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RESUMO

O cancer cervical ¢ o tumor ginecoldgico que mais causa mortes no mundo entre as mulheres,
representando um grande problema de saude publica. Os tratamentos convencionais envolvem
a realizagdo de cirurgia ginecoldgica, radioterapia e radioquimioterapia, que sdo restritos e
apresentam vdrios efeitos colaterais, impactando negativamente na qualidade de vida das
pacientes. Tendo em vista esse cendrio, ¢ de extrema importancia a pesquisa de novas moléculas
bioativas para uso no tratamento antitumoral, como a curcumina (CUR), que atua por inducao
de apoptose em células cancerigenas. Todavia, ela apresenta baixa solubilidade aquosa, que
dificulta a sua utilizagdo. Para resolver esse problema, alternativas estratégicas sdo sua
incorporagdo em sistemas liquido-cristalinos (SLCs) e nanoparticulas liquidas cristalinas
(NPLCs). Esses sistemas apresentam a capacidade de controlar a liberacdo de farmaco, além de
potencializarem a sua a¢do, acarretando em aumento da sua concentragdo no tumor e reducao
de danos no tecido normal. O objetivo do capitulo 1 foi desenvolver SLCs constituidos de alcool
cetilico etoxilado 20 e propoxilado 5, acido oleico e fase aquosa contendo 4agua (FW) ou
dispersao de quitosana associada a polietilenoimina (FPC) para administragdo vaginal de CUR
e caracteriza-los empregando a microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de raios X
de baixo angulo (SAXS), reologia, perfil de textura e mucoadesio além de realizar estudos de
liberagdo, permeacao e retencdo in vitro, ensaio de citotoxicidade e verificar as alteragdes
vasculares no modelo membrana corioalantdica de embrido da galinha (CAM). J4 o objetivo do
capitulo 2 foi desenvolver SLCs contituidos por monooleina e 4cido oleico (CH) e NPLCs
constituidas por monooleina, DOTAP e poloxamer 127 e caracteriza-los empregando o
espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS), tamanho de particula e polidispersidade e
microscopia eletronica de transmissdo criogénica (Cryo-TEM) além de realizar estudos de
liberagdo, permeacdo e retengdo in vitro. Os resultados da MLP e SAXS revelaram que a
formulagdo FPC apresentou fase lamelar, a formulacdo CH fase hexagonal e as NPLCs fase
cubica. Os resultados sugeriram que as NPLCs possuem escala nanométrica, uma vez que as
particulas apresentaram diametro hidrodindmico médio entre 166,67 a 182,71 nm e indice de
polidispersidade na faixa de 0,126 a 0,278. O Cryo-TEM das NPLCs mostrou que houve a
formagao de cubossomos. A reologia mostrou que as formulagdes FPC e FW apresentaram
comportamento pseudopléstico e tixotropia e FPC demonstrou melhores propriedades
mecanicas e mucoadesivas, cujo desempenho ¢ desejavel para formulagdes de uso topico. Os
estudos de liberagdo, permeacao e retencdo in vitro mostraram que a formulagao FPC liberou
em 12 horas 7,79%, FW 7,04%, CH 1,82% e as NPLCs 42,04% de CUR, agindo como sistemas
de liberagdo prolongada. As formulagdes FW e FPC reteram na mucosa vaginal em torno de
2,3%, CH 1,11% e as NPLCs 8,88% de CUR. As formula¢des FW e FPC contendo ou nao CUR
apresentaram biocompatibilidade com as células L.929 e toxicidade para as células Hela. Por
fim, foi possivel observar uma diminui¢do no calibre e o nimero vasos na CAM apods a
aplicacdo de FPC. Portanto, tendo em vista os resultados obtidos pode-se concluir que os
sistemas desenvolvidos apresentaram caracteristicas interessantes para o tratamento de cancer
cervical.

Palavras-chave: nanotecnologia farmacéutica, sistemas liquido-cristalinos, nanoparticulas,
curcumina, administra¢do vaginal, cancer cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer is the gynecological tumor that causes the most deaths in the world among
women, representing a major public health problem. Conventional treatments involve
gynecological surgery, radiotherapy and radiochemotherapy, which are restricted and have
several side effects, negatively impacting patients' quality of life. In view of this scenario, it is
extremely important to search for new bioactive molecules for use in antitumor treatment, such
as curcumin (CUR), which acts by inducing apoptosis in cancer cells. However, it has low
aqueous solubility, which makes its use difficult. To solve this problem, a strategic alternative
is its incorporation into liquid crystalline systems (LCSs) and liquid crystalline nanoparticles
(LCNPs). These systems have the ability to control drug release, in addition to potentiating their
action, resulting in increased concentration in the tumor and reduced damage to normal tissue.
The objective of Chapter 1 was to develop SLCs containing ethoxylated 20 and propoxylated
5 cetyl alcohol, oleic acid and aqueous phase containing water (FW) or dispersion of chitosan
associated with polyethyleneimine (FPC) for vaginal administration of CUR and to characterize
them using microscopy polarized light (MLP), low-angle X-ray scattering (SAXS), rheology,
texture profile and mucoadhesion in addition to conducting in vitro release, permeation and
retention studies, cytotoxicity assay and checking vascular changes in the chorioallantoic
membrane model of chicken embryo (CAM). The objective of Chapter 2 was to develop SLCs
containing monoolein, oleic acid and and aqueous phase containing dispersion of chitosan
associated with polyethyleneimine and NPLCs consisting of monoolein, DOTAP and
poloxamer 127 and to characterize them using low angle X-ray scattering (SAXS), particle size
and polydispersity and cryogenic transmission electron microscopy (Cryo-TEM) in addition to
conducting in vitro release, permeation and retention studies. The results of MLP and SAXS
revealed that the FPC formulation presented lamellar phase, the CH formulation hexagonal
phase and the NPLCs cubic phase. The results suggested that NPLCs have a nanoscale scale,
since the particles had a diameter between 166.67 to 182.71 nm and PdI in the range of 0.126
to 0.278. The Cryo-TEM of the NPLCs showed that cubosomes were formed. Rheology
determined that the formulations FPC and FW showed pseudoplastic and thixotropic behavior
and FPC demonstrated better mechanical and mucoadhesive properties, which performance is
desirable for topical formulations. The in vitro release, permeation and retention studies showed
that the formulation FPC released in 12 hours 7.79%, FW 7.04%, CH 1.82% and NPLCs
42.04% of CUR, acting as delivery systems prolonged. The formulations FW and FPC retain
in the vaginal mucosa around 2.3%, CH 1.11% and NPLCs 8.88% CUR. The formulations FW
and FPC containing or not CUR showed biocompatibility with L929 cells and toxicity for Hela
cells. Finally, it was possible to observe a decrease in the caliber and the number of vessels in
the CAM after the application of FPC. Therefore, in view of the results obtained, it can be
concluded that the developed systems presented interesting characteristics for the treatment of
cervical cancer.

Key words: pharmaceutical nanotechnology, liquid-crystalline systems, nanoparticles,
curcumin, vaginal administration, cervical cancer.
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INTRODUCAO

A redaco dessa dissertagao foi dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo se destina
ao desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas liquidos cristalinos acrescidos de curcumina,
bem como o ensaio de liberagdo, permeacio e retengdo cutanea in vitro, ensaio citotoxico in
vitro e ensaio de alteragdo vascular in vivo com modelo da membrana corioalantdica de embrido
da galinha (CAM). Estes estudos foram realizados em sua maioria na Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”. O segundo capitulo se destina ao desenvolvimento e
caracterizagdo de um novo sistema de liberacdo de farmaco, as nanodispersdes liquidas
cristalinas, bem como o ensaio de liberagdo, permeacio e retengdo cutanea in vitro. Este estudo
foi realizado no mestrado sanduiche, o qual foi desenvolvido no Instituto Federal de Tecnologia
de Zurique (ETHZ), Suiga, sob a supervisdo do Prof. Dr. Raffaele Mezzenga.

O cancer cervical ¢ o terceiro cancer mais comum que afeta as mulheres (FREITAS et al,
2014), ¢ responsavel por 530 mil novos casos e causa 270 mil mortes em todo o mundo a cada
ano (WHO, 2016), representando um grande problema de saude publica.

Este cancer pode ser tratado com cirurgia, radioterapia ou radioquimioterapia, todos
impactando negativamente na qualidade de vida da mulher e frequentemente com prognostico
desfavoravel (GREIMEL et al.,, 2009; THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK, 2017; INCA, 2017; RAVAL et al., 2012). Portanto, ¢ interessante a pesquisa de
novas moléculas bioativas para uso na terapia antitumoral, bem como a utilizagdo de vias
alternativas para administracdo dos fAirmacos empregados no tratamento.

A curcumina (CUR) € um produto natural isolado dos rizomas da planta de Curcuma longa
(SHARMA etal., 2005). Este farmaco apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antiproliferativas, antiangiogénicas e anticancerigenas (SALMAZI et al., 2015), podendo agir
como quimiopreventivo e terapéutico contra varios tipos de cancer como de mama, cervical,
intestino, hepatico, ovario, pancredtico e prostata. Uma caracteristica muito interessante da
CUR ¢ que ela ¢ capaz de proteger as células saudaveis, devido a sua capacidade antioxidante,
enquanto induz apoptose em células cancerigenas (CHEN et al., 2016; DUVOIX et al., 2005;
KUNNUMAKKARA et al., 2008). Além disso, a CUR inibe as metaloproteinases da matriz
(MMPs) tipo 2 e 9(LEE et al., 2015; KOIVUNEN et al., 1999), o que contribui para a
diminui¢do do crescimento tumoral.

A CUR ¢ uma molécula altamente lipofilica que percorre rapidamente a membrana
celular e ndo ¢ toxica para células normais (GHALANDARLAKI et al., 2014), porém apresenta

pouca solubilidade em agua, baixa meia-vida e instabilidade quimica, o que diminui a sua
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biodisponibilidade (GHALANDARLAKI et al., 2014; SUN et al., 2012; AHMAD et al., 2015).
Assim, uma estratégia para viabilizar sua utilizacdo ¢ a sua incorporagdo em sistemas de
liberagdo de farmacos, como sistemas liquido-cristalinos (SLCs) e nanoparticulas liquido
cristalinas (NPLCs) para administrag¢do vaginal.

A via vaginal ¢ uma via de administracdo de fArmacos que apresenta grandes vantagens
como a auséncia do efeito de primeira passagem (SILVA et al., 2014; YANG et al., 2014).
Porém, esta via pode também apresentar caracteristicas desfavoraveis como a secrecdo de
fluidos, o que contribui para a remocao facil da formulacdo, exigindo um maior niimero de
aplicagdes em um intervalo de tempo menor (FRANK et al., 2014, VALENTA et al., 2005).

Portanto, torna-se necessario o uso de sistemas de liberagdo de farmacos com
caracteristicas mucoadesivas para superar os desafios supracitados da via vaginal, pois esses
sistemas conseguem proteger os quimioterapicos contra a degradagao fisico- quimica, aumentar
seu tempo de permanéncia no ambiente vaginal e controlar a sua liberacdo (KANG et al., 2009;
EL-HAMMADI; ARIAS, 2016), de forma a possibilitar um tratamento local do cancer cervical
(ZONG et al., 2015).

Dentre os sistemas nanoestruturados, os sistemas liquidos cristalinos (SLCs) apresentam
caracteristicas interessantes uma vez que combinam as propriedades de um cristal sélido com
as de um liquido isotrépico, podendo proteger os farmacos e possibilitar a sua liberagdo
controlada (SALMAZI et al., 2015; BERNEGOSSI et al., 2016; CHORILLI et al., 2016;
CALIXTO et al., 2016, CINTRA et al., 2016). Os SLCs podem apresentar as mesofases
hexagonal, ctibica e lamelar (CALIXTO et al.,, 2017). J4 as nanoparticulas apresentam
mesofases hexagonal e clibica, denominadas como hexossomos e cubossomos, respectivamente
SPICER et al., 2005; YAGHMUR et al., 2009; LANCELOT et al., 2014; HIRLEKAR et al.,
2010).

Portanto, tendo como base o panorama atual desfavoravel as modalidades terapéuticas
convencionais para o tratamento do cancer cervical, acredita-se que a incorporacdo de CUR em
SLCs e NPLCs possa ser uma ferramenta nanobiotecnoldgica promissora para o tratamento do

cancer cervical.
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CONCLUSAO DO CAPITULO 1 E CAPITULO 2

De acordo com o capitulo 1 e o capitulo 2, foi possivel desenvolver SLCs constituidos por
acido oleico e procetyl, e acido oleico e monooleina ambos os sistemas contendo ou ndo a
dispersao polimérica. Foi possivel também desenvolver NPLCs constituida por monooleina e
DOTAP. Os sistemas liquido-cristalinos (bulk) apresentaram uma viscosidade maior do que as
nanoparticulas liquido cristalinas. Porém as nanoparticulas apresentaram uma liberagdo mais
rapida do que os bulks desenvolvidos de fase hexagonal e lamelar. O bulk de fase hexagonal
liberou mais lentamente e em menor quantidade do que o bulk de fase lamelar. Conclui-se que
os sistemas liquido-cristalinos e nanoparticulas de cristal liquido sdo sistemas interessantes para

serem explorados como sistemas de liberacao de fdrmacos.
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