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RESUMO

O Diabetes mellitus ¢ uma doenca metabdlica que afeta milhdes de pessoas no mundo,
levando a diversos problemas. A descoberta da insulina, em 1921, permitiu o tratamento desta
doenca. Porém, a via de administracdo do farmaco € a injetavel, a qual representa um grande
desconforto, limitando a adesdo de pacientes ao tratamento com insulina. A via oral seria a
mais confortavel para a administragdo da insulina, entretanto a degradagdo enzimética no trato
gastrointestinal e sua baixa lipofilia impedem o seu uso por essa via. O 6leo de buriti (OB) é
um produto natural contendo varias substancias de interesse terapéutico e tecnolégico, como,
por exemplo, carotenoides, a-tocoferol e vitamina C, além de conter grande quantidade de
acidos graxos, principalmente o acido oleico (AO), reconhecido promotor de permeacdo de
moléculas como a INS. Nesse estudo, solucdo micelar de poloxamero 407 (P407) contendo
OB e INS foi desenvolvida e o efeito hipoglicémico desta formulacdo contendo INS foi
avaliado in vivo. A analise quantitativa do OB realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas demonstrou o &cido oleico como acido graxo majoritario do dleo
(71,67%), seguido do acido palmitico (15,61%). A avaliacdo do microambiente micelar da
formulacdo P407+OB+INS por espectrofluorimetria utilizando o pireno como sonda
fluorescente demonstrou que a adicdo de OB reduziu consideravelmente a polaridade das
micelas. A formulacdo P407+OB+INS apresentou tamanho médio de goticulas de 300 nm,
com indice de polidispersdo de 0,46 e potencial zeta de -44 mV. No estudo in vivo utilizando
ratas albinas da linhagem Fischer, P407+OB+INS administrada por via retal apresentou
importante efeito hipoglicemiante ao longo do tempo de 6 horas do experimento, enquanto a
formulacdo contendo AO utilizado como controle positivo, apresentou um forte pico
hipoglicémico em 1 hora, retornando aos niveis glicémicos normais ao final do tempo de 6
horas. Em ratas diabéticas, a formulacdo P407+OB+INS apresentou resultados semelhantes,
porém, o efeito hipoglicémico foi mais acentuado que nos animais saudaveis. Com isso,
conclui-se, que OB, apresentou potencial para se tornar um importante agente promotor de
permeacdo de farmacos, incluindo proteinas e peptideos, sendo uma alternativa interessante
para o desenvolvimento de formulagdes ndo invasivas de INS.

Palavras chaves: Diabetes Mellitus, Insulina, Poloxamer 407, Oleo de Buriti, Acido

oleico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disorder that affects millions of people worldwide, leading to
several problems. The discovery of insulin (INS) in 1921 enabled the treatment of this
disease. However, INS is usually administered by injections, which causes a great discomfort,
limiting patient adhesion to the treatment with INS. Oral administration would be most
appropriate for administering INS, however, enzymatic degradation in the gastrointestinal
tract and its low lipophilicity limit its use by this route. Buriti oil (OB) is a natural product
containing several substances with therapeutic and technological interest such as, carotenoids,
a-tocopherol and vitamin C, it also contains large amounts of fatty acids, mainly oleic acid
(AO), a well-known permeabilitis enhancer of molecules like INS. In this study, a micelar
solution of poloxamer 407 (P407) containing OB and INS was developed and the
hypoglycemic effect of this formulation containing INS was evaluated in vivo. The
quantitative analysis OB realized by gas chromatography coupled to mass spectrometry
showed oleic acid as the major fatty acid (71,67%), followed by palmitic acid (15,61%). The
evaluation of the micellar microenvironment of P407+OB+INS by spectrofluorimetry using
pyrene as a fluorescent probe showed that the addition of OB significantly reduced the
polarity of the micelles. The P407+OB+INS formulation had an average dropt size of 300 nm
with a polydispersity index of 0,46 and a zeta potential of -44 mV. In the in vivo study using
female Fischer rats, P407+0OB+INS administered rectally showed an important hypoglycemic
effect along of the 6 hours of the experiment while the formulation containing AO used as
positive control, showed a strong hypoglycemic peak in 1 hour, returning to the normal
glucose levels at the end of 6 hours. In diabetic female rats, the P407+OB+INS showed
similar results, however, the hypoglycemic effect was more pronounced than in healthy
female rats. Therewith, it is concluded that OB showed potential to become an important
enhancer of permeation of drugs, including proteins and peptides, been an interesting

alternative for the development of noninvasive INS formulation.

Key words: Diabetes Mellitus, Insulin, poloxamer 407, Buriti oil, oleic acid.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus sempre foi um grande problema para os sistemas de saude no
mundo inteiro. Diversos fatores, como, sedentarismo, dieta inadequada, obesidade, entre
outros, sdo responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do diabetes no mundo,
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Os tipos de diabetes prevalentes sdo do tipo 1 e tipo 2. No diabetes do tipo 1 os
pacientes necessitam da administracdo da insulina para controlar a hiperglicemia. Ja no
diabetes tipo 2, os pacientes utilizam, além de medicamentos hipoglicemiantes para o
tratamento, a insulina (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A insulina (INS) é um hormodnio secretado pelas células do péncreas, sendo
principalmente administrada pela via subcutanea, no intuito de se obter niveis plasmaticos
deste hormdnio idénticos aos da secre¢do fisioldgica de individuos saudaveis (SILVA et al.,
2003b).

Existem diversos estudos propondo vias alternativas ndo invasivas de administracdo de
INS (HOFFMAN; ZIV, 1997), devido aos inconvenientes ocasionados pela administracdo
parental como dor local, injecGes mdltiplas, hipoglicemia (no caso de superdose), coceira,
alergia, hiperglicemia e lipodistrofia em torno do local da injecdo (PAMNANI, 2008), que
comprometem a adesdo do paciente ao tratamento (SILVA et al., 2003).

Porém, muitas destas vias também apresentam fatores limitantes a administracdo da
INS, como, por exemplo, a via oral, que limita a administracdo de farmacos peptidicos devido
a degradacdo proteolitica no trato gastrintestinal, além da baixa permeabilidade da molécula
através da mucosa (SILVA et al., 2003b).

Estratégias para melhorar as formulacGes, proteger a INS e aumentar a sua
biodisponibilidade oral incluem encapsulamento em sistemas de liberacdo de farmacos, uso
de promotores de absorcdo (sais biliares, salicilatos, acidos graxos insaturados) e substancias
inibidoras de proteases (ONUKI et al., 1999), além do uso de formulagdes especificas, como
sistemas micelares, emulsdes, sistemas bioadesivos (SILVA et al., 2003a). Os promotores de
absorcdo do tipo acidos graxos tém a vantagem de serem compostos enddgenos presentes
como lipidios da pele humana e de biomembranas (ONUKI et al., 1999).

Os géis aquosos do poloxamero 407 (P407), um tensoativo nédo idnico, apresentam a
propriedade de serem sistemas bioadesivos termo reversiveis, quando a concentragdo do
polimero usada for igual ou maior que 20% (SCHMOLKA, 1991; DUMORTIER et al, 2006).
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Estudos realizados por Barichello e colaboradores (1999a) demonstraram que as
caracteristicas de P407, combinadas as propriedades dos &cidos graxos insaturados e poli-
insaturados, resultaram num marcante efeito hipoglicémico de INS apds administracéo retal
em ratos normais. Além disso, resultados sugerem que o uso do acido oleico na formulacéo de
P407, além de aumentar a viscosidade dessas solucGes, também, controla a liberagéo de INS a
partir da matrix do gel obtido (MORISHITA et al., 2001).

O oleo extraido dos frutos da Mauritia flexuosa, comumente chamado de 6leo de buriti
(OB), ¢ rico em B-caroteno, vitamina A, tocoferdis e acidos graxos (MANHAES; SABAA-
SRUR, 2011). O OB, devido ao elevado teor de a-tocoferol possui potente agdo antioxidante.
Além disso, os carotenoides presentes possuem acio muco-protetor (MANHAES; SABAA-
SRUR, 2011).

Considerando a riqueza da flora brasileira e o importante estudo sobre as suas espécies
vegetais, 0 uso do OB, extraidos dos frutos do buriti, espécie vegetal rica na flora brasileira,
contribui para o cultivo e a producédo dos frutos dessa espécie nativa, gerando renda associada
ao processo de extracdo, producdo e recuperacdo das espécies. Contribuindo também para o
meio ambiente e conservacdo desse bioma.

Desta forma, neste projeto propde-se desenvolver e caracterizar formulacdo de P407
contendo OB e INS, e avaliar e comparar in vivo o efeito hipoglicémico desta formulagéo com
outras formulagdes contendo INS ap6s administracdo retal em ratas albinas da linhagem

Fischer.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivos geral
Desenvolver e caracterizar formulagdo P407 contendo INS e OB e avaliar in vivo o efeito
hipoglicémico ap6s administracdo retal em ratas albinas da linhagem Fischer.

2.2. Objetivos especificos
o Determinar a composic¢éo do 6leo de buriti;
. Preparar formulacdo de P407 contendo INS e OB;

. Determinar o tamanho médio das micelas/goticulas utilizando o aparelho
Nanosizer N5 (Beckman Coulter, EUA);

. Determinar o potencial zeta das micelas/goticulas utilizando o aparelho
Nanosizer N5 (Beckman Coulter, EUA);

o Avaliar o microambiente micelar (hidrofilicidade das formulacbes por

espectrofluorimetria usando o pireno como sonda fluorescente;

o Avaliar in vivo o efeito hipoglicémico das formulages contendo INS apds

administracdo retal em ratas albinas Fischer saudaveis.

o Comparar o efeito hipoglicémico da formulacdo contendo INS e OB

administradas por via retal em ratas albinas Fischer saudaveis e diabéticas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é uma doenca metabolica em que, o paciente apresenta um quadro
hiperglicémico associado a diversas complicacfes e disfuncdes de varios Orgdos. A
hiperglicemia pode ser devido a defeitos na secre¢do ou acdo da INS causada por processos
patogénicos especificos, como, destruicdo das células beta do pancreas, resisténcia a acdo da
INS, disturbios da secregdo da INS, etc. (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O numero de individuos diabéticos vem crescendo ao redor do mundo (Tabela 1). De
acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2015), a quantidade de pessoas
diabéticas no mundo chega a cerca de 382 milhdes, com perspectiva de atingir 471 milhGes de
pessoas em 2035. Dados publicados em um relatério da OMS em 2015 mostram que o
diabetes mellitus estd entre as trés doencas ndo transmissiveis, responsaveis pelo maior
namero de mortes no mundo, com aproximadamente 1,3 milhGes, ficando atrds apenas das

doencas cardiovasculares e do cancer.

Tabela 1

Distribuicdo de pessoas diabéticas no mundo

Paises Quantidade em milhdes
AMERICA DO NORTE 37,0
AMERICA DO SUL E CENTRAL 24,0
EUROPA 56,0
AFRICA 45,0
PACIFICO 49,0
SUDESTE DA ASIA 72,0
MEDITERRANEO ORIENTAL E ORIENTE MEDIO 138,0

Fonte: (Adaptado da OMS, 2015).

De acordo com o Sociedade Brasileira de Diabetes (2015), o Brasil se encontra
atualmente na 42 posicAo, atras apenas da China em 1° lugar (92,3 milhdes), india em 2° lugar
(63 milhdes) e dos Estados Unidos, 3° lugar (24,1 milhdes) com cerca de 11,6 milhdes de
diabéticos, 8,7% da populacdo na faixa etaria de 20 a 79 anos. O aumento da prevaléncia da

diabetes mellitus esta relacionado a diversos fatores, como, por exemplo, 0 crescimento e 0
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envelhecimento da populagéo, a urbanizacéo, os habitos alimentares, obesidade, sedentarismo
entre outros (SBD, 2014).

O diabetes pode ser classificado em quatro categorias clinicas (SBD, 2014):

o Diabetes mellitus Tipo 1: também conhecida como diabetes juvenil, é causada
pela destruicdo por processos autoimunes da célula beta do pancreas, o que leva a uma
deficiéncia absoluta de INS. A administragdo de INS nesses casos é fundamental, evitando o
processo de cetoacidose, coma e morte.

o Diabetes mellitus Tipo 2: é o mais prevalente, conhecida como diabetes do
adulto, é causada por uma deficiéncia relativa de INS, a administracdo de INS nesses casos,
tem como objetivo controlar a hiperglicemia, que se desenvolve lentamente, podendo
permanecer assintomatica por varios anos.

. Diabetes mellitus gestacional (DMG): o diabetes gestacional € um estagio pré-
clinico da doenca, detectado durante o pré-natal da gestante e geralmente se resolve depois do
pos-parto, mas com possibilidade de retorno no futuro.

. Outros tipos especificos de diabetes: resultam de defeitos genéticos da funcédo
das células P, defeitos genéticos da acdo da INS, doencas do péancreas exdcrino,
endocrinopatias, efeito colateral de medicamentos, infec¢bes e outras sindromes genéticas
associadas ao diabetes mellitus.

O diagnostico precoce da doenca pode ser realizado através de sintomas como: fadiga,
poliuria, sede excessiva, cansaco, fome, perda de peso, ma cicatrizagdo, formigamento e visdo
turva (GUIMARAES, 2012). O Diabetes mellitus pode ser confirmado por exames
laboratoriais, pela quantidade aumentada de agUcar no sangue e por sua presenca na urina.
Individuos que apresentam uma taxa de glicemia de jejum entre 100-126 mg/dl sdo
considerados pré-diabéticos e acima do valor de 126 mg/dl séo classificados como diabéticos
(ALMEIDA, 2014).

Quando os niveis de glicemia de jejum estdo acima dos valores indicados, recomenda-
se realizar o teste de tolerancia oral a glicose (TTGO), que deve ser realizado também em
pessoas que possuem risco de desenvolver a doenca. Neste teste € determinada a glicemia de
jejum, e a glicemia 120 minutos apos a ingestdo de 75 g de glicose anidra em 300 mL de
agua. O paciente é considerado diabético quando a glicemia de jejum apresenta valores
maiores ou iguais a 126 mg/dL ou a glicose plasmatica ap6s o TTGO apresentar valores
maiores ou iguais a 200 mg/dL (ALMEIDA, FERRAO; ZANGERONIMO, 2014).
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As analises de hemoglobina glicada (HbAlc), tem o objetivo de monitorar o controle
do diabetes. Essa hemoglobina é formada através de reacfes entre a hemoglobina contida nas
hemacias e a glicose plasmatica. O exame deve ser realizado trimestralmente, permitindo
analisar a glicemia de paciente diabético por um periodo de 60 a 90 dias. Os valores
desejaveis devem estar abaixo de 6,5% (ALMEIDA; FERRAO; ZANGERONIMO, 2014).

A hiperglicemia traz inumeras complicacbes agudas e crbnicas para 0 paciente
diabético, e sdo as responsaveis pela morbidade e mortalidade destes. As complicacOes
agudas do diabetes mellitus incluem a cetoacidose diabética, o estado hiperglicémico
hiperosmolar que apresenta mortalidade na faixa de 15% e a hipoglicemia, que apresenta
elevada mortalidade, na faixa de 5% (KLAFKE et al., 2014). As doengas cardiovasculares
representam a principal causa de morte (52%) em pacientes diabéticos do tipo 2 (GROSS;
NEHME, 1999), seguido pela retinopatia que acomete cerca de 40% dos pacientes diabéticos,
sendo a principal causa de cegueira em pacientes entre 25 e 74 anos. Além disso, o diabetes é
a principal causa de amputacGes no Brasil, causada pelas complicacbes do pé diabético
(ALMEIDA, 2014).

As suas complicacOes, natureza crénica e o tratamento, torna o diabetes uma doenca
com alto custo tanto para o paciente e familia, como para o sistema de saude. Os custos ndo
sdo apenas econdmicos para o individuo, causando grande impacto na vida dos doentes e nas
de seus familiares (SBD, 2015). De acordo com dados da Sociedade Brasileira de Diabetes
(2015), os custos diretos para o Brasil chegam a cerca de 3,9 bilhdes de dolares. O Sistema
Unico de Satde brasileiro tem um custo com o tratamento ambulatorial na ordem de 2.108,00
dolares por paciente. Além disso, pessoas diabéticas perdem a capacidade de trabalhar devido
as complicagBes cronicas causada pela doenca ou adquirem alguma limitacdo no seu
desempenho profissional, o que diminui a sua produtividade.

O tratamento recomendado para pacientes diabéticos Tipo 2 é a realizacdo de
exercicios fisicos diarios, dieta adequada e uso de medicamentos hipoglicemiantes e aplicacdo
de INS para o controle da glicemia, quando necessario, evitando ou retardando assim, as
complicacBes da doenca. No caso de pacientes diabéticos Tipo 1, que sdo considerados
insulinodependentes, apenas a INS é usada como forma de tratamento (SBD, 2014).

A prevencdo do diabetes pode ser realizada mediante prevencao do inicio da doenca,
prevencdo primaria, ou de suas complicacdes, prevencdo secundaria. A prevencdo primaria
protege os individuos geneticamente suscetiveis de desenvolver a doenga, principalmente em
casos de pessoas que apresentam obesidade, hipertensdo arterial e dislipidemia. As

intervengdes primarias além de evitar o surgimento de diabetes, também evitam doencas
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cardiovasculares. Alteracbes no estilo de vida, como, por exemplo, modificando a
alimentacdo e a realizacdo de atividades fisicas, sdo fatores que ajudam a combater o peso de
pessoas com maior risco de desenvolver a doenca (SBD, 2015).

Ja na prevencdo secundaria, o controle metabdlico tem papel importante no
surgimento ou na progressdo das complicacBes crbnicas. Além disso, o tratamento da
hipertensdo arterial e dislipidemia reduz o risco de complicagdes. A prevencao de ulceragfes
nos pés e de amputacGes de membros inferiores podem reduzir a frequéncia e a duracdo de
hospitalizacGes, além da incidéncia de amputaces em 50%. A cegueira, causada na maioria
dos pacientes diabéticos, pode ser evitada através do rastreamento para diagnéstico e do
tratamento precoce da retinopatia. O diagnostico precoce da microalbuminuria previne ou
retarda a progressao da insuficiéncia renal. Além disso, medidas que reduzam o consumo de
cigarro auxiliam no controle do diabetes, uma vez que o tabagismo esta associado ao mau
controle do diabetes e, consequentemente, da hipertensdo e das doencas cardiovasculares nos
individuos (SBD, 2015).

3.2 Insulina

A INS é um horménio sintetizado pelas células betas das ilhotas pancreéticas. Ela foi
descoberta em 1921, fato que permitiu o tratamento do diabetes mellitus Tipo 1, considerada
até entdo uma doenca fatal (DAVIS; GRANNER, 2005). Ela possui elevada massa molecular,
cerca de 6 KDa (SILVA et al., 2002), sendo sintetizada (Figura 1), a partir de um precursor de
110 aminoécidos de cadeia simples, a pré-pré-insulina. Este atravessa a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso sendo clivado na posicdo do peptideo de sinalizacdo N terminal de 24
aminoéacidos, formando a pré-insulina, dobrando a estrutura da molécula, levando a formacéo
das pontes de dissulfeto. A pré-insulina (Figura 2) € entdo convertida em INS e em uma
molécula de peptideo C nas celulas do complexo de Golgi, onde 4 aminoécidos basicos
(residuo 31, 32, 64 e 65) sdo removidos, produzindo as duas cadeias peptidicas A e B da
molécula de INS, a qual contém uma ponte dissulfeto intra-subunidade e duas inter-
subunidades. A cadeia A é formada por 21 aminoacidos e a B por 30. As cadeias da molécula
quando separadas a tornam inativa (DAVIS; GRANNER, 2005).
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A molécula de INS, quando colocada em solucdo pode existir na forma de
mondmeros, dimeros ou hexameros (Figura 3) (SILVA et al., 2003b). Na forma de hexamero,
a INS ¢é armazenada nos granulos das células B do pancreas, onde as moléculas de Zn?* sdo
coordenadas no hexamero, essas moléculas auxiliam na formacdo dos cristais de INS,
facilitando a conversédo da pro-insulina em INS, além de auxiliar no armazenamento (DAVIS;
GRANNER, 2005).

1 nm
s

Monomero Dimero

Hexamero

Figura 3 - Mondmero, dimero e hexamero da insulina humana (Fonte: SILVA et. al., 2003b).

Nas formulacGes de INS preparadas para a terapia, a INS estd presente na forma
hexomeérica e, apds a sua absorcdo, a concentracdo de INS baixa a niveis nanomolares, e a
molécula se dissocia em mondmeros (forma biologicamente ativa), ocorrendo entdo, a difuséo
paracelular (DAVIS; GRANNER, 2005).

A insulinoterapia tem como objetivo a reposicao lenta, continua e de longa duragéo de
INS, mimetizando o funcionamento normal do organismo humano. Por exemplo, a
administracdo de uma forma de acédo rapida e curta desse farmaco antes das refei¢ces imita a
secrec¢do rapida e normal da INS estimulada pelas refeicdes. A INS é usualmente administrada
pelas vias intravenosa, subcutanea e intramuscular (DAVIS; GRANNER, 2005), sendo que
para tratamento de pacientes diabéticos Tipo 1 é utilizada a via subcutanea.

O perfil farmacocinético das diversas formulagcbes de INS de administragdo
subcutanea existentes no mercado varia de paciente para paciente, assim como no mesmo
individuo em dias diferentes da aplicagcdo. A quantidade de INS absorvida na via subcutanea

varia de acordo com o local de aplicacdo, a profundidade e a angulacdo da agulha, a
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temperatura ambiente e, se o paciente realizou exercicios fisicos com 0 membro que recebeu a

aplicacdo. A regido abdominal é o local onde ocorre menor variagdo de resultados. Apesar

dessas variacdes, 0 uso continuo de INS, seguindo 0os mesmos padrdes diarios proporcionam

resultados positivos no tratamento da doenca (GENUTH, 2008).

Para alcangar uma insulinoterapia adequada para cada paciente, diversos tipos de INS

estdo disponiveis no mercado, como, por exemplo, a regular, os analogos de acdo rapida e
intermediaria, os analogos de INS basal e as pré-misturas (PIRES; CHACRA, 2008). Cada

tipo possui uma farmacocinética diferente como demonstrado no grafico da Figura 4 e

descrito na Tabela 2 (PIRES; CHACRA, 2008).

Asparte, lispo,
glulisina
l Humana
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Figura 4 — Farmacocinética das insulinas humanas e analogos disponiveis no
Adaptado de HIRSCH, 2005).
Tabela 2

Inicio e duracéo de acdo das INS e analogos

mercado (Fonte:

Preparacdo de INS Inicio de Pico Duracdo da Contetudo de
acao acado Zn?*mg/100U

Regular 30-60 minutos  2-4 horas 6-10 horas 0,01-0,04

Humana inalavel 5-15 minutos  1-2 horas 6-8 horas -

(1° lancada no

mercado)

NPH/lenta 1-2 horas 4-8 horas 10-20 horas 0,016-0,04

Lispro/Asparte/Glulisina 5-15 minutos  1-2 horas 4-6 horas 0,02

Glargina/Determir 1-2 horas Pouco <24 horas 0,03

pronunciado

Fonte: Adaptado de WANNMACHER, 2005.
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o INS Asparte, Lispro e Glulisina: sdo andlogos da INS regular, as mudangas
estruturais realizadas nas moléculas de INS (Figura 5) proporcionaram alteracfes na
farmacocinética como: absorcdo subcutdnea mais rapida permitindo uma maior quantidade
de INS na circulagdo em curto intervalo de tempo; inicio de resposta hipoglicémica mais
rapida com menor duracdo de efeito. Porém, quando administradas com o objetivo de
controlar a hiperglicemia prandial, apresentam a mesma resposta clinica que a INS regular,
quando sdo administradas 10-15 e 30 minutos antes das refei¢cGes, aumentando o seu tempo
de acdo, com maior duracdo de efeito. A INS lispro e a asparte reduz a hipoglicemia noturna
em cerca de 20 a 30%, além de proporcionar uma leve melhora nos niveis de hemoglobina
glicosilada (de 0,3% a 0,5%). A INS glulisina apresenta as mesmas carateristicas das outras
citadas e a possibilidade de ser administrada junto as refeicGes ou em até 20 minutos apds,
ajustando a sua dose de acordo com o alimento ingerido (PIRES; CHACRA, 2008).

. Regular: E a INS humana soltvel. Quando administrada por via subcutanea
possui um inicio de acdo na faixa de 30 a 60 minutos, apresentando um pico de acéao entre 2
e 4 horas, com duracdo de 6 a 10 horas. E usada em casos de cetoacidose diabética e
também pode ser usada associada a INS de agdo intermediaria ou anadlogos basais 20 a 30
minutos antes das refeicBes, para reduzir o pico de glicemia pos-prandial (PIRES;
CHACRA, 2008).

. NPH (Neutral Protamine Hagedorn): E classificada como INS de acéo
intermediaria por apresentar inicio de acdo entre 1 e 2 horas, com um pico entre 4 e 8 horas
e término de acdo de 12 a 20 horas apds a sua administracdo. Podem ser administradas duas
ou mais doses diarias, com o0 objetivo de obter concentracdes basais. NPH pode ser usada
concomitante com a INS regular com o objetivo de facilitar a adesdo do paciente a
insulinoterapia, principalmente em casos de criangas (WANNMACHER, 2005).

. Dertermir e Glargina: Essas INS sdo analogos (Figura 5) das formulacdes de
longa duracdo ou basais, apresentando a farmacodinamica e a farmacocinética proximas do
esperado reposicdo lenta, continua e de longa duracédo de INS. A Detemir apresenta inicio de
acdo entre 1 e 2 horas ap6s administracdo, alcancando um platd entre 4 e 6 horas, com
término de acdo entre 20 e 24 horas. A glargina pode ser administrada antes do café da
manh&, do jantar ou antes de dormir em pacientes portadores de diabetes Tipo 1. Esse
analogo, devido ao seu carater acido, ndo deve ser administrada concomitante com outras
INS (PIRES; CHACRA, 2008).
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o Pré-misturas: Esse tipo de formulacéo é usado em casos de diabetes do Tipo 1
e 2, onde a INS lispro na forma cristalizada é combinada com protamina e usada como uma
formulacdo de acdo prolongada, sendo denominada de Neutral Protamine Lispro (NPL). Se
INS lispro ndo cristalizada é usada, a pré-mistura é denominada de Humalog MIX 75/25,
sendo composta de 75% de NPL e 25% de lispro. Outro andlogo usado é comercializado
como INS Novo Mix 30, a qual é composto de 30% de asparte soltvel e 70% de asparte
ligado & protamina. Essas pré-misturas de INS sdo usadas com o objetivo de ajustar doses
individuais, principalmente para diabéticos Tipo 1(PIRES; CHACRA, 2008).

E importante salientar que a administracdo de INS pela via subcutanea pode causar
diversas complicacBes, tal como, hiperinsulinemia periférica, proliferacdo de células
musculares lisas e a incorporacdo de glicose nos lipideos das paredes arteriais, criando o
quadro de angiopatia diabética (KHAFAGY et al., 2007). Adicionalmente, uma grande
guantidade da INS administrada pela via subcutanea também atinge alvos errados, como 0s
masculos e rins (STILL, 2002). Além disto, esta via de administragdo encontra a rejeicdo de
muitos pacientes, devido ao incomodo das injecdes, stress psicoldgico, dor, desconforto,
custos, riscos a infecgdes entre outros problemas (DAVIS; GRANNER, 2005).
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Figura 5 — Estrutura dos analogos da insulina humana: lispro, asparte, glulisina, glargina e detemir
(Fonte: Adaptado de HIRSCH, 2005).

As formulacdes de INS possuem uma concentracdo definida de 100 unidades de INS
por 1 mL (U-100), no qual corresponde cerca de 3,6 mg de INS por mililitro (0,6 mM)
(DAVIS; GRANNER, 2005).

Ha varios estudos sobre o desenvolvimento de formulages para a administracdo de

INS por vias ndo invasivas (nasal, retal, pulmonar, oral e bucal) (KHAFAGY et al., 2007).

. Via oral: E considerada a via preferencial de administracdo de farmacos por
pacientes devido a comodidade, além disso, a INS pode atingir concentragcdes mais elevados
na circulacdo sistémica (ONUKI et al., 1999), sendo entregue diretamente ao figado, fato que

mimetiza a farmacocinética da INS e proporciona uma melhor homeostase da glicose. Essa
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via, também diminuiria a incidéncia de hiperinsulinemia periférica, a qual esta associada a
diversas complicacfes da aplicacdo subcutanea, como a neuropatia e a retinoendopatia,
melhorando a qualidade de vida do paciente diabético (KHAFAGY et al., 2007). Entretanto, a
INS, por ser uma proteina, é degradada por enzimas proteoliticas presentes no estbmago e no
intestino delgado. A INS também possui elevado peso molecular e baixa lipofilia, o que
dificulta o seu transporte através das mucosas (ONUKI et al., 1999).

A permeabilidade de farmacos peptidicos pela membrana de mucosas pode ocorrer por
difusdo paracelular, através das juncdes paracelulares (Figura 6). Essas juncles estdo
associadas a um anel de actina-miosina que se contrai causando um relaxamento na estrutura
da membrana provocando a passagem do farmaco. A passagem do farmaco por essa via
depende da forma das moléculas, tamanho, carga, seletividade e dimens@es da via (SILVA et
al., 2002). Além disso, a camada de muco sobre a mucosa realiza interagdes com os farmacos
peptidicos influenciando na sua absor¢cdo. Os farmacos com cargas anidnicas ou neutras
possuem menor interacdo com a superficie da membrana. As substancias com massa
molecular maiores que 5 KDa ndo conseguem atravessar essa camada de muco (SILVA et al.,
2002).

PARACELLULAR TRANSCELLULAR

Figura 6 - Difusdo paracelular e transcelular (Fonte: CAON et al., 2015).

O problema da absorcdo reduzida da insulina em mucosas por meio do processo de
difusdo paracelular ocorre em parte devido a agregacdo da molécula. Em baixas
concentragfes a molécula de insulina se apresenta na forma de monémero exercendo a sua
atividade bioldgica. Porém em concentracdes maiores que 0,1 mM a insulina dimeriza. Em
meios neutros ou fracamente acidos, na presenga de ions de zinco e em concentra¢fes maiores

que 10 mM, os dimeros da molécula de insulina se associam formando um hexamero, cuja
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forma é esférica e parcialmente achatada, com um tamanho na faixa de 50 A de comprimento
e 35 A de espessura. J& os poros da monocamada epitelial do intestino delgado por onde essa
molécula realizara a difusdo paracelular possui um raio em torno de 7-15A, dificultando esse
processo e com isso diminuindo a biodisponibilidade da insulina (SILVA et al., 2003b). Apds
a sua difusdo, a INS reduz a glicemia por meio do bloqueio da producdo hepatica de glicose e
por estimular a captacdo e o metabolismo deste agucar pelo masculo e pelo tecido adiposo.

Diversos estudos foram realizados usando estratégias farmacéuticas para aumentar a
biodisponibilidade de INS administrada por via oral, como, por exemplo, nanoparticulas
poliméricas, inibidores enziméticos, promotores de permeacdo e absor¢do e modificacdes
quimicas na molécula de INS. Os adjuvantes utilizados devem possuir caracteristicas que
promovam a liberacdo da INS na circulacdo sistémica de forma controlada, devendo ser
biocompativeis, biodegradaveis, atdxicos e que promovam uma bioadesdo na mucosa
(KHAFAGY et al., 2007). Varias indastrias farmacéuticas tém desenvolvido sistemas de
liberacdo oral de INS, sendo que alguns ja avancaram para as etapas do estudo clinico, como,
por exemplo, Emisphere, Altus, BioSante, Generex e Nobex (PARK et al., 2011).

o Via nasal: Essa via permite a facil administragdo, evita o metabolismo de
primeira passagem hepatico, além de possuir elevada superficie de absorgdo (150 cm?). O
perfil farmacocinético da INS administrada por essa via foi semelhante a obtida com a injecdo
intravenosa pois essa via possui uma semelhanga com o padrdo pulsatil de secrecdo de INS
enddgena durante as refeigcdes, possuindo potencial para 0 uso por pacientes diabéticos Tipo
1, controlando a hiperglicemia pos-prandial (KHAFAGY et al., 2007).

Porém, essa via possui algumas desvantagens que limitam a absorcao nasal da INS,
como a fungdo mucociliar, que diminui o contato de INS com a mucosa e ha presenca de
enzimas proteoliticas na cavidade nasal. Além disso, ha fatores como as propriedades fisico-
quimicas das particulas, como dose, tempo e frequéncia de administracdo, concentracao, tipo
e volume do farmaco ou a presenca de agentes de absorcdo (inibidores enziméticos e
promotores de absor¢do, como sais biliares, fosfolipides e surfactantes), que influenciam na
biodisponibilidade do farmaco. Entretanto, o0 uso continuo dessas substancias pode causar

irritacdo nasal, lesfes na mucosa e perturbagdo da funcdo mucociliar (FADISTA, 2011).

o Via pulmonar: Os pulmdes apresentam uma elevada superficie de absorcao
(50-140 m?) com cerca de 500 milnhdes de alvéolos, sendo altamente vascularizado
(CAVAIOLA; EDELMAN, 2014). Além disso, os alveolos séo cobertos por uma fina camada
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de células epiteliais (0,1 — 0,2 mm), o que auxilia na absorcdo sistémica de moléculas,
evitando o metabolismo de primeira passagem hepéatico e a degradacdo do farmaco
(FADISTA, 2011). A baixa quantidade de enzimas permite aumentar de 4 a 40 vezes a
absorcdo deste farmaco, quando comparado com outras vias, como oral, nasal, retal
(CAVAIOLA; EDELMAN, 2014).

A deposicdo de INS no sistema respiratério depende de fatores como, tamanho de
particula, velocidade, recarga do farmaco, complexidade do dispositivo, além da adesdo do
paciente a nova via de administracdo (CAVAIOLA; EDELMAN, 2014).

A primeira INS inalavel lancada no mercado foi a Exubera®, produzida pela Pfizer, e
aprovada em janeiro de 2006, essa INS era uma alternativa eficaz e segura a pacientes com
diabetes Tipo 1 ou 2. A insulina inalavel é a propria INS humana na forma de pd. Estudo
comparativo realizado por Pires e Chacra (2008) comparou a INS lispro, administrada por via
subcutanea, com a INS inal&vel administrada pela via pulmonar. A INS lispro apresentou um
rapido inicio de efeito similar ao da INS inalavel, porém, a INS inalével apresentou um efeito
mais prolongado, sendo que ambas apresentaram boa tolerabilidade. Em estudos comparando
a INS inalavel a INS regular, a primeira apresentou um inicio de efeito mais rapido, porém, o
tempo de duracdo de ambas foram similares. O uso da INS inaldvel foi indicado como
alternativa para suplementagdo pre-prandial (WANNMACHER, 2005). Porém, essa
formulacéo foi retirada do mercado cerca de 6 meses depois, pois de acordo com a empresa,
varios pacientes ndo se adaptaram a nova forma de administracdo de INS e com o tamanho do
dispositivo inalador (JUSTE, 2015).

Contudo, foi lancado este ano uma nova formulagdo de INS inalavel, denominada
Afrezza® (Figura 7), a qual serd produzida pela indistria farmacéutica Sanofi Aventis. A
administracdo ocorrerd com a ajuda de um inalador pequeno e de facil uso. Apds a
administracdo e a formulacdo alcancar os pulmdes, se dissolvera rapidamente e a INS sera
liberada, sendo absorvida (REUTERS, 2015).

Entretanto, de acordo com a presidente do Departamento de Diabetes da Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, Ellinger (2015), essa nova formulacdo contera
INS de acdo rapida, como no primeiro langamento, e deverd ser usada apenas para corrigir ou
prevenir os picos de hiperglicemia, ndo livrando o paciente totalmente das injegdes, 0 paciente
ainda precisara da aplicagdo de INS basal. Alem disso, a nova formulagdo ndo devera ser
usada por pessoas que possuem asma, ou que tém algumas complicacOes respiratorias e
também por fumantes ou ex-fumantes (REUTERS, 20015).
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Figura 7 - Dispositivo aprovado para administracdo insulina inalavel. (Fonte; REUTERS, 2015).

o Via bucal: A mucosa bucal apresenta boa acessibilidade fisica e robustez, €
uma mucosa imovel, e possui acesso diretamente a circulacdo sistémica por meio da veia
jugular interna, evitando o metabolismo hepatico de primeira passagem, aumentando a
biodisponibilidade da INS (KHAFAGY et al., 2007). A mucosa bucal possui de 40 a 50
camadas de células ndo queratinizadas, sendo mais permeavel que as outras membranas, fato
pode levar a diminuicdo da dose necessaria, diminuindo os custos do tratamento, formulacéo e
0 surgimento de efeitos colaterais causado por doses mais elevadas. Esta via também
apresenta baixa quantidade de enzimas, responsaveis pela degradagdo da INS. Além disso, em
caso de reacOes adversas ha a possibilidade de remover facil e rapidamente a formulacéo do
organismo (CAON et al., 2015).

Entretanto, a area superficial disponivel na mucosa bucal para absorcdo é pequena e
existe o fluxo constante de saliva, fatores que podem diminuir a quantidade de INS absorvida.
Além disso, farmacos com sabor forte apresentam baixa ades&o por essa via, por isso, 0s sabores
das formulagGes devem ser levados em consideracdo antes da aplicacdo (CAON et al., 2015).

Estudo realizado por Morishita e colaboradores (2001), onde foi administrado pela via
bucal formulacdes de P407 contendo INS e &cidos graxos, como promotores de absor¢do em
ratos foi observado uma reducéo significativa nos niveis de glicose nos soros desses animais. A
mucosa bucal oferece um perfil de liberacdo de farmacos de maneira sustentada, devido a sua
capacidade de depdsito, e 0 uso de promotores de absorcdo nas formulacGes, como os acidos
graxos promovem uma modificacdo na membrana das mucosas, facilitando a absorcdo de

farmacos proteicos.

o Via retal: A administracdo de INS por essa via oferece a possibilidade de

evitar o metabolismo de primeira passagem hepético, diminuindo a degradacao, aumentando a
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absorcdo do farmaco. Essa via é independente da motilidade intestinal, tempo de
esvaziamento gastrico e dieta. Além disso, a presenca de enzimas que degradam esse farmaco
diminui a partir da extremidade proximal para a extremidade distal do intestino e do reto
(KHAFAGY et al., 2007). Estudos demonstraram que um supositorio composto de gel
bioadesivo que sofre transicdo de fase a temperatura do corpo, interagindo com a mucosa
retal, aumentou o tempo de contato do farmaco com a mucosa aumentando a absorcdo de INS
(KHAFAGY et al., 2007).

Morishita e colaboradores (1998) desenvolveram uma emulsdo mdltipla A/O/A
contendo INS e &cidos graxos, como &cido oleico, linoleico e linolénico, e administraram no
cblon e no ileo do intestino de ratos Wistar machos. Todas as formulages foram capazes de
aumentar ligeiramente a absorcdo da INS em ambas as partes do intestino, diminuindo os
niveis de glicose no soro, em comparacao ao grupo controle, sem causar danos nos tecidos. A
formulacdo que continha &cido oleico apresentou maior efeito hipoglicémico, e foi mantido
por periodo de 4 horas ap6s a administracdo. Os maiores efeitos hipoglicémicos foram
observados no colon, do que no ileo. Esses resultados foram confirmados nos experimentos
realizados por Suzuki e colaboradores (1998), onde emulsdo multipla A/O/A contendo INS e
acidos graxos foram administrados em ratos no célon e no reto. Nesse caso foram usados 0s
acidos eicosapentaenoico e docosahexandico, sendo que, nesse caso a absorcdo foi maior na
mucosa retal, do que no c6lon, e os valores do Tméax no reto foram inferiores a 1 hora.

Estudos realizados por Barichello e colaboradores (1999a) demonstraram que
formulacGes de hidrogeéis de P407 contendo INS e acidos graxos insaturados, administrados
em ratos Wistar machos pela via retal apresentaram uma absorcdo significativamente
aumentada da INS, causando um efeito hipoglicemiante em todas as formulagdes. Os niveis
de INS no soro dos animais permaneceu por um periodo de 6 horas, quando atingiu niveis
basais. Onuki e colaboradores (2000) realizaram experimentos com emulsdo multiplas A/O/A
de polimero, INS e acidos graxos insaturados, e avaliaram a hipoglicemia dos animais apds a
administracdo de mdultiplas doses da formulacdo e a variacdo da dose de INS em
administracdo de dose unica pela via retal. Assim como no estudo anterior, também foi
observado um efeito hipoglicémico acentuado e a quantidade de INS absorvida no reto foi
proporcional a sua dose. Nos experimentos de administragdo multipla foi obtido perfis
estaveis de hipoglicemia e ndo foi observado danos a mucosa ao longo do periodo de

experimento.
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Essas formulacGes sdo alternativas muito promissoras para a administragéo de INS, e
outros farmacos peptidicos, pois apresentaram resultados muito eficazes como o0s

apresentados pela administracdo de injecdes subcutaneas (KHAFAGY et al., 2007).

3.3 Poloxamero 407:

Poloxamero 407 (P407), também denominado Lutrol, Pluronic F-127 (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009), Synperonic, Tetronic (DUMORTIER et al, 2006), ¢ um
copolimero tribloco composto de 6xido de etileno (OE) e 6xido de propileno (OP) (Figura 8),
obtido por meio da polimerizacdo sequencial destes monémeros na presenca de hidroxido de
sodio ou hidrdéxido de potassio (DUMORTIER et al., 2006).
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Figura 8- Poloxamero 407 copolimero tribloco. (Fonte: Adaptado de KABANQV et al., 2002).

Em solucBes aquosas, as cadeias individuais do polimero se agregam formando
micelas, as quais consistem de um centro de 6xido de polipropileno (porcdo hidrofobica)
circundado por camadas de 6xido de polietileno (porcdo hidrofilica). Em baixas temperaturas
(entre 0~ 18°C) e em concentracdes elevadas (aproximadamente 20%), esta solucdo se
apresenta na forma de liquidos micelares. A alta temperatura (entre 18 ~ 40°C), estas micelas
se enovelam originando um gel homogéneo. Na Figura 9 é demonstrado o processo de
micelizacdo e formacdo de gel. Este gel apresenta uma estrutura que favorece a
solubilizacdo/dispersdo de farmacos e aditivos de baixa solubilidade aquosa, de modo que
proteinas e peptideos dispersos em sua estrutura podem ser protegidas frente as degradacoes
hidroliticas e enzimaticas (DUMORTIER et al., 2006). Outra caracteristica importante destes
geéis é a tendéncia a aderir a superficies, como a pele e a mucosa do intestino (DUMORTIER
et al., 2006). A bioadesdo pode aumentar o tempo de permanéncia de um farmaco no
organismo, e consequentemente aumenta a sua biodisponibilidade, diminuindo a quantidade
de doses administradas diariamente (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).
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Figura 9- Representacdo esquematica do mecanismo de associagdo dos monoémeros do Poloxamero 407
em agua. (Fonte: Adaptado de DUMORTIER et al., 2006).

As micelas poliméricas de P407 sdo nano estruturas esféricas constituidas de uma
porcdo hidrofébica interna que possui a capacidade de encapsular farmacos hidrofobicos e
uma porcao hidrofilica externa que protege o nucleo e serve para acomodar farmacos soluveis

em agua ou anféteros.

Além da capacidade de formar micelas poliméricas, o copolimero P407 também
possui a funcdo de agente de dispersao, emulsionante, agente de solubilizacdo, lubrificante e
agente molhante. Na industria farmacéutica sdo utilizados como bases de supositérios, géis,
como aglutinantes e revestimentos de comprimidos (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). De
acordo com FDA, P407 é um adjuvante inativo, que pode ser usado em diversos tipos de
formulacBGes, como, solugdes parenterais, incluindo as formulacdes de administracdo

intravenosa, solucdo oral, suspensédo ou formulag6es tdpicas e oftalmicas.

Estudos in vivo em ratas Wister realizados por Barichello e colaboradores (1999b)
demonstrou que formulagdes de P407 contendo insulina administrados por via subcutanea
produziram um perfil hipoglicémico prolongado, ao contrario das formulag¢6es que continham
apenas insulina. Observaram que quanto maior a concentracdo do P407, mais lenta e
prolongada foi & liberagdo da insulina nas formulag¢des. Concluiram que a diminuicdo da
velocidade de liberacdo do farmaco dependeu da concentracdo de P407 (BARICHELLO et
al., 1999b).
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3.4 Oleo de Buriti:

O buriti (Mauritia flexuosa), também denominada de coqueiro-buriti, miriti, muriti,
muritim, palmeira-dos-brejos, € uma palmeira da familia Palmae (BATISTA et al., 2012)
presente nas regides alagadas, encontrada principalmente na regido Amazoénica (PEREIRA,
2008). Na Figura 10 é apresentada uma fotografia representativa da palmeira de buriti
(Mauritia flexuosa). H& buritis machos e fémeas, os machos produzem cachos que resultam
em flores, e as fémeas produzem cachos, sendo que cada cacho por ano resulta em cerca de
400 a 500 frutos. Os frutos ficam apropriados para a colheita ap6s um ano, entre o més de
dezembro e fevereiro (ISPN, 2015). Seus frutos tém despertado grande interesse, devido a
composic¢do quimica e farmacoldgica e das propriedades fisica do 6leo (PEREIRA, 2008).

Figura 10 — Fotografia representativa da palmeira de buriti (Mauritia flexuosa) (Fonte: ISPN, 2015).

Dos frutos do buriti sdo extraidos dois tipos de 6leo vegetal que possuem inimeras
utilidades. Da polpa dos frutos, sdo extraidos os Oleos graxos, ricos em acido oleico. Da
semente dos frutos, se extrai o 6leo laurico, utilizado na produgdo de xampu e sabdo. Em uma
regido que contenha cerca de 150 plantas fémeas por hectares, podem ser produzidos cerca de

3,6 toneladas por hectare de éleo, quantidade maior que a obtida a partir de outras plantas
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como, soja, amendoim e girassol (CYMERYS; FERNANDES; RIGAMONTE-AZEVEDO,
2005).

O O6leo de buriti (OB), por ser comestivel, € muito utilizado em fritura pela
comunidade nativa da regido de producdo dos frutos, sendo que 200 Kg de frutos rendem em
média de 5 a 6 litros de 6leo (INDUSTRY, 2015). Na Figura 11 ¢é apresentada uma fotografia
representativa dos frutos de Buriti descascados. O OB tambem é utilizado como
desintoxicante e antialérgico para picadas de cobra e escorpido, aplicando-se o 6leo na regido
da ferida e ingerindo certa quantidade. Outro uso é em casos de asma no alivio da tosse e na
melhoria da respiragcdo (INDUSTRY, 2015).

Figura 11 — Frutos do Buriti descascados (Fonte: ISPN, 2015)

O OB tem sido usado na producdo de biodiesel, porém este uso ndo € viavel
economicamente, pois esse Oleo possui um elevado valor devido as suas propriedades e
beneficios (SAMPAIO; CARRAZZA, 2012).

Estudos realizados por Batista e colaboradores (2012) demonstram que o OB
apresentou atividade antibacteriana, inibindo o crescimento bacteriano de quatro das cinco
espécies gram positivas e gram negativas testadas. Eles também avaliaram o efeito
cicatrizante do 6leo em feridas causadas em 40 ratos Wistar. Foi observada uma acelera¢éo no

processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas apés a aplicacdo do 6leo.

Na Figura 12 é apresentado uma imagem ilustrativa do OB. O OB ¢é considerado a
maior fonte natural de p-caroteno (BATISTA et al., 2012; INDUSTRY, 2015). O B-caroteno é
responsavel pela cor alaranjada do éleo (PEREIRA, 2008). Além de ser um antioxidante e
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sequestrar oxigénio, diminuindo os danos causados pelos radicais livres, este composto
também possui grande capacidade de estimula a renovacdo celular (INDUSTRY, 2015). O
fruto do buriti, além de acidos graxos, também € rico em vitamina C, célcio, ferro e proteinas
(ISPN, 2015).

leo de

(

Figura 12— Imagem ilustrativa do Oleo de Buriti (Fonte: SABEDORIA NATURAL, 2015).

Devido a esta composic¢do quimica e a capacidade de lubrificar e regenerar a barreira
hidrolipidica da pele, o OB é muito utilizado na industria de cosméticos, principalmente na
producdo de produtos pds-sol, pois ele evita danos provocados pela radiacdo ultravioleta
(BATISTA et al., 2012), além disso ele pode ser usado na fabricacdo de protetor solar, pois
esse Oleo quando misturado com polimeros transformam-se em plasticos absorvendo as
radiacBes eletromagnéticas na regido do UV (CYMERYS; FERNANDES; RIGAMONTE-
AZEVEDO, 2005).

A Tabela 3 apresenta os principais acidos graxos encontrados no OB e a suas
concentracdes. Observa-se que 0s acidos graxos em maior quantidade sdo o &cido oleico
(70,55%), o acido palmitico (17,44%) e o éacido linoleico (7,03%), sendo que o &cido oleico é
de longe o composto majoritario em OB (INDUSTRY, 2015). O OB também contém
tocoferol (PEREIRA, 2008).

Os &cidos graxos sdao compostos enddgenos presentes como lipidios da pele humana e
de biomembranas (FISCHER, 1989). Eles também atuam nos processos metabdlicos e na
producdo dos eicosanoides, como o0 dmega 3 e 0 6mega 6 (PERINI et al., 2010) e séo
oxidados gerando ATP (HATANAKA; CURI, 2007). Esses compostos fazem parte de varias
etapas do processo inflamatorio, como a contragdo vascular, quimiotaxia, adesdo, diapedese,
ativacdo e morte celular (HATANAKA; CURI, 2007).
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Tabela 3 Acidos Graxos presentes no 6leo de buriti

Acidos Graxos Atomos de Carbono Composicao Percentual

Valérico 05:0 0,95
Miristico 14:0 0,10
Palmitico 16:0 17,44
Estearico 18:0 2,18
Oleico 18:1 70,55
Linoleico 18:2 7,03
Linolénico 18:3 1,08
Araquico 20:0 0,27
Gadoléico 20:1 0,30

Fonte: (Adaptado de INDUSTRY, 2015).

Os acidos graxos séo classificados conforme o nimero de insaturagcGes na cadeia de
carbono de sua molécula. Os éacidos graxos saturados, ndo possuem insaturagdes, os acidos
graxos monoinsaturados possuem uma ligacdo dupla, ja os &cidos graxos poli-insaturados,

possuem duas ou mais ligacdes duplas (PERINI et al., 2010).

Os é&cidos graxos poli-insaturados, além de possuirem funcgéo estrutural, atuam como
moduladores das interagdes célula-célula e a sinalizacdo intracelular. Com isso, a alteracéo de
acidos graxos e fosfolipidios presente na membrana das mucosas, podem alterar a sua fluidez
(HATANAKA; CURI, 2007). Os 4cidos graxos, como, por exemplo, é&cido
eicosapentaenoico, docosahexaenoico, oleico e palmitico, sdo considerados promotores de
absorcdo/permeacdo (FISCHER, 1999) por facilitarem o transporte de farmacos peptidicos,
como a insulina, através de mucosas (MORISHITA et al., 1998).

O uso de promotores de absorcdo, como o acido oleico presente no 6leo de buriti,
provoca um aumento na solubilidade dos farmacos proteicos, pois eles dissociam 0s
agregados dessas moléculas formadas, como os dimeros e hexameros da insulina, inibem a
acao de enzimas proteoliticas, reduzem a viscosidade da camada de muco aderente a mucosa
além de diminuirem a integridade mucosa (SILVA et al., 2002), facilitando o processo de

difusdo paracelular do farmaco.

O é&cido oleico é um &cido graxo insaturado, utilizado como um agente emulsionante

na industria alimenticia e em formulacGes farmacéuticas topicas. Na Figura 13 € apresentado
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a estrutura quimica do &cido oleico. Esse acido graxo, também pode ser utilizado como agente
promotor de permeacdo de farmacos em formulagBes transdérmicas, melhorando a
biodisponibilidade de farmacos pouco solUveis em agua em formulacbes de comprimidos
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). O &cido oleico também demonstrou um importante
efeito hipoglicémico quando formulado em emulsGes maltiplas contendo insulina destinada a
administracdo oral (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Figura 13— Férmula estrutural do acido oleico (Fonte: ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

O écido linoleico é considerado um &cido graxo essencial, sendo responsavel pela
formacdo de eicosanoides, compostos importantes no processo inflamatério do organismo
(PIMENTEL et al., 2005). Na Figura 14 € apresentado a estrutura do acido linoleico. O acido
linoleico também é utilizado em formulacGes trandérmicas, orais, aumentando a absor¢do dos
farmacos, além de ser um agente emulsionante para formulagdes cosméticas tdpicas e
microemulsdes aquosas. Pode também ser usado, em emulsdes parenterais e em suplementos
dietéticos orais. Além disso, foi demonstrado que o acido linoleico reduz a irritacdo da pele
apos agressdes agudas, melhorando a integridade do epitélio (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).
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Figura 14 — Férmula estrutural do Acido Linoleico (6dmega 6) (Fonte: ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

O é&cido palmitico € um &cido graxo saturado, utilizado em formulages orais e
topicas. A Figura 15 esta apresentada a estrutura do &cido palmitico. Ele tem sido usado como
agente de penetracdo em implantes administrados em ratos para liberagdo continua da insulina
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Figura 15 — Férmula estrutural do Acido Palmitico (Fonte: ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais:

A INS Humana foi gentilmente cedida pela Novonordisk® (Montes Claros, Brasil).
P407, 4cido oleico (AO) e pireno foram adquiridos da Sigma Aldrich® (Saint Louis, EUA).
Oleo de buriti (OB) foi adquirido da Amazon Oil Industry (Ananindeua-PA, Brasil). Os sais
cloreto de sddio, monohidrogenofosfato de potassio e dihidrogenofosfato de potassio foram
adquiridos da Merck® (Darmstadt, Alemanha). Acido cloridrico (HCI) solucdo titulante foi
adquirida da Synth®, Brasil, e hidroxido de sddio (NaOH) solucdo titulante foi adquirida da

Cromoline®, Brasil.

4.2 Analise do 6leo de buriti por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria

de massas:

A caracteriza¢do quimica do 6leo de buriti e do &cido oleico puro foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O procedimento de derivatizacdo
das amostras foi realizado adicionando-se 20 pul das amostras, 50 pl de piridina e 50 pul de Bis-
(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) com 1% de tetrametilclorosilano (TMCS),
mantendo a mistura em aquecimento na temperatura de 60°C por 4 horas. Por fim, o volume
final da solucdo foi ajustado para 1 ml com hexano. O BSTFA ¢ utilizado como agente de
sililacdo de compostos organicos e 0 TMCS é utilizado como catalisador dessas reacoes.

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (Shimadzu, modelo
QP2010 com coluna capilar de silica fundida DB-5MS com 30 m x 0,25 mm x 0,25 um de
espessura de filme) foi realizada no laboratério de Quimica Organica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (USP). As amostras
foram injetadas sob as seguintes condi¢des de uso: temperatura do injetor: 240°C; gas de
arraste: Hélio; temperatura inicial do forno: 250 °C por 12 minutos atingindo a temperatura de
290 °C a uma velocidade linear de 42,4 cm/s e permanecendo nessa temperatura por 35

minutos. O banco de dados utilizado foi o “Wiley Mass Spectral Database”.

4.3 Preparo das formulacdes:

Uma quantidade definida de P407 foi adicionada aos poucos a um becker contendo

tampdo fosfato pH 7,4 (cloreto de sodio, monohidrogenofosfato de potassio e
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dihidrogenofosfato de potéssio) e mantido sob agitacdo magnética moderada em banho de
gelo (4-8°C) até completa dispersdo do polimero (BARICHELLO et al., 1999a). A solugdo foi
entdo mantida em repouso em geladeira por 12 horas. O OB (10%p/p) ou AO (5%p/p)
(BARICHELLO et al., 1999a) foi adicionado a solucdo de P407 e disperso sob agitacéo
magnética vigorosa usando banho de gelo. A INS, 15U (0,694 mg/g de solugdo) foi dissolvida
em 100uL de HCI1 0,1M e incorporada a solugdo de P407 ap6s completa dispersdo dos 6leos.
O HCI foi neutralizado pela adi¢do de 100uL. de NaOH 0,1M diretamente a dispersdo de OB
ou AO em P407. Na Tabela 4 estdo listadas as formulagfes desenvolvidas e avaliadas no

estudo in vivo.

Tabela 4 - Descri¢éo das formulacdes desenvolvidas e avaliadas no estudo in vivo.

FORMULACAO COMPOSICAO
P407 Solucdo de poloxamero a 16%
P407+OB P407 a 16% e OB a 10%
P407+INS P407 a 16% e INS 15U/Kg
P407+A0+INS P407 a 16%, AO a 5% e INS 15U/Kg
P407+OB+INS P407 a 16%, OB a 10% e INS 15 U/Kg

4.4 Determinacdo do tamanho médio e do potencial zeta das micelas/goticulas das

formulacdes

O tamanho médio e o indice de polidispersao das micelas/goticulas das formulagdes
foram determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons, utilizando Nanosizer N5
(Beckman Coulter, EUA). As formulacGes contendo INS foram diluidas na proporcéo de

1:500 em agua Mili-Q®. As amostras de cada formulacio foram analises em triplicata.

O potencial zeta das micelas/goticulas das formulacdes foram analisados através da
técnica de microeletroforese Doppler a laser, onde um campo elétrico foi aplicado em uma
solugédo de moléculas ou em uma dispersdo de goticulas, que passaram a se mover com uma
velocidade que esta relacionada ao seu potencial zeta. Essa velocidade € medida por uma
técnica interferométrica a laser. Para realizar a analise foi utilizado um medidor Green de 3

mL. As leituras foram realizadas em triplicada.
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4.5 Analise espectrofluorimétrica das formulagoes

Apos o preparo das formulagbes conforme descrito no item 4.3, pireno foi adicionado
como sonda fluorescente na propor¢ao de 50 uL (concentracdo de 0,6 UM em metanol) para
cada 20 g da formulacdo. As formulacdes foram transferidas para cubetas de quartzo com
capacidade para 3 mL e submetidas a analises espectrofluorimétricas em espectrofluorimetro
RF-5301PC Shimadzu (Téquio, Japdo). O comprimento de onda de excitacdo foi 335 nm, e a
emissdo foi lida entre os comprimentos de onda de 350 e 550 nm. A temperatura foi de 25 £
1°C. Para a viabilidade da leitura dos espectros e pela sensibilidade do aparelho, o tamanho da
abertura do feixe de luz foi fixado em 5 nm para a excitacdo e a emissdo. Em seguida
realizou-se o calculo da escala Py, através da divisdo da intensidade de emissdo de
fluorescéncia do pireno correspondente ao comprimento de onda de 378nm (banda 11) pela

intensidade obtida no comprimento de onda de 390nm (Banda 13).

4.6 Avaliacéo in vivo do efeito hipoglicémico das formulac6es

4.6.1 Animais saudaveis

Para a avaliacdo in vivo foram utilizadas ratas albinas da linhagem Fischer, com idade
aproximada de 120 dias e peso médio de 200 g. As ratas foram provenientes do Laboratério
de Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo (ENUT) da UFOP e divididas em 5 grupos
de cinco animais cada, e denominados: P407; P407 + INS; P407 + OB; P407 + AO + INS e
P407 + OB + INS. O uso dos animais foi autorizado pela comissdo de ética no uso de animais
- CEUA/UFOP sob o protocolo de nimero 2014/33 (Anexos). A dose de INS administrada foi
de 15U/kg de peso do animal. Antes da avaliagdo in vivo propriamente dita 0s animais foram
submetidos a jejum de 48h. Aproximadamente 5 minutos antes da administracdo das
formulacdes, o nivel de glicose foi medido por meio de um glicosimetro Contour TS Bayer
(Mishawaka, IN, USA) através do sangue retirado da veia caudal dos animais. Depois, cerca
de 0,2 ml de cada formulagéo foi administrado por via retal a cada rato dos respectivos grupos
de tratamento. Um clip foi utilizado para fechar o reto de cada animal e evitar que a
formulacdo fosse expelida. Os niveis de glicose foram determinados no sangue retirado da
veia caudal dos animais nos tempos de 1, 3 e 6 horas apds administracdo da formulagéo,

utilizando o glicosimetro Contour TS Bayer para a quantificacdo da glicemia.
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4.6.2 Avaliagéo do efeito hipoglicémico da formulagéo P407 + OB + INS em ratas

albinas da linhagem Fischer diabéticas

A avaliacao do efeito hipoglicémico em ratas albinas da linhagem Fisher diabéticas foi
realizado apenas com a formulacdo P407 + OB + INS, pois muitos animais nao resistiram a
inducdo da doenca. Para a indugdo do diabetes, apds 8 horas de jejum, 0s animais receberam
dose Unica de Aloxano monohidratado (Sigma Aldrich) (135mg/Kg de peso animal)
dissolvido em 0,2 mL de NaCl 0,9% por injecdo intraperitoneal. Posteriormente a inducéo aos
animais foi fornecida uma solucdo de glicose 10% como unica fonte hidrica, por
aproximadamente 4 horas, para evitar hipoglicemia fatal, devido a liberacdo macica de
insulina que ocorre apés a destruicdo das células beta do pancreas (MAZZANTI et al., 2003).
Para confirmacdo do estado de diabetes, trés dias apds a indugédo os animais foram submetidos
a uma avaliacdo dos niveis de glicose plasmatica em jejum de 8 horas, empregando-se
amostra de sangue coletada na cauda. Os niveis de glicose foram medidos por meio de um
glicosimetro Contour TS Bayer (Mishawaka, IN, USA). Os animais com glicemia de jejum
superior a 126 mg/dL (~13mmol/L) foram considerados diabéticos e utilizados no
experimento. Apés a confirmacéo da diabetes, o experimento foi realizado conforme descrito

para 0s animais saudaveis.
4.6.3 Anédlise Estatistica

Analise estatistica foi utilizada para avaliar a existéncia de diferenca significativa entre
as médias das glicemias dos 5 grupos, utilizando o teste paramétrico Two-way ANOVA com
Teste de comparacdes multiplas de Tukey. O programa estatistico Graph Pad Prism® 6 foi
usado na anélise estatistica dos dados, adotando-se o intervalo de confianca de 95% e as
diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Cinco formulagdes foram preparadas conforme descrito na Tabela 4. Todas as
formulagBes continham a mesma concentracdo de P407 (16%). Na Figura 16 sdo ilustradas as
etapas do processo de preparacdo da formulacdo de P407 + OB + INS. Na Fig. 16A ¢
observado o aspecto da solugdo de P407 em tampé&o fosfato pH 7,4 na temperatura de 4°C . A
Figura 16B ilustra o aspecto da solucéo de P407 a 16% ap06s a adi¢do de OB, sendo observado

a formacéo de duas fases. Apds a dispersdo do 6leo (Fig. 16C) ocorreu a formacdo de uma

emulsdo de aspecto leitoso e cor amarelada.

Figura 16 — Aspecto da formulacao de P407 contendo 6leo de buriti em diferentes estagios da preparacao.
A: solucdo de P407; B: solugéo de P407 adicionada de 6leo de buriti e; C: ap6s dispersdo do 6leo de buriti na
solucdo de P407.

5.1 Anélise do 6leo de buriti por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria

de massas

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
permite obter informac6es sobre a composicdo de substancias sintéticas ou naturais. Nessa
técnica, o espectrometro de massas € usado como um sistema de detecgdo universal com alta
especificidade (FERREIRA, 2011).

Na Figura 17 é apresentado o cromatograma obtido da analise do acido oleico puro,
usado como controle positivo no estudo in vivo. E possivel observar (Fig. 18) que o pico de
maior intensidade apresentou um tempo de retencdo de 27,66 minutos. Em comparagdo ao
pico de maior intensidade observado na Fig. 17, e dado as condic¢des de analise que foram
identicas, sugere-se que os pico localizado nos tempos de retengéo 27,89 minutos se trata do

mesmo composto, o acido oleico. A comparacgdo dos cromatogramas apresentados nas Fig. 17
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e Fig. 18 se observa a semelhanca entre o pico e seu tempo de retencdo (27,89, 27,66),

confirmando a presenca do &cido oleico no OB como composto majoritario.
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Figura 17 - Comatrograma do acido oleico puro. Analise realizada no aparelho Shimadzu, modelo QP2010.

Na Figura 18 é apresentado o espectro de massa de todos 0s compostos presentes no
OB usado.

16,293,283

27.66(

24937

37167

s:u =
% ‘ = -
8 b =
= T T T L %f{ T 1! ?\' T T T
10.0 20.0 30.0 400 500 520

min

Figura 18 — Cromatograma obtido da analise do 6leo de buriti em GC-MS. Andlise realizada no aparelho Shimadzu,
modelo QP2010.
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Como observado na figura 18, o primeiro pico, no tempo de retencdo de 24,93
minutos, corresponde a um acido graxo, o acido hexadecanoico (&cido palmitico), onde a area sobre
0 pico equivale a sua concentracdo na amostra analisada, sendo cerca de 15,61%. O segundo pico,
no tempo de retencdo 27,48, equivale ao &cido linoleico, presente em uma concentracédo, de acordo
com a sua area sobre o pico, cerca de 1,39%. O pico no tempo de retencdo 27,66, equivale ao acido
graxo, &cido oleico, no qual de acordo com a area sobre esse pico indica que ele € o composto

majoritario da amostra, presente em uma concentracdo cerca de 71,67%.

Para identificar as substancias, comparou-se o espectro de massas de cada pico com 0s

dados da biblioteca Wiley Mass Spectral Database.

Na Figura 19 sdo apresentados os espectros de massas do pico com tempo de retencéo
de 24,937 minutos da andlise do OB (A) e do acido palmitico (B) encontrado na biblioteca de base

de dados Wiley Mass Spectral Database.
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Figura 19— Comparacéao dos espectros de massas referente ao pico do acido palmitico encontrado no OB (A) e
do &cido palmitico puro encontrado na base de dados da Wiley Mass Spectral Database.

Na comparacdo dos espectros pode ser observado que se trata da mesma substancia
visto que foram gerados fragmentos de mesma massa no processo de fragmentacao. Desta forma, o
composto encontrado no OB foi identificado como acido hexadecandico, o acido palmitico, sendo
encontrado numa concentracdo de 15,61% e o segundo composto encontrado em maior quantidade
no OB. O &cido palmitico € um &cido graxo, usado em formulacGes farmacéuticas orais e topicas,
sendo considerado néo toxico e ndo irritante (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

A Figura 20 é apresentado o espectro de massas referente ao pico no tempo de

retencdo 27,66 minutos (A). Esse pico corresponde a substancia majoritaria do 6leo de buriti,
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estando presente em uma proporgéo de 71,67%. De acordo com os dados da biblioteca (B), ela foi
identificada como &cido trans-9-octadecendico, o &cido oleico.
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Figura 20- Comparacéao dos espectro de massas referente ao pico do acido oleico encontrado no OB (A) e do

acido oleico puro (B) encontrado na base de dados da Wiley Mass Spectral Database.

Na Figura 21, esta apresentado o espectro de massa referente ao pico no tempo de
retencdo 27,48 minutos (A). Este pico corresponde a substancia 9,12- acido octadecadiendico, o
acido linoleico, presente em uma concentracdo de 1,39%. Esse acido graxo é usado na industria
farmacéutica em formulagdes transdérmicas, em formulagGes orais como um agente de abosrcao e
em formulacBes cosméticas como um agente emulsionante e em micromelsdes aquosas. Também é
usado em emulsBes parentéricas para a nutricdo parenteral e em suplementos dietéticos orais. Ha
estudos que sugerem que o acido linoleico é capaz de melhorar a integridade do epitélio da mucosa
apo6s uma lesdo (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Estudos tém mostrado que o &cido linoleico aumenta a permeabilidade paracelular
através de monocamadas de células intestinais Caco-2, e, consequentemente, pode também, como
um suplemento dietético, aumentar a absorcdo de céalcio in vivo (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).
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Figura 21- Comparacao dos espectro de massas referente ao pico do acido linoleico encontrado no OB (A) e do

acido linoleico puro encontrado na base de dados da Wiley Mass Spectral Database.

Na Tabela 5 sdo listados os compostos encontrados no OB, 0s seus tempos de
retencdo, a area dos picos e a porcentagem desses compostos no 6leo.

Tabela 5 Compostos encontrados no 6leo de buriti

Compostos Tempo de Area dos Porcentagem
retencdo (min.) picos (%)
Ciclohexano 3,987 828584 0,97
Acido hexadecanoico (Acido 24,937 13393521 15,61
palmitico)
9,12-chdo Octadecadiendico 27,489 1195829 1,39
(Acido Linoleico)
Acido trans-9-octadecendico 27,660 61500931 71,67
(Acido Oleico)
Acido 11-cis-octadecenoico 27,720 1467411 1,71
Acido Octadecandico (Acido 28,068 1084641 1,26
estearico)
Monopalmitina 35,099 1009587 1,18
Mono-oleil glicerol 36,766 384590 0,45
Na&o identificado 37,167 4942697 5,76

Analisando-se os resultados na Tabela 5, observa-se que o OB apresentou dois
compostos majoritarios, 0 composto acido trans-9-octadecendico, no tempo de retencdo de
27,66 minutos, presente em 71,67% e o acido hexadecandico, no tempo de retencdo de 24,9
minutos, presente em uma concentracdo de 15,61%. E apresentou outros &cidos graxos
presentes em menores concentragdes, como o0 9,12-4cido octadecadienoico, no tempo de

retencdo 27,48 minutos, presente em uma concentragdo de 1,39 %.

Esse resultado esta de acordo com dados da literatura, onde demonstram que o acido

oleico € o composto presente em maior quantidade no OB (INDUSTRY, 2015). Analise em
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cromatografia gasosa realizada por Figueira (2012), demonstrou que o &cido oleico estava
presente em 78,11% no OB, sendo o &cido graxo em maior quantidade. Figueira (2012)
demonstrou que o OB extraidos dos frutos da palmeira presente na regido Amazonica, parte
da sua composicdo secundaria é composta de acidos graxos saturados e insaturados, como
acido palmitico presente em 17,07%, linoleico em 1,37% e o &acido estearico em 1,50%. A
quantidade de &cidos graxos presentes nos 6leos vegetais, como o OB, variam de acordo com
o0 cultivo da planta, o processo de extracdo e a maneira de conservacao do 6leo (FIGUEIRA,
2012).

Santos (2013) encontrou altos teores de &cidos graxos monoinsaturados no 6leo
extraido dos frutos do buriti, valores semelhantes ao encontrados para o 6leo de azeite. O
acido oleico estava presente em uma concentracdo de 71,6%, o acido palmitico era cerca de

20,8%. Também estava presente o acido linoleico, &cido linolénico entre outros.

5.2 Tamanho médio e potencial zeta das micelas/goticulas das formulagdes

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados da avaliacdo do tamanho médio, o
potencial zeta e o indice de polidispersdo das formulagdes. O tamanho médio das
micelas/goticulas depende de varios fatores, como, por exemplo, a concentracdo do polimero
utilizado, as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, o método de preparacdo da
formulacdo, etc. Além disso, a determinacdo da alteracdo do tamanho das particulas é um
parametro usado para controlar a tendéncia a agregacdo e sedimentacdo dessas particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Juntamente com o tamanho médio das micelas/goticulas, a
lipofilicidade, a carga superficial e a capacidade dos ligantes da superficie de realizar ligacdes
de hidrogénio, sdo parametros importantes a adesdo das micelas/goticulas as membranas
bioldgicas, fator que pode facilitar a permeacdo do farmaco através da bicamada lipidica das

células epiteliais e endoteliais da mucosa.

E possivel observar na Tabela 6 que os valores de tamanho médio das
micelas/goticulas variaram consideravelmente dependendo da formulacdo. A formulacédo
P407+INS apresentou 0 maior tamanho médio de micelas/goticulas (886,3 + 316,60 nm) entre
as formulagdes avaliadas, enquanto a formulacdo de P407 apresentou um tamanho medio
intermediario (553,0 £ 15,81 nm) entre as formulacGes avaliadas. Basak e Bandyopadhyay
(2013) sugeriram que o encapsulamento de moléculas de farmacos em micelas do copolimero

P407 aumentou o raio das micelas formadas.
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Tabela 6 -Tamanho médio, indice de polidisperséao e potencial zeta das micelas/goticulas das

formulagdes.

Formulagdes Tamanho médio = DP Polidisperséo Potencial Zeta

(nm) Média + DP Médio + DP (mV)
P407 553,0 + 15,81 0,56 + 0,090 -135+7,14
P407+INS 886,3 + 316,60 0,74 + 0,074 -20,0 + 2,42
P407+A0+INS 727+ 7,02 0,55 + 0,080 -36,6 + 2,02
P407+OB 330,0 + 15,81 0,44 + 0,051 -10,8 + 0,10
P407+OB+INS 3352+ 32,91 0,46 + 0,037 -44,0 +1,01

Legenda: P407: Poloxamero -407; P407+OB: Poloxamero + Oleo de Buriti; P407+INS: Poloxamero +
Insulina; P407+AO+INS: Poloxamero + Acido Oleico + Insulina; P407+OB+INS: Poloxamero + Oleo de

Buriti + Insulina e DP: Desvio Padrao.

Além disso, estudo realizado por Andreani e colaboradores (2015) demonstrou que a
agregacdo entre micelas/goticulas pode ocorrer devido a presenca de pequenos e grandes
fragmentos dos polimeros, ou ainda, estar relacionados a alta densidade das cadeias do
polimero. De forma que o tamanho médio medido pode estar relacionado aos agregados de

unidades pequenas.

O tamanho médio das micelas/goticulas da formulacdo P407+AO+INS foi entorno de
72,75 = 7,02 enquanto o tamanho médio das micelas/goticulas de P407+OB+INS e P407+0OB
foram de aproximadamente 335,2 + 32,91 nm e 330,0 + 15,81 nm, respectivamente. Estas
diferencas no tamanho médio destas formulacGes podem ser devido a presenca do OB que foi
adicionado em maior quantidade que o acido oleico puro. OB é constituido de varias
substancias apolares que podem interagir de formas variadas com a por¢do hidrofébica das
micelas formadas no meio, possivelmente causando um aumento no volume das micelas
formadas (BASAK; BANDYOPADHYAY, 2013). Por outro lado, o 4cido oleico diminui a
interagdo micela-micela por se posicionar na interface hidrofilica/lipofilica da micela, com
isso, devido a carga negativa do é&cido carboxilico, hd uma maior dispersdao das
micelas/goticulas resultando em um tamanho médio menor (FERREIRA, 2012). De acordo
com Basak e Bandyopadhyay (2013), substéncias apolares adicionadas a solugdes de P407

resultaram em reducao nos tamanhos micelares e no numero de agregados destes.

Adicionalmente, experimentos realizados por Basak e Bandyopadhyay (2013),
demonstraram que quanto menos hidrofébico é o farmaco encapsulado, maiores e mais

dispersas sdo as micelas formadas, e farmacos e substancias altamente hidrofobicas
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encapsuladas contribuem para a formacdo de micelas menores e mais compactas, como
observadas nos resultados para as formulagdes que contém 6leo de buriti e acido oleico,

compostos altamente hidofrobicos.

O indice de polidispersdo da informacgdes sobre a homogeneidade de distribui¢do de
tamanho das micelas/goticulas. Os resultados na Tabela 6 demonstram que indice de
polidispersdo médio das formulagGes variou conforme a composicéo da formulacdo. O indice
de polidispersdo da formulacdo P407+OB+INS foi entorno de 0,46, mais proximo do valor
considerado ideal (<0,3) (KULKAMP et al., 2009) para esse tipo de formulagéo, o qual indica
que a distribuicdo de tamanho das micelas/goticulas desta formulagdo esta proxima da
monodispersdo. A formulacdo P407+OB apresentou (0,44 + 0,051) resultados préximos a
formulacdo P407+OB+INS, obtendo também uma distribuicio de tamanho das
micelas/goticulas proxima a monodispersdo. Por outro lado, as formulacdes P407 e
P407+AO0+INS apresentaram resultados de indice de polidispersdo levemente acima de 0,5,
sugerindo que estas duas formulagc6es foram polidispersas em comparacdo as formulagdes que
continham OB. A formulacdo P407+INS foi a mais polidispersa de todas com valores de 0,74

+ 0,074, apresentando micelas/goticulas com distribuicdo de tamanho heterogéneo.

O potencial zeta fornece informagdes sobre a carga das micelas/goticulas formadas na
formulacdo e representa um critério importante para a estabilidade fisica em longo prazo e
propriedades de mucoadesédo de um sistema coloidal (ANDREANI et al., 2015). O seu valor e
a sua carga dependem das mudancas ocorridas na interface da particula com o meio
dispersante, ocasionadas pela dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou
da adsorcéo de espécies idnicas que estdo no meio aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et
al., 2003). Todas as formulacbes apresentaram potencial zeta com carga negativa. As
formulacGes P407 e P407+OB apresentaram potencial zeta de -13,5 £ 7,14mV e -10,8 +
0,10mV, respectivamente, enquanto que a formulacdo P407+INS apresentou potencial zeta de
-20,0 £ 2,42mV. Adicionalmente, as formulagbes P407+AO0+INS (-36,6 = 2,02mV) e
P407+0OB+INS (-44,0 £ 1,01mV) apresentaram os maiores valores de potencial zeta entre as

formulagGes avaliadas.

Duas explicacdes podem ser usadas para explicar os valores elevados de potencial zeta
apresentados por estas formulagGes: primeiro, a presenca dos acidos graxos, que por sua
caracteristica hidrofilica/lipofilica, se posicionam na interface das micelas, direcionando sua
cauda apolar para o interior das micelas, onde se encontram as cadeias de 6xido de propileno,

e posicionado a cabeca polar na regido superficial onde se encontram as cadeias de
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polietileno, contribuindo superficialmente para a carga negativa das micelas/goticulas da
formulacdo. Como a quantidade de OB adicionada a formulac&o foi maior do que a de AO, a
concentracdo de acidos graxos totais na formulacdo de P407+OB+INS foi maior, rendendo o
maior valor de potencial zeta observado. Este resultado estd em acordo com os resultados
apresentados por Calvo e colaboradores (1996), que analisaram o efeito de diferentes
formulacdes e concluiram que as formulagBes que continham fase oleosa contribuiram para o

potencial zeta negativo das particulas formadas.

Segundo, a INS possui ponto isoelétrico em pH 5,4, (FERNANDES et al., 2007) e em
valores de pH maiores que esse, ela apresenta carga negativa. Como o pH do tampéo usado no
preparo das formulagcbes foi 7,4, sugere-se que a INS estara carregada negativamente nas
formulacGes onde for adicionada. Adicionalmente, devido ao seu comportamento anfétero, a
INS devera se posicionar na interface hidrofilica/hidrofobica das micelas/goticulas, podendo

de certa forma, contribuir para 0 aumento da carga negativa das micelas/goticulas.

Valores de potencial zeta altamente negativos causardo repulséo eletrostatica entre as
micelas/goticulas, evitando a ocorréncia de agregacdo e promovendo a estabilidade do sistema
em longo prazo (ANDREANI et al., 2015). Além disso, a absorcdo de farmacos contidos em
micelas/particulas poliméricas é influenciada pela carga elétrica da superficie, visto que este
fator pode influenciar a aderéncia e interacdo com a camada de muco que reveste as células da
camada epitelial. Além disso, as particulas com cargas negativas conduzem a uma melhor
adesdo a mucosa, devido a presenca de varios grupos carboxila e hidroxila presentes na
superficie dessas particulas, através de ligacGes de hidrogénio com cadeias de
oligossacarideos da mucina, substancia presente no muco que reveste a mucosa (ANDREANI
etal., 2015).

5.3 Leitura Espectrofluorimétrica:

Alteracbes da intensidade de fluorescéncia emitida pelo pireno a partir das
formulagGes estdo relacionadas com a perda ou aumento da solubilidade deste composto, a
qual esta relacionada a alteracéo da polaridade do microambiente micelar. Desta forma, com o
uso de pireno é possivel avaliar as alteragdes que ocorrem no interior das micelas quando 0s

componentes das formulagdes séo variados.
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Na Figura 22 esta representado o espectro de emissdo de fluorescéncia do pireno das
formulacGes avaliadas. As curvas das formulagdes P-407, P-407+INS e P-407+AO+INS,

apresentam emissdo de fluorescéncia do pireno em comprimento de onda de 366 a 434 nm.

Observando a Figura 22, percebe-se que as curvas da intensidade de fluorescéncia do
pireno relativo as formulagfes P407 e P407+INS foram semelhantes. Porém, é possivel
observar que a adicdo de insulina causou pequeno deslocamento da curva da formulagéo

P407+INS para a direita do grafico.

Com a presenca do AO e INS na formulacdo (P407+AO+INS) ocorreu uma
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia emitida pelo pireno, com pequeno deslocamento
da curva para a direita do gréafico. Por outro lado, a adi¢cdo de OB a formulacdo (curva em
zoom) houve reducdo consideravel na intensidade de fluorescéncia emitida pelo pireno. Além
disso, as bandas apresentaram emissdo na faixa de comprimento de onda entre 389 e 441 nm.
Observa-se também a presenca de um pico de emissdo do pireno em torno 530 nm, o qual é
caracteristico da presenca de micelas (FERREIRA et al., 2012).
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P4OT PA07+INS PA0T7+A0+INS P407+0B+INS

Figura 22 - Espectro de Fluorescéncia das formulagdes. Legenda: P407: Poloxamero 407; P407+0OB: P407+
Oleo de Buriti; P407+INS: P407 + Insulina; P407+A0+INS: P407 + Acido Oleico + Insulina e
P407+OB+INS: P407 + Oleo de Buriti + Insulina.

O calculo da escala Py, se da pela divisdo da intensidade de emissdo d0Oe
fluorescéncia do pireno correspondente ao comprimento de onda de 378nm (banda 11) pela

intensidade obtida no comprimento de onda de 390nm (banda 13).
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Na Tabela 7 s&o apresentados os valores da relagéo 11/13 obtidos dos espectros de

emisséo de fluorescéncia do pireno das formulagdes avaliadas.

Tabela 7- Valores obtidos da relagéo 11/13 das formulagdes.

Formulagéo 11 13 11/13
P407 777,87 754,16 1,031
P407+INS 734,47 699,54 1,050
P407+A0+INS 344,23 375,61 0,916
P407+OB+INS 17,84 29,02 0,612

Onde: P407: Poloxamero 407; P407+INS: P407 + Insulina; P407+AO+INS: P407 + Acido Oleico + Insulina e
P407+OB+INS: P407 + Oleo de Buriti + Insulina.

A escala “Py” mede a mudanga na estrutura vibracional do pireno, sendo expressa
como uma relacdo de intensidades 11/13. Esta relacdo depende fortemente da polaridade do
microambiente, sendo utilizada para fornecer informacg6es sobre o interior das micelas. Essa
relacdo das bandas, 11/13, aumenta de acordo com o aumento da polaridade no interior da
micela (DONG; WINNIK, 1982).

De acordo com os dados da Tabela 7, observa-se que as formulagdes P407 e
P407+INS apesentaram valor de relacdo 11/13 de 1,031 e 1,050, respectivamente, indicando
gue os ambientes das micelas/goticulas dessas formulacBes foram polares. A formulacéo
P407+A0+INS apresentou valor de relacdo 11/13 de 0,916, sendo menor que os valores das
formulacBes P407 e P407+INS, indicando que o ambiente destas micelas/goticulas foi

levemente menos polar que o das formulacGes P407 e PA07+INS.

O valor da relacédo 11/13 para a formulacdo P407+0OB+INS foi de 0,612, demonstrando
que a adicdo do OB reduziu consideravelmente a polaridade das micelas e, consequentemente,
aumentou a solubilidade do pireno. O OB é rico em compostos apolares, como, por exemplo,

carotenoides e tocoferol, além de conter boa percentagem de &cidos graxos saturados

(MANHAES; SABAA-SRUR, 2011; INDUSTRY, 2015). A presenca destes componentes

explica o comportamento do pireno nessa formulacédo, pois a relacdo 11/13 tende a diminuir a

medida que o ambiente em torno do pireno se torna mais hidrofobico (PERRY et al., 2011).

5.4 Avaliacao do efeito hipoglicémico in vivo:
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Na figura 23 estdo representados os resultados dos niveis séricos de glicose apos

administragdo retal das formulacGes em ratas albinas Fischer saudaveis.
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Figura 23 — Curva dos niveis séricos de glicose, ap6s administracéo retal das 5 formulacdes preparadas em ratas
albinas, saudaveis, da linhagem Fischer.Legenda: Formulagdo contendo solucdo de poloxamero a 16% (P407);
formulagdo contendo poloxadmero a 16% e OB a 10% (P407+O0B); formulagéo contendo poloxamero a 16% e
INS 15U/Kg (P407+INS); formulacéo contendo poloxamero a 16%, AO a 5% e INS 15U/Kg (P407+AO+INS),
formulagio contendo solucdo de poloxdmero a 16%, OB a 10% e INS 15U/Kg (P407+OB+INS). @ indica
diferenca estatistica significativa entre P407 x P407+OB+INS, P407+INS x P407+OB+INS, P407+OB x
P407+0B+INS (p<0,5), ® indica diferenca estatistica significativa entre P407 x P407+A0+INS, P407+INS x
P407+A0+INS, P407+0OB x P407+A0O+INS (p<0,5). Os valores representam as médias de cinco animais e 0
desvio padréo.

As formulacdes P407, P407+OB e P407+INS foram utilizadas como controles no
experimento. Como controle positivo foi usado a formulacdo P407+AO+INS visto que
estudos anteriores demonstraram o efeito da formulagéo de P407 contendo AO na absorcao de
INS através das mucosas retal (BARICHELLO et al., 1999a) e bucal (MORISHITA et al.,
2001).

Na Figura 23 é possivel observado que as formulagbes P407 e P407+INS néo
apresentaram efeito hipoglicémico. Estes resultados estdo em acordo com as observacgdes
realizadas por Caldwell e colaboradores (1982), que administraram formulagbes contendo
INS sem a presenca de promotores de absorc¢do, e ndo observaram mudancas estatisticamente

significativas na glicemia dos animais.
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Na Figura 23 € possivel observar que a administragdo retal da formulacdo P407+OB
causou um leve efeito hipoglicémico comparada as formulagGes controle P407 e P407+INS,

mas esta alteracdo ndo foi estatisticamente significativa.

A formulacdo P407+A0+INS, utilizada como controle positivo, apresentou um forte
efeito hipoglicémico entre 60 e 180 minutos ap6s sua administragdo, com retorno aos niveis
glicémicos normais ao final de 360 minutos. Esse resultado esta em acordo com os resultados
apresentados por Barichello e colaboradores (1999a), onde foi observado que as formulacGes
que continham &cidos graxos insaturados, administrados por via retal, levaram a uma reducéo
significativa dos niveis de glicose no soro dos animais e os efeitos hipoglicemiantes foram
continuos. Além disso, as formulages que continham o &cido oleico apresentaram uma maior
biodisponibilidade da INS.

Estudos com géis de P407 contendo &cidos graxos insaturados, como o acido oleico,
apresentaram valores médios de Tmax baixos, indicando que a INS é absorvida rapidamente
no reto (ONUKI et al., 1999). A formulacdo P407+AO0O+INS apresentou resultado parecido,
pois demonstrou ter um Tméax baixo, em torno das primeiras trés horas, apds a sua

administracdo na mucosa retal.

A administragdo da formulagdo de P407+OB+INS resultou num efeito hipoglicémico
semelhante & formulagdo P407+A0O+INS no tempo de 60 minutos. Por outro lado, o efeito
hipoglicémico desta formulacdo se manteve constante ao longo dos 360 minutos em que foi
realizado o experimento. Estas formulacdes, comparadas as formulacdes controles
(P407+INS, P407 e P407+0OB) apresentaram diferenca estatisticamente significativa.
Polimeros como P407, que formam um sistema bioadesivo, proporcionam um aumento de
contato da formulacdo com o muco que reveste a mucosa, diminuindo a degradacao
enzimatica da INS no percurso entre a liberacdo do farmaco a partir da forma farmacéutica e a
acao do agente promotor de absorcdo na mucosa. A permanéncia da formulacdo proxima a
mucosa proporciona um gradiente de concentracdo favoravel a absorcdo da INS (SILVA et
al., 2003b).

Estudo realizado por Onuki e colaboradores (2000) demonstrou que formulagdes do
tipo emulsdo contendo INS, P407 e &cidos graxos insaturados, induziram uma diminuigdo
gradual do nivel de glicose no soro dos animais e este efeito foi mantido até seis horas apos a
administracdo da formulacgéo. 1sso pode ser explicado também, pelo fato que, formulacdes de
hidrogel que contém acido oleico apresentaram menores tamanho de particulas/micelas,

aumentando a liberagéo e absorcéo da insulina.
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E importante considerar que as formulagdes P407+AO+INS e P407+OB+INS,
apresentaram micelas/goticulas com tamanho médio pequeno, 72,7+ 7,02 e 335,2+32,31
respectivamente, caracteristica que podem ter influenciado na absorcdo da INS presente nas

formulaces, levando a uma diminuicao dos niveis de glicose dos animais.

De acordo com os estudos de Morishita e colaboradores (2004), que avaliaram
hidrogeis poliméricos contendo INS, particulas menores demonstraram uma rapida liberacéo
de INS e uma elevada absorcdo em comparacdo a particulas de tamanhos maiores, resultando
num maior efeito hipoglicemiante sem causar dano observavel a mucosa. Os autores
sugeriram que isso se deve ao fato de particulas menores possuirem uma elevada capacidade
mucoadesiva no trato intestinal, demonstrando que o tamanho das particulas foi um pardmetro

importante em relacdo ao aumento da biodisponibilidade de INS.

Morishita e colaboradores (2001) demonstraram em seus experimentos que a presenca
dos acidos graxos insaturados e poli-insaturados, como, por exemplo, o acido oleico, acido
graxo que se encontrou em grandes quantidades no 6leo de buriti, modificaram o processo de
liberacdo do farmaco na matriz do gel de P407. Além disso, os hidrogéis de P407 ap6s
dissolucdo em agua formam duas regides anfifilicas distintas, com isso a particdo do farmaco
nessas duas regiGes do polimero influencia a difuséo e a liberagdo dos farmacos através da
matriz do gel. A adicdo de substancias hidrofdbicas, como os &cidos graxos, aumenta a
viscosidade da formulagdo, reduzindo o nimero e a dimenséao dos canais aquosos na matriz do

gel, por onde os farmacos hidrofilicos, como a INS se difundem.

A presenca de OB na formulacdo P407+OB+INS também demonstrou reduzir a
hidrofilia do microambiente micelar, fator que pode ter levado a uma diminuicao da difusdo
de INS através das micelas do gel, resultando num prolongamento do efeito hipoglicémico
pelo periodo de 6 horas. A analise do OB revelou que o 6leo é constituido também por outros
acidos graxos além do AO, que atribuem outras caracteristicas importantes a formulacéo,
como o acido palmitico, presente no 6leo cerca de 15,61%. O acido palmitico é um acido
graxo saturado, usado em formulagdes orais, ndo possuindo caracteristicas irritantes na pele
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Devido a sua alta concentragdo no OB, pode ter

favorecido a absorgdo da INS, levando a liberacéo prolongada e continua desse farmaco.

Estudos realizados por Hashizume e colaboradores (1992), demonstraram que 0 uso do
acido palmitico (Palinis) como agente modificador quimico da molécula de INS, obteve dois
derivados, o Bl-monopalmitoil (Palins-1) e o B1l, B229-dipalmitoil (PAlins-2). Esses

derivados elevaram a lipofilia da molécula e diminuiu a sua degradagdo no tecido mucoso do
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intestino grosso. Além disso, o acido palmitico resultante da degradacdo do Palins contribuiu
para aumentar a absorcdo da INS.

Mesiha e colaboradores (1994) administraram por via oral em coelhos saudaveis
emulsdes de INS contendo diversos acidos graxos. Esse estudo demonstrou que a emulsao
contendo &cido palmitico reduziu a glicose no sangue de 105 para 75 mg/dL em 30 min. O
efeito se estendeu por 150 minutos com diferenga estatisticamente significativa em

comparagdo com as outras emulsdes.

A presenca do &cido linoleico na composicdo do OB, apesar de ser em baixas
concentraces, cerca de 1,39%, como observa-se na anélise de CG, é um dos componentes do
6leo que contribui pela acdo protetora da mucosa, protegendo-a contra possiveis danos
causados pela alta concentracdo do AO. A sua presenca é muito benéfica a saide pois ele é
um &cido graxo essencial, no qual faz partes de rotas metabdlicas importantes no organismo,
principalmente na produgdo dos eicosanoides, que sdo moléculas mediadoras do processo
inflamato6rio (PIMENTEL et al., 2015).

Na Figura 24 é apresentado os resultados dos niveis séricos de glicose apds
administracdo retal da formulacdo P407+OB+INS em ratas albinas Fischer diabéticas e

saudaveis.
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Na Figura 24 é observado que o efeito hipoglicémico 60 minutos apds a administracéo
da formulacdo foi mais expressivo nos animais saudaveis. Por outro lado, o efeito
hipoglicémico da formulagdo nos tempos de 180 e 360 minutos foi mais expressivo nas ratas
diabéticas do que nas ratas saudaveis. Em ambos os casos o efeito hipoglicémico foi continuo

até o tempo de 360 minutos em que foram realizado os estudos.

Correia (2014), realizou experimentos, onde foram administrados pela via oral,
emulsdo mdltipla A/O/A, contendo um polimero e insulina, em ratas diabéticas. Foi
observado em seu experimento um efeito hipoglicemiante prolongado e continuo durante as

cinco horas do experimento.

Estudo realizado por Mascarenhas e colaboradores (2013) onde foram administrados
em camundongos suicos, machos e diabéticos, um sistema polimerico de microparticulas
contendo insulina, foi observado um declinio da glicemia na fase inicial do experimento
semelhante ao observado em humanos apds a administragdo de insulina regular, porém a
formulacdo testada apresentou efeito hipoglicemico por um periodo de tempo maior e

continuo até 48 horas apds a administracdo da formulagéo pela via subcutanea.

A formulacdo P407+OB+INS, apresentou resultados semelhantes, na primeira hora
apos a sua administracdo, com um declinio na glicemia dos ratos, efeito semelhante ao da INS
humana regular quando administrada em humanos diabéticos, onde a sua faixa de atuacéo é
cerca de 2 a 5 horas, semelhante ao efeito continuo e prolongado apresentado pela formulagéo
testada, que apresentou um efeito mais duradouro que o apresentado pela INS em humanos. O
uso do polimero P407 ajuda a estabilizar a INS contra a sua auto-agregacao, fator responsavel

pela perda da sua funcdo bioldgica (Barichello et al., 1999b).

De acordo com Khafagy e colaboradores (2007), a via retal € considerada uma rota
mais fisiologica para a aplicacdo da INS, pois a administracdo desse farmaco por essa via
evita o metabolismo de primeira passagem pelo figado, além disso, essa via é livre de enzimas
proteoliticas que degradam a INS. Estudos realizados por esses autores, onde foi administrado
um supositério, contendo P407, INS e o agente promotor de permeacdo salicilato de sédio,
demonstrou que esse sistema termo reversivel que sofre transi¢do de fase de liquido para gel
bioadesivo a temperatura corpOrea, aumentou a biodisponibilidade da insulina, podendo ser
um sistema promissor, seguro e eficaz para a administracdo ndo invasiva de insulina
(KHAFAGY et al., 2007).
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Cabe salientar que estudos realizados por Morishita e colaboradores (2000), onde foi
administrado emuls6es maltiplas A/O/A contendo 2% de &cido oleico puro como promotor de
absorcéo retal de INS em ratos Wistar saudaveis, foi observado um efeito hipoglicemico,
entretanto houve pequenos danos, irritacdo da mucosa retal causados pelo acido oleico. Esse

fator pode limitar o estudo e o uso continuo dessas formulagfes por pacientes diabéticos.

Os resultados deste trabalho demonstram que a formulagdo proposta possui
perpespectiva futura para a administracdo de insulina por uma via ndo invasiva em pacientes
diabéticos, no qual os sistemas bioadesivos, com o auxilio de promotores de absor¢éo, como
os &cidos graxos presentes no Oleo de buriti, podem aderir a mucosa, melhorando a
biodisponibilidade de farmacos protéicos e peptidicos, assim como a sua absorgdo, transporte,
e evitar ou diminuir efeitos adversos causados pela necessidade de administrar inimeras doses

do farmaco.

Desta forma, o P407, combinado com o OB, que por conter outros compostos, como
carotenoides e tocoferol, além dos 4acidos graxos, podem acrescentar outros efeitos
importantes a formulacdo como, por exemplo, efeito antioxidante e protetor da mucosa,
permitindo o uso continuo desta formulacdo exigido no tratamento do diabetes, evitando os
danos causados pelo uso apenas do &cido oleico na formulacdo, aumentando a adesdo do
paciente ao tratamento, além de melhorar a sua qualidade de vida.
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6 CONSIDERACOES FINAIS:

A formulacdo P407+OB+INS preparada e caracterizada neste trabalho, apresentou
tamanho de particula na faixa de 300 nm com indice de polidispersdo de cerca de 0,46 e
valores de potencial zeta de -44 mV.

A analise do o6leo de buriti realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas evidenciou o0s acidos oleico e palmitico como compostos
majoritarios do 6leo.

A avaliacdo das micelas de P407+OB+INS por meio da técnica de espectrometria de
fluorescéncia utilizando o pireno como sonda fluorescente demonstrou que a adi¢ao de 6leo
de buriti a 10% reduziu consideravelmente a polaridade das micelas em comparacdo a adicéo
de 5% de AO.

A formulacdo P407+OB+INS administrada por via retal apresentou efeito
hipoglicémico continuo durante o tempo de 6 horas em comparacdo a formulacdo de
P407+A0+INS, a qual teve um pico em 1 hora e o retorno aos niveis glicémicos normais ao
final do tempo de 6 horas. Resultados semelhantes foram observados na avaliacdo do efeito
hipoglicémico da formulacdo P407+OB+INS em ratas albinas Fischer diabéticas, porém os
animais apresentaram um efeito hipoglicémico mais acentuado, ap6s a primeira hora do
experimento.

Com isso, conclui-se, que o 6leo de buriti, por conter &cidos graxos de cadeias e
insaturacOes variadas, pode ser utilizado como agente promotor de permeagdo em mucosas,
sendo uma alternativa promissora para o desenvolvimento de formulagdo néo invasiva para a
administracdo de INS. Adicionalmente, a descricdo da presenca de substancias com efeito
antioxidante como, por exemplo, carotenoides, vitamina C e a-tocoferol no 6leo de buriti,
podera proporcionar a formulacdo um efeito protetivo da mucosa frente ao efeito dos agentes
promotores de absorcao presentes no 6leo de buriti.
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