
i 
 

Thiago Matos Ferreira de Araújo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização de nanopartículas contendo insulina em modelos de animais 

induzidos ao diabetes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Campinas 

2010 



iii 
 

Thiago Matos Ferreira de Araújo 
 

 

 

 

 

 

 

Caracterização de nanopartículas contendo insulina em modelos de animais 

induzidos ao diabetes 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada 

à Pós-Graduação da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade 

Estadual de Campinas, para obtenção 

de título de Mestre em Ciências 

Médicas, área de concentração em 

Ciências Biomédicas. 

 

 

 

 

Orientador (a): Profa. Dra. Nelci Fenalti Höehr 

Co-orientador: Prof. Dr. Nelson Durán 

 

 

 

CAMPINAS 

Unicamp 

2010 



iv 
 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP 
              Bibliotecário: Sandra Lúcia Pereira – CRB-8ª / 6044 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Título em inglês:  Characterization of nanoparticles containing insulin in 
animal models induced diabetes 
 

             Keywords:  •  Nanoparticles 

                                 •  Insulin 

                                 •  Diabetes 
 
Titulação: Mestre em Ciências Médicas 
Área de concentração: Ciências Biomédicas 
 
 
Banca examinadora: 
 
Profa. Dra. Nelci Fenalti Höehr 
Prof. Dr. Rodrigo Ramos Catharino 
Profa. Dra. Patrícia da Silva Melo 
 
Data da defesa: 05-08-2010 

 

 Araújo,  Thiago Matos Ferreira de   

 Ar15c  Caracterização de nanopartículas contendo insulina em modelos de 

animais induzidos ao diabetes   /  Thiago Matos Ferreira de Araújo. 

Campinas,  SP  : [s.n.], 2010. 

 

 

  Orientadores: Nelci Fenalti Höehr, Nelson Durán 

  Dissertação ( Mestrado )  Universidade Estadual de Campinas. 

Faculdade de Ciências Médicas. 

 

 

  1.   Nanoparticulas.  2.   Insulina.   3.   Diabetes.   I.   Höehr,  .Nelci 

Fenalti     II.   Duran,  Nelson.   III.  Universidade Estadual de 

Campinas. Faculdade de Ciências Médicas.   IV.   Título.  

 

 



v 
 



vii 
 

 

 

 

 

 

   

Dedicatória 
 

A Ele por estar presente em todos os 
momentos da minha vida, concedendo todas 
as dádivas. Em quem deposito toda minha 
confiança. 
 
Aos meus amados pais, Rejane e Joaquim, 
os quais sempre me apóiam em todas as 
empreitadas da minha vida. Ao grande amor 
que por eles sinto. 
 
À querida amiga Profa. Nelci, pelos 
momentos de aconselhamento, carinho, 
sorrisos e lágrimas. A confiança depositada 
em mim. 
 



ix 
 

 
Agradecimentos 

 

A todas as amizades longas e verdadeiras de Kleiton, Nessinha, Peré, Lulu, 

Kênya, Lú Soriano, Aninha, Mifera, Kaká e todos que mesmo distante estão 

presentes no coração e na lembrança. 

 

Ao André Nazário, o grande responsável pela minha vinda a Campinas, 

pelo auxílio, amizade, confiança e companheirismo. 

 

À grande companheira Larissa Jatobá, minha irmã Lari, que acreditou e 

abraçou a loucura de vir embora, sendo a grande incentivadora na decisão de 

fazer o meu mestrado. 

 

À Zaine Teixeira pelas conversas, ensinamentos, carinho, dedicação e 

confiança. 

 

Aos amigos Aline, Gláucia e Jonathan que tanto no grupo de pesquisa 

quanto nos momentos de descontração, conversaram, debateram, desesperaram, 

mas sempre sorriram ao final. 

 

Ao companheirismo de Bárbara e Paula que mais do que companheiras de 

república são amigas e detém como grande virtude a honestidade. 

 

Às amigas Eloá e Juliana pelos grandes momentos de bom papo. 

 

Aos novos amigos, mas tão importante quanto os antigos, Paulo e Kenner, 

que sempre abriram um sorriso e bateram um bom papo nas longas noites. 

 

 

 



x 
 

Aos colegas do Laboratório de Pâncreas Endócrino (Helena, Luiz, 

Sandrinha, Gustavo, Thays, Thiago, Flávia, Lely, Rô, Pri, Amon, Bia, Júnia) em 

especial ao Prof. Boschero, e a todos os demais que me auxiliaram na obtenção 

desses resultados.  

 

Ao Prof. Nelson Durán pelos momentos de conversa, apoio e dedicação na 

construção da minha tese. 

 

 Aos colegas do Laboratório de Química Biológica (Priscyla, Dri, Ana, Chico, 

Jú) que sempre me auxiliaram na vida laboratorial. 

 

Ao Ricardo, pessoa que entrou no meio dos meus experimentos para dar 

esperança quando “o desespero do CLAE chegou”.  

 

Aos funcionários do Laboratório de Bioquímica do Hospital das Clínicas 

(UNICAMP) e do Departamento de Patologia Clínica, em especial Marielza, Hilda 

e Regina que sempre me auxiliaram. 

 

Ao Prof. Roberto Rittner, pelo apoio e incentivo constante a todo grupo de 

pesquisa. 

 

A todos os meus familiares que mesmo distantes são extremamente 

carinhosos e presentes na minha vida. 

 

Ao CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro. 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano.” 
 

            Issac Newton 
 

 

 

“Aquele que tentou e não conseguiu é superior àquele que nada tentou.” 

 

Arquimedes 

 

 

 

“Não se pode ensinar tudo a alguém, pode-se apenas ajudá-lo a encontrar por si 
mesmo.” 

 
            Galileu Galilei 

 

 



xiii 
 

 
Lista de abreviaturas 

__________________________________________________________________ 

  

A/O água/óleo 

 

A/O/A água/óleo/água 

 

ATP Adenosina trifosfato 

 

Au Ouro 

 

Bact Beta actina 

 

BCO Branco 

 

ºC Graus Celsius 

 

CASP  Caspase 

 

CAT Catalase 

 

CO2 Dióxido de carbono 

 

CH2Cl2 Diclorometano 

 

CLAE Cromatografia líquida de alta eficiência 

 

cm2 Centímetro quadrado  

 

CTL Controle 

 



xiv 
 

  

Cu Cobre 

 

DISC Complexo sinalizador de indução da morte 

 

DNA Ácido desoxirribonucléico  

 

DM Diabetes Mellitus 

 

DMEM Dulbecco’s modificado 

 

ERO Espécies reativas de oxigênio 

 

F.A.  Fase aquosa 

 

Fasl Ligante de início da morte celular  

 

FDA USA Food and Drug Administration 

 

Fe Ferro 

 

F.O. Fase orgânica 

 

g Grama 

 

GPx Glutationa peroxidase 

 

GS Somatotrofina 

 

GSH Glutationa reduzido 

 



xv 
 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

 

INS Insulina 

 

l Litro 

 

I.T.T. Teste de tolerância a insulina 

 

H2O Água 

 

K Cloro  

 

kg Quilograma 

 

KCl Cloreto de potássio 

 

kV Quilovolts 

 

M.E.V. Microscopia eletrônica de varredura  

 

mg Miligrama  

 

mg/dl Miligrama por decilitro 

 

min Minutos 

 

mL Mililitro 

 

mL/min Mililitro por minuto 

 

mm Milímetro 



xvi 
 

 

mM Milimolar 

 

mmol Milimol 

 

mmol/l Milimolar por litro 

 

MTS (3-(4,5-dimetiltioazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-

(4-sulfonil)-2H-tetrazolio) 

 

mV Milivolts 

 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

 

Nano 1 Nanopartículas preparada com 100 µl de insulina 

 

Nano 2 Nanopartículas preparada com 600 µl de insulina 

 

NAR Nanopartículas de naringenina 

 

nm  Nanômetros 

 

NO Óxido nítrico 

 

O2
.- Superóxido 

 

OH Hidróxido de oxigênio 

 

ONOO+ Peróxinitrito 

 

PCL Poly-ε-caprolactona 



xvii 
 

 

PCR Reação de polimerase em cadeia 

 

Pd Chumbo 

 

P.D.I. Índice de polidispersidade 

 

PDX Peróxido dismutase 

 

PGA Poliglicolato  

 

PHA Polihidroxialcanoato 

 

PLA Polilactato 

 

PLGA Co-polímero de lactato e glicolato 

 

Pluronic F68 poly(ethylene glycol)-block-poly(propyleno glycol)-

block-poly(ethylene glycol) 

 

PPARγ Receptor ativado da proliferação do peroxissoma 

 

PVA Polivinil álcool 

 

RNA 

 

Ácido ribonucléico   

r.p.m. Rotações por minuto 

 

SOD Superóxido dismutase 

 

STZ Estreptozotocina 



xviii 
 

 

TNF-α Fator de necrose tumoral α 

 

TZDs Tiazoludinedionas  

 

U.I. Unidades internacionais 

 

VS. Versus 

 

Zn Zinco 

 

Α Alfa 

 

Β Beta 

 

µm Micrometro 

 

µg/mL Micrograma por mililitro 

 

  
 

 



xix 
 

 
Lista de figuras 

__________________________________________________________________ 

 

Figura 1- Número de portadores de diabetes em diversos países do 

mundo de 2000 e 2010, e se percentual de aumento. 

 

Figura 2- Produção pancreática da insulina com órgãos participantes e 

estruturas celulares. 

 

Figura 3- Estrutura química da insulina e sua seqüência de aminoácidos. 

 

Figura 4- Modificações estruturais das nanopartículas poliméricas 

(nanocápsulas ou nanoesferas). 

 

Figura 5- Processos de degradação da matriz polimérica. 

 

Figura 6- Estruturas monoméricas dos principais polímeros utilizados na 

aplicação biomédica.  

 

Figura 7- Resumo esquemático dos mecanismos de ativação das 

caspases. 

 

Figura 8-  Reações pró-oxidativas e os antioxidantes mais relevantes para 

sistemas biológicos. 

 

Figura 9- Modelo experimental para preparação de nanopartículas 

poliméricas de insulina. 

 

Figura 10- Curva analítica para quantificação de insulina por CLAE. 

 

Figura 11- Curva analítica de reprodutibilidade da técnica analítica (CLAE). 



xx 
 

 

Figura 12- Micrografia de nanopartículas poliméricas contendo insulina X 

10.000. 

 

Figura 13- Micrografia de nanopartículas poliméricas contendo insulina X 

15.000. 

 

Figura 14- Micrografia de nanopartículas poliméricas contendo insulina X 

20.000. 

 

Figura 15- Viabilidade celular avaliado por MTS assay em células MIN 6. 

 

Figura 16- Expressão da Caspase 3 em células MIN 6. 

 

Figura 17- Teste de tolerância a insulina prévio a indução do diabetes 

(injeção intraperitonial). 

 

Figura 18- Níveis glicêmicos em ratos Wistar induzidos ao diabetes por 

estreptozotocina pós-injeção subcutânea das formulações. 

 

Figura 19- Área sobre a curva das glicemias dos animais nos diferentes 

tratamentos e tempos. 

 

Figura 20- Expressão da catalase em fígado de ratos tratados com as 

formulações (RT-PCR). 

 

Figura 21-  Expressão do peróxido dismutase em fígado de ratos tratados 

com as formulações (RT-PCR). 

 

Figura 22- Expressão da superóxido dismutase em fígado de ratos tratados 

com as formulações (RT-PCR). 



xxi 
 

 

Figura 23- Expressão da Caspase 3 em fígado de ratos tratados com as 

formulações (Western blotting). 

 



xxiii 
 

 
 

Lista de Tabelas 

__________________________________________________________________ 

 

Tabela 1- Lista de países com aumento expressivo do número de casos 

estimados de 2000 e 2010. 

 

Tabela 2- Classificação etiológica do Diabetes Mellitus. 

 

Tabela 3- Características dos primers randômicos utilizados para o RT-PCR. 

 

Tabela 4- Características físico-químicas das nanopartículas contendo 

insulina. 

 



xxv 
 

 
 

SUMÁRIO 

__________________________________________________________________ 
 

Pág. 

RESUMO..........................................................................................  27 

 

ABSTRACT......................................................................................  31 

 

1- INTRODUÇÃO.............................................................................  35 

1.1-  Diabetes Mellitus................................................................  37 

1.2-  Insulina................................................................................  42 

1.3-  Nanopartículas....................................................................  45 

1.4-  Nanopartículas de insulina em modelos 

experimental de diabetes..............................................................  50 

1.5-  Hepatotoxicidade farmacológica.......................................  51  

1.5.1- Caspase 3..................................................................           52 

1.5.2- Estresse oxidativo...................................................... 53 

 

2- OBJETIVOS................................................................................  57 

 

3- MATERIAIS E MÉTODOS.........................................................  61 

3.1- Preparação de nanopartículas de insulina.....................  63 

3.2- Caracterização das nanopartpiculas de insulina..........  65 

3.2.1- Determinação de eficiência de encapsulamento...  65 

3.2.2- Microscopia Eletrônica de Varredura (M.E.V.)........  67 

3.2.3- Tamanho médio, distribuição de tamanho 

das partículas e potencial zeta......................................................  68 

 3.3- Cultura de células............................................................  68 

  3.3.1- Citotoxicidade das formulações................................  68 

 3.4- Método para indução do diabetes..................................  70 

 3.5- Imunoblotting...................................................................  70 



xxvi 
 

 3.6- Extração de RNA e PCR em tempo real.........................  72 

 3.7- Análise estatística...........................................................  73 

 

4- RESULTADOS.........................................................................  75 

 

5- DISCUSSÃO............................................................................  89 

 

6- CONCLUSÕES........................................................................  97 

 

7- REFERÊNCIAS.......................................................................  101 

 
ANEXOS 

 











 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1- Introdução 



________________________________________________________________________________________ 
Introdução 

37 
 

1.1- Diabetes Mellitus 

 

 O Diabetes Mellitus (DM) inclui-se num grupo de doenças metabólicas 

crônicas e é caracterizada pela alta concentração de glicose sanguínea 

(hiperglicemia), resultante da deficiência de insulina e/ou resistência à insulina. 

 Essa patologia é considerada a doença do século XXI, por ser a quarta 

principal causa de morte em países desenvolvidos e também, segundo alguns 

estudos, é considerada uma epidemia global acometendo cerca de 140 milhões de 

pessoas no mundo, porém apenas 50% dos casos têm diagnóstico confirmado. O 

sedentarismo e a obesidade estão diretamente associados ao abrupto aumento 

dos casos, visto que há uma desenfreada modificação do estilo de vida da 

população mundial (Zimmet et al., 2001).  

 Roglic e colaboradores (2005) estimaram uma elevação absurda nos 

números de pessoas acometidas com o Diabetes. Em 2000, cerca de 2,9 milhões 

de pessoas morreram de complicações dessa injúria, totalizando 5,2% de todas as 

mortes do mundo (Roglic et al., 2005). Dados do ano de 2000 demonstraram que 

o Brasil estava na oitava posição entre os países com maior número de pessoas 

doentes por causa do Diabetes, cerca de 4.6 milhões de pessoas e estima-se que 

em 2030 nosso país terá um aumento de 145% de casos, cerca de 11.3 milhões 

de doentes, levando o Brasil para o sexto na lista dos países com maior número 

de portadores da Diabetes (Figura 1). Nos países em desenvolvimento, a maioria 

dos casos de portadores está em torno de 45 e 64 anos em contraste com países 

desenvolvidos onde a idade dos portadores é acima de 64 anos. Em 2030, é 

estimado que as pessoas com idade maior que 64 anos diabéticas serão 82 

milhões em países em desenvolvimento e 48 milhões em países desenvolvidos, o 

que pode ser observado na tabela 1 (Zimmet et al., 2001; Wild, et al., 2004). 
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Tabela 1- Lista de países com aumento do número de casos estimados de 2000 e 2030 (Adaptado 
de Wild, et al., 2004). 

 2000  2030 

“Ranking” Países Portadores do Diabetes 

(milhões) 

  Países Portadores do Diabetes 

(milhões) 

1 Índia  31.7  Índia 79.4 

2 China 20.8  China 42.3 

3 Estados 

Unidos 

17.7  Estados 

Unidos 

30.3 

4 Indonésia 8.4  Indonésia 21.3 

5 Japão 6.8  Paquistão 13.9 

6 Paquistão 5.2  Brasil 11.3 

7 Rússia 4.6  Bangladesh 11.1 

8 Brasil 4.6  Japão 8.9 

9 Itália 4.3  Filipinas 7.8 

10 Bangladesh  3.2   Egito 6.7 

              

O aumento dos níveis de glicose sanguínea ocorre porque o fígado e o 

músculo esquelético não conseguem armazenar o glicogênio, de modo que os 

tecidos tornam-se incapazes de captar e utilizar a glicose. Ao ultrapassar o limiar 

renal para reabsorção, a glicose transborda na urina (glicosúria) acarretando a 

diurese osmótica (poliúria), que por sua vez resulta em desidratação e maior 

ingestão de líquidos (polidipsia). Ocorre também nessa patologia um desgaste 

protéico pela conversão de proteína em carboidratos e, pela ausência de insulina, 

ocorre cetose, que é o fracionamento das gorduras para acetil-CoA. Na ausência 

do metabolismo dos carboidratos, acetil-CoA é convertida para acetoacetato, β-

hidroxibutirato e acetona (Contran et al., 1994; Gilman et al., 1996; Oliveira et al., 

2004). 

 Muitas consequências podem ocorrer devido aos distúrbios metabólicos 

observados no Diabetes, principalmente em longo prazo. Doenças dos vasos 

sanguíneos grandes (doença macrovascular), e pequenos (microangiopatias) são 

características peculiares da cronicidade (Oliveira et al., 2004). A doença 

macrovascular deriva de ateroma acelerado, bem mais comum e grave em 



__________________________

 

pacientes diabéticos, en

particularmente retina e

renal progressivo, e seu

diabética.  

 A hiperglicemia, 

reativas de oxigênio sã

endotelial, aumentando

condições pode ocorrer 

por cerca de 80% da

estatística relacionado a

2009). 

Figura 1- Número de portado
2000 e número de 
expressos em milhõ
(Adaptado de Zimm

 

 

14.2 

17.5 

23% 

15.6 

22.5 

44% 

____________________________________________
Introdução 

39 

nquanto as microangiopatias caracteriza

e rins. A hipertensão coexistente está a

u tratamento torna mais lenta a progres

a dislipidemia, a hipertensão e o aum

ão alguns dos fatores que modificam 

o a liberação de citocinas pró-inflam

 o aparecimento de doenças como tromb

as mortes de pacientes diabéticos, s

a disfunções cardiovasculares (Lecker e

ores em diversos locais do mundo (valores em pr
 pessoas que estão acometidas em 2010 (valor
ões, e percentual de aumento (valores em verme

met et al., 2001; Kolb & Mandrup-Poulsen, 2010). 

26.5 

32.9 

24% 

9.4 

14.1 

50% 

84.5 

132.3 

57% 

1.0 

1.3 

33% 
No mundo 

2000: 151 milhões 

2010: 221 milhões 

Aumento de 46 % 

____________________ 

am o DM afetando 

associada a dano 

ssão da nefropatia 

mento de espécies 

 o funcionamento 

matórias. Nessas 

bose, responsável 

sendo 75% desta 

et al., 2004; Ead, 

 

reto), referente ao ano      
res em azul). Valores 
elho) respectivamente 



________________________________________________________________________________________ 
Introdução 

40 
 

 As principais formas de classificação atuais para o Diabetes são tipo 1 e 2, 

anteriormente descritos como insulino-dependente e não-insulino dependente, 

porém esses termos foram eliminados. Como terceiro e quarto tipo na 

classificação podemos citar Diabetes de outros tipos específicos e a Diabetes 

gestacional. No Diabetes tipo 1, ocorre deficiência absoluta de insulina, pela 

destruição das células β do pâncreas (figura 2), que geralmente ocorre por por 

insulite auto-imune, condição na qual estão presentes auto-anticorpos circulantes 

(anticorpos anti-descarboxilase do ácido glutâmico, anti-ilhotas e anti-insulina), 

sendo esta forma da doença conhecida como tipo 1ª, ou menos comumente, de 

causa desconhecida. O tipo 1B, ou forma idiopática, é caracterizado pela ausência 

tanto de insulite quanto dos anticorpos relacionados ao Diabetes auto-imune. 

Contudo alguns subtipos desta forma possuem instalação e evolução fulminante 

(Contran et al., 1994; Martins et al., 2003; Gross et al., 2002). Geralmente, a 

instalação desse quadro é abrupta, e caso o indivíduo não se trate com insulina 

ele pode ir a óbito por cetoacidose diabética, podendo também o indivíduo 

identificar o início da sintomatologia. O quadro de cetoacidose é a expressão 

máxima da deficiência da insulina e pode também ocorrer na presença de 

estresse infeccioso, ou de qualquer etiologia ou ser decorrente do uso inadequado 

da insulina. A incidência de portadores de Diabetes tipo 1 é dos 10 aos 14 anos de 

idade, havendo a seguir uma diminuição progressiva da incidência até os 35 anos. 

No entanto, indivíduos de qualquer idade pode desenvolver o Diabetes tipo 1. De 

modo geral os portadores apresentam índice de massa corpórea normal, mas a 

presença de obesidade não exclui o diagnóstico (Martins et al., 2003; Gross et al., 

2002).  

O Diabetes tipo 2 é mais frequente que o tipo 1, perfazendo 90% dos casos 

de Diabetes segundo Contran e colaboradores. Nesse tipo de Diabetes, ocorre 

tanto resistência à insulina quanto uma menor secreção desta, porém sua etiologia 

específica ainda não está totalmente esclarecida como no tipo 1. A destruição 

auto-imune das células pancreáticas não está envolvida, mas ao contrário dos 

portadores do Diabetes tipo 1, os pacientes com tipo 2 na sua maioria apresentam 
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obesidade. A incidência dos casos do tipo 2 é bastante variável, no entanto tem 

maior frequência após os 40 anos de idade, com pico de incidência ao redor dos 

60 anos  (Contran et al., 1994; Oliveira et al. 2004; Ead, 2009). 

 

 
Figura 2- Produção de insulina no pâncreas humano. O pâncreas é localizado no abdomen, 

adjacente ao duodeno. As ilhotas de Langerhans representam a porção hormono-
funcional do órgão, e nela se encontram as células beta, que produzem e secretam 
insulina. As células beta são localizadas adjacentemente a corrente sanguínea, e 
regulam a concentração de glicose no sangue, ajustando a liberação de insulina. 
Disponível em: < www.Diabetesmonitor.com/b379.htm>. Acesso em 20 agosto 2007. 

 

 A obesidade aliada à idade superior a 40 anos indicam o ponto de corte da 

idade como discriminatório entre os tipos de Diabetes, de outro modo a 

associação com a ausência de processos agudos de cetoacidose e idade acima 

de 20 anos são indicadores da presença do Diabetes tipo 2. Com isso a idade 

isoladamente parece não ser fator para definição da classificação, mas se aliada a 

variáveis como obesidade e ausência de cetoacidose podem sugerir o tipo do 

Diabetes. A cetoacidose pode ocorrer em ambos os tipos de Diabetes, mas em 
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situações diferenciadas; no tipo 1 essa é a característica principal pela deficiência 

insulínica, já no tipo 2 o portador pode ter episódios frequentes graves de 

infecções ou episódios agudos de patologias cerebrovasculares, levando em 

algumas ocasiões à cetoacidose. A tabela abaixo detalha os tipos de Diabetes e 

sua etiologia (tabela 2) (Gross, et al., 2002; Ead, 2009). 

 

Tabela 2- Classificação quanto à etiologia do Diabetes Mellitus (adaptado de Gross et al. 
2002; Oliveira et al. 2004) 

I. Diabetes tipo 1 

· destruição das células beta G14 geralmente levando a quadro de deficiência completa de 

insulina 

A. auto-imune 

B. idiopático 

 

II. Diabetes tipo 2 

· variação de diminuição da secreção e resistência à insulina 

 

III. Outros tipos específicos 

A. defeitos genéticos na função da célula β pancreática 

B. defeitos genéticos na ação da insulina 

C. patologias do pâncreas exócrino 

D. Endocrinopatias 

E. Induções farmacológicas ou por produtos químicos 

F. Infecções 

G. Tipos incomuns de Diabetes imuno-mediado 

 

IV. Diabetes gestacional 

· graus variados de diminuição de tolerância a carboidratos, podendo persistir ou não após o 

parto  

 

1.2- Insulina 

 

 A insulina é um polipeptídeo tem massa molecular de aproximadamente 6 

KD, que consiste em duas cadeias peptídicas conectadas por duas ligações de 
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dissulfeto. Sua sequência de aminoácidos foi determinada por Sanger et al. em 

1955 (figura 3). Ela é formada pela clivagem proteolítica de um precursor protêico 

maior, com uma única cadeia (massa molecular de aproximadamente 9 KD) 

denominada pró-insulina (Berg et al., 2002; Gilman et al., 1996). A proteólise 

remove um peptídeo de conexão, o peptídeo C, e a insulina assim produzida 

juntamente com o peptídeo C associado, é armazenado nos grânulos das células 

β. O principal fator que controla a síntese e a secreção de insulina é a 

concentração sanguínea de glicose. Seu efeito global é a conservação dos 

fornecimentos de combustíveis corporais. Seu efeito imediato mais óbvio consiste 

em reduzir o açúcar sanguíneo, refletindo sua função fisiológica geral de facilitar a 

capacitação, a utilização e o armazenamento da glicose, dos aminoácidos e das 

gorduras após uma refeição (Contran et al., 1994; Gilman  et al., 1996; Berg et al., 

2002).  

  

 
Figura 3- Estrutura química da insulina primária, sequência de aminoácidos. Disponível em: 

<http://fai.unne.edu.ar/biologia/macromoleculas/figacro/3-15.gif> Acesso em 14 agosto 
2007. 

 
 O mecanismo de ação da insulina está relacionado à sua fixação a um 

receptor específico sobre a superfície das células-alvo. O receptor é um complexo 

glicoprotéico que consiste em duas subunidades α e duas subunidades β ligadas 
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por ligações dissulfeto. As subunidades α são completamente extracelulares e 

possuem local fixador para insulina, já as subunidades β manifestam atividade de 

tirosina-quinase, agindo sobre si mesmas (autofosforilação). Após interação com a 

insulina, esses receptores se agregam em cadeias, e os complexos 

insulina/receptor subsequentemente são internalizados em vesículas. A perda 

desses receptores da membrana celular seria a provável causa da resistência à 

insulina, porém este assunto ainda é controverso (Contran et al., 1994; Gilman, et 

al., 1996). 

O tratamento com insulina é muito utilizado em pacientes diabéticos, seja 

tipo 1 ou tipo 2, sendo que em alguns casos há a necessidade da associação a 

outras drogas via oral (metformina, sulfoniluréias, tiazolidinedionas e inibidores da 

α-glicosidase como a acarbose), esses fármacos são de ação específica e sua 

associação tem grande auxílio a terapêutica: 

 Metformina (biguadinas) – atuam no nível hepático e muscular, 

inibindo a liberação de glicose do fígado e aumentando a 

sensibilidade periférica à insulina, porém seu alvo molecular é pouco 

conhecido; 

 Sulfoniluréias – tem ação nas células β pancreáticas elevando a 

secreção de insulina. O seu alvo molecular são os receptores 

sulfoniluréia – canal de K+ ATP-dependente;  

 Tiazoludinedionas (TZDs) – elevam a sensibilidade dos tecidos à 

insulina e seu alvo molecular é a PPARγ; 

 Inibidores da α-glicosidade (acarbose) – tem atividade intestinal, 

diminuindo a absorção de carboidratos; alvo molecular é a α-

glicosidade.  

 

O potencial dos fármacos anti-diabéticos são extremamente explorados, 

mas há algumas limitações para seu uso, tais como: 

 Uma grande intensidade do uso da própria insulina pode agravar a 

resistência a insulina; 
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 Alguns portadores de Diabetes tipo 2 não apresentam controle 

glicêmico com utilização dos agentes de ação específica; 

 Ou pode ainda ocorrer um não restabelecimento normal da 

sensibilidade à insulina ou do funcionamento das células β.    

Durante muitos anos admitiu-se que a normalização da glicose plasmática 

poderia prevenir as complicações diabéticas, e isso foi provado há pouco mais de 

10 anos pela American Diabetes Association, pois pacientes submetidos a um 

controle intensivo mantinham concentrações médias mais baixas de glicose 

sanguínea (2,8 mmol/l mais baixas) comparados com pacientes submetidos a um 

controle convencional, e apresentam uma redução substancial na ocorrência e 

progressão da retinopatia, nefropatia e neuropatia (Contran et al., 1994; Gilman et 

al., 1996; Marins et al., 2003; Emilen et al., 1999; Bailey et al., 2000).  

Avanços na terapia com insulina foram desencadeados por 

desenvolvimentos biotecnológicos. A insulina lispro, primeiro análogo da insulina 

sintetizado teve seu início de utilização em 1996 nos Estados Unidos e Europa, 

comparada à insulina regular a lispro apresenta vantagens como: ação mais 

rápida (cerca de 15 min. após sua administração), pico menor de concentração de 

insulina e diminuição expressiva em reações alérgicas (Emilien et al., 1999).     

 

1.3- Nanopartículas 

 

 Os estudos de nanopartículas como carreadores coloidais de agentes 

terapêuticos têm aumentado nas últimas décadas, pois esses sistemas aumentam 

a eficácia e/ou reduzem a toxicidade de drogas. Nanopartículas são sistemas 

coloidais submicrométricos, geralmente na faixa de 1 a 1000 nm. Suas vantagens 

como carreadores de drogas devem-se ao tamanho sub-celular, a 

biocompatibilidade com tecidos e células e à versatilidade de formulações. Elas 

são administradas por injeção direta em tecidos biológicos ou órgãos, em 

cavidades do organismo, ou por infusão intravenosa (Schaffazick, et al., 2003; Cui, 

et al., 2006; Durán et al., 2006). O termo nanopartículas inclui as nanocápsulas e 
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são o tamanho e a natureza dessas partículas que devem ser biocompatíveis e 

muito pequenas para evitar embolismo.  A liberação total do polímero após 

eliminação do princípio ativo tem a vantagem de dispensar o inconveniente da 

intervenção cirúrgica para a remoção de implantes (Durán et al., 2006; Grenha et 

al., 2007; Soppimath et al., 2001; Reis et al., 2006).  

Há algumas restrições fisicoquímicas e biológicas quanto aos polímeros 

utilizados na preparação desses sistemas, dentre elas que sejam biodegradáveis 

e biocompatíveis e seus metabólitos inócuos ao organismo. Os polímeros são 

macromoléculas de elevada massa molecular, formadas a partir de unidades 

estruturais menores (monômeros) através de reações químicas de polimerização. 

Grau de polimerização é o número de unidades estruturais repetidas numa 

macromolécula. Em geral, os polímeros contêm os mesmos elementos nas 

mesmas proporções relativas que seus monômeros, mas em maior quantidade 

absoluta.  Os polímeros biodegradáveis são aqueles nos quais a quebra das 

cadeias resulta em unidades monoméricas com peso molecular suficientemente 

pequeno para serem eliminadas pelas vias metabólicas normais, como por 

exemplo, ácido láctico, ácido glicólico, e o dióxido de carbono (Reis et al., 2006; 

Schaffazick et al., 2003).  

O papel da modulação exercida pelos polímeros na caracterização das 

nanopartículas é bem diferente do papel dos excipientes inertes em formulações 

farmacêuticas. Os polímeros influenciam diretamente na liberação do princípio 

ativo, na estabilização da droga no organismo e na toxicidade. Esses polímeros 

têm características peculiares por serem: biodegradáveis (a degradação é 

mediada, total ou parcial por um sistema biológico), bioabsorvível (o polímero 

pode ser assimilado por um sistema biológico), bioreabsorvíveis ou bioerodíveis 

(ocorre processo de dissolução ou desgaste da superfície de um material 

polimérico).   

Os materiais poliméricos podem ser degradados de muitas formas, como 

erosão e degradação. Na erosão ocorre quebra da unidade monomérica 

localizada na extremidade da cadeia, enquanto na degradação, ocorre 
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prazo. Existem também os polihidroxialcanoatos (PHA), que constituem uma 

categoria de poliésteres de ácidos hidroxi-alcanóicos biodegradáveis. A produção 

de PHA é feita por processo biotecnológico: após uma fase de crescimento da 

bactéria produtora, esta é mantida sob condições favoráveis à formação de 

biopolímero, ou seja, excesso de fonte de carbono e limitação de nutriente 

essencial ao crescimento. Após produção biotecnológica dos PHA estes devem 

ser extraídos do interior das células bacterianas. Esses polímeros também podem 

ser produzidos in vitro por enzimas bacterianas purificadas e substratos puros, 

porém há elevação dos custos (Durán et al., 2006).  

 

1.4- Nanopartículas de insulina em modelo experimental de Diabetes 

 

 A utilização do modelo animal para o estudo das nanopartículas de insulina 

é de grande valor, pois possibilitará a análise de parâmetros que não podem ser 

realizados em humanos, como a indução do Diabetes. Estudos atuais descrevem 

modelos animais de Diabetes utilizando camundongos e ratos (Cui et al., 2006; Lin 

et al. 2007). Trabalhos recentes de preparação das nanopartículas poliméricas de 

insulina são encontrados na literatura e o método de preparação mais empregado 

é o da dupla emulsão, utilizando o PCL ou PLA como polímeros (Grenha et al., 

2007; Lin et al., 2007, Rieux et al., 2006). 

 A preparação de nanopartículas poliméricas de insulina utilizando-se o PCL, 

que é um polímero biodegradável e biocompatível, pode levar a um aumento da 

meia-vida do fármaco no organismo dos animais diabéticos, o que traria maior 

conforto no tratamento e amenizaria os efeitos tóxicos que o uso clínico a longo 

prazo da droga promove (Duran et al., 2006; Grenha et al., 2007; Rieux et al., 

2006). 
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1.5- Hepatotoxicidade farmacológica 

 

 Alguns fármacos empregados rotineiramente na clínica geram reações 

adversas, e muitas vezes alterações hepáticas o que limita seus benefícios e 

utilização. Existem basicamente seis tipos de alterações hepáticas induzidas por 

medicamentos, afetando a morfologia e função do órgão, são elas:  

 respostas citolíticas direcionadas às células T, que posteriormente 

levam a produção e liberação de citocinas inflamatórias e à 

instalação de um processo inflamatório, e promovendo 

hepatotoxicidade mediada por neutrófilos; 

 citotoxicidade mediada por anticorpos, que pode ocasionar a 

biotransformação farmacológica, ou seja, formação de produtos 

inativos. Essas moléculas formadas são grandes o bastante para 

serem alvos imunológicos, e migrar para a superfície dos 

hepatócitos induzindo a formação de anticorpos; 

 alterações nas enzimas do citocromo P-450 podem levar a 

modificações da homeostase dos canais de cálcio intracelulares 

com consequente ruptura das fibrilas de actina da superfície das 

células hepáticas e finalmente lise celular; 

 interação fármaco/proteínas exportadoras de sais biliares, o fármaco 

se liga a essas proteínas e provoca a  interrupção do fluxo biliar; 

 apoptose ou morte celular programada derivada de agregação 

imunológica, a qual destrói os hepatócitos pelas vias do TNF e da 

Faz que culminam com a ativação de caspases efetoras e 

consequente fragmentação da cromatina celular; 

 esteatose hepática causada por estresse oxidativo Quando a 

medicação interage negativamente com as mitocôndrias, agredindo-

as por inativação, ligação a enzimas respiratórias ou ao DNA 

mitocondrial, há uma desregulação da oxidação dos ácidos graxos e 

na produção da ATP, aumentando as espécies reativas de oxigênio. 
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 Esses fatores conjunta ou isoladamente, causam danos hepáticos de graus 

variados, sendo que, os principais responsáveis da hepatotoxicidade são os 

metabólitos farmacológicos, e não os fármacos em si. 

 Especial atenção deve ser dada para identificação de fatores causadores 

de risco do desenvolvimento de reações adversas a fármacos, de acordo com a 

interação fármaco-fármaco ou até mesmo fármaco-patologia. Em geral, esses 

efeitos ocorrem em pacientes com co-morbidades hepáticas, como hepatites virais 

ou alcoólicas, pela perda da massa funcional do órgão (Maddrey, 2005; Deng et 

al., 2009; Norris et al., 2008; Jaeschke et al., 2002)              

 

 1.5.1 Caspase 3 

 

Apoptose ou morte celular programada é um tipo de morte celular ativa que 

requer energia, síntese e degradação protéicas e é induzida pela ativação de um 

programa intrínseco celular. Trata-se de um mecanismo fisiológico de controle 

celular que regula diversos mecanismos no organismo como, por exemplo, o 

tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao da mitose. 

A apoptose está diretamente ligada à concentração e ativação de caspases, 

que são proteases específicas que clivam ligantes também específicos em uma 

série de proteínas celulares. Caspases que clivam substratos selecionados para 

produzir as mudanças associadas à morte celular são conhecidas como efetoras 

(caspases 3, 6 e 7). Os efeitos da ação dessas caspases destinguem a apoptose 

de outras formas de morte celular. Na maioria dos casos as efetoras são iniciadas 

pelas caspases ativadoras (caspases 8, 9 e 10) (figura 7). De modo geral, nas 

células dos mamíferos há um mínimo de duas etapas na cascata proteolítica para 

o progresso da morte celular (Boatright et al., 2003; Walsh et al., 2008). 
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poderia doar elétrons não pareados para outra molécula, ou poderia tirar um 

elétron de outra molécula na sequência para parear. Concluindo o processo, 

quando um radical doa um elétron ou recebe um elétron de outra molécula, esta 

torna-se um radical, podendo ocorrer uma reação em cadeia.  

A terminologia antioxidante é conceituada como qualquer substância que 

quando em concentrações baixas comparado a um substrato oxidante, retarda ou 

previne a oxidação desse substrato; já as substâncias pró-oxidativas são distintas 

para substância com poder de induzir estresse oxidativo, ou qualquer substância 

com poder de gerar espécies reativas. O desequilíbrio entre a formação e a 

remoção dos radicais livres no organismo, decorrente da diminuição dos 

antioxidantes endógenos ou do aumento da geração de espécies oxidantes, gera 

um estado pró-oxidante que favorece a ocorrência de lesões oxidativas em 

macromoléculas e estruturas celulares, podendo inclusive ocasionar a morte 

celular. Essa lesão oxidativa é definada então pelo desequilíbrio entre as 

concentrações de espécies pró e antioxidantes em favor das substâncias 

oxidantes, levando a um quadro de dano celular (Kubota et al., 2001; Cultler, 

2005; Chelikani et al., 2004). 
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do O2
·- como produto de uma reação em cadeia. Portanto o O2

·- pode ser 

produzido pela corrente de transporte de elétrons mitocondrial, NADPH oxidase, 

xantina oxidase, cicloxigenase, lipogenase, oxido nítrico sintase e citocromo P450 

(Kubota et al., 2001). 

 Os principais meios de defesa antioxidante no organismo podem ser 

divididos em dois grupos, enzimáticos e não-enzimáticos. Os sistemas 

enzimáticos envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente a 

glutationa peroxidase. Outras enzimas, como a glutationa redutase e a glicose-6-

fosfato-desidrogenase, também promovem propriedades enzimáticas 

antioxidantes. Outros sistemas enzimáticos de defesa antioxidantes operando em 

conjunto com as enzimas citadas anteriormente incluem a superóxido dismutase 

(SOD), dependente de Cu2+ e Zn2+ como cofatores, onde ocorre a dismutação do 

radical superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio, bem como a catalase, 

que converte peróxido de hidrogênio em água e oxigênio molecular nas hemácias. 

A SOD é um agente de defesa contra as superóxidos (O2
·-), enquanto as enzimas 

catalase e peroxidase atuam sobre o peróxido de hidrogênio (H2O2) (figura 8). 

Deste modo decidiu-se estudar a expressão dessas enzimas no fígado dos ratos 

tratados com a insulina nanoencapsulada ou livre para avaliar a ocorrência ou não 

de hepatotoxicidade induzida por estresse oxidativo (Kubota et al., 2001; Cultler, 

2005; Chelikani et al., 2004; Peskin et al., 2000; Rojkind, et al., 2002). 
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Geral 

 

Preparar e avaliar as características físico-químicas de nanopartículas 

poliméricas contendo insulina, bem como suas atividades biológicas in vivo e in 

vitro. 

 

Específicos 

 

Avaliar: 

 

 Possíveis efeitos citotóxicos in vitro da formulação de nanopartículas em 

células β pancreáticas de linhagem MIN 6; 

 Liberação controlada do ativo em animais previamente induzidos ao 

diabetes;  

 Efeito fisiológico (hipoglicemiante) das nanopartículas contendo insulina; 

 Expressão da caspase 3 em células MIN 6 e em tecidos (fígado) de ratos 

após 48 horas de tratamento com as formulações de nanopartículas 

contendo insulina e insulina livre; 

 Expressão de enzimas antioxidantes (catalase, superóxido-desmutases e 

glutationa peroxidase) em fígado dos animais tratados e não tratados. 
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3.1- Preparação de nanopartículas de insulina  

 

Na técnica de emulsificação/evaporação de solvente, utiliza-se polímeros 

pré-formados como PCL no encapsulamento de um ativo, no caso a insulina, cujas 

características e propriedades fisicoquímicas e biológicas são bem conhecidas. 

Agentes ativos incorporam-se nas nanopartículas de diferentes modos, dentro 

delas durante o processo de fabricação ou na superfície de nanopartículas já 

formadas, sendo a droga adsorvida ou ligada quimicamente.  

A técnica de emulsificação/evaporação de solvente foi utilizada na formação 

das nanopartículas, e é um método simples, porém deve ser feita em condições 

assépticas para garantia da qualidade do produto final. Poli-ε-caprolactona (0,05 

g) (Aldrich) e um agente emulsificante, o Span 60 (0,012 g) (Aldrich), foram 

dissolvidos em diclorometano (CH2Cl2) 6 mL, solvente volátil e imiscível em água 

(P.M.= 84,93). A fase orgânica foi vertida em uma fase aquosa, a própria insulina 

humana Humulin regular (Lylli), 100�l ou 600�l, contendo 10 U.I. e 60 U.I., 

respectivamente. Essa formulação, contendo a fase aquosa e a orgânica, foi 

levada ao homogenizador de alta eficiência, o Ultra-turrax T 18 basic IRA® 

Labotechnik, a 11.000 r.p.m. por 20 segundos. Nessa emulsão foi vertida uma 

segunda fase aquosa contendo tampão fosfato (100 ml), Pluronic F68 (0,12 g) 

(Oxiteno). Em seguida, a mistura contendo as duas fases aquosas e a fase 

orgânica foi levada mais uma vez ao homogenizador a 3.000 r.p.m. por 40 

segundos (Figura 9). Depois da formação da nanoemulsão, o solvente difunde-se 

na parte externa (extração da fase aquosa), até sua saturação. Com a evaporação 

do solvente sob pressão reduzida interface fase aquosa é re-estabelecido o 

gradiente de concentração. Seguida a eliminação dos solventes, o polímero 

precipita-se levando a formação das nanopartículas (nanoesferas). A fase de 

evaporação foi acelerada por pressão reduzida (bomba de vácuo); após essa fase 

a formulação foi levada a liofilização para estocagem no liofilizador do modelo LB 

3.000 TT (Terroni-Fauvel) por 24h (Cui et al., 2006; Grenha et al., 2007; Reis et 

al., 2007). 
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tal para preparação de nanopartículas polimérica
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3.2- Caracterização das nanopartículas de insulina 

 

3.2.1- Determinação da eficiência de encapsulamento  

 

O conteúdo total de ativo encapsulado foi determinado empregando-se o 

método de ultrafiltração/centrifugação. Nesse método, 500 µL de suspensão 

aquosa de nanopartículas foi colocado num Eppendorf e centrifugado duas vezes 

por 10 minutos a 4.000 r.p.m. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em filtros de 

0,45 µm (Millipore Microcon 100), obtendo-se assim, o sobrenadante puro e livre 

de nanopartículas. A concentração de insulina no sobrenadante aquoso 

representa a insulina não associada às nanopartículas, e foi determinada por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).  

Utilizamos uma coluna C18 em temperatura ambiente. Como fase móvel, 

utilizou-se 30% de acetonitrila, em água deionizada acidificada com ácido 

ortofosfórico até pH 2,5.  

 

 
 

Figura 10- Curva de calibração da técnica analítica por CLAE (experimento realizado em triplicata). 
As concentrações utilizadas foram 0,1; 0,4; 0,7; 0,8 e 1 �L/mL com os seguintes 
resultados de área do pico: 198,925; 875,609; 1507,905; 1780,867 e 2253,025. 
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Figura 11- Curva de reprodutibilidade da técnica analítica (experimento realizado em triplicata). As 
concentrações utilizadas foram 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1 �L/mL com os seguintes resultados 
de área do pico: 2626,673; 4895,978; 9104,674; 16788,954 e 20083,850. 

 

A amostra resultante do sobrenadante (200 µl) foi injetado no cromatógrafo 

acoplado a um detector UV em comprimento de onda a 205 nm e fluxo constante 

de 1,4 ml/min-1. A quantidade de insulina encapsulada foi determinado pela 

concentração inicial de droga utilizada e o conteúdo quantificado no CLAE, através 

da curva de calibração previamente estabelecida (em concentrações de 0,1 a 2 

µg/mL-1) (figura 10). 

A quantificação do sobrenadante retrata a quantidade de insulina livre, com 

a diferença do total utilizado no início da preparação das nanopartículas e o 

encontrado pela injeção no CLAE obtemos a real efetividade de encapsulamento. 

O método foi realizado num aparelho Shimadzu, bomba LC 20, coluna C 18 de 

205 x 4,6 mm e detector UV. A metodologia foi reproduzida num aparelho Waters 

600 E, com detector Waters 484 (“tunable absorbance detector”) produzindo 

também uma segunda curva de calibração (figura 11).  
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3.2.2- Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

As partículas foram caracterizadas quanto à morfologia por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). A MEV é uma técnica capaz de produzir imagens 

de alta ampliação, de até 300.000 vezes e com ótima resolução. As imagens 

fornecidas pela MEV possuem um caráter virtual, pois o que é visualizado no 

monitor do aparelho é a transcodificação da energia emitida pelos elétrons, ao 

contrário da radiação de luz a qual estamos habitualmente acostumados.  

O funcionamento do MEV consiste na emissão de feixes de elétrons por um 

filamento capilar de tungstênio (eletrodo negativo), mediante a aplicação de uma 

diferença de potencial que pode variar de 0,5 a 30 kV. Essa variação de voltagem 

permite a variação da aceleração dos elétrons, e também provoca o aquecimento 

do filamento. A parte positiva em relação ao filamento do microscópio (eletrodo 

positivo) atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa aceleração em 

direção ao eletrodo positivo. A correção do percurso dos feixes é realizada pelas 

lentes condensadoras que alinham os feixes em direção à abertura da objetiva. A 

objetiva ajusta o foco dos feixes de elétrons antes dos elétrons atingirem a 

amostra analisada.   

Uma pequena quantidade de partículas, previamente lavadas por duas 

vezes, por processos de centrifugação a 4.000 r.p.m. por 10 min, foi adicionada a 

uma fita de carbono fixada em uma porta-amostra de latão. Em seguida, as 

amostras foram metalizadas com Au/Pd (ouro/chumbo) pelo processo de 

Sputtering (evaporação do metal e deposição de uma fina camada – 10nm – sobre 

a amostra), utilizando-se um metalizador BAL-TEC. As análises foram realizadas 

em um microscópio eletrônico de varredura Jeol JSM-6360LV, utilizando-se uma 

tensão de aceleração de 15 kV e detectores de elétrons secundários e elétrons 

retroespalhados. 
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 3.2.3- Tamanho médio, distribuição de tamanho das partículas e potencial 

zeta 

 

O diâmetro médio das nanopartículas e a distribuição das partículas 

(polidispersidade) em suspensão foi determinado por espectroscopia de auto-

correlação da difusão de raio monocromático laser, no aparelho Zetasizer Nano 

ZS da Malven Instruments. Nessa técnica, mede-se a série temporal de 

intensidade espalhada por uma dispersão, que permite calcular o coeficiente de 

difusão e o diâmetro médio das partículas. O potencial zeta das nanopartículas foi 

determinado por mobilidade eletroforética, depois de diluição apropriada em KCl 

(1m/mol L-1), no mesmo aparelho acima citado. As aferições foram realizadas em 

triplicata em temperatura ambiente.  

 

3.3- Cultura de células 

 

A linhagem de células tumorais pancreáticas (MIN6), cedida pelo Dr. Y. Oka 

e o prof. J.-I. Miyazaki (Tókio, Japão), foi mantida em meio por Dulbecco’s 

modificado (DMEM), contendo 11 mmol/L de glicose (Sigma), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (FBS), 100 U.I. de penicilina/mL (Sigma) e 100 µg/mL de 

estreptomicina (Sigma). As células foram mantidas em estufa a 37ºC com 

atmosfera contendo 5% de CO2, durante uma noite (overnight). A linhagem celular 

foi utilizada para os testes ao atingir 90% do índice de confluência. Em placas de 

96 poços utilizamos 5 x 104/100µL para o MTS (3-(4,5-dimetiltioazol-2-yl)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonil)-2H-tetrazolio), e 1.5 x 105 para avaliação da morte 

celular.    
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3.3.1- Citotoxicidade das formulações 

 

Os estudos de citotoxicidade foram realizados em placas de 96 poços, e as 

células foram tratadas com as nanopartículas. Os tratamentos foram baseados 

nas concentrações utilizadas em humanos (observando a quantidade celular para 

cada poço, a quantidade celular encontrada no organismo humano, e a dose de 

nanopartículas de insulina utilizada para o tratamento). Diferentes concentrações 

do composto (112, 225 e 550 �g/ml-1) foram utilizadas para determinar uma 

possível citotoxicidade em períodos variados (6, 24 e 72h) de tratamento com as 

nanopartículas. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

A taxa de sobrevivência celular foi quantificada por Elisa através do MTS. O 

MTS é um teste usado rotineiramente em vários laboratórios para determinar a 

citotoxicidade no sobrenadante de culturas celulares. O teste detecta células 

vivas, mas não células mortas e o sinal gerado é dependente do grau de ativação 

das células. Este método pode, portanto, ser utilizado para medir a citotoxicidade, 

proliferação ou ativação. Os resultados foram lidos num leitor de ELISA, e 

mostram alto grau de precisão. A principal vantagem da utilização desse método é 

a sua rapidez e precisão, bem como a não utilização de radioisótopos. Com esses 

benefícios a citotoxicidade foi realizada pelo teste de MTS. As placas de 96 poços 

contendo a linhagem proposta foram expostas a 100 µL de solução de Krebs 

contendo o composto MTS, de acordo com as instruções do fabricante (MTS 

Solution Cell Titer 96® - Promega). O composto MTS foi bioreduzido pelas células 

em um produto colorido, o formazan. Essa aferição foi realizada com absorbância 

de 490 nm no leitor de Elisa (Molecular Devices – Versa Max Tunable Microplate 

Reader), e é diretamente proporcional ao número de células sobreviventes em 

cultura. Após o tratamento, as células foram incubadas por 4 horas, o meio de 

cultura foi removido e 0,1 ml de etanol foi adicionado para solubilizar o formazan 

formado. 
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3.4- Método para indução do Diabetes 

 

Para indução de Diabetes ratos machos Wistar com água e ração ad 

libidum e ciclos claro e escuro (12 horas / 12 horas), cedidos pelo Centro 

Multidisciplinar de Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 

Laboratório (CEMIB-UNICAMP), de aproximadamente 150g receberam injeção 

intraperitonial de 50 mg/kg de estreptozotocina (2-deio-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-

D-glicopiranose) (STZ) num veículo de citrato em pH 4,5. O efeito desse fármaco é 

de reduzir a função endócrina pela destruição das células β do pâncreas, porém 

esse fármaco não é utilizado apenas para indução química do Diabetes em 

animais sadios, mas também papel principal e fundamental no tratamento de 

neoplasias malignas em células beta pancreáticas e outras cancerologias 

humanas.   

Semanalmente, a glicemia dos animais foi aferida e, no 28º dia pós-injeção 

intraperitoneal, a última aferição foi realizada. Com isso, os animais com glicemia 

acima de 250 mg/dl foram selecionados para o teste de tolerância à insulina via 

subcutânea (Aguiar et al., 2004; Cui et al. 2006; Delfino et al. 2002; Grenha et al. 

2007; Yoo et al. 2004).  

 

3.5- Imunoblotting 

 

Fragmentos de aproximadamente 150 mg de tecido hepático foi coletado 

dos animais e homogeneizada com um Polytron (Kinematica. Suíça) em tampão 

de extração (SDS 1%, Tris (pH 7,4) 100 mM, pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto 

de sódio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sódio 100 mM) e incubados à 

96ºC por 10 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas para a remoção do 

material insolúvel. O mesmo procedimento foi realizado para a extração de 

proteínas de células MIN 6, mas a homogeneização foi feita com o uso de 

sonicador. 
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As células MIN 6 foram tratadas em discos de cultura com dimensão de 35 

mm x 10 mm (TPPTM, EUA). Após as células atingirem uma confluência de 80% 

nas garrafas de 75 cm2, foi colocado o meio de cultura suplementado com a 

concentração de 225 g/ml-1 nos discos de cultura, em três diferentes tempos de 

exposição: 6, 24 e 72h. As células foram coletadas para cada grupo experimental 

e, então, sonicadas em 0,1 mL de tampão de extração a 4º C. As amostras foram 

centrifugadas em 12.000 r.p.m. a 4º C por 20 minutos. A dosagem protêica dos 

sobrenadantes foi obtida utilizando o reagente de Bradford (Bio -Rad). As 

amostras foram fervidas por 5 minutos em 25% do volume em tampão Laemmli 

(fosfato de Na 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% α-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% 

azul de bromofenol). As amostras foram fracionadas no sistema de eletroforese 

(Mini Protean II – Bio-Rad), em gel de poliacrilamida a 12 %. Após a corrida 

eletroforética, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose 

(Bio-Rad) na presença de 20% metanol e 0,02% SDS em voltagem constante de 

120 Volts por 90 minutos. A membrana foi, então, saturada com solução 

bloqueadora contendo leite desnatado a 5% em solução basal (10 mM Trisma 

base, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) por 2 horas, em temperatura ambiente. A 

membrana foi incubada com anticorpo primário específico contra caspase 3, 

diluído em solução basal contendo albumina bovina 3%, “overnight”. Após este 

período, a membrana foi lavada três vezes (5 minutos), em solução basal a 

temperatura ambiente e incubada por 1 hora e 30 minutos, com anticorpo 

secundário conjugado com peroxidase-HRP diluído em solução basal contendo 

leite desnatado 1% a temperatura ambiente. As membranas, então, foram 

novamente lavadas com solução basal e incubadas em sala escura com substrato 

luminol quimioluminescente (Pierce) por 5 minutos e expostas ao filme 

autoradiográfico (Kodak T -Mat G/RA). A intensidade das bandas foi quantificada 

por densitometria. 
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3.6- Extração de RNA e PCR em tempo real 

 

Para a extração dos RNAs total de fígado (±100mg), foi utilizado o reagente 

Trizol (Invitrogen, EUA), de acordo com as recomendações do fabricante. Uma 

amostra de 2µg de cada RNA foi submetido à reação de transcrição reversa com 

primers randômicos. A expressão dos genes codificadores das proteínas 

superóxido dismutase cobre-zinco (SODCuZn), peróxido dismutase (PDX) e 

catalase (CATA) foram quantificadas por PCR em tempo real, utilizando o 

aparelho StepOne™ Real-Time PCR System da Applied Biosystems (Foster City, 

CA, USA) e o reagente SYBR Green como marcador fluorescente. SYBR Green é 

um reagente com alta afinidade ao DNA dupla fita. Quando ele não está ligado à 

dupla fita, emite uma fluorescência de baixa intensidade, mas quando ligado à 

dupla fita, emite uma fluorescência de alta intensidade. A determinação da 

expressão do gene (quantidade de duplas fitas) é diretamente proporcional à 

fluorescência emitida. 

As reações foram realizadas em 25 µl de uma mistura contendo 1 µl do 

cDNA da amostra, 0,5 µl de cada sequência de primers (sense e antisense), 10,5 

µl de água DEPC e 12,5 µl do mix SYBR Green PCR Master (dNTP, tampão de 

reação, Taq DNA polimerase e SYBER Green I) (Abgene Life Sciences, Epsom, 

KT, Inglaterra).  As condições do PCR em tempo real foram: primeiro ciclo (único) 

a 95 ºC por 15 min, para ativação da enzima, seguido de 45 ciclos com as fases 

de denaturação a 95 ºC por 60 s, anelamento (temperatura específica de cada 

gene investigado) por 60 s e extensão a 72 ºC por 60 s. As sequências e as 

temperaturas de anelamento dos primers utilizados estão descritas na tabela 3.  

Também foi avaliada a expressão do gene da beta-actina (BACT) para 

normalizar os dados obtidos nas reações de amplificação. Estes genes foram 

selecionados a partir da análise de vários genes constitutivos, utilizando-se o 

software GeNorm. A quantificação da expressão dos genes de interesse foi 

determinada usando o método do ∆Ct (Ct = threshold cycle; número de ciclo no 
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qual o produto do PCR atinge um limiar de detecção), utilizando o programa de 

análise qBase, tendo a expressão de beta actina como padrão interno. 

 
Tabela 3- Características dos primers que foram utilizados no PCR em tempo real (RT-PCR) 

Gene Genbank Sequências (sense, antisense) TM (°C) 

Β-actina 49537792 5’- AGA GGG AAA TCG TGC GTA ACA -3’ 96 

5’- TAG TGA TGA CCT GAC CGT CA -3’ 

SODCuZn 49537784 5´- TGA AGA GAG GCA TGT TGG AGA -3´ 96 

5´- TCA TCT TGT TTC TCG TGG ACC -3´ 

PDX 49587782 5´- GAC CCG AGA GAC ACC TCA -3´ 96 

5´- ACC CAA CTG GCT CTC GT -3´ 

CAT 49537787 5´- GAT GAA GCA GTG GAA GGA GC -3´ 96 

5´- TGC CAT CTC GTC GGT GAA A -3´ 

 

3.7 – Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM), 

e analisados estatisticamente por análise de variância (ANOVA de uma via com 

pós-teste de Tukey). Adotamos p<0,05 ou p<0,01, quando necessários, como 

valores significativamente coerentes para a estatística.  
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4.1 Caracterização das nanopartículas 

 

 4.1.1- Tamanho médio das partículas, potencial zeta e eficiência de 

encapsulamento 

 

 Nesse estudo, obtivemos uma eficiência de encapsulamento acima de 90%, 

caracterizando um método de alto poder de encapsulamento frente a outros 

sistemas poliméricos de liberação de insulina descritos na literatura. O elevado 

poder de encapsular grande quantidade de fármaco é característico ao método de 

dupla-emulsão, utilizado para preparação das nanopartículas, visto que há 

utilização de fases externa e aquosa, e a solubilidade da insulina, devido o 

preliminar ajuste do pH. O diâmetro médio das partículas obtidas foi de 796 nm 

(P.D.I = 0,49), e a polidispersidade é inerente a técnica utilizada para elaboração 

das nanopartículas. A análise do potencial zeta, medido através da espectroscopia 

de correlação de fótons, mostrou valor em torno de -29,4 ± 2,7, que está ligado 

diretamente à utilização do poliéster (PCL) e ao estabilizante não iônico. A carga 

elétrica negativa das partículas foi demonstrada devido aos grupos carboxílicos 

provenientes da hidrólise do grupamento éster. Os resultados obtidos encontram-

se relacionados na tabela 4. 

Tabela 4- Características da insulina encapsulada (n=3) 

   Nanopartículas de insulina  

Tamanho médio (nm)  796 nm (P.D.I. = 0.49)  

Potencial zeta (mV)  - 29.4 ± 2.7  

Eficiência de encapsulamento (%)  90.6 ± 1.6  

 

4.1.2- Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

As figuras 12, 13 e 14 representam imagens obtidas pela técnica de MEV 

das nanopartículas poliméricas contendo insulina. Podemos observar que as 

nanopartículas são esféricas e com diferentes formas, mas de acordo com o 

esperado. 
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Figura 12- Micrografia de nanopartículas de PCL preparadas com os tensoativos Span 60 e 
Pluronic (F68) X 10,000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13- Micrografia de nanopartículas de PCL preparadas com os tensoativos Span 60 e 
Pluronic (F68) X 15,000. 
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Figura 14- Micrografia de nanopartículas de PCL preparadas com os tensoativos Span 60 e 
Pluronic (F68) X 20,000. 

 

4.2- Cultura de células e teste de citotoxicidade 

 

 O teste MTS é um indicativo indireto da viabilidade celular, indiretamente à 

morte celular. Na figura 15, podemos observar resultados dos testes em cultura de 

células beta da linhagem MIN 6 exposta a três diferentes concentrações de 

nanopartículas (112, 225 e 550 �g/ml), em três diferentes tempos (6, 24 e 72h). 

Notamos que houve uma redução da viabilidade celular (P < 0.05) nas 72 horas 

pós-tratamento, em todas as concentrações. Esse resultado de redução da 

viabilidade celular demonstra que houve uma diminuição de 20% na concentração 

de células ativas.  

 De acordo com estes efeitos citotóxicos das nanopartículas de insulina, 

realizamos Western Blotting para expressão protêica da caspase 3, para verificar 

morte celular por apoptose (figura 16). A expressão da caspase 3 foi investigada 

apenas na concentração de 225 �g/ml-1, que sugere a dose de 1 U.I./kg. Houve 
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elevação na expressão da protease efetora da morte celular em 6 e 24 horas, 

porém em 72 horas sua expressão foi normalizada frente ao controle. 

Contr
ol

112 u
g/m

l -
 6

h

225 u
g/m

l -
 6

h 

550 u
g/m

l -
 6

h

112 u
g/m

l -
 2

4h

225 u
g/m

l -
 2

4h

550 u
g/m

l -
 2

4h

112 u
g/

m
l -

 7
2h

225 u
g/m

l -
 7

2h

550 u
g/m

l -
 7

2h

0

50

100

150

*

V
ia

b
il

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r

(%
 d

o
 c

o
n

tr
o

le
)

 
Figura 15- Efeitos das concentrações de concentrações de nanopartículas de insulina na 

viabilidade celular de células MIN 6. (*) representa a concentração as concentrações e 
tempo, onde houve redução estatisticamente considerável. 
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Figura 16- Expressão da caspase 3 (* p < 0.05 comparado ao tempo de 6 e 24h) 
 

4.3- Experimentos in vivo 

Caspase-3 

Tubulina 
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 Preparamos três formulações de nanopartículas: nano 1 (100 �l ou 10 U.I.), 

nano 2 (600 �l ou 60 U.I.) e branco (nanopartículas preparadas com água 

deionizadas, 100 �l). Nos experimentos foram utilizamos 2 U.I./kg em todos os 

grupos experimentais (animais tratados com nano 1, nano 2, insulina comercial ou 

branco). 
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Figura 17- Níveis glicêmicos em teste de tolerância insulina (I.T.T.), prévio a indução do Diabetes 

com as diferentes formulações: (▲) branco de nanopartículas (BR nano) – foi utilizado 
100 �l de água deionizada na formulação; (○) insulina livre 2 U.I./kg e (■) 
nanopartículas 2 (nano 2) foi utilizado 600 �l de insulina humana -  2 U.I./kg. Os pontos 
representam a média ± S.E.M., com n = 5 animais por grupo. 

 

No experimento da figura 17, verificamos que o efeito hipoglicemiante das 

nanopartículas de insulina foi semelhante ao da insulina livre (comercial), e que a 

nanopartículas em si (grupo branco) não possui efeito hipoglicemiante fisiológico. 

Para verificar a farmacocinética da liberação da insulina nanoencapsulada em 

comparação a insulina livre aplicamos 2 U.I./kg de cada formulação (nano 1, nano 

2, branco e insulina livre) em animais diabéticos tipo 1(figura 18). Observamos que 

nos animais tratados com insulina livre houve um efeito hipoglicêmico abrupto no 

início do tratamento (15 minutos), com retorno aos valores hiperglicêmicos 

anteriores em apenas 60 minutos, evidenciando a interrupção de sua ação 

farmacológica. A farmacocinética das nanopartículas de insulina se mostrou 
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bastante diferenciada com uma menor redução inicial da glicemia e manutenção 

prolongada do efeito hipoglicemiante, retornando aos valores iniciais 

hiperglicêmicos apenas em 360 minutos (nano 1 e nano 2). Além disso, a 

preparação de nanopartícula em si (branco de nanopartículas) não possui efeito 

fisiológico hipoglicemiante.  

Analisamos também a glicemia dos animais ponto a ponto: 0, 15, 30, 60, 

180 e 360 minutos após injeção subcutânea das formulações (figura 19). A 

glicemia inicial dos animais foi semelhante entre os grupos estudados (figura 19 

a). Após 15 minutos a glicemia dos animais tratados com insulina livre (ins.) foram 

reduzidos a cerca de 60% do valor inicial, enquanto os animais tratados com as 

formulações de nanopartículas (nano 1 e nano2) foram reduzidos a cerca de 85%, 

mostrando uma maior ação inicial da insulina livre em relação às nanopartículas 

(figura 1b).  Após 30 minutos a glicemia do grupo ins. já começa a voltar aos 

valores iniciais (cerca de 75%), enquanto as nanopartículas (nano 1 e nano 2) 

continuaram a reduzir a glicemia dos animais (cerca de 75%), mostrando que a 

insulina livre já começa a perder seu efeito fisiológico, enquanto as nanopartículas 

de insulina aumentam seu efeito. A partir de 60 minutos a insulina livre não 

apresenta mais efeitos fisiológicos hipoglicemiantes, e os valores glicêmicos dos 

animais retornam aos seus valores iniciais (figuras 19 d, e, f). Enquanto isso as 

nanopartículas de insulina (nano 1 e nano 2) ainda apresentavam efeito 

hipoglicemiante aos 60 (figura 19 d) e 180 minutos (figura 19 e), cerca de 75% e 

80% respectivamente, sendo que apenas  após 360 minutos (figura 19 f) a 

glicemia dos animais tratados com nanopartículas de insulina retornou ao inicial.     

Esses resultados corroboram nossa tese, visto que as nanopartículas 

contendo insulina possuem efeito hipoglicêmico controlado e sustentado.  
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Figura 18- Níveis glicêmicos em animais induzidos ao Diabetes por estreptozotocina depois de 

injeção subcutânea das diferentes formulações: (▲) branco de nanopartículas – foi 
utilizado 100 �l de água deionizada na formulação, (○) insulina livre 2 U.I./kg, (♦) 
nanopartículas 1 – foi utilizado 100 �l de insulina humana -  2 U.I./kg e (■) 
nanopartículas 2 foi utilizado 600 �l de insulina humana -  2 U.I./kg. Os pontos 
representam a média ± S.E.M., com n = 5 animais por grupo. 
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Figura 19- Área sobre a curva das glicemias dos animais nos tratamentos de insulina, nano. 1, 
nano. 2 e branco de nanopartículas nos diferentes tempos. Os asteriscos representam 
as comparações que não obtiveram representação estatística. a) (*) nano. 1 vs. nano. 2; 
b) (*) insulina vs. nano. 1, (**) insulina vs. nano. 2, (***) nano 1 vs. nano 2; c) (*) insulina 
vs. branco, (**) nano 1 vs. nano 2; d) (*) insulina vs. branco, (**) nano 1 vs. nano 2, e e) 
em todas as comparações há diferença estatística, menos nano 2 vs. branco. Diferença 
estatística com p < 0.05. 
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4.3.1- Expressão de enzimas antioxidantes (catalase, peroxidase dismutase 

e superóxido dismutase) 

 

Os resultados da expressão de caspase 3 clivada demonstram que o 

tratamento dos animais com nanopartículas de insulina não induz a morte celular 

por apoptose dos hepatócitos  (figura 23), e que, portanto, esse tratamento não 

desencadeia hepatotoxicidade mediada por apoptose.  

Além disso, tanto o tratamento com nanopartículas de insulina quanto o 

tratamento com insulina livre não afetam a expressão das enzimas anti-oxidantes 

catalase (figura 20), peroxiredoxina (figura 21) e superóxido dismutase (figura 22) 

indicando que esses tratamentos não desencadeiam hepatotoxicidade induzida 

por estresse oxidativo. Esses estudos demonstraram mais uma vez que a 

utilização de nanopartículas contendo insulina pode ser um tratamento alternativo 

e seguro para o Diabetes Mellitus. 
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Figura 20- Expressão da enzima catalase em fígado de animais tratados com as diferentes 

formulações (CTL = animais não induzidos ao Diabetes e sem nenhum tratamento; 
NANO 1 = animais tratados com a formulação de nanopartículas contendo 100 µl de 
insulina humana na fase de preparação; NANO 2 = animais tratados com a formulação 
de nanopartículas contendo 600 µl de insulina humana na fase de preparação e INS = 
animais tratados com insulina humana), valores normalizados pelo valor total de Beta 
Actina (Bact). Todos os animais receberam 2 U.I./kg das formulações e sacrificados 2 
dias após tratamento para remoção do tecido hepático (n = 4). Diferença estatística com 
p < 0.01. 
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Figura 21- Expressão da enzima peróxido dismutase (PDX) em fígado de animais tratados com as 

diferentes formulações (CTL = animais não induzidos ao Diabetes e sem nenhum 
tratamento; NANO 1 = animais tratados com a formulação de nanopartículas contendo 
100 µl de insulina humana na fase de preparação; NANO 2 = animais tratados com a 
formulação de nanopartículas contendo 600 µl de insulina humana na fase de 
preparação e INS = animais tratados com insulina humana), valores normalizados pelo 
valor total de Beta Actina (Bact). Todos os animais receberam 2 U.I./kg das formulações 
e sacrificados 2 dias após tratamento para remoção do tecido hepático (n = 4). 
Diferença estatística com p < 0.01. 
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Figura 22- Expressão da enzima superoxido dismutase cobre-zinco (SODCuZn) em fígado de 

animais tratados com as diferentes formulações (CTL = animais não induzidos ao 
Diabetes e sem nenhum tratamento; NANO 1 = animais tratados com a formulação de 
nanopartículas contendo 100 µl de insulina humana na fase de preparação; NANO 2 = 
animais tratados com a formulação de nanopartículas contendo 600 µl de insulina 
humana na fase de preparação e INS = animais tratados com insulina humana), valores 
normalizados pelo valor total de Beta Actina (Bact). Todos os animais receberam 2 
U.I./kg das formulações e sacrificados 2 dias após tratamento para remoção do tecido 
hepático (n = 4). Diferença estatística com p < 0.01. 
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4.3.2- Expressão da caspase 3 em tecido hepático de ratos 
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Figura 23- Expressão da caspase 3 em fígado de animais tratados com as diferentes formulações 

(CTL = animais não induzidos ao Diabetes e sem nenhum tratamento; NANO 1 = 
animais tratados com a formulação de nanopartículas contendo 100 µl de insulina 
humana na fase de preparação; NANO 2 = animais tratados com a formulação de 
nanopartículas contendo 600 µl de insulina humana na fase de preparação; BCO = 
animais tratados com a formulação da nanopartículas contendo 100 µl de água 
deionizada na fase de preparação e INS = animais tratados com insulina humana). 
Todos os animais receberam 2 U.I./kg das formulações e sacrificados 2 dias após 
tratamento para remoção do tecido hepático. (n = 3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5- Discussão 
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O aumento da concentração sanguínea de glicose, a hiperglicemia, é a 

característica principal do Diabetes Mellitus (DM). Essa patologia é uma das 

grandes causas de morte no mundo, sendo o quarto principal agente de óbito 

mundial (Zimmet et al., 2001; Roglic, et al., 2005; Gross, et al. 2002; Ead, 2003). 

Martins e colaboradores (2003) relataram que quadros abruptos de cetoacidose 

diabética, uma das principais causas de morte desse grupo de pacientes e quadro 

máximo da deficiência da insulina, podem ocorrer por utilização inadequada da 

insulina na terapêutica (Martins et al., 2003).  

A síntese insulínica é controlada principalmente pela concentração de 

glicose circulante no organismo, e o efeito geral da glicose é o fornecimento de 

substratos corpóreos. O efeito imediato da insulina evidentemente é a redução da 

glicemia sanguínea, facilitando a captação, utilização, armazenamento da glicose, 

aminoácidos e gorduras no período pós-pandrial (Gilman et al., 1996; Berg et al., 

2002); portanto o mecanismo de ação da insulina está ligado à sua fixação a um 

receptor específico sobre a superfície das células alvo (Contran et al., 1994; 

Gilman et al., 1996).  

A utilização do encapsulamento de algumas formulações tem o intuito de 

melhorar a eficácia terapêutica, através da liberação progressiva pela degradação 

da matriz, neste caso polimérica; aumentar o tempo de circulação do fármaco no 

organismo; direcionar a alvos específicos; além da administração totalmente 

segura, sem reflexos inflamatórios locais. Consequentemente, substâncias 

hidrofílicas e lipofílicas podem ser incorporadas aos sistemas, dependendo da 

metodologia aplicada para o encapsulamento (Schaffazick et al., 2006; Vauthier et 

al., 2008).   

Mesiha e colaboradores prepararam nanopartículas com a metodologia de 

polimerização in situ. Neste trabalho, utilizou-se polímeros de alquilacinoacrilato, 

insulina humana e diferentes concentrações de Pluronic F68®. Foram obtidas 

nanopartículas em torno de 100 nm empregando-se concentração de Pluronic de 

0,5 a 2,5%, e a efetividade de encapsulamento entre 53 a 59% (Mesiha et al., 

2005).   
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Nanopartículas poliméricas preparadas com PLGA foram o foco do trabalho 

do pesquisador Santarder-Ortega e seus colaboradores. Foi elaborado um sistema 

polimérico com a técnica de difusão do solvente modificada, utilizando PLGA com 

Pluronic F68® e Tetronic T904®. Nesse estudo os autores simularam efeitos da 

mucosa gástrica e de fluídos intestinais. Os resultados sugerem uma evolução da 

terapêutica da insulina, especialmente no que diz respeito aos efeitos da barreira 

gástrica (Santander-Ortega et al., 2008). 

Nanopartículas de insulina foram preparadas utilizando PCL, Eudragit RS® 

um polímero não biodegradável, insulina e polivinil álcool (PVA). O método de 

emulsão múltipla foi a técnica utilizada para preparação desse modelo 

experimental. A eficiência de encapsulamento foi de 26%, determinada por 

radioimunoensaio, e o tamanho das partículas foi de 322 nm (P.D.I. = 0,22) (Attivi 

et al., 2005).  

Em nosso estudo preparamos nanopartículas poliméricas utilizando a poli-ε-

caprolactona (PCL) (0,05 g) pela técnica de emulsão múltipla/evaporação do 

solvente. Utilizamos como substâncias emulsificantes o Span 60 (0,012 g) e o 

Pluronic F68 (0,12g). Os processos de homogenização foram de 11.000 r.p.m. por 

20 segundos e 3.000 r.p.m. por 40 segundos, quando vertido a fase aquosa 1 na 

fase oleosa e a fase aquosa 2, respectivamente.  

A quantificação de insulina encapsulada foi determinada por CLAE, com 

cerca de 90% de insulina encapsulada, demonstrando que o sistema polimérico 

desenvolvido é de alta efetividade de encapsulamento, e um promissor agente no 

tratamento de pacientes insulino-dependentes. Em nosso estudo, as formulações 

de nanopartículas (nano 1 e nano 2), apesar de quantidades diferentes de ativo 

utilizado na fase de preparação, não obtiveram diferenças significativas na 

efetividade de encapsulamento, mostrando que a técnica, quantidade de polímero, 

e substâncias emulsificantes estão ligadas diretamente à eficiência de 

encapsulamento. As nanopartículas obtidas apresentaram forma esférica, 

observadas pela Miscroscopia Eletrônica de Varredura (M.E.V). As alterações 
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realizadas no método de preparação de nanopartículas de insulina demonstraram 

resultados bastante significativos quando comparados aos descritos na literatura.  

Naha e colaboradores prepararam nanopartículas de PLGA e PLA (200 mg) 

por dupla-emulsão tipo água/óleo/água (A1/O/A2) onde a primeira fase aquosa 

continha a insulina (50 mg/mL) diluída em água, na fase oleosa (orgânica), o 

polímero diluído em diclorometano (4 mL) e na segunda fase aquosa PVA (1%) e 

sacarose em diferentes concentrações (5 e 10%). Para a emulsão primária foi 

utilizada 1.000 r.p.m. por 1 min, já na secundária, 5.000 r.p.m. por 10 min. No total, 

oito formulações distintas foram preparadas nesse estudo, com a finalidade de 

avaliar parâmetros e quantidade de bioativo, eficiência de encapsulamento com 

um tipo específico de eletroforese de proteínas (“BCA assay”), potencial zeta e 

tamanho das partículas. A efetividade de encapsulmento variou de 42% a 71%, 

todos os potenciais zeta foram negativos (-10,58 ± 3,55 a -18,58 ± 3,54 mV) e o 

tamanho das partículas não variou significativamente (36,24 a 37,25 �m), 

provando que a técnica modifica principalmente o carreamento do fármaco e o 

polímero utilizado (PLGA) e obtêm as maiores concentrações internalizadas nas 

partículas (Naha et al., 2009).   

Nos nossos experimentos in vivo, os animais foram induzidos ao Diabetes 

com injeção intraperitonial de estreptozotocina (STZ) de 65 mg/kg em ratos Wistar 

com cerca de 200 g. Os animais, quando obtiveram glicemia acima de 250 mg/dL, 

receberam tratamento subcutâneo de 2 U.I./kg de nano 1 (nanopartículas 

preparadas com 100 �l de insulina humana), nano 2 (nanopartículas preparadas 

com 600 �l de insulina humana), insulina humana comercial e branco de 

nanopartículas (água deionizada como fármaco). Para todos os grupos, utilizamos 

n=5 ou n=4, e as glicemias foram aferidas em 15, 30, 60, 180 e 360 minutos pós-

injeção subcutânea das formulações distintas. 

Já experimentos in vivo de Damgé et al. (2007) utilizaram 10 U.I./kg das 

formulações nos diferentes grupos de ratos Wistar (250 ± 30 g), tratados com 

insulina livre, insulina encapsulada e salina (n=8 por grupo). A indução do 

Diabetes foi também realizada por única injeção intraperitonial de 65mg/Kg da 
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estreptozotocina em veículo citrato. Os animais foram diagnosticados diabéticos 

quando a glicemia obteve valores acima de 300 mg/dL. As glicemias foram 

aferidas com 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12 e 24 horas pós-injeção subcutânea das 

formulações estudadas. Animais tratados com insulina livre obtiveram resposta 

hipoglicêmica de 22% após 30 min de tratamento. O tratamento chegou a seu 

limiar máximo de ação em 3 horas, com 70% de declívio, e em 4 horas os valores 

iniciaram a tendência de elevação chegando à normalização em 10 horas pós-

injeção. Já as formulações de insulina encapsulada obtiveram, inicialmente, a 

mesma tendência de queda da glicemia, mas com máxima ação hipogligêmica de 

80% em 8 horas, mantendo-se até 12 horas pós-tratamento (Damgé et al., 2007).  

 Em nosso estudo a insulina comercial administrada nos animais obteve 

uma diminuição abrupta na glicemia (em 15 minutos pós-administração), quando 

comparada às nanopartículas contendo insulina. A insulina humana livre retornou 

ao basal com 30 minutos pós-tratamento, o que confirma uma ação extremamente 

rápida da insulina livre. Apesar das nanopartículas de insulina não diminuírem 

consideravelmente a glicemia dos animais tratados em 15 minutos. Nos 

posteriores tempos a glicemia é reduzida em 35% (tempos de 30, 60 e 180 

minutos), sendo seu pico de ação em 30 minutos pós-tratamento. As 

nanopartículas preparadas com 600 �l de insulina humana, ainda conseguiram ter 

ação em 360 minutos pós-injeção subcutânea, enquanto que os animais tratados 

com a nano 1 (nanopartículas preparadas com 100 �L de insulina humana) 

retornaram à sua glicemia inicial.  

De acordo com Mesiha et al. (2005) e seus experimentos in vivo pós-

injeção de STZ intraperitoneal, os animais tratados com 5 U.I./kg da formulação de 

nanopartículas obtiveram melhor resposta frente aos animais tratados com 2,5 

U.I/kg. Porém os animais tratados com insulina livre não foram citados em seus 

resultados. Já em função do tratamento com 100 U.I./Kg, via oral, os animais 

tratados com insulina encapsulada em nanopartículas obtiveram redução 

glicêmica, mas um abrupto pico hiperglicêmico no final da ação do fármaco, 

demonstrando uma instabilidade farmacológica (Mesiha et al., 2005).    
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 Nanopartículas de naringenina (NAR), um flavonóide natural encontrado em 

frutas cítricas, tomate, cereja e cacau, com ação antioxidante. As nanopartículas 

foram preparadas por nanoprecipitação, com 50 mg do ativo e 500 mg de 

Eudragit® e dissolvidos em 25 ml de etanol (fase orgânica), e 75 mL de solução 

contendo 500 mg de PVA. Essa solução foi homogeneizada a 22.000 r.p.m. por 25 

min, o solvente orgânico foi removido e posteriormente a preparação foi liofilizada. 

Obtiveram nanopartículas com tamanho médio de 66,2 ± 0,38 nm e 

polidispersidade de 0,29 ± 0.04. O grande achado desse estudo foi a análise de 

marcadores de injúria hepática como ALT (alanina aminotransferase) e AST 

(aspartato aminotransferase). Quando utilizada a formulação via oral, observaram 

que tanto o composto livre, como o encapsulado, aumentam os níveis das 

aminotransferases, porém as nanopartículas de NAR têm menor toxicidade 

hepática. Mas também as nanopartículas de NAR aumentam as enzimas 

antioxidantes SOD, CAT e GPx (utilizando kit comercial para a análise do 

homogeneizado de fígado), sendo uma elevação de cerca de 10% comparado ao 

fármaco livre. A atividade das caspases 3, 8 e 9 foram também aferidas para esse 

estudo e não houve aumento estatisticamente detectável. Houve a sugestão que 

as nanopartículas de NAR têm méritos na aplicação clínica de desordens 

hepáticas crônicas (Yen et al., 2008). No entanto, sabe-se que o aumento da 

expressão das enzimas antioxidantes está ligado diretamente à exacerbação de 

radiais livres, que podem estar ligados a injúrias orgânicas; isso está bem 

esclarecido na literatura (Kubota et al., 2001).  

 A expressão das enzimas antioxidantes não variou frente aos demais 

tratamentos. Nossos achados detalham e validam a utilização dessas formulações 

encapsuladas com PCL. Contudo, nenhum estudo avaliou a ação em cultura de 

células dessas formulações e ainda há pouca preocupação em avaliar a toxicidade 

hepática desse tipo de formulação. 
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 Obtivemos nanopartículas poliméricas biodegradáveis e biocompatíveis no 

tamanho ideal quanto aos padrões da escala nanométrica; e a 

característica do poliéster utilizado para a sua preparação permitiu um 

potencial zeta adequado.  

 

 A utilização da técnica de emulsão múltipla conduziu a uma boa efetividade 

de encapsulamento, e na Microscopia Eletrônica de Varredura obtivemos 

partículas esféricas e uniformes, caracterizando o sistema polimérico como 

um promissor fármaco de liberação sustentada. 

 

 A liberação controlada das nanopartículas de insulina após indução do 

diabetes foi comprovada quando comparamos com os animais tratados 

com insulina comercial. Nos experimentos com insulina comercial, 

observamos que há um pico hipoglicêmico no início do tratamento, e as 

formulações de insulina encapsulada demonstraram seu efeito sustentável 

no decorrer do experimento. 

 

 Nos experimentos com cultura celular, obtivemos uma redução da 

viabilidade celular tardiamente e um aumento da morte celular no início do 

tratamento. Já no último tempo de tratamento, a expressão da caspase 3 

retomou aos valores do basal quando comparamos ao controle. 

 

 Os achados da expressão da catalase, superóxido dismutase e glutationa 

peroxidase, demonstraram que não há produção de radiais livres no fígado, 

portanto possivelmente não há possível morte celular. Mas também a 

caspase 3 hepática com valores normais entre os grupos, contribui para 

validar a utilização das nanopartículas poliméricas contendo insulina.  
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