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RESUMO

O céncer bucal é uma doenca altamente incidente na populagcdo mundial, podendo provocar
invalidez, deformidades faciais e morte. O tratamento de escolha é a quimioterapia e
radioterapia, que causam varios efeitos adversos como xerostomia, mucosite, perda de cabelo,
ndusea, dores e vomitos. A administracdio de moléculas bioativas, como o peptideo
antitumoral CTT1, demonstrou ser um tratamento inovador e eficaz para o cancer bucal. No
entanto, peptideos apresentam baixa biodisponibilidade oral, o que diminui o desempenho
clinico do tratamento. Portanto, a sua administracdo pela via bucal incorporado em sistemas
nanoestruturados mucoadesivos precursores de cristais liquidos (SPCL) constituidos por
alcool cetilico etoxilado 20 e propoxilado 5, acido oleico e fase aquosa contendo agua (FA),
dispersdo polimérica de quitosana (FQ), dispersdo polimérica de polietilenoimina (FP) ou
dispersdo de quitosana associada a polietilenoimina (FPQ) surge como uma valiosa estratégia,
visto que a mucosa bucal apresenta alta permeabilidade e alta irrigacdo sanguinea, o que pode
aumentar a absorcdo do CTT1. Ademais, o SPCL possibilita a incorpora¢do concomitante do
CTT1 com o fotossensibilizante azul de metileno (AM), permitindo a associacdo da terapia
fotodindmica (TFD) a terapia peptidica antitumoral, o que pode potencializar o tratamento do
cancer bucal. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de SPCL mucoadesivos para
administracdo bucal do peptideo CTT1, bem como avaliar o emprego da TFD utilizando o
AM como fotossensibilizante, na terapia contra o cancer bucal. Os SPCL foram
caracterizados por microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de raios-X de baixo
angulo (SAXS), ensaios de reologia de mucoadesdo e de perfil de textura in vitro, os quais
evidenciaram que todas as formulacdes agiram como SPCL, pois formaram cristais liquidos
apos a adicdo de saliva artificial, sendo que FPQ formou um cristal liquido mais mucoadesivo
e estruturado, portanto foi selecionado para a incorporacdo 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
liberacdo sustentada. O teste de dicroismo circular demonstrou que o peptideo CTT1
permaneceu estavel apds ser incorporado em FPQ. A zimografia evidenciou que o peptideo
CTT1 conseguiu inibir a acdo das MMP 2 e 9; no entanto, FPQ-P néo inibiu, provavelmente
pela baixa taxa de liberacdo do peptideo a partir do sistema. Os testes citotoxicos
demonstraram que o peptideo ndo influencia a viabilidade celular enquanto que os testes
fotocitotoxicos in vitro parecem demonstrar que o AM incorporado na formulacdo €
promissor para a TFD. Os testes in vivo em membrana corioalantdica do embrido da galinha
(CAM) mostraram que 10% da formulacdo FPQ ndo demonstrou afetar os vasos sanguineos
da CAM. Os testes para avaliar o crescimento tumoral mostraram que o CTT1 diminuiu a
formagéo do tumor e do nimero dos vasos; no entanto, quando o peptideo foi adicionado na
formulacdo, essa acdo foi menor, o que era esperado uma vez que formulacdo retarda a
liberacdo do peptideo em 8h. Os resultados sugerem o potencial do sistema para incorporagdo
do peptideo CTT1 e do AM objetivando o tratamento do cancer bucal.

Palavras-chave: Nanotecnologia farmacéutica. Sistemas de liberacdo de farmacos. Cristais
liquidos. Administragdo bucal. Polimeros catidnicos. Mucoadesdo. Peptideos. Céancer bucal.
Terapia fotodinamica.



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 INTRODUCAO

O céancer bucal é definido como um tumor maligno que afeta labio, mucosa bucal,
gengivas, palato duro, lingua e assoalho da boca (LONGO et al., 2011), sendo o carcinoma de
células escamosas (CCE) da lingua, o tipo mais comum de cancer bucal. A estimativa da
incidéncia mundial € de aproximadamente 300 mil novos casos por ano. No Brasil, o Instituto
Nacional de Céancer (INCA), estimou cerca de 15 mil novos casos para 0 ano de 2012
(CSIKAR et al., 2012; TORRES-PEREIRA et al., 2012). Trata-se do sexto tipo de cancer
mais comum no mundo, sendo decorrente de uma somatoria de fatores, principalmente de
origem extrinseca, tais como tabagismo e etilismo (LIM et al., 2012, KAMINAGAKURA,
2012).

A progressdo do cancer bucal esta relacionada com a producdo descontrolada de
metaloproteinases da matriz (MMPs) pelas células tumorais. As MMPS sdo um importante
grupo de enzimas proteoliticas zinco-dependentes responsaveis pela modulacdo da
proliferacdo, apoptose e angiogénese (NAVARRO et al., 2006). Estudos indicaram que de
todas as MMPs, as gelatinases MMP-2 e MMP-9, em particular, estdo muito associadas aos
tipos mais agressivos de carcinomas da cabeca, pescogo e lingua. Essas enzimas hidrolisam o
colageno do tipo IV, que é um importante componente das membranas basais, favorecendo o
processo de metastase e diminuindo drasticamente a sobrevida dos pacientes (SUOJANEN,
2009).

Apesar da alta prevaléncia e das severas consequéncias que essa doenca pode
provocar, como a invalidez, deformidades faciais e, por fim, a morte, poucas campanhas de
informagdo e prevencéo séo desenvolvidas no Brasil como agdo nacional. Por isso, na maioria
dos casos, a doenca € detectada em fase avancada, na qual o tratamento se torna o Unico
recurso para se combater a doenca (RODRIGUEZ-CABALLERO et al., 2012; TORRES-
PEREIRA et al., 2012).

O tratamento convencional é de alto custo econdmico e, em muitos casos, com
prognostico desfavoravel. Além disso, as terapias convencionais se deparam com problemas
relacionados com as caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos farmacos, o que
resulta em biodistribuicdo ndo seletiva. Como consequéncia, concentragdes ineficientes do
farmaco sdo obtidas na massa tumoral, juntamente com intensa atividade citotoxica sobre as
células saudaveis (HOLGADO et al., 2012).

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

descoberta de novas moléculas bioativas para uso na terapia antitumoral. Em razdo do
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progresso da engenharia genética, os peptideos tém recebido grande atencdo, se tornando
farmacos de escolha para muitas doencas, sobretudo, o cancer (RAVAL et al., 2012).

Os peptideos apresentam papel chave como mediadores das principais funcbes
bioldgicas e possuem propriedades intrinsecas, como alta atividade bioldgica associada a
baixa toxicidade, baixa imunogenicidade e alta especificidade. Essas caracteristicas
proporcionam vantagens como a baixa probabilidade de ligacdo as estruturas moleculares que
ndo sejam o0 alvo desejado, interagdes medicamentosas minimizadas e baixo acimulo nos
tecidos, o que reduz, portanto, os riscos de complicacdes pela formacdo de metabolitos
intermediérios e de efeitos colaterais, 0 que 0s torna extremamente interessante na terapia
antitumoral (DASS et al., 2006).

Um estudo realizado por Heikkila e colaboradores (1999) avaliou uma série de
peptideos sintéticos antitumorais. Dentre os peptideos estudados, observou-se que o peptideo
antigelatinolitico CTT1, designado pela sequéncia de aminoacidos Cys - Thr - Thr - His - Trp
- Gly - Phe - Thr - Leu - Cys, demonstrou acdo in vitro contra o CCE da lingua, pelo
mecanismo de inibicdo especifica das enzimas proteoliticas metaloproteinases de matriz
(MPPs) do tipo 2 (MPP-2) e 9 (MPP-9), suprimindo a migracdo de células endoteliais e
cancerigenas in vitro e inibindo a progressdo do tumor in vivo em ratos.

Apesar de muitas moléculas peptidicas candidatas a agentes terapéuticos apresentarem
sucesso em experimentos in vitro e em modelos animais, muitas vezes este quadro pode nédo
se manter nos ensaios em humanos (SARCIAUX, 1995; ZHOU, 1994). Os peptideos
apresentam caracteristicas fisico-quimicas que podem afetar sua acao biol6gica, como fraca
permeabilidade intestinal face & sua elevada massa molecular e baixa biodisponibilidade oral
(SILVA et al., 2002), devido ao metabolismo hepatico de primeira passagem. Desse modo,
para a sua administracdo recorre-se a utilizacdo da via parenteral, a qual pode apresentar uma
série de inconvenientes, como a necessidade de repetidas injecdes 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 peptideo CTT1 é
hidrofébico devido a sua sequéncia de aminoacidos, e sua baixa solubilidade em &gua
dificulta a administracdo em meio fisioldgico, podendo diminuir sua eficicia terapéutica
(MEDINA et al., 2001).

Assim, 0 emprego de sistemas de liberagcdo controlada e de vias alternativas de
administracdo podem ser estratégias atraentes para a administracdo de peptideos
(BHARDWA\J et al., 2012). No caso do peptideo CTT1, a sua incorpora¢do em um sistema de

liberacdo clinicamente adequado, seguro e efetivo visando a sua administracdo bucal
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demonstra ser uma opgéo interessante para viabilizar o seu uso no tratamento do cancer bucal.
A mucosa bucal é permeavel e robusta, ou seja, permite recuperacgdo rapida apds o estresse ou
dano, além de apresentar um 6timo fornecimento de sangue e auséncia do efeito de primeira
passagem, 0 que evita o metabolismo pré-sisttmico do farmaco pelo trato gastrointestinal.
Isso a torna uma via de administragdo muito atraente para a liberacéo de peptideos (SENEL,
2001). Apesar de apresentar essa série de vantagens, a administracdo bucal apresenta algumas
limitacGes, devido, principalmente, a secrecdo continua da saliva (0,5 a 2 L/ dia), o que pode
levar a diluicdo e possivel ingestdo do farmaco e, em ultima instancia, a remocéo involuntaria
da forma farmacéutica (HEARNDEN et al., 2012).

Sistemas nanoestruturados de liberacdo, englobando sistemas liquidos cristalinos,
microemulsdes, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados representam plataformas promissoras para administracdo bucal de
peptideos, pois esses sistemas conseguem protegé-los da degradacdo e aumentar o tempo de
permanéncia da formulacdo no ambiente bucal, possibilitando uma liberagdo controlada no
local especifico de acdo (KANG, 2009).

Dentre esses sistemas, 0s sistemas liquidos cristalinos liotropicos (SLCL) se destacam,
pois sdo formados por tensoativos que formam mesofases liquidos cristalinos lamelares,
hexagonais e cubicas, respectivamente, pela adicdo gradativa de solventes, como a agua.

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 cubica 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 agua no SLCL aumenta a organizacdo da estrutura
do sistema, o que resulta no aumento da viscosidade da formulacdo. Dessa forma, sistemas
precursores de cristais liquidos (SPCL) sd@o interessantes para administragdo bucal de
farmacos, pois podem se apresentar liquidos, facilitando a administracdo da formulacéo, por
exemplo, por seringa. Contudo, ao entrar em contato com o ambiente bucal, o0 SPCL tem a
capacidade de incorporar agua da saliva, se tornando uma mesofase liquido-cristalina mais
viscosa, 0 que pode promover liberagdo controlada e resultar em maior substantividade do
peptideo no tumor bucal (BRUSCHI et al., 2008, CHORILLI et al., 2009).

Dentre 0s Varios tensoativos que conseguem formar cristais liquidos com a adigéo de

agua, o tensoativo alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP, cujo nome comercial é
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Procetyl AWS®, se destaca, pois, é um tensoativo n&o iénico que consegue formar cristais
liguidos sem adicdo de cotensoativo devido a sua capacidade de auto-organizacdo pela
auséncia de interacdes eletrostaticas repulsivas.

A otimizacdo do tempo de contato da formulacdo com a célula tumoral, com o
objetivo de prolongar a liberacdo e diminuir a administragdo repetida do peptideo, pode ser
alcancada utilizando dispersdes poliméricas mucoadesivas como fase aquosa dos SPLC, pois
alguns polimeros apresentam excelente adesividade pela mucosa bucal (SMART et al., 2003).
Adicionalmente, estudos demonstraram que determinados polimeros também apresentam a
capacidade de proteger os peptideos contra a degradacdo enzimatica in vivo (PERCHYONOK
et al., 2012; MUHEEM et al., 2016). Desse modo, o desenvolvimento farmacotécnico de
SPCL com incorporacdo de agentes poliméricos mucoadesivos € atraente para a liberacéo
controlada de peptideos na terapia do cancer bucal, uma vez que proporcionam vetorizacdo do
farmaco, juntamente com um ambiente protetor a ele.

A quitosana (QS), a(1-4)-2-amino-2-deoxi B-D-glucana, uma forma desacetilada da
quitina, é um polissacarideo catidnico biocompativel, biodegradavel e com baixa
citotoxicidade e tem sido empregada com sucesso em sistemas de liberag¢do para incorporacao
de antitumorais (JIANG et al., 2007; JERE et al., 2009). Este polimero também tem sido
muito usado para otimizar a administracdo de farmacos por via bucal, pois apresenta uma
excelente capacidade mucoadesiva. Essa alta mucoadesdo é devido as forcas de atracdo
molecular por interacdes eletrostaticas com a saliva, que é carregada negativamente. Além
disso, a QS pode atuar como promotor de absorcdo (SENEL et al., 2000; VAN DER
LUBBEN et al., 2001).

As polietilenoiminas (PEI) sdo polimeros solUveis em agua e com alta densidade de
carga catidnica em pH fisiologico, devido aos grupamentos amino protondveis em cada
terceira posicdo (GUNTHER et al., 2011). As PEI também tém sido muito investigadas para a
terapia contra o cancer com o objetivo de promover uptake cellular de farmacos, pois esses
polimeros tém a capacidade de interagir, por forcas de atragdo, com as proteinas
extracelulares de membrana, que apresentam carga negativa, em razdo da expressao elevada
de fosfatidilserina, um fosfolipidio aniénico (JERE et al., 2009).

A PEIl também tem sido muito utilizada para a transfeccdo celular de &cido
desoxirribonucleico (ADN) ou de &cido ribonucleico (ARN) visando a terapia génica. 1sso
também ocorre em virtude dessa elevada densidade de grupos aminos parcialmente
protonados em pH fisioldgico, que permite condensar o ADN (poliplexos) e facilitar sua saida

do endossoma. Assim, apos a internalizacéo nas celulas, os protons liberados pelo processo de
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acidificacdo dos endossomas sdo captadas pelos grupos aminas da PEI, impedindo a queda do
pH endossomal. Dessa forma, continua a ocorrer a entrada de protons e a saida de ions
cloreto, os quais induzem o influxo de &gua, causando turgidez osmotica 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 tém relatado a associa¢do de PEI com QS para administracdo de
antitumorais objetivando aumentar a afinidade pela célula alvo. Jere e colaboradores (2007)
desenvolveram um sistema copolimérico composto por PEI e QS para a incorporacdo do
antitumoral siAkt. Os autores observaram otimizac¢do do tratamento contra células tumorais
de pulmao para este antitumoral incorporado neste sistema com os polimeros associados.

Embora as terapias peptidicas antitumorais tenham se mostrado promissoras, a
mortalidade do cancer bucal ainda é bastante alta. Sabe-se que a combinacéo de terapias para
0s pacientes com cancer tem papel fundamental na reducdo de ressurgimento do cancer e no
aumento de sua sobrevida (THOMAS & HORTOBAGY]1, 2003). Logo, terapias adjuvantes
precisam ser continuamente exploradas.

Dessa forma, a Terapia Fotodinamica (TFD) tem sido utilizada promissoramente com
0 objetivo de potencializar o tratamento contra o céncer bucal (GARG et al., 2012;
VELLOSO et al., 2012; LONGO et al., 2013). A TFD visa a destruicdo localizada do tecido
vivo anormal mediante sua necrose, inviabilizacdo, desativacdo de virus ou destruicdo de
bactérias e fungos (MACHADO, 2000). Essa terapia apresenta inUmeras vantagens, como
possibilidade de repeticdo sem inducdo de resisténcia ao farmaco, uso concomitante com
outras terapias e destruicdo tecidual seletiva sem provocar danos extensos as 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 internac6es hospitalares (LONGO et al., 2009).

A TFD fundamenta-se na utilizacdo de um farmaco fotossensibilizante (FS) e luz, num
comprimento de especifico para ativar apenas o FS, o que provoca um dano seletivo ao tecido
tumoral, sendo essa seletividade a esséncia do sucesso do tratamento do cancer (SCHMITT et
al., 2012). Na presencga de oxigénio encontrado nas células, o FS ativado pode reagir com
moléculas na sua vizinhanca por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producéo
de radicais livres (reagdo do tipo I), gerando ions perdxidos, anion-radical superdxido (¢O2-)
e radicais hidroxilas e, consequentemente, uma cascata de espécies reativas de oxigénio

(EROs), que promove o efeito citotoxico por apoptose ou necrose das células tumorais. O FS
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também pode reagir por transferéncia de energia ao oxigénio (reacdo do tipo Il), levando a
producdo de oxigénio singlete, um agente altamente citotoxico. Ambos os caminhos podem
levar a morte celular e a destruicao do tecido doente (PERUSSI, 2007).

Corantes fenotiazinicos hidrofilicos tém sido empregados como FS, como €é o caso do
azul de metileno (AM), aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA). Eles exibem
intensa absorcdo de luz com comprimento de onda entre 600 e 660 nm, que é uma regido do
espectro Util em TFD por estar na janela terapéutica requerida para a eficiente penetracdo da
luz nos tecidos (TARDIVO et al., 2005) e tém sido usados no tratamento de cancer de bexiga,
contra tumores de esofago inoperaveis, viruléncias da pele, psoriase, adenocarcinomas e
cancer bucal (PERUSSI, 2007).

Uma forma de direcionar a acdo do AM aos tecidos doentes consiste na sua veiculagédo
em um SPCL (ROSSETTI et al., 2011). O AM, por ser catidnico, pode promover uma atracdo
eletrostatica na superficie da célula tumoral, que € negativa (JORI et al., 2006), podendo
aumentar ainda mais a afinidade do SPCL pela celula alvo.

Portanto, tendo como base o panorama atual desfavoravel as modalidades terapéuticas
convencionais para o tratamento do cancer bucal representadas, principalmente, pela cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, sugere-se que a terapia peptidica aliada a TFD, pela
incorporacdo do peptideo CTT1 e do azul de metileno em SPLC mucoadesivos, possa
oferecer uma promissora e inexplorada ferramenta nanobiotecnolégica para o tratamento do

cancer bucal.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cancer Bucal

O carcinoma epidermaoide oral é o sexto cancer mais comum em ambos 0S sexos em
todo 0 mundo. E também considerada a neoplasia maligna mais comum da cabecga e pescoco,
e a maior parte dos pacientes vem a 0bito por volta de cinco anos apos seu diagnostico,
estabelecendo-se  assim  como um sério de problema de salude publica
(SANKARANARAYANAN et al., 2017).

No Brasil, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer), ocorreram 5.401
mortes decorrentes deste cancer em 2013, sendo 4.223 homens e 1.178 mulheres e estimou-se
15.490 novos casos para o0 ano de 2016, sendo 11.140 em homens e 4.350 em mulheres.

Historicamente, a taxa de mortalidade associada a este cancer é particularmente alta
por ser diagnosticado tardiamente, j& que ndo h& programas sociais abrangentes para educar a
populacdo a identificar a doenca em sua fase inicial (OLIVEIRA et al., 2006).

Outro obstaculo a descoberta precoce € o advento do virus papiloma humano HPV16,
que contribui muito para 0 aumento da taxa de incidéncia de canceres orais, particularmente
na parte posterior da boca (orofaringe, amigdalas e base da lingua). Esse fato é preocupante
porque muitas vezes neste cancer nao ha a producéo de lesbes visiveis ou descoloracGes, que
sdo os primeiros sinais de alerta do processo da doenca. Assim, o cancer bucal s6 é descoberto
quando ocorre metastase para 0s ganglios linfaticos do pescoco. O prognostico nesta fase da
descoberta é significativamente pior do que quando é detectado numa area intra-oral
localizada (LEITE et al., 2005)

Outro fator de risco para o cancer bucal € a idade, pois frequentemente ocorre em
pessoas com mais de 40 anos. A idade dos pacientes diagnosticados pode indicar um
componente temporal nos processos bioquimicos ou biofisicos de envelhecimento celular que
permite a sua transformacdo em células malignas. Além disso, a eficdcia do sistema
imunoldgico diminui com a idade. O uso do tabaco e o consumo de alcool também séo
importantes fatores de risco. As pessoas que fumam e bebem tém um risco 15 vezes maior de
desenvolver cancer bucal do que os que ndo fumam nem bebem. Além destes fatores
supracitados, ha fatores fisicos como a exposicdo a radiacdo ultravioleta. Este € um agente
causador em cancer do labio, bem como outros canceres de pele. Outro fator fisico é a
exposicao aos raios-X, pois a radiagdo é acumulada ao longo da vida, o que pode implicar no
surgimento de cancer (OLIVEIRA et al., 2006; SARAIVA et al., 2004; REIS et al., 1997).
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O diagnostico do cancer bucal é muito complicado porque é um cancer indolor e
provoca discretas alteragdes na boca. Os principais sinais que devem ser observados séo
lesbes na cavidade oral ou nos labios que ndo cicatrizam por mais de 15 dias, manchas
vermelhas ou esbranquicadas na lingua, gengivas, palato (céu da boca), mucosa jugal, nddulos
no pescogo e rouquiddo persistente. Nos casos mais avangados, observa-se dificuldade de
mastigacdo e de engolir, dificuldade na fala e sensacdo de que ha algo preso na garganta
(FERREIRA et al., 2016).

A confirmagdo diagndstica definitiva é possivel por bidpsia e por anélise
histopatolégica com possivel evidéncia citologica, e devem ser evitadas pesquisas
diagndsticas demoradas e dispendiosas que apenas atrasem o inicio do tratamento e,
consequentemente, diminuam a taxa de sobrevivéncia dos pacientes (FELIPPU et al., 2016).

Apbs um diagnostico definitivo, o tratamento é multidisciplinar envolvendo
cirurgides, oncologistas de radiacdo, oncologistas de quimioterapia, dentistas, nutricionistas e
especialistas em reabilitacdo e restauracdo. As modalidades de tratamento sdo quimioterapia
com radiagdo concorrente, as vezes combinada com a cirurgia (O’NEILL et al., 2002).

No entanto, a baixa solubilidade em 4&gua, baixa permeabilidade e baixa
biodisponibilidade dos farmacos sdo limitagdes cruciais para quimioterapia oral (AGUEROS
et al., 2009; GOKCE et al., 2011; ZHANG et al., 2014).

Para aumentar a eficacia do tratamento e reduzir os efeitos colaterais, a incorporagéo
desses quimioterapicos em sistemas de liberacdo de farmacos, tais como cristais liquidos

representa uma op¢ao interessante para a veiculacdo desta classe de farmacos.

2.2 Metaloproteinases da matriz nos processos fisiopatolégicos do cancer bucal

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sd@o um grupo de enzimas responsaveis pela
degradacdo dos componentes da matriz extracelular e das membranas basais, incluindo o
colageno intersticial, a fibronectina, a laminina e a proteoglicana (SOUZA et al., 2002).

A descoberta das MMPs ocorreu no ano de 1962, quando Gross e Lapierre
encontraram uma enzima ativa na cultura de fragmentos da pele de ratos, a qual degradou a
tripla hélice do colageno tipo | maduro (PETERSON et al., 2004).

Atualmente, mais de 20 tipos diferentes de MMPs humanas foram identificados, as
quais séo 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., 2008).
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As MMPs sdo secretadas na forma de pré-enzimas inativas, denominadas zimogénios,
que sdo ativadas no ambiente pericelular dos tecidos por uma segmentacdo dos zimogenes
denominada propeptideo, ou seja, por quebra de uma ligacdo de cisteina Zn** que bloqueia a
reatividade do local ativo. Os leucdcitos polimorfonucleares, 0s queratindcitos, 0s monacitos,
os macrofagos, os fibroblastos e as células mesenquimais sdo as principais células que
produzem as MMPs. Na presenca de fatores de crescimento e citocinas, incluindo a
interleucina 1 (IL-1), TNF-a ¢ TGF-a, elas liberam as MMPs de granulos especificos de
armazenamento para 0 meio extracelular. Todas as MMPs contém fons Zn*" no sitio de ac&o
catalitica e requerem ions 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 € regulada por quatro vias: 1) por regulacdo na transcricdo nos genes das MMPs;
2) por ativacdo de precursores; 3) por diferencas de especificidade de substrato; e 4) por
inibidores de MMPs (KETSAWATSOMKRON et al., 2016).

Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) sdo proteinas pequenas e multifuncionais
que regulam as funcbes das MMPs, o nivel de sua ativacdo e sua habilidade de hidrolisar um
determinado substrato. O equilibrio entre a producdo de MMPs e a de TIMPs representa um
ponto principal para manter a homeostase da matriz extracelular (SINEVICI et al., 2016).

E conhecido que um processo patoldgico da matriz extracelular pode se instalar
guando houver excesso de atividade das MMPs nos tecidos. Estudos recentes indicaram que
as MMPs estdo envolvidas na génese inicial de tumores, na modulacdo da proliferacdo, na
apoptose e na angiogénese. Por exemplo, durante a metastase, as células tumorais produzem
MMPs para degradar os tecidos vizinhos, invadindo o estroma local e ultrapassando a
membrana basal de um vaso sanguineo. Um estudo verificou que as MMPs presentes no
ameloblastoma podem desempenhar papel importante no processo de invasdo local dessa
neoplasia (CURRAN et al., 1999).

Lin et al. (2004) verificaram que um polimorfismo genético na regido 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 auséncia de expressao de proteinas MMP-7, -9 e
-12 a partir de células epiteliais pode servir como um bom marcador prognostico de
carcinoma oral ndo invasivo. O bloqueio da atividade de MMPs ou integrinas especificas
relacionadas a invasdo tecidual pode oferecer novas modalidades terapéuticas para o

carcinoma oral em fase precoce.
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Birkedal-Hansen et al. (2000) concluiram que os transcritos especificos de MMP
(MMP-3, -7, -10, -14) e TIMP-3 observados em carcinomas de células escamosas de cabega e
pesco¢co comparados com a sua frequéncia em tecidos saudaveis correspondentes fornecem
informac@es importantes sobre a expressdo de MMPs e dos seus inibidores em carcinomas de
cabega e pescogo.

Portanto, o desenvolvimento de inibidores sintéticos de MMP para a intervencao
terapéutica no cancer bucal é muito interessante. Assim, em 1999, KOIVUNEN et al.
descreveram o isolamento de peptideos inibidores de gelatinase especificos a partir de
bibliotecas de peptideos de exibi¢do de fagos. Os autores mostraram que os peptideos ciclicos
contendo a sequéncia HWGF séo inibidores potentes e seletivos de MMP-2 e MMP-9, sendo
que o protdtipo peptideo sintético, CTTHWGFTLC, conseguiu inibir a migracdo de células
endoteliais humanas e células tumorais. Além disso, preveniu o crescimento e a invasao de
tumores em modelos animais e melhorou a sobrevivéncia de ratos portadores de tumores
humanos. Finalmente, mostraram que o fago que exibe CTTHWGFTLC direciona-se
especificamente para vasos sanguineos in vivo.

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

antitumorais.

2.3  Terapia Fotodinamica

Os corantes sdo caracterizados pela sua habilidade de absorver luz visivel com elevada
eficiéncia em alguma regido do espectro visivel, portanto alguns desses compostos sdo
capazes de induzir ou participar de reacbes fotoquimicas (DA HORA MACHADO et al.,
2000).

Por esse fato, desde o inicio do século, tem-se discutido o emprego de corantes como
farmacos. Raab, em 1900, observou a morte de protozoarios quando expostos a luz solar e ao
ar, na presenca do corante acridina. Finsen, em 1901, relatou que a tuberculose luposa poderia
ser tratada com a radiagdo solar e em 1903, ele ganhou o prémio Nobel de Medicina. No
mesmo ano, Trappeiner combinou a aplicacdo topica do corante eosina e da luz para o
tratamento de cancer de pele. Em 1913, Meyer-Betz autoinjetou hematoporfirina e ao se expor
a luz teve fotossensibilidade na pele. Em 1925, Policard estudou porfirinas para investigar
seus possiveis efeitos fototoxicos 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

farmaco se acumulava preferencialmente em tumores implantados em camundongos e que
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apos a incidéncia de luz sobre o tumor, ocorria a regressdo da doenga (SIMPLICIO et al.,
2002; KONAN et al., 2002, ALISSON et al., 2008).

No final da década de 60, Lipson relatou o tratamento do cancer de mama
administrando hematoporfirina e luz, iniciando-se assim o uso da terapia fotodindmica (TFD)
para o tratamento clinico do cancer (SIMPLICIO et al., 2002; KONAN et al., 2002,
ALISSON et al., 2008).

Assim, em 1994, o governo japonés autorizou o emprego do fotossensibilizador (FS)
Photofrin na terapia de cancer de pulmao, o qual foi aprovado nos Estados Unidos da América
em 1996 e na Franca em 1997. Nesses paises, diversos procedimentos clinicos tém sido
estabelecidos, sendo que alguns deles ja vém tendo o seu emprego autorizado, em virtude dos
estimulos concedidos a pesquisa neste campo (SPERANDIO et al., 2009).

O principio da TFD é a interacdo de luz com um farmaco fotossensibilizador (FS) e
oxigénio resultando em espécies reativas capazes de inviabilizar as células. Essa interacéo de
luz ocorre por dois mecanismos nomeados “mecanismo tipo I” e “mecanismo tipo 117,

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

Tipo II
Estado singlete excitado
Cru.zamentu
ERDS
interssistema Extade triplete excitado
Fluorencéncia .
: : Tipo 1
Fosforescéncia Biomolécula

Figura 1. Mecanismo de acdo da Terapia Fotodinamica (Adaptado de CALIXTO et al., 2016).
Apos a absor¢do de luz, o fotossensibilizador (FS) alcanca o estado singlete excitado e ap6s o
cruzamento interssistema, ele alcanca o estado triplete excitado que interage diretamente com
biomoléculas, produzindo radicais ou ions radicais atraves de reacdes de transferéncia de
atomos de hidrogénio ou de elétrons que reagem instantaneamente com o O,, gerando uma
mistura complexa de espécies reativas de oxigénio (EROS), os quais sdo capazes de oxidar
uma variedade de biomoléculas. No mecanismo tipo Il, obtém-se oxigénio singlete altamente
reativo através da transferéncia de energia do FS no estado triplete excitado para o estado
triplete fundamental do oxigénio.
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No mecanismo tipo | ocorre a transferéncia de elétron entre o fotossensibizador no
estado triplete excitado e biomoléculas, gerando ions-radicais que tendem a reagir com 0
oxigénio no estado fundamental, resultando em produtos oxidados. No mecanismo tipo Il
ocorre transferéncia de energia do fotossensibizador no estado triplete, com a geracdo de
oxigénio singlete, um agente altamente citotoxico. Em sistemas biol6gicos, o oxigénio
singlete apresenta tempos de vida extremamente baixos, inferiores a 0,04 ps. Assim, a TFD
atinge somente os substratos biologicos que estdo proximos a regido onde essas espécies sdo
geradas dentro de um raio de 20 nanémetros, aproximadamente. Portanto, a localizacdo 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
terapéutica (600-700 nm), que tem maior capacidade de penetracdo no tecido e ndo deve ser
toxico para as células na auséncia de luz. Por altimo, deve ser capaz de induzir morte celular
imunogénica que € caracterizada por alteracbes na composicdo da superficie celular para
liberar os mediadores solUveis que ativam células dendriticas e T, promovendo o
desenvolvimento de uma resposta imunitaria especifica contra tumores malignos (ALLISON
etal., 2013).

Um dos FS que apresenta essas caracteristicas € o azul de metileno (AM), que é um
corante organico com propriedades fluorescentes e fotossensibilizantes, que inativa
efetivamente virus e bactérias além de ser toxico as células malignas. Essa acdo ocorre pelo
fato do AM possuir carga positiva e baixo peso molecular, o0 que promove uma maior
interacdo com as células de mamiferos, tornando-o uma opc¢ao atraente para TFD de cancer.
Além disso, o equilibrio hidrofilo/lipofilico e a carga positiva do AM permitem sua facil
penetracdo na membrana bioldgica (CHEN et al., 2007).

O AM também é interessante por causa de seu menor custo e disponibilidade mais
facil em comparagdo com outros FS. O uso do AM no tratamento do cancer tem mostrado
resultados promissores como evidenciado por varios estudos, dentre eles DE FREITAS et al.,
2015, TARDIVO et al., 2005, WAGNER et. al.,2013 e SAMY et al., 2014.

No entanto, embora 0 AM apresente solubilidade elevada em agua, suas solugfes sao
rapidamente eliminadas ap6s sua administracdo intravenosa devido formacéo de leucoAM,
que ndo apresenta agdo fotossensibilizante. Portanto, a protecdo do AM para evitar a sua
transformacdo em leucoAM é essencial (SCHAFER et al., 2013).
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Dessa forma, a utilizacdo de nanotecnologia representa uma abordagem emergente
para melhorar o resultado da TFD do cancer. O desenvolvimento de sistemas de liberagéo de
farmacos baseados na nanotecnologia, como os sistemas liquidos cristalinos, pode facilitar a

distribuicéo intracelular precisa de FS.

2.4 Sistemas liquidos cristalinos

Os cristais liquidos (CLs) s&o conhecidos desde 1889, quando Lehmam descreveu um
estado intermediario na transformacdo térmica de solido para liquido. Em 1922, Friedel usou
o termo estado mesomorfico para definir este quarto estado da matéria; dessa forma, os CLs
passaram a ser denominados como fases mesomorficas ou mesofases cristalinas (FRANK et
al., 1958; EMSLEY et al., 2013).

Os CLs liotropicos séo formados pela mistura de uma molécula anfifilica (tensoativo)
e solventes, como Gleos e agua, que dependendo de sua temperatura e concentracdo podem se
organizar em mesofases do tipo lamelar, hexagonal ou cubica (PATEL & PATEL, 2010),

conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Representaces esquematicas de fases liquidos cristalinas formadas por compostos
anfifilicos em &gua, sendo lamelar (A), hexagonal (B) e cubica (C). Adaptado de CALIXTO
etal., 2015.

A mesofase lamelar apresenta baixa viscosidade e é formada por bicamadas de
tensoativo separadas por dgua que, ao serem observadas pelo microscépio de luz polarizada
(MLP), apresentam estruturas em forma de cruz de malta. A mesofase hexagonal apresenta
viscosidade intermediaria e é formada por agregados lipidicos cilindricos num meio continuo
de 4gua formando estruturas hexagonais (como observado pelo hexagono vermelho na Figura

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



31

estriadas. A mesofase clbica apresenta alta viscosidade e é formada por micelas normais ou
reversas justamente empacotadas em simetria cubica e apresentam um campo escuro ao serem
observadas pelo MLP (MALMSTEN, 2002, FLORENCE & ATTWOOD, 2006).

Quando ha apenas um tensoativo no sistema, a formacéo dessas diferentes mesofases
pode se basear no conceito do pardmetro de empacotamento critico (PEC), que é um valor
geométrico da relagdo entre o volume da cauda hidrofobica (v), o volume da area de cabeca
polar (A) e o comprimento da cauda hidrofobica (1), ou seja, PEC = v/ A . |. Dessa forma, ha a
formacéo de mesofase lamelar se o valor de PEC for igual 1; se o valor de PEC for menor que
1, ocorre a formacdo de mesofases hexagonais e de micelas normais. E se o valor de PEC for
maior que 1, ocorre a formacdo de mesofases cubicas, mesofases hexagonais e micelas
reversas. Assim, pode-se prever aproximadamente a ordem de transicdo de tensoativos
associados com a mudanca na curvatura da agua ou 6leo na interface (ISRAELACHVILI et
al, 1976; ISRAELACHVILI, 1991; SAGALOWICZ et al., 2006).

A adicdo de co-tensoativos, sais ou outros componentes, como polimeros, pode
influenciar a formacdo das diferentes mesofases pelas interacGes eletrostaticas ou ligacdes
qguimicas como forca de van de Waals ou pontes de hidrogénios entre esses componentes
(NAKANO et al., 2002; YAGHMUR et al., 2004; YAGHMUR et al., 2009).

Na area de TFD utilizando sistemas liquidos cristalinos, LOPES et al. (2006)
investigaram nanoparticulas de cristais liquidos liotropicos carregadas com um derivado de
clorina, um FS usado para TFD de cancer de pele. Os autores prepararam uma nanodispersdo
da fase hexagonal misturando monooleina, &cido oleico, poloxamer e agua e concluiram que
essa nanodispersdo mostrou potencial para a entrega do FS na pele, que € a condicédo crucial
para sucesso da PDT tdpico.

Rossetti et al. (2016) desenvolveram nanodispersdes de fases cristalinas liquidas
(NLPs), compostas de monooleina e &cido oleico para melhorar a retencdo tdpica do
fotossensibilizador protoporfirina 1X (PplX) e concluiram que essa formulagdo otimiza a
terapia fotodindmica usando este fotossensibilizador.

Na area de terapia anticancer, ZENG et al. (2012) desenvolveram nanoparticulas
liquidas cristalinas constituidas de fosfatidilcolina de soja e dioleato de glicerol para a
incorporagdo de paclitaxel e concluiram que estes sistemas demonstraram potencial como
nanocarreadores para farmacos insollveis em agua tais como paclitaxel, melhorando a sua
biodisponibilidade intravenosa.

Os SLCs também sdo estratégias interessantes para a administracdo de farmacos por

via bucal, pois o principal desafio para o sucesso da liberacdo bucal € o tempo de residéncia
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da forma farmacéutica no ambiente bucal, para permitir que os farmacos possam atuar no
local de aplicacdo, ou serem absorvidos através da mucosa. No entanto, o cisalhamento no
ambiente bucal promovido pelos movimentos de ingestdo de alimentos, mastigacdo, fala,
além do fluxo de saliva, podem impedir que as formulacGes sejam aderidas a mucosa bucal,
levando a uma redu¢do ou nenhuma eficacia (PATEL et al., 2011).

Assim, estudos do nosso grupo de pesquisa vém mostrando que os SLC acrescidos de
polimeros podem atuar como sistemas bioadesivos além de promover o aumento da
permeacdo e retencdo do farmaco pela superficie bioldégica (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 liberacdo mucoadesivos e os resultados promissores obtidos por nosso grupo de
pesquisa em relacdo ao tensoativo Procetyl® com adicdo de polimeros bioadesivos, este
trabalho tem como objetivo explorar estas plataformas tecnoldgicas para o desenvolvimento
de um sistema de liberacdo nanoestruturado mucoadesivo para a administracdo bucal de

farmacos.
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3 OBJETIVO

Desenvolver sistemas precursores de cristais liquidos mucoadesivos para
administracdo bucal do peptideo antigelatinolitico CTT1, bem como avaliar o emprego da
terapia fotodindmica utilizando o azul de metileno como fotossensibilizante, na terapia contra

o cancer bucal.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

Materias-primas, reagentes e solucgdes

Acido acético glacial — Qhemis;

Acido oleico P.A. — Synth:;

Agua deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2uS.cm™;
Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP- Procetyl AWS — Croda;
Azul de metileno — Sigma-Aldrich;

Polietilenoimina baixa peso molecular isento de 4gua — 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-difeniltetrazélio]} - Sigma Co;
Tripsina EDTA 0,05% - Gibco

Peptideo CTT1 (95 % de pureza) — Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento.

Oncileg®-A pasta oral (gelatina, pectina citrica, carmelose sédica, polietileno,

petrolato liquido) constituida por 1% de triancinolona acetonida) - Legrand Pharma Industria

Farmacéutica Ltda

4.1.2
[ ]
[ ]

Equipamentos

Analisador de textura TA.XT Plus — Stable Micro Systems®;
Agitador mecanico — Marconi®;

Balanca analitica — Owa labor®;

Balanca semianalitica — Gehaka®;

Centrifuga de tubos TC6 — Sorvall TC®;
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o Espectrofotémetro UV Carry 60 - Agillent Technologies;

o Lavadora Ultrassonica - Unique®;

o Microscopio de luz polarizada Olympus BX41 com Camara acoplada QColor3
Olympus America INC;

. Peagdmetro — Gehaka®;

. Redmetro, modelo AR2000 — TA Instruments®;

. Sistema de purificacdo de 4gua MILLIPORE®, Milli - Q Plus.

. Termdmetro infravermelho - MT-350;

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacgao da dispersao de quitosana 5% (m/m)

Pesaram-se 5 gramas de quitosana (QS), as quais foram suspensas em 95 gramas de
solucdo de acido acético 8,75% (m/m) com agitacdo mecanica a 150 rotagdes por minuto
(rpm) por 24 horas (CALVO et al., 1997).

4.2.2 Preparacao da solucéo de polietilenoimina 5% (m/m)
Pesaram-se 5 gramas de polietilenoimina (PEI), as quais foram misturadas com 95

gramas de agua com agitacdo manual (WANG et al., 2006).

4.2.3 Preparacdo da solucdo de polietilenoimina a 2,5% (m/m) e quitosana a 2,5%
(m/m).

Pesaram-se 2,5 gramas de polietilenoimina e 2,59 de quitosana. PEl e QS foram
misturadas por agitacdo mecanica com 95g de solucéo de &cido acetico a 4,38% por 24 horas
a 150 rpm.

4.2.4 Construcdo dos diagramas de fases

Foram construidos quatro diferentes diagramas de fases, fixando-se, em todos, &cido
oleico como fase oleosa e &lcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (Procetyl®
AWS) como tensoativo. Foram utilizadas quatro diferentes fases aquosas, dentre os quais

agua (Diagrama 1), dispersao de quitosana 0,5% (Diagrama 2), dispersdo de polietilenoimina
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0,5% (Diagrama 3) e dispersdo binaria de polietilenoimina 0,25% e quitosana 0,25%
(Diagrama 4).

A 25 + 0,5 °C, 54 diferentes proporcdes variando em 10% em 10 % (m/m) cada fase
dos sistemas foram misturadas com agitagdo em vortex resultando, desse modo, na construcao
do diagrama de fase com 54 pontos como ilustrado na Figura 3.

O ponto 31 destacado na Figura 3 exemplifica a direcdo 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.

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 ternarios com dispersdo polimérica como fase aquosa, inicialmente,
foram misturados 10% da dispersdo polimérica a 5% com diferentes quantidades de agua, 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 estabilizacdo e

eliminacdo de bolhas. Apds esse periodo, foram classificados visualmente como sistema
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liquido transparente (SLT), sistema viscoso transparente (SVT), sistema opaco (SO) e
separacdo de fases (SF). Os diagramas de fases foram plotados no programa SigmaPlot®,
versdo 10.0 (Systat Software, EUA).

4.2.5 Microscopia de luz polarizada (MLP) e selecdo dos sistemas precursores de
cristal liquido (SPCL)

4.2.5.1 Analise de Reprodutibilidade para Calibracao do Pesquisador

Foram analisadas 20 diferentes fotomicrografias de sistemas liquidos cristalinos

obtidos por MLP em duas ocasifes diferentes.

4.2.5.2 Microscopia de luz polarizada

Apbs a classificacdo visual, os sistemas classificados como SLT e SVT foram
analisados por MLP. Para isso, uma pequena aliquota dos sistemas selecionados foi colocada
em uma lamina, a qual foi coberta com laminula e em seguida analisada em microscopio de
luz polarizada. Foram utilizadas lentes de aumento de 20 vezes.

A classificacdo por microscopia de luz polarizada permite a classificacdo das
estruturas em sistemas liquido-cristalinos (SLC) e microemulsdo (ME), classificacdo esta
confirmada posteriormente por espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Depois
dessa classificacdo, 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 relacdo a 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 angulo (SAXS), analises
reoldgica continua, analise reoldgica oscilatdria e mucoadesao.

A composicdo da saliva artificial utilizada foi de 8 g/L de cloreto de sodio (NaCl),
0,19 g¢/L de fosfato monobéasico de potassio (KH,PO,), 2,38 ¢g/L de fosfato dissodico
(Na;HPO,) 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 angulo (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS-Brasil), na linha SAXS1. Esta linha ¢ equipada com um monocromador (A= 1.488 A)
e um detector vertical localizado cerca de 1,5 m da amostra e um analisador multicanal para
registrar a intensidade do espalhamento 1(q), em funcdo do vetor de espalhamento, q. O
espalhamento das micas e do ar foram subtraidos da intensidade total espalhada. Cada
espectro foi coletado por 45 segundos. Essa instalacdo permitiu um vetor de espalhamento, q,
entre aproximadamente 0,1 e 2,3 A™,

4.2.9 Analises reologicas

Para a caracterizacdo reoldgica dos sistemas, primeiramente, foram realizadas analise
de reprodutibilidade para calibragdo do pesquisador e 0 projeto piloto para a estimativa do
tamanho da amostra para serem utilizadas na analise reoldgica continua e na analise reoldgica

oscilatdria, conforme etapas 3.2.6.3.1 € 3.2.6.3.2.

42911 Anélise reoldgica continua

Os reogramas dos sistemas foram obtidos empregando redmetro modelo AR2000 —
TA Instruments® utilizando geometria steel plate com 40 mm de diametro e com gap de 200
MM para 0s sistemas poucos Vviscosos e utilizando geometria cone/placa com 40 mm de
diametro, 2° de angulo e gap de 52 pm para 0s sistemas mais Viscosos.

Uma amostra com trés gramas dos sistemas foi colocada, cuidadosamente, na placa
inferior do redmetro, e esperou-se o tempo de repouso de 3 minutos para o inicio da analise. A
taxa de cisalhamento utilizada foi de 0 a 100 s™ para a curva ascendente e de 100 a 0 s para a
curva descendente, durante 120 segundos cada, a temperatura de 37 °C.
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Os indices de consisténcia e fluxo foram determinados pela Equacdo 1 para a anélise

quantitativa do comportamento de fluxo:
T=k-yn (Equacéo 1)

onde “t” ¢ a for¢a de cisalhamento, “y” ¢é a taxa de cisalhamento, “k” é o indice de
consisténcia e “n” ¢ o indice de fluxo (CALIXTO et al., 2015).

Para a analise reprodutibilidade para calibracdo do pesquisador, o ensaio foi realizado
em 20 amostras independentes, sendo 10 analises em uma ocasido e as 10 restantes.

Para o projeto piloto para estimativa do tamanho da amostra, o ensaio foi realizado em
10 amostras independentes, sendo 3 andlises em uma ocasido, 3 em outra ocasido e as 4
restantes em outra ocasido.

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

estimado pelo projeto piloto.

42912 Anélise reoldgica oscilatoria

A andlise oscilatoria foi realizada também em redmetro modelo AR2000 — TA
Instruments® utilizando geometria steel plate com 40 mm de diametro e com gap de 200 pm
para 0s sistemas poucos Vviscosos e utilizando geometria cone/placa com 40 mm de diametro,
2° de angulo e gap de 52 pm para os sistemas mais viScosos.

Primeiramente, foi realizado o teste de varredura de tensdo para determinacdo da
regido viscoelastica. Para esse teste foi utilizada uma faixa de tensdo de cisalhamento de 0 a
50 Pa e frequéncia de 1 Hz.

Apos a determinacdo da tensdo de 1 Pa da regido viscoelastica, realizou-se o teste de
varredura de frequéncia para determinagdo do modulo eléstico (G’) e modulo viscoso (G").
Para esse teste foi utilizada a faixa de frequéncia de 0 a 10 Hz, a tensdo de 1 Pa, numa
termperatura de 37 °C (CALIXTO et al., 2015).

Para a analise reprodutibilidade para calibracdo do pesquisador, o ensaio foi realizado
em 20 amostras independentes, sendo 10 analises em uma ocasido e as 10 restantes.

Para o projeto piloto para estimativa do tamanho da amostra, o ensaio foi realizado em
10 amostras independentes, sendo 3 analises em uma ocasido, 3 em outra ocasido e as 4
restantes em outra ocasiéo.

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

tamanho amostral estimado pelo projeto piloto.
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4.2.10 Analise 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 possivel analisar
propriedades mecanicas, tais como a dureza, compressibilidade, adesividade e coesdo. O teste
foi realizado para as amostras FA100, FP100, FQ100, FPQ100 e com a formulagdo comercial
Oncileg®-A. Para a realizacéo do teste, os sistemas selecionados (15 g) foram colocados em
tubos de centrifuga conicos 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 superficie lisa. Em
seguida, esses tubos foram colocados embaixo da sonda analitica (10 mm de didametro) do
analisador de textura, que foi programado para comprimir a amostra a velocidade de 0,5 mm/s
até a profundidade pré-definida (10 milimetros) e retornar para a superficie da amostra na
mesma velocidade. Apds 5 segundos de repouso, uma segunda compressdo iniciou-se, nas
mesmas condigdes. O esquema ilustrativo esta na Figura 4. Todas as analises foram realizadas

em setes replicatas, a temperatura de 25°C.

Sonda analitica

Intervalo de 5 segundos

110 mm

2% compressiao:

Ap6s 5 segundo, a sonda desce nas
mesmas condigdes da primeira
Compressao.

1" compressao:

A sonda desce a 0,5 mm/s até a
profundidade pré-definida (10
milimetros) e retornar para a superficie
da amostra na mesma velocidade

Analisador de textura TA-XT plus
(Stable Micro Systems, Inglaterra).

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

4.2.11 Avaliacéo in vitro da forga mucoadesiva

Para a avaliacdo da for¢ca mucoadesiva in vitro das formulagdes, primeiramente, foram
obtidas mucosas esofégicas de porco do matadouro Olhos d’Agua localizado em Ipua (SP),
transportadas e armazenadas em meio com saliva e em banho com gelo, até seu

processamento em no maximo 6h apds a morte dos animais. A mucosa esofagica foi separada
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dos tecidos subjacentes com auxilio de tesoura anatémica e bisturi, mantendo a uniformidade
da espessura dos cortes de aproximadamente 1 mm. Lavou-se a mucosa com agua corrente e a
manteve em solucdo saliva até sua utilizacéo.

A forca necessaria para remover os sistemas selecionados dessa mucosa esofagica
suina 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 a
extremidade inferior da sonda cilindrica (10 mm de didmetro) do equipamento. As
formulacdes foram acondicionadas em pequenos recipientes de vidro sob a sonda a 37 °C. 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 forca 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 esta ilustrado na Figura 5. A forca necessaria para ocorrer esse destacamento foi

calculada pela curva forga versus tempo.

Sonda analitica

Mucosa esofigica anexada
e / a sonda analitica

) | =

- ) f A sonda desce até Apds 60 s de
- contato, a sonda

ENErar em contato

com a formulacdo. sohe para ocorrer
o destacamento
total entre a
mucosa e a
formulacgio

Tubo Falcon com
15 gramas de

. formulacdo
Analisador de textura

TA-XT plus (Stable
Micro Systems,
Surrey Inglaterra)

Figura 5. Esquema ilustrativo do teste de mucoades&o in vitro.

Para a analise reprodutibilidade para calibragdo do pesquisador, o ensaio foi realizado
em 20 amostras independentes, sendo 10 analises em uma ocasido e as 10 restantes.

Para o projeto piloto para estimativa do tamanho da amostra, o ensaio foi realizado em
10 amostras independentes, sendo 3 analises em uma ocasido, 3 em outra ocasido e as 4

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

formulacdes desenvolvidas e com a formulagéo comercial Oncileg®-A

4.2.12 Validacdo da metodologia analitica para quantificacdo do CTT1 por
espectrofotometria no UV-vis.

A validacdo da metodologia analitica foi realizada usando os pardmetros: linearidade,
precisdo intra-corrida e intermedidria, exatiddo, especificidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, sugeridos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2003), utilizando
espectrofotometro UV Carry 60 (Agillent Technologies, EUA) com comprimento de onda de
280 nm.

4212.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas, determinada pela
analise de seis niveis de concentracdo diferentes em trés dias diferentes. A solucdo mae foi
preparada dissolvendo 1 mg de peptideo em 1 mL de agua Milli-Q. A partir dessa solucéo
mée foram preparadas seis diluicbes (200 pg/mL, 160 pg/mL, 120 pg/mL, 80 pg/mL, 60
pg/mL e 20 pg/mL), em triplicata, utilizando-se a agua Milli-Q como diluente. A partir da
média dos valores das areas encontrados e das concentracdes testadas para as trés curvas, a
equacdo da reta foi determinada por regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados.
Para avaliar numericamente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a analise de

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

4.2.12.2 Seletividade
A fim de garantir que ndo haja interferéncia na deteccdo e quantificacdo do peptideo
com os componentes das formulacdes, as formulacdes sem os farmacos foram diluidas em

solvente e analisadas em triplicata.

4.2.12.3 Precisdo

Para 0 estudo de precisao foram utilizadas as concentracdes de 60 pg.mL™, 80 pg.mL"
! e 120 pg.mL™ de peptideo, determinadas em triplicata. As anélises foram realizadas em dois
dias diferentes, ndo 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 Exatiddo — recuperacéo

A exatiddo foi avaliada através de teste de recuperacdo da concentragdo dos farmacos
(60 pg.mL™?, 80 pg.mL™ e 120 ug.mL™) obtida na metodologia de quantificacio comparada
com a quantidade conhecida dos farmacos na amostra. Os experimentos foram feitos em
triplicata para cada concentracdo. A exatidao foi expressa pela relacdo entre a concentracédo

média determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, calculada

pela Equacdo 2.
Eatidao = SSEL RS (Equagho )
4.2.12.5 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados utilizando valores
de desvio padréo (DP) e inclinacéo das curvas analiticas obtidas. Os LD e LQ tedricos foram
obtidos atraves do célculo das Equacdes 3 e 4, respectivamente:

np w3
Iz

DP x10
Iz

LD = Equacédo 3 LQ = Equacéo 4

onde DP € o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y e IC é a inclinacdo da curva analitica.

4.2.13 Validacdo da metodologia analitica para quantificacdo do azul de metileno por
espectrofotometria V-vis.

A validacdo da metodologia analitica foi realizada usando os parametros: linearidade,
precisdo intra-corrida e intermediaria, exatidao, especificidade/seletividade, limite de detec¢do
e limite de quantificacdo, sugeridos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2003),
utilizando espectrofotémetro UV Carry 60 (Agillent Technologies, EUA) com comprimento
de onda de 660 nm.

4.2.13.1 Linearidade
A linearidade foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas, determinada pela
analise de seis niveis de concentragdo diferentes em trés dias diferentes. A solu¢do mae foi

preparada dissolvendo 5 mg de azul de metileno em 100 mL de agua Milli-Q. A partir dessa
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solugdo mae foram preparadas seis dilui¢des (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 agua Milli-Q como diluente. A partir da média dos
valores das areas encontrados e das concentragdes testadas para as trés curvas, a equacao da
reta foi determinada por regresséo linear, pelo método dos minimos quadrados. Para avaliar
numericamente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA)
com teste unilateral, p < 0,05.

42132 Seletividade

A fim de garantir que ndo haja interferéncia na detecgéo e quantificagcdo do azul de
metileno com os componentes das formulagdes, as formulacdes sem os farmacos foram

diluidas em solvente e analisadas em triplicata.

4.2.13.3 Precisdo

Para o estudo de precisdo foram utilizadas as concentraces de 2 pg.mL™, 4 uyg.mL™ e
5 pg.mL™ de AM, determinadas em triplicata. As anlises foram realizadas em dois dias
diferentes, ndo consecutivos. As médias dos resultados obtidos foram avaliadas pelo teste t de
Student (teste bilateral, p < 0,05).

4.2.13.4 Exatidao — recuperacéo

A exatiddo foi avaliada através de teste de recuperacdo da concentracdo dos farmacos
(2 png.mL?, 4 pg.mL™* e 5 ug.mL™) obtida na metodologia de quantificagdo comparada com a
quantidade conhecida dos farmacos na amostra. Os experimentos foram feitos em triplicata
para cada concentracdo. A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, calculada pela

Equacéo 2.

4.2.13.5 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados utilizando valores
de DP e inclinagdo das curvas analiticas obtidas. Os LD e LQ teoricos foram obtidos através
do calculo das Equac0es 3 e 4, respectivamente.



45

4.2.14 Avaliagdo da cinética de liberacdo in vitro do peptideo CTT1 e do azul de
metileno (AM)

O estudo de liberagdo do CTT1 e do AM em solucéo e incorporados nas formulagdes
FA e FPQ foi realizado no equipamento Microette (Hanson) constituido por células de
difusdo de Franz. Foi utilizada membrana sintética de acetato de celulose com massa molar de
12-14 kDa (Sigma-Aldrich) e solucdo receptora composta por agua Milli Q & 37 °C e sob
agitacdo de 300 rpm. As amostras (CTT1 em solucdo, CTT1 incorporado na FA, CTT1
incorporado na FPQ, AM em solucdo, 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 difusdo 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 espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 280 nm a partir do método analitico validado e o AM liberado das
amostras foi quantificado em espectrofotdometro com comprimento de onda de 660 nm

também a partir do método analitico validado.

4.2.15 Estudo da fotodegradacgéo (photobleaching)

As amostras de AM, em solucdo ou incorporado na FPQ, foram submetidas a fonte de
luz (LEDs — light emitting diode) no espectro da luz vermelha em 660 nm e com poténcia de
saida de 100 mW. A luz foi aplicada por 20 minutos, de maneira a cobrir toda extensdo das
amostras, que foram submetidas ao estudo do espectro para verificar a fotodegradacao apos a
irradiacdo (VIRKUTYTE et al.,, 2010). A fotodegradacdo do AM foi estudada por
espectroscopia empregando espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu, modelo UV- 1800). O
espectro de absor¢do 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 dicroismo circular
Os espectros de dicroismo circular do peptideo CTT1 em solugéo (P) e incorporado na
formulacdo (FPQ-P) foram obtidos pelo equipamento espectrometro/espectropolarimento de

dicroismo circular Jasco modelo J — 815 na regido 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 colaboracdo do Prof. Dr. Carlos Rossa Junior da
Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP.

Para avaliar a inibicdo da atividade de MMP-9 e MMP-2 pelo peptideo CTT1 (P) em
solucdo e incorporado na formulacéo (FPQ-P), macr6fagos murinos foram estimulados com 1
pg/mL de lipopolissacarideo bacteriano durante 24 h e o meio condicionado foi coletado. P e
FPQ-P foram incubados com as concentracdes indicadas a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 h, com um volume do meio condicionado contendo 5 g de proteina total. No final
do periodo de incubagdo, as amostras foram carregadas num gel de poliacrilamida a 10%
contendo 5% de gelatina e separadas por eletroforese em condicGes ndo desnaturantes. Depois
de uma lavagem de 30 min em 2,5% de Triton X-100 para renaturacdo das proteinas, 0s géis
foram colocados em tampao (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 solucdo de &cido/metanol acético durante 10 min. Imagem digital do
gel foi obtida sob epi-iluminacdo em um sistema de documentacdo 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 estagio de pesquisa no exterior (BEPE — Proc. n°
2016/06337-5) na Universidade do Minho (Portugal) sob orientacdo da Profa. Fatima
Baltazar.

4.2.18.1 Linhagem celular

Nesse estudo foram utilizadas a linhagem celular derivada de carcinoma epidermoide
de lingua (SCC-25) e a linhagem celular derivada de carcinoma de Gtero (SiHA). SCC-25 foi
fornecida pela Prof. Dr. Bruno Sarmento do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas 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 1x, High Glucose; Gibco, Invitrogen) suplementadas com 10% de soro fetal bovino

(Gibco, Invitrogen) e 1% de solugé@o 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
solucéo de penicilina e estreptomicina (Gibco, Invitrogen) e 40 ng/mL de hidrocortisona. As
células foram mantidas em atmosfera com 5% de CO,, 95% umidade relativa e a temperatura

constante de 37 °C.

4.2.18.3 Avaliacao de citotoxicidade pelo ensaio de Sulforodamina B

As células foram plaqueadas em placas de 48 pogos a uma densidade de 8000 células
de SCC-25 por pogo. As células foram deixadas aderir durante a noite e, em seguida, foram
tratadas com varias concentracfes de formulacdo (0,5%, 0,25%, 0,12%, 0,06% e 0,03% de
formulacdo FPQ) diluidas em meio de cultura sem soro e com varias concentracdes de
peptideo CTT1 diluidos em PBS1x (400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 25
pg/mL) por 12 horas, 24 horas e 72 horas. Todos os procedimentos foram executados na
auséncia de luz policromatica 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 monitorizagdo da citotoxicidade in vitro (medicdo da biomassa total) por meio da
coloragdo das proteinas celulares com Sulforodamina B. Assim, ap6s os diferentes tempos de
incubacdo das células com os diferentes tratamentos, 0 meio de cultura foi removido e as
células foram fixadas a frio com 10% de &cido tricloroacético (TCA) durante 1 hora a 4 °C.
As placas foram lavadas 3 vezes com agua destilada para remover o TCA e, em seguida,
foram secas ao ar durante a noite. Ap6s secarem, as células foram coradas com uma solucgéo
de 0,4% de Sulforodamina B durante 30 minutos e, depois do periodo de coloracéo, as placas
foram novamente lavadas 3 vezes com &cido acético a 1% até o corante ndo incorporado ser
totalmente removido. As placas foram novamente secas ao ar durante a noite e, entdo, a
Sulforodamina B incorporada foi solubilizada numa solu¢do de base Tris 10 mM com
agitacdo durante 20 minutos no agitador de placas a temperatura ambiente. A medicéo
espectrofotométrica da absorbancia a 490 nm foi realizada, utilizando 690 nm como a
absorbancia de fundo (Tecan Infinito M200). Os valores da analise foram estimados a partir
de trés experiéncias independentes utilizando o software GraphPadPrism 5, aplicando-se uma
dose-resposta sigmoidal (declive variavel) de regressdo ndo-linear, depois da transformacéo

logaritmica.
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4.2.19 Avaliagdo de foto e citotoxicidade pelo método de reducdo do MTT
Esses ensaios foram realizados no Laboratério de Citologia do Departamento de
Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP sob orientacdo 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 origindrias 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 pg/mL de
estreptomicina, 0,25 pg/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 CO,, 95% umidade relativa e a temperatura constante de
37°C. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de solucdo de Hank (0,4 g de KClI;
0,06 g de KH,POyg; 0,04 g de Na;HPOQOy; 0,35 g de NaHCOj3; 1 g de glicose, H,0O g.s.p. 1.000
mL) e desprendidas da garrafa com 2 mL de Tripsina EDTA 0,05% (Gibco, Waltham, MA,
EUA). Apds o desprendimento do tapete celular, as células foram homogeneizadas com 3 mL
de DMEM/F12 acrescido de 10% de soro fetal bovino e a suspensdo 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 Avaliacao de citotoxicidade pelo metodo de redugdo do MTT

Para a calibracdo da pesquisadora para realizacdo do teste de citotoxicidade, as
linhagens HaCaT e HSC3 foram cultivadas em 20 pocos da placa de 96 pocos por 24h, a uma
concentracdo de 1x10° células/mL. Em seguida, 0 meio de cultura (DMEM/F12 + 10% SFB)
foi removido e 20 pogos de células foram tratados com a formulacdo solubilizada em
DMEM/F12 sem soro e os outros 20 pogos foram tratados com o controle negativo, sendo

utilizada pipeta monocanal em 20 pogos e pipeta multicanal nos outros 20 pogos. Apos 0
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periodo de incubacdo de 3h, as células foram recuperadas por 24 horas em DMEM/F12 +10%
SFB. Todos os procedimentos foram executados na auséncia de luz policromética incidente
sobre as células.

Apos a calibracdo da pesquisadora, as linhagens HaCaT e HSC3 foram cultivadas em
placa de 96 pogos por 24h, a uma concentracdo de 1x10° células/mL. Em seguida, 0 meio de
cultura (DMEM/F12 + 10% SFB) foi removido e as células foram tratadas com a formulacéo
solubilizada em DMEM/F12 sem soro. Apds o periodo de incubacgdo de 1h ou 3h, as células
foram recuperadas por 24 horas em DMEM/F12 +10% SFB. Todos os procedimentos foram
executados na auséncia de luz policromatica incidente sobre as células.

O MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]} é um corante
tetrazdlico de cor amarela, solGvel em agua, que € reduzido pelas células vivas (mas nao pelas
mortas) a um produto violeta e insolivel em solug¢bes aquosas. A solubilizacdo desse produto
e sua quantificacdo espectrofotométrica permite determinar a porcentagem de células vivas
presentes no meio. Dessa forma, a reducdo do MTT permite avaliar o potencial citotoxico da
terapia em estudo (TOLOSA et al., 2015).

A solucdo de MTT foi preparada em duas etapas: primeiro, o sal foi dissolvido em
PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10,1 mM, KH,PO4 1,8 mM pH7,4) a uma
concentracdo de 5 mg/mL; em seguida, essa solucdo foi diluida 1:10 em meio de cultura sem
soro para uma concentracdo final de 0,5 mg/mL. Apds o periodo de recuperacdo, 0 meio de
cultura foi removido das placas e cada poco recebeu a adicdo de 100 pL de MTT a 0,5
mg/mL; a placa foi entdo incubada a 37 °C por 3 horas. A solucdo de MTT foi removida e
100 pL de isopropanol acidificado (HCI 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 agitacdo prévia de 5
minutos em baixa velocidade. A porcentagem de células vivas em relacdo ao controle
negativo, representando a citotoxicidade do tratamento, foi calculada em relagdo ao controle
negativo, de acordo com a Equacéo 5 (de FREITAS et al., 2014):

% de células vivas em relacdo ao controle negativo

(média de absorbancia do teste — média de absorbancia do branco) 100
X

"~ (média de absorbancia do controle negativo — média do absorbéncia do branco)

(Equacéo 5)
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4.2.19.4 Avaliacéo de fotocitotoxicidade pelo método de reducéo do MTT

42.19.4.1 Fonte de luz

A fonte de luz de 660 nm utilizada consiste de um sistema de iluminagdo LED
compacta com uma area de iluminagdo homogénea e um dispositivo de refrigeragéo,
composto por 48 LEDs com intensidades varidveis (IrradLED - Biopdi, Sdo Carlos, SP,

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

POGO.

4.2.19.4.2 Tratamento com a formulacéo selecionada FPQ

As linhagens HaCaT e HSC3 foram cultivadas em placa de 96 pocos por 24 horas, a
uma concentracdo de 1x10° células/mL. Em seguida, 0 meio de cultura (DMEM/F12 + 10%
SFB) foi removido e as células foram tratadas com azul de metileno em solucdo (AM), azul
de metileno incorporado na formulacdo (FAM) solubilizado em DMEM/F12 sem soro e com
0 controle negativo. Ap6s o periodo de incubacdo de 1lh, mesmo tempo de tratamento
estabelecido para o peptideo CTT1 no ensaio de zimografia em gel, as células foram tratadas
ou n&o com luz (Biotable 660 nm) com uma dose de luz de 12,5 J/cm?® ou 25 J/cm2. Ap6s a
incidéncia da luz, as células foram incubadas por 24 horas em DMEM/F12 com 10% SFB.
Todos os procedimentos foram executados na auséncia de luz policromatica incidente sobre
as células (de FREITAS et al., 2014). A porcentagem de células vivas em rela¢do ao controle
negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento, foi calculada em relagdo ao

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

4.2.20 Ensaio in vivo utilizando o modelo de membrana corioalantdica de embrido da
galinha (CAM)

Esse teste foi realizado durante o estagio de pesquisa no exterior (BEPE — Proc. n°
2016/06337-5) na Universidade do Minho (Portugal) sob orientacdo da Profa. Fatima
Baltazar.

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

adquiridos no primeiro dia de fecundacdo. Os ovos foram incubados na estufa Umida a 37 °C
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até o segundo dia de desenvolvimento embrionario (ED 1 e ED 2). No terceiro dia (ED3), 0s
ovos foram retirados da estufa para a abertura de uma janela utilizando uma pinga e uma
tesoura, que logo apds sua abertura foi fechada com uma fita adesiva e entdo os ovos foram

recolocados na estuda Umida a 37 °C.

4.2.20.2 Ensaio para avaliagio das alteragdes vasculares da CAM

Para a realizacdo desse ensaio, no ED 8, um anel de plastico com 3 mm de diametro
foi colocado sobre a CAM e foram tiradas fotografias. No ED 13 foi aplicado 40 pL de
formulagdo. Apos 4 dias, foi constatada a morte dos embrifes. Portanto, foi realizado outro
protocolo de tratamento com a aplicacdo de 10 pL de formulacéo por dia do ED 13 até o ED
16. Assim, no ED 17 foram tiradas fotografias e os ovos foram sacrificados a — 80 °C. O

esquema ilustrativo est4 na Figura 6.

colocaciao
do anel

Tratamento

Pré incubacio * + ‘ 1_
o 1 2 3 “ s (=3 7 8 oS 10 11 12 13 14 1S 16 17

Abertura da
ianela

Figura 6. Representacdo esquematica para avaliacdo das alteracdes vasculares da membrana
corioalantéica (CAM) de ovos de galinha.

4.2.20.3 Ensaio para avalia¢io do crescimento tumoral

Para a realizacdo desse ensaio foi formado um tumor utilizando apenas as células
SiHA, uma vez que essas células conseguem se proliferar rapidamente tendo em vista o
periodo curto de estagio da bolsista. Dessa forma, no ED 10, 1,5 x 10° células foram
ressuspendidas em 10 pL 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 pL dos diferentes
tratamentos por dia do ED 13 até o ED 16. Os tratamentos estdo descritos no Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos para a avalia¢do do crescimento tumoral em CAM.

Tratamentos FPQ10 CTT1 AM TFD
1 + - - -
2 + +
3 +
4 + +
5 +
6 + +
7 + - +
8 + - + +

FPQ10 é 10 % do sistema liquido cristalino diluido em PBS1x; CTT1 é o peptideo; AM é o
fotossensibilizador azul de metileno; TFD é a terapia fotodindmica com dose de luz de 100
J/icm2 utilizando um LED desenvolvido pelo Laboratorio de Apoio Tecnoldgico (LAT, USP
Séo Carlos) com o comprimento de onda de 660 nm;(+) presenca; (-) auséncia.

No ED 17 foram tiradas fotografias in ovo utilizando um microscopio estereoscopico
(Olympus S2 x 16) com camera digital (Olympus DP71) e os ovos foram sacrificados a — 80
°C por 10 minutos. Apo6s o sacrificio dos ovos, a CAM foi dissecada e colocada em placa de 6
pocos com PBS 1x e foram fotografadas ex ovo para a contagem dos vasos sanguineos. O
esquema ilustrativo esta na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo esquemaética para avaliacdo do crescimento tumoral utilizando o
modelo “in vivo” de membrana corioalantéica (CAM) de ovos de galinha.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Construcao dos diagramas de fases

O diagrama de fases € uma ferramenta utilizada para visualizar a quantidade
necessaria de fase oleosa, fase aquosa e tensoativo para a formacdo de diferentes dominios,
tais como emulsdes, microemulsdes e sistemas liquidos cristalinos, pois esses diagramas sdo
representados por um triangulo equiléatero cujo vértice superior do triangulo representa 100%
de tensoativo, o veértice esquerdo representa 100% de fase aquosa e o vértice direito representa
100% de fase oleosa (LAWRENCE e REES, 2000). Portanto, a construcdo desses diagramas
serve como ponto de partida para o estudo de delineamento desses dominios, pois revela o
comportamento fisico quimico da mistura de diferentes propor¢des das fases, facilitando a
escolha da formulagdo mais adequada para a finalidade proposta (FEIGENSON et al., 2001).

Nesse trabalho, foram construidos quatro diagramas sendo que cada diagrama possuiu
54 combinacdes diferentes de tensoativo, fase aquosa e fase oleosa, resultando, portanto, no
preparo de 216 formulagdes.

Todas essas formulagdes foram classificadas visualmente em separacdo de fases (SF),
sistema opaco (SO), sistema liquido transparente (SLT) e sistema viscoso transparente (SVT),

conforme ilustrados da Figura 8.

Figura 8. Aspecto visual das formulacdes classificadas como separacdo de fases (SF), sistema
opaco (SO), sistema liquido transparente (SLT), sistema viscoso transparente (SVT).

Apos essa classificacdo, tais regides foram delimitadas, conforme ilustrado na Figura

9, a fim de comparar a influéncia no aspecto visual das diferentes fases aquosas.
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Figura 9. Classificacdo visual dos diagramas compostos por Procetyl (PRO), acido oleico
(AO) e (A) agua (A), (B) Quitosana (QS), (C) Polietilenoimina (PEI), (D) PEI + QS, onde:
Sistema Liquido Transparente (SLT), Sistema Viscoso Transparente (SVT), Sistema Opaco
(SO) e Separacao de fases (SF).

Desse modo, primeiramente, foi obtido o Diagrama 1 utilizando Procetyl ® AWS
(PRO) como tensoativo, acido oleico (AO) como fase oleosa e agua (A) como fase aquosa,

observado na Figura 9.A. Ao observar esse diagrama formado, nota-se que, em concentragéo
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abaixo de 40%, ocorreu uma grande regido de separacdo de fases (SF) com uma pequena
regido de sistema opaco entre 10 a 25% de tensoativo e entre 20 a 30% de fase oleosa.
Obteve-se uma ampla regido de sistema liquido transparente abaixo de 25% de agua,
abrangendo quase todo eixo de tensoativo e de fase oleosa. De 40% a 75% de tensoativo,
entre 25% e 75% de agua e abaixo de 50% de Oleo, obteve-se uma regido 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, acido oleico (AO) como fase oleosa e disperséo de
quitosana 0,5% (A) como fase aquosa. Nota-se duas pequenas regides de separacdo 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 regido extensa de sistemas liquido transparente em concentra¢fes abaixo de
40% de fase aquosa e concentracfes acima de 45% de fase oleosa e em toda a extensdo de
tensoativo e uma extensa regido 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 regido grande de separacdo de fases. 1sso pode ter
ocorrido devido ao modo de preparo da dispersao de quitosana pelo autor, a qual foi dispersa
em uma concentracdo menor de acido acético, o que pode ter levado a uma baixa
solubilizacdo da quitosana, pois ela é insoldvel em pH neutro ou basico, mas forma sais
solveis com &cido organico como o acido acético (ILLUM, 1998).

Além disso, o pK da quitosana é 6,5 e o pK do &cido oleico € 4,8. Portanto, no pH em
que se encontra a formulacdo (pH = 5), a quitosana é carregada positivamente e 0 acido oleico
estd carregado negativamente; assim, acredita-se que ocorra uma interacao eletrostatica entre
0S grupos catidnicos da por¢cdo amina da quitosana e 0s grupos anidnicos do acido oleico
levando a uma maior estabilizacdo das formulacGes obtidas e, consequentemente, a uma
menor taxa de separacao de fases desse diagrama (HAM-PICHAVANT et al., 2005).

O Diagrama 3 ¢ inédito e esta ilustrado na Figura 9.C que representa 0s sistemas
obtidos utilizando Procetyl® AWS (PRO) como tensoativo, 4cido oleico (AO) como fase
oleosa e dispersdo de polietilenoimina 0,5% (A) como fase aquosa. Houve apenas uma
pequena regido de separacdo 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

liquidos transparentes foram formados em uma extensa regido acima de 15% de tensoativo,
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acima de 5% de fase oleosa e abaixo de 40% de agua. Sistemas opacos foram obtidos em toda
a extensdo de fase oleosa e fase aquosa e abaixo de 30% de tensoativo. Esse diagrama ficou
semelhante ao Diagrama 2, ou seja, mostrou menor formacéo de separacédo de fases, que pode
ser atribuido a grande interacdo eletrostatica entre a polietilenoimina e o &cido oleico, uma
vez que a PEI possui pKa entre 9 e 10, portanto em pH acido ela esta carregada positivamente
enquanto que o &cido oleico esta carregado negativamente (RICARDO et al., 2009).

O Diagrama 4 também é inédito e esta ilustrado na Figura 9.D que representa 0s
sistemas obtidos utilizando Procetyl® AWS (PRO) como tensoativo, 4cido oleico (AO) como
fase oleosa e dispersdo de polietilenoimina 0.25% e quitosana 0.25% (A) como fase aquosa.
Observa-se uma regido de separacao de fases entre 35% e 95% de fase oleosa, abaixo de 35%
de fase aquosa e abaixo de 40% de tensoativo. Houve uma regido 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 liquidos transparentes ocorreram em
uma regido estreita acima de 85% de fase oleosa, abaixo de 35% de fase aquosa e em toda
extensdo de tensoativo. Esse diagrama apresentou a maior regido de sistemas Viscosos.
Estudos tem demonstrado que a quitosana age como agente espessante doando viscosidade as
formulacdes, alimentos, etc., no entanto, quando se adiciona anions a dispersao de quitosana,
ela diminui sua viscosidade devido as forcas ion-dipolos, ou seja, 0s anions formam uma
cascata de carga negativa sobre a quitosana gerando forcas repulsivas entre as moléculas de
quitosana. Isto oferece baixa resisténcia ao fluxo ou mobilidade das moléculas de quitosana,
diminuindo a viscosidade. Entretanto, quando se incorpora o polimero catiénico PEI nos
sistemas, pode ocorrer 0 aumento da viscosidade devido ao aumento de carga positiva dos
sistemas (CHATTOPADHYAY et al., 2010).

Assim, com a adicdo dos polimeros na fase aquosa do sistema, observa-se uma
diminuicdo da separacdo de fase, indicando que a adi¢cdo dos polimeros levou a uma
diminuicdo da coalescéncia do sistema (KLINKESORN et al, 2009). Os materiais
poliméricos apresentam a capacidade de modificar as propriedades estruturais de sistemas de
liberacdo de farmacos devido as varias reticulacdes de suas cadeias poliméricas que pode
provocar mudancgas mecanicas e reologicas ao sistema (FERREIRA et al. 2015; CARVALHO
etal., 2014).

Ao analisar todos os diagramas, pode-se constatar que a partir da concentracéo de 40%

de tensoativo, com adicdo de agua no sistema, tende a ocorrer uma transi¢cdo de sistemas
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liquidos para sistemas viscosos, sendo interessante para SPCL (MALMSTEN et al., 2002,
CARVALHO, 2009; SALMAZI et al., 2015).

Apbs a classificacdo visual dos sistemas, as formulacbes classificadas como SLT e
SVT foram analisadas por microscopio de luz polarizada.

O microscopio de luz polarizada apresenta a capacidade de propagar o feixe de luz em
uma so direcdo devido a presenca de um sistema polarizador de luz acoplado ao seu
condensador. As alteracdes que uma amostra birrefringente provoca na direcao da propagacao
da luz sdo feitas gracas ao analisador, um segundo sistema de polarizacdo, junto a ocular.
Desse modo, se a formulacdo analisada nesse microscopio for capaz de alterar o plano da luz
polarizada, ela sera classificada como anisotropica, e se a formulagdo ndo conseguir desviar o
plano de luz polarizada, ela sera classificada isotropica (SHAH et al., 2001).

As mesofases liquido-cristalinas lamelares e hexagonais sdo anisotropicas, pois
quando observadas pelo microscopio de luz polarizada séo visualizadas estruturas
identificadas, respectivamente, por cruzes de malta e estrias, enquanto que a mesofase
liquido-cristalina cubica e as microemulsfes séo isotropicas, pois ndo 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 microemulsdes sdo sistemas liquidos
transparentes e as mesofases liquido-cristalinas cibicas sdo sistemas viscosos transparentes,
portanto a classificacdo dessas formulagdes se d& em conjunto com a sua viscosidade, além de
outras técnicas de caracterizacdo, como o espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS),
que serd utilizada posteriormente (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001).

- N - )

Figura 10. Exemplos de fotomicrografias obtidas pela MLP. As setas vermelhas indicam uma
cruz de malta.
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Portanto, a microscopia de luz polarizada se tornou uma ferramenta amplamente
utilizada para identificacdo priméaria de microemulsdes e de mesofases de sistemas liquido-
cristalinos (CHORILLI et al., 2007).

Antes da realizacdo dessa andlise, foi realizada a calibracdo intrapesquisador. Para
isso, foram analisadas 20 fotomicrografias de sistemas liquido-cristalinos em duas ocasides
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 realizagdo das medidas em MLP.

Apos a calibracdo da pesquisadora, as formulagdes classificadas como SLT e SVT
foram visualizadas pelo MLP e, entdo, os SLT isotropicos foram classificados como
microemulsdo enquanto que os SVT isotropicos bem como os SVT e SLT anisotropicos
foram classificados como sistema liquido cristalino (SLC). Apos essa classificacdo, foram
construidos outros quatro diagramas delimitando essas diferentes regifes, como demonstrado

na Figura 11.
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Figura 11. Diagramas ternarios compostos por Procetyl (PRO), acido oleico (AO) e (A) agua,
(B) Quitosana (QS), (C) Polietilenoimina (PEI), (D) PEI + QS, onde: Sistema Opaco (SO),
Microemulséo (ME), Separacdo de fases (SF). FA, FQ, FP e FPQ s&o os precursores de
sistema liquido cristalino; FA30, FQ30, FP30 e FPQ30 sdo, respectivamente, as formulacoes
FA, FQ, FP e FPQ com 30% de saliva artificial. FA100, FQ100, FP100 e FPQ100 séo,
respectivamente, as formulagdes FA, FQ, FP e FPQ com 100% de saliva artificial.
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Todos os diagramas tiveram um comportamento semelhante, ou seja, as formulac6es
compreendidas entre 0 e 20% de fase aquosa e quantidades variadas de tensoativo e fase
oleosa sdo isotrdpicas, pois sob o plano de luz polarizada ndo desviaram a luz, sugerindo a
formagéo de sistema microemulsionado, uma vez que a viscosidade aparente da mesofase
liquido-cristalina cubica 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 formacao de mesofases liquidas
cristalinas hexagonal e lamelar, respectivamente.

A partir desses resultados, selecionou-se uma formulacdo de cada diagrama que
dispusesse de uma baixa concentracdo de tensoativo para diminuir o potencial téxico das
formulacbes (KLEIN, 2007), além de se localizar em uma area de transicdo entre a regido de
microemulsdo e cristal liquido, para poder agir como um sistema precursor de cristal liquido
com adicdo de &gua, ou seja, que ao entrarem em contato com a saliva, incorporem agua da
saliva e formem uma estrutura mais organizada, originando mesofases liquido-cristalinas, que
podem promover uma maior permanéncia da formulacdo na mucosa bucal, além de poderem
promover uma liberacdo controlada do farmaco.

Dessa forma, as formulagdes escolhidas foram as FA, FQ, FP e FPQ, mostradas na
Figura 11, as quais adicionou- se 30% e 100% de saliva para investigar se elas se
comportariam como SPCL.

Na Tabela 2 estd descrito a nomenclatura e a composicdo das formulagdes

selecionadas, acrescidas ou ndo de saliva.
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Tabela 2. Nomenclatura e composicao (%) das formulac6es acrescidas ou ndo com saliva.

Formulacbes  Acido Procetyl Agua QS5% PElI  QS25%+ Saliva
Oleico (%) (%) (%) 50  PEI25% (%)

(%) (%0) (%)

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 diluigdo na Figura 11, as formulagdes FA, FQ, FP e FPQ
se comportaram como sistemas precursores de cristal liquido, pois ao se adicionar a saliva
elas se transformaram em sistemas liquidos cristalinos.

Essas propriedades de intumescimento in situ devem ser de interesse para a
administracdo de farmaco por via bucal, pois é desejado um efeito localizado, por exemplo, na
ferida inicial do cancer bucal. Além disso, a formulacdo é frequentemente exposta a
consideraveis esfor¢cos mecanicos atraves de movimentos mastigatorios e também a producao
de saliva, que tendem a impedir a localizagdo precisa de uma formulagdo durante um periodo
prolongado. Assim, a transicdo de fases para mesofases liquido-cristalinas mais viscosas pode

aumentar a mucoadesdo da formulacdo (MALMSTEN et al., 2002).

5.2  Efeito dos componentes da saliva artificial na estrutura do SPCL selecionados
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5.2.1 Microscopia de luz polarizada

Na Figura 12 estdo dispostas as fotomicrografias obtidas por MLP das formulagdes

FA, FQ, FP e FPQ acrescidas ou ndo de saliva.
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g

FPQ100

Figura 12. Fotomicrografias das formulagbes 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 séo isotropicas, ou seja, sob o plano de

luz polarizada ndo desviaram a luz, sugerindo a formagéo de sistema microemulsionado, uma
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vez que sdo fluidas e a viscosidade aparente da mesofase liquido-cristalina cubica €
extremamente elevada (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001).

Ao se adicionar 30% de saliva nas formulagdes FA, FQ, FP e FPQ, respectivamente
formando as formulagdes FA30, FQ30, FP30, FPQ30, ocorreu a formacdo de estruturas em
forma de cruz de malta caracteristicas de mesofase liquido cristalina lamelar, sugerindo a
formag&o de uma estrutura mais organizada.

Ao se adicionar 100% de saliva nas formulacdes FA, FQ, FP e FPQ, formando
respectivamente as formulacdes FA100, FQ100, FP100 e FPQ100, ocorreu a formacdo de
estruturas estriadas caracteristicas de mesofase liquido cristalina hexagonal, sugerindo o
aumento da organizacao estrutural do sistema.

Carvalho et al. (2013) desenvolveram um sistema precursor de cristal liquido (SPCL)
de baixa viscosidade para administracdo nasal de zidovudina composto por Procetyl, acido
oleico e 4gua (55, 30, 15% m/m). O SPCL ao entrar em contato com 100% de muco nasal
artificial transformou-se em uma mesofase liquido cristalina lamelar que pode formar uma
matriz mucoadesiva e assim promover uma melhor absorcéo nasal do AZT, tornando-se uma
interessante alternativa para o tratamento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida.

Salmazi et al. (2015) desenvolveram um SPCL de baixa viscosidade consistindo de
40% de Procetyl, 50% de acido oleico e 10% de dispersdo de quitosana a 0,5% com adicdo de
16% de poloxamer para administracdo vaginal de curcumina para o tratamento de candidiase
vaginal (CV), pois a adicdo de 100% de muco vaginal artificial no SPCL formou um sistema
liquido cristalino lamelar de alta viscosidade com alta mucoadesdo pela mucosa vaginal.
Além disso, 0 SPCL mostrou ser dezesseis vezes mais potente contra a linhagem padrdo de
Candida albicans quando comparado com a curcumina livre.

Dos Santos Ramos et al. (2016) desenvolveram um SPCL formado por 40% de &cido
oleico, 40% de Procetyl e 20% de dispersdo bipolimérica composta por 0,5% Polycarbophil®
(PP) e 0,5% Carbopol C974P® para a incorporacdo de extrato hidroetanélico de Syngonanthus
nitens Bong (Rhul.) para avaliar sua agéo no tratamento da candidiase 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 liquido cristalina lamelar com a
adicdo de 100% de muco vaginal artificial e foi eficaz em apenas dois dias apos o inicio do
tratamento, sendo mais eficaz do que o extrato em solucgéo e a anfotericina B.

Essa transicdo de mesofase é devido ao fendmeno de solvatagdo da cabeca polar do
tensoativo Procetyl® AWS pela adicdo de agua, levando ao aumento da curvatura e do volume

da regido polar, gerando estruturas hexagonais por causa do maior empacotamento. Essas
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estruturas mais empacotadas tém o movimento lateral e translacional mais restrito, resultando
em uma maior viscosidade (MALMSTEN, 2002; MEZZENGA, 2012).

Portanto, esses resultados parecem compativeis com 0 objetivo proposto ja que a
formulacdo escolhida de cada diagrama conseguiu se comportar como sistema precursor de
cristal liquido, pois ao se adicionar quantidades crescentes de saliva, ocorreu a formagéo de

sistemas liquido-cristalinos.

5.2.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Esta técnica detecta o espalhamento dos raios-X em angulos de 6 menor que 10°, que
corresponde a distancias interplanares com dimensdes nanométricas, sendo eficaz na
caracterizacdo de sistemas formados por tensoativo pela possibilidade de se determinar o
tamanho médio e a distancia entre 0s objetos espalhadores, como goticulas, micelas ou
estruturas cristalinas. Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos
espalhadores mesmo que eles ndo estejam organizados de forma ordenada (CARVALHO,
2012; MANAIA, 2012).

Em sistemas do tipo micelas e microemulsdes, as curvas de SAXS apresentam uma
banda ou pico amplo, associado com a baixa correlacdo espacial tridimensional. J& sistemas
cristalinos com orientacdo aleatoria podem agregar formando dominios com estruturas uni, bi
e tridimensionais (BEAUCAGE et al., 1995).

A intensidade I(g) produzida exibe forma maxima (ou picos de Bragg) para valores
especificos do vetor de espalhamento g. Se a curva de espalhamento contiver varios picos, a
correlagéo da distancia entre suas posi¢cdes no eixo g revelam o tipo de estrutura cristalina e
permite calcular parametros estruturais de rede. A distancia (d) entre os vetores de

espalhamento € realizada através da Equacédo 6:

d=—

qmrzx

(Equacéo 6)

A estrutura hexagonal, lamelar e cubica de cristais liquidos liotropicos pode ser
verificada de acordo com a posic¢ao dos picos de difracdo no eixo do vetor de espalhamento g.
Para estruturas lamelares, a posicdo relativa dos picos (em relagdo ao primeiro pico mais

intenso) geralmente obedece a relagdo 1+2+3..., enquanto que, para estruturas hexagonais a
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relacdo esperada € 1+3+2+7... (HOLMQVIST et al., 1997). Ja para os cristais liquidos de fase
cubica 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 formulagdes.

A partir dos graficos da Figura 13 e dos valores obtidos na Tabela 3 foi possivel

identificar quais foram as mesofases das estruturas liquido-cristalinas presentes.
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Figura 13. Avaliacdo estrutural das formulagcdes 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 0s picos

de Bragg.
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Tabela 3. Valores de gmax(A) e razdo entre as distancias interplanares para as formulacdes.

Formulacdo  Qmax1 Omax? Omax3 d,/d, di/d; Estrutura d (nm)
FA 1,06 - - - - Microemulséo 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 - - - - Microemulsdo 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 - - - - Microemulséo 5,95
FP30 1,06 - - - - Microemulsdo 5,92
FP100 0,66 1,32 1,95 2 3 Lamelar 9,51
FPQ 1,12 - - - - Microemulsdo 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 formulagdes FA, FQ, FP, FP30,
FPQ, o que evidencia sistemas micelares ou microemulsionados.

Ja a formulacdo FA100 apresentou a razdo 2:2, 51 evidenciando fase hexagonal, que
foi apoiado pelas estruturadas estriadas mostradas na fotomicrografia de luz polarizada.

As formulagdes FA30, FPQ 30 e FQ 30 demonstraram uma correlacdo entre as
distancias dos objetos espalhadores d1/d2 = 2 e d1/d3 = 3, mostrando uma periodicidade
equivalente a um arranjo liquido cristalino de fase lamelar, confirmada pela presenca de
“cruzes de malta” na MLP.

As formulac¢bes FQ100, FP100, FPQ100 também mostraram uma correlagcdo 2:3 que é
caracteristico de mesofase lamelar. Essas amostras provavelmente podem estar numa regiao
de transicdo 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 liquido-cristalinos sdo 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 separacao entre fileiras de micelas de haste adjacentes.
Para as fases lamelares, d € o espacamento entre duas camadas adjacentes. Para as fases
hexagonais, d é a distancia entre fileiras adjacentes de cilindros na estrutura hexagonal. Os
valores da distancia entre planos (d) indicados na Tabela 3 estdo compreendidos entre 5 nm e
10 nm mostrando que as estruturas das formulacfes obtidas estdo em escala nanométrica
(CHO et al., 2004).

5.2.3 Anadlises reoldgicas

5.2.3.1 Andlise reoldgica continua

A andlise reoldgica continua estuda o comportamento de fluxo do material quando
submetido a uma tensdo, estabelecendo, assim, uma relacdo entre a microestrutura e o
comportamento macroscépico do material (SAVIC et al., 2011).

Desse modo, a analise reoldgica continua € um método muito utilizado na
caracterizacéo de sistemas de liberagdo, 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 locdo sobre a pele e a passagem do produto pelo orificio de
uma agulha (PESTANA et al., 2009).

Este comportamento de fluxo do material é dado através da anélise de um gréfico,
chamado curva de fluxo, que correlaciona a tensdo de cisalhamento com a taxa de
cisalhamento. Essas curvas de fluxo sdo 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 0 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 ndo Newtoniano. O fluxo ndo Newtoniano pode ser ainda classificado
em pseudoplastico, dilatante ou plastico. Ja a partir da curva descendente, pode-se classificar
0 material em tixotropico ou reopético (SCHRAMM, 2006).

Assim, o fluxo classificado como Newtoniano é aguele em que a curva de fluxo é
formada por uma reta que passa pela origem, onde seus valores de tensdo e taxa de

cisalhamento s&o constantes. Isso significa que a viscosidade ndo é afetada por mudangas na
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taxa de cisalhamento, portanto a viscosidade desse tipo de fluxo é constante (SCHRAMM,
2006).

O fluxo pseudoplastico ocorre em materiais que sofrem diminuicdo na viscosidade
guando a taxa de cisalhamento passa de niveis baixos para niveis mais altos. O aumento da
taxa de cisalhamento orienta particulas rigidas na direcéo do fluxo, gerando shear thinning, ou
seja, afinamento por cisalhamento (SAVIC et al., 2011).

Ja o fluxo plastico apresenta as mesmas caracteristicas do fluxo pseudoplastico,
porém, com uma tensdo limite de escoamento, conhecida também por yield stress, sendo
necessario supera-la para que o material comece a fluir. Portanto, esses materiais necessitam
de uma forca externa maior que supere sua forca de reticulagéo 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 tixotropico ou reopético quando
esses apresentarem a capacidade de se reestruturar, ou seja, recuperar sua estrutura inicial
guando a taxa de cisalhamento for diminuida (ISAAC et al., 2008).

Materiais com comportamento de fluxo tixotrépico sdo caracterizados pela diminuigédo
da viscosidade durante o aumento da taxa de cisalhamento, e quando essa taxa é diminuida, a
viscosidade volta a aumentar. Graficamente, a curva descendente pode se sobrepor a curva
ascendente, mostrando que o material se recupera rapidamente, classificado como tixotropico
tempo independente, ou a curva descente pode voltar por baixo da curva ascendente, no
sentindo horério, formando uma area de histerese, que indica que a viscosidade do material
aumenta mais lentamente do que diminui, inicialmente, com o shear thinning, sendo
classificado como tixotrépico tempo dependente (FRESNO et al., 2002).

Por outro lado, materiais com comportamento de fluxo reopético sdo caracterizados
pelo aumento da viscosidade durante o cisalhamento, e quando esse cisalhamento for
diminuido, o material recuperara 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-horario da curva (SCHRAMM, 2006).

A relagdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento de todas as

formulacdes esta ilustrada na Figura 14.
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Figura 14. Reogramas das formulagfes. Simbolos cheios curva ascendente e simbolos vazios
curva descendente.

Os dados de valores do indice de consisténcia (K) e comportamento de fluxo (n),

obtidos pela Equacdo 1, estdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores do indice de consisténcia (K) e do comportamento de fluxo (n) das

formulagGes estudadas.

Formulacéo 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 estatistico de andlise por médias e intervalos de
confianga. De acordo com a Figura 15, somente os indices de comportamento de fluxo (n)
médio das formulacBes FA e FP, na auséncia de saliva, e seus 1C95% passaram pelo valor

padrdo 1. As demais formulacGes mostraram valores de n inferior a 1.

indice de Fluxo (n)

Formulacoes

Figura 15. Valores médios de indice de fluxo de acordo com a formulacdo utilizada e
respectivos 1C95%.

Portanto, foi constatado que apenas as formulacbes FA e FP apresentaram
comportamento Newtoniano e que as demais formulagdes apresentaram comportamento ndo
Newtoniano pseudopléstico. Além disso, ficou claramente demonstrado que a adi¢éo de saliva
diminuiu os valores do indice de comportamento de fluxo gradativamente, aumentando a
pseudoplasticidade das formulacGes enquanto que a diferenca dos polimeros ndo interferiu

nesse comportamento.
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O comportamento pseudopléstico é uma propriedade desejavel para as formulagGes
mucoadesivas destinadas para a administracdo de farmacos por via bucal, pois formulacdes
com esse comportamento fluem na presenca de uma forca externa devido ao alinhamento de
suas moléculas em direcdo ao fluido, liberando o solvente que tinha sido previamente
aprisionado nos entrelagamentos moleculares e assim diminuindo a sua resisténcia, o que
favorece a espalhabilidade da formulagdo na mucosa bucal. No entanto, quando essa forca
cessa, a formulagéo recupera a sua estruturacdo inicial, ou seja, sua viscosidade alta, retendo-
se por mais tempo na mucosa bucal, o que pode aumentar a biodisponibilidade do farmaco 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 adicdo de 30% e de
100% de saliva resultou em aumento nos valores médios do indice de consisténcia, apesar do
aumento parecer mais expressivo com a adigdo de 100%. A variabilidade observada nos
grupos foi considerada adequada, com excecdo dos grupos FA, FQ30 e FP, nos quais o

coeficiente de variacdo ultrapassou os 20% desejados.

Tabela 5. Principais estatisticas descritivas para a variavel indice de consisténcia (K) segundo
a formulacdo. Formulagcdo: FA- &gua;, FQ- quitosana; FP- polietilenoimina; FPQ-
polietilenoimina/quitosana; 0, 30 e 100 — concentracdo de saliva.

Formulagdo/Saliva
FA  FA30 FAI00 FQ FQ30 FQI00 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30 FPQ100

Média 0,052 1881 48194 0130 1565 36,739 0063 00248 36244 0128 1418 60424
Desvio-padrao 0,011 0,106 3,121 0020 0477 2773 0018 0042 1,759 0016 01161 3419

Mediana 0,051 1,885 47,666 0132 1372 36499 0,063 0240 36,626 0,133 1,399 59,755
Minimo 0,03 1,701 43891 0102 1,021 32095 0035 0182 32259 0,101 1206 56,421
Maximo 0,073 2053 54193 0,158 2473 41389 0105 0316 38171 0144 1719 66,980

Estatistica

Por se tratar de um delineamento com duas variaveis independentes, a analise
inferencial pretendida seria a analise de variancia 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 ndo 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

analise paramétrica dos dados, tendo em vista que esse tipo de analise € robusto a violagédo
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dos pressupostos no cenario apresentado (MAROCO, 2010). Assim, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a dois critérios (formulagéo e saliva) seguida do
pos-teste de Games Howell. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

Assim, de acordo com a ANOVA mostrada na Tabela 6, ambos os fatores formulacao
e saliva possuem efeito altamente significativo no indice de consisténcia, bem como a
interacdo entre eles. Pode-se notar que o efeito da saliva, da formulacdo e a interacdo entre
eles foi alto (rfp), sugerindo que na pratica, todos possuem alto impacto na alteracéo do indice

de consisténcia.

Tabela 6. Sumario da Analise de Variancia a dois fatores.

Fonte de Variagdo ~ SQ gl QM F p %, m
Formulacao 53345256 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
Interag&o 2552,138 6,000 425,356 157,152 <0,001 0,897 1,000
Residuo 292,319 108,000 2,707

TOTAL 86744,551 120,000

Uma vez que houve significancia na interacdo dos fatores, as comparacdes multiplas

foram realizadas nos cruzamentos dos grupos e o resultado esta na Tabela 7.

Tabela 7. Valores médios e desvios-padrao obtidos para todos os grupos formados a partir do
cruzamento das varidveis formulacdo e saliva. Letras mailsculas iguais em uma mesma
coluna e letras minusculas iguais em uma mesma linha correspondem a medias com diferenca
nao significativa (p>0,051) de acordo com o teste de Games-Howell.

Formulacéo
Saliva FA FQ FP FPQ TOTAL

0 0052 + 0011 ** 0130 + 0020 *° 0063 + 0018 ** 0128 + 0016 *° 0,093 + 0,040
30 1881 + 0,106 22 1565 + 0477 %% 0248 + 0042 % 1418 + 0161 % 1278 + 0,673
100 48194 + 3121 @ 36739 + 2,773 36244 + 1759 @ 60424 + 3419 ¢ 45400 + 10,395
TOTAL 16,709 + 22,724 12,811 + 17,290 12,185 + 17,331 20,657 + 28,669 15,590 + 21,996

t
t

+ o+ I+

+ |+ 1+ I+

Os valores de K foram dependentes tanto da presenca de saliva quanto da fase aquosa
utilizada. Dessa forma, o aumento gradativo da concentracdo de saliva aumentou
gradativamente a consisténcia de todas as formulac6es de forma significativa.

Isso se deve ao fato de que a agua presente na saliva provocou a solvatacdo do

tensoativo, aumentando seu fator do empacotamento, levando a formacdo de estruturas mais
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organizadas e, consequentemente aumentando a consisténcia da formulagdo (MALMSTEN,
2002; MEZZENGA, 2012).

Ja a presenca concomitantemente dos polimeros quitosana e polietilenoimina (FPQ) na
fase aquosa resultou nos maiores valores de K, sendo que a formulacdo FPQ com 100% de
saliva (FPQ100) aumentou significativamente em 1,64 vezes o indice de consisténcia em
relagdo a formulacéo FQ100.

O aumento do indice de consisténcia com a incorporacdo de polimeros ja foi relatado
em outros estudos reologicos continuos de formulagbes para uso bucal. Isso pode ser
explicado considerando as numerosas liga¢Ges intermoleculares que ocorrem entre as cadeias
poliméricas responsaveis pela viscosidade e espessamento da formulagdo (PERIOLI, 2007;
CID etal., 2012, CALIXTO et al., 2016).

Assim, esse aumento do indice de consisténcia mostrada pela formulacdo FPQ100
pode ser devido a uma interacdo idnica maior entre as cargas positivas dos polimeros e a
carga negativa da saliva formando um gel de quitosana e polietilenoimina mais reticulado, e

assim aumentando a consisténcia das formulacdes estudadas.

5.2.3.2 Anélise reoldgica oscilatoria

Na andlise reoldgica oscilatoria, a tensdo de cisalhamento varia como uma onda
senoidal, e a relacdo entre ela e a deformacdo resultante oferece informacdes sobre a
viscoelasticidade da amostra. Desse modo, a analise reolégica oscilatéria estuda as
propriedades viscoelasticas das formulacdes, ou seja, se a formulagdo tende ser mais viscosa
ou mais elastica, o que fornece informac6es sobre a natureza estrutural do sistema, implicando
diretamente na estabilidade da formulacao.

Essa informacdo é obtida pela analise dos mddulos elastico (G’) e viscoso (G*’)
obtidos nesse ensaio. O moddulo elastico, G’, ¢ denominado mddulo de armazenagem,
representando tanto a energia armazenada durante a deformacdo quando a tensdo aumenta,
quanto a energia liberada quando a tensdo ¢ relaxada. J& o modulo viscoso G’ € o elemento
visCcoso que ndo pode armazenar energia, pois a tensdo aplicada se dissipa na forma de
deformacéo irreversivel (PENZES et al. 2004).

Desse modo, a magnitude destes modulos é uma indicacdo qualitativa da estrutura do
sistema, por exemplo, se G’ >> G’’, pode-se sugerir que o0 sistema estd interligado
quimicamente, ou se G’ > G’’ o sistema esta estruturado por ligacdes secundarias, e se G* <
G”’, diz-se que as moléculas do sistema estdo ligadas apenas por interaces fisicas
(CEULEMANS et al. 2002).
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Portanto, a fim de se estudar a evolugdo temporal dos modulos de armazenagem (G’) e

perda (G’) em fungdo da frequéncia aplicada, foi realizada a analise oscilatoria das

formulac@es, conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16. Variagdo do moédulo de armazenagem G’ (simbolo cheios) ¢ de perda G”’
(simbolos vazios) em funcdo da frequéncia para todas as formulacgdes.

100% de saliva em todas as formulagdes resultou em aumento nos valores médios do médulo
de armazenamento G’, sendo que um aumento muito expressivo foi observado com a

concentragdo de 100% de saliva em todas as formulagdes. A variabilidade observada nos

De acordo com a Tabela 8, pode-se notar que, de uma forma geral, a adicdo de 30% e

grupos foi considerada adequada, com excecdo dos grupos FQ30 e FPQ30, nos quais o

coeficiente de variagdo ultrapassou os 20% desejados.
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Tabela 8. Principais estatisticas descritivas para 0 modulo de armazenamento G’ segundo a

formulacéo.
Estatistica Formulagéo/Saliva
FA30 FA100 FQ FQ30 FQ00 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30FPQ100
Média 0280 1,095 564963 0492 2581 549844 0294 0,675 647,953 0376 0,847 700,056
Desvio-padrdo 0,017 0,143 18289 0,032 0905 13640 0012 0129 7124 0067 0213 9927
Mediana 0277 1,081 564,748 0500 2966 545671 0,295 0,633 645631 0401 0,828 697,886
Minimo 0248 0923 542581 0450 1138 526991 0273 05547 640433 0279 0,600 686,267
Maximo 0303 1299 591,700 055 3570 573367 0311 0,908 660,720 0467 1,304 714,533

Por se tratar de um delineamento com duas variaveis independentes, a analise
inferencial pretendida seria a analise de variancia 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 ndo 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
analise paramétrica dos dados, tendo em vista que esse tipo de analise € robusta a violacdo dos
pressupostos no cenario apresentado (MAROCO J., 2010).

Assim, os dados foram submetidos a analise de variancia a dois critérios (formulacéo e
saliva) seguida do pds-teste de Games Howell. O nivel de significAncia adotado foi de 0,05.

De acordo com a ANOVA descrita na Tabela 9, ambos os fatores formulacéo e saliva
possuem efeito altamente significativo no médulo de armazenamento G’, assim como a
interacdo entre eles. Pode-se notar que o efeito da saliva, da formulacéo e a interacdo entre
eles foi alto (rfp), sugerindo que na prética, todos possuem alto impacto pratico na alteracdo

do médulo G, embora o efeito da saliva tenha se mostrado o maior entre eles.
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Tabela 9. Sumario da Analise de Variancia a dois fatores.

Fonte de Variacéo SQ gl QM F P %, ™
Formulac&o 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
Interacéo 101381,944 6,000 16896,991 302,308 <0,001 0,944 1,000
Residuo 6036,474 108,000 55,893

TOTAL 15320457,613 120,000

Uma vez que houve significancia na interacdo dos fatores, as compara¢Ges multiplas

foram realizadas nos cruzamentos dos grupos e o resultado esta na Tabela 11.

Tabela 10. Valores médios e desvios-padrdo obtidos para todos os grupos formados a partir
do cruzamento das variaveis formulacdo e saliva. Letras maiusculas iguais em uma mesma
coluna e letras mindsculas iguais em uma mesma linha correspondem a medias com diferenca
ndo significativa (p>0,079) de acordo com o teste de Games-Howell.

Formulagéo
Saliva FA FQ FP FPQ TOTAL

0 0280 + 0017 * 0492 + 0032 * 0294 + 0012 * 037 * 0067 *° 0360 * 0093
30 10905 + 0143 B 2581 + 0905 ® 0675 + 0120 B 0847 + 0213 B 1299 + 0890
100 564963 + 18280 © 549844 + 13640 % 647953 + 7124 © 700056 + 9927 & 615704 + 63388

-+
+
-+
-+
-+

TOTAL 188,779 £ 270,741 184306 + 263005 216,307 + 310463 233,759 + 335404 205,788 + 293,324

Para todas as formulacdes, o aumento na concentracdo de saliva promoveu um
aumento nos valores médios de G’ considerado significativo estatisticamente (p<0,001). Na
auséncia de saliva ou com saliva a 30%, a formulagdo FPQ mostrou valores de G’
significativamente maiores que as demais formulacdes. Na presenca de saliva a 100%, a
formulacdo FPQ mostrou os maiores valores do médulo G’, seguida da FP.

De acordo com a Tabela 11, pode-se notar que de uma forma geral, a adi¢do de 30% e
100% de saliva resultou em aumento nos valores médios do médulo de perda G’, sendo que
um aumento muito expressivo foi observado com a concentracdo de 100% em todas as
formulacGes. A variabilidade observada nos grupos foi considerada adequada, com excegéo

dos grupos FQ30 e FP30, nos quais o coeficiente de variacdo ultrapassou os 20% desejados.
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Tabela 11. Principais estatisticas descritivas para o méddulo de perda G’ segundo a
formulacdo. Formulacdo: FA- 4gua; FQ- quitosana; FP- polietilenoimina; FPQ-
polietilenoimina/quitosana; 0, 30 e 100 — concentracédo de saliva.

Formulagdo/Saliva
FA30 FA100 FQ FQ30 FQ100 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30FPQ100
Média 0,957 1,801 46,753 1507 5836 61,787 0878 1744 70,705 1374 2,225 69,328
Desvio-padrdo 0,144 0225 3830 0202 219 6327 0037 0368 5171 0197 0406 4,880
Mediana 0908 1,755 47480 1495 6527 64,764 0877 1650 70817 1432 2127 68137
Minimo 0810 1579 4023 1150 2,777 52549 0826 1310 64572 0928 1,773 60,563
Maximo 1,250 2,211 53808 1770 9916 68591 0,955 2702 77208 1640 3149 77137

Estatistica

Por se tratar de um delineamento com duas variaveis independentes, a analise
inferencial pretendida seria a analise de variancia 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 excecdo 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
ndo-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 analise paramétrica dos dados, tendo em vista
gue esse tipo de andlise é robusta a violacdo dos pressupostos no cenario apresentado
(MAROCO, 2010). Assim, os dados foram submetidos a analise de variancia a dois critérios
(formulacdo e saliva), seguida do pds-teste de Games Howell. O nivel de significancia
adotado foi de 0,05.

De acordo com a ANOVA mostrada na Tabela 13, ambos os fatores formulacéo e
saliva possuem efeito altamente significativo no modulo de perda G*’, assim como a interacao

entre eles.
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Tabela 12. Sumério da Anélise de Variancia a dois fatores.

Fonte de Variaao SQ gl QM F P n’, m
Formulagéo 1277177 3,000 425726 46,224 <0,001 0,562 1,000
Saliva 96389,565 2,000 48194,782 5232,843 <0,001 0,990 1,000
Interacéo 2460,815 6,000 410,136 44531 <0,001 0,712 1,000
Residuo 994,686 108,000 9,210
TOTAL 159596,446 120,000

Pode-se notar que o efeito da saliva foi o mais alto (Ilzp), sugerindo que na pratica, este
possui alto impacto pratico na alteracdo do mddulo G”’.
Uma vez que houve significancia na interacdo dos fatores, as compara¢Ges multiplas

foram realizadas nos cruzamentos dos grupos e o resultado esta na Tabela 13.

Tabela 13. Valores médios e desvios-padrdo obtidos para todos os grupos formados a partir
do cruzamento das variaveis formulacdo e saliva. Letras maiusculas iguais em uma mesma
coluna e letras mindsculas iguais em uma mesma linha correspondem a medias com diferenca
ndo significativa (p>0,086) de acordo com o teste de Games-Howell.

Formulagéo
Saliva FA FQ FP FPQ TOTAL
0 0957 + 0144 ™ 1507 + 0202 " 0878 + 0037 ™ 1374 + 0197 * 1179 + 0311
30 1801 + 0225 % 583 + 2195 1744 + 0368 B 2205 + 0406 * 2901 + 2043
100 46753 + 3830 © 61,787 + 6327 @ 70,705 + 5171 © 69328 + 4880 @ 62143 + 10,820
TOTAL 16504 + 21,863 23043 + 28170 24442 + 33399 24,309 + 32494 22,075 + 29,151

Para todas as formulacbes, 0 aumento na concentracdo de saliva promoveu aumento
nos valores médios de G’* considerado significativo estatisticamente (p<0,001). Na auséncia
de saliva as formulagdes FA e FP mostraram os menores valores de G’’, enquanto que com a
saliva a 30%, as formulacdes FA, FP e FPQ mostraram 0s menores valores. Na presenca de
saliva a 100%, as formulagdes FQ, FP e FPQ mostraram valores do modulo G’
significativamente maiores em comparacao a formulagdo FA, porém iguais entre si.

Portanto, primeiramente, nota-se que todas as formulacGes sem saliva e todas as
formulacdes com 30% de saliva sdo mais viscosas do que elasticas (G’’>G’). No entanto, a
adicdo de 100% de saliva tornou todas as formulagbes mais elasticas do que viscosas

(G’>G”’), com estruturas tipo gel altamente organizadas.
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Esse comportamento também foi relatado em outros estudos reoldgicos oscilatorios
realizados com sistemas precursores de cristais liquidos, os quais mostraram que apos a
adicdo de mucos artificiais, os SPCL viscosos se transformaram em sistemas liquidos
cristalinos elasticos. As mesofases liquido cristalinas hexagonais e cubicas costumam
apresentar G’ maior que G”, o que reflete o seu alto grau de organizacdo 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 formulagdes com a presenca concomitantemente dos
polimeros quitosana e polietilenoimina (FPQ, FPQ30 e FPQ100) apresentaram 0s maiores
valores de G’ e G”, indicando novamente que a combinacdo desses polimeros como fase
aquosa conseguiu formar um sistema com estruturas cristalinas mais fortes. Este
comportamento pode ser diretamente relacionado ao aumento do emaranhamento dos
polimeros, resultando em maior resisténcia dessas formulagdes a deformacdo (KARAVANA
et al., 2009).

Considerando a aplicacdo bucal proposta para essas formulacbes, tem sido relatado
que a elasticidade € uma propriedade importante para garantir resisténcia a deformacéo e boa
retencdo das formulacdes 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
formulacGes em estudo parece ser apropriado.

5.2.4 Analise do Perfil de Textura

A analise do perfil de textura das formulacGes revela as propriedades mecanicas das
formulac@es, tais como, dureza, compressibilidade, aditividade e coesdo (CALIXTO et al.,
2015; CINTRA et al., 2016).

O estudo desses parametros se tornou uma ferramenta muito Gtil no desenvolvimento
de sistemas farmacéuticos, pois consegue avaliar os efeitos das tensbes encontrados em
condicdes fisiologicas, alem de avaliar as caracteristicas estruturais das formulaces (JONES,
1997; SENYIGIT, 2010), o que influencia diretamente no desempenho clinico da formulacéo.

Desse modo, essa técnica é capaz de avaliar a dureza, que € a resisténcia maxima a
deformacéo compressional, e a compressibilidade, que € o trabalho necessario para comprimir
a formulacgéo. Portanto, dureza e compressibilidade mostram, respectivamente, a facilidade de
aplicacdo e a facilidade de espalhamento da formulacdo sobre a superficie bioldgica a ser
tratada (JONES et al., 1997; SENYIGIT et al. 2010, CARVALHO, 2012).
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Além desses dois pardmetros, por meio desse teste, pode-se obter o valor da
adesividade que se refere ao trabalho necessario para superar as ligagdes entre a formulacéo e
a sonda do equipamento. Contudo, esse parametro pode envolver a quebra de ligacGes
coesivas dentro da formulacdo. Desta forma, pode estar relacionado com a coesdo da amostra.

Assim quanto maior a adesividade, maior serd a coesdo da formulagdo. Logo, esses
pardmetros se relacionam com a adesdo da formulacdo pelo substrato biologico e, por
conseguinte, com o maior tempo de retencdo da formulacdo no local de aplicacdo, sendo uma
informacao util para aplicacéo pretendida (JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997).

Desta forma, foi realizada a analise de perfil de textura nas formulacdes que
impuseram resisténcia mecanica ao fluxo, sendo elas as formulagdes FA100, FP100, FPQ100,
FQ100. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 14.

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste One-way ANOVA com pds-

teste de Tukey com nivel de significancia de 0,01 %.

Tabela 14. Propriedades mecénicas das formulacfes determinadas pela analise de perfil de
textura. Cada valor representa a média + desvio padrao, a temperatura de 25° C.

Sistemas Dureza Compressibilidade  Adesividade Coesao
(mN) (mN.s) (mN.s)
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
Formulacdo 7,08 +1,80 49,60 + 4,10 35,2+ 2,65 0,79 +0,0020
comercial

A partir dos dados obtidos, verificou-se que os valores de dureza, compressibilidade e
adesividade das formulacGes desenvolvidas ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
entre si. Jones et al (1997) relataram que ndo foi observado um aumento nos parametros
mecanicos quando se aumentou a concentracdo do polimero em géis de celulose devido a
elevada forca de ligacdo coesiva nestas amostras, que impede a formacdo de interacdes
adesivas com a sonda.

Entretanto, todas as formulagbes foram estaticamente diferentes da formulagédo
comercial. As formulacGes apresentaram o dobro do valor de dureza e compressibilidade da

formulacdo comercial, 0 que é interessante porque a compressibilidade ¢ uma medida do
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trabalho necessario para quebrar as ligacdes fisicas dentro da formulacdo, portanto indica que
as estruturas das formulacbes apresentam ligagdes rigidas entre si, 0 que pode aumentar a
estabilidade fisica da formulacdo (MERINO-BOHORQUEZ et al., 2015).

A adesividade que ¢ a capacidade de remover a sonda da formulacdo também foi duas
vezes maior para as formulagdes desenvolvidas; logo, elas apresentam maior poder adesivo, 0
que é extremamente valioso para o objetivo de aplicacdo da formulag&o por via bucal. Bruschi
et al. (2007) desenvolveram formulacGes semissolidas para aplicacdo periodontal com
adesividade e relataram que essa caracteristica ajuda a proporcionar melhor retencdo da

formulacdo dentro da bolsa periodontal.

5.2.5 Avaliacéo in vitro da forca mucoadesiva

A administragdo bucal de farmacos é um método ndo invasivo de administragdo de
farmacos que ganhou muito interesse nos Ultimos anos, uma vez que a membrana bucal é uma
mucosa multicamada e ndo queratinizada rica em vasos sanguineos subjacentes e, portanto,
apresenta boa permeabilidade aos farmacos atraves 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 administracéo bucal de farmacos é o
tempo de permanéncia da formulagdo na mucosa bucal, pois a producédo de saliva, a ingestéo
de alimentos, 0 movimento da boca e a degluticdo podem impedir que as formulacdes fiqguem
aderidas a mucosa bucal, levando a uma reducdo ou auséncia de eficacia terapéutica. Assim,
um sistema bucal de administracdo de farmaco ideal deve apresentam mucoadesdo pela
mucosa bucal com estabilidade suficiente para efetuar o tratamento (VELMURUGAN et al.,
2013).

Bio(muco)adesdo pode ser definida como o estado em que dois materiais, pelo menos
um de natureza bioldgica, sdo mantidos juntos por um periodo de tempo prolongado, através
de forcas interfaciais (REPKA et al., 2000).

A principal vantagem da utilizagdo de sistemas bio(muco)adesivos como veiculos de
farmacos é prolongar o tempo de permanéncia do farmaco no local de aplicagdo, o que
permite um contato intensificado da formulacdo com a barreira bioldgica, diminuindo a
frequéncia da aplicacdo do produto e, desse modo, aumentando a aderéncia do paciente a
terapia (SMART et al., 2003).

A forca de mucoadesdo de todas as formulagdes esté ilustrada na Figura 17.
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Figura 17. Forca de mucoadesdo (mN) das formulacgdes.

De acordo com a Tabela 15, pode-se notar que de uma forma geral, a adi¢do de 100%
de saliva nas formulacBes resultou em aumento nos valores médios de mucoadesdo. A
variabilidade observada nos grupos foi considerada adequada, com excecdo dos grupos FA,

FQ100 e FP30, nos quais o coeficiente de variacao ultrapassou 0s 20% desejados.

Tabela 15. Principais estatisticas descritivas para a variavel mucoadesdo segundo a
formulacdo. Formulacdo: FA- 4&gua; FQ- quitosana; FP- polietilenoimina; FPQ-
polietilenoimina/quitosana; 0, 30 e 100 — concentracdo de saliva.

Formulagdo/Saliva
FA FA30 FAI00 FQ FQ30 FQI00 FP FP30 FP100 FPQ FPQ 30FPQ100
Média 0003 0004 0027 0003 0005 0030 0002 0005 0036 0003 0004 0,034
Desvio-padrdo 0,001 0,001 0,005 0,000 0,001 0006 0000 0001 0003 0,000 0001 0,005
Mediana 0003 0004 0026 0003 0006 0029 0002 0004 0036 0003 0004 0,035
Minimo 0002 0003 0020 0002 0004 0022 0002 0004 0033 0,002 0003 0,026
Maximo 0,004 0005 003 0003 0007 0039 0003 0008 0043 0,003 0005 0,041

Estatistica

Por se tratar de um delineamento com duas variaveis independentes, a analise
inferencial pretendida seria a analise de variancia 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 ndo 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 analise
paramétrica dos dados, tendo em vista que esse tipo de analise é robusta a violacdo dos
pressupostos no cenario apresentado (MAROCO, 2010). Assim, os dados foram submetidos a
andlise de variancia a dois critérios (formulagdo e saliva) seguida do pos-teste de Games
Howell. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
De acordo com a ANOVA mostrada na

Tabela 16, ambos os fatores formulacdo e saliva possuem efeito altamente

significativo na mucoadesao, assim como a interacdo entre eles.

Tabela 16. Sumario da Andlise de Variancia a dois fatores.

Fonte de Variacdo  SQ ol QM F p nzp m
Formulacao 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
Interacéo 0,000 6,000 0,000 8,385 <0,001 0,318 1,000
Residuo 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
formulacao (pr), sugerindo gque na prética, a concentracdo de saliva possa ter maior impacto
na alteracdo da mucoadesdo do que a diferenca de formulacdo. Uma vez que houve
significancia na interacdo dos fatores, as comparacdes multiplas foram realizadas nos

cruzamentos dos grupos e o resultado esta na Tabela 17.

Tabela 17. Valores médios e desvios-padrdo obtidos para todos os grupos formados a partir
do cruzamento das variaveis formulacdo e saliva. Letras maidsculas iguais em uma mesma
coluna e letras mindsculas iguais em uma mesma linha correspondem a medias com diferencga
ndo significativa (p>0,051) de acordo com o teste de Games-Howell.

Formulacéo
Saliva FA FQ FP FPQ TOTAL

0 0,003 + 0,001 “® 0,003 + 0,000 ** 0,002 + 0,000 *° 0,003 + 0,000 *® 0,003 + 0,001
30 0,004 + 0,001 “® 0005+ 0001 % 0005+0001 % 0004 +0001 % 0,005 + 0,001

100 0,027 + 0,005 % 0,030 + 0,006 “® 0,036 + 0,003 © 0,034 + 0,005 < 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
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A incorporacdo de 30% de saliva nas formulagdes aumentou significativamente o
poder mucoadesivo das formulagdes compostas por polimeros na fase aquosa, enquanto que
os diferentes polimeros utilizados nédo interferiram nesse comportamento.

Ja com 100% de saliva incorporada, todas as formula¢6es aumentaram de forma muito
significativa o valor de mucoadesao quando se compara com as formulagdes sem saliva e com
30% de saliva, enquanto que os diferentes polimeros utilizados ndo interferiram nesse
comportamento.

As formulagbes FQ100, FP100 e FPQ100 obtiveram valores iguais de mucoadesdo; no
entanto, a formulagdo FP100 foi a Unica que apresentou diferenga mucoadesiva em relacéo a
formulacao apenas com agua na fase aquosa (FA100).

Esperava-se que a formulacdo FPQ100 obtivesse o maior valor de mucoadesao, pois
formulagdes com altos valores de indice de consisténcia e de modulo de armazenamento (G’)
tendem a apresentar altos valores altos de mucoadesdo. No entanto, alguns estudos mostram
que as formulagdes com alto grau de rigidez interna podem prejudicar a interagdo entre a
formulacéo e as proteinas da membrana bioldgica, uma vez que a interpenetracdo entre 0s
polimeros e as proteinas da mucosa € um dos fatores chaves da mucoadesdo (CARVALHO et
al., 2012; SALMAZI et al., 2015).

Entretanto, a FPQ mostrou-se aproximadamente duas vezes mais mucoadesiva do que
a formulacdo comercial para administragdo de farmacos por via bucal. Dessa forma, a analise
estatistica do conjunto dos resultados obtidos através de todos os testes de caracterizacdo
fisico quimico mostra que na pratica a formulacdo que apresenta as melhores caracteristicas
para agir como um sistema precursor de cristal liquido para administracdo bucal de farmaco €
a formulacdo FPQ.

Assim, FPQ foi selecionada para a incorporacdo do farmaco peptidico CTT1 e do
fotossensibilizador azul de metileno para realizacdo dos testes foto e citotdxicos in vitro e in

Vivo.

5.2.6 Validacdo da metodologia analitica para quantificacdo do CTT1 por

espectrofotometria UV-Vis.

A curva analitica do peptideo CTT1 provou ser linear ao longo do intervalo proposto
(20,0-200,0 pg.mL*), como mostrado pelos coeficientes de regressdo linear (R?) de 0,9943,
demonstrando um ajuste aceitavel de dados para a linha de regressdo (y = 0,0037x + 0,0188),

conforme mostrado na Figura 18.
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Figura 18. Curva analitica do peptideo CTT1 no intervalo de concentracdo entre 20 pg/mL a
200 pg/mL.

A Tabela 18 mostra os resultados de linearidade, obtidos a partir da injecdo das seis

diluicdes de CTT1.

Tabela 18. Resultados da linearidade do CTT1.

Concentragdo de Absorbéncia dos picos

CTT1 (ug/mL) Curva l Curva 2 Curva 3 Média DP DPR (%)
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 0 AM foi expressa pela inclinacdo da curva analitica,
e pelos valores LQ e LD de 56,5 ug/mL e 18,6 ug/mL, respectivamente.

A precisdo intracorrida e intermediaria do método foram avaliadas em trés
concentragdes: 80, 120, 160 pg/mL submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo
intermediaria.

A Tabela 19 mostra os resultados obtidos.
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Tabela 19. Precisdo intra-corrida e precisdo intermediaria do método avaliado em
concentracgdes diferentes de CTTL.

Concentracdo  Concentragdo experimental DPR (%) Exatid&o (%) Valor p
teorica (ug/mL)
(ug/mL) Dia 1l Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia2
80 77,30+ 147 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
condicBes 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 precisdo intermediaria, 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 concentracao e realizadas em dias diferentes foi de 2,93%, demonstrando
assim que o método € preciso. Os valores de p obtido pelo teste t foram maiores que 0,05,
mostrando que as médias de concentragdes foram estatisticamente iguais no ensaio da corrida

inter dias. O método também se mostrou exato, com uma recuperacao média de 96,92 %.

5.2.7 Validacdo da metodologia analitica para quantificacdo do azul de metileno por

espectrofotometria UV-Vis

A linearidade do método foi determinada pela curva analitica do azul de metileno onde
se preparou uma solucdo padrdo dissolvendo 5 mg de azul de metileno em 100 mL de agua
Milli-Q. A partir dessa solu¢do méae foram preparadas seis diluicdes (5 pg/mL, 4 pg/mL, 3
pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL e 0,5 pg/mL), em triplicata, utilizando-se a agua Milli-Q como
diluente.

A Tabela 20 demonstra os resultados obtidos a partir da injecdo das seis diluicbes de AM.
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Tabela 20. Resultados da linearidade do AM.

Concentracdo de Absorbancia dos picos
AM (ug/mL) Curval Curva 2 Curva 3 Média DP DPR (%)
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 analitica obteve-se resultado linear, pois se

encontrou um coeficiente de correlacao (r2) de 0,9979.
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Figura 19. Curva analitica do AM em agua com intervalo de concentracéo de 0,5 a 5,0 ug/mL
obtida por espectrofotdmetro com comprimento de onda de 660 nm.

A sensibilidade do método para 0 AM foi expressa pela inclinacdo da curva analitica,
e pelos valores LQ e LD de 0,86 pg/mL e 2,87 pg/mL, respectivamente.

A precisdo intra-corrida e intermediaria do método foram avaliadas em trés
concentragdes: 2, 3, 4 pg/mL submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria

e os resultados obtidos estdo na Tabela 21.
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Tabela 21. Precisdo intra-corrida e precisdo intermediaria do método avaliado em
concentracgdes diferentes de azul de metileno.

Concentracdo  Concentracdo experimental DPR (%) Exatid&o (%) Valor
teorica (ug/mL) p
(ug/mL) Dia 1l Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia2
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
condicBes experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista. Os ensaios foram
realizados em triplicata. O DPR entre as amostras de 1,68%, mostrando assim que 0 método é
preciso.

Para a precisdo intermediaria, 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 concentracao 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 concentragdes foram estatisticamente iguais no ensaio da corrida

inter dias. O método também se mostrou exato, com uma recuperacao média de 97,01%.

5.2.8 Avaliacdo da cinética de liberacdo in vitro do peptideo CTT1 e do azul de
metileno (AM)

Um sistema de liberacdo de farmacos pode ser definido como uma formulagdo que
permite a introducdo de uma substancia terapéutica no organismo, melhorando sua eficécia e
seguranca pelo controle da velocidade, tempo e sitio de liberacdo do farmaco no organismo.
Portanto, avaliar o perfil de liberacdo do farmaco da formulacéo pré desenvolvida € um fator
critico para selecionar uma formulacdo que melhore a biodisponibilidade do farmaco no
organismo. Dessa forma, esse estudo pode prever o comportamento in vivo do sistema de
liberacdo (STORPIRTIS et al., 1998; SANTOS, 2012).

Um dos equipamentos muito utilizado na literatura cientifica para avaliar a liberacéo
de farmacos € o equipamento Microette (Hanson Corporation) ilustrado na Figura 20
constituido por célula de difuséo de Franz.
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Figura 20. Equipamento Microette (Hanson Corporation) constituido Célula de Difuséo de
Franz. Onde: 1- Béquer jaquetado onde se armazena O meio receptor em temperatura
constante; 2- Banho de agua com temperatura constante; 3- Equipamento Microette; 4-
Aparato com 6 células de Franz; 5- Amostrador. (Foto tirada pela autora).

A célula de difusdo 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 °C
através de um termostato que entra formando uma jaqueta de dgua na célula. O meio receptor
armazena a solucdo receptora que fica sob agitacdo magnética constante, que diluird o

farmaco liberado pela formulagdo e o meio doador € onde se coloca a formulacgdo estudada.

Compartimento
doador (amostra)

Membrana

Compartimento =
receptor (solucio == — Tubo coletor
receptora)

Banho de
aquedmento

Hélice com

3 e Tubo repositor
aqitogdo maanética e

Figura 21. Esquema ilustrativo da célula de Franz (Adaptado de SERAFIM, 2013).

O esquema ilustrativo de funcionamento do equipamento esta na Figura 22. Esse
sistema € configurado para preencher cada célula de Franz com meio receptor oriundo do
béquer jaquetado (1) aquecido pelo banho de agua circulante (7) com temperatura constante
de 37 °C. O protocolo pré-estabelecido é ativado no Microette (2), onde uma aliquota de meio
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de receptor oriundo do béquer jaquetado é injetada por uma seringa para as células de Franz,
forcando 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.

Célula de difusdo de Franz (6x) @

(5)

@ Saida da amostra Descarte 54}%
> 1 | O@E®
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B - . . Equipamento Microette
Béquer jaquetado

com meio receptor

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 liberacdo do peptideo CTT1 e do AM esté ilustrado na Figura 23.
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Figura 23. Perfil de liberacdo do peptideo CTT1 em solucdo (CTT1), do peptideo CTT1
incorporado na formulacdo FPQ (FPQ-CTT1), do peptideo CTTL1 incorporado na formulacédo
FA (FA-CTT1), do AM em solugdo (AM), do AM incorporado na formulacéo na FPQ (FPQ-
AM) e do AM incorporado na formulacéo FA (FA-AM) em 24 horas.

O AM em solucéo foi 50% liberado em apenas 2 horas e 80% liberado em 24 horas.
Quando o AM foi incorporado nas formulacGes FA e FPQ, a liberacdo 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 formulacéo FA.

Ja para o peptideo CTT1, um comportamento semelhante foi observado. O peptideo
em solucdo foi 65% liberado em 24 horas, entretanto apenas 7% do peptideo foi liberado da
formulacéo FA e 3% do peptideo foi liberado da formulagcdo FPQ em 24 horas.

Esses resultados mostram que ambas as formulagcbes se comportaram como um
sistema de liberacdo controlada de farmacos, sendo que a formulacdo com a presencga de
polimero controlou mais a liberacdo do farmaco. Isso pode ser atribuido & formacdo de uma
estrutura mais compacta e de elevada densidade de reticulacdo, reduzindo a capacidade de
liberacdo do farmaco para o meio de dissolucdo, promovendo maior controle da liberacéo.

Isso corrobora os dados reoldgicos que demonstraram que a formulagdo FPQ é altamente
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elastica. CARDOSO (2014) também demonstrou que formulagfes mais elasticas controlam
mais a liberacdo do farmaco.

Também foi claramente observado na Figura 23 que a porcentagem de peptideo
liberada foi por volta de 20 vezes menor que a porcentagem liberada de azul de metileno. A
solubilizacdo de farmacos em mesofases liquido-cristalinas pode ser na regido lipofilica ou
hidrofilica do cristal liquido, dependendo da sua solubilidade.

Assim, a taxa de liberacdo de um farmaco solubilizado numa mesofase cristalina
liquida depende fortemente da localizacdo das moléculas do farmaco na estrutura formada,
isto é, se estd localizado no dominio hidrofébico, no dominio aquoso ou na camada de
tensoativo. Dessa forma, por exemplo, a solubilizacdo de farmacos lipofilicos em mesofases
hexagonais ou cubicas resulta em diminuicdo da liberacdo do farmaco. Por outro lado, para
farmacos lipofilicos incorporados em mesofases lamelares ou hexagonais reversas ocorre 0
contrario, ou seja, a liberacdo é mais rapida, pois o nucleo da micela é formado pelos
dominios polares da molécula de tensoativo (VROEGE et al., 1992; CHEN et al., 2014;
CHAUDHARY et al., 2016). Assim, certamente as formulacdes desenvolvidas apresentam
um nucleo lipofilico onde se encontra o peptideo incorporado e 0 AM esta diluido na parte
exterior hidrofilica do sistema, resultando dessa forma numa liberagdo mais rapida e maior do
AM e mais lenta e menor do peptideo CTT1, porém ambas as liberacGes de maneira
controlada.

Fonseca-Santos (2015) relatou em seu estudo baixissima liberacdo de curcumina em
24 horas, um farmaco altamente lipofilico, incorporado em sistemas liquidos cristalinos,
indicando que o farmaco ndo liberou da matriz liquida cristalina. J& Junqueira et al (2015)
relataram uma liberagdo 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 incorporacdo de farmacos em mesofases
liquidos cristalinos pode proteger os farmacos, 0s quais sem essa protecdo teriam sua
biodisponibilidade mais limitada, principalmente devido a atividade proteolitica do ambiente
bucal causando sua degradacao.

Os fendmenos envolvidos na liberagcdo de farmacos a partir de sistemas de liberacdo
sdo muitos complexos, assim a o0 estudo matematico da cinética de liberacdo pode fornecer
dados para o melhor entendimento dos perfis de liberacdo dos farmacos. Portanto, foi
investigado qual modelo de liberagédo (Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Weibull ou Primeira
ordem) se adequa mais as formulagfes. Os dados ajustados para os modelos cinéticos

selecionados estdo listados na Tabela 22.
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Tabela 22. Os parametros ajustados dos modelos cinéticos utilizados na liberacdo dos
farmacos CTT1 e AM.

Modelos Matematicos FormulacGes
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

1% 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® ajustado, verificou-se que para todas as
formulacGes estudadas, o0 modelo que melhor se correlacionou com a liberacdo dos farmacos
foi o de Weibull.

O modelo Weibull é considerado o modelo mais verséatil, pois permite um melhor
ajuste aos diferentes tipos de perfis de liberacdo (COSTA; LOBO, 2001). Esse modelo se

baseia na Equacdo 7 abaixo:

t_ b
—=1—exp(—at
M ( ]

=]

(Equacéo 7)

onde Mt é a quantidade cumulativa de farmaco liberado no tempo t ¢ Mo ¢ a quantidade
cumulativa de farmaco liberado no tempo infinito; a € o parametro de escala e b é o parametro
de forma (COSTA; SOUZA, 2001).

O valor de b esta relacionado com o mecanismo de transporte do farmaco através da
matriz polimérica (PAPADOPOULOU et al., 2006). Desta forma, b é o parametro de forma
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que caracteriza a curva como sendo exponencial (b=1; Caso 1), sigmdide (b>1; Caso 2) ou
parabdlica (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 farmaco através da difusdo Fickiana, a qual postula que o fluxo do
farmaco vai de regiGes de alta concentracdo para regides de baixa concentracdo, com uma
magnitude proporcional ao gradiente de concentragéo. Estes valores séo consistentes com o
caso 3 que exibe uma inclinacdo inicial mais elevada seguida por uma curvatura exponencial,
como é evidente a partir dos perfis de liberacdo para as formulacdes da Figura 20.

Carvalho et al. (2010) observaram um comportamento semelhante quando
investigaram a liberagcdo de AZT incorporado em sistemas precursores de cristal liquido para
mucosa nasal. Eles relataram que o mecanismo de liberacdo de todas as formulagdes seguiu o
modelo de Weibull; no entanto, o valor de b foi dependente do grau de organizacdo dos
sistemas, ou seja, as formulagdes com baixo indice de consisténcia, que apresentaram valores
semelhantes aos das formulacGes desenvolvidas nesse estudo, apresentaram um valor de b <
0,75, enquanto que as formulagcdes mais organizadas apresentaram um valor de b>1,0. Isso se
deve porque na difusdo Fickiana um aumento do valor de b reflete em desordem da
formulacéo.

Esses dados estdo de acordo com 0s nossos resultados que demonstraram que a
formulacdo FPQ apresentou um valor de consisténcia maior que FA; no entanto, esses valores

sdo baixos e, portanto, as formulacdes seguem o mesmo mecanismo de liberacéo.

5.2.9 Estudo da Fotodegradacdo do AM (Photobleaching)

A fotodegradacdo, ou a degradacdo fotoquimica, provoca uma perda de intensidade de
fluorescéncia do fotossensibilizador devido a danos quimicos induzidos por fotons ou por
modificacfes covalentes irreversiveis ap6s a irradiacdo de luz. Assim, investigar a possivel
degradacdo do AM ap0s a irradiacdo da luz se torna importante a fim de garantir o sucesso da
terapia fotodinamica.

Os resultados ilustrados no grafico da Figura 24nmostram que a degradacao do azul de
metileno incorporado na formulacdo FPQ foi menor do que AM em solucdo, sugerindo um

efeito protetor da formulagéo.
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Figura 24. Espectro de absorbancia da formulacdo FPQ, do azul de metileno em solugéo
(AM) e do azul de metileno incorporado na formulacdo FPQ (FAM) antes e apds 20 minutos
de irradiacéo de luz.

Esse efeito protetor exercido por formulagfes também foi relatado por Tang et al
(2008), que desenvolveram nanoparticulas (NPs) de poliacrilamida para incorporacdo de azul
de metileno. Eles relataram que o azul de metileno incorporado nas nanoparticulas
permaneceu intacto durante o tratamento, enquanto que o AM livre em solucdo foi
rapidamente degradado. Além disso, 0 AM protegido pelas NPs induziu eficientemente danos
fotodindmicos as células tumorais.

Qin et al. (2011) também investigaram se as nanoparticulas formadas por
poliacrilamida protegeriam o AM. Os autores relataram que houve uma diminuicdo de 80%
da intensidade fluorescente do AM em solugéo, enquanto que ocorreu apenas uma diminui¢ao
de 30% e 50% para 0 AM incorporado nas NPs, demonstrando que a formulacdo protege o
AM.

Junqgueira et al. (2002) investigaram o comportamento fotoquimico por medidas
realizadas por espectrofotometros UV-VIS do AM quando este interage com micelas. Eles
relataram que a atracdo eletroquimica entre 0 AM e os componentes de micelas alterou o

mecanismo de acdo fotodinamica do AM pela formacdo de dimeros de AM carregados
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positivamente. Portanto, estas micelas podem alterar o mecanismo e a eficiéncia de

sensibilizacdo do AM carregados positivamente e, portanto, a eficiéncia do dano celular.
Dessa forma, estes resultados confirmam que os sistemas de liberacdo de farmacos,

tais como os sistemas liquidos cristalinos, podem modular e proteger os fotossensibilizadores,

sendo que esses efeitos sdo de importancia critica para desempenho clinica do AM na TFD.

5.2.10 Dicroismo celular

Com o objetivo de investigar as mudancas estruturais que o peptideo poderia sofrer
apos sua incorporacdo na formulacgdo, foi proposto o teste de dicroismo circular.

A espectroscopia eletronica de dicroismo circular fundamenta-se na absor¢édo
preferencial de uma das duas componentes circulares da luz linearmente polarizada pelos
cromoforos da amostra analisada opticamente ativa.

Assim, caso as magnitudes dos vetores elétricos dessas componentes circulares da luz,
que podem ser circularizadas em sentido horario (ER) e em sentido anti-horéario (EL), forem
proporcionalmente alteradas ap0s atravessarem a amostra, essas componentes (EL e ER)
serdo absorvidas igualmente e a recombinagdo regenera a radiacdo linearmente polarizada
original. No entanto, se as EL e ER forem absorvidas desproporcionalmente ao atravessarem a
amostra, a luz passard a apresentar uma diferenca de fase entre as amplitudes de suas
componentes circulares, resultando numa polarizacao eliptica e sendo esta radiacdo resultante
denominada de luz elipticamente polarizada, mostrando, assim, uma alteracdo na estrutura
peptidica. Esses angulos, por sua vez, dependem da conformacdo, do estado de agregacdo e
das interagdes que a molécula peptidica pode fazer com o solvente ou, por exemplo, com a
formulacdo (KELLY et al., 2005; VERLY, 2010; FASMAN et al., 2013; GREENFIELD et
al., 2015).

Portanto, as informagfes obtidas por dicroismo circular facilitam a obtencdo das
condicbes ideais para a realizagdo de experimentos, pois indicam as estruturas
conformacionais do peptideo quando incorporado na formulagé&o.

Os espectros ilustrados na Figura 25 obtidos demonstram que ndo houve expressivas
modificagdes entres os espectros do peptideo em solucdo e o espectro do peptideo
incorporado na formulacdo. Dessa forma, os resultados sugerem que a formulacdo néo

apresenta a capacidade de alterar a estrutura do peptideo.
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Figura 25. Espectro de CD do peptideo em solucdo e apds sua incorporacdao na formulacéo

(FPQ- P).

5.2.11 Zimografia em gel

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endopeptidases contendo zinco, que
degradam proteinas por clivagem de ligacdes peptidicas. Foram identificadas mais de vinte
MMPs, que sdo 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 critico na degradacdo da cartilagem,
remodelagdo do tecido, cicatrizacdo de feridas, embriogénese e também na invasdo tumoral
(NAVARRO et al., 2006; PEREIRA et al., 2006; KUPAI et al., 2010; FERREIRA-SAE et
al., 2011).

Especificamente na invaséo tumoral, estudos demonstraram que as MMPs 2 e 9 estéo
intensamente envolvidas nesse processo, umas vez que foi identificado que esses dois tipos de
MMP sdo produzidas excessivamente pelas células tumorais para degradar os tecidos

periféricos e, assim, invadir o estroma local, degradando a membrana basal dos vasos



100

sanguineos, resultando na génese de novos tumores, proliferacdo, apoptose e angiogénese
(BREMER et al., 2001; EGEBLAD et al., 2002; NAVARRO et al., 2006; KESSENBROCK
etal., 2015).

Por essa razdo, hd um grande interesse no desenvolvimento de inibidores sintéticos das
MMPs, como o peptideo CTT1, que possam ser usados no tratamento do cancer, a fim de
controlar essa produgéo excessiva de MMPs (OCHIYA et al.,2015).

Os dados obtidos nesse ensaio estao ilustrados na Figura 26.

ctrl 10 50 100 200 wug/mL

Figura 26. Zimograma em gel representativo do efeito do peptideo CTT1 sobre a acdo da
enzima MMP- 9 apds 1 hora de incubagdo. As concentragdes utilizadas de peptideo foram 10,
50, 100 e 200 pg/mL. O controle (ctrl) é 5 ug do meio condicionado.

Observa-se que a o peptideo CTT1 conseguiu inibir a atividade da enzima MMP-9 a
partir da concentracdo de 100 pg/mL. Portanto, essa concentracdo de peptideo foi adicionada
na formulacdo FPQ, obtendo-se a formulacdo FPQ-P, e o teste foi realizado novamente.

Os resultados ilustrados na Figura 27 mostram que o peptideo incorporado na

formulacdo ndo conseguiu inibir a MMP-9.

Ctrl 10 pg SOpug 100pg 200 pg 1% 2%
MMP-9
Gel 1
MMP-9
MMP-9
Gel 2
MMP-9

Figura 27. Zimograma em gel representativo do efeito do peptideo CTT1 incorporado na
formulacdo FPQ sobre a acdo da enzima MMP- 9 ap6s 1 hora de incubagdo. As concentracdes
incorporadas de peptideo foram 10, 50, 100 e 200 pg/mL. O controle (ctrl) é 5 pg do meio
condicionado. 1% e 2% ¢é a diluicdo de FPQ no meio condicionado.
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Observa-se que ndo houve diferenca com o controle. Portanto, resolveu-se aumentar
para 12 horas o tempo de incubacdo da FPQ-P com as MMP-9. Além disso, utilizou-se a
MMP-2 também. Infelizmente, os resultados ilustrados na Figura 28 demonstraram que 0
peptideo incorporado na formulacdo também ndo conseguiu inibir a acdo de ambas as

enzimas.

Ctrl Vehicle Vehicle + Inhibitor

Ohr 12 hr 1% 2% 100 pg 200 pg

MMP-2

MMP-9

Figura 28. Zimograma em gel representativo do efeito do peptideo CTTL1 incorporado na
formulacdo FPQ sobre a acdo da enzima MMP- 9 e MMP-2 apds 12 horas de incubagdo. As
concentracdes incorporadas de peptideo foram 100 e 200 pug/mL. O controle (ctrl) é 5 pug do
meio condicionado. 1% e 2% ¢ a dilui¢do apenas de FPQ no meio condicionado.

Uma possivel explicagdo pode ser devido aos sistemas liquidos cristalinos atuarem
como sistemas de liberacdo controlada de farmacos, diminuindo a taxa de liberacdo dos
farmacos. Portanto, o tempo de incubacgdo da formulacdo com o meio condicionado pode nédo
ter sido suficiente para ocorrer a liberacdo de peptideo para que pudesse ser verificada a sua
acao sobre a inibicdo das enzimas MMP (CARVALHO et al.,, 2009; CARVALHO et al.,
2010; GONGCALEZ 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 peptideo CTT1 para as linhagens SiHA

e SCC 25 estdo representados nas Figura 29 e Figura 30, respectivamente.
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Figura 29. Efeito citotoxico de diferentes concentrac@es do peptideo CTT1 em 24h, 48h e 72h
sobre a linhagem celular SiHA.
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Figura 30. Efeito citotoxico de diferentes concentracdes do peptideo CTT1 em 24h, 48h e 72h

sobre a linhagem celular SCC25.

Nota-se que todas as concentracdes de peptideo CTT1 ndo interferiram na viabilidade
celular das linhagens. Possivelmente, este resultado deve-se ao mecanismo de acdo do

peptideo, que ndo interfere na viabilidade celular, mas sim na inibicdo da acdo das enzimas
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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 concentracfes de formulacéo
FPQ para as linhagens SiHA e SCC 25 estdo representados nas Figura 31 e Figura 32,

respectivamente.
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Figura 31.Determinacdo do potencial citotoxico de concentracdes variadas (%) da formulacéo
FPQ sobre as linhagens SiHA apds 12 horas e 24 horas de tratamento.
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Figura 32. Determinacdo do potencial citotoxico de concentragcbes variadas (%) da
formulacdo FPQ sobre as linhagens SCC25 ap6s 12 horas e 24 horas de tratamento.
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Os resultados demonstraram que todas as concentracbes de formulagdo diminuiram
significativamente a viabilidade celular de ambas as linhagens, indicando um efeito citotoxico
significativo da formulacdo FPQ. Estudos demonstram que a maioria dos medicamentos para
aplicacdo em mucosa bucal tem um potencial citotoxico. No entanto, a inferéncia clinica de
um resultado de cultura de células € muitas vezes dificil de interpretar, uma vez que a mucosa
bucal é geralmente mais resistente as substancias toxicas do que uma cultura de células, por
causa da mucina e das camadas de queratina, 0 que nao reflete, portanto, necessariamente o
risco de efeitos adversos em longo prazo (DAHL, 1999; DAHL et al., 2006).

Portanto, foi realizada a avaliacdo das alteracdes vasculares da CAM apds a aplicacdo

da formulacéo para estudar o potencial citotoxico da FPQ.

5.2.13 Avaliacdo de foto e citotoxicidade pelo método de reducdo do MTT

O valor de coeficiente de correlacdo intraclasse (CCI) calculado na calibracéo do teste
de citotoxicidade foi de 0,959, com intervalo de confianca 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 1C95% encontra-se na classificagdo “boa”, ambas
consideradas adequadas para estudo de calibracdo. Resultado semelhante foi encontrado para
a calibracdo quando a pipeta monocanal foi utilizada. O valor de CCI calculado foi de 0,971,
com intervalo de confianca 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 calibracéo.

A Figura 33 mostra o comportamento das linhagens quando tratadas com

concentragdes variadas de formulacdo, peptideo e azul de metileno.
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Figura 33. Determinacdo do potencial citotoxico de concentracGes variadas da (A) formulacéo
(mg/mL), (B) azul de metileno (ug/mL) e (C) peptideo CTT1 (ug/mL) sobre as linhagens
HaCaT e HSC-3 ap0s 1 hora de tratamento e 3 horas de tratamento.

Nota-se que concentracOes altas da formulacdo selecionada FPQ foram toxicas, sendo
que apenas a concentracdo de 0,06 mg/mL néo foi tdxica para a linhagem HaCat, enquanto
qgue foi toxica para a linhagem HSC-3. He et al. (2009) relataram em seu estudo que
concentragOes altas de nanoparticulas desenvolvidas para incorporagdo de azul de metileno
também apresentaram citotoxicidade sem a presenca do AM em linhagens celulares HELA.
Dessa forma, eles utilizaram uma concentracdo baixa de nanoparticula para impedir que a
formulacdo branco provocasse citotoxicidade, provavelmente porque com concentracao altas

de formulacéo, as células sdo completamente revestidas pela formulacéo, o que compromete a

Concentragao de Azul de Metileno (ug/mL)
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troca de nutrientes celulares com o meio de cultura (VILACA et al., 2013; MARTINHO et al,
2015)

Apenas a concentracdo de 25 pg/mL de azul de metileno diminuiu a viabilidade celular
de ambas as linhagens na auséncia de luz. De Freitas et al. (2015) relataram que a
concentracdo de 12,5 mg/mL de AM foi toxica na auséncia de luz para células de carcinoma
cervical apds 20 minutos de incubacdo. Portanto, os resultados obtidos sdo satisfatorios.

Praticamente, todas as concentracdes de peptideo CTT1 ndo interferiram na viabilidade
celular das linhagens, que pode ser devido ao seu mecanismo de acdo que néo interfere na
viabilidade celular, mas sim na inibicdo da acdo das enzimas metaloproteinases matriz
(MMPs) do tipo 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9) (KOIVUNEN et al, 1999).

Segunda a literatura, as células cancerigenas aumentam a producéo e excrecao das MMP-
2 e MMP-9, ocasionando o aumento da progressdo do tumor, uma vez que essas enzimas tém
a capacidade de hidrolisar o colageno IV (HEIKKILEA et al., 2006). Portanto, o teste de
zimografia foi incluido no projeto para verificar a inibicdo da hidrolise do colageno tipo 1V
pelo peptideo.

Os testes de fotocitotoxicidade foram realizados com azul de metileno em solugcdo (AM)
e incorporado na formulacdo FPQ diluida (0,06 mg/mL), nomeada de FAM, com o tempo de
incubacdo de 1 hora, que foi o tempo que o peptideo CTT1 (P) ficou incubado com o meio
condicionado, inibindo a a¢do da enzima metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9).

Esse teste foi realizado com diferentes concentracdes de azul de metileno (12,5; 6,25;
3,12; 1,56 pg/mL) em solucéo e incorporado na FD utilizando duas doses de luz (12,5 J/cm? e

25 J/cm?). Os resultados estéo ilustrados na Figura 34.
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Figura 34. Efeito citotoxico do azul de metileno na auséncia de luz (A) e mediada pela terapia
fotodindmica com LED 660 nm com dose de luz de 12,5J/cm? (B) e 25 J/cm? (C) sobre as
linhagens HaCaT e HSC-3. As concentracdes utilizadas de azul de metileno foram 0, 1, 3,6 e
12 pg/mL.

O AM em solucdo ou incorporado na formulacdo teve um efeito citotdxico
significativamente maior na presenca de luz do que na auséncia de luz para ambas as

linhagens, demonstrando que a TFD foi capaz de atingir seu objetivo que é causar
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citotoxicidade para a destruicdo de tumores apds a estimulacdo do fotossensibizador pela luz
(VANACLOCHA et al., 2015).

Além disso, a viabilidade celular da HSC3 tende a diminuir depois do tratamento com
0 AM incorporado na formulacdo (FAM).

Os resultados demonstraram também que ndo houve diferenca na citotoxicidade
provocada pelas diferentes concentragcdes de AM quando este esta incorporado na formulagéo,
0 que ndo ocorreu quando o AM esta em solucdo, pois este foi dose-dependente.

He et al. (2009) relataram que 0 AM incorporado em nanoparticulas foi mais eficiente
do que em solucéo, induzindo danos fotodinamicos em linhagens celulares de céancer cervical
Hela.

Estes resultados indicam que o tratamento com o AM incorporado na formulagéo teve
um efeito citotoxico significativo mesmo em baixa concentracdo, o que demonstra que a
formulacdo consegue favorecer a absor¢do do AM pelas células, o que, consequentemente,
resultard na necessidade de uma dose menor de farmaco e, assim, ajudara a diminuir os

possiveis efeitos colaterais da TFD em tecidos saudaveis (ALLEN et al., 2015).

5.2.14 Ensaios in vivo utilizando o0 modelo de membrana corioalantdica de embrido da
galinha (CAM)

5.2.14.1 Ensaio para avaliacdo das alteragdes vasculares da CAM

Os resultados das alteracGes vasculares provocadas pela aplicacdo de 40 pL dos

componentes isolados da formulacdo sobre a CAM estdio na Figura 35.
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B- Acido Oleico
A- Controle

C- Disperséo hipolimérica D- Procetyl

Figura 35. Imagens representativas (10x magnitude) do CAM para avaliacdo das alteragdes
vasculares in ovo no 17° dia de desenvolvimento embrionario do controle (A) e apés a
aplicacdo de 40 uL de fase oleosa &cido oleico (B), dispersdo bipolimérica contendo 0,25% de
quitosana e 0,25% de polietilenoimina (C) e tensoativo Procetyl® AWS (D).

Observa-se que 0 tensoativo Procetyl® AWS provocou uma grande alteracdo vascular
na CAM, indicando ser toxico, uma vez que as reacdes adversas mais comuns em
formulacGes tdpicas, principalmente aquelas compostas por tensoativos, € a irritacdo da pele
ou da mucosa, que pode provocar uma lesdo desencadeada por processos histoquimicos e
bioldgicos que resultam em uma agdo vasomotora a fim de restaurar o equilibrio fisiologico
da pele ou mucosa (SILVA et al, 2014).

No entanto, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou por apds analises histoldgicas da
derme de ratos que sistemas liquidos cristalinos compostos por 40% de Procetyl® AWS e
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acido oleico sdo biocompativeis 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 microemulsdes
constituidas por 90% de tensoativo ndo iénico (Procetyl® AWS) e é4cido oleico demonstrou
que 200 pL da formulagdo sem farmaco também foi altamente toxica (ALANY et al., 2006).
Por outro lado, um outro estudo elaborado para verificar o efeito antiangiogénico do farmaco
barberina incorporado em nanoemulsdes formadas com 30% de tensoativo nao ibnico
utilizando o modelo de CAM revelou que 2 pL das nanoemulsbes sem a incorporacdo do
farmaco ndo provocou toxicidade (PUND et al., 2014).

Portanto, a toxicidade provocada na CAM pode ser devido a quantidade alta de
formulacdo aplicada na superficie da CAM e alta porcentagem de tensoativo utilizada na
formulacéo.

Portanto, foram testadas vérias diluicbes da formulacdo FPQ para estabelecer a
concentracdo de formulacdo que ndo provoca toxicidade para a CAM. Além disso, 0
protocolo do tratamento foi alterado para a aplicacdo de 10 pL de formulacdo por dia durante
quatro dias.

Os resultados demonstraram que 10% da formulacdo FPQ diluida em PBS 1x ndo
apresentou alteracdes nos vasos sanguineos da CAM como ilustrado na Figura 36, portanto
essa foi a porcentagem de formulacdo (FPQL0) selecionada para a realizagdo do teste de

avaliacdo do crescimento tumoral in ovo.

Formulacéo

NG

A- Controle B- FPQ 10

Figura 36. Imagens representativas (10x magnitude) do CAM para avaliacdo das alteragdes
vasculares in ovo no 17° dia de desenvolvimento embrionario do controle (A) e apés a
aplicacdo de 10 pL por dia durante 4 dias de 10% de FPQ em PBS 1x (FPQ 10) (B).
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52142 Ensaio para avalia¢io do crescimento tumoral

Inicialmente, esse teste foi realizado com o crescimento das células SiHA por 4 dias
na CAM e entdo os tratamentos foram realizados com a aplicacéo de 10 pL por dia durante 4
dias de FPQ10, peptideo CTT1, CTT1 incorporado na FPQ10 e controle (sem tratamento)

como ilustrados na Figura 37.



Controle

FPQ10

FPQ10 + CTT1

CTT1

1° dia de tratamento

4° dia de tratamento
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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 formulagdo FPQ10
continuou a crescer enquanto que o tumor tratado apenas com o peptideo CTT1 reduziu
claramente o crescimento tumoral. Apesar da potencialidade do peptideo em diminuir a massa
tumoral, tal resultado ndo se reproduziu quando o peptideo foi incorporado na formulagéo
(FPQ + CTT1). Isso pode ser devido ao perfil de liberacdo da formulagdo que retarda a
liberacdo do peptideo em 8 horas.

No final do experimento, a CAM foi retirada e colocada em formol em placas de 6
pocos para a contagem de vasos sanguineos ao redor do tumor. Os resultados estdo

demonstrados na Figura 38.

100

60 -

40 -

Numero de vasos

20 -

Contryy, CTry Froyy FPogg cry
1

Tratamentos

Figura 38. Nameros de vasos contados ex ovo ao redor do tumor. * p< 0,05.

N = mp .

das metaloproteinases de matriz. A literatura demonstra que a formacdo de novos capilares
pelas células endoteliais requer a migracdo de células endoteliais e extensa remodelacdo do
tecido, um processo que necessita de metaloproteinases de matriz e outras proteinases.
Portanto, as propriedades antiangiogénicas dos inibidores da metaloproteinases de matriz,
como o peptideo CTT1, podem contribuir para a diminui¢cdo de vasos e do tumor, pois 0
crescimento de um tumor sélido depende largamente dos nutrientes proporcionados pela

vasculatura recrutada pelo tumor através da angiogénese (VILACA 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 ativacdo do metaloproteinases MMP-9 por tripsina 2 (TAT2) aumentou a
invasdo de células de carcinoma humano de lingua (HSC-3). Para eles confirmarem esse
estudo eles utilizaram o peptideo CTT1 como um inibidor especifico de MMP-9
demonstrando, assim, que a eficiéncia de intravasdo de HSC-3 diminuiu. Intravaséo é passo
chave do processo de carcinoma que leva a metastase.

Foi observado também que o tratamento tanto com a formulacdo FPQ10 quanto com o
peptideo incorporado na formula¢do FPQ10 também diminui os nimeros de vasos em relacéo
ao controle, apesar de demonstraram um pequeno aumento em relacdo ao peptideo CTT1.

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo do crescimento tumoral ap6s o tratamento
aplicando 10 puL de AM, AM incorporado a formulacdo FPQ10, FPQ10 e controle (sem
tratamento) com ou sem a terapia fotodinamica com dose de luz de 100 J/cm2 utilizando um
LED desenvolvido pelo Laboratério de Apoio Tecnoldgico (LAT, USP, Sdo Carlos, Brasil)
com o comprimento de onda de 660 nm. Nesse experimento houve uma grande perda dos
ovos devido a contaminacdo por fungos.

As Figura 39 e Figura 39 mostram as imagens da CAM ap0s 4 dias de tratamento sem

(-) e com (+) a terapia fotodinamica, respectivamente.

Controle (-)

FPQ10 () | &

Figura 39. Imagens do efeito dos tratamentos no crescimento das células SiHA apds 4 dias de
tratamento sem a terapia fotodinamica.
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Controle (+)

Figura 40. Imagens do efeito dos tratamentos no crescimento das celulas SiHA apds 4 dias de
tratamento com a terapia fotodinamica.

Observa-se que ndo houve diferenca com ou sem a terapia fotodindmica. 1sso pode ser
devido a baixa concentracdo de AM e/ou a baixa dose de luz utilizada. Estudos na literatura in
vivo para investigar a acdo da terapia fotodindmica do azul de metileno (1 mg/mL) foram
realizados apenas em ratos utilizando doses de luz de 200 J/cm? (ORTH et al., 2000; HE et
al., 2009).

Jungueira et al. (2015) estudaram a acgdo in vivo da TFD do AM incorporado em
sistemas poliméricos constituidos por poloxamer e carbopol 974 em Artemia salina. Eles
relataram que tanto a formulacdo sem AM quanto 0 AM em solugdo mostraram toxicidade na
auséncia e na presenca de luz. Quando incorporado na formulacdo, o AM mostrou ainda uma
reducdo da taxa de mortalidade da Artemia salina, que pode ser explicado pelo fato de AM
nos sistemas ndo estar completamente livre, sendo gradualmente liberado.

E importante enfatizar que 0 AM néo apresenta qualquer dano ao corpo humano,
sendo amplamente utilizado na area médica, como por exemplo, para o tratamento da
intoxicagdo por monoxido de carbono, marcador cirurgico, infecgdes do trato urinario, entre
outros (BARBER et al., 1995; CRAGAN, 1999; CLIFTON et al., 2003).
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6 CONCLUSAO

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 0 aumento de
viscosidade e a formacgdo de sistemas liquido-cristalinos com a incorporacdo crescente de
agua presente na saliva nos sistemas selecionados.

O ensaio de zimografia em gel demonstrou que o peptideo em solugdo a 100 pg/mL
foi capaz de inibir a acdo das metaloproteinases de matriz; no entanto, quando o peptideo foi
incorporado da formulagéo, esse efeito ndo foi observado.

O teste de dicroismo circular demonstrou que a formulacdo ndo alterou a estrutura
conformacional do peptideo.

O ensaio de photobleaching (fotodegradacdo) mostrou que a FPQ protegeu o0 AM da
degradacéo.

A formulacdo FPQ composta por 40% de Procetyl® AWS (tensoativo), 40% de 4cido
oleico (fase oleosa) e 20% da dispersao bipolimérica composta por 0,25% de polietilenoimina
e 0,25% de quitosana (p/p) (fase aquosa) apresentou potencial citotoxico quando analisada in
vitro em culturas de células de carcinoma epidermoide de lingua (SCC-25) e de células de
carcinoma escamoso oral humano (HSC-3) por meio do ensaio sulforrodamida e MTT,
respectivamente.

O peptideo CTT1 ndo apresentou citotoxicidade enquanto que o AM apresentou
fotocitoxicidade dose dependente quando incorporado em FPQ.

A formulacdo FPQ-10 (10% da formulacdo FPQ) ndo demonstrou afetar os vasos
sanguineos da membrana corioalantéica do embrido da galinha (CAM)

Os testes para avaliar o crescimento tumoral mostraram que o peptideo teve uma acao
melhor que a formulacdo; no entanto, quando o peptideo foi adicionado na formulacdo essa
acdo foi menor, o que era esperado uma vez que formulacdo retarda a liberacdo do peptideo
em 8h.

O AM incorporado ou ndo em FPQ demostraram a mesma acdo apos a terapia
fotodindmica, mostrando que o FPQ libera de forma gradual o AM, agindo como um sistema
de liberacao controlada de farmacos.

Os resultados sugerem que o sistema FPQ apresenta potencial para incorporacédo do

peptideo CTT1 e AM objetivando o tratamento do cancer bucal.
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