo de insulina (LI), lipossomas preparados com a
adicdo de insulina funcionalizados com TAT (Llrat) € lipossomas preparados com a adigdo de

insulina funcionalizados com PNT (LIpNT), respectivamente.

Figura 23. Imagens de MET dos lipossomas funcionalizados com CPPs. (A) - Lipossoma sem a adi¢8o de Insulina (L);
(B)- Lipossoma com a adic¢do de Insulina — (LI); (C)- Lipossoma com a adi¢do de Insulina e adigdo de TAT - (Llta7);
(D)- Lipossoma com a adicdo de Insulina e adicdo de PNT - (LIpnt). Aumento de 100x.




85

As imagens obtidas por MET para as formulac6es (L), (LI), (LItat) € (LlpnT) (Figura 17)
permitem a visualizagdo de vesiculas esféricas com diametro de 150 nm, 100 nm, 80 nm e 80 nm.
Os diametros oriundos do MET se apresentaram um pouco menores quando comparados com as
leituras provenientes da técnica de espalhamento de luz dindmico. Sugere-se que este tipo de
diferenca ocorre, pois a técnica de espalhamento de luz dindmico se baseia na leitura de amostras
com particulas dispersas, enquanto que as amostras utilizadas no MET sdo secas sob condigdo de
vacuo e é medida a area de superficie estabelecida em quanto dos elétrons incidentes foram
transmitidos através da amostra e desta maneira o tamanho obtido pela técnica de espalhamento de
luz dindmica é geralmente maior que o MET. Este tipo de resultado também foi descrito em estudo
de Bhattacharjee (BHATTACHARJEE et al., 2016).

A formulagdo L possui caracteristica de vesiculas multilamelares (MLV), onde as vesiculas
tém uma estrutura em forma de cebola. Enquanto que as formulac@es (LI), (LItat) € (LIpnT) pOSSUi
caracteristica de vesiculas 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 Preparacéo do Hidrogel

O hidrogel de hidroxieticelulose (HEC) foi preparado na concentracao de 2% (m/v) em agua
Milli-Q e ndo apresentou separacdo de fases no periodo de 30 dias de armazenamento,
permanecendo com aspecto homogéneo e translicido. O HEC foi escolhido por ser um polimero
ndo ibnico derivado da celulose, solivel em agua e por ser amplamente utilizado como agente
espessante, proporcionando estabilidade as preparacdes farmacéuticas e como matriz em sistemas
de liberacdo controlada, além de conferir viscosidade adequada as formulacGes e assim aumentar o
tempo de permanéncia na mucosa nasal. Posteriormente foi adicionada a dispersdo lipossomal
contendo insulina funcionalizados com peptideos de transducéo e o aspecto continuou homogéneo e
translicido (HOSNY, 2010a ; HOSNY, 2010b; RITTHIDEJ, 2011; SMISTAD et al., 2017).

5.8 Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular (DC) é uma técnica espectroscopica bem conhecida para estudar
grande variedade de moléculas quirais, em particular proteinas e peptideos em solugéo
(SILIGARDI et al., 2014) O CD mede a diferenga absor¢do da luz circularmente polarizada a
direita e a esquerda e por cromdéforos que possuem quiralidade intrinseca ou estdo localizados em
condi¢des quirais (VERLI, 2014). Proteinas possuem um numero de cromdforos que podem
originar um sinal de DC. Na regido do UV (240-180nm), o espectro de DC pode ser analisado para
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dar informacdes no que diz respeito as caracteristicas de estrutura secundaria, como por exemplo, a-
hélice, folha-p e randomica (KELLY et al., 2005).

Foram utilizados como referéncia para a analise, espectros representados na Figura 24, que
demonstram as diferentes formas espectrais de proteinas, referente as estruturas de proteinas
secundarias. A curva (@) representa o0 espectro caracteristico de uma proteina 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 caracteristico de uma proteina folha-beta, onde apresenta
uma banda positiva em torno de 196 nm e outra negativa em torno 218 nm. Ja a curva (c) representa
0 espectro caracteristico de uma proteina de estrutura irregular (desordenada), onde apresenta uma
banda negativa em torno 202 nm (VERLI, 2014).
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~ - Folha-beta (b)
- Irregular (©)
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Figura 24. Espectros de DC de estruturas do tipo a-hélices, folhas-p e estruturas irregulares. Fonte: Verli, 2014
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Figura 25. Espectros de DC das amostras analisadas antes do ensaio de liberag&o in vitro.
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Figura 26. Espectros de DC das amostras analisadas depois do ensaio de liberag&o in vitro.

Foram obtidos os espectros de DC, conforme identificados nas Figuras 25 e 26 das
formulag6es listadas abaixo:
I.  Insulina em solucéo (1S);
Il.  Lipossoma + solucdo de Insulina (LI);
I1l.  Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com TAT (Lltar);
IV.  Lipossoma + solugédo de Insulina funcionalizadas com PNT (LlpnT);
V.  Hidrogel + solucéo de Insulina (HI);
VI.  Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina (HLI);
VIl.  Hidrogel + Lipossoma + solugéo de Insulina funcionalizadas com TAT (HLIra7);
VIII.  Hidrogel + Lipossoma + solugdo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);
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Estes espectros de DC foram realizados nas sete formulacdes listadas em dois momentos
distintos, sendo o primeiro deles nas formulagdes recém-preparadas (Figura 25) e em um segundo
momento nas mesmas formulagdes que foram submetidas ao ensaio de liberagdo in vitro (Figura
20), onde se coletou uma aliquota 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 apo6s o aprisionamento nas formulagfes desenvolvidas foi preservada, quando comparada
com a insulina em solucdo. Os espectros de DC das amostras LI, LItar Llpnt, HI € HLI mostraram
uma banda positiva em torno de 198 nm e duas bandas negativas em torno de 208 nm e 222 nm,
tipica da estrutura de uma proteina 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 absorcdo da luz polarizada nas formulacGes
desenvolvidas ter sido bem menor e com isso o sinal ter ficado menos intenso, sugere-se que nao
houve diferenca 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 € HLI obtidos na Figura 26 demonstram que
a integridade e a estabilidade da insulina ap6s as formulagdes terem sido submetidas aos ensaios de
liberacdo in vitro também foi preservada, quando comparada com a insulina em solucéo, possuindo
as mesmas bandas em 198 nm e 208 a 222 nm, entretanto o sinal observado foi menor em relagao
ao sinal obtido nos espectros de DC nas formulacdes recém-preparadas e que nao foram submetidas
aos ensaios de liberacao 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 interacdo eletrostatica dos CPPs carregados
positivamente com a insulina carregada negativamente, dando origem ao complexo CPPs +

insulina, pode ter afetado a integridade e a estabilidade da proteina, 0 que compromete sua acao.

5.9 Microcalorimetria exploratoria diferencial (nano DSC)

O nano DSC constitui uma técnica analitica para fornecer informacgdes detalhadas sobre a
temperatura de transi¢cdo, assim como coletar informagdes sobre a termodindmica do estado nativo e
desnaturado da proteina baseado na capacidade calorifica da amostra em funcdo da temperatura,
além de verificar seu estado de associacdo (SARMENTO et al., 2006a; ANDREANI et al., 2015).

Foram realizadas medidas microcalorimétricas das seguintes amostras listadas abaixo:
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Insulina em solucéo (IS);

Lipossoma branco (LB);

Hidrogel branco (HB);

Hidrogel + Lipossoma (HL);

Lipossoma + solucdo de Insulina (LI);

Hidrogel + solucdo de Insulina (HI);

Hidrogel + Lipossoma + solugéo de Insulina (HLI);

Hidrogel + Lipossoma + solucédo de Insulina funcionalizadas com TAT (HLIta7);

Hidrogel + Lipossoma + solugéo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);

Tabela 19. Parametros calorimétricos das amostras testadas. Temperaturas de pico (Tmax) e varia¢des de entalpia (AH)
nos termogramas de nano DSC coletados.

Amostras Tmax (°C) AH (kJ mol ™)
73,98 25,14
IS 86,26 25,34
88,92 -28,18
LB 75,06 -18,74
72,20 4,60
LI 83,38 9,16
87,44 19,69
76,11 15,18
HI 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 termodinamicos das amostras analisadas, onde Tmax é

definido como o pico maximo e AH refere-se a variacdo de entalpia associada a cada pico obtido.

As curvas foram registradas a partir de 25 ° C a 100 ° C na taxa de aquecimento 1°C/ min., o que €

suficiente para registrar a ocorréncia de desnaturacao da insulina.




90

40 ~

) g

E | L
20 A v — HI
15 —— HLI

4 HLitat
10 4 —— HLIpnt

5 -
0

= _-/—//\—//
-10 /—\\
154

20—
25 ]
.30 4

.35
-40

Fluxo de calor (u.a.)

m
x
O

L DL L R LA R LA B LA DL LA B LA L |
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Temperatura (°C)

Figura 27. Curvas de microcalorimetria exploratéria diferencial (nano DSC) de IS; LI; HI; HLI; HLIya1; HLIpnT,
aquecidas de 25 a 100 ° C.

Conforme Figura 27 e Tabela 19, a curva de nano DSC revelou trés eventos térmicos, sendo
dois picos endotérmicos da solucdo de insulina, onde o primeiro ocorreu a 73,98 °C (AH = 25,14 kJ
mol-1) e o segundo a 86,26 °C (AH = 25,34 kJ mol-1) e um pico exotérmico a 88,92 °C ( AH = -
28,18 kJ mol-1). Os dois picos endotérmicos encontrados seguidos de pico exotérmico podem ser
atribuidos ao processo de desnaturacdo protéica seguida de agregacdo, 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 funcdo da relacdo zinco / proteina com o objetivo de elucidar os processos de
dissociagéo e desdobramento da insulina em diferentes estados de associagédo (HUUS et al., 2005).
Quando a insulina foi associado ao lipossoma, ocorreu o deslocamento dos picos endotérmicos
(72,20 °C | AH = 4,60 kJ mol-1 e 83,38 °C / AH = 9,16 kJ mol-1) e do pico exotérmico (87,44 °C /
AH = -19,69 kJ mol-1) para temperaturas mais baixas o que pode ser uma consequéncia da
interacdo entre a proteina e a estrutura lipidica do lipossoma. No estudo de Biltonen e Lichtenberg,
foi demonstrado que as interacBes farmaco-lipidico, naturalmente, resultam na alteracdo dos
termogramas dos lipossomas e nas temperaturas de transicdo térmica (Tm) e na entalpia (AH)
(BILTONEN; LICHTENBERG,1993). Onde se sugere que o lipossoma pode diminuir a
estabilidade térmica da insulina, demonstrado pela diminui¢do do Tmax. Entretanto, a associacdo da
insulina ao hidrogel aumentou a estabilidade térmica da insulina, por ter havido o aumento do Tmax
dos picos endotérmicos (76,11 °C / AH = 15,18 kJ mol-1 e 88,18 °C / AH = 7,37 kJ mol-1) e do
pico exotérmico (90,56 °C / AH = -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 0 pico
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exotérmico desapareceram, 0 que sugere que este tipo de associacdo pode ter movido estes picos
para temperaturas mais altas, acima da faixa de condicbes experimentais (100°C), aumentando
assim a estabilidade térmica da proteina.

Estes resultados obtidos corroboram aos achados por Andreani e colaboradores e Gatti e
colaboradores quando a insulina foi associada a nanoparticulas poliméricas. Andreani e
colaboradores, utilizaram o ensaio de nano DSC para coletar informagdes sobre a interagdo entre o
modelo de nanoparticulas e biomembranas e verificar a estabilidade térmica da insulina dissolvida
em solucBes poliméricas para producdo de nanoparticulas de silica (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 degradacdo quando encapsulada em nanoparticulas poliméricas, de acordo com o
ensaio de nano DSC realizados (GATTI et al., 2018).
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Figura 28. Curvas de microcalorimetria exploratéria 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 (AH = -18,74 kJ mol-1),
onde sugere-se que pode ter evidenciado a presenca de uma fase lamelar quasicristalina
(caracteristicas intermediarias entre as fases lamelar LB e Lc) que consiste em uma estrutura com
grupos de cabeca altamente ordenados, como na fase Lc, mas com cadeias de hidrocarbonetos mais
desordenadas na regido apolar da bicamada do lipossoma, como na fase Lp, conforme também
observado por Yokota e colaboradores (YOKOTA, et al., 2012). Ja nas curvas de nano DSC do
hidrogel branco (HB) e hidrogel + lipossoma (HL) n&o foram observados eventos térmicos,
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indicando que os eventos ocorram em temperaturas acima da faixa de condi¢fes experimentais (100
°C).

5.10 Anélises reoldgicas

O termo reologia pode ser definido como a ciéncia que estuda o escoamento da matéria.
Entretanto, a forma mais conveniente e completa de defini-la seria como a ciéncia que estuda a
deformacéo e o fluxo da matéria. A reologia é uma &rea da fisica que analisa as deformacdes ou as
tensdes de um material provocadas pela aplicacdo de uma tensdo ou deformacdo (CASTRO et al.,
2001; SCHRAMM, 2006).

5.10.1 Ensaio reoldgico continuo

As curvas de fluxo e de viscosidade foram obtidas pela determinagdo da tenséo de
cisalhamento e da viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento, respectivamente. A taxa variou
entre 0,1 e 100 s™* (curva ascendente) e entre 100 e 0,1 s—1 (curva descendente). O tempo total de
analise (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 nao
Newtoniano. O fluxo ndo Newtoniano pode ser do tipo pseudoplastico, dilatante ou plastico.
Enquanto que a curva descendente corresponde ao comportamento de fluxo desse material quando
se diminui a taxa de cisalhamento e o classifica quanto & tixotropia ou reopexia (SCHRAMM,
2006).

Foram realizadas medidas reoldgicas de fluxo (Figura 29) e de viscosidade (Figura 30), das
formulages listadas abaixo, contendo hidrogel de HEC a 2%. As medidas foram realizadas em
triplicata.

I.  Hidrogel Puro;
Il.  Hidrogel + solucdo de Insulina (HI);
I1l.  Hidrogel + Lipossoma + solucgéo de Insulina (HLI);
IV.  Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com TAT (HLItaT);

V.  Hidrogel + Lipossoma + solugéo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);
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Figura 29. Reogramas de fluxo das formulagdes a temperatura de 32 + 0,5°C (A) e 37 £ 0,5°C (B). Curvas
ascendentes (simbolos cheios) e as curvas descendentes (simbolos vazios) (n=3).

O gel de HEC (Natrosol®) é formado a partir da reacéo da celulose com o 6xido de etileno e
vem sendo amplamente utilizada como agente suspensor e estabilizante, agente de consisténcia para
emulsdes e agente formador de gel ndo-ibnico. Dentre as suas propriedades fisico-quimicas
destacam-se a estabilidade em uma ampla faixa de pH (a viscosidade sofre pequenas alteracdes
entre pH 2-12), a compatibilidade com substancias anidnicas, ndo-ibnicas, anfotéricas e catidnicas,
a possibilidade de obtencdo do gel tanto a frio quanto a quente e ndo requer a utilizacdo de
neutralizantes. Comporta-se como fluido ndo-newtoniano com perfil reolégico pseudoplastico
(BRAUN; ROSEN, 2000).

Analisando os reogramas (Figura 29), observa-se que as formulagcdes preparadas a base do
gel composto por HEC a 2%, contendo insulina lipossomas + insulina e lipossomas + insulina
funcionalizados com os CPPs TAT e PNT apresentaram comportamento reologico de fluidos
pseudoplastico (n < 1) (Tabela 20) nas temperaturas de 32°C e de 37°C. Percebe-se também que a
incorporacdo dos lipossomas (HLI, HLItat ¢ HLIpnT) NOS hidrogéis ndo alterou o comportamento
pseudopléastico original caracteristico do hidrogel de HEC (Hidrogel Puro).

Tabela 20. Valores de indice de fluxo (n) e indice de consisténcia (k) e regressdo linear (R) a temperatura de 32 + 0,5°C
e 37 £ 0,5°C (n=3).

Formulacdes 32°C 37°C
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
HLIaT 0,55209 0,75802 0,99731 0,56237 0,68899 0,99670

HL lpn 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 regresséo
linear obtido dos hidrogéis foram superiores a 0,99 em todas as formulagdes analisadas. Os indices
de fluxo (n) obtidos foram inferiores a 1, estando de acordo com as caracteristicas de fluido ndo
newtonianos com comportamento pseudoplastico. Pode-se perceber que os valores de K na
temperatura de 37°C sd@o menores quando comparados as medidas realizadas na temperatura de
32°C.

(A) 32°C (B) 37°C
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Figura 30. Viscosidades das formulagGes a temperatura de 32 + 0,5°C (A) e 37 £ 0,5°C (B) (n=3).

Em relacdo as medidas de viscosidade (Figura 30) observa-se que quando se aumenta a taxa
de cisalhamento os valores de viscosidade diminuem para todas as formulacGes testadas tanto na
temperatura de 32°C como a 37°C preparadas a base do gel composto por HEC a 2%. Este tipo de
comportamento € caracteristico de fluidos ndo newtonianos com comportamento pseudoplastico
conforme demonstrado nas curvas da Figura 23 e também foi verificado por Nemen e Lemos-Senna
que testaram hidrogeis de HEC puro e associados a diferentes nanocarreadores lipidicos em que as
amostras compostas apenas por hidrogeis de HEC exibiram a reducdo 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 interacfes
intermoleculares que causam resisténcia ao fluxo tornando-as menores (SCHRAMM, 2006). Por
outro lado, observa-se que as viscosidades iniciais de todas as formulacdes testadas (HI, HLI,
HLItar ¢ HLIpNT) foram maiores quando comparadas com hidrogel puro, este tipo de
comportamento também foi observado por Chieng e Chen que verificaram que a inclusdo de

concentragdes lipidicas em hidrogel de hidroxietilcelulose hidrofobicamente modificada (HMHEC)
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aumentou a viscosidade e isto ocorreu, pois algumas ligacdes hidrofobicas se agregaram até formar
micelas, enquanto que outras foram incorporadas nas bicamadas das vesiculas e por este motivo as
vesiculas poderiam ser interconectadas, contribuindo para o aumento da viscosidade (CHIENG,;
CHEN, 2010).

O comportamento de fluxo pseudoplastico das formulacdes estudadas é uma propriedade
desejavel para as formulacdes destinadas para a administracdo de farmacos por via nasal, em que
apos o cisalhamento a resisténcia inicial para a formulacéo fluir diminui, refletindo a facilidade de
aplicacdo (MORAIS et al.,2005).

5.10.2 Ensaio reoldgico oscilatorio

Dois pardmetros sao importantissimos para avaliar a viscoelasticidade de um fluido. Séo eles
0 mddulo viscoso e 0 modulo elastico.

O modulo elastico ou de armazenamento (G’) é a medida elastica do material, ou seja, a
capacidade que o material possui de armazenar energia. O modulo 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 variagdo do modulo de armazenamento G’ (simbolo cheios) e de perda G’ (simbolos vazios)
em fungdo da frequéncia para todas as formulagdes (n=3).

Tabela 21. Valores de G’ ¢ G*’ da analise oscilatoria para as formulagdes a temperatura de 32 £+ 0,5°C e 37 = 0,5°C

(n=3).

Formulacdes 32°C 37°C
GS G’ b G’ G’ 9
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
HL lpnt 0,67231 1,35616  0,69005 1,36092
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O ensaio oscilatdrio das formulacGes estd 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
formulagdes, tanto a 32°C quanto a temperatura de 37°C demonstraram a predominancia de G”
sobre G’ em todo intervalo de frequéncia estudado (aproximadamente 2 vezes superior) e
dependentes da frequéncia, ou seja, a medida que aumenta a frequéncia aumenta-se seus valores, 0
que determina um comportamento predominantemente viscoso e pode implicar em menor tendéncia
a fluir, ocasionando o prolongamento do tempo de contato da formulagdo e tempo de absor¢édo do
farmaco na cavidade nasal, onde sugere-se ser um importante requisito para o0 aumento da
biodisponibilidade nasal de insulina, conforme também observado em um estudo com varias
misturas em pds 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
residéncia nasal da zidovudina na mucosa nasal, a partir de sistemas precursores de cristal liquido,
compostos por compostos pelo tensoativo alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP
(PPG-5-CETETH-20), é&cido oleico e 4agua, desenvolvido por Carvalho e colaboradores
(CARVALHO et al., 2010).

Da mesma forma, Mourtas e colaboradores estudaram o comportamento reolégico de dois
compostos modelo, a calceina (corante hidrofilico) e o griseofulvina (farmaco lipofilico) dissolvidos
em hidrogeis (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 Avaliacéo da forca mucoadesiva

O termo mucoadesdo é utilizado quando a adesdo ocorre entre 0 material e a camada de
muco que reveste a mucosa (SMART, 2005; VARUM et al., 2008).

O principal desafio relacionado com a administracdo nasal de farmacos é o tempo de
permanéncia da formula¢do na mucosa nasal, pois um mecanismo de depuracdo mucociliar muito
ativo elimina rapidamente o farmaco da cavidade nasal. Portanto, um sistema de administracéo
nasal de farmaco ideal deve manter a formulacdo na cavidade nasal por um periodo de tempo
prolongado e assim aumentar sua absorcdo e seu efeito terapéutico (CARVALHO et al., 2013;
KARAVASILI; FATOUROS, 2016).

Foram realizadas medidas da forca mucoadesiva nas duas membranas modelo: discos de
mucina e mucosas nasais suinas, conforme identificados nas Figuras 32 e 33 das formulagdes

listadas abaixo, contendo hidrogel de HEC a 2%:
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I.  Hidrogel Puro;
Il.  Hidrogel + solucdo de Insulina (HI);
I1l.  Hidrogel + Lipossoma + solugéo de Insulina (HLI);
IV.  Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com TAT (HLItaT);

V.  Hidrogel + Lipossoma + solucéo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);

Os resultados de forca mucoadesiva obtidos nas duas membranas modelo foram comparados
estatisticamente usando One-way ANOVA com pos-teste de Tukey, utilizando nivel de

significancia de p <0,05.
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Figura 32. Comparagdo entre as medidas da for¢ca mucoadesiva na temperatura de 32°C das formula¢Ges de Hidrogel,
HI, HLI, HLIA7 € HLIpyT, utilizando mucosa nasal suina e disco de mucina como membrana modelo (n=5).
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Figura 33. Comparagdo entre as medidas da for¢ca mucoadesiva na temperatura de 37°C das formula¢Ges de Hidrogel,
HI, HLI, HLIA7 € HLIpyT, Utilizando mucosa nasal suina e disco de mucina como membrana modelo (n=5).

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 32 e 33, a forca mucoadesiva nas duas

membranas modelos foram muito similares e da ordem de 0.06 N, sendo que na formulagdo HLIpnT
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0 resultado foi um pouco menor da ordem de 0.05N, entretanto, ndo apresentaram diferenca
significativa (valor de p > 0,05). Estes resultados corroboram aos achados por Andrews e
colaboradores que desenvolveram sistemas para aplicacdo topica em mucosas compostos por HEC e
policarbofil, com forcas de mucoadesdo da ordem de 0,07 a 0,39 N (Andrews et al., 2008).
Enquanto que, Gupta e colaboradores desenvolveram hidrogeéis lipossomais para aplicacdo
intravaginal, onde utilizaram hidrogel de HEC a 6% contendo uma disperséo lipossomal e
obtiveram valores de forca mucoadesiva de 0.50N para o0 HEC puro e 0.39 N para o hidrogel com
dispersao lipossomal (GUPTA et al., 2012). Por outro lado, Khutoryanskiy verificou que polimeros
nédo-idnicos, como é o caso do hidrogel de HEC ndo apresentam um bom desempenho mucoadesivo
em comparacdo aos polimeros catidnicos (ex: quitosana) e anidnico (ex: carbopol, alginato de sddio
e carboximetilcelulose), pois suas interaces especificas com a mucina sdo geralmente muito fracas,
todavia, sugere-se que o desempenho mucoadesivo de formulacdes preparadas com polimeros nao-
ibnicos pode ser alcancado predominantemente atraves da difusdo de suas macromoléculas o que
pode aumentar a permeabilidade do farmaco através do epitélio, modificando as juncdes estreitas
entre as células (KHUTORYANSKIY, 2011)

5.12 Determinacao da seringabilidade

O trabalho de seringabilidade é um parametro importante para avaliar durante o
desenvolvimento de um sistema de liberacdo que serd mantido em um local especifico, como a
cavidade vaginal ou nasal, o saco conjuntival ou a bolsa periodontal. Para uma administracéo
clinica bem-sucedida, o sistema de liberacdo deve ter fluidez adequada para facilitar a aplicacdo nos
locais desejados da mucosa (NUNES et al., 2016)

O ensaio de seringabilidade foi realizado a 25 °C nas seguintes formulaces:

I.  Hidrogel + solugéo de Insulina (HI);
Il.  Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina (HLI);
1. Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com TAT (HLIra7);;

IV.  Hidrogel + Lipossoma + solugdo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);

Foi utilizado um analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems®) em modo de
compressdo. E importante verificar este pardmetro, pois possibilita avaliar o trabalho necessario
para a extrusdo das formulacdes contendo hidrogel a partir de uma seringa, com o objetivo de
utiliza-la para a aplicagéo da formulac&o na cavidade nasal.

Os resultados de trabalho de seringabilidade obtidos nas formulagGes testadas foram
comparados estatisticamente usando One-way ANOVA com poés-teste de Tukey, utilizando nivel de

significancia de p <0,05.
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Na Tabela 22, observa-se o trabalho necessario para expulsar cada formulacdo a partir de

uma seringa sem agulha.

Tabela 22. Trabalho de seringabilidade das formulac6es a 25°C.

Trabalho de seringabilidade (N.mm)

Determinac6es 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 formulacdo HI foi de 24,83 N.mm, HLI 24,36
N.mm, HLItar 24,67 N.mm e para HLIpyt fOi 24,93 N.mm, resultados estes muito semelhantes
entre si e que ndo apresentaram diferenca 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 concentracbes de HEC nas
formulagdes, onde formulagdes com 3% de HEC produziram um trabalho de seringabilidade de
44,33 N.mm, enquanto que formula¢bes 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 &cido
hialurénico (HA) contendo diferentes formulacGes de lipossomas para projetar um sistema flexivel
de liberacdo de farmacos para injecdes locais e observaram que a adi¢do de lipossomas ao gel de
HA teve um impacto moderado nas forcas de injecdo que variaram entre 8 e 15 N (EL KECHAI et
al.,2015).

Desta forma, o trabalho para a extrusdo das formulagOes a partir da seringa mostrou-se
favoravel, no que diz respeito a facilidade de aplicacdo deste tipo de formulacdo pelo paciente na

via nasal.

5.13 Ensaios de liberacéo in vitro

Para que o farmaco possa ser absorvido ap0s sua administracdo, € necessario que ocorra sua
dissolugdo, ou seja, suas moléculas devem ser liberadas da forma farmacéutica como uma dispersao
molecular (RODRIGUES; SILVA, 2005). A dissolucdo pode ser avaliada através do perfil de
liberacéo in vitro do farmaco, que é de fundamental importéncia, pois visa determinar a velocidade

e eficiéncia do processo de interagdo entre a dissolucdo, a difusdo e 0s mecanismos de erosao,
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possibilitando, desta forma, identificar as caracteristicas de determinada formulacdo em pHs
semelhantes aos fisioldgicos (FREIBERG et al., 2004; LOPES et al., 2005).

O ensaio foi executado para verificar o mecanismo pelo qual o farmaco € liberado de sua

forma farmacéutica em um intervalo de tempo especifico, de modo a caracterizar seu modelo

cinético de liberacao.

VI.
VII.
VIII.

As formulagOes avaliadas foram as seguintes:

Insulina em solugéo (IS);

Lipossoma + solucdo de Insulina (LI);

Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com TAT (LltaT);

Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com PNT (Llpnt);

Hidrogel + solugéo de Insulina (HI);

Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina (HLI);

Hidrogel + Lipossoma + solu¢édo de Insulina funcionalizadas com TAT (HLIta7);

Hidrogel + Lipossoma + solugéo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);

Aliquotas 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 um 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 estéo representados
na Tabela 23.
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Tabela 23. Liberacéo de insulina em solucéo (1); Formulagdo LI (I1); Formulagdo Liat (111); Formulagdo Lipyt (1V); Formulagcdo HI (V); Formulagdo HLI (V1); Formulagdo HLItat

(VI1); Formulagdo HLIpnT t (VIH1). Condicdes do experimento: meio de Tampéo PBS, pH 7.4; 300 rpm; 32°C.

Tempo Liberagdo CV Liberacdo CV Liberagdo CV Liberacdo CV Liberacdo CV Liberacdo CV Liberacdo CV Liberacdo CV
(hs) | . | IIa | IIIa 11 IVa v Va \ VIa VI VIIa VIl VIIIa VI
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

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 46,86 571 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

®Valor médio de seis determinacoes
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Figura 34. Perfil de liberacdo in vitro das formulagGes em 8 h. Condigdes do experimento: meio de Tampédo PBS, pH
7.4; 300 rpm; 32°C.
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Figura 35. Perfil de liberac&o in vitro das formulagdes em 24 h. Condic¢Bes do experimento: meio de Tampéo PBS, pH
7.4; 300 rpm; 32°C.
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Os perfis de liberacdo durante 8 h e 24 h foram representados graficamente em porcentagem
de insulina liberada versus tempo e as curvas resultantes estdo dispostas respectivamente nas
Figuras 34 e 35.

Os resultados obtidos (Tabela 23) demonstram que apos 2 h de ensaio foram liberados 73,83
% de insulina da formulagdo LI, 71,62 % da formulacdo Llrat, 68,62 % da formulacdo Llpnr,
85,45% da formulagéo HI, 52,26 % da formulagdo HLI, 37,21 % da formulagdo HLIyat, 38,14 % da
formulagdo HLIpnT € 94,99% de insulina do controle IS e apds 24 h de ensaio foram liberados 86,00
% de insulina da formulacdo LI, 83,16 % da formulacdo LltaTt, 75,78 % da formulacdo LlpnT, 90,74
% da formulacdo HI, 59,69 % da formulacdo HLI, 42,46 % da formulacdo HLItaT 41,83 % da
formulacdo HLIpnT € 110,34% de insulina do controle 1S. Comparando as porcentagens de
liberagéo obtidas em 2 h e 24 h, percebe-se que a formulacdo HI foi a que liberou maior quantidade
de insulina sendo 85,45% em 2 h e sustentou esta liberacdo até 90,74 % em 24 h, possivelmente em
funcéo da matriz viscosa do hidrogel, conforme observado nos ensaios reologicos.

Por outro lado, as formulagdes compostas por lipossoma, insulina e CPPs (LI, LItat, LlpnT)
liberaram maior quantidade de insulina quando comparada com as mesmas formulacgdes acrescidas
de hidrogel (HLI, HLItaT, HLIpNT), SUgere-se entdo que nas formulagGes compostas por hidrogel
lipossomal a liberacdo da insulina ocorre de uma forma mais lenta, devido a rigidez da membrana
lipossomal que determina a taxa de liberacéo e o comportamento reoldgico do hidrogel usado para a
dispersdo do lipossoma que fornece uma barreira extra para a liberagdo do composto através do
hidrogel. O mesmo tipo de comportamento foi estudado e observado por Mourtas e colaboradores
que avaliaram a liberacdo de dois compostos modelo a calceina (corante hidrofilico) e o
griseofulvina (farmaco lipofilico) incorporados em hidrogéis lipossomal (MOURTAS et al., 2007).

Outro ponto importante a ser considerado, € o comportamento de liberacdo bifasico de todas
as formulacOes testadas, ou seja, apresentaram liberacdo imediata em 2 h (“efeito burst”) motivada
pela liberagdo do farmaco livre ndo encapsulado no lipossoma (= 25%) seguido de liberagdo mais
lenta e sustentada a partir de 4 h, proveniente do farmaco 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 microparticulas compostas por proteinas de soro desnaturadas e alginato
usando um processo de extrusdo / gelificacdo a frio com ions de célcio, onde ocorreu a liberacéo
imediata, com “efeito burst” de 40% em 15 min, seguida por uma liberagdo mais lenta de 80% em 1
h (DEAT-LAINE et al., 2012). Além disso, Lopes e colaboradores descreveram que este modelo é

geralmente utilizado para descrever a liberacdo por varios tipos de formas farmacéuticas de
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liberagcdo controlada, como é o caso dos comprimidos matriciais, dos sistemas osmoticos e formas
revestidas (LOPES et al., 2005).




Tabela 24. Coeficientes de determinagdo (R?) da insulina liberada a partir das formulagdes obtidas através de diferentes modelos matematicos.
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Modelos de Liberacéao IS LI LltaT LlpnT HI HLI HLItaT HLIpNT
r*=0,6949 r*=0,8637 r*=0,8507 r*=0,7393 r*=0,6961 r*=0,0000 r’=0,1677 r*=0,0367
Baker-Londsdale
k =0,0438 k =0,0412 k =0,0413 k =0,0416 k = 0,0409 k = 0,0084 k = 0,0033 k = 0,0032
r*=0,7877 r*=0,7875 r*=0,7882 r?=0,7593 r’=0,7263 r?=0,7979 r’=0,7954 r’=0,7611
Korsmeyer-Peppas 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 r*=0,2010 r>=0,0037 r*=0,0384 r>=0,0000 r>=0,0000 r>=0,0000 r*=0,0000 r*=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 r*=0,2680 r2 =0,0158 r*=0,0824 r?=0,0549 r>=0,0000 r>=0,0000 r*=0,0000 r*=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
o r*=0,9667 r*=0,8249 r*=0,7476 r’=0,4658 r’=0,9348 r>=0,0000 r*=0,0000 r*=0,0000
Primeira-Ordem
k =1,1437 k =0,7835 k =0,6977 k = 0,5554 k=1,1737 k = 0,0984 k =0,0426 k =0,0416
k =104,5062 k =85,6224 k =82,5540 k = 70,0746 k =91,0103 k = 58,7619 k = 41,5194 k = 40,7898
Weibull r* = 0,9987 r* = 0,9984 r* =0,9978 r> = 0,9999 r’ = 0,9998 r’ = 0,9992 r* = 0,9985 r* =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




106

Para determinar uma melhor correlacdo in vitro - in vivo, alguns modelos matematicos de
cinética de liberagcdo conhecidos na literatura foram aplicados para discutir o mecanismo que rege a
liberagdo do farmaco 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 determinacdo R? (Tabela 24), o modelo que melhor
descreve a cinética de liberacdo das formulagdes avaliadas é o de Weibul. Estudos recentes
encontraram uma relacdo entre a equacdo de Weibull e os mecanismos de difusdo, dado que este
modelo relaciona a quantidade de farmaco acumulado em funcdo do tempo e o valor do coeficiente
b é indicador do mecanismo de transporte do farmaco através da matriz, sendo que valores de b <
0,75 sugerem que liberacdo ocorre por difusdo Fickiana, onde a matriz ndo controla a liberacdo do
farmaco. Quando o valor de b encontra-se entre 0,75 e 1 (0,75 < b < 1) o mecanismo ocorre por
difusdo Fickiana associada ao transporte anémalo ou caso Il (relaxamento da matriz), onde a matriz
controla a liberacdo do farmaco e por outro lado, valores de b > 1 indicam um mecanismo
complexo de liberagdo em que pode envolver difusdo, intumescimento e/ou erosdo 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 formulacao
HI foram maiores que 1, indicando que a liberacdo do farmaco ocorreu através de um mecanismo
complexo que envolve simultaneamente o relaxamento das cadeias poliméricas e a erosdo do
polimero. Enquanto que as formulagdes (LI, LItat, LlpnT, HLI, HLITAT € HLIpNT) tiveram valores
de coeficiente b entre 0,75 e 1, demonstrando um mecanismo de difusdo ndo fickiana, em que a
matriz controla a liberagdo do farmaco. Por outro lado, a formulacdo IS, obteve o valor de
coeficiente b abaixo de 0,75, demonstrando um mecanismo de difusdo fickiana, em que a matriz
ndo controla a liberacdo do farmaco.

Em um estudo desenvolvido por Carvalho e colaboradores foi observado um comportamento
semelhante quando investigaram a liberacdo de zidovudina incorporada em sistemas precursores de
cristal liquido, compostos por compostos pelo tensoativo alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP (PPG-5-CETETH-20), acido oleico e &gua, para administragdo nasal. Eles
relataram que o mecanismo de liberacdo de todas as formulagdes testadas seguiu 0 modelo de
Weibull (CARVALHO et al., 2010). Por outro lado Gatti e colaboradores também obtiveram
cinética de liberacdo da insulina conforme modelo de Weibull quando encapsulada em

nanoparticulas poliméricas carregadas negativamente (GATTI et al., 2018).
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5.14 Ensaios de permeacdo em mucosa nasal suina

A natureza vascular ricamente presente da mucosa nasal e a alta taxa de permeacdo de
farmacos tornam a via de administracdo nasal atraente para muitos farmacos, incluindo farmacos
polares de pequeno peso molecular, proteinas e peptideos (BAN et al., 2018).

O ensaio foi executado para verificar o processo pelo qual o farmaco é permeado através da
mucosa nasal suina em um intervalo de tempo especifico e parametros como o fluxo no estado de
equilibrio (J, pg/cm.min) e o coeficiente de permeabilidade aparente (Kp, cm/min), foram
calculados. Ademais, buscou-se investigar o papel promotor de absor¢do nasal de insulina a partir
de hidrogel, lipossoma e CPPs, isoladamente e combinados.

As formulagdes avaliadas foram as seguintes:

I.  Insulina em solugéo (IS);
Il.  Lipossoma + solucéo de Insulina (LI);
I1l.  Lipossoma + solucdo de Insulina funcionalizadas com TAT (Llra7);
IV.  Lipossoma + solugdo de Insulina funcionalizadas com PNT (LlpnT);
V.  Hidrogel + solucéo de Insulina (HI);
VI.  Hidrogel + Lipossoma + solucdo de Insulina (HLI);
VII.  Hidrogel + Lipossoma + solu¢do de Insulina funcionalizadas com TAT (HLIta7);

VIII.  Hidrogel + Lipossoma + solugdo de Insulina funcionalizadas com PNT (HLIpnT);

Aliquotas 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 um 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 estdo

representados na Tabela 25.




Tabela 25. Permeacdo de insulina em solucéo (1); Formulacdo LI (11); Formulacdo Lltar (111); Formulacdo Lipyt (IV); Formulagdo HI (V); Formulagdo HLI (VI); Formulacao

HLItat t (VII); Formulacdo HLIpwr (VI1I1). Condigdes do experimento: meio de Tampéo PBS, pH 7.4; 300 rpm; 32°C.
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Tempo Permeacdo CV  Permeacdo CV  Permeagdo CV  Permeagdo CV  Permeagdo CV  Permeagdo CV  Permeagdo CV  Permeagdo CV
(hs) | . I ||a 1 |||a i IVa v Va \% Vla1 VI VIIa VIl VIIE! VIl
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

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

®alor médio de seis determinacdes
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Figura 36. Perfil de permeacdo cumulativa em porcentagem das formulagdes em 8 h
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Figura 37. Perfil de permeacdo cumulativa em porcentagem das formulaces em 24 h
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Os perfis de permeacdo durante 8 h e 24 h foram representados graficamente em
porcentagem cumulativa de insulina permeada versus tempo e as curvas resultantes estdo dispostas
respectivamente nas Figuras 36 e 37.

Os resultados obtidos (Tabela 25) demonstram que ap06s 24 h de ensaio foram permeados
83,96 % de insulina da formulacgéo LI, 63,32 % da formulagédo Lltat, 57,11 % da formulagéo Llpnr,
52,72 % da formulacdo HI, 54,87 % da formulagdo HLI, 45,96 % da formulagdo HLItat, 44,91 %
da formulagcdo HLIpNnT € 92.63% de insulina do controle IS. O perfil de permeacdo cumulativa da
insulina na maioria das formulagdes foi sempre crescente até 2h de ensaio, sendo que nos tempos
seguintes houve o aparecimento de um platé da porcentagem permeada para cada formulacdo e nédo
houve uma relacdo linear entre a insulina permeada (%) versus tempo (horas) para nenhuma das
formulagdes testadas.

Os resultados obtidos se assemelham aos resultados obtidos nos ensaios de liberagéo in vitro
onde houve um perfil de liberacdo crescente até 2h de ensaio, sendo que nos tempos seguintes
houve o aparecimento de um platd da porcentagem permeada para cada formulacao.

Comparando a porcentagem cumulativa de insulina permeada em das formulagdes HLItat €
HLIpntem relacdo com as formulagdes HLI e HI, percebe-se que a quantidade de insulina permeada
nas formulacdes HLI e HI foi maior, isto se deve a propriedade mucoadesiva do hidrogel de HEC
que garante o prolongamento do tempo de retencdo 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 protecdo do farmaco encapsulado contra a
degradacdo das peptidases presentes no epitélio nasal (PIRES et al., 2009; QIANG et al., 2012).
Todavia, a adicdo do CPPs nas formulagdes deu origem a valores de porcentagem permeada
inferiores 0 que pode ser explicado pelo fato da forte interacdo eletrostatica resultando na
complexacdo da insulina com os CPPs, pois 0s peptideos sdo carregados positivamente e as
moléculas de insulina possuem cargas negativas no ambiente neutro (pH 7,4), devido ao seu ponto
isoelétrico (pl) estar compreendido entre 5,3 e 5,4. Esta interacdo pode ter atrapalhado a acdo de
promotor de absorcdo conferida aos CPPs, fazendo com que eles possibilitassem o aumento da
permeacdo da insulina através da mucosa nasal, 0 que o pode ser confirmado também pelos valores
de Kp (Tabela 25) menores obtidos pelas formulagées HLItat € 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
administracdo 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) nédo foram tdo estaveis e eficientes para a permeacdo 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 absorcao intestinal da insulina
foi prejudicada pelos agregados provenientes da precipitacdo da mistura fisica da insulina com o
CPP (PNT) em concentracdes acima de 0,2 mM de PNT, devido a interacdo eletrostatica (KAMEI
et al., 2008).

Tabela 26. Fluxo de permeacdo (J) e coeficiente de permeabilidade (Kp) obtidos para 300 pL das formulacBes
contendo insulina a 214ug/mL, dispostas numa area de 1,77cm? de mucosa nasal suina em contato com o meio receptor
tampéo fosfato (PBS,pH 7,4).

Amostra J (pg/min.cm) Kp (cm/min)
IS 138,330 0,816
LI 118,664 0,980
LlitaT 78,054 0,645
LlpnT 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
formulacdo HLI foi quase duas vezes maior em relacdo as formulagdes HLItat ¢ HLIpnT € @ Mesma
relacdo foi observada para os resultados de coeficiente de permeabilidade (Kp). Enquanto que o
fluxo (J) da formulagdo HI foi 1,5 vezes maior em relagdo a formulagdo HLI, sendo que a mesma
relacdo foi observada para o resultado de Kp. Sintov e colaboradores demonstraram que uma
microemulsdo 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 relacdo a administracdo
subcutanea, enquanto que o uso de uma microemulsdo O/A bem como uma solucdo simples de
insulina produziu menos de 1% de biodisponibilidade (SINTOV et al., 2010).

5.15 Ensaios bioldgicos in vivo

5.15.1 Ensaios de analise temporal da presenca de insulina na circulacéo sistémica em ratos
nao diabéticos
Como alternativa a injecdo subcutanea para o tratamento de DM, a administracdo nasal de
insulina tem sido amplamente investigada, sendo considerada uma via de administracdo promissora
pelos seguintes motivos: i. A cavidade nasal possui uma grande area de superficie epitelial
altamente vascularizada disponivel para a absor¢do de farmacos sendo coberta por numerosas
microvilosidades; ii. O sangue venoso da cavidade nasal passa diretamente para a circulacéo
sistémica, evitando a perda do farmaco pelo metabolismo pré-sistémico no figado; iii. Permite doses

menores com obtencdo rapida de niveis terapéuticos no sangue e inicio mais rapido da atividade
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farmacoldgica; iv. Diminuicao 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 absorcéo nasal de insulina
e 0 veiculamos em um gel de HEC (PRINGELS et al., 2006). Ademais, investigamos a utilizacdo
de CPPs para potencializar o efeito bioldgico do farmaco, visto que estes demonstraram aumentar a
biodisponiblidade de fA&rmacos a base de proteinas e acidos nucleicos, melhorando, por conseguinte
a possibilidade de biomacromoleculas cruzar barreiras fisioldgicas, como a mucosa nasal, parede
vascular, mucosa gastrintestinal, pele e barreira hematoencefalica (BHE), funcionando como
promotores de absor¢do (RAMSEY; FLYNN, 2015).

Os animais foram tratados de acordo com os seguintes grupos, utilizando 5 animais por grupo,
para avaliacdo e comparacao das alteracdes dos niveis séricos de insulina, no intervalo de tempo de

0 a 360 minutos ap6s as administracdes dos sistemas de liberacdo abaixo:

I.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT, contendo
solucgéo de insulina (HLItaT);
Il.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo
solucdo de insulina (HLIpNT);
1. Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solucdo de
insulina (HLI);
IV.  Administracdo intranasal de hidrogel, contendo solucdo de insulina (HI);
V.  Administracdo subcutanea 0,25U de insulina Novolin R®(Inssub);;
VI.  Administracéo intranasal de solucédo salina (SSnasal);

VII.  Administracdo intranasal de insulina em solucéo salina (InSpasa);




Solucédo Salina nasal

6-
~~ 5-
-
E 4 p<0,05, vs tO
(o))
= e —
s 3]
£
S 21
2]
k=
14
0_
Q o N N O o
9 N Ng > o0
Tempo (minutos)
HLI
64 p<0,05, vs t0
5 f !
|
E 4
(=)
£
© 37
£
S 2
[2]
£ | |
14
0-H— T T T T T
Q o N © Q o
@ P PP P

Tempo (minutos)

Insulina (ng/mL)

Insulina subcutanea 0.25U/Kg

Insulina (ng/mL)

p<0,05, vs t0
P
Q ) S o O o
€ PP P S
Tempo (minutos)
HLI tat
p<0,05, vs t0
1 1
T 1
Q ) Q N} QO N
SRR S

Tempo (minutos)

Insulina (ng/mL)

Insulina (ng/mL)

113

Insulina em soluc&o salina nasal HI
6 p<0,05, vs t0 51 p<0,05, vs t0
5 A [ |
27
4 =
g3
31 ©
£ 2-
2 S
2
14 =1
0- 0-
O e S & © & Y S N
RN AN O 3 NN S A o
Tempo (minutos) Tempo (minutos)
HLI pnt
69 p<0,05, vs t0
5 | |
44
3-
2-
1-
O T T T T T T
N o o o o N
RN N A

Tempo (minutos)

Figura 38. Niveis plasmaticos de insulina (ng/mL) apds administragdo nasal em ratos ndo diabéticos (n=5). Dose insulina administrada subcutaneamente: de 0,25U/animal. Dose
insulina administrada intranasalmente: 2U insulina /formulagdo/animal. Volume méaximo de instilacdo intranasal: 100puL divididos em aplicagbes de 25uL introduzidas

alternadamente em cada narina.
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A Figura 38 demonstra os niveis plasmaticos de insulina (ng/mL) ap6s administracdo nasal
em ratos ndo diabéticos.

Em relacdo ao grupo solucéo salina nasal (SSpasa) 0S resultados demonstraram que houve
uma discreto aumento no nivel de insulina sisttmica 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 subcutanea (nssy,) na dose de 0,25U de
insulina apresentou um aumento progressivo nos niveis de insulina sistémica 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 solucéo salina nasal (Inspasa), demonstrou-se que houve o
aparecimento de insulina sistémica, contudo, devido a apresentacdo de erros estatisticos altos
principalmente no tempo de 360 minutos, ndo se controla a dose administrada e consequentemente
a eficicia de absorcdo fica comprometida. Por isso, se faz necessario a veiculacdo de insulina em
sistema de liberacdo apropriado que proporcione a sua liberacdo controlada, para que seja
lentamente absorvida.

Em relacdo 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 niveis de insulina sistémica. Entretanto, o grupo
HI apresentou o melhor resultado em relacdo ao aumento dos niveis de insulina sistémica.

Da mesma forma, a administracdo nasal dos grupos que continham os CPPs, sendo este
grupo hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo insulina (HLIrat) € hidrogel +
lipossoma funcionalizado com PNT, contendo insulina (HLIpnT) também apresentaram resultados
satisfatorios em relacdo aos niveis de insulina sistémica, 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 nivel de insulina mais tardio e o grupo HLIpnT apresentou
um aumento do nivel de insulina mais precoce, principalmente em 60 minutos. Ademais, 0S
resultados alcancados pelos CPPs corroboram aos achados na literatura no que diz respeito a acao
promotora de absorcdo conferida estes tipos de peptideos catiénicos. Por outro lado, possivelmente
devido a forte interacéo eletrostatica e consequente complexacédo da insulina com os CPPs, pode ter
atrapalhado a obtencdo de niveis séricos do horménio mais adequados. Além disso, a concentragdo
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 absorcdo 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 detectaveis & integridade celular da mucosa nasal, podendo ser uma
alternativa viavel as terapias parenterais existentes. Da mesma forma em 2013, Khafagy e
colaboradores estudaram que L-PNT e um andlogo denominado PenetraMax ndo foram tdxicos
sistemicamente ou localmente nas duas concentracdes selecionadas (0.5mM e 2mM) (KHAFAGY
et al., 2009; KHAFAGY et al., 2013).

Em outro estudo, Khafagy e colaboradores estudaram o efeito da eliminacao, substituicdo e
adicdo de cationicidade aos residuos modificados de L-PNT na absorcdo nasal de insulina e
respectivo efeito hipoglicemiante, demonstrando que a insulina foi absorvida a partir da cavidade
nasal. Contudo, a eliminagdo dos residuos de amino&cidos catidnicos (Arginina ou Lisina) diminuiu
significativamente a absorcdo da insulina em comparagdo com a observada com a L-penetratina
(KHAFAGY et al., 2010).

De acordo com os resultados apresentados a administracdo das formulagdes (HLIraT
HLIpnT , HLI e HI) apresentaram resultados satisfatorios em relagdo ao aumento da insulina
temporal. Possivelmente, a liberacdo sustentada de insulina pode ter contribuido para este resultado,
assim como o papel bioadesivo do hidrogel de HEC, fornecendo uma matriz gelificada que sugere
manter um contato prolongado entre o farmaco e o local de absorcdo a partir do qual € 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
voluntarios saudaveis. Os resultados foram avaliados medindo os niveis de glicose no sangue e 0s
niveis de insulina no soro em intervalos de tempo especificados em ratos e humanos e
demonstraram que o uso deste gel nasal bioadesivo ndo s6 promoveu o contato prolongado entre o
farmaco e os locais de absorcdo na cavidade nasal, mas também facilitou a absorcdo direta da
insulina através da mucosa nasal. No entanto, como a absorcdo foi bastante rapida, o uso desta
forma de administracdo de insulina poderia ndo ser viavel para pacientes cronicos em longo prazo
(D’SOUZA et al., 2005).
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5.15.2 Ensaios das respostas anti-hiperglicémicas em ratos diabéticos

Em resposta ao aumento da glicose circulante apos as refeicdes, a insulina € secretada e age

principalmente em tecidos periféricos, como figado, muasculo e tecido adiposo, diminuindo por

consequéncia a glicemia (ZECCHIN et al., 2004).

Para verificar as respostas anti-hiperglicémicas das formulacbes testadas foi realizado

experimento in vivo, seguindo o mesmo desenho experimental adotado no experimento de

concentracdo temporal de insulina. Sete dias apds a inducdo do diabetes (dez dias pds-STZ), os

animais foram tratados de acordo com 0s seguintes grupos, utilizando 6 animais por grupo:

VI.
VIL.
VIIL.

Administragdo intranasal de hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo solugéo
de insulina (HLItaT);

Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo solugédo
de insulina (HLIpnT);

Administragdo intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solucdo de insulina
(HLI);

Administragdo intranasal de hidrogel, contendo solugéo de insulina (HI);

Administracdo intranasal de insulina em solucdo salina (INSnasal);

Administracdo intranasal de solucédo salina (SSnasal);

Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT (HLta7);\
Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT (HLpn7);
Administragdo subcutanea de 2 U insulina Novolin R® (Insg;

Administragdo intranasal de hidrogel + lipossoma branco (HLB);




Solucédo Salina nasal

6001
-
T
[=2}
E
o
£
[
Q2
O]
QO 0 ® O 0 O © & &
» o 9 .\/'L ,;b .-th ,50 'bb
Tempo (minutos)
HLI
6001
J 463

~ 500 43 p<0,05, vs t0
ol 388 A
> 4004 b
E 25 16
« 3004 241
§
8 200
O 100-

O ® ® & O & O & &
R N N O S S
Tempo (minutos)

HLtat

384 381 370

Glicemia (mg/dL)

O ad & X O O © & &
’bb%,{']/,\"bmv@,b%

Tempo (minutos)

Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

Insulina subcutanea - 2U
600~

5004 p<0,05, vs t0

w
g 8
22

200

Glicemia (mg/dL)

=
o
<

04

O ® ® N O S © &
O I SN S S
Tempo (minutos)

HLI tat
6001
5004
p<0,05, vs t0
4001 2 35 a5 332 6 33
3004
2004
1004
Q X O N O O © & &
P @ PP B S P
Tempo (minutos)
HLpnt
6001
500 464 w5 W 429 415
404 w3 38 408
4004
3004
2004
1004

O ad & X O O © & &
‘bb%@,&,‘y,@%b

Tempo (minutos)

Insulina em soluc¢édo salina nasal
600-

142 450

a
(=]
o

Glicemia (mg/dL)

O ® ® N O & © & &
S N I S S S
Tempo (minutos)

HLI pnt
600~

5004 p<0,05, vs t0

390
371 369

334 350
304 3815

Glicemia (mg/dL)
= N w B
o o o o
e 2 2 2

o
I

QO A & N O H ©
'b*'ofb,\')/,\ibqlb‘

Tempo (minutos)

o
S o

Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

117

HI
6001

p<0,05, vs t0

O O L O &
@ P P& N S
Tempo (minutos)

HL branco
600~

483

470 459 449 460

2N W A G
o O O O 9
T 2 2 292

o
I

Q d & O O O
O NN

O & &
P D AP
Tempo (minutos)

Figura 39. Efeito do tratamento das formulagGes contendo insulina sobre a glicemia (mg/dL), apds a administragdo nasal em ratos diabéticos (n=6). Dose Insulina administrada pela
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Foi observado que a inducdo 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 inicio do
experimento, confirmando o pareamento e permitindo assim comparagdes temporais inter e intra
grupos no decorrer do experimento. Os animais ndao foram alimentados até o periodo de 360
minutos do experimento.

A Figura 39 demonstrou os resultados apresentados pelos grupos testados no efeito
hipoglicémico.

O primeiro grafico do grupo solucéo 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 ndo foi mais alimentado. Diferente de um animal com
uma fisiologia normal (aquele que ndo apresenta o quadro de DM instalado) a glicemia em todas as
coletas apresentou valores de glicemias acima de 400 mg/dL ou préximas deste valor, resultados
que ndo 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 ndo tenha sido
alimentado a sua glicemia ndo se reduziu, sendo a principal caracteristica da hiperglicemia crénica
em individuos com DM néo controlada. Ademais, no tempo de 360 minutos, foi obtido o valor de
444 mg/dL o que sugere o0 aparecimento do processo de producédo hepatica de glicose.

Em relagdo ao grupo controle de animais tratados com 2U de insulina subcutanea (Inssu)
mostrou uma reducdo da glicemia logo apds o inicio do tratamento (30 minutos) normalizando os
niveis glicémicos 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 subcutanea torna-se dolorosa com a instalagdo de um quadro
cronico de DM e existe o risco de episédios 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 nao houve a manutencao da glicemia ap6s 240 minutos de tratamento, 0 que sugere
a necessidade de uma nova administracdo subcutanea do farmaco, pois a duracdo do efeito ndo se
mostrou duradoura.

Sobre o grupo insulina em solucdo salina nasal (Insp,sa) € de acordo com os resultados
apresentados anteriormente no ensaio de concentragcdo temporal da insulina, sugeriu-se que a
eficicia de absorcdo da insulina ficou comprometida, pois ndo houve a normalizacdo dos niveis
glicémicos em nenhum tempo analisado. Ademais, nenhuma resposta hipoglicémica aparente foi
observada também apds administracdo nasal dos grupos controle negativo: i) hidrogel + lipossoma
branco (HLB); ii) hidrogel + lipossoma funcionalizado com TAT (HL+aT); 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 (InSnasa, HLB,
HLtat € 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, HLIent € HLITaT) S30 provenientes dos efeitos da insulina presente nas
formulacgdes.

Em relacdo ao grupo hidrogel + lipossoma convencional, contendo insulina (HLI), os
resultados obtidos estdo em concordéncia ao que foi observado no ensaio de concentracao temporal
da insulina, uma vez que este grupo reduziu a glicemia tardiamente (apds 180 minutos) com
resultados significativamente diferentes quando comparado ao tempo inicial (p<0.05), com a
ocorréncia da possivel capacidade de manutengdo da normoglicemia, contudo, os valores
apresentados ndo tiveram a capacidade de normalizar a glicemia pos-prandial a niveis abaixo de 140
mg/dL. Ainda, os resultados obtidos para o grupo hidrogel, contendo insulina (HI), demonstraram
que houve a reducdo 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 possivel capacidade de
manutencdo da normoglicemia. Portanto, o que foi observado para estas duas formulacdes (HLI e
HI) em relacdo a efetividade bioldgica com uma Unica administracdo nasal, foi a queda gradativa da
glicemia que foi mantida por um periodo de 360 minutos, sugerindo que certamente estas
formulacBes liberaram a insulina gradativamente e de forma continua, diferentemente do que
ocorreu na aplicacdo subcutanea, em gue a glicemia ndo foi mantida por um periodo superior a 180
minutos.

Por outro lado, os grupos que continham os CPPs, sendo estes hidrogel+ lipossoma
funcionalizados com TAT, contendo insulina (HLIa7) € hidrogel + lipossoma funcionalizado com
PNT, contendo insulina (HLIpNT) possuem potencial para serem melhorados, visto que o grupo
HLI+at promoveu a reducdo 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 répida
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 concentracdo temporal de insulina e resposta antihiperglicémica
mostraram em conjunto que a estratégia de funcionalizacdo de lipossomas com CPPs, contendo
insulina dispersos em hidrogel possuem potencial para serem melhoradas e sugere-se que 0 grupo
HLIpnT pode ser considerado um promotor de absorgdo precoce, enquanto que, o grupo HLItat
pode ser considerado um promotor de absorcdo tardia. Isto pode ser justificado pela complexagédo

CPP + insulina e/ou a baixa concentracdo dos CPPs, abaixo da concentragdo necessaria para
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desencadear o efeito promotor de absorcéo, 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 liberacdo sustentada de
insulina através da via nasal e ocular em ratos diabéticos e demonstraram que a liberacdo da
insulina foi prolongada por um periodo de 7 a 9 dias, sem liberacdo imediata (‘efeito burst”)
contrariando a literatura referente aos sistemas de liberagdo sustentada, entretanto, os lipossomas
convencionais obtiveram uma reducdo 34% dos niveis de glicose no plasma em 8 horas contra uma
reducdo de 35% em 2 dias para lipossomas multivesiculares revestidos com quitosana (JAIN et al.,
2007).

De outro modo, Dyer e colaboradores investigaram se 0 uso de quitosana como sistema de
liberacdo de insulina nasal poderia ser melhorada pela aplicacdo de quitosana formulada como
nanoparticulas e foi observado que as nanoparticulas de quitosana ndo melhoraram o efeito de
aumento da absorcdo da insulina quando comparada a solucao de quitosana e as formulagdes de pd
de quitosana (DYER et al., 2002).

5.15.2.1 Alteragdes na ativacdo da sinalizacdo da insulina na musculatura esquelética de atos
diabéticos

A insulina € um importante horménio anabdlico sintetizado no pancreas pelas células B das
ilhotas de Langerhans, participando da regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas (HABER et al., 2001; KATZUNG; TREVOR, 2017; BRUNTON et al., 2018).

Os efeitos metabolicos imediatos da insulina incluem aumento da captagdo tecidual de
glicose especialmente pela musculatura esquelética e tecidos adiposo, através do aumento da
translocacdo de vesiculas contendo transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4) do citoplasma
para a membrana plasmatica do adipdcito e miocitos (CARVALHEIRA et al., 2002).

As formulagOes avaliadas foram as seguintes:

I.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma branco (HLB);
Il.  Administracéo intranasal de solucdo salina (SSnasa);
I1l.  Administracdo intranasal de insulina em solucao salina (INSnasal);
IV.  Administracdo subcutanea de 2 U insulina Novolin R®(Inssub);
V.  Administracdo intranasal de hidrogel, contendo solugéo de insulina (HI);
VI.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma convencional, contendo solucéo de insulina
(HLD);
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VII.  Administracdo intranasal de hidrogel + lipossoma funcionalizado com PNT, contendo solugéo
de insulina (HLleT),
VIIl.  Administracdo intranasal de hidrogel+ lipossoma funcionalizado com TAT, contendo solucéo

de insulina (HLItaT);
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Figura 40. Niveis de fosforilagdo de AKT (Ser-473) em musculos tibialis anterior de ratos diabéticos 360 minutos ap6s
a administracdo nasal de formulagdes 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 fosforilacio da proteina AKT baseados em
musculos esquelético tibialis anterior de um animal, conforme demonstrado na Figura 40. Neste
ensaio observou-se que ap6s 6 horas, todas as formulagdes (HLItat HLIpnT HI € HLI) foram capazes
de promover liberacdo de forma continua ou mantida de insulina. No musculo esquelético ativou a
sinalizacdo e aumentou a fosforilacdo da AKT, translocando mais transportadores de glicose do tipo
4 (GLUT 4), onde houve maior estimulacdo a captacdo de glicose no musculo e com isso
diminuigdo da glicemia.

Foi verificado também que estes resultados corroboram aos resultados obtidos no ensaio de
respostas anti-hiperglicémicas, pois as formulacdes HI e HLI foram capazes de promover uma
liberacdo de forma continua ou mantida maior de insulina (ap6s 60 minutos para a HI e 180 minutos
para HLI) quando comparado aos resultados observados para as formula¢bes HLItar, HLIpnT €
dentre as quatro formulacdes a HI obteve os melhores resultados em relacdo a queda da glicemia e a
sinalizacdo da AKT.

Por outro lado, observamos que uma das formulagdes controle (insulina subcutanea) obteve

resultado inferior em relacéo a fosforilagdo da AKT no musculo esquelético, quando comparado as
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formulagbes testadas (HLItat, HLIpnt HI € HLI), isto demonstra que uma pequena quantidade de
insulina alcangou o musculo esquelético, pois a maior parte atingiu a circulacdo sistémica,

desempenhou suas agdes e foi degradada, pois a meia vida da insulina é de 4-6 minutos.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

subcutaneas pelo paciente diabético cronico.
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9. ANEXO

ANEXO 1: Parecer n° 04/2018 — Comissao de Etica no Uso de Animais.
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unesp ™ Heianis

CERTIFICADD

Cemificamos que a propesta infitulada "Lipossomas fimcionalizados com Peptdecs de rams-
dagao de membrana para administacao nasal de Insulina no tratamento do Diabetes Mall-
tas" registrada com o Protocolo CEUAFCE/CAr (42018, sob a responsabilidade da Profes-
sora Doutora Amanda Martins Baviera, que envolve a produgao, mamitencao ou utilizagao de
amimais perfenceniss a0 flo Chordata, subfile Vertebrata (exceto nmanes), para fins de pes-
quiza cientifica (ou ensine) - encontra-se de acondo com os preceitos daLeip® 11.794. de B da
oufubro dz 2008, do Decreto n° 6,890, de 15 de julho de 2009, & com as normas aditadas pelo
Conselhe MNacional de Controle de Experimentacao Ansmal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAD DE ETICA NOUSO DE ANIMATS da Faculdade de Cisncias Farmacéuticas do
Canyros de Araraquara da UNESP em reumido de 12 de abril de 2018,

Finalidade 1] Ensino [X) Pesquisa Cientifica

Vigenca da aulonzacao Abnl de A1E

Especiefinhagem/raca Rato Heterogenico [ Wistar- 140 a
180 g 08 M

N® de armais o

Pesoildade 140 3 180 g / I3 a 04 semanas

SEXD . Masculing

Ongem Bioterio Central Unesp/ Botucatu

Ammaquam, 1B de abril de 2018,

Profa. Dra. CARTA BPAQUEL FONTANA
Coorienadoea da CEUA




