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RESUMO 

 

O câncer bucal é uma doença altamente incidente na população mundial, podendo provocar 

invalidez, deformidades faciais e morte. O tratamento de escolha é a quimioterapia e 

radioterapia, que causam vários efeitos adversos como xerostomia, mucosite, perda de cabelo, 

náusea, dores e vômitos. A administração de moléculas bioativas, como o peptídeo 

antitumoral CTT1, demonstrou ser um tratamento inovador e eficaz para o câncer bucal. No 

entanto, peptídeos apresentam baixa biodisponibilidade oral, o que diminui o desempenho 

clínico do tratamento. Portanto, a sua administração pela via bucal incorporado em sistemas 

nanoestruturados mucoadesivos precursores de cristais líquidos (SPCL) constituídos por 

álcool cetílico etoxilado 20 e propoxilado 5, ácido oleico e fase aquosa contendo água (FA), 

dispersão polimérica de quitosana (FQ), dispersão polimérica de polietilenoimina (FP) ou 

dispersão de quitosana associada a polietilenoimina (FPQ) surge como uma valiosa estratégia, 

visto que a mucosa bucal apresenta alta permeabilidade e alta irrigação sanguínea, o que pode 

aumentar a absorção do CTT1. Ademais, o SPCL possibilita a incorporação concomitante do 

CTT1 com o fotossensibilizante azul de metileno (AM), permitindo a associação da terapia 

fotodinâmica (TFD) à terapia peptídica antitumoral, o que pode potencializar o tratamento do 

câncer bucal. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de SPCL mucoadesivos para 

administração bucal do peptídeo CTT1, bem como avaliar o emprego da TFD utilizando o 

AM como fotossensibilizante, na terapia contra o câncer bucal. Os SPCL foram 

caracterizados por microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de raios-X de baixo 

ângulo (SAXS), ensaios de reologia de mucoadesão e de perfil de textura in vitro, os quais 

evidenciaram que todas as formulações agiram como SPCL, pois formaram cristais líquidos 

após a adição de saliva artificial, sendo que FPQ formou um cristal líquido mais mucoadesivo 

e estruturado, portanto foi selecionado para a incorporação de CTT1 (FPQ-P) e AM (FPQ-

AM). FPQ liberou 8% do CTT1 e 40% do AM em 24 horas, agindo como um sistema de 

liberação sustentada. O teste de dicroísmo circular demonstrou que o peptídeo CTT1 

permaneceu estável após ser incorporado em FPQ. A zimografia evidenciou que o peptídeo 

CTT1 conseguiu inibir a ação das MMP 2 e 9; no entanto, FPQ-P não inibiu, provavelmente 

pela baixa taxa de liberação do peptídeo a partir do sistema. Os testes citotóxicos 

demonstraram que o peptídeo não influencia a viabilidade celular enquanto que os testes 

fotocitotóxicos in vitro parecem demonstrar que o AM incorporado na formulação é 

promissor para a TFD. Os testes in vivo em membrana corioalantóica do embrião da galinha 

(CAM) mostraram que 10% da formulação FPQ não demonstrou afetar os vasos sanguíneos 

da CAM. Os testes para avaliar o crescimento tumoral mostraram que o CTT1 diminuiu a 

formação do tumor e do número dos vasos; no entanto, quando o peptídeo foi adicionado na 

formulação, essa ação foi menor, o que era esperado uma vez que formulação retarda a 

liberação do peptídeo em 8h. Os resultados sugerem o potencial do sistema para incorporação 

do peptídeo CTT1 e do AM objetivando o tratamento do câncer bucal. 

 

Palavras-chave: Nanotecnologia farmacêutica. Sistemas de liberação de fármacos. Cristais 

líquidos. Administração bucal. Polímeros catiônicos. Mucoadesão. Peptídeos. Câncer bucal. 

Terapia fotodinâmica. 



 

 

ABSTRACT 

 

Oral cancer is a highly incident disease in the world population, and can cause disability, 

facial deformities and death. The treatment of choice is chemotherapy and radiotherapy, 

which cause various adverse effects like xerostomia, mucositis, hair loss, nausea, aches and 

vomiting. The administration of bioactive molecules, such as the antitumor peptide CTT1, has 

proven to be an innovative and effective treatment for oral cancer. However, peptides have 

low oral bioavailability, which decreases the clinical performance of the treatment. Therefore, 

its administration by the oral route incorporated in liquid crystal precursor (SPCL) 

mucoadhesive nanostructured systems consisting of ethoxylated ethoxylated 20 and 

propoxylated cetyl alcohol 5, oleic acid and aqueous phase containing water (FA), polymer 

dispersion of chitosan (CF), dispersion (FP) or polyethyleneimine-associated chitosan 

dispersion (FPQ) arises as a valuable strategy, since the buccal mucosa has high permeability 

and high blood supply, which may increase the uptake of CTT1. In addition, SPCL allows the 

simultaneous incorporation of CTT1 with the methylene blue photosensitizer (MA), allowing 

the association of photodynamic therapy (PDT) with antitumor peptide therapy, which may 

potentiate oral cancer treatment. The objective of this study was to evaluate the potential of 

mucoadhesive SPCL for buccal administration of the CTT1 peptide, as well as to evaluate the 

use of PDT using AM as a photosensitizer in oral cancer therapy. SPCL were characterized by 

polarized light microscopy (MLP), low-angle X-ray scattering (SAXS), in vitro 

mucoadhesion rheology and texture profile tests, which showed that all formulations acted as 

SPCL because (FPQ-P) and AM (FPQ-AM) were added to the liquid crystals after the 

addition of artificial saliva, and FPQ formed a more mucoadhesive and structured liquid 

crystal. FPQ released 8% of CTT1 and 40% of AM in 24 hours, acting as a sustained release 

system. The circular dichroism test demonstrated that the CTT1 peptide remained stable after 

being incorporated into FPQ. Zymography showed that the CTT1 peptide was able to inhibit 

the action of MMP 2 and 9; However, FPQ-P did not inhibit, probably because of the low rate 

of release of the peptide from the system. Cytotoxic assays have demonstrated that the peptide 

does not influence cell viability while in vitro photocytotoxic tests seem to demonstrate that 

AM incorporated into the formulation is promising for PDT. In vivo chicken embryo 

chorioallantoic membrane (CAM) tests showed that 10% of the FPQ formulation was not 

shown to affect CAM blood vessels. Tests to assess tumor growth showed that CTT1 

decreased tumor and vessel number formation; However, when the peptide was added to the 

formulation, this action was lower, which was expected since the formulation slows the 

release of the peptide in 8h. The results suggest the potential of the system for the 

incorporation of the CTT1 peptide and AM aiming at the treatment of oral cancer. 

 

 

Keywords: Pharmaceutical nanotechnology. Drug delivery systems. Liquid crystals. Buccal 

administration. Cationic polymers. mucoadhesion. Peptides. Oral cancer, Photodynamic 

therapy
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer bucal é definido como um tumor maligno que afeta lábio, mucosa bucal, 

gengivas, palato duro, língua e assoalho da boca (LONGO et al., 2011), sendo o carcinoma de 

células escamosas (CCE) da língua, o tipo mais comum de câncer bucal. A estimativa da 

incidência mundial é de aproximadamente 300 mil novos casos por ano. No Brasil, o Instituto 

Nacional de Câncer (INCA), estimou cerca de 15 mil novos casos para o ano de 2012 

(CSIKAR et al., 2012; TORRES-PEREIRA et al., 2012). Trata-se do sexto tipo de câncer 

mais comum no mundo, sendo decorrente de uma somatória de fatores, principalmente de 

origem extrínseca, tais como tabagismo e etilismo (LIM et al., 2012, KAMINAGAKURA, 

2012). 

A progressão do câncer bucal está relacionada com a produção descontrolada de 

metaloproteinases da matriz (MMPs) pelas células tumorais. As MMPS são um importante 

grupo de enzimas proteolíticas zinco-dependentes responsáveis pela modulação da 

proliferação, apoptose e angiogênese (NAVARRO et al., 2006). Estudos indicaram que de 

todas as MMPs, as gelatinases MMP-2 e MMP-9, em particular, estão muito associadas aos 

tipos mais agressivos de carcinomas da cabeça, pescoço e língua. Essas enzimas hidrolisam o 

colágeno do tipo IV, que é um importante componente das membranas basais, favorecendo o 

processo de metástase e diminuindo drasticamente a sobrevida dos pacientes (SUOJANEN, 

2009).  

Apesar da alta prevalência e das severas consequências que essa doença pode 

provocar, como a invalidez, deformidades faciais e, por fim, a morte, poucas campanhas de 

informação e prevenção são desenvolvidas no Brasil como ação nacional. Por isso, na maioria 

dos casos, a doença é detectada em fase avançada, na qual o tratamento se torna o único 

recurso para se combater a doença (RODRÍGUEZ-CABALLERO et al., 2012; TORRES-

PEREIRA et al., 2012). 

O tratamento convencional é de alto custo econômico e, em muitos casos, com 

prognóstico desfavorável. Além disso, as terapias convencionais se deparam com problemas 

relacionados com as características físico-químicas e farmacocinéticas dos fármacos, o que 

resulta em biodistribuição não seletiva. Como consequência, concentrações ineficientes do 

fármaco são obtidas na massa tumoral, juntamente com intensa atividade citotóxica sobre as 

células saudáveis (HOLGADO et al., 2012).  

Dessa forma, muitos pesquisadores estão se empenhando, cada vez mais, na 

descoberta de novas moléculas bioativas para uso na terapia antitumoral. Em razão do 
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progresso da engenharia genética, os peptídeos têm recebido grande atenção, se tornando 

fármacos de escolha para muitas doenças, sobretudo, o câncer (RAVAL et al., 2012). 

Os peptídeos apresentam papel chave como mediadores das principais funções 

biológicas e possuem propriedades intrínsecas, como alta atividade biológica associada à 

baixa toxicidade, baixa imunogenicidade e alta especificidade. Essas características 

proporcionam vantagens como a baixa probabilidade de ligação às estruturas moleculares que 

não sejam o alvo desejado, interações medicamentosas minimizadas e baixo acúmulo nos 

tecidos, o que reduz, portanto, os riscos de complicações pela formação de metabólitos 

intermediários e de efeitos colaterais, o que os torna extremamente interessante na terapia 

antitumoral (DASS et al., 2006). 

Um estudo realizado por Heikkila e colaboradores (1999) avaliou uma série de 

peptídeos sintéticos antitumorais. Dentre os peptídeos estudados, observou-se que o peptídeo 

antigelatinolítico CTT1, designado pela sequência de aminoácidos Cys - Thr - Thr - His - Trp 

- Gly - Phe - Thr - Leu - Cys, demonstrou ação in vitro contra o CCE da língua, pelo 

mecanismo de inibição específica das enzimas proteolíticas metaloproteinases de matriz 

(MPPs) do tipo 2 (MPP-2) e 9 (MPP-9), suprimindo a migração de células endoteliais e 

cancerígenas in vitro e inibindo a progressão do tumor in vivo em ratos. 

Apesar de muitas moléculas peptídicas candidatas a agentes terapêuticos apresentarem 

sucesso em experimentos in vitro e em modelos animais, muitas vezes este quadro pode não 

se manter nos ensaios em humanos (SARCIAUX, 1995; ZHOU, 1994). Os peptídeos 

apresentam características físico-químicas que podem afetar sua ação biológica, como fraca 

permeabilidade intestinal face à sua elevada massa molecular e baixa biodisponibilidade oral 

(SILVA et al., 2002), devido ao metabolismo hepático de primeira passagem. Desse modo, 

para a sua administração recorre-se à utilização da via parenteral, a qual pode apresentar uma 

série de inconvenientes, como a necessidade de repetidas injeções devido a sua reduzida 

meia-vida (BURKE, 2000), além da possibilidade de aparecimento de efeitos indesejados, 

como a tromboflebite e a necrose tecidual (ZHOU et al.,1991). Ademais, o peptídeo CTT1 é 

hidrofóbico devido à sua sequência de aminoácidos, e sua baixa solubilidade em água 

dificulta a administração em meio fisiológico, podendo diminuir sua eficácia terapêutica 

(MEDINA et al., 2001).  

Assim, o emprego de sistemas de liberação controlada e de vias alternativas de 

administração podem ser estratégias atraentes para a administração de peptídeos 

(BHARDWAJ et al., 2012). No caso do peptídeo CTT1, a sua incorporação em um sistema de 

liberação clinicamente adequado, seguro e efetivo visando à sua administração bucal 
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demonstra ser uma opção interessante para viabilizar o seu uso no tratamento do câncer bucal. 

A mucosa bucal é permeável e robusta, ou seja, permite recuperação rápida após o estresse ou 

dano, além de apresentar um ótimo fornecimento de sangue e ausência do efeito de primeira 

passagem, o que evita o metabolismo pré-sistêmico do fármaco pelo trato gastrointestinal. 

Isso a torna uma via de administração muito atraente para a liberação de peptídeos (SENEL, 

2001). Apesar de apresentar essa série de vantagens, a administração bucal apresenta algumas 

limitações, devido, principalmente, à secreção contínua da saliva (0,5 a 2 L/ dia), o que pode 

levar à diluição e possível ingestão do fármaco e, em última instância, à remoção involuntária 

da forma farmacêutica (HEARNDEN et al., 2012). 

Sistemas nanoestruturados de liberação, englobando sistemas líquidos cristalinos, 

microemulsões, nanopartículas poliméricas, nanopartículas lipídicas sólidas e carreadores 

lipídicos nanoestruturados representam plataformas promissoras para administração bucal de 

peptídeos, pois esses sistemas conseguem protegê-los da degradação e aumentar o tempo de 

permanência da formulação no ambiente bucal, possibilitando uma liberação controlada no 

local específico de ação (KANG, 2009).  

Dentre esses sistemas, os sistemas líquidos cristalinos liotrópicos (SLCL) se destacam, 

pois são formados por tensoativos que formam mesofases líquidos cristalinos lamelares, 

hexagonais e cúbicas, respectivamente, pela adição gradativa de solventes, como a água. 

A mesofase lamelar é uma estrutura unidimensional formada por camadas paralelas e 

planares de bicamadas de tensoativo separadas por camadas de solvente. A mesofase 

hexagonal é formada por camadas de tensoativo e solvente que se arranjam em forma de 

cilindros formando uma estrutura bidimensional. Finalmente, a mesofase cúbica é formada 

por duas redes de canais de solvente envolvidas por bicamadas de tensoativo arranjadas numa 

estrutura organizada tridimensional (FORMARIZ et al., 2005; URBAN, 2004).  

Portanto, o aumento gradativo de água no SLCL aumenta a organização da estrutura 

do sistema, o que resulta no aumento da viscosidade da formulação. Dessa forma, sistemas 

precursores de cristais líquidos (SPCL) são interessantes para administração bucal de 

fármacos, pois podem se apresentar líquidos, facilitando a administração da formulação, por 

exemplo, por seringa. Contudo, ao entrar em contato com o ambiente bucal, o SPCL tem a 

capacidade de incorporar água da saliva, se tornando uma mesofase líquido-cristalina mais 

viscosa, o que pode promover liberação controlada e resultar em maior substantividade do 

peptídeo no tumor bucal (BRUSCHI et al., 2008, CHORILLI et al., 2009). 

Dentre os vários tensoativos que conseguem formar cristais líquidos com a adição de 

água, o tensoativo álcool cetílico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP, cujo nome comercial é 
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Procetyl AWS
®
, se destaca, pois, é um tensoativo não iônico que consegue formar cristais 

líquidos sem adição de cotensoativo devido a sua capacidade de auto-organização pela 

ausência de interações eletrostáticas repulsivas.  

A otimização do tempo de contato da formulação com a célula tumoral, com o 

objetivo de prolongar a liberação e diminuir a administração repetida do peptídeo, pode ser 

alcançada utilizando dispersões poliméricas mucoadesivas como fase aquosa dos SPLC, pois 

alguns polímeros apresentam excelente adesividade pela mucosa bucal (SMART et al., 2003). 

Adicionalmente, estudos demonstraram que determinados polímeros também apresentam a 

capacidade de proteger os peptídeos contra a degradação enzimática in vivo (PERCHYONOK 

et al., 2012; MUHEEM et al., 2016). Desse modo, o desenvolvimento farmacotécnico de 

SPCL com incorporação de agentes poliméricos mucoadesivos é atraente para a liberação 

controlada de peptídeos na terapia do câncer bucal, uma vez que proporcionam vetorização do 

fármaco, juntamente com um ambiente protetor a ele. 

A quitosana (QS), α(1-4)-2-amino-2-deoxi β-D-glucana, uma forma desacetilada da 

quitina, é um polissacarídeo catiônico biocompatível, biodegradável e com baixa 

citotoxicidade e tem sido empregada com sucesso em sistemas de liberação para incorporação 

de antitumorais (JIANG et al., 2007; JERE et al., 2009). Este polímero também tem sido 

muito usado para otimizar a administração de fármacos por via bucal, pois apresenta uma 

excelente capacidade mucoadesiva. Essa alta mucoadesão é devido às forças de atração 

molecular por interações eletrostáticas com a saliva, que é carregada negativamente. Além 

disso, a QS pode atuar como promotor de absorção (SENEL et al., 2000; VAN DER 

LUBBEN et al., 2001).  

As polietilenoiminas (PEI) são polímeros solúveis em água e com alta densidade de 

carga catiônica em pH fisiológico, devido aos grupamentos amino protonáveis em cada 

terceira posição (GÜNTHER et al., 2011). As PEI também têm sido muito investigadas para a 

terapia contra o câncer com o objetivo de promover uptake cellular de fármacos, pois esses 

polímeros têm a capacidade de interagir, por forças de atração, com as proteínas 

extracelulares de membrana, que apresentam carga negativa, em razão da expressão elevada 

de fosfatidilserina, um fosfolipídio aniônico (JERE et al., 2009).  

A PEI também tem sido muito utilizada para a transfecção celular de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) ou de ácido ribonucleico (ARN) visando à terapia gênica. Isso 

também ocorre em virtude dessa elevada densidade de grupos aminos parcialmente 

protonados em pH fisiológico, que permite condensar o ADN (poliplexos) e facilitar sua saída 

do endossoma. Assim, após a internalização nas células, os prótons liberados pelo processo de 
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acidificação dos endossomas são captadas pelos grupos aminas da PEI, impedindo a queda do 

pH endossomal. Dessa forma, continua a ocorrer a entrada de prótons e a saída de íons 

cloreto, os quais induzem o influxo de água, causando turgidez osmótica e subsequente 

ruptura da membrana endossomal, permitindo que os poliplexos sejam liberados para o 

citosol (BENJAMINSEN et al., 2013; RADAIC et al., 2016). 

Estudos da literatura têm relatado a associação de PEI com QS para administração de 

antitumorais objetivando aumentar a afinidade pela célula alvo. Jere e colaboradores (2007) 

desenvolveram um sistema copolimérico composto por PEI e QS para a incorporação do 

antitumoral siAkt. Os autores observaram otimização do tratamento contra células tumorais 

de pulmão para este antitumoral incorporado neste sistema com os polímeros associados. 

Embora as terapias peptídicas antitumorais tenham se mostrado promissoras, a 

mortalidade do câncer bucal ainda é bastante alta. Sabe-se que a combinação de terapias para 

os pacientes com câncer tem papel fundamental na redução de ressurgimento do câncer e no 

aumento de sua sobrevida (THOMAS & HORTOBAGYI, 2003). Logo, terapias adjuvantes 

precisam ser continuamente exploradas. 

Dessa forma, a Terapia Fotodinâmica (TFD) tem sido utilizada promissoramente com 

o objetivo de potencializar o tratamento contra o câncer bucal (GARG et al., 2012; 

VELLOSO et al., 2012; LONGO et al., 2013). A TFD visa à destruição localizada do tecido 

vivo anormal mediante sua necrose, inviabilização, desativação de vírus ou destruição de 

bactérias e fungos (MACHADO, 2000). Essa terapia apresenta inúmeras vantagens, como 

possibilidade de repetição sem indução de resistência ao fármaco, uso concomitante com 

outras terapias e destruição tecidual seletiva sem provocar danos extensos às estruturas 

normais circundantes (AMARAL, 2010). Além disso, a TFD tem despertado grande interesse 

pelo seu baixo custo operacional, quando comparado aos tratamentos convencionais, como a 

cirurgia e quimioterapia, pois pode ser realizada em ambiente ambulatorial, dispensando em 

alguns casos as internações hospitalares (LONGO et al., 2009).  

A TFD fundamenta-se na utilização de um fármaco fotossensibilizante (FS) e luz, num 

comprimento de específico para ativar apenas o FS, o que provoca um dano seletivo ao tecido 

tumoral, sendo essa seletividade a essência do sucesso do tratamento do câncer (SCHMITT et 

al., 2012). Na presença de oxigênio encontrado nas células, o FS ativado pode reagir com 

moléculas na sua vizinhança por transferência de elétrons ou hidrogênio, levando à produção 

de radicais livres (reação do tipo I), gerando íons peróxidos, ânion-radical superóxido (•O2–) 

e radicais hidroxilas e, consequentemente, uma cascata de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), que promove o efeito citotóxico por apoptose ou necrose das células tumorais. O FS 
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também pode reagir por transferência de energia ao oxigênio (reação do tipo II), levando à 

produção de oxigênio singlete, um agente altamente citotóxico. Ambos os caminhos podem 

levar à morte celular e à destruição do tecido doente (PERUSSI, 2007).  

Corantes fenotiazínicos hidrofílicos têm sido empregados como FS, como é o caso do 

azul de metileno (AM), aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA). Eles exibem 

intensa absorção de luz com comprimento de onda entre 600 e 660 nm, que é uma região do 

espectro útil em TFD por estar na janela terapêutica requerida para a eficiente penetração da 

luz nos tecidos (TARDIVO et al., 2005) e têm sido usados no tratamento de câncer de bexiga, 

contra tumores de esôfago inoperáveis, virulências da pele, psoríase, adenocarcinomas e 

câncer bucal (PERUSSI, 2007).  

Uma forma de direcionar a ação do AM aos tecidos doentes consiste na sua veiculação 

em um SPCL (ROSSETTI et al., 2011). O AM, por ser catiônico, pode promover uma atração 

eletrostática na superfície da célula tumoral, que é negativa (JORI et al., 2006), podendo 

aumentar ainda mais a afinidade do SPCL pela célula alvo.  

Portanto, tendo como base o panorama atual desfavorável às modalidades terapêuticas 

convencionais para o tratamento do câncer bucal representadas, principalmente, pela cirurgia, 

radioterapia e quimioterapia, sugere-se que a terapia peptídica aliada à TFD, pela 

incorporação do peptídeo CTT1 e do azul de metileno em SPLC mucoadesivos, possa 

oferecer uma promissora e inexplorada ferramenta nanobiotecnológica para o tratamento do 

câncer bucal. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Câncer Bucal  

O carcinoma epidermóide oral é o sexto câncer mais comum em ambos os sexos em 

todo o mundo. É também considerada a neoplasia maligna mais comum da cabeça e pescoço, 

e a maior parte dos pacientes vem a óbito por volta de cinco anos após seu diagnóstico, 

estabelecendo-se assim como um sério de problema de saúde pública 

(SANKARANARAYANAN et al., 2017).  

No Brasil, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Câncer), ocorreram 5.401 

mortes decorrentes deste câncer em 2013, sendo 4.223 homens e 1.178 mulheres e estimou-se 

15.490 novos casos para o ano de 2016, sendo 11.140 em homens e 4.350 em mulheres. 

Historicamente, a taxa de mortalidade associada a este câncer é particularmente alta 

por ser diagnosticado tardiamente, já que não há programas sociais abrangentes para educar a 

população a identificar a doença em sua fase inicial (OLIVEIRA et al., 2006). 

Outro obstáculo à descoberta precoce é o advento do vírus papiloma humano HPV16, 

que contribui muito para o aumento da taxa de incidência de cânceres orais, particularmente 

na parte posterior da boca (orofaringe, amígdalas e base da língua). Esse fato é preocupante 

porque muitas vezes neste câncer não há a produção de lesões visíveis ou descolorações, que 

são os primeiros sinais de alerta do processo da doença. Assim, o câncer bucal só é descoberto 

quando ocorre metástase para os gânglios linfáticos do pescoço. O prognóstico nesta fase da 

descoberta é significativamente pior do que quando é detectado numa área intra-oral 

localizada (LEITE et al., 2005) 

Outro fator de risco para o câncer bucal é a idade, pois frequentemente ocorre em 

pessoas com mais de 40 anos. A idade dos pacientes diagnosticados pode indicar um 

componente temporal nos processos bioquímicos ou biofísicos de envelhecimento celular que 

permite a sua transformação em células malignas. Além disso, a eficácia do sistema 

imunológico diminui com a idade. O uso do tabaco e o consumo de álcool também são 

importantes fatores de risco. As pessoas que fumam e bebem têm um risco 15 vezes maior de 

desenvolver câncer bucal do que os que não fumam nem bebem. Além destes fatores 

supracitados, há fatores físicos como a exposição à radiação ultravioleta. Este é um agente 

causador em câncer do lábio, bem como outros cânceres de pele. Outro fator físico é a 

exposição aos raios-X, pois a radiação é acumulada ao longo da vida, o que pode implicar no 

surgimento de câncer (OLIVEIRA et al., 2006; SARAIVA et al., 2004; REIS et al., 1997). 
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O diagnóstico do câncer bucal é muito complicado porque é um câncer indolor e 

provoca discretas alterações na boca. Os principais sinais que devem ser observados são 

lesões na cavidade oral ou nos lábios que não cicatrizam por mais de 15 dias, manchas 

vermelhas ou esbranquiçadas na língua, gengivas, palato (céu da boca), mucosa jugal, nódulos 

no pescoço e rouquidão persistente. Nos casos mais avançados, observa-se dificuldade de 

mastigação e de engolir, dificuldade na fala e sensação de que há algo preso na garganta 

(FERREIRA et al., 2016). 

A confirmação diagnóstica definitiva é possível por biópsia e por análise 

histopatológica com possível evidência citológica, e devem ser evitadas pesquisas 

diagnósticas demoradas e dispendiosas que apenas atrasem o início do tratamento e, 

consequentemente, diminuam a taxa de sobrevivência dos pacientes (FELIPPU et al., 2016). 

Após um diagnóstico definitivo, o tratamento é multidisciplinar envolvendo 

cirurgiões, oncologistas de radiação, oncologistas de quimioterapia, dentistas, nutricionistas e 

especialistas em reabilitação e restauração. As modalidades de tratamento são quimioterapia 

com radiação concorrente, às vezes combinada com a cirurgia (O’NEILL et al., 2002). 

No entanto, a baixa solubilidade em água, baixa permeabilidade e baixa 

biodisponibilidade dos fármacos são limitações cruciais para quimioterapia oral (AGUEROS 

et al., 2009; GOKCE et al., 2011; ZHANG et al., 2014). 

Para aumentar a eficácia do tratamento e reduzir os efeitos colaterais, a incorporação 

desses quimioterápicos em sistemas de liberação de fármacos, tais como cristais líquidos 

representa uma opção interessante para a veiculação desta classe de fármacos. 

 

2.2 Metaloproteinases da matriz nos processos fisiopatológicos do câncer bucal 

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são um grupo de enzimas responsáveis pela 

degradação dos componentes da matriz extracelular e das membranas basais, incluindo o 

colágeno intersticial, a fibronectina, a laminina e a proteoglicana (SOUZA et al., 2002). 

A descoberta das MMPs ocorreu no ano de 1962, quando Gross e Lapièrre 

encontraram uma enzima ativa na cultura de fragmentos da pele de ratos, a qual degradou a 

tripla hélice do colágeno tipo I maduro (PETERSON et al., 2004). 

Atualmente, mais de 20 tipos diferentes de MMPs humanas foram identificados, as 

quais são classificadas em 5 grandes grupos de acordo com a especificidade do substrato e a 

sua homologia interna: colagenases, gelatinases, estromelisinas, tipo-membrana e matrilisina 

(NAVARRO et al., 2006). 
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As MMPs são secretadas na forma de pró-enzimas inativas, denominadas zimogênios, 

que são ativadas no ambiente pericelular dos tecidos por uma segmentação dos zimogenes 

denominada propeptídeo, ou seja, por quebra de uma ligação de cisteína Zn
++

 que bloqueia a 

reatividade do local ativo. Os leucócitos polimorfonucleares, os queratinócitos, os monócitos, 

os macrófagos, os fibroblastos e as células mesenquimais são as principais células que 

produzem as MMPs. Na presença de fatores de crescimento e citocinas, incluindo a 

interleucina 1 (IL-1), TNF-α e TGF-α, elas liberam as MMPs de grânulos específicos de 

armazenamento para o meio extracelular. Todas as MMPs contêm íons Zn
++

 no sítio de ação 

catalítica e requerem íons Ca
++ 

para sua estabilidade e atividade, sendo, por isso, denominadas 

enzimas metal dependentes (NAGASE et al., 1996). 

Segundo Birkedal-Hansen (2000), a atividade das MMPs no substrato da matriz 

extracelular é regulada por quatro vias: 1) por regulação na transcrição nos genes das MMPs; 

2) por ativação de precursores; 3) por diferenças de especificidade de substrato; e 4) por 

inibidores de MMPs (KETSAWATSOMKRON et al., 2016). 

Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) são proteínas pequenas e multifuncionais 

que regulam as funções das MMPs, o nível de sua ativação e sua habilidade de hidrolisar um 

determinado substrato. O equilíbrio entre a produção de MMPs e a de TIMPs representa um 

ponto principal para manter a homeostase da matriz extracelular (SINEVICI et al., 2016). 

É conhecido que um processo patológico da matriz extracelular pode se instalar 

quando houver excesso de atividade das MMPs nos tecidos. Estudos recentes indicaram que 

as MMPs estão envolvidas na gênese inicial de tumores, na modulação da proliferação, na 

apoptose e na angiogênese. Por exemplo, durante a metástase, as células tumorais produzem 

MMPs para degradar os tecidos vizinhos, invadindo o estroma local e ultrapassando a 

membrana basal de um vaso sanguíneo. Um estudo verificou que as MMPs presentes no 

ameloblastoma podem desempenhar papel importante no processo de invasão local dessa 

neoplasia (CURRAN et al., 1999). 

Lin et al. (2004) verificaram que um polimorfismo genético na região promotora do 

gene de MMPs é um fator de susceptibilidade para o desenvolvimento de carcinoma de 

células escamosas orais.  

Impola et al. (2003) mostraram que a ausência de expressão de proteínas MMP-7, -9 e 

-12 a partir de células epiteliais pode servir como um bom marcador prognóstico de 

carcinoma oral não invasivo. O bloqueio da atividade de MMPs ou integrinas específicas 

relacionadas à invasão tecidual pode oferecer novas modalidades terapêuticas para o 

carcinoma oral em fase precoce. 
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Birkedal-Hansen et al. (2000) concluíram que os transcritos específicos de MMP 

(MMP-3, -7, -10, -14) e TIMP-3 observados em carcinomas de células escamosas de cabeça e 

pescoço comparados com a sua frequência em tecidos saudáveis correspondentes fornecem 

informações importantes sobre a expressão de MMPs e dos seus inibidores em carcinomas de 

cabeça e pescoço. 

Portanto, o desenvolvimento de inibidores sintéticos de MMP para a intervenção 

terapêutica no câncer bucal é muito interessante. Assim, em 1999, KOIVUNEN et al. 

descreveram o isolamento de peptídeos inibidores de gelatinase específicos a partir de 

bibliotecas de peptídeos de exibição de fagos. Os autores mostraram que os peptídeos cíclicos 

contendo a sequência HWGF são inibidores potentes e seletivos de MMP-2 e MMP-9, sendo 

que o protótipo peptídeo sintético, CTTHWGFTLC, conseguiu inibir a migração de células 

endoteliais humanas e células tumorais. Além disso, preveniu o crescimento e a invasão de 

tumores em modelos animais e melhorou a sobrevivência de ratos portadores de tumores 

humanos. Finalmente, mostraram que o fago que exibe CTTHWGFTLC direciona-se 

especificamente para vasos sanguíneos in vivo. 

Portanto, os inibidores seletivos da gelatinases podem revelar-se úteis em terapias de 

antitumorais. 

 

2.3 Terapia Fotodinâmica 

Os corantes são caracterizados pela sua habilidade de absorver luz visível com elevada 

eficiência em alguma região do espectro visível, portanto alguns desses compostos são 

capazes de induzir ou participar de reações fotoquímicas (DA HORA MACHADO et al., 

2000).  

Por esse fato, desde o início do século, tem-se discutido o emprego de corantes como 

fármacos. Raab, em 1900, observou a morte de protozoários quando expostos à luz solar e ao 

ar, na presença do corante acridina. Finsen, em 1901, relatou que a tuberculose luposa poderia 

ser tratada com a radiação solar e em 1903, ele ganhou o prêmio Nobel de Medicina. No 

mesmo ano, Trappeiner combinou a aplicação tópica do corante eosina e da luz para o 

tratamento de câncer de pele. Em 1913, Meyer-Betz autoinjetou hematoporfirina e ao se expor 

à luz teve fotossensibilidade na pele. Em 1925, Policard estudou porfirinas para investigar 

seus possíveis efeitos fototóxicos no organismo, principalmente em tumores malignos 

(SIMPLICIO et al., 2002; KONAN et al., 2002, ALISSON et al., 2008). 

A partir 1950, Schwartz & Lipson purificaram a hematoporfirina e relataram que esse 

fármaco se acumulava preferencialmente em tumores implantados em camundongos e que 
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após a incidência de luz sobre o tumor, ocorria a regressão da doença (SIMPLICIO et al., 

2002; KONAN et al., 2002, ALISSON et al., 2008). 

No final da década de 60, Lipson relatou o tratamento do câncer de mama 

administrando hematoporfirina e luz, iniciando-se assim o uso da terapia fotodinâmica (TFD) 

para o tratamento clínico do câncer (SIMPLICIO et al., 2002; KONAN et al., 2002, 

ALISSON et al., 2008). 

Assim, em 1994, o governo japonês autorizou o emprego do fotossensibilizador (FS) 

Photofrin na terapia de câncer de pulmão, o qual foi aprovado nos Estados Unidos da América 

em 1996 e na França em 1997. Nesses países, diversos procedimentos clínicos têm sido 

estabelecidos, sendo que alguns deles já vêm tendo o seu emprego autorizado, em virtude dos 

estímulos concedidos à pesquisa neste campo (SPERANDIO et al., 2009). 

O princípio da TFD é a interação de luz com um fármaco fotossensibilizador (FS) e 

oxigênio resultando em espécies reativas capazes de inviabilizar as células. Essa interação de 

luz ocorre por dois mecanismos nomeados “mecanismo tipo I” e “mecanismo tipo II”, 

ilustrados na Figura 1 (LIM et al., 2012). 

 

 

Figura 1. Mecanismo de ação da Terapia Fotodinâmica (Adaptado de CALIXTO et al., 2016). 

Após a absorção de luz, o fotossensibilizador (FS) alcança o estado singlete excitado e após o 

cruzamento interssistema, ele alcança o estado triplete excitado que interage diretamente com 

biomoléculas, produzindo radicais ou íons radicais através de reações de transferência de 

átomos de hidrogênio ou de elétrons que reagem instantaneamente com o O2, gerando uma 

mistura complexa de espécies reativas de oxigênio (EROS), os quais são capazes de oxidar 

uma variedade de biomoléculas. No mecanismo tipo II, obtém-se oxigênio singlete altamente 

reativo através da transferência de energia do FS no estado triplete excitado para o estado 

triplete fundamental do oxigênio.  
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No mecanismo tipo I ocorre a transferência de elétron entre o fotossensibizador no 

estado triplete excitado e biomoléculas, gerando íons-radicais que tendem a reagir com o 

oxigênio no estado fundamental, resultando em produtos oxidados. No mecanismo tipo II 

ocorre transferência de energia do fotossensibizador no estado triplete, com a geração de 

oxigênio singlete, um agente altamente citotóxico. Em sistemas biológicos, o oxigênio 

singlete apresenta tempos de vida extremamente baixos, inferiores a 0,04 µs. Assim, a TFD 

atinge somente os substratos biológicos que estão próximos à região onde essas espécies são 

geradas dentro de um raio de 20 nanômetros, aproximadamente. Portanto, a localização do FS 

é um fator importante nos estudos de TFD, para que ocorra a seletividade pelo tecido tumoral 

(LIM et al, 2012). 

 Dessa forma, a escolha do FS é fundamental para o sucesso do tratamento com a TFD. 

O FS deve ser preferencialmente excitado pela luz de um comprimento de onda na janela 

terapêutica (600-700 nm), que tem maior capacidade de penetração no tecido e não deve ser 

tóxico para as células na ausência de luz. Por último, deve ser capaz de induzir morte celular 

imunogênica que é caracterizada por alterações na composição da superfície celular para 

liberar os mediadores solúveis que ativam células dendríticas e T, promovendo o 

desenvolvimento de uma resposta imunitária específica contra tumores malignos (ALLISON 

et al., 2013). 

 Um dos FS que apresenta essas características é o azul de metileno (AM), que é um 

corante orgânico com propriedades fluorescentes e fotossensibilizantes, que inativa 

efetivamente vírus e bactérias além de ser tóxico às células malignas. Essa ação ocorre pelo 

fato do AM possuir carga positiva e baixo peso molecular, o que promove uma maior 

interação com as células de mamíferos, tornando-o uma opção atraente para TFD de câncer. 

Além disso, o equilíbrio hidrófilo/lipofílico e a carga positiva do AM permitem sua fácil 

penetração na membrana biológica (CHEN et al., 2007). 

 O AM também é interessante por causa de seu menor custo e disponibilidade mais 

fácil em comparação com outros FS. O uso do AM no tratamento do câncer tem mostrado 

resultados promissores como evidenciado por vários estudos, dentre eles DE FREITAS et al., 

2015, TARDIVO et al., 2005, WAGNER et. al.,2013 e SAMY et al., 2014.  

No entanto, embora o AM apresente solubilidade elevada em água, suas soluções são 

rapidamente eliminadas após sua administração intravenosa devido formação de leucoAM, 

que não apresenta ação fotossensibilizante. Portanto, a proteção do AM para evitar a sua 

transformação em leucoAM é essencial (SCHAFER et al., 2013). 
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Dessa forma, a utilização de nanotecnologia representa uma abordagem emergente 

para melhorar o resultado da TFD do câncer. O desenvolvimento de sistemas de liberação de 

fármacos baseados na nanotecnologia, como os sistemas líquidos cristalinos, pode facilitar a 

distribuição intracelular precisa de FS. 

 

 

2.4 Sistemas líquidos cristalinos 

Os cristais líquidos (CLs) são conhecidos desde 1889, quando Lehmam descreveu um 

estado intermediário na transformação térmica de sólido para líquido. Em 1922, Friedel usou 

o termo estado mesomórfico para definir este quarto estado da matéria; dessa forma, os CLs 

passaram a ser denominados como fases mesomórficas ou mesofases cristalinas (FRANK et 

al., 1958; EMSLEY et al., 2013). 

Os CLs liotrópicos são formados pela mistura de uma molécula anfifílica (tensoativo) 

e solventes, como óleos e água, que dependendo de sua temperatura e concentração podem se 

organizar em mesofases do tipo lamelar, hexagonal ou cúbica (PATEL & PATEL, 2010), 

conforme mostrado na Figura 2.  

 

 

Figura 2. Representações esquemáticas de fases líquidos cristalinas formadas por compostos 

anfifílicos em água, sendo lamelar (A), hexagonal (B) e cúbica (C). Adaptado de CALIXTO 

et al., 2015. 

 

A mesofase lamelar apresenta baixa viscosidade e é formada por bicamadas de 

tensoativo separadas por água que, ao serem observadas pelo microscópio de luz polarizada 

(MLP), apresentam estruturas em forma de cruz de malta. A mesofase hexagonal apresenta 

viscosidade intermediária e é formada por agregados lipídicos cilíndricos num meio contínuo 

de água formando estruturas hexagonais (como observado pelo hexágono vermelho na Figura 

2.B) que ao serem observadas pelo microscópio de luz polarizada apresenta estruturas 

A B C 
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estriadas. A mesofase cúbica apresenta alta viscosidade e é formada por micelas normais ou 

reversas justamente empacotadas em simetria cúbica e apresentam um campo escuro ao serem 

observadas pelo MLP (MALMSTEN, 2002, FLORENCE & ATTWOOD, 2006). 

Quando há apenas um tensoativo no sistema, a formação dessas diferentes mesofases 

pode se basear no conceito do parâmetro de empacotamento crítico (PEC), que é um valor 

geométrico da relação entre o volume da cauda hidrofóbica (v), o volume da área de cabeça 

polar (A) e o comprimento da cauda hidrofóbica (l), ou seja, PEC = v/ A . l. Dessa forma, há a 

formação de mesofase lamelar se o valor de PEC for igual 1; se o valor de PEC for menor que 

1, ocorre a formação de mesofases hexagonais e de micelas normais. E se o valor de PEC for 

maior que 1, ocorre a formação de mesofases cúbicas, mesofases hexagonais e micelas 

reversas. Assim, pode-se prever aproximadamente a ordem de transição de tensoativos 

associados com a mudança na curvatura da água ou óleo na interface (ISRAELACHVILI et 

al, 1976; ISRAELACHVILI, 1991; SAGALOWICZ et al., 2006). 

A adição de co-tensoativos, sais ou outros componentes, como polímeros, pode 

influenciar a formação das diferentes mesofases pelas interações eletrostáticas ou ligações 

químicas como força de van de Waals ou pontes de hidrogênios entre esses componentes 

(NAKANO et al., 2002; YAGHMUR et al., 2004; YAGHMUR et al., 2009). 

Na área de TFD utilizando sistemas líquidos cristalinos, LOPES et al. (2006) 

investigaram nanopartículas de cristais líquidos liotrópicos carregadas com um derivado de 

clorina, um FS usado para TFD de câncer de pele. Os autores prepararam uma nanodispersão 

da fase hexagonal misturando monooleina, ácido oleico, poloxamer e água e concluíram que 

essa nanodispersão mostrou potencial para a entrega do FS na pele, que é a condição crucial 

para sucesso da PDT tópico. 

Rossetti et al. (2016) desenvolveram nanodispersões de fases cristalinas líquidas 

(NLPs), compostas de monooleína e ácido oleico para melhorar a retenção tópica do 

fotossensibilizador protoporfirina IX (PpIX) e concluíram que essa formulação otimiza a 

terapia fotodinâmica usando este fotossensibilizador. 

Na área de terapia anticâncer, ZENG et al. (2012) desenvolveram nanopartículas 

líquidas cristalinas constituídas de fosfatidilcolina de soja e dioleato de glicerol para a 

incorporação de paclitaxel e concluíram que estes sistemas demonstraram potencial como 

nanocarreadores para fármacos insolúveis em água tais como paclitaxel, melhorando a sua 

biodisponibilidade intravenosa. 

Os SLCs também são estratégias interessantes para a administração de fármacos por 

via bucal, pois o principal desafio para o sucesso da liberação bucal é o tempo de residência 
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da forma farmacêutica no ambiente bucal, para permitir que os fármacos possam atuar no 

local de aplicação, ou serem absorvidos através da mucosa. No entanto, o cisalhamento no 

ambiente bucal promovido pelos movimentos de ingestão de alimentos, mastigação, fala, 

além do fluxo de saliva, podem impedir que as formulações sejam aderidas à mucosa bucal, 

levando a uma redução ou nenhuma eficácia (PATEL et al., 2011).  

Assim, estudos do nosso grupo de pesquisa vêm mostrando que os SLC acrescidos de  

polímeros podem atuar como sistemas bioadesivos além de promover o aumento da 

permeação e retenção do fármaco pela superfície biológica (CALIXTO, 2013; 

BERNEGOSSI, 2014; FONSECA-SANTOS, 2015; SALMAZI et al., 2015; CALIXTO et al., 

2016; BERNEGOSSI et al., 2016; CINTRA et al., 2016). 

Tendo em vista as vantagens que os SLC podem oferecer no desenvolvimento de 

sistemas de liberação mucoadesivos e os resultados promissores obtidos por nosso grupo de 

pesquisa em relação ao tensoativo Procetyl
® 

com adição de polímeros bioadesivos, este 

trabalho tem como objetivo explorar estas plataformas tecnológicas para o desenvolvimento 

de um sistema de liberação nanoestruturado mucoadesivo para a administração bucal de 

fármacos. 
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3 OBJETIVO 

 

 

Desenvolver sistemas precursores de cristais líquidos mucoadesivos para 

administração bucal do peptídeo antigelatinolítico CTT1, bem como avaliar o emprego da 

terapia fotodinâmica utilizando o azul de metileno como fotossensibilizante, na terapia contra 

o câncer bucal. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Materiais 

 

 

4.1.1 Matérias-primas, reagentes e soluções 

 

 Ácido acético glacial – Qhemis; 

 Ácido oleico P.A. – Synth; 

 Água deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2μS.cm
-1

; 

 Álcool cetílico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP- Procetyl AWS – Croda; 

 Azul de metileno – Sigma-Aldrich; 

 Polietilenoimina baixa peso molecular isento de água – Sigma-Aldrich; 

 Quitosana de baixo peso molecular – Sigma-Aldrich; 

 Trietanolamina – Synth;  

 DMEM - Sigma Co; 

 Ham’s F12 - Sigma Co; 

 Soro fetal bovino – Cultlab; 

 MTT-{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]} - Sigma Co; 

 Tripsina EDTA 0,05% - Gibco 

 Peptídeo CTT1 (95 % de pureza) – Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento.  

 Oncileg
®

-A pasta oral (gelatina, pectina cítrica, carmelose sódica, polietileno, 

petrolato líquido) constituída por 1% de triancinolona acetonida) - Legrand Pharma Indústria 

Farmacêutica Ltda 

 

 

4.1.2 Equipamentos 

 Analisador de textura TA.XT Plus – Stable Micro Systems
®
; 

 Agitador mecânico – Marconi
®
; 

 Balança analítica – Owa labor
®
; 

 Balança semianalítica – Gehaka
®
; 

 Centrífuga de tubos TC6 – Sorvall TC
®
; 
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 Espectrofotômetro UV Carry 60 - Agillent Technologies; 

 Lavadora Ultrassônica - Unique
®
; 

 Microscópio de luz polarizada Olympus BX41 com Câmara acoplada QColor3 

Olympus America INC; 

 Peagômetro – Gehaka
®
; 

 Reômetro, modelo AR2000 – TA Instruments
®
;  

 Sistema de purificação de água MILLIPORE
®
, Milli - Q Plus. 

 Termômetro infravermelho - MT-350; 

 

 

4.2 Métodos 

 

 

4.2.1 Preparação da dispersão de quitosana 5% (m/m) 

Pesaram-se 5 gramas de quitosana (QS), as quais foram suspensas em 95 gramas de 

solução de ácido acético 8,75% (m/m) com agitação mecânica a 150 rotações por minuto 

(rpm) por 24 horas (CALVO et al., 1997). 

 

4.2.2 Preparação da solução de polietilenoimina 5% (m/m) 

Pesaram-se 5 gramas de polietilenoimina (PEI), as quais foram misturadas com 95 

gramas de água com agitação manual (WANG et al., 2006). 

 

4.2.3 Preparação da solução de polietilenoimina a 2,5% (m/m) e quitosana a 2,5% 

(m/m). 

Pesaram-se 2,5 gramas de polietilenoimina e 2,5g de quitosana. PEI e QS foram 

misturadas por agitação mecânica com 95g de solução de ácido acético a 4,38% por 24 horas 

a 150 rpm. 

 

4.2.4 Construção dos diagramas de fases  

Foram construídos quatro diferentes diagramas de fases, fixando-se, em todos, ácido 

oleico como fase oleosa e álcool cetílico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (Procetyl
®
  

AWS) como tensoativo. Foram utilizadas quatro diferentes fases aquosas, dentre os quais 

água (Diagrama 1), dispersão de quitosana 0,5% (Diagrama 2), dispersão de polietilenoimina 
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0,5% (Diagrama 3) e dispersão binária de polietilenoimina 0,25% e quitosana 0,25% 

(Diagrama 4). 

À 25 ± 0,5 ºC, 54 diferentes proporções variando em 10% em 10 % (m/m) cada fase 

dos sistemas foram misturadas com agitação em vórtex resultando, desse modo, na construção 

do diagrama de fase com 54 pontos como ilustrado na Figura 3.  

O ponto 31 destacado na Figura 3 exemplifica a direção do vértice utilizada para cada 

ponto do sistema, sendo assim esse ponto apresenta 30 % de fase aquosa, 30% de fase oleosa 

e 40% de tensoativo. 
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Figura 3. Exemplo do diagrama de fase com 54 pontos. O ponto 31 destacado apresenta 30 % 

de fase aquosa, 30% de fase oleosa e 40% de tensoativo. 

 

Para os sistemas ternários com dispersão polimérica como fase aquosa, inicialmente, 

foram misturados 10% da dispersão polimérica a 5% com diferentes quantidades de água, de 

modo que resultasse numa porcentagem polimérica final nos sistemas de 0,5%.  

Os sistemas foram deixados em repouso por 48 horas até a completa estabilização e 

eliminação de bolhas. Após esse período, foram classificados visualmente como sistema 
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líquido transparente (SLT), sistema viscoso transparente (SVT), sistema opaco (SO) e 

separação de fases (SF). Os diagramas de fases foram plotados no programa SigmaPlot
®
, 

versão 10.0 (Systat Software, EUA). 

 

4.2.5 Microscopia de luz polarizada (MLP) e seleção dos sistemas precursores de 

cristal líquido (SPCL) 

 

4.2.5.1 Análise de Reprodutibilidade para Calibração do Pesquisador 

Foram analisadas 20 diferentes fotomicrografias de sistemas líquidos cristalinos 

obtidos por MLP em duas ocasiões diferentes. 

 

4.2.5.2 Microscopia de luz polarizada 

Após a classificação visual, os sistemas classificados como SLT e SVT foram 

analisados por MLP. Para isso, uma pequena alíquota dos sistemas selecionados foi colocada 

em uma lâmina, a qual foi coberta com lamínula e em seguida analisada em microscópio de 

luz polarizada. Foram utilizadas lentes de aumento de 20 vezes. 

A classificação por microscopia de luz polarizada permite a classificação das 

estruturas em sistemas líquido-cristalinos (SLC) e microemulsão (ME), classificação esta 

confirmada posteriormente por espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS). Depois 

dessa classificação, os quatro diagramas foram delimitados novamente conforme as estruturas 

encontradas. Foi selecionado um SPCL de cada diagrama para os demais estudos, que foram 

nomeados como FA (diagrama 1), FQ (diagrama 2), FP (diagrama 3) e FPQ (diagrama 4). 

 

4.2.6 Efeito dos componentes da saliva artificial na estrutura do SPCL selecionados 

 

Foram acrescentados 30% (FA30, FQ30, FP30, FPQ30) e 100% (FA100, FQ100, 

FP100, FPQ100) de saliva artificial em relação à massa inicial dos SPCL selecionados (FA, 

FQ, FP, FPQ). Esses sistemas foram classificados visualmente e por microscopia de luz 

polarizada e caracterizados por espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS), análises 

reológica contínua, análise reológica oscilatória e mucoadesão. 

A composição da saliva artificial utilizada foi de 8 g/L de cloreto de sódio (NaCl), 

0,19 g/L de fosfato monobásico de potássio (KH2PO4), 2,38 g/L de fosfato dissódico 

(Na2HPO4) com pH 6,8 (MARQUES et al., 2011). 
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4.2.7 Microscopia de luz polarizada 

 

Foi realizada como descrito no item 4.2.5.2 

 

4.2.8 Espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) 

 

As medidas de SAXS foram realizadas no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron 

(LNLS-Brasil), na linha SAXS1. Esta linha é equipada com um monocromador (λ= 1.488 Å) 

e um detector vertical localizado cerca de 1,5 m da amostra e um analisador multicanal para 

registrar a intensidade do espalhamento I(q), em função do vetor de espalhamento, q. O 

espalhamento das micas e do ar foram subtraídos da intensidade total espalhada. Cada 

espectro foi coletado por 45 segundos. Essa instalação permitiu um vetor de espalhamento, q, 

entre aproximadamente 0,1 e 2,3 Å
-1

.  

 

4.2.9 Análises reológicas 

 

Para a caracterização reológica dos sistemas, primeiramente, foram realizadas análise 

de reprodutibilidade para calibração do pesquisador e o projeto piloto para a estimativa do 

tamanho da amostra para serem utilizadas na análise reológica contínua e na análise reológica 

oscilatória, conforme etapas 3.2.6.3.1 e 3.2.6.3.2.  

 

4.2.9.1.1 Análise reológica contínua 

 

Os reogramas dos sistemas foram obtidos empregando reômetro modelo AR2000 – 

TA Instruments
®
 utilizando geometria steel plate com 40 mm de diâmetro e com gap de 200 

µm para os sistemas poucos viscosos e utilizando geometria cone/placa com 40 mm de 

diâmetro, 2º de ângulo e gap de 52 µm para os sistemas mais viscosos. 

Uma amostra com três gramas dos sistemas foi colocada, cuidadosamente, na placa 

inferior do reômetro, e esperou-se o tempo de repouso de 3 minutos para o início da análise. A 

taxa de cisalhamento utilizada foi de 0 a 100 s
-1

 para a curva ascendente e de 100 a 0 s
-1

 para a 

curva descendente, durante 120 segundos cada, à temperatura de 37 ºC. 
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Os índices de consistência e fluxo foram determinados pela Equação 1 para a análise 

quantitativa do comportamento de fluxo:  

𝜏 = 𝑘 ⋅ 𝛾 𝜂 (Equação 1) 

onde “𝜏” é a força de cisalhamento, “𝛾” é a taxa de cisalhamento, “𝑘” é o índice de 

consistência e “𝜂” é o índice de fluxo (CALIXTO et al., 2015). 

Para a análise reprodutibilidade para calibração do pesquisador, o ensaio foi realizado 

em 20 amostras independentes, sendo 10 análises em uma ocasião e as 10 restantes. 

Para o projeto piloto para estimativa do tamanho da amostra, o ensaio foi realizado em 

10 amostras independentes, sendo 3 análises em uma ocasião, 3 em outra ocasião e as 4 

restantes em outra ocasião. 

Para o projeto final, a análise foi realizada em triplicata, que foi o tamanho amostral 

estimado pelo projeto piloto. 

 

4.2.9.1.2 Análise reológica oscilatória 

 

A análise oscilatória foi realizada também em reômetro modelo AR2000 – TA 

Instruments
®
 utilizando geometria steel plate com 40 mm de diâmetro e com gap de 200 µm 

para os sistemas poucos viscosos e utilizando geometria cone/placa com 40 mm de diâmetro, 

2º de ângulo e gap de 52 µm para os sistemas mais viscosos. 

Primeiramente, foi realizado o teste de varredura de tensão para determinação da 

região viscoelástica. Para esse teste foi utilizada uma faixa de tensão de cisalhamento de 0 a 

50 Pa e frequência de 1 Hz. 

Após a determinação da tensão de 1 Pa da região viscoelástica, realizou-se o teste de 

varredura de frequência para determinação do módulo elástico (G’) e módulo viscoso (G''). 

Para esse teste foi utilizada a faixa de frequência de 0 a 10 Hz, à tensão de 1 Pa, numa 

termperatura de 37 ºC (CALIXTO et al., 2015). 

Para a análise reprodutibilidade para calibração do pesquisador, o ensaio foi realizado 

em 20 amostras independentes, sendo 10 análises em uma ocasião e as 10 restantes. 

Para o projeto piloto para estimativa do tamanho da amostra, o ensaio foi realizado em 

10 amostras independentes, sendo 3 análises em uma ocasião, 3 em outra ocasião e as 4 

restantes em outra ocasião. 

Para o projeto final, a análise foi realizada com seis amostras independentes, que foi o 

tamanho amostral estimado pelo projeto piloto. 
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4.2.10 Análise de perfil de textura 

O perfil de textura dos sistemas selecionados foi analisado utilizando um analisador de 

textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, Inglaterra), a partir do qual é possível analisar 

propriedades mecânicas, tais como a dureza, compressibilidade, adesividade e coesão. O teste 

foi realizado para as amostras FA100, FP100, FQ100, FPQ100 e com a formulação comercial 

Oncileg
®

-A. Para a realização do teste, os sistemas selecionados (15 g) foram colocados em 

tubos de centrífuga cônicos de 50 mL (Falcon, BD
®
, Franklin Lakes, EUA) e centrifugados a 

680g durante 3 minutos, para eliminar as bolhas de ar e tornar a sua superfície lisa. Em 

seguida, esses tubos foram colocados embaixo da sonda analítica (10 mm de diâmetro) do 

analisador de textura, que foi programado para comprimir a amostra a velocidade de 0,5 mm/s 

até a profundidade pré-definida (10 milímetros) e retornar para a superfície da amostra na 

mesma velocidade. Após 5 segundos de repouso, uma segunda compressão iniciou-se, nas 

mesmas condições. O esquema ilustrativo está na Figura 4. Todas as análises foram realizadas 

em setes replicatas, à temperatura de 25ºC. 

 

Figura 4. Esquema ilustrativo da análise de perfil de textura. 

 

4.2.11 Avaliação in vitro da força mucoadesiva  

Para a avaliação da força mucoadesiva in vitro das formulações, primeiramente, foram 

obtidas mucosas esofágicas de porco do matadouro Olhos d’Água localizado em Ipuã (SP), 

transportadas e armazenadas em meio com saliva e em banho com gelo, até seu 

processamento em no máximo 6h após a morte dos animais. A mucosa esofágica foi separada 
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dos tecidos subjacentes com auxílio de tesoura anatômica e bisturi, mantendo a uniformidade 

da espessura dos cortes de aproximadamente 1 mm. Lavou-se a mucosa com água corrente e a 

manteve em solução saliva até sua utilização. 

A força necessária para remover os sistemas selecionados dessa mucosa esofágica 

suína foi avaliada in vitro, utilizando o analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro 

Systems, Surrey Inglaterra), no modo Adhesion Test. Primeiramente, a mucosa foi imersa em 

saliva humana para simular o ambiente bucal por 30 segundos. A mucosa foi fixada à 

extremidade inferior da sonda cilíndrica (10 mm de diâmetro) do equipamento. As 

formulações foram acondicionadas em pequenos recipientes de vidro sob a sonda à 37 ºC. O 

teste foi iniciado abaixando a sonda a uma velocidade constante (1 mm/s) até que a mucosa 

entrasse em contato com a amostra. A mucosa e a amostra foram mantidas em contato durante 

60 segundos e nenhuma força foi aplicada durante este tempo. Em seguida, a sonda subiu a 

velocidade constante (0,5 mm/s) até ocorrer o destacamento entre a mucosa e a amostra. O 

esquema está ilustrado na Figura 5. A força necessária para ocorrer esse destacamento foi 

calculada pela curva força versus tempo.  

 

Figura 5. Esquema ilustrativo do teste de mucoadesão in vitro. 

 

Para a análise reprodutibilidade para calibração do pesquisador, o ensaio foi realizado 

em 20 amostras independentes, sendo 10 análises em uma ocasião e as 10 restantes. 

Para o projeto piloto para estimativa do tamanho da amostra, o ensaio foi realizado em 

10 amostras independentes, sendo 3 análises em uma ocasião, 3 em outra ocasião e as 4 

restantes em outra ocasião. 
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Para o projeto final, a análise foi realizada em seis amostras independentes das 

formulações desenvolvidas e com a formulação comercial Oncileg
®
-A 

 

4.2.12 Validação da metodologia analítica para quantificação do CTT1 por 

espectrofotometria no UV-vis. 

A validação da metodologia analítica foi realizada usando os parâmetros: linearidade, 

precisão intra-corrida e intermediária, exatidão, especificidade, limite de detecção e limite de 

quantificação, sugeridos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2003), utilizando 

espectrofotômetro UV Carry 60 (Agillent Technologies, EUA) com comprimento de onda de 

280 nm. 

 

4.2.12.1 Linearidade  

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

análise de seis níveis de concentração diferentes em três dias diferentes. A solução mãe foi 

preparada dissolvendo 1 mg de peptídeo em 1 mL de água Milli-Q. A partir dessa solução 

mãe foram preparadas seis diluições (200 µg/mL, 160 µg/mL, 120 µg/mL, 80 µg/mL, 60 

µg/mL e 20 µg/mL), em triplicata, utilizando-se a água Milli-Q como diluente. A partir da 

média dos valores das áreas encontrados e das concentrações testadas para as três curvas, a 

equação da reta foi determinada por regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados. 

Para avaliar numericamente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a análise de 

variância (ANOVA) com teste unilateral, p < 0,05. 

 

4.2.12.2 Seletividade 

A fim de garantir que não haja interferência na detecção e quantificação do peptídeo 

com os componentes das formulações, as formulações sem os fármacos foram diluídas em 

solvente e analisadas em triplicata. 

 

4.2.12.3 Precisão 

Para o estudo de precisão foram utilizadas as concentrações de 60 µg.mL
-1

, 80 µg.mL
-

1
 e 120 µg.mL

-1 
de peptídeo, determinadas em triplicata. As análises foram realizadas em dois 

dias diferentes, não consecutivos. As médias dos resultados obtidos foi avaliada pelo teste t de 

Student (teste bilateral, p < 0,05). 
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4.2.12.4  Exatidão – recuperação  

A exatidão foi avaliada através de teste de recuperação da concentração dos fármacos 

(60 µg.mL
-1

, 80 µg.mL
-1

 e 120 µg.mL
-1

) obtida na metodologia de quantificação comparada 

com a quantidade conhecida dos fármacos na amostra. Os experimentos foram feitos em 

triplicata para cada concentração. A exatidão foi expressa pela relação entre a concentração 

média determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente, calculada 

pela Equação 2. 

 

  (Equação 2) 

 

 

4.2.12.5  Limite de detecção e limite de quantificação 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados utilizando valores 

de desvio padrão (DP) e inclinação das curvas analíticas obtidas. Os LD e LQ teóricos foram 

obtidos através do cálculo das Equações 3 e 4, respectivamente: 

 

         Equação 3          Equação 4 

 

 

onde DP é o desvio padrão do intercepto com o eixo Y e IC é a inclinação da curva analítica. 

 

4.2.13 Validação da metodologia analítica para quantificação do azul de metileno por 

espectrofotometria V-vis. 

A validação da metodologia analítica foi realizada usando os parâmetros: linearidade, 

precisão intra-corrida e intermediária, exatidão, especificidade/seletividade, limite de detecção 

e limite de quantificação, sugeridos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2003), 

utilizando espectrofotômetro UV Carry 60 (Agillent Technologies, EUA) com comprimento 

de onda de 660 nm. 

 

4.2.13.1 Linearidade  

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

análise de seis níveis de concentração diferentes em três dias diferentes. A solução mãe foi 

preparada dissolvendo 5 mg de azul de metileno em 100 mL de água Milli-Q. A partir dessa 
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solução mãe foram preparadas seis diluições (5 ug/mL, 4 ug/mL, 3 ug/mL, 2 ug/mL, 1 ug/mL 

e 0,5 ug/mL), em triplicata, utilizando-se a água Milli-Q como diluente. A partir da média dos 

valores das áreas encontrados e das concentrações testadas para as três curvas, a equação da 

reta foi determinada por regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados. Para avaliar 

numericamente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a análise de variância (ANOVA) 

com teste unilateral, p < 0,05. 

 

4.2.13.2 Seletividade 

A fim de garantir que não haja interferência na detecção e quantificação do azul de 

metileno com os componentes das formulações, as formulações sem os fármacos foram 

diluídas em solvente e analisadas em triplicata. 

 

4.2.13.3 Precisão 

Para o estudo de precisão foram utilizadas as concentrações de 2 µg.mL
-1

, 4 µg.mL
-1

 e 

5 µg.mL
-1 

de AM, determinadas em triplicata. As análises foram realizadas em dois dias 

diferentes, não consecutivos. As médias dos resultados obtidos foram avaliadas pelo teste t de 

Student (teste bilateral, p < 0,05). 

 

4.2.13.4  Exatidão – recuperação  

A exatidão foi avaliada através de teste de recuperação da concentração dos fármacos 

(2 µg.mL
-1

, 4 µg.mL
-1

 e 5 µg.mL
-1

) obtida na metodologia de quantificação comparada com a 

quantidade conhecida dos fármacos na amostra. Os experimentos foram feitos em triplicata 

para cada concentração. A exatidão foi expressa pela relação entre a concentração média 

determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente, calculada pela 

Equação 2. 

 

 

4.2.13.5  Limite de detecção e limite de quantificação 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados utilizando valores 

de DP e inclinação das curvas analíticas obtidas. Os LD e LQ teóricos foram obtidos através 

do cálculo das Equações 3 e 4, respectivamente. 
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4.2.14 Avaliação da cinética de liberação in vitro do peptídeo CTT1 e do azul de 

metileno (AM) 

O estudo de liberação do CTT1 e do AM em solução e incorporados nas formulações 

FA e FPQ foi realizado no equipamento Microette (Hanson) constituído por células de 

difusão de Franz. Foi utilizada membrana sintética de acetato de celulose com massa molar de 

12–14 kDa (Sigma-Aldrich) e solução receptora composta por água Milli Q à 37 ºC e sob 

agitação de 300 rpm. As amostras (CTT1 em solução, CTT1 incorporado na FA, CTT1 

incorporado na FPQ, AM em solução, AM incorporado na FA e AM incorporado na FPQ) 

foram previamente pesadas (300 mg) e transferidas para o anel dosador disposto no 

compartimento doador da célula de difusão de Franz. As amostras foram coletadas do 

compartimento receptor em tempos pré-determinados (5 min, 30 min, 1 h, 2h, 4h, 8h, 12h, 

18h e 24h). O CTT1 liberado das amostras foi quantificado em espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 280 nm a partir do método analítico validado e o AM liberado das 

amostras foi quantificado em espectrofotômetro com comprimento de onda de 660 nm 

também a partir do método analítico validado. 

 

 

4.2.15 Estudo da fotodegradação (photobleaching)  

As amostras de AM, em solução ou incorporado na FPQ, foram submetidas à fonte de 

luz (LEDs – light emitting diode) no espectro da luz vermelha em 660 nm e com potência de 

saída de 100 mW. A luz foi aplicada por 20 minutos, de maneira a cobrir toda extensão das 

amostras, que foram submetidas ao estudo do espectro para verificar a fotodegradação após a 

irradiação (VIRKUTYTE et al., 2010). A fotodegradação do AM foi estudada por 

espectroscopia empregando espectrofotômetro UV-Vis (Shimadzu, modelo UV- 1800). O 

espectro de absorção de cada amostra foi registrado na faixa de comprimento de onda de 310 

a 800 nm (FERREIRA et al., 2005). 

 

 

4.2.16 Ensaio de dicroísmo circular 

Os espectros de dicroísmo circular do peptídeo CTT1 em solução (P) e incorporado na 

formulação (FPQ-P) foram obtidos pelo equipamento espectrômetro/espectropolarímento de 

dicroísmo circular Jasco modelo J – 815 na região de comprimento de luz entre 360 e 220 nm. 
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4.2.17 Zimografia em gel 

Esse teste foi realizado com a colaboração do Prof. Dr. Carlos Rossa Junior da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP. 

Para avaliar a inibição da atividade de MMP-9 e MMP-2 pelo peptídeo CTT1 (P) em 

solução e incorporado na formulação (FPQ-P), macrófagos murinos foram estimulados com 1 

µg/mL de lipopolissacarídeo bacteriano durante 24 h e o meio condicionado foi coletado. P e 

FPQ-P foram incubados com as concentrações indicadas à temperatura ambiente (25 ºC) 

durante 1 h, com um volume do meio condicionado contendo 5 µg de proteína total. No final 

do período de incubação, as amostras foram carregadas num gel de poliacrilamida a 10% 

contendo 5% de gelatina e separadas por eletroforese em condições não desnaturantes. Depois 

de uma lavagem de 30 min em 2,5% de Triton X-100 para renaturação das proteínas, os géis 

foram colocados em tampão (Tris.Cl 50 mM, NaCl 200 mM, CaCl2 5 mM, 0,02% de Brij-35, 

pH 7,5) durante 18 h. Os géis foram depois corados em 0,5% de Comassie blue durante 30 

min e de-coradas numa solução de ácido/metanol acético durante 10 min. Imagem digital do 

gel foi obtida sob epi-iluminação em um sistema de documentação de gel (Chemi-Doc Xr, 

Bio-Rad). 

 

 

4.2.18 Teste de citotoxicidade in vitro pelo ensaio de Sulforrodamina B (SRB) 

Esse teste foi realizado durante o estágio de pesquisa no exterior (BEPE – Proc. n
o
 

2016/06337-5) na Universidade do Minho (Portugal) sob orientação da Profa. Fátima 

Baltazar. 

 

4.2.18.1 Linhagem celular  

Nesse estudo foram utilizadas a linhagem celular derivada de carcinoma epidermóide 

de língua (SCC-25) e a linhagem celular derivada de carcinoma de útero (SiHA). SCC-25 foi 

fornecida pela Prof. Dr. Bruno Sarmento do Departamento de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade do Porto, Portugal. 

 

4.2.18.2 Cultivo celular 

A linhagem celular SiHa foi cultivada em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM 1×, High Glucose; Gibco, Invitrogen) suplementadas com 10% de soro fetal bovino 

(Gibco, Invitrogen) e 1% de solução de penicilina e estreptomicina (Gibco, Invitrogen). A 
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linhagem celular SCC-25 foi cultivada em uma mistura 1:1 (v/v) DMEM e Ham’s F12 

(Gibco, Invitrogen) suplementadas com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen), 1% de 

solução de penicilina e estreptomicina (Gibco, Invitrogen) e 40 ng/mL de hidrocortisona. As 

células foram mantidas em atmosfera com 5% de CO2, 95% umidade relativa e à temperatura 

constante de 37 ºC.  

 

4.2.18.3 Avaliação de citotoxicidade pelo ensaio de Sulforodamina B 

As células foram plaqueadas em placas de 48 poços a uma densidade de 8000 células 

de SCC-25 por poço. As células foram deixadas aderir durante a noite e, em seguida, foram 

tratadas com várias concentrações de formulação (0,5%, 0,25%, 0,12%, 0,06% e 0,03% de 

formulação FPQ) diluídas em meio de cultura sem soro e com várias concentrações de 

peptídeo CTT1 diluídos em PBS1x (400 µg/mL, 200 µg/mL, 100 µg/mL, 50 µg/mL e 25 

µg/mL) por 12 horas, 24 horas e 72 horas. Todos os procedimentos foram executados na 

ausência de luz policromática incidente sobre as células. O efeito de ambos os tratamentos foi 

avaliado pelo ensaio de Sulforodamina B (SRB, TOX-6, Sigma-Aldrich) que é um método 

para a monitorização da citotoxicidade in vitro (medição da biomassa total) por meio da 

coloração das proteínas celulares com Sulforodamina B. Assim, após os diferentes tempos de 

incubação das células com os diferentes tratamentos, o meio de cultura foi removido e as 

células foram fixadas a frio com 10% de ácido tricloroacético (TCA) durante 1 hora a 4 ºC. 

As placas foram lavadas 3 vezes com água destilada para remover o TCA e, em seguida, 

foram secas ao ar durante a noite. Após secarem, as células foram coradas com uma solução 

de 0,4% de Sulforodamina B durante 30 minutos e, depois do período de coloração, as placas 

foram novamente lavadas 3 vezes com ácido acético a 1% até o corante não incorporado ser 

totalmente removido. As placas foram novamente secas ao ar durante a noite e, então, a 

Sulforodamina B incorporada foi solubilizada numa solução de base Tris 10 mM com 

agitação durante 20 minutos no agitador de placas à temperatura ambiente. A medição 

espectrofotométrica da absorbância a 490 nm foi realizada, utilizando 690 nm como a 

absorbância de fundo (Tecan Infinito M200). Os valores da análise foram estimados a partir 

de três experiências independentes utilizando o software GraphPadPrism 5, aplicando-se uma 

dose-resposta sigmoidal (declive variável) de regressão não-linear, depois da transformação 

logarítmica. 
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4.2.19 Avaliação de foto e citotoxicidade pelo método de redução do MTT 

Esses ensaios foram realizados no Laboratório de Citologia do Departamento de 

Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP sob orientação da 

Profa. Dra. Christiane Pienna Soares. 

 

4.2.19.1 Linhagens celulares 

As linhagens celulares usadas nesse estudo foram HSC-3 (carcinoma de células 

escamosas orais) e a HaCat (células originárias de pele histologicamente normal 

transformadas espontaneamente in vitro) cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Ricardo Della 

Coletta da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). 

 

4.2.19.2 Cultivo Celular 

Todas as linhagens foram cultivadas em uma mistura 1:1 (v/v) DMEM e Ham’s F12 

(Sigma Co., St. Louis, EUA) acrescida de 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina, 0,25 μg/mL de anfotericina B, 0,1 mg/mL de canamicina (Sigma Co., St. 

Louis, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB - Cultlab, Campinas, Brasil). As células foram 

mantidas em atmosfera com 5% de CO2, 95% umidade relativa e à temperatura constante de 

37ºC. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de solução de Hank (0,4 g de KCl; 

0,06 g de KH2PO4; 0,04 g de Na2HPO4; 0,35 g de NaHCO3; 1 g de glicose, H2O q.s.p. 1.000 

mL) e desprendidas da garrafa com 2 mL de Tripsina EDTA 0,05% (Gibco, Waltham, MA, 

EUA). Após o desprendimento do tapete celular, as células foram homogeneizadas com 3 mL 

de DMEM/F12 acrescido de 10% de soro fetal bovino e a suspensão celular obtida foi 

transferida para outras garrafas. Esse procedimento foi repetido até que houvesse quantidade 

de células suficiente para os ensaios (de FREITAS et al., 2014). 

 

4.2.19.3 Avaliação de citotoxicidade pelo método de redução do MTT 

Para a calibração da pesquisadora para realização do teste de citotoxicidade, as 

linhagens HaCaT e HSC3 foram cultivadas em 20 poços da placa de 96 poços por 24h, a uma 

concentração de 1x10
5
 células/mL. Em seguida, o meio de cultura (DMEM/F12 + 10% SFB) 

foi removido e 20 poços de células foram tratados com a formulação solubilizada em 

DMEM/F12 sem soro e os outros 20 poços foram tratados com o controle negativo, sendo 

utilizada pipeta monocanal em 20 poços e pipeta multicanal nos outros 20 poços. Após o 
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período de incubação de 3h, as células foram recuperadas por 24 horas em DMEM/F12 +10% 

SFB. Todos os procedimentos foram executados na ausência de luz policromática incidente 

sobre as células. 

Após a calibração da pesquisadora, as linhagens HaCaT e HSC3 foram cultivadas em 

placa de 96 poços por 24h, a uma concentração de 1x10
5
 células/mL. Em seguida, o meio de 

cultura (DMEM/F12 + 10% SFB) foi removido e as células foram tratadas com a formulação 

solubilizada em DMEM/F12 sem soro. Após o período de incubação de 1h ou 3h, as células 

foram recuperadas por 24 horas em DMEM/F12 +10% SFB. Todos os procedimentos foram 

executados na ausência de luz policromática incidente sobre as células. 

O MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]} é um corante 

tetrazólico de cor amarela, solúvel em água, que é reduzido pelas células vivas (mas não pelas 

mortas) a um produto violeta e insolúvel em soluções aquosas. A solubilização desse produto 

e sua quantificação espectrofotométrica permite determinar a porcentagem de células vivas 

presentes no meio. Dessa forma, a redução do MTT permite avaliar o potencial citotóxico da 

terapia em estudo (TOLOSA et al., 2015). 

A solução de MTT foi preparada em duas etapas: primeiro, o sal foi dissolvido em 

PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10,1 mM, KH2PO4 1,8 mM pH7,4) a uma 

concentração de 5 mg/mL; em seguida, essa solução foi diluída 1:10 em meio de cultura sem 

soro para uma concentração final de 0,5 mg/mL. Após o período de recuperação, o meio de 

cultura foi removido das placas e cada poço recebeu a adição de 100 µL de MTT a 0,5 

mg/mL; a placa foi então incubada a 37 °C por 3 horas. A solução de MTT foi removida e 

100 µL de isopropanol acidificado (HCl 0,04 M) foram adicionados para solubilizar os 

cristais violeta, e a placa levada para a dupla leitura espectrofotométrica em 570 nm em leitor 

de placas Bio-Tek Powerwave X (BioTek Instruments, Inc., EUA), com agitação prévia de 5 

minutos em baixa velocidade. A porcentagem de células vivas em relação ao controle 

negativo, representando a citotoxicidade do tratamento, foi calculada em relação ao controle 

negativo, de acordo com a Equação 5 (de FREITAS et al., 2014): 

 

 

(Equação 5) 
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4.2.19.4 Avaliação de fotocitotoxicidade pelo método de redução do MTT 

 

4.2.19.4.1 Fonte de luz 

A fonte de luz de 660 nm utilizada consiste de um sistema de iluminação LED 

compacta com uma área de iluminação homogênea e um dispositivo de refrigeração, 

composto por 48 LEDs com intensidades variáveis (IrradLED - Biopdi, São Carlos, SP, 

Brasil). A distância entre o LED e a placa permite uma distribuição uniforme de luz em cada 

poço. 

 

4.2.19.4.2 Tratamento com a formulação selecionada FPQ 

As linhagens HaCaT e HSC3 foram cultivadas em placa de 96 poços por 24 horas, a 

uma concentração de 1x10
5
 células/mL. Em seguida, o meio de cultura (DMEM/F12 + 10% 

SFB) foi removido e as células foram tratadas com azul de metileno em solução (AM), azul 

de metileno incorporado na formulação (FAM) solubilizado em DMEM/F12 sem soro e com 

o controle negativo. Após o período de incubação de 1h, mesmo tempo de tratamento 

estabelecido para o peptídeo CTT1 no ensaio de zimografia em gel, as células foram tratadas 

ou não com luz (Biotable 660 nm) com uma dose de luz de 12,5 J/cm
2
 ou 25 J/cm². Após a 

incidência da luz, as células foram incubadas por 24 horas em DMEM/F12 com 10% SFB. 

Todos os procedimentos foram executados na ausência de luz policromática incidente sobre 

as células (de FREITAS et al., 2014). A porcentagem de células vivas em relação ao controle 

negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento, foi calculada em relação ao 

controle negativo, de acordo com a Equação 2 do item 4.2.19.3. 

 

 

4.2.20 Ensaio in vivo utilizando o modelo de membrana corioalantóica de embrião da 

galinha (CAM)  

Esse teste foi realizado durante o estágio de pesquisa no exterior (BEPE – Proc. n
o
 

2016/06337-5) na Universidade do Minho (Portugal) sob orientação da Profa. Fátima 

Baltazar. 

 

4.2.20.1 Obtenção dos ovos embrionados 

Os ovos embrionados (PintoBar, Braga, Portugal) utilizados nesse ensaio foram 

adquiridos no primeiro dia de fecundação. Os ovos foram incubados na estufa úmida a 37 ºC 



51 

 

até o segundo dia de desenvolvimento embrionário (ED 1 e ED 2). No terceiro dia (ED3), os 

ovos foram retirados da estufa para a abertura de uma janela utilizando uma pinça e uma 

tesoura, que logo após sua abertura foi fechada com uma fita adesiva e então os ovos foram 

recolocados na estuda úmida a 37 ºC.  

 

4.2.20.2 Ensaio para avaliação das alterações vasculares da CAM  

Para a realização desse ensaio, no ED 8, um anel de plástico com 3 mm de diâmetro 

foi colocado sobre a CAM e foram tiradas fotografias. No ED 13 foi aplicado 40 µL de 

formulação. Após 4 dias, foi constatada a morte dos embriões. Portanto, foi realizado outro 

protocolo de tratamento com a aplicação de 10 µL de formulação por dia do ED 13 até o ED 

16. Assim, no ED 17 foram tiradas fotografias e os ovos foram sacrificados a – 80 ºC. O 

esquema ilustrativo está na Figura 6. 

 

 

Figura 6. Representação esquemática para avaliação das alterações vasculares da membrana 

corioalantóica (CAM) de ovos de galinha. 

 

 

4.2.20.3 Ensaio para avaliação do crescimento tumoral  

Para a realização desse ensaio foi formado um tumor utilizando apenas as células 

SiHA, uma vez que essas células conseguem se proliferar rapidamente tendo em vista o 

período curto de estágio da bolsista. Dessa forma, no ED 10, 1,5 x 10
6 

células foram 

ressuspendidas em 10 µL de Matrigel e inseridas sobre a CAM. Foi realizado o tratamento 
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seguindo o mesmo protocolo do item 2 acima, ou seja, foram aplicados 10 µL dos diferentes 

tratamentos por dia do ED 13 até o ED 16. Os tratamentos estão descritos no Tabela 1.   

 

Tabela 1. Tratamentos para a avaliação do crescimento tumoral em CAM. 

Tratamentos FPQ10 CTT1 AM TFD 
1 + - - - 

2 + + - - 

3 - + - - 

4 + - - + 

5 - - + - 

6 - - + + 

7 + - + - 

8 + - + + 

FPQ10 é 10 % do sistema líquido cristalino diluído em PBS1x; CTT1 é o peptídeo; AM é o 

fotossensibilizador azul de metileno; TFD é a terapia fotodinâmica com dose de luz de 100 

J/cm² utilizando um LED desenvolvido pelo Laboratório de Apoio Tecnológico (LAT, USP 

São Carlos) com o comprimento de onda de 660 nm;(+) presença; (-) ausência.  

 

No ED 17 foram tiradas fotografias in ovo utilizando um microscópio estereoscópico 

(Olympus S2 × 16) com câmera digital (Olympus DP71) e os ovos foram sacrificados a – 80 

ºC por 10 minutos. Após o sacrifício dos ovos, a CAM foi dissecada e colocada em placa de 6 

poços com PBS 1x e foram fotografadas ex ovo para a contagem dos vasos sanguíneos. O 

esquema ilustrativo está na Figura 7. 

.  

 

 

 

Figura 7.  Representação esquemática para avaliação do crescimento tumoral utilizando o 

modelo “in vivo” de membrana corioalantóica (CAM) de ovos de galinha. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Construção dos diagramas de fases  

O diagrama de fases é uma ferramenta utilizada para visualizar a quantidade 

necessária de fase oleosa, fase aquosa e tensoativo para a formação de diferentes domínios, 

tais como emulsões, microemulsões e sistemas líquidos cristalinos, pois esses diagramas são 

representados por um triângulo equilátero cujo vértice superior do triângulo representa 100% 

de tensoativo, o vértice esquerdo representa 100% de fase aquosa e o vértice direito representa 

100% de fase oleosa (LAWRENCE e REES, 2000). Portanto, a construção desses diagramas 

serve como ponto de partida para o estudo de delineamento desses domínios, pois revela o 

comportamento físico químico da mistura de diferentes proporções das fases, facilitando a 

escolha da formulação mais adequada para a finalidade proposta (FEIGENSON et al., 2001). 

Nesse trabalho, foram construídos quatro diagramas sendo que cada diagrama possuiu 

54 combinações diferentes de tensoativo, fase aquosa e fase oleosa, resultando, portanto, no 

preparo de 216 formulações.   

Todas essas formulações foram classificadas visualmente em separação de fases (SF), 

sistema opaco (SO), sistema líquido transparente (SLT) e sistema viscoso transparente (SVT), 

conforme ilustrados da Figura 8. 

 

 

Figura 8. Aspecto visual das formulações classificadas como separação de fases (SF), sistema 

opaco (SO), sistema líquido transparente (SLT), sistema viscoso transparente (SVT). 

 

Após essa classificação, tais regiões foram delimitadas, conforme ilustrado na Figura 

9, a fim de comparar a influência no aspecto visual das diferentes fases aquosas. 
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Figura 9. Classificação visual dos diagramas compostos por Procetyl (PRO), ácido oleico 

(AO) e (A) água (A), (B) Quitosana (QS), (C) Polietilenoimina (PEI), (D) PEI + QS, onde: 

Sistema Líquido Transparente (SLT), Sistema Viscoso Transparente (SVT), Sistema Opaco 

(SO) e Separação de fases (SF). 

 

Desse modo, primeiramente, foi obtido o Diagrama 1 utilizando Procetyl 
®
 AWS 

(PRO) como tensoativo, ácido oleico (AO) como fase oleosa e água (A) como fase aquosa, 

observado na Figura 9.A. Ao observar esse diagrama formado, nota-se que, em concentração 

D 

A B 

C 
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abaixo de 40%, ocorreu uma grande região de separação de fases (SF) com uma pequena 

região de sistema opaco entre 10 a 25% de tensoativo e entre 20 a 30% de fase oleosa. 

Obteve-se uma ampla região de sistema líquido transparente abaixo de 25% de água, 

abrangendo quase todo eixo de tensoativo e de fase oleosa. De 40% a 75% de tensoativo, 

entre 25% e 75% de água e abaixo de 50% de óleo, obteve-se uma região de sistemas 

viscosos. Carvalho et al. (2013) e Fonseca-Santos (2015) também preparam esse diagrama e 

obtiveram resultados semelhantes.   

O Diagrama 2 ilustrado na Figura 9.B representa os sistemas obtidos utilizando 

Procetyl
®
 AWS (PRO) como tensoativo, ácido oleico (AO) como fase oleosa e dispersão de 

quitosana 0,5% (A) como fase aquosa. Nota-se duas pequenas regiões de separação de fases: 

(i) entre 5% e 25% de tensoativo, 5% e 35% de fase aquosa e 45 e 85% de fase oleosa e (ii) 

abaixo de 20% de fase oleosa, acima de 80% de fase aquosa e abaixo de 20% de tensoativo. 

Ocorreu uma região extensa de sistemas líquido transparente em concentrações abaixo de 

40% de fase aquosa e concentrações acima de 45% de fase oleosa e em toda a extensão de 

tensoativo e uma extensa região de sistemas opacos acima de 5% de fase oleosa, abaixo de 

30% de tensoativo e abaixo de 70% de fase aquosa. Fonseca-Santos (2015) também construiu 

esse diagrama; no entanto, ele relatou uma região grande de separação de fases. Isso pode ter 

ocorrido devido ao modo de preparo da dispersão de quitosana pelo autor, a qual foi dispersa 

em uma concentração menor de ácido acético, o que pode ter levado a uma baixa 

solubilização da quitosana, pois ela é insolúvel em pH neutro ou básico, mas forma sais 

solúveis com ácido orgânico como o ácido acético (ILLUM, 1998).  

Além disso, o pK da quitosana é 6,5 e o pK do ácido oleico é 4,8. Portanto, no pH em 

que se encontra a formulação (pH = 5), a quitosana é carregada positivamente e o ácido oleico 

está carregado negativamente; assim, acredita-se que ocorra uma interação eletrostática entre 

os grupos catiônicos da porção amina da quitosana e os grupos aniônicos do ácido oleico 

levando a uma maior estabilização das formulações obtidas e, consequentemente, a uma 

menor taxa de separação de fases desse diagrama (HAM-PICHAVANT et al., 2005). 

O Diagrama 3 é inédito e está ilustrado na Figura 9.C que representa os sistemas 

obtidos utilizando Procetyl
®
 AWS (PRO) como tensoativo, ácido oleico (AO) como fase 

oleosa e dispersão de polietilenoimina 0,5% (A) como fase aquosa. Houve apenas uma 

pequena região de separação de fases entre 5% e 25% de tensoativo, acima de 50% de fase 

oleosa e abaixo de 30% de fase aquosa. Sistemas viscosos transparentes foram obtidos abaixo 

de 70% de fase aquosa, abaixo de 20% de fase oleosa e acima de 25% de tensoativo. Sistemas 

líquidos transparentes foram formados em uma extensa região acima de 15% de tensoativo, 
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acima de 5% de fase oleosa e abaixo de 40% de água. Sistemas opacos foram obtidos em toda 

a extensão de fase oleosa e fase aquosa e abaixo de 30% de tensoativo. Esse diagrama ficou 

semelhante ao Diagrama 2, ou seja, mostrou menor formação de separação de fases, que pode 

ser atribuído à grande interação eletrostática entre a polietilenoimina e o ácido oleico, uma 

vez que a PEI possui pKa entre 9 e 10, portanto em pH ácido ela está carregada positivamente 

enquanto que o ácido oleico está carregado negativamente (RICARDO et al., 2009). 

O Diagrama 4 também é inédito e está ilustrado na Figura 9.D que representa os 

sistemas obtidos utilizando Procetyl
®
 AWS (PRO) como tensoativo, ácido oleico (AO) como 

fase oleosa e dispersão de polietilenoimina 0.25% e quitosana 0.25% (A) como fase aquosa. 

Observa-se uma região de separação de fases entre 35% e 95% de fase oleosa, abaixo de 35% 

de fase aquosa e abaixo de 40% de tensoativo. Houve uma região extensa de sistemas 

viscosos transparentes entre 10% e 75% de fase aquosa, abaixo de 50% de fase oleosa e entre 

15% e 90% de tensoativo e de sistemas opacos entre 5% e 75% de fase oleosa, acima de 25% 

de fase aquosa e abaixo de 40% de tensoativo. Sistemas líquidos transparentes ocorreram em 

uma região estreita acima de 85% de fase oleosa, abaixo de 35% de fase aquosa e em toda 

extensão de tensoativo. Esse diagrama apresentou a maior região de sistemas viscosos. 

Estudos tem demonstrado que a quitosana age como agente espessante doando viscosidade às 

formulações, alimentos, etc., no entanto, quando se adiciona ânions à dispersão de quitosana, 

ela diminui sua viscosidade devido às forças íon-dipolos, ou seja, os ânions formam uma 

cascata de carga negativa sobre a quitosana gerando forças repulsivas entre as moléculas de 

quitosana. Isto oferece baixa resistência ao fluxo ou mobilidade das moléculas de quitosana, 

diminuindo a viscosidade. Entretanto, quando se incorpora o polímero catiônico PEI nos 

sistemas, pode ocorrer o aumento da viscosidade devido ao aumento de carga positiva dos 

sistemas (CHATTOPADHYAY et al., 2010).  

Assim, com a adição dos polímeros na fase aquosa do sistema, observa-se uma 

diminuição da separação de fase, indicando que a adição dos polímeros levou a uma 

diminuição da coalescência do sistema (KLINKESORN et al, 2009). Os materiais 

poliméricos apresentam a capacidade de modificar as propriedades estruturais de sistemas de 

liberação de fármacos devido às várias reticulações de suas cadeias poliméricas que pode 

provocar mudanças mecânicas e reológicas ao sistema (FERREIRA et al. 2015; CARVALHO 

et al., 2014). 

Ao analisar todos os diagramas, pode-se constatar que a partir da concentração de 40% 

de tensoativo, com adição de água no sistema, tende a ocorrer uma transição de sistemas 
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líquidos para sistemas viscosos, sendo interessante para SPCL (MALMSTEN et al., 2002, 

CARVALHO, 2009; SALMAZI et al., 2015).   

Após a classificação visual dos sistemas, as formulações classificadas como SLT e 

SVT foram analisadas por microscópio de luz polarizada. 

O microscópio de luz polarizada apresenta a capacidade de propagar o feixe de luz em 

uma só direção devido à presença de um sistema polarizador de luz acoplado ao seu 

condensador. As alterações que uma amostra birrefringente provoca na direção da propagação 

da luz são feitas graças ao analisador, um segundo sistema de polarização, junto à ocular. 

Desse modo, se a formulação analisada nesse microscópio for capaz de alterar o plano da luz 

polarizada, ela será classificada como anisotrópica, e se a formulação não conseguir desviar o 

plano de luz polarizada, ela será classificada isotrópica (SHAH et al., 2001).  

As mesofases líquido-cristalinas lamelares e hexagonais são anisotrópicas, pois 

quando observadas pelo microscópio de luz polarizada são visualizadas estruturas 

identificadas, respectivamente, por cruzes de malta e estrias, enquanto que a mesofase 

líquido-cristalina cúbica e as microemulsões são isotrópicas, pois não desviam o plano de luz 

polarizada e, portanto, é visualizado um campo escuro (SALMAZI et al., 2015), como 

exemplificado na Figura 10. Ressalta-se que as microemulsões são sistemas líquidos 

transparentes e as mesofases líquido-cristalinas cúbicas são sistemas viscosos transparentes, 

portanto a classificação dessas formulações se dá em conjunto com a sua viscosidade, além de 

outras técnicas de caracterização, como o espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS), 

que será utilizada posteriormente (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001). 

 

   

Figura 10. Exemplos de fotomicrografias obtidas pela MLP. As setas vermelhas indicam uma 

cruz de malta. 

 

Campo Escuro 

Escuro 

Cruzes de Malta Estrias 
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Portanto, a microscopia de luz polarizada se tornou uma ferramenta amplamente 

utilizada para identificação primária de microemulsões e de mesofases de sistemas líquido-

cristalinos (CHORILLI et al., 2007). 

Antes da realização dessa análise, foi realizada a calibração intrapesquisador. Para 

isso, foram analisadas 20 fotomicrografias de sistemas líquido-cristalinos em duas ocasiões 

diferentes. O valor de Kappa calculado para as leituras em MLP foi de 0,76, classificado 

como “substancial” segundo Landis & Koch (1977). Dessa forma o pesquisador foi 

considerado calibrado para realização das medidas em MLP. 

Após a calibração da pesquisadora, as formulações classificadas como SLT e SVT 

foram visualizadas pelo MLP e, então, os SLT isotrópicos foram classificados como 

microemulsão enquanto que os SVT isotrópicos bem como os SVT e SLT anisotrópicos 

foram classificados como sistema líquido cristalino (SLC). Após essa classificação, foram 

construídos outros quatro diagramas delimitando essas diferentes regiões, como demonstrado 

na Figura 11. 
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Figura 11. Diagramas ternários compostos por Procetyl (PRO), ácido oleico (AO) e (A) água, 

(B) Quitosana (QS), (C) Polietilenoimina (PEI), (D) PEI + QS, onde: Sistema Opaco (SO), 

Microemulsão (ME), Separação de fases (SF). FA, FQ, FP e FPQ são os precursores de 

sistema líquido cristalino; FA30, FQ30, FP30 e FPQ30 são, respectivamente, as formulações 

FA, FQ, FP e FPQ com 30% de saliva artificial. FA100, FQ100, FP100 e FPQ100 são, 

respectivamente, as formulações FA, FQ, FP e FPQ com 100% de saliva artificial. 
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Todos os diagramas tiveram um comportamento semelhante, ou seja, as formulações 

compreendidas entre 0 e 20% de fase aquosa e quantidades variadas de tensoativo e fase 

oleosa são isotrópicas, pois sob o plano de luz polarizada não desviaram a luz, sugerindo a 

formação de sistema microemulsionado, uma vez que a viscosidade aparente da mesofase 

líquido-cristalina cúbica é extremamente elevada.  

Além disso, aumentando a porcentagem de fase aquosa dos sistemas, observam-se 

estruturas em formas de estrias e cruzes de malta, sugerindo a formação de mesofases líquidas 

cristalinas hexagonal e lamelar, respectivamente.  

A partir desses resultados, selecionou-se uma formulação de cada diagrama que 

dispusesse de uma baixa concentração de tensoativo para diminuir o potencial tóxico das 

formulações (KLEIN, 2007), além de se localizar em uma área de transição entre a região de 

microemulsão e cristal líquido, para poder agir como um sistema precursor de cristal líquido 

com adição de água, ou seja, que ao entrarem em contato com a saliva, incorporem água da 

saliva e formem uma estrutura mais organizada, originando mesofases líquido-cristalinas, que 

podem promover uma maior permanência da formulação na mucosa bucal, além de poderem 

promover uma liberação controlada do fármaco. 

Dessa forma, as formulações escolhidas foram as FA, FQ, FP e FPQ, mostradas na 

Figura 11, às quais adicionou- se 30% e 100% de saliva para investigar se elas se 

comportariam como SPCL. 

Na Tabela 2 está descrito a nomenclatura e a composição das formulações 

selecionadas, acrescidas ou não de saliva. 
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Tabela 2. Nomenclatura e composição (%) das formulações acrescidas ou não com saliva. 

Formulações Ácido 

Oleico 

(%) 

Procetyl 

(%) 

Água 

(%) 

QS 5% 

(%) 

PEI 

5% 

(%) 

QS 2,5% + 

PEI 2,5% 

(%) 

Saliva 

(%) 

FA 40 40 20 - - - - 

FA 30 40 40 20 - - - 30 

FA 100 40 40 20 - - - 100 

FQ 40 40 10 10 - - - 

FQ 30 40 40 10 10 - - 30 

FQ 100 40 40 10 10 - - 100 

FP 40 40 10 - 10 - - 

FP 30 40 40 10 - 10 - 30 

FP 100 40 40 10 - 10 - 100 

FPQ 40 40 10 - - 10 - 

FPQ 30 40 40 10 - - 10 30 

FPQ 100 40 40 10 - - 10 100 

 

Como mostrado pela linha de diluição na Figura 11, as formulações FA, FQ, FP e FPQ 

se comportaram como sistemas precursores de cristal líquido, pois ao se adicionar a saliva 

elas se transformaram em sistemas líquidos cristalinos. 

Essas propriedades de intumescimento in situ devem ser de interesse para a 

administração de fármaco por via bucal, pois é desejado um efeito localizado, por exemplo, na 

ferida inicial do câncer bucal. Além disso, a formulação é frequentemente exposta a 

consideráveis esforços mecânicos através de movimentos mastigatórios e também à produção 

de saliva, que tendem a impedir a localização precisa de uma formulação durante um período 

prolongado. Assim, a transição de fases para mesofases líquido-cristalinas mais viscosas pode 

aumentar a mucoadesão da formulação (MALMSTEN et al., 2002). 

 

5.2 Efeito dos componentes da saliva artificial na estrutura do SPCL selecionados 

 



62 

 

5.2.1 Microscopia de luz polarizada 

 

Na Figura 12 estão dispostas as fotomicrografias obtidas por MLP das formulações 

FA, FQ, FP e FPQ acrescidas ou não de saliva. 
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Figura 12. Fotomicrografias das formulações FA, FA30, FA100, FQ, FQ30, FQ100, FP, 

FP30, FP100 e FPQ, FPQ30 e FPQ100. Aumento 40 x. 

 

 Verificou-se que amostras FA, FQ, FP e FPQ são isotrópicas, ou seja, sob o plano de 
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vez que são fluidas e a viscosidade aparente da mesofase líquido-cristalina cúbica é 

extremamente elevada (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001). 

Ao se adicionar 30% de saliva nas formulações FA, FQ, FP e FPQ, respectivamente 

formando as formulações FA30, FQ30, FP30, FPQ30, ocorreu a formação de estruturas em 

forma de cruz de malta características de mesofase líquido cristalina lamelar, sugerindo a 

formação de uma estrutura mais organizada. 

Ao se adicionar 100% de saliva nas formulações FA, FQ, FP e FPQ, formando 

respectivamente as formulações FA100, FQ100, FP100 e FPQ100, ocorreu a formação de 

estruturas estriadas características de mesofase líquido cristalina hexagonal, sugerindo o 

aumento da organização estrutural do sistema. 

Carvalho et al. (2013) desenvolveram um sistema precursor de cristal líquido (SPCL) 

de baixa viscosidade para administração nasal de zidovudina composto por Procetyl, ácido 

oleico e água (55, 30, 15% m/m). O SPCL ao entrar em contato com 100% de muco nasal 

artificial transformou-se em uma mesofase líquido cristalina lamelar que pode formar uma 

matriz mucoadesiva e assim promover uma melhor absorção nasal do AZT, tornando-se uma 

interessante alternativa para o tratamento da síndrome da imunodeficiência adquirida. 

Salmazi et al. (2015) desenvolveram um SPCL de baixa viscosidade consistindo de 

40% de Procetyl, 50% de ácido oleico e 10% de dispersão de quitosana a 0,5% com adição de 

16% de poloxamer para administração vaginal de curcumina para o tratamento de candidíase 

vaginal (CV), pois a adição de 100% de muco vaginal artificial no SPCL formou um sistema 

líquido cristalino lamelar de alta viscosidade com alta mucoadesão pela mucosa vaginal. 

Além disso, o SPCL mostrou ser dezesseis vezes mais potente contra a linhagem padrão de 

Candida albicans quando comparado com a curcumina livre.  

Dos Santos Ramos et al. (2016) desenvolveram um SPCL formado por 40% de ácido 

oleico, 40% de Procetyl e 20% de dispersão bipolimérica composta por 0,5% Polycarbophil
®
 

(PP) e 0,5% Carbopol C974P
®
 para a incorporação de extrato hidroetanólico de Syngonanthus 

nitens Bong (Rhul.) para avaliar sua ação no tratamento da candidíase vulvovaginal por meio 

de um estudo in vivo utilizando ratas Wistar. Os resultados foram promissores, pois 

mostraram que esse SPCL se transformou em uma mesofase líquido cristalina lamelar com a 

adição de 100% de muco vaginal artificial e foi eficaz em apenas dois dias após o início do 

tratamento, sendo mais eficaz do que o extrato em solução e a anfotericina B.  

Essa transição de mesofase é devido ao fenômeno de solvatação da cabeça polar do 

tensoativo Procetyl
®

 AWS pela adição de água, levando ao aumento da curvatura e do volume 

da região polar, gerando estruturas hexagonais por causa do maior empacotamento. Essas 
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estruturas mais empacotadas têm o movimento lateral e translacional mais restrito, resultando 

em uma maior viscosidade (MALMSTEN, 2002; MEZZENGA, 2012). 

Portanto, esses resultados parecem compatíveis com o objetivo proposto já que a 

formulação escolhida de cada diagrama conseguiu se comportar como sistema precursor de 

cristal líquido, pois ao se adicionar quantidades crescentes de saliva, ocorreu a formação de 

sistemas líquido-cristalinos.  

 

 

5.2.2 Espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS) 

Esta técnica detecta o espalhamento dos raios-X em ângulos de θ menor que 10°, que 

corresponde a distâncias interplanares com dimensões nanométricas, sendo eficaz na 

caracterização de sistemas formados por tensoativo pela possibilidade de se determinar o 

tamanho médio e a distância entre os objetos espalhadores, como gotículas, micelas ou 

estruturas cristalinas. Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos 

espalhadores mesmo que eles não estejam organizados de forma ordenada (CARVALHO, 

2012; MANAIA, 2012). 

Em sistemas do tipo micelas e microemulsões, as curvas de SAXS apresentam uma 

banda ou pico amplo, associado com a baixa correlação espacial tridimensional. Já sistemas 

cristalinos com orientação aleatória podem agregar formando domínios com estruturas uni, bi 

e tridimensionais (BEAUCAGE et al., 1995).  

A intensidade I(q) produzida exibe forma máxima (ou picos de Bragg) para valores 

específicos do vetor de espalhamento q. Se a curva de espalhamento contiver vários picos, a 

correlação da distância entre suas posições no eixo q revelam o tipo de estrutura cristalina e 

permite calcular parâmetros estruturais de rede. A distância (d) entre os vetores de 

espalhamento é realizada através da Equação 6: 

 

   (Equação 6) 

 

A estrutura hexagonal, lamelar e cúbica de cristais líquidos liotrópicos pode ser 

verificada de acordo com a posição dos picos de difração no eixo do vetor de espalhamento q. 

Para estruturas lamelares, a posição relativa dos picos (em relação ao primeiro pico mais 

intenso) geralmente obedece à relação 1÷2÷3..., enquanto que, para estruturas hexagonais a 
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relação esperada é 1÷3÷2÷7... (HOLMQVIST et al., 1997). Já para os cristais líquidos de fase 

cúbica correlacionam-se os valores 1,41÷1,73÷2,82÷3 (YARIV et al., 2010). 

Portanto, com o objetivo de confirmar os resultados obtidos pela microscopia de luz 

polarizada, as medidas de SAXS foram realizadas, podendo assim fornecer resultados mais 

precisos sobre a nanoestrutura das formulações. 

A partir dos gráficos da Figura 13 e dos valores obtidos na Tabela 3 foi possível 

identificar quais foram as mesofases das estruturas líquido-cristalinas presentes. 
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Figura 13. Avaliação estrutural das formulações por SAXS: a) FA, FA30 e FA100; b) FQ, 

FQ30 e FQ100; c) FP, FP30 e FP100; d) FPQ, FPQ30 e FPQ100. As setas indicam os picos 

de Bragg. 

 

 

 

 

 

 

A 

C 

B 

DD 



68 

 

 

 

Tabela 3. Valores de qmax(Å) e razão entre as distâncias interplanares para as formulações. 

Formulação qmax1 qmax2 qmax3 d1/d2 d1/d3 Estrutura d (nm) 

FA 1,06 - - - - Microemulsão 5,90 

FA30 0,76 1,52 2,28 2 3 Lamelar 8,26 

FA100 0,58 1,15 1,46 2 2,51 Hexagonal 10,82 

FQ 1,16 - - - - Microemulsão 5,41 

FQ30 0,79 1,58 2,33 2 3 Lamelar 7,94 

FQ100 0,66 1,27 1,90 2 3 Lamelar 9,51 

FP 1,05 - - - - Microemulsão 5,95 

FP30 1,06 - - - - Microemulsão 5,92 

FP100 0,66 1,32 1,95 2 3 Lamelar 9,51 

FPQ 1,12 - - - - Microemulsão 5,60 

FPQ30 0,93 1,10 1,83 1 2 Lamelar 6,75 

FPQ100 0,61 1,21 1,83 2 3 Lamelar 10,29 

 

 

Nota-se um pico alargado nas curvas de SAXS das formulações FA, FQ, FP, FP30, 

FPQ, o que evidencia sistemas micelares ou microemulsionados. 

Já a formulação FA100 apresentou a razão 2:2, 51 evidenciando fase hexagonal, que 

foi apoiado pelas estruturadas estriadas mostradas na fotomicrografia de luz polarizada. 

As formulações FA30, FPQ 30 e FQ 30 demonstraram uma correlação entre as 

distâncias dos objetos espalhadores d1/d2 = 2 e d1/d3 = 3, mostrando uma periodicidade 

equivalente a um arranjo líquido cristalino de fase lamelar, confirmada pela presença de 

“cruzes de malta” na MLP. 

As formulações FQ100, FP100, FPQ100 também mostraram uma correlação 2:3 que é 

característico de mesofase lamelar. Essas amostras provavelmente podem estar numa região 

de transição de fase uma vez que foram evidenciadas estruturas estriadas quando observadas 

pelo MLP, o que confirma ideia de que os sistemas microemulsionados e sistemas com 

arranjos líquido-cristalinos são sistemas complexos e necessitam de mais de uma técnica para 

caracterizar suas estruturas (EFRAT et al., 2007; OYAFUSO et al., 2015). 
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Para sistemas micelares, d é a separação entre fileiras de micelas de haste adjacentes. 

Para as fases lamelares, d é o espaçamento entre duas camadas adjacentes. Para as fases 

hexagonais, d é a distância entre fileiras adjacentes de cilindros na estrutura hexagonal. Os 

valores da distância entre planos (d) indicados na Tabela 3 estão compreendidos entre 5 nm e 

10 nm mostrando que as estruturas das formulações obtidas estão em escala nanométrica 

(CHO et al., 2004).  

 

 

5.2.3  Análises reológicas 

 

5.2.3.1  Análise reológica contínua 

 

A análise reológica contínua estuda o comportamento de fluxo do material quando 

submetido a uma tensão, estabelecendo, assim, uma relação entre a microestrutura e o 

comportamento macroscópico do material (SAVIC et al., 2011). 

Desse modo, a análise reológica contínua é um método muito utilizado na 

caracterização de sistemas de liberação, pois avalia a facilidade com que o material escoa de 

um frasco, o bombeamento de um produto do equipamento em um processo industrial, o 

espalhamento de um creme ou loção sobre a pele e a passagem do produto pelo orifício de 

uma agulha (PESTANA et al., 2009). 

Este comportamento de fluxo do material é dado através da análise de um gráfico, 

chamado curva de fluxo, que correlaciona a tensão de cisalhamento com a taxa de 

cisalhamento. Essas curvas de fluxo são formadas por duas curvas, uma curva ascendente que 

indica o comportamento de fluxo do material quando se aumenta a taxa de cisalhamento sobre 

ele, e uma curva descendente que indica o comportamento de fluxo desse material quando se 

diminui a taxa de cisalhamento (ISAAC, 2008). 

A partir da curva ascendente, pode-se classificar o comportamento de fluxo em dois 

tipos: Newtoniano ou não Newtoniano. O fluxo não Newtoniano pode ser ainda classificado 

em pseudoplástico, dilatante ou plástico. Já a partir da curva descendente, pode-se classificar 

o material em tixotrópico ou reopético (SCHRAMM, 2006). 

Assim, o fluxo classificado como Newtoniano é aquele em que a curva de fluxo é 

formada por uma reta que passa pela origem, onde seus valores de tensão e taxa de 

cisalhamento são constantes. Isso significa que a viscosidade não é afetada por mudanças na 
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taxa de cisalhamento, portanto a viscosidade desse tipo de fluxo é constante (SCHRAMM, 

2006). 

O fluxo pseudoplástico ocorre em materiais que sofrem diminuição na viscosidade 

quando a taxa de cisalhamento passa de níveis baixos para níveis mais altos. O aumento da 

taxa de cisalhamento orienta partículas rígidas na direção do fluxo, gerando shear thinning, ou 

seja, afinamento por cisalhamento (SAVIC et al., 2011). 

Já o fluxo plástico apresenta as mesmas características do fluxo pseudoplástico, 

porém, com uma tensão limite de escoamento, conhecida também por yield stress, sendo 

necessário superá-la para que o material comece a fluir. Portanto, esses materiais necessitam 

de uma força externa maior que supere sua força de reticulação interna para fluir. Por fim, o 

fluxo dilatante é aquele que aumenta sua viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento 

(MAZZARINO et al. 2007). 

Os materiais podem ser classificados ainda como tixotrópico ou reopético quando 

esses apresentarem a capacidade de se reestruturar, ou seja, recuperar sua estrutura inicial 

quando a taxa de cisalhamento for diminuída (ISAAC et al., 2008). 

Materiais com comportamento de fluxo tixotrópico são caracterizados pela diminuição 

da viscosidade durante o aumento da taxa de cisalhamento, e quando essa taxa é diminuída, a 

viscosidade volta a aumentar. Graficamente, a curva descendente pode se sobrepor à curva 

ascendente, mostrando que o material se recupera rapidamente, classificado como tixotrópico 

tempo independente, ou a curva descente pode voltar por baixo da curva ascendente, no 

sentindo horário, formando uma área de histerese, que indica que a viscosidade do material 

aumenta mais lentamente do que diminui, inicialmente, com o shear thinning, sendo 

classificado como tixotrópico tempo dependente (FRESNO et al., 2002). 

Por outro lado, materiais com comportamento de fluxo reopético são caracterizados 

pelo aumento da viscosidade durante o cisalhamento, e quando esse cisalhamento for 

diminuído, o material recuperará sua forma original, ou seja, de baixa viscosidade. Na curva 

de fluxo de um sistema com reopexia a curva descendente volta acima da curva ascendente, 

no sentido anti-horário da curva (SCHRAMM, 2006). 

A relação entre a tensão de cisalhamento e a taxa de cisalhamento de todas as 

formulações está ilustrada na Figura 14.  
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Figura 14. Reogramas das formulações. Símbolos cheios curva ascendente e símbolos vazios 

curva descendente. 

 

Os dados de valores do índice de consistência (K) e comportamento de fluxo (n), 

obtidos pela Equação 1, estão mostrados na Tabela 4. 
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Tabela 4. Valores do índice de consistência (K) e do comportamento de fluxo (n) das 

formulações estudadas. 

Formulação K n 

FA 0.052 ± 0.010 1.005 ± 0.010 

FA 30 1.881 ± 0.100 0.468 ± 0.024 

FA 100 48.194 ± 2.961 0.228 ± 0.064 

FQ 0.130 ± 0.019 0.905 ± 0.023 

FQ 30 1.565 ± 0.452 0.390 ± 0.126 

FQ 100 36.739 ± 2.630 0.241± 0.027 

FP 0.063 ± 0.018 1.013 ± 0.028 

FP 30 0.248 ± 0.042 0.862 ± 0.051 

FP100 36.244± 1.759 0.371 ± 0.095 

FPQ 0.128 ± 0.016 0.909 ± 0.022 

FPQ 30 1.418± 0.160 0.412± 0.092 

FPQ 100 60.424 ± 3.418 0.276 ± 0.064 

 

 

Foi considerado o planejamento estatístico de análise por médias e intervalos de 

confiança. De acordo com a Figura 15, somente os índices de comportamento de fluxo (n) 

médio das formulações FA e FP, na ausência de saliva, e seus IC95% passaram pelo valor 

padrão 1. As demais formulações mostraram valores de n inferior a 1.  

 

 

Figura 15. Valores médios de índice de fluxo de acordo com a formulação utilizada e 

respectivos IC95%. 

 

Portanto, foi constatado que apenas as formulações FA e FP apresentaram 

comportamento Newtoniano e que as demais formulações apresentaram comportamento não 

Newtoniano pseudoplástico. Além disso, ficou claramente demonstrado que a adição de saliva 

diminuiu os valores do índice de comportamento de fluxo gradativamente, aumentando a 

pseudoplasticidade das formulações enquanto que a diferença dos polímeros não interferiu 

nesse comportamento.  
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O comportamento pseudoplástico é uma propriedade desejável para as formulações 

mucoadesivas destinadas para a administração de fármacos por via bucal, pois formulações 

com esse comportamento fluem na presença de uma força externa devido ao alinhamento de 

suas moléculas em direção ao fluído, liberando o solvente que tinha sido previamente 

aprisionado nos entrelaçamentos moleculares e assim diminuindo a sua resistência, o que 

favorece a espalhabilidade da formulação na mucosa bucal. No entanto, quando essa força 

cessa, a formulação recupera a sua estruturação inicial, ou seja, sua viscosidade alta, retendo-

se por mais tempo na mucosa bucal, o que pode aumentar a biodisponibilidade do fármaco e 

consequentemente seu efeito local (CID et al., 2011; GALES et al., 2013; GRACIANO et al. 

2015). 

 De acordo com a Tabela 6, nota-se que de uma forma geral, a adição de 30% e de 

100% de saliva resultou em aumento nos valores médios do índice de consistência, apesar do 

aumento parecer mais expressivo com a adição de 100%. A variabilidade observada nos 

grupos foi considerada adequada, com exceção dos grupos FA, FQ30 e FP, nos quais o 

coeficiente de variação ultrapassou os 20% desejados. 

 

Tabela 5. Principais estatísticas descritivas para a variável índice de consistência (K) segundo 

a formulação. Formulação: FA- água; FQ- quitosana; FP- polietilenoimina; FPQ- 

polietilenoimina/quitosana; 0, 30 e 100 – concentração de saliva. 

FA FA30 FA100 FQ FQ 30 FQ100 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30 FPQ100

Média 0,052 1,881 48,194 0,130 1,565 36,739 0,063 0,248 36,244 0,128 1,418 60,424

Desvio-padrão 0,011 0,106 3,121 0,020 0,477 2,773 0,018 0,042 1,759 0,016 0,161 3,419

Mediana 0,051 1,885 47,666 0,132 1,372 36,499 0,063 0,240 36,626 0,133 1,399 59,755

Mínimo 0,036 1,701 43,891 0,102 1,021 32,095 0,035 0,182 32,259 0,101 1,206 56,421

Máximo 0,073 2,053 54,193 0,158 2,473 41,389 0,105 0,316 38,171 0,144 1,719 66,980

Estatística
Formulação/Saliva

 

 

Por se tratar de um delineamento com duas variáveis independentes, a análise 

inferencial pretendida seria a análise de variância a dois fatores independentes. O pressuposto 

de normalidade dos dados foi atendido em todos os grupos (p≥0,051) de acordo com o teste 

de Shapiro-Wilk e os dados apresentaram heterocedasticidade de acordo com o teste de 

Levene (p<0,001). Dessa forma, a abordagem não paramétrica poderia ser indicada. No 

entanto, por se tratar de um experimento com grupos balanceados e de um delineamento em 

blocos que acarreta em um tamanho amostral suficientemente grande, optou-se por utilizar a 

análise paramétrica dos dados, tendo em vista que esse tipo de análise é robusto à violação 
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dos pressupostos no cenário apresentado (MAROCO, 2010). Assim, os dados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) a dois critérios (formulação e saliva) seguida do 

pós-teste de Games Howell. O nível de significância adotado foi de 0,05. 

Assim, de acordo com a ANOVA mostrada na Tabela 6, ambos os fatores formulação 

e saliva possuem efeito altamente significativo no índice de consistência, bem como a 

interação entre eles. Pode-se notar que o efeito da saliva, da formulação e a interação entre 

eles foi alto (ɳ
2

p), sugerindo que na prática, todos possuem alto impacto na alteração do índice 

de consistência. 

 

Tabela 6. Sumário da Análise de Variância a dois fatores. 

Fonte de Variação SQ gl QM F p ɳ2
p π

Formulação 53345,256 2,000 26672,628 9854,438 <0,001 0,995 1,000

Saliva 1387,195 3,000 462,398 170,837 <0,001 0,826 1,000

Interação 2552,138 6,000 425,356 157,152 <0,001 0,897 1,000

Resíduo 292,319 108,000 2,707

TOTAL 86744,551 120,000  

 

Uma vez que houve significância na interação dos fatores, as comparações múltiplas 

foram realizadas nos cruzamentos dos grupos e o resultado está na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Valores médios e desvios-padrão obtidos para todos os grupos formados a partir do 

cruzamento das variáveis formulação e saliva. Letras maiúsculas iguais em uma mesma 

coluna e letras minúsculas iguais em uma mesma linha correspondem à medias com diferença 

não significativa (p≥0,051) de acordo com o teste de Games-Howell. 

0 0,052 ± 0,011 Aa 0,130 ± 0,020 Ab 0,063 ± 0,018 Aa 0,128 ± 0,016 Ac 0,093 ± 0,040

30 1,881 ± 0,106 Ba 1,565 ± 0,477 Bab 0,248 ± 0,042 Bc 1,418 ± 0,161 Bb 1,278 ± 0,673

100 48,194 ± 3,121 Ca 36,739 ± 2,773 Cb 36,244 ± 1,759 Cb 60,424 ± 3,419 Cc 45,400 ± 10,395

TOTAL 16,709 ± 22,724 12,811 ± 17,290 12,185 ± 17,331 20,657 ± 28,669 15,590 ± 21,996

Saliva

Formulação

TOTALFA FQ FP FPQ

 

 

Os valores de K foram dependentes tanto da presença de saliva quanto da fase aquosa 

utilizada. Dessa forma, o aumento gradativo da concentração de saliva aumentou 

gradativamente a consistência de todas as formulações de forma significativa.  

Isso se deve ao fato de que a água presente na saliva provocou a solvatação do 

tensoativo, aumentando seu fator do empacotamento, levando à formação de estruturas mais 
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organizadas e, consequentemente aumentando a consistência da formulação (MALMSTEN, 

2002; MEZZENGA, 2012). 

Já a presença concomitantemente dos polímeros quitosana e polietilenoimina (FPQ) na 

fase aquosa resultou nos maiores valores de K, sendo que a formulação FPQ com 100% de 

saliva (FPQ100) aumentou significativamente em 1,64 vezes o índice de consistência em 

relação à formulação FQ100.  

O aumento do índice de consistência com a incorporação de polímeros já foi relatado 

em outros estudos reológicos contínuos de formulações para uso bucal. Isso pode ser 

explicado considerando as numerosas ligações intermoleculares que ocorrem entre as cadeias 

poliméricas responsáveis pela viscosidade e espessamento da formulação (PERIOLI, 2007; 

CID et al., 2012, CALIXTO et al., 2016). 

Assim, esse aumento do índice de consistência mostrada pela formulação FPQ100 

pode ser devido a uma interação iônica maior entre as cargas positivas dos polímeros e a 

carga negativa da saliva formando um gel de quitosana e polietilenoimina mais reticulado, e 

assim aumentando a consistência das formulações estudadas. 

 

5.2.3.2 Análise reológica oscilatória 

Na análise reológica oscilatória, a tensão de cisalhamento varia como uma onda 

senoidal, e a relação entre ela e a deformação resultante oferece informações sobre a 

viscoelasticidade da amostra. Desse modo, a análise reológica oscilatória estuda as 

propriedades viscoelásticas das formulações, ou seja, se a formulação tende ser mais viscosa 

ou mais elástica, o que fornece informações sobre a natureza estrutural do sistema, implicando 

diretamente na estabilidade da formulação. 

Essa informação é obtida pela análise dos módulos elástico (G’) e viscoso (G’’) 

obtidos nesse ensaio. O módulo elástico, G’, é denominado módulo de armazenagem, 

representando tanto a energia armazenada durante a deformação quando a tensão aumenta, 

quanto a energia liberada quando a tensão é relaxada. Já o módulo viscoso G’’ é o elemento 

viscoso que não pode armazenar energia, pois a tensão aplicada se dissipa na forma de 

deformação irreversível (PÈNZES et al. 2004). 

Desse modo, a magnitude destes módulos é uma indicação qualitativa da estrutura do 

sistema, por exemplo, se G’ >> G’’, pode-se sugerir que o sistema está interligado 

quimicamente, ou se G’ > G’’ o sistema está estruturado por ligações secundárias, e se G’ ≤ 

G’’, diz-se que as moléculas do sistema estão ligadas apenas por interações físicas 

(CEULEMANS et al. 2002). 
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Portanto, a fim de se estudar a evolução temporal dos módulos de armazenagem (G’) e 

perda (G’’) em função da frequência aplicada, foi realizada a análise oscilatória das 

formulações, conforme ilustrado na Figura 16.  
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Figura 16. Variação do módulo de armazenagem G’ (símbolo cheios) e de perda G’’ 

(símbolos vazios) em função da frequência para todas as formulações. 

 

De acordo com a Tabela 8, pode-se notar que, de uma forma geral, a adição de 30% e 

100% de saliva em todas as formulações resultou em aumento nos valores médios do módulo 

de armazenamento G’, sendo que um aumento muito expressivo foi observado com a 

concentração de 100% de saliva em todas as formulações. A variabilidade observada nos 

grupos foi considerada adequada, com exceção dos grupos FQ30 e FPQ30, nos quais o 

coeficiente de variação ultrapassou os 20% desejados. 
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Tabela 8. Principais estatísticas descritivas para o módulo de armazenamento G’ segundo a 

formulação. 

FA FA30 FA100 FQ FQ 30 FQ100 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30 FPQ100

Média 0,280 1,095 564,963 0,492 2,581 549,844 0,294 0,675 647,953 0,376 0,847 700,056

Desvio-padrão 0,017 0,143 18,289 0,032 0,905 13,640 0,012 0,129 7,124 0,067 0,213 9,927

Mediana 0,277 1,081 564,748 0,500 2,966 545,671 0,295 0,633 645,631 0,401 0,828 697,886

Mínimo 0,248 0,923 542,581 0,450 1,138 526,991 0,273 0,547 640,433 0,279 0,600 686,267

Máximo 0,303 1,299 591,700 0,556 3,570 573,367 0,311 0,908 660,720 0,467 1,304 714,533

Estatística
Formulação/Saliva

 

 

Por se tratar de um delineamento com duas variáveis independentes, a análise 

inferencial pretendida seria a análise de variância a dois fatores independentes. O pressuposto 

de normalidade dos dados foi atendido em todos os grupos (p≥0,075) de acordo com o teste 

de Shapiro-Wilk e os dados apresentaram heterocedasticidade de acordo com o teste de 

Levene (p<0,001). Dessa forma, a abordagem não paramétrica poderia ser indicada. No 

entanto, por se tratar de um experimento com grupos balanceados e de um delineamento em 

blocos que acarreta em um tamanho amostral suficientemente grande, optou-se por utilizar a 

análise paramétrica dos dados, tendo em vista que esse tipo de análise é robusta à violação dos 

pressupostos no cenário apresentado (MAROCO J., 2010). 

Assim, os dados foram submetidos à análise de variância a dois critérios (formulação e 

saliva) seguida do pós-teste de Games Howell. O nível de significância adotado foi de 0,05.  

De acordo com a ANOVA descrita na Tabela 9, ambos os fatores formulação e saliva 

possuem efeito altamente significativo no módulo de armazenamento G’, assim como a 

interação entre eles. Pode-se notar que o efeito da saliva, da formulação e a interação entre 

eles foi alto (ɳ
2

p), sugerindo que na prática, todos possuem alto impacto prático na alteração 

do módulo G, embora o efeito da saliva tenha se mostrado o maior entre eles. 
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Tabela 9. Sumário da Análise de Variância a dois fatores. 

Fonte de Variação SQ gl QM F p ɳ2
p π

Formulação 49315,192 3,000 16438,397 294,103 <0,001 0,891 1,000

Saliva 10081884,833 2,000 5040942,417 90188,707 <0,001 0,999 1,000

Interação 101381,944 6,000 16896,991 302,308 <0,001 0,944 1,000

Resíduo 6036,474 108,000 55,893

TOTAL 15320457,613 120,000  

 

Uma vez que houve significância na interação dos fatores, as comparações múltiplas 

foram realizadas nos cruzamentos dos grupos e o resultado está na Tabela 11.  

 

Tabela 10. Valores médios e desvios-padrão obtidos para todos os grupos formados a partir 

do cruzamento das variáveis formulação e saliva. Letras maiúsculas iguais em uma mesma 

coluna e letras minúsculas iguais em uma mesma linha correspondem à medias com diferença 

não significativa (p≥0,079) de acordo com o teste de Games-Howell.  

0 0,280 ± 0,017 Aa 0,492 ± 0,032 Ab 0,294 ± 0,012 Aac 0,376 ± 0,067 Ac 0,360 ± 0,093

30 1,095 ± 0,143 Ba 2,581 ± 0,905 Bb 0,675 ± 0,129 Bc 0,847 ± 0,213 Bac 1,299 ± 0,890

100 564,963 ± 18,289 Ca 549,844 ± 13,640 Ca 647,953 ± 7,124 Cb 700,056 ± 9,927 Cc 615,704 ± 63,388

TOTAL 188,779 ± 270,741 184,306 ± 263,005 216,307 ± 310,463 233,759 ± 335,404 205,788 ± 293,324

Saliva

Formulação

TOTALFA FQ FP FPQ

 

 

Para todas as formulações, o aumento na concentração de saliva promoveu um 

aumento nos valores médios de G’ considerado significativo estatisticamente (p≤0,001). Na 

ausência de saliva ou com saliva a 30%, a formulação FPQ mostrou valores de G’ 

significativamente maiores que as demais formulações. Na presença de saliva a 100%, a 

formulação FPQ mostrou os maiores valores do módulo G’, seguida da FP. 

De acordo com a Tabela 11, pode-se notar que de uma forma geral, a adição de 30% e 

100% de saliva resultou em aumento nos valores médios do módulo de perda G’’, sendo que 

um aumento muito expressivo foi observado com a concentração de 100% em todas as 

formulações. A variabilidade observada nos grupos foi considerada adequada, com exceção 

dos grupos FQ30 e FP30, nos quais o coeficiente de variação ultrapassou os 20% desejados. 
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Tabela 11. Principais estatísticas descritivas para o módulo de perda G’’ segundo a 

formulação. Formulação: FA- água; FQ- quitosana; FP- polietilenoimina; FPQ- 

polietilenoimina/quitosana; 0, 30 e 100 – concentração de saliva. 

FA FA30 FA100 FQ FQ 30 FQ100 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30 FPQ100

Média 0,957 1,801 46,753 1,507 5,836 61,787 0,878 1,744 70,705 1,374 2,225 69,328

Desvio-padrão 0,144 0,225 3,830 0,202 2,195 6,327 0,037 0,368 5,171 0,197 0,406 4,880

Mediana 0,908 1,755 47,480 1,495 6,527 64,764 0,877 1,650 70,817 1,432 2,127 68,137

Mínimo 0,810 1,579 40,236 1,150 2,777 52,549 0,826 1,310 64,572 0,928 1,773 60,563

Máximo 1,250 2,211 53,808 1,770 9,916 68,591 0,955 2,702 77,208 1,640 3,149 77,137

Estatística
Formulação/Saliva

 

 

Por se tratar de um delineamento com duas variáveis independentes, a análise 

inferencial pretendida seria a análise de variância a dois fatores independentes. O pressuposto 

de normalidade dos dados foi atendido em todos os grupos (p≥0,058) de acordo com o teste 

de Shapiro-Wilk, com exceção do grupo FP 30 (p=0,02) e os dados apresentaram 

heterocedasticidade de acordo com o teste de Levene (p<0,001). Dessa forma, a abordagem 

não-paramétrica poderia ser indicada. No entanto, por se tratar de um experimento com 

grupos balanceados e de um delineamento em blocos que acarreta em um tamanho amostral 

suficientemente grande, optou-se por utilizar a análise paramétrica dos dados, tendo em vista 

que esse tipo de análise é robusta à violação dos pressupostos no cenário apresentado 

(MAROCO, 2010). Assim, os dados foram submetidos à análise de variância a dois critérios 

(formulação e saliva), seguida do pós-teste de Games Howell. O nível de significância 

adotado foi de 0,05.  

De acordo com a ANOVA mostrada na Tabela 13, ambos os fatores formulação e 

saliva possuem efeito altamente significativo no módulo de perda G’’, assim como a interação 

entre eles.  
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Tabela 12. Sumário da Análise de Variância a dois fatores. 

Fonte de Variação SQ gl QM F p ɳ2
p π

Formulação 1277,177 3,000 425,726 46,224 <0,001 0,562 1,000

Saliva 96389,565 2,000 48194,782 5232,843 <0,001 0,990 1,000

Interação 2460,815 6,000 410,136 44,531 <0,001 0,712 1,000

Resíduo 994,686 108,000 9,210

TOTAL 159596,446 120,000  

Pode-se notar que o efeito da saliva foi o mais alto (ɳ
2

p), sugerindo que na prática, este 

possui alto impacto prático na alteração do módulo G’’.  

Uma vez que houve significância na interação dos fatores, as comparações múltiplas 

foram realizadas nos cruzamentos dos grupos e o resultado está na Tabela 13.  

 

Tabela 13. Valores médios e desvios-padrão obtidos para todos os grupos formados a partir 

do cruzamento das variáveis formulação e saliva. Letras maiúsculas iguais em uma mesma 

coluna e letras minúsculas iguais em uma mesma linha correspondem à medias com diferença 

não significativa (p≥0,086) de acordo com o teste de Games-Howell. 

0 0,957 ± 0,144 Aa 1,507 ± 0,202 Ab 0,878 ± 0,037 Aa 1,374 ± 0,197 Ab 1,179 ± 0,311

30 1,801 ± 0,225 Ba 5,836 ± 2,195 Bb 1,744 ± 0,368 Ba 2,225 ± 0,406 Ba 2,901 ± 2,043

100 46,753 ± 3,830 Ca 61,787 ± 6,327 Cb 70,705 ± 5,171 Cb 69,328 ± 4,880 Cb 62,143 ± 10,820

TOTAL 16,504 ± 21,863 23,043 ± 28,170 24,442 ± 33,399 24,309 ± 32,494 22,075 ± 29,151

Saliva

Formulação

TOTALFA FQ FP FPQ

 

 

Para todas as formulações, o aumento na concentração de saliva promoveu aumento 

nos valores médios de G’’ considerado significativo estatisticamente (p≤0,001). Na ausência 

de saliva as formulações FA e FP mostraram os menores valores de G’’, enquanto que com a 

saliva a 30%, as formulações FA, FP e FPQ mostraram os menores valores. Na presença de 

saliva a 100%, as formulações FQ, FP e FPQ mostraram valores do módulo G’’ 

significativamente maiores em comparação a formulação FA, porém iguais entre si. 

Portanto, primeiramente, nota-se que todas as formulações sem saliva e todas as 

formulações com 30% de saliva são mais viscosas do que elásticas (G’’>G’). No entanto, a 

adição de 100% de saliva tornou todas as formulações mais elásticas do que viscosas 

(G’>G’’), com estruturas tipo gel altamente organizadas. 
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Esse comportamento também foi relatado em outros estudos reológicos oscilatórios 

realizados com sistemas precursores de cristais líquidos, os quais mostraram que após a 

adição de mucos artificiais, os SPCL viscosos se transformaram em sistemas líquidos 

cristalinos elásticos. As mesofases líquido cristalinas hexagonais e cúbicas costumam 

apresentar G’ maior que G”, o que reflete o seu alto grau de organização estrutural 

(CARVALHO et al. 2008; SALMAZI et al. 2015; FONSECA –SANTOS et al., 2015; DOS 

SANTOS RAMOS et al. 2016.).  

Além disso, nota-se que todas as formulações com a presença concomitantemente dos 

polímeros quitosana e polietilenoimina (FPQ, FPQ30 e FPQ100) apresentaram os maiores 

valores de G’ e G”, indicando novamente que a combinação desses polímeros como fase 

aquosa conseguiu formar um sistema com estruturas cristalinas mais fortes. Este 

comportamento pode ser diretamente relacionado ao aumento do emaranhamento dos 

polímeros, resultando em maior resistência dessas formulações à deformação (KARAVANA 

et al., 2009).  

Considerando a aplicação bucal proposta para essas formulações, tem sido relatado 

que a elasticidade é uma propriedade importante para garantir resistência à deformação e boa 

retenção das formulações dentro da mucosa bucal (NAFEE et al., 2003; PERIOLI et al., 

2008; AMASYA et al., 2012; PANOMSUK et al., 2016). Nesse sentido, o uso de 

formulações em estudo parece ser apropriado.  

 

5.2.4 Análise do Perfil de Textura 

A análise do perfil de textura das formulações revela as propriedades mecânicas das 

formulações, tais como, dureza, compressibilidade, aditividade e coesão (CALIXTO et al., 

2015; CINTRA et al., 2016).  

O estudo desses parâmetros se tornou uma ferramenta muito útil no desenvolvimento 

de sistemas farmacêuticos, pois consegue avaliar os efeitos das tensões encontrados em 

condições fisiológicas, além de avaliar as características estruturais das formulações (JONES, 

1997; SENYIGIT, 2010), o que influencia diretamente no desempenho clínico da formulação. 

Desse modo, essa técnica é capaz de avaliar a dureza, que é a resistência máxima à 

deformação compressional, e a compressibilidade, que é o trabalho necessário para comprimir 

a formulação. Portanto, dureza e compressibilidade mostram, respectivamente, a facilidade de 

aplicação e a facilidade de espalhamento da formulação sobre a superfície biológica a ser 

tratada (JONES et al., 1997; SENYIGIT et al. 2010, CARVALHO, 2012). 
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Além desses dois parâmetros, por meio desse teste, pode-se obter o valor da 

adesividade que se refere ao trabalho necessário para superar as ligações entre a formulação e 

a sonda do equipamento. Contudo, esse parâmetro pode envolver a quebra de ligações 

coesivas dentro da formulação. Desta forma, pode estar relacionado com a coesão da amostra. 

 Assim quanto maior a adesividade, maior será a coesão da formulação. Logo, esses 

parâmetros se relacionam com a adesão da formulação pelo substrato biológico e, por 

conseguinte, com o maior tempo de retenção da formulação no local de aplicação, sendo uma 

informação útil para aplicação pretendida (JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997). 

Desta forma, foi realizada a análise de perfil de textura nas formulações que 

impuseram resistência mecânica ao fluxo, sendo elas as formulações FA100, FP100, FPQ100, 

FQ100. Os resultados obtidos estão demonstrados na Tabela 14.  

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste One-way ANOVA com pós-

teste de Tukey com nível de significância de 0,01 %. 

 

Tabela 14. Propriedades mecânicas das formulações determinadas pela análise de perfil de 

textura. Cada valor representa a média ± desvio padrão, à temperatura de 25º C. 

Sistemas Dureza 

(mN) 

Compressibilidade 

(mN.s) 

Adesividade 

(mN.s) 

Coesão 

FA 100 14,70 ± 1,15 108,55 ± 5,57 82,1 ± 3,80 0,72 ± 0,0049 

FP 100 15,33 ± 0,19 111,00 ± 4,03 78,6 ± 4,24 0,71 ± 0,0028 

FQ 100 12,69 ± 2,90 99,07 ± 16,10 69,5 ± 2,12 0,70 ± 0,0082 

FPQ 100 14,26 ± 2,42 105,81 ± 16,24 67,2 ± 1,90 0,69 ± 0,0022 

Formulação 

comercial 

7,08 ± 1,80 49,60 ± 4,10 35,2 ± 2,65 0,79 ± 0,0020 

 

A partir dos dados obtidos, verificou-se que os valores de dureza, compressibilidade e 

adesividade das formulações desenvolvidas não apresentaram diferença significativa (p>0,05) 

entre si. Jones et al (1997) relataram que não foi observado um aumento nos parâmetros 

mecânicos quando se aumentou a concentração do polímero em géis de celulose devido à 

elevada força de ligação coesiva nestas amostras, que impede a formação de interações 

adesivas com a sonda. 

Entretanto, todas as formulações foram estaticamente diferentes da formulação 

comercial. As formulações apresentaram o dobro do valor de dureza e compressibilidade da 

formulação comercial, o que é interessante porque a compressibilidade é uma medida do 
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trabalho necessário para quebrar as ligações físicas dentro da formulação, portanto indica que 

as estruturas das formulações apresentam ligações rígidas entre si, o que pode aumentar a 

estabilidade física da formulação (MERINO-BOHÓRQUEZ et al., 2015).   

A adesividade que é a capacidade de remover a sonda da formulação também foi duas 

vezes maior para as formulações desenvolvidas; logo, elas apresentam maior poder adesivo, o 

que é extremamente valioso para o objetivo de aplicação da formulação por via bucal. Bruschi 

et al. (2007) desenvolveram formulações semissólidas para aplicação periodontal com 

adesividade e relataram que essa característica ajuda a proporcionar melhor retenção da 

formulação dentro da bolsa periodontal. 

 

 

5.2.5 Avaliação in vitro da força mucoadesiva  

A administração bucal de fármacos é um método não invasivo de administração de 

fármacos que ganhou muito interesse nos últimos anos, uma vez que a membrana bucal é uma 

mucosa multicamada e não queratinizada rica em vasos sanguíneos subjacentes e, portanto, 

apresenta boa permeabilidade aos fármacos através das vias transcelular e paracelular 

(SHOJAEI et al., 1998; SENEL et al., 2001; GAWAS et al., 2016). 

No entanto, o principal desafio relacionado com a administração bucal de fármacos é o 

tempo de permanência da formulação na mucosa bucal, pois a produção de saliva, a ingestão 

de alimentos, o movimento da boca e a deglutição podem impedir que as formulações fiquem 

aderidas à mucosa bucal, levando a uma redução ou ausência de eficácia terapêutica. Assim, 

um sistema bucal de administração de fármaco ideal deve apresentam mucoadesão pela 

mucosa bucal com estabilidade suficiente para efetuar o tratamento (VELMURUGAN et al., 

2013).   

Bio(muco)adesão pode ser definida como o estado em que dois materiais, pelo menos 

um de natureza biológica, são mantidos juntos por um período de tempo prolongado, através 

de forças interfaciais (REPKA et al., 2000). 

A principal vantagem da utilização de sistemas bio(muco)adesivos como veículos de 

fármacos é prolongar o tempo de permanência do fármaco no local de aplicação, o que 

permite um contato intensificado da formulação com a barreira biológica, diminuindo a 

frequência da aplicação do produto e, desse modo, aumentando a aderência do paciente à 

terapia (SMART et al., 2003). 

A força de mucoadesão de todas as formulações está ilustrada na Figura 17.  
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Figura 17. Força de mucoadesão (mN) das formulações. 

 

De acordo com a Tabela 15, pode-se notar que de uma forma geral, a adição de 100% 

de saliva nas formulações resultou em aumento nos valores médios de mucoadesão. A 

variabilidade observada nos grupos foi considerada adequada, com exceção dos grupos FA, 

FQ100 e FP30, nos quais o coeficiente de variação ultrapassou os 20% desejados.  

 

Tabela 15. Principais estatísticas descritivas para a variável mucoadesão segundo a 

formulação. Formulação: FA- água; FQ- quitosana; FP- polietilenoimina; FPQ- 

polietilenoimina/quitosana; 0, 30 e 100 – concentração de saliva. 

FA FA30 FA100 FQ FQ 30 FQ100 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30 FPQ100

Média 0,003 0,004 0,027 0,003 0,005 0,030 0,002 0,005 0,036 0,003 0,004 0,034

Desvio-padrão 0,001 0,001 0,005 0,000 0,001 0,006 0,000 0,001 0,003 0,000 0,001 0,005

Mediana 0,003 0,004 0,026 0,003 0,006 0,029 0,002 0,004 0,036 0,003 0,004 0,035

Mínimo 0,002 0,003 0,020 0,002 0,004 0,022 0,002 0,004 0,033 0,002 0,003 0,026

Máximo 0,004 0,005 0,036 0,003 0,007 0,039 0,003 0,008 0,043 0,003 0,005 0,041

Formulação/Saliva
Estatística

 

 

Por se tratar de um delineamento com duas variáveis independentes, a análise 

inferencial pretendida seria a análise de variância a dois fatores independentes. O pressuposto 

de normalidade dos dados foi atendido em 9 grupos (p≥ 0,089) de acordo com o teste de 

Shapiro-Wilk e os dados apresentaram heterocedasticidade de acordo com o teste de Levene 

(p<0,001). Dessa forma, a abordagem não paramétrica poderia ser indicada. No entanto, por 
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se tratar de um experimento com grupos balanceados e de um delineamento em blocos que 

acarreta em um tamanho amostral suficientemente grande, optou-se por utilizar a análise 

paramétrica dos dados, tendo em vista que esse tipo de análise é robusta à violação dos 

pressupostos no cenário apresentado (MAROCO, 2010). Assim, os dados foram submetidos à 

análise de variância a dois critérios (formulação e saliva) seguida do pós-teste de Games 

Howell. O nível de significância adotado foi de 0,05.  

De acordo com a ANOVA mostrada na  

Tabela 16, ambos os fatores formulação e saliva possuem efeito altamente 

significativo na mucoadesão, assim como a interação entre eles.  

 

Tabela 16. Sumário da Análise de Variância a dois fatores. 

Fonte de Variação SQ gl QM F p ɳ2
p π

Formulação 0,000 3,000 0,000 7,821 <0,001 0,178 0,987

Saliva 0,021 2,000 0,011 1330,827 <0,001 0,961 1,000

Interação 0,000 6,000 0,000 8,385 <0,001 0,318 1,000

Resíduo 0,001 108,000 0,000

TOTAL 0,043 120,000  

 

No entanto, pode-se notar que o efeito da saliva é muito maior que o efeito da 

formulação (ɳ
2

p), sugerindo que na prática, a concentração de saliva possa ter maior impacto 

na alteração da mucoadesão do que a diferença de formulação. Uma vez que houve 

significância na interação dos fatores, as comparações múltiplas foram realizadas nos 

cruzamentos dos grupos e o resultado está na Tabela 17.  

 

Tabela 17. Valores médios e desvios-padrão obtidos para todos os grupos formados a partir 

do cruzamento das variáveis formulação e saliva. Letras maiúsculas iguais em uma mesma 

coluna e letras minúsculas iguais em uma mesma linha correspondem a medias com diferença 

não significativa (p≥0,051) de acordo com o teste de Games-Howell. 

0 0,003 ± 0,001
Aab

0,003 ± 0,000
Aa

0,002 ± 0,000
Ab

0,003 ± 0,000
Aab

0,003 ± 0,001

30 0,004 ± 0,001
Aab

0,005 ± 0,001
Ba

0,005 ± 0,001
Ba

0,004 ± 0,001
Ba

0,005 ± 0,001

100 0,027 ± 0,005
Ba

0,030 ± 0,006
Cab

0,036 ± 0,003
Cb

0,034 ± 0,005
Cab

0,032 ± 0,006

TOTAL 0,011 ± 0,011 0,013 ± 0,013 0,015 ± 0,016 0,014 ± 0,015 0,013 ± 0,014

Formulação

TOTALSaliva FA FQ FP FPQ
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A incorporação de 30% de saliva nas formulações aumentou significativamente o 

poder mucoadesivo das formulações compostas por polímeros na fase aquosa, enquanto que 

os diferentes polímeros utilizados não interferiram nesse comportamento.  

Já com 100% de saliva incorporada, todas as formulações aumentaram de forma muito 

significativa o valor de mucoadesão quando se compara com as formulações sem saliva e com 

30% de saliva, enquanto que os diferentes polímeros utilizados não interferiram nesse 

comportamento. 

As formulações FQ100, FP100 e FPQ100 obtiveram valores iguais de mucoadesão; no 

entanto, a formulação FP100 foi a única que apresentou diferença mucoadesiva em relação à 

formulação apenas com água na fase aquosa (FA100). 

Esperava-se que a formulação FPQ100 obtivesse o maior valor de mucoadesão, pois 

formulações com altos valores de índice de consistência e de módulo de armazenamento (G’) 

tendem a apresentar altos valores altos de mucoadesão. No entanto, alguns estudos mostram 

que as formulações com alto grau de rigidez interna podem prejudicar a interação entre a 

formulação e as proteínas da membrana biológica, uma vez que a interpenetração entre os 

polímeros e as proteínas da mucosa é um dos fatores chaves da mucoadesão (CARVALHO et 

al., 2012; SALMAZI et al., 2015).  

 Entretanto, a FPQ mostrou-se aproximadamente duas vezes mais mucoadesiva do que 

a formulação comercial para administração de fármacos por via bucal. Dessa forma, a análise 

estatística do conjunto dos resultados obtidos através de todos os testes de caracterização 

físico químico mostra que na prática a formulação que apresenta as melhores características 

para agir como um sistema precursor de cristal líquido para administração bucal de fármaco é 

a formulação FPQ.  

Assim, FPQ foi selecionada para a incorporação do fármaco peptídico CTT1 e do 

fotossensibilizador azul de metileno para realização dos testes foto e citotóxicos in vitro e in 

vivo. 

 

5.2.6 Validação da metodologia analítica para quantificação do CTT1 por 

espectrofotometria UV-Vis. 

 

A curva analítica do peptídeo CTT1 provou ser linear ao longo do intervalo proposto 

(20,0-200,0 μg.mL-1), como mostrado pelos coeficientes de regressão linear (R2) de 0,9943, 

demonstrando um ajuste aceitável de dados para a linha de regressão (y = 0,0037x + 0,0188), 

conforme mostrado na Figura 18.  
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Figura 18. Curva analítica do peptídeo CTT1 no intervalo de concentração entre 20 µg/mL a 

200 µg/mL. 

 

A Tabela 18 mostra os resultados de linearidade, obtidos a partir da injeção das seis 

diluições de CTT1.  

 

Tabela 18. Resultados da linearidade do CTT1. 

Concentração de 

CTT1 (ug/mL) 

Absorbância dos picos 

Média DP DPR (%) Curva 1 Curva 2 Curva 3 

20.0 0.0839 0.0967 0.0854 0.0887 0.00699 7.891782 

60 0.2440 0.2499 0.2506 0.2482 0.00362 1.460862 

80 0.2894 0.3131 0.3119 0.3048 0.01335 4.380013 

120 0.4488 0.4599 0.4755 0.4614 0.01340 2.907034 

160 0.6608 0.5936 0.6286 0.6277 0.03361 5.354709 

200 0.7444 0.7388 0.7496 0.7443 0.00540 0.725712 

 

A sensibilidade do método para o AM foi expressa pela inclinação da curva analítica, 

e pelos valores LQ e LD de 56,5 ug/mL e 18,6 ug/mL, respectivamente. 

A precisão intracorrida e intermediária do método foram avaliadas em três 

concentrações: 80, 120, 160 µg/mL submetidas a ensaios de repetibilidade e precisão 

intermediária.  

A Tabela 19 mostra os resultados obtidos.  
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Tabela 19. Precisão intra-corrida e precisão intermediária do método avaliado em 

concentrações diferentes de CTT1. 

Concentração 

teórica 

(ug/mL) 

Concentração experimental 

(ug/mL) 

DPR (%) Exatidão (%) Valor p 

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 

80 77,30 ± 1,47 79,22 ± 3,03 4,38 2,42 96,62 99,03 0,2333 

120 119,62 ± 1,45 121,18 ± 3,65 2,90 1,13 99,68 100,99 0,3549 

160 160,56 ± 4,00 3,76 ± 2,75 5,35 1,40 102,84 100,34 0,4951 

 

Para repetibilidade, as leituras foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas 

condições experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. O DPR entre as amostras foi de 1,68%, mostrando assim que o 

método é preciso. 

Para a precisão intermediária, as leituras foram realizadas em dois dias diferentes 

utilizando o mesmo equipamento. Os ensaios foram realizados em triplicata. O DPR entre as 

amostras de mesma concentração e realizadas em dias diferentes foi de 2,93%, demonstrando 

assim que o método é preciso. Os valores de p obtido pelo teste t foram maiores que 0,05, 

mostrando que as médias de concentrações foram estatisticamente iguais no ensaio da corrida 

inter dias. O método também se mostrou exato, com uma recuperação média de 96,92 %.  

 

 

5.2.7 Validação da metodologia analítica para quantificação do azul de metileno por 

espectrofotometria UV-Vis 

 

A linearidade do método foi determinada pela curva analítica do azul de metileno onde 

se preparou uma solução padrão dissolvendo 5 mg de azul de metileno em 100 mL de água 

Milli-Q. A partir dessa solução mãe foram preparadas seis diluições (5 µg/mL, 4 µg/mL, 3 

µg/mL, 2 µg/mL, 1 µg/mL e 0,5 µg/mL), em triplicata, utilizando-se a água Milli-Q como 

diluente.  

A Tabela 20 demonstra os resultados obtidos a partir da injeção das seis diluições de AM.  
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Tabela 20. Resultados da linearidade do AM. 

Concentração de 

AM (ug/mL) 

Absorbância dos picos 

Média DP DPR (%) Curva 1 Curva 2 Curva 3 

0,5 0.1128 0.1018 0.106 0.1069 0.005551 5.194300583 

1 0.1966 0.1971 0.2078 0.2005 0.006327 3.155574356 

2 0.4212 0.4002 0.431 0.4175 0.015736 3.769339096 

3 0.5979 0.6009 0.5978 0.5989 0.001762 0.294160309 

4 0.8429 0.8518 0.8426 0.8458 0.005227 0.618039561 

5 1.0340 1.0200 1.0155 1.0232 0.009648 0.942951988 

 

A Figura 19 demonstra que na curva analítica obteve-se resultado linear, pois se 

encontrou um coeficiente de correlação (r²) de 0,9979. 

 

 

Figura 19. Curva analítica do AM em água com intervalo de concentração de 0,5 a 5,0 ug/mL 

obtida por espectrofotômetro com comprimento de onda de 660 nm. 

 

A sensibilidade do método para o AM foi expressa pela inclinação da curva analítica, 

e pelos valores LQ e LD de 0,86 µg/mL e 2,87 µg/mL, respectivamente. 

A precisão intra-corrida e intermediária do método foram avaliadas em três 

concentrações: 2, 3, 4 µg/mL submetidas a ensaios de repetibilidade e precisão intermediária 

e os resultados obtidos estão na Tabela 21.  
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Tabela 21. Precisão intra-corrida e precisão intermediária do método avaliado em 

concentrações diferentes de azul de metileno. 

Concentração 

teórica 

(ug/mL) 

Concentração experimental 

(ug/mL) 

DPR (%) Exatidão (%) Valor 

p 

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 

2 2,03 ± 0.09 1,86 ± 0.05 3,77 1,85 101,7 92,8 0,3333 

3 2,91 ± 0.03 2,81 ± 0.04 0,29 0,79 97,0 93,9 0,2549 

4 4,10 ± 0.04 3,76 ± 0.04 0,62 0,54 102,5 94,2 0,7951 

 

Para repetibilidade, as leituras foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas 

condições experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. O DPR entre as amostras de 1,68%, mostrando assim que o método é 

preciso. 

Para a precisão intermediária, as leituras foram realizadas em dois dias diferentes 

utilizando o mesmo equipamento. Os ensaios foram realizados em triplicata. O DPR entre as 

amostras de mesma concentração e realizadas em dias diferentes foi de 1,31%, demonstrando 

assim que o método é preciso. Os valores de p obtido pelo teste t foram maiores que 0,05 

mostrando que as médias de concentrações foram estatisticamente iguais no ensaio da corrida 

inter dias. O método também se mostrou exato, com uma recuperação média de 97,01%. 

 

 

5.2.8 Avaliação da cinética de liberação in vitro do peptídeo CTT1 e do azul de 

metileno (AM)  

Um sistema de liberação de fármacos pode ser definido como uma formulação que 

permite a introdução de uma substância terapêutica no organismo, melhorando sua eficácia e 

segurança pelo controle da velocidade, tempo e sítio de liberação do fármaco no organismo. 

Portanto, avaliar o perfil de liberação do fármaco da formulação pré desenvolvida é um fator 

crítico para selecionar uma formulação que melhore a biodisponibilidade do fármaco no 

organismo. Dessa forma, esse estudo pode prever o comportamento in vivo do sistema de 

liberação (STORPIRTIS et al., 1998; SANTOS, 2012).  

Um dos equipamentos muito utilizado na literatura científica para avaliar a liberação 

de fármacos é o equipamento Microette (Hanson Corporation) ilustrado na Figura 20 

constituído por célula de difusão de Franz. 
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Figura 20. Equipamento Microette (Hanson Corporation) constituído Célula de Difusão de 

Franz. Onde: 1- Béquer jaquetado onde se armazena o meio receptor em temperatura 

constante; 2- Banho de água com temperatura constante; 3- Equipamento Microette; 4- 

Aparato com 6 células de Franz; 5- Amostrador. (Foto tirada pela autora). 

 

A célula de difusão vertical de Franz, ilustrada na Figura 21, é um aparato de vidro 

que consiste de um compartimento receptor e de um compartimento doador mantido a 37 ºC 

através de um termostato que entra formando uma jaqueta de água na célula. O meio receptor 

armazena a solução receptora que fica sob agitação magnética constante, que diluirá o 

fármaco liberado pela formulação e o meio doador é onde se coloca a formulação estudada.  

 

 

Figura 21. Esquema ilustrativo da célula de Franz (Adaptado de SERAFIM, 2013). 

 

O esquema ilustrativo de funcionamento do equipamento está na Figura 22. Esse 

sistema é configurado para preencher cada célula de Franz com meio receptor oriundo do 

béquer jaquetado (1) aquecido pelo banho de água circulante (7) com temperatura constante 

de 37 ºC. O protocolo pré-estabelecido é ativado no Microette (2), onde uma alíquota de meio 

1 

3 

4 

5 

2 
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de receptor oriundo do béquer jaquetado é injetada por uma seringa para as células de Franz, 

forçando uma quantidade exatamente igual de amostra do compartimento receptor ser 

coletada nos vials. Antes de ocorrer isso, um ciclo de lavagem das linhas é realizado para o 

descarte (4). Esse procedimento de coleta é realizado para cada tempo pré-programado até o 

término do teste.  

 

 

Figura 22. Esquema ilustrativo do funcionamento do equipamento Microette. (Adaptado de  

https://files.hansonresearch.com/wp-content/uploads/2015/03/How-the-Automated-System-

Works_text.png). 

 

O perfil de liberação do peptídeo CTT1 e do AM está ilustrado na Figura 23. 
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Figura 23. Perfil de liberação do peptídeo CTT1 em solução (CTT1), do peptídeo CTT1 

incorporado na formulação FPQ (FPQ-CTT1), do peptídeo CTT1 incorporado na formulação 

FA (FA-CTT1), do AM em solução (AM), do AM incorporado na formulação na FPQ (FPQ-

AM) e do AM incorporado na formulação FA (FA-AM) em 24 horas. 

 

O AM em solução foi 50% liberado em apenas 2 horas e 80% liberado em 24 horas. 

Quando o AM foi incorporado nas formulações FA e FPQ, a liberação do AM foi menor, 

liberando 30% do AM em 24 horas. No entanto, como pode ser visto na Figura 23 que nas 

primeiras 8 horas uma porcentagem maior de AM foi liberada da formulação FA. 

Já para o peptídeo CTT1, um comportamento semelhante foi observado. O peptídeo 

em solução foi 65% liberado em 24 horas, entretanto apenas 7% do peptídeo foi liberado da 

formulação FA e 3% do peptídeo foi liberado da formulação FPQ em 24 horas. 

Esses resultados mostram que ambas as formulações se comportaram como um 

sistema de liberação controlada de fármacos, sendo que a formulação com a presença de 

polímero controlou mais a liberação do fármaco. Isso pode ser atribuído à formação de uma 

estrutura mais compacta e de elevada densidade de reticulação, reduzindo a capacidade de 

liberação do fármaco para o meio de dissolução, promovendo maior controle da liberação. 

Isso corrobora os dados reológicos que demonstraram que a formulação FPQ é altamente 
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elástica. CARDOSO (2014) também demonstrou que formulações mais elásticas controlam 

mais a liberação do fármaco.  

Também foi claramente observado na Figura 23 que a porcentagem de peptídeo 

liberada foi por volta de 20 vezes menor que a porcentagem liberada de azul de metileno. A 

solubilização de fármacos em mesofases líquido-cristalinas pode ser na região lipofílica ou 

hidrofílica do cristal líquido, dependendo da sua solubilidade.  

Assim, a taxa de liberação de um fármaco solubilizado numa mesofase cristalina 

líquida depende fortemente da localização das moléculas do fármaco na estrutura formada, 

isto é, se está localizado no domínio hidrofóbico, no domínio aquoso ou na camada de 

tensoativo. Dessa forma, por exemplo, a solubilização de fármacos lipofílicos em mesofases 

hexagonais ou cúbicas resulta em diminuição da liberação do fármaco. Por outro lado, para 

fármacos lipofílicos incorporados em mesofases lamelares ou hexagonais reversas ocorre o 

contrário, ou seja, a liberação é mais rápida, pois o núcleo da micela é formado pelos 

domínios polares da molécula de tensoativo (VROEGE et al., 1992; CHEN et al., 2014; 

CHAUDHARY et al., 2016). Assim, certamente as formulações desenvolvidas apresentam 

um núcleo lipofílico onde se encontra o peptídeo incorporado e o AM está diluído na parte 

exterior hidrofílica do sistema, resultando dessa forma numa liberação mais rápida e maior do 

AM e mais lenta e menor do peptídeo CTT1, porém ambas as liberações de maneira 

controlada. 

Fonseca-Santos (2015) relatou em seu estudo baixíssima liberação de curcumina em 

24 horas, um fármaco altamente lipofílico, incorporado em sistemas líquidos cristalinos, 

indicando que o fármaco não liberou da matriz liquida cristalina. Já Junqueira et al (2015) 

relataram uma liberação de 42% de AM incorporado em hidrogéis de poloxamer 407 (P407) e 

Carbopol 934P (C934P) em 24 horas, corroborando assim nossos achados. 

Além disso, esses resultados mostram que a incorporação de fármacos em mesofases 

líquidos cristalinos pode proteger os fármacos, os quais sem essa proteção teriam sua 

biodisponibilidade mais limitada, principalmente devido à atividade proteolítica do ambiente 

bucal causando sua degradação.  

Os fenômenos envolvidos na liberação de fármacos a partir de sistemas de liberação 

são muitos complexos, assim a o estudo matemático da cinética de liberação pode fornecer 

dados para o melhor entendimento dos perfis de liberação dos fármacos. Portanto, foi 

investigado qual modelo de liberação (Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Weibull ou Primeira 

ordem) se adequa mais às formulações. Os dados ajustados para os modelos cinéticos 

selecionados estão listados na Tabela 22. 
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Tabela 22. Os parâmetros ajustados dos modelos cinéticos utilizados na liberação dos 

fármacos CTT1 e AM. 

Modelos Matemáticos                             Formulações 

FA-CTT1 FPQ-CTT1 FA-AM FPQ-AM 

Korsmeyer-Peppas     

R² 0,9964 0,9718 0,9364 0,9850 

n 1,3599 1,0388 0,4116 0,5283 

Higuchi     

R² 0,8662 0,8912 0,9244 0,9842 

K 0,9994 0,4660 7,4657 6,9560 

1ª ordem     

R² 0,9814 0,9716 0,7146 0,9075 

K 0,0027 0,0012 0,0226 0,0213 

Weibull     

R² 0,9998 0,9907 0,9965 0,9964 

b 0,6780 0,6328 0,3674 0,0213 

 

Com base nos maiores valores de r
2
 ajustado, verificou-se que para todas as 

formulações estudadas, o modelo que melhor se correlacionou com a liberação dos fármacos 

foi o de Weibull.  

O modelo Weibull é considerado o modelo mais versátil, pois permite um melhor 

ajuste aos diferentes tipos de perfis de liberação (COSTA; LOBO, 2001). Esse modelo se 

baseia na Equação 7 abaixo: 

 

 (Equação 7) 

 

onde Mt é a quantidade cumulativa de fármaco liberado no tempo t e M∞ é a quantidade 

cumulativa de fármaco liberado no tempo infinito; a é o parâmetro de escala e b é o parâmetro 

de forma (COSTA; SOUZA, 2001).  

O valor de b está relacionado com o mecanismo de transporte do fármaco através da 

matriz polimérica (PAPADOPOULOU et al., 2006). Desta forma, b é o parâmetro de forma 
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que caracteriza a curva como sendo exponencial (b=1; Caso 1), sigmóide (b>1; Caso 2) ou 

parabólica (b<1; Caso 3). 

O valor de b para todas as amostras estudadas foi menor que 0,75, indicando que todas 

as amostras liberam o fármaco através da difusão Fickiana, a qual postula que o fluxo do 

fármaco vai de regiões de alta concentração para regiões de baixa concentração, com uma 

magnitude proporcional ao gradiente de concentração. Estes valores são consistentes com o 

caso 3 que exibe uma inclinação inicial mais elevada seguida por uma curvatura exponencial, 

como é evidente a partir dos perfis de liberação para as formulações da Figura 20. 

Carvalho et al. (2010) observaram um comportamento semelhante quando 

investigaram a liberação de AZT incorporado em sistemas precursores de cristal líquido para 

mucosa nasal. Eles relataram que o mecanismo de liberação de todas as formulações seguiu o 

modelo de Weibull; no entanto, o valor de b foi dependente do grau de organização dos 

sistemas, ou seja, as formulações com baixo índice de consistência, que apresentaram valores 

semelhantes aos das formulações desenvolvidas nesse estudo, apresentaram um valor de b < 

0,75, enquanto que as formulações mais organizadas apresentaram um valor de b>1,0. Isso se 

deve porque na difusão Fickiana um aumento do valor de b reflete em desordem da 

formulação. 

Esses dados estão de acordo com os nossos resultados que demonstraram que a 

formulação FPQ apresentou um valor de consistência maior que FA; no entanto, esses valores 

são baixos e, portanto, as formulações seguem o mesmo mecanismo de liberação. 

 

 

5.2.9 Estudo da Fotodegradação do AM (Photobleaching) 

A fotodegradação, ou a degradação fotoquímica, provoca uma perda de intensidade de 

fluorescência do fotossensibilizador devido a danos químicos induzidos por fótons ou por 

modificações covalentes irreversíveis após a irradiação de luz. Assim, investigar a possível 

degradação do AM após a irradiação da luz se torna importante a fim de garantir o sucesso da 

terapia fotodinâmica. 

Os resultados ilustrados no gráfico da Figura 24nmostram que a degradação do azul de 

metileno incorporado na formulação FPQ foi menor do que AM em solução, sugerindo um 

efeito protetor da formulação. 
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Figura 24. Espectro de absorbância da formulação FPQ, do azul de metileno em solução 

(AM) e do azul de metileno incorporado na formulação FPQ (FAM) antes e após 20 minutos 

de irradiação de luz. 

 

Esse efeito protetor exercido por formulações também foi relatado por Tang et al 

(2008), que desenvolveram nanopartículas (NPs) de poliacrilamida para incorporação de azul 

de metileno. Eles relataram que o azul de metileno incorporado nas nanopartículas 

permaneceu intacto durante o tratamento, enquanto que o AM livre em solução foi 

rapidamente degradado. Além disso, o AM protegido pelas NPs induziu eficientemente danos 

fotodinâmicos às células tumorais. 

Qin et al. (2011) também investigaram se as nanopartículas formadas por 

poliacrilamida protegeriam o AM. Os autores relataram que houve uma diminuição de 80% 

da intensidade fluorescente do AM em solução, enquanto que ocorreu apenas uma diminuição 

de 30% e 50% para o AM incorporado nas NPs, demonstrando que a formulação protege o 

AM. 

Junqueira et al. (2002) investigaram o comportamento fotoquímico por medidas 

realizadas por espectrofotômetros UV-VIS do AM quando este interage com micelas. Eles 

relataram que a atração eletroquímica entre o AM e os componentes de micelas alterou o 

mecanismo de ação fotodinâmica do AM pela formação de dímeros de AM carregados 
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positivamente. Portanto, estas micelas podem alterar o mecanismo e a eficiência de 

sensibilização do AM carregados positivamente e, portanto, a eficiência do dano celular. 

Dessa forma, estes resultados confirmam que os sistemas de liberação de fármacos, 

tais como os sistemas líquidos cristalinos, podem modular e proteger os fotossensibilizadores, 

sendo que esses efeitos são de importância crítica para desempenho clínica do AM na TFD. 

 

 

5.2.10 Dicroísmo celular 

Com o objetivo de investigar as mudanças estruturais que o peptídeo poderia sofrer 

após sua incorporação na formulação, foi proposto o teste de dicroísmo circular. 

A espectroscopia eletrônica de dicroísmo circular fundamenta-se na absorção 

preferencial de uma das duas componentes circulares da luz linearmente polarizada pelos 

cromóforos da amostra analisada opticamente ativa. 

Assim, caso as magnitudes dos vetores elétricos dessas componentes circulares da luz, 

que podem ser circularizadas em sentido horário (ER) e em sentido anti-horário (EL), forem 

proporcionalmente alteradas após atravessarem a amostra, essas componentes (EL e ER) 

serão absorvidas igualmente e a recombinação regenera a radiação linearmente polarizada 

original. No entanto, se as EL e ER forem absorvidas desproporcionalmente ao atravessarem a 

amostra, a luz passará a apresentar uma diferença de fase entre as amplitudes de suas 

componentes circulares, resultando numa polarização elíptica e sendo esta radiação resultante 

denominada de luz elipticamente polarizada, mostrando, assim, uma alteração na estrutura 

peptídica. Esses ângulos, por sua vez, dependem da conformação, do estado de agregação e 

das interações que a molécula peptídica pode fazer com o solvente ou, por exemplo, com a 

formulação (KELLY et al., 2005; VERLY, 2010; FASMAN et al., 2013; GREENFIELD et 

al., 2015). 

Portanto, as informações obtidas por dicroísmo circular facilitam a obtenção das 

condições ideais para a realização de experimentos, pois indicam as estruturas 

conformacionais do peptídeo quando incorporado na formulação. 

Os espectros ilustrados na Figura 25 obtidos demonstram que não houve expressivas 

modificações entres os espectros do peptídeo em solução e o espectro do peptídeo 

incorporado na formulação. Dessa forma, os resultados sugerem que a formulação não 

apresenta a capacidade de alterar a estrutura do peptídeo. 
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Figura 25. Espectro de CD do peptídeo em solução e após sua incorporação na formulação 

(FPQ- P). 

 

5.2.11 Zimografia em gel 

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são endopeptidases contendo zinco, que 

degradam proteínas por clivagem de ligações peptídicas. Foram identificadas mais de vinte 

MMPs, que são separadas em seis grupos com base em sua estrutura e especificidade pelo 

substrato, como colagenases, gelatinases, tipo de membrana [MT-MMP], estromelisinas, 

matrilisinas, dentre outras que apresentam um papel crítico na degradação da cartilagem, 

remodelação do tecido, cicatrização de feridas, embriogênese e também na invasão tumoral 

(NAVARRO et al., 2006; PEREIRA et al., 2006; KUPAI et al., 2010; FERREIRA-SAE et 

al., 2011). 

Especificamente na invasão tumoral, estudos demonstraram que as MMPs 2 e 9 estão 

intensamente envolvidas nesse processo, umas vez que foi identificado que esses dois tipos de 

MMP são produzidas excessivamente pelas células tumorais para degradar os tecidos 

periféricos e, assim, invadir o estroma local, degradando a membrana basal dos vasos 
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sanguíneos, resultando na gênese de novos tumores, proliferação, apoptose e angiogênese 

(BREMER et al., 2001; EGEBLAD et al., 2002; NAVARRO et al., 2006; KESSENBROCK 

et al., 2015). 

Por essa razão, há um grande interesse no desenvolvimento de inibidores sintéticos das 

MMPs, como o peptídeo CTT1, que possam ser usados no tratamento do câncer, a fim de 

controlar essa produção excessiva de MMPs (OCHIYA et al.,2015).  

Os dados obtidos nesse ensaio estão ilustrados na Figura 26. 

 

 

 

Figura 26. Zimograma em gel representativo do efeito do peptídeo CTT1 sobre a ação da 

enzima MMP- 9 após 1 hora de incubação. As concentrações utilizadas de peptídeo foram 10, 

50, 100 e 200 µg/mL. O controle (ctrl) é 5 µg do meio condicionado. 

 

Observa-se que a o peptídeo CTT1 conseguiu inibir a atividade da enzima MMP-9 a 

partir da concentração de 100 µg/mL. Portanto, essa concentração de peptídeo foi adicionada 

na formulação FPQ, obtendo-se a formulação FPQ-P, e o teste foi realizado novamente. 

Os resultados ilustrados na Figura 27 mostram que o peptídeo incorporado na 

formulação não conseguiu inibir a MMP-9. 

 

 

Figura 27. Zimograma em gel representativo do efeito do peptídeo CTT1 incorporado na 

formulação FPQ sobre a ação da enzima MMP- 9 após 1 hora de incubação. As concentrações 

incorporadas de peptídeo foram 10, 50, 100 e 200 µg/mL. O controle (ctrl) é 5 µg do meio 

condicionado. 1% e 2% é a diluição de FPQ no meio condicionado. 
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Observa-se que não houve diferença com o controle. Portanto, resolveu-se aumentar 

para 12 horas o tempo de incubação da FPQ-P com as MMP-9. Além disso, utilizou-se a 

MMP-2 também. Infelizmente, os resultados ilustrados na Figura 28 demonstraram que o 

peptídeo incorporado na formulação também não conseguiu inibir a ação de ambas as 

enzimas.  

 

 

Figura 28. Zimograma em gel representativo do efeito do peptídeo CTT1 incorporado na 

formulação FPQ sobre a ação da enzima MMP- 9 e MMP-2 após 12 horas de incubação. As 

concentrações incorporadas de peptídeo foram 100 e 200 µg/mL. O controle (ctrl) é 5 µg do 

meio condicionado. 1% e 2% é a diluição apenas de FPQ no meio condicionado. 

 

Uma possível explicação pode ser devido aos sistemas líquidos cristalinos atuarem 

como sistemas de liberação controlada de fármacos, diminuindo a taxa de liberação dos 

fármacos. Portanto, o tempo de incubação da formulação com o meio condicionado pode não 

ter sido suficiente para ocorrer a liberação de peptídeo para que pudesse ser verificada a sua 

ação sobre a inibição das enzimas MMP (CARVALHO et al., 2009; CARVALHO et al., 

2010; GONÇALEZ et al., 2013; SILVA et al., 2014). 

 

 

5.2.12 Teste de citotoxicidade in vitro pelo ensaio de Sulforrodamina B (SRB) 

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade do peptídeo CTT1 para as linhagens SiHA 

e SCC 25 estão representados nas Figura 29 e Figura 30, respectivamente. 
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Figura 29. Efeito citotóxico de diferentes concentrações do peptídeo CTT1 em 24h, 48h e 72h 

sobre a linhagem celular SiHA. 

 

 

 

Figura 30. Efeito citotóxico de diferentes concentrações do peptídeo CTT1 em 24h, 48h e 72h 

sobre a linhagem celular SCC25. 

 

Nota-se que todas as concentrações de peptídeo CTT1 não interferiram na viabilidade 

celular das linhagens. Possivelmente, este resultado deve-se ao mecanismo de ação do 

peptídeo, que não interfere na viabilidade celular, mas sim na inibição da ação das enzimas 

24h 48h 72h 

24h 48h 72h 
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metaloproteinases de matriz (MMPs) do tipo 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9) (KOIVUNEN et al., 

1999). 

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade de diferentes concentrações de formulação 

FPQ para as linhagens SiHA e SCC 25 estão representados nas Figura 31 e Figura 32, 

respectivamente. 

 

 

Figura 31.Determinação do potencial citotóxico de concentrações variadas (%) da formulação 

FPQ sobre as linhagens SiHA após 12 horas e 24 horas de tratamento. 

 

 

 

Figura 32. Determinação do potencial citotóxico de concentrações variadas (%) da 

formulação FPQ sobre as linhagens SCC25 após 12 horas e 24 horas de tratamento. 

12 horas 24 horas 

12 horas 24 horas 
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Os resultados demonstraram que todas as concentrações de formulação diminuíram 

significativamente a viabilidade celular de ambas as linhagens, indicando um efeito citotóxico 

significativo da formulação FPQ. Estudos demonstram que a maioria dos medicamentos para 

aplicação em mucosa bucal tem um potencial citotóxico. No entanto, a inferência clínica de 

um resultado de cultura de células é muitas vezes difícil de interpretar, uma vez que a mucosa 

bucal é geralmente mais resistente às substâncias tóxicas do que uma cultura de células, por 

causa da mucina e das camadas de queratina, o que não reflete, portanto, necessariamente o 

risco de efeitos adversos em longo prazo (DAHL, 1999; DAHL et al., 2006).  

Portanto, foi realizada a avaliação das alterações vasculares da CAM após a aplicação 

da formulação para estudar o potencial citotóxico da FPQ.  

 

5.2.13 Avaliação de foto e citotoxicidade pelo método de redução do MTT 

O valor de coeficiente de correlação intraclasse (CCI) calculado na calibração do teste 

de citotoxicidade foi de 0,959, com intervalo de confiança de 95% de 0,874 – 0,985 para a 

pipeta multicanal, classificado como “muito bom” de acordo com a proposta de Fermanian 

(1984), sendo que o limite inferior do IC95% encontra-se na classificação “boa”, ambas 

consideradas adequadas para estudo de calibração. Resultado semelhante foi encontrado para 

a calibração quando a pipeta monocanal foi utilizada. O valor de CCI calculado foi de 0,971, 

com intervalo de confiança de 95% de 0,892 – 0,990. O valor pontual do CCI foi classificado 

como “muito bom” de acordo com a proposta de Fermanian (1984), e o limite inferior do 

IC95% como “boa”, ambas consideradas adequadas para estudo de calibração. 

A Figura 33 mostra o comportamento das linhagens quando tratadas com 

concentrações variadas de formulação, peptídeo e azul de metileno. 
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Figura 33. Determinação do potencial citotóxico de concentrações variadas da (A) formulação 

(mg/mL), (B) azul de metileno (ug/mL) e (C) peptídeo CTT1 (ug/mL) sobre as linhagens 

HaCaT e HSC-3 após 1 hora de tratamento e 3 horas de tratamento. 

 

Nota-se que concentrações altas da formulação selecionada FPQ foram tóxicas, sendo 

que apenas a concentração de 0,06 mg/mL não foi tóxica para a linhagem HaCat, enquanto 

que foi tóxica para a linhagem HSC-3. He et al. (2009) relataram em seu estudo que 

concentrações altas de nanopartículas desenvolvidas para incorporação de azul de metileno 

também apresentaram citotoxicidade sem a presença do AM em linhagens celulares HELA. 

Dessa forma, eles utilizaram uma concentração baixa de nanopartícula para impedir que a 

formulação branco provocasse citotoxicidade, provavelmente porque com concentração altas 

de formulação, as células são completamente revestidas pela formulação, o que compromete a 

A 

B 

C 
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troca de nutrientes celulares com o meio de cultura (VILAÇA et al., 2013; MARTINHO et al, 

2015) 

Apenas a concentração de 25 µg/mL de azul de metileno diminuiu a viabilidade celular 

de ambas as linhagens na ausência de luz. De Freitas et al. (2015) relataram que a 

concentração de 12,5 mg/mL de AM foi tóxica na ausência de luz para células de carcinoma 

cervical após 20 minutos de incubação. Portanto, os resultados obtidos são satisfatórios. 

Praticamente, todas as concentrações de peptídeo CTT1 não interferiram na viabilidade 

celular das linhagens, que pode ser devido ao seu mecanismo de ação que não interfere na 

viabilidade celular, mas sim na inibição da ação das enzimas metaloproteinases matriz 

(MMPs) do tipo 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9) (KOIVUNEN et al, 1999). 

Segunda a literatura, as células cancerígenas aumentam a produção e excreção das MMP-

2 e MMP-9, ocasionando o aumento da progressão do tumor, uma vez que essas enzimas têm 

a capacidade de hidrolisar o colágeno IV (HEIKKILEA et al., 2006). Portanto, o teste de 

zimografia foi incluído no projeto para verificar a inibição da hidrólise do colágeno tipo IV 

pelo peptídeo. 

Os testes de fotocitotoxicidade foram realizados com azul de metileno em solução (AM) 

e incorporado na formulação FPQ diluída (0,06 mg/mL), nomeada de FAM, com o tempo de 

incubação de 1 hora, que foi o tempo que o peptídeo CTT1 (P) ficou incubado com o meio 

condicionado, inibindo a ação da enzima metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9). 

Esse teste foi realizado com diferentes concentrações de azul de metileno (12,5; 6,25; 

3,12; 1,56 µg/mL) em solução e incorporado na FD utilizando duas doses de luz (12,5 J/cm² e 

25 J/cm²). Os resultados estão ilustrados na Figura 34. 
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Figura 34. Efeito citotóxico do azul de metileno na ausência de luz (A) e mediada pela terapia 

fotodinâmica com LED 660 nm com dose de luz de 12,5J/cm² (B) e 25 J/cm² (C) sobre as 

linhagens HaCaT e HSC-3. As concentrações utilizadas de azul de metileno foram 0, 1, 3, 6 e 

12 µg/mL. 

 

O AM em solução ou incorporado na formulação teve um efeito citotóxico 

significativamente maior na presença de luz do que na ausência de luz para ambas as 

linhagens, demonstrando que a TFD foi capaz de atingir seu objetivo que é causar 

A 

B 
C 
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citotoxicidade para a destruição de tumores após a estimulação do fotossensibizador pela luz 

(VANACLOCHA et al., 2015).  

Além disso, a viabilidade celular da HSC3 tende a diminuir depois do tratamento com 

o AM incorporado na formulação (FAM).  

Os resultados demonstraram também que não houve diferença na citotoxicidade 

provocada pelas diferentes concentrações de AM quando este está incorporado na formulação, 

o que não ocorreu quando o AM está em solução, pois este foi dose-dependente.  

He et al. (2009) relataram que o AM incorporado em nanopartículas foi mais eficiente 

do que em solução, induzindo danos fotodinâmicos em linhagens celulares de câncer cervical 

Hela. 

Estes resultados indicam que o tratamento com o AM incorporado na formulação teve 

um efeito citotóxico significativo mesmo em baixa concentração, o que demonstra que a 

formulação consegue favorecer a absorção do AM pelas células, o que, consequentemente, 

resultará na necessidade de uma dose menor de fármaco e, assim, ajudará a diminuir os 

possíveis efeitos colaterais da TFD em tecidos saudáveis (ALLEN et al., 2015).  

 

 

5.2.14 Ensaios in vivo utilizando o modelo de membrana corioalantóica de embrião da 

galinha (CAM) 

 

5.2.14.1 Ensaio para avaliação das alterações vasculares da CAM  

Os resultados das alterações vasculares provocadas pela aplicação de 40 µL dos 

componentes isolados da formulação sobre a CAM estão na Figura 35.
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C  

A- Controle 

 

B- Ácido Oleico 

 

C- Dispersão bipolimérica 

 

D- Procetyl 

Figura 35. Imagens representativas (10x magnitude) do CAM para avaliação das alterações 

vasculares in ovo no 17º dia de desenvolvimento embrionário do controle (A) e após a 

aplicação de 40 uL de fase oleosa ácido oleico (B), dispersão bipolimérica contendo 0,25% de 

quitosana e 0,25% de polietilenoimina (C) e tensoativo Procetyl
®
 AWS (D). 

 

Observa-se que o tensoativo Procetyl
®
 AWS provocou uma grande alteração vascular 

na CAM, indicando ser tóxico, uma vez que as reações adversas mais comuns em 

formulações tópicas, principalmente aquelas compostas por tensoativos, é a irritação da pele 

ou da mucosa, que pode provocar uma lesão desencadeada por processos histoquímicos e 

biológicos que resultam em uma ação vasomotora a fim de restaurar o equilíbrio fisiológico 

da pele ou mucosa (SILVA et al, 2014). 

No entanto, o nosso grupo de pesquisa demonstrou por após análises histológicas da 

derme de ratos que sistemas líquidos cristalinos compostos por 40% de Procetyl
®
 AWS e 
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ácido oleico são biocompatíveis e apresentam baixa toxicidade (CARVALHO et al. 2012; 

SILVA et al, 2014; OYAFUSO et al., 2015) 

Um estudo realizado em CAM para investigar o efeito vascular de microemulsões 

constituídas por 90% de tensoativo não iônico (Procetyl
®
 AWS) e ácido oleico demonstrou 

que 200 µL da formulação sem fármaco também foi altamente tóxica (ALANY et al., 2006). 

Por outro lado, um outro estudo elaborado para verificar o efeito antiangiogênico do fármaco 

barberina incorporado em nanoemulsões formadas com 30% de tensoativo não iônico 

utilizando o modelo de CAM revelou que 2 µL das nanoemulsões sem a incorporação do 

fármaco não provocou toxicidade (PUND et al., 2014). 

Portanto, a toxicidade provocada na CAM pode ser devido à quantidade alta de 

formulação aplicada na superfície da CAM e alta porcentagem de tensoativo utilizada na 

formulação.  

Portanto, foram testadas várias diluições da formulação FPQ para estabelecer a 

concentração de formulação que não provoca toxicidade para a CAM. Além disso, o 

protocolo do tratamento foi alterado para a aplicação de 10 µL de formulação por dia durante 

quatro dias.  

Os resultados demonstraram que 10% da formulação FPQ diluída em PBS 1x não 

apresentou alterações nos vasos sanguíneos da CAM como ilustrado na Figura 36, portanto 

essa foi a porcentagem de formulação (FPQ10) selecionada para a realização do teste de 

avaliação do crescimento tumoral in ovo.  

 

 

A- Controle 

 

B- FPQ 10 

Figura 36. Imagens representativas (10x magnitude) do CAM para avaliação das alterações 

vasculares in ovo no 17º dia de desenvolvimento embrionário do controle (A) e após a 

aplicação de 10 µL por dia durante 4 dias de 10% de FPQ em PBS 1x (FPQ 10) (B). 

 

Formulação 
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5.2.14.2 Ensaio para avaliação do crescimento tumoral  

Inicialmente, esse teste foi realizado com o crescimento das células SiHA por 4 dias 

na CAM e então os tratamentos foram realizados com a aplicação de 10 µL por dia durante 4 

dias de FPQ10, peptídeo CTT1, CTT1 incorporado na FPQ10 e controle (sem tratamento) 

como ilustrados na Figura 37. 

 



112 

 

 

  

  

 
 

  

Figura 37. Imagens representativas (10x magnitude) do efeito dos tratamentos no crescimento 

das células SiHA. 
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Como pode ser observado, o tumor sem tratamento e tratado com a formulação FPQ10 

continuou a crescer enquanto que o tumor tratado apenas com o peptídeo CTT1 reduziu 

claramente o crescimento tumoral. Apesar da potencialidade do peptídeo em diminuir a massa 

tumoral, tal resultado não se reproduziu quando o peptídeo foi incorporado na formulação 

(FPQ + CTT1). Isso pode ser devido ao perfil de liberação da formulação que retarda a 

liberação do peptídeo em 8 horas.  

No final do experimento, a CAM foi retirada e colocada em formol em placas de 6 

poços para a contagem de vasos sanguíneos ao redor do tumor. Os resultados estão 

demonstrados na Figura 38. 

. 

  

 

 
 

Figura 38. Números de vasos contados ex ovo ao redor do tumor. * p< 0,05. 

 

A diminuição dos vasos sanguíneos pelo peptídeo CTT1 pode ser devido à inibição 

das metaloproteinases de matriz. A literatura demonstra que a formação de novos capilares 

pelas células endoteliais requer a migração de células endoteliais e extensa remodelação do 

tecido, um processo que necessita de metaloproteinases de matriz e outras proteinases. 

Portanto, as propriedades antiangiogênicas dos inibidores da metaloproteinases de matriz, 

como o peptídeo CTT1, podem contribuir para a diminuição de vasos e do tumor, pois o 

crescimento de um tumor sólido depende largamente dos nutrientes proporcionados pela 

vasculatura recrutada pelo tumor através da angiogênese (VILAÇA et al., 2013). 

* 
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Um estudo realizado por NYBERG et al. (2002) utilizando o modelo in vivo de CAM 

mostrou que a ativação do metaloproteinases MMP-9 por tripsina 2 (TAT2) aumentou a 

invasão de células de carcinoma humano de língua (HSC-3). Para eles confirmarem esse 

estudo eles utilizaram o peptídeo CTT1 como um inibidor específico de MMP-9 

demonstrando, assim, que a eficiência de intravasão de HSC-3 diminuiu. Intravasão é passo 

chave do processo de carcinoma que leva a metástase.  

Foi observado também que o tratamento tanto com a formulação FPQ10 quanto com o 

peptídeo incorporado na formulação FPQ10 também diminui os números de vasos em relação 

ao controle, apesar de demonstraram um pequeno aumento em relação ao peptídeo CTT1.  

Posteriormente, foi realizada a avaliação do crescimento tumoral após o tratamento 

aplicando 10 µL de AM, AM incorporado a formulação FPQ10, FPQ10 e controle (sem 

tratamento) com ou sem a terapia fotodinâmica com dose de luz de 100 J/cm² utilizando um 

LED desenvolvido pelo Laboratório de Apoio Tecnológico (LAT, USP, São Carlos, Brasil) 

com o comprimento de onda de 660 nm. Nesse experimento houve uma grande perda dos 

ovos devido à contaminação por fungos.  

As Figura 39 e Figura 39 mostram as imagens da CAM após 4 dias de tratamento sem 

(-) e com (+) a terapia fotodinâmica, respectivamente. 

 

  

  

Figura 39. Imagens do efeito dos tratamentos no crescimento das células SiHA após 4 dias de 

tratamento sem a terapia fotodinâmica. 

AM (-) 
FPQ10 + AM (-) 

FPQ10 (-) Controle (-) 
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Figura 40. Imagens do efeito dos tratamentos no crescimento das células SiHA após 4 dias de 

tratamento com a terapia fotodinâmica. 

 

Observa-se que não houve diferença com ou sem a terapia fotodinâmica. Isso pode ser 

devido à baixa concentração de AM e/ou a baixa dose de luz utilizada. Estudos na literatura in 

vivo para investigar a ação da terapia fotodinâmica do azul de metileno (1 mg/mL) foram 

realizados apenas em ratos utilizando doses de luz de 200 J/cm² (ORTH et al., 2000; HE et 

al., 2009). 

Junqueira et al. (2015) estudaram a ação in vivo da TFD do AM incorporado em 

sistemas poliméricos constituídos por poloxamer e carbopol 974 em Artemia salina. Eles 

relataram que tanto a formulação sem AM quanto o AM em solução mostraram toxicidade na 

ausência e na presença de luz. Quando incorporado na formulação, o AM mostrou ainda uma 

redução da taxa de mortalidade da Artemia salina, que pode ser explicado pelo fato de AM 

nos sistemas não estar completamente livre, sendo gradualmente liberado.  

É importante enfatizar que o AM não apresenta qualquer dano ao corpo humano, 

sendo amplamente utilizado na área médica, como por exemplo, para o tratamento da 

intoxicação por monóxido de carbono, marcador cirúrgico, infecções do trato urinário, entre 

outros (BARBER et al., 1995; CRAGAN, 1999; CLIFTON et al., 2003). 

 

FPQ10 (+) 

FPQ10 + AM (+) AM (+) 

Controle (+) 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos para os sistemas desenvolvidos mostraram ser promissores como 

SPCL para a via bucal, uma vez que a MLP e o SAXS evidenciaram o aumento de 

viscosidade e a formação de sistemas líquido-cristalinos com a incorporação crescente de 

água presente na saliva nos sistemas selecionados.  

O ensaio de zimografia em gel demonstrou que o peptídeo em solução a 100 μg/mL 

foi capaz de inibir a ação das metaloproteinases de matriz; no entanto, quando o peptídeo foi 

incorporado da formulação, esse efeito não foi observado. 

O teste de dicroísmo circular demonstrou que a formulação não alterou a estrutura 

conformacional do peptídeo. 

O ensaio de photobleaching (fotodegradação) mostrou que a FPQ protegeu o AM da 

degradação. 

A formulação FPQ composta por 40% de Procetyl
®

 AWS (tensoativo), 40% de ácido 

oleico (fase oleosa) e 20% da dispersão bipolimérica composta por 0,25% de polietilenoimina 

e 0,25% de quitosana (p/p) (fase aquosa) apresentou potencial citotóxico quando analisada in 

vitro em culturas de células de carcinoma epidermóide de língua (SCC-25) e de células de 

carcinoma escamoso oral humano (HSC-3) por meio do ensaio sulforrodamida e MTT, 

respectivamente. 

O peptídeo CTT1 não apresentou citotoxicidade enquanto que o AM apresentou 

fotocitoxicidade dose dependente quando incorporado em FPQ. 

A formulação FPQ-10 (10% da formulação FPQ) não demonstrou afetar os vasos 

sanguíneos da membrana corioalantóica do embrião da galinha (CAM) 

Os testes para avaliar o crescimento tumoral mostraram que o peptídeo teve uma ação 

melhor que a formulação; no entanto, quando o peptídeo foi adicionado na formulação essa 

ação foi menor, o que era esperado uma vez que formulação retarda a liberação do peptídeo 

em 8h.  

O AM incorporado ou não em FPQ demostraram a mesma ação após a terapia 

fotodinâmica, mostrando que o FPQ libera de forma gradual o AM, agindo como um sistema 

de liberação controlada de fármacos. 

Os resultados sugerem que o sistema FPQ apresenta potencial para incorporação do 

peptídeo CTT1 e AM objetivando o tratamento do câncer bucal.  
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