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RESUMO 

MATOS, B. N. Desenvolvimento e caracterização de nanopartículas mucoadesivas 
contendo oxaliplatina para quimioterapia tópica de tumores da cavidade oral. 2018 
Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciências de Saúde, Universidade de Brasília, 
Brasília, 2018. 

O principal objetivo desse estudo foi desenvolver e caracterizar nanopartículas 

mucoadesivas de quitosana encapsulando o fármaco oxaliplatina (OXPt) como 

estratégia para o tratamento tópico de cânceres da cavidade oral. O método 

analítico validado para as análises quantitativas demonstrou a separação da OXPt 

sem a interferência dos solventes ou dos polímeros mais relevantes para o 

desenvolvimento de formulações farmacêuticas bioadesivas (quitosana e 

poloxamer). O método apresentou linearidade (r > 0,999) durante o estudo da OXPt 

em um faixa de concentração de (0,5 – 15,0 µg.mL-1) com valores de precisão e 

exatidão aceitáveis (< 5,0%). Os limites de detecção e quantificação foram 0,0999 

e 0,331 µg.mL-1, respectivamente. Após os estudos de compatibilidade físico-

químico e análise térmica, a OXPt pode ser classificada como fármaco de Classe 

III de acordo com o Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB), isto é, a 

molécula apresenta alta solubilidade em água e baixa permeabilidade. OXPt no 

estado sólido mostrou ser adequada para as condições de produção farmacêutica, 

sendo estável quando exposta a aquecimento ou luz. Dentre os polímeros testados, 

somente a quitosana de médio peso molecular mostrou-se incompatível com OXPt, 

com forte evidência de decomposição química e mudanças físicas nas amostras de 

fármaco-polímero. As partículas desenvolvidas, nesse estudo, apresentaram 

características de composição, tamanho (188,43 ± 19,7) e potencial zeta (+44,81 ± 

2,8) que as conferiram mucoadesividade, mesmo quando o tratamento ex vivo foi 

realizado com sucessivas “lavagens” da formulação para simular o fluxo salivar. O 

fármaco tanto em sua forma encapsulada como livre foi capaz de inibir o 

crescimento da linhagem SSC-9 do câncer de língua em concentrações acima de 

25 µg.mL-1 e o principal mecanismo de morte celular ocasionado parece ser o de 

apoptose. Dessa forma, a formulação desenvolvida parece ser uma alternativa 

promissora como método adjuvante no tratamento dos cânceres da cavidade oral. 

Palavras-Chave: Mucoadesão; Quitosana; Nanopartícula; Câncer Oral e 

Oxaliplatina.  



 

 

ABSTRACT 

MATOS, B. N. Development and characterization of mucoadhesive nanoparticles 
containing oxaliplatin for topical chemotherapy of tumors of the oral cavity. 2018 
Thesis (Doctoral) - Faculdade de Ciências de Saúde, Universidade de Brasília, 
Brasília, 2018. 
 
This study aimed to develop and characterize mucoadhesive chitosan nanoparticles 

encapsulating oxaliplatin (OXPt) as a strategy for the topical treatment of buccal 

cancers. Validated method demonstrated OXPt separation without interference from 

the solvents or polymers with the most relevance for developing of bioadhesive 

pharmaceutical drug carries (chitosan and poloxamer). Method was linear (r > 

0.999) over studied OXPt concentration range (0.5-15.0 µg/mL) with acceptable 

precision and accuracy. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) 

were 0.099 and 0.331 µg.mL-1, respectively. OXPt could be classified as a class III 

drug according to BCS, i.e., is highly water-soluble but few permeable. OXPt in solid 

state showed to be adequate to pharmaceutical manufacturing conditions, being 

stable even when exposed to heating and light. Among the tested polymers, only 

chitosan of medium molecular weight is incompatible with OXPt, with strong 

evidence of chemical decomposition and physical changes in drug-polymer 

samples. The particles developed in this study showed characteristics of 

composition, size (188,43 ± 19,7)  and zeta potential (+44,81 ± 2,8) that conferred 

mucoadhesiveness even when the ex vivo treatment was performed with 

successive "washes" of the formulation to simulate the salivary flow. The drug both 

encapsulated and in your free form was able to inhibit the growth of the SSC-9 line 

of tongue cancer at concentrations above ~25 μg.mL-1 and the main mechanism of 

cell death appears to be that of apoptosis. Thus, the developed formulation seems 

to be a promising alternative as an adjuvant method in the treatment of oral cavity 

cancers 

 

Key words: Mucoadhesivity; Chitosan; Oral Cancer; Nanoparticles and Oxaliplatin. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

1.1 Introdução 

Carcinomas de cabeça e pescoço, incluindo os cânceres originários da 

cavidade oral, orofaringe, rinofaringe e laringe, representam um dos tipos mais 

frequentes de câncer em todo o mundo1. O carcinoma epidermóide (CECP) é o tipo 

mais comum de câncer de cabeça e pescoço, representando pelo menos 5% dos 

cânceres diagnosticados em adultos nos Estados Unidos e 8% em todo o mundo2. 

Aproximadamente 40% dos cânceres de cabeça e pescoço ocorrem na cavidade 

oral, 15% na faringe, 25% na laringe e 20% nas glândulas salivares e tireoide3. A 

incidência dos cânceres orais é maior em homens do que em mulheres, com idade 

acima de 40 anos, sendo os principais fatores de risco o consumo de tabaco, de 

bebidas alcoólicas e a má higiene oral. O câncer oral atinge tanto lábios quanto a 

mucosa oral em si, que inclui gengivas, palato duro, língua e assoalho da boca3, 4. 

Devido às dificuldades de procedimentos cirúrgicos, e às características 

anatômicas da região oral, a cirurgia pode resultar em danos à aparência, 

disfunções da fala, salivação e respiração5. Geralmente, os cânceres da cavidade 

oral são tratados rotineiramente utilizando radioterapia. No entanto, os resultados 

da radioterapia isolada têm sido insatisfatórios, especialmente para cânceres em 

estágio avançado. Assim, a quimioterapia sistêmica tem sido cada vez mais 

incorporada a protocolos de tratamento3, apesar das altas taxas de eventos 

adversos induzidos por essa modalidade terapêutica, como por exemplo, perda de 

cabelos, náuseas, enjoo, vômito ou complicações mais severas, como danos 

hepáticos, neuropatia periférica, complicações hematológicas, danos renais, entre 

outros, representarem um fator limitante para o sucesso global do tratamento. 

Nesse cenário, um sistema tópico capaz de liberar o agente quimioterápico 

próximo ao tumor seria uma alternativa não-invasiva e mais segura para 

administração desses fármacos quando comparada à via intravenosa, melhorando 

a eficácia, reduzindo os custos do tratamento e o risco de eventos adversos 

importantes. O desafio nessa terapia tópica é fornecer níveis terapêuticos 

significativos do quimioterápico para o tecido afetado durante um certo período de 

tempo. 
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Este trabalho propôs a nanoencapsulação de um agente quimioterápico 

utilizando um polímero catiônico, que deve conferir mucoadesividade ao sistema. A 

hipótese testada foi de que a formulação otimizada contendo as nanopartículas de 

quitosana com o agente quimioterápico permaneceria próxima ao tumor após 

aplicação tópica, promovendo um acúmulo do fármaco citotóxico para o tecido 

doente em concentrações efetivas. O agente quimioterápico selecionado para o 

desenvolvimento desse estudo foi a oxaliplatina (OXPt, Figura 1.1A), um composto 

de platina de terceira geração que tem apresentado bons resultados clínicos para 

o tratamento dos cânceres de cabeça e pescoço6. O polímero utilizado no preparo 

das nanopartículas foi a quitosana (Figura 1.1B), que possui carga positiva, o que 

deve conferir propriedades bioadesivas às partículas, além de boa 

biocompatibilidade e não imunogenicidade7,8,9. Estudos também têm demonstrado 

que a quitosana possui propriedades anti-tumorais10, podendo agir de maneira 

sinérgica ao fármaco no combate do tumor oral. 

 

Figura 1.1. Estrutura molecular da oxaliplatina (OXPt, A) (pka 6,1; PM: 397,29 Da; logP: -0,47; 

solubilidade em água: 27,5 mg.mL-1) e da quitosana (pKa: 6.3) (B). 

 

1.2 O Câncer 

Câncer é um conjunto de doenças que têm em comum o crescimento 

desordenado de células que invadem tecidos e órgãos, podendo sofrer metástase 

para outras regiões do corpo. O acúmulo dessas células, agressivas e 

incontroláveis, que se dividem rapidamente é denominado de neoplasia maligna11. 

Os diferentes tipos de câncer estão relacionados aos vários tipos de 

estruturas celulares existentes. Por exemplo, se o câncer se iniciar em tecidos 

epiteliais, como pele e mucosas, ele é denominado carcinoma. Se o câncer se 

iniciar em tecidos conjuntivos como o osso, cartilagem ou músculo, é chamado de 

sarcoma11. 



3 

 

As causas do câncer podem ser externas (meio-ambiente e hábitos ou 

costumes próprios) e/ou internas (geneticamente pré-determinadas). Entre os 

casos de câncer, cerca de 80% deles estão associados a fatores externos, em que 

se pode citar: 

 Tabagismo; 

 Consumo de bebidas alcoólicas; 

 Hábitos alimentares; 

 Medicamentos; 

 Fatores Ocupacionais; 

 Radiação solar, entre outros. 

São raros os casos de cânceres que se devam exclusivamente a fatores 

genéticos, familiares e étnicos, apesar do fator genético exercer um importante 

papel na oncogênese11,12.  

1.2.1 Carcinogênese  

O processo de formação do tumor é lento, podendo levar anos para que uma 

célula cancerosa se prolifere e forme um tumor. Células normais podem sofrer 

mutação genética, recebendo sinalizações incorretas para suas atividades. Essas 

alterações ocorrem em protooncogenes, que são inativos em células normais. 

Porém, quando ativados transformam-se em oncogenes, levando a 

malignização/cancerização das células11. Essas se proliferam de maneira 

descontrolada, mais rapidamente que as células normais, invadindo o tecido a sua 

volta e formando vasos sanguíneos que nutrem esse crescimento descontrolado. 

Quando atingem a circulação sistêmica ou vasos linfáticos podem chegar a órgão 

distantes de onde o tumor se formou, originando o que se chama de metástase11,12. 

Os estágios de proliferação são: 

 Estágio de Iniciação; 

 Estágio de Promoção; 

 Estágio de Progressão. 

Durante o estágio de iniciação as células sofrem ação de agentes 

cancerígenos provocando alterações genéticas, porém sem a formação de um 
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tumor. No próximo estágio da carcinogênese, durante a promoção, essas células 

iniciadas sofrem a ação de agentes cancerígenos chamados de oncopromotores, 

tornando-se malignas. No estágio de progressão há uma multiplicação 

descontrolada dessas células, levando ao aparecimento dos primeiros sintomas 

clínicos da doença, como está esquematizado na Figura 1.211. 

 

Figura 1.2. Estágios de proliferação das células cancerígenas11 

 

1.3 Câncer de Cabeça e Pescoço 

Os cânceres de cabeça e pescoço é a quinta neoplasia mais frequente, com 

uma incidência de 780.000 casos novos anuais no mundo12,13. O principal tipo 

histológico, responsável por mais de 90% dos casos, é o carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço. 
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Figura 1.3. Corte sagital do trato aerodigestivo superior61. 

 

O câncer de cabeça e pescoço acomete principalmente a região da 

orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, cavidade oral e laringe (Figura 1.3). A 

interação de fatores externos e hereditários estão relacionados no desenvolvimento 

desse tipo de câncer, principalmente o tabagismo e o consumo de bebidas 

alcoólicas12,13. O papiloma vírus humano (HPV) também está relacionado como um 

fator de risco alto (25%) no surgimento de câncer de cabeça e pescoço, 

principalmente de laringe11,14. 

 
1.3.1 Câncer da cavidade oral 

Câncer da cavidade oral é o câncer que afeta lábios e o interior da cavidade 

oral, como gengiva, bochechas (mucosa jugal), palato duro, língua e assoalho da 

boca (Figura 1.4). A estimativa para 2016 no Brasil foi de 15.490 casos novos, 

sendo 11.140 casos em homens e 4.350 casos em mulheres. Esse tipo de câncer 

acomete mais homens com idade superior a 40 anos11,18. 
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Figura 1.4. Região anatômica da cavidade oral61. 

 

Os principais fatores de risco para este tipo de câncer são: 

 Tabagismo; 

 Etilismo; 

 Vírus HPV; 

 Radiação solar; 

 Higiene bucal deficiente; 

 Dieta pobre em proteínas e vitaminas e rica em gorduras. 

Os principais sintomas são lesões na cavidade oral, manchas vermelhas ou 

embranquecidas na língua, palato duro, assoalho da boca e mucosa jugal, 

presença de nódulos no pescoço e rouquidão. Em casos mais avançados é 

observada uma dificuldade de deglutição e fala, além de uma sensação de que há 

algo “preso” na garganta11,18. 

 

1.3.2 Tratamento para o câncer oral 

O tratamento para o câncer oral, se diagnosticado no início e tratado da 

forma correta, pode ter uma taxa de cura de até 80%. A primeira linha de tratamento 

é a cirurgia, seguida de radioterapia. Os dois métodos podem ser utilizados de 

forma isolada e ambas as técnicas apresentam bons resultados, mas a indicação 

de cada uma vai depender do tamanho e posicionamento do tumor11. 

Devido às características anatômicas da região oral, o tratamento cirúrgico 

para o câncer nessa região pode resultar em danos à aparência, disfunções da fala, 
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salivação e respiração, com consequentes impactos sobre a qualidade de vida dos 

pacientes13,15. 

Atualmente, há novas técnicas cirúrgicas, como a cirurgia robótica, que 

reduzem a taxa de traqueostomia e permitem a recuperação mais rápida da função 

de deglutição oral e internações mais curtas16. As opções cirúrgicas com 

preservação das estruturas anatômicas da região oral, contudo, ainda apresentam 

limitações e exigem maiores estudos.  

A quimioterapia, seja de indução ou concomitante à radioterapia, é 

rotineiramente integrada ao tratamento de pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço localmente avançado. O tratamento sequencial incorporando 

quimioterapia e radioterapia é uma abordagem viável e oferece o potencial de 

melhorar os desfechos de sobrevida. Contudo, altas doses de quimioterapia ou 

radioterapia podem levar a muitos efeitos adversos prejudiciais à qualidade de vida 

do paciente 13,17. 

Pacientes com a doença avançada em tratamento com quimioterapia 

neoadjuvante mostraram alta taxa de cura, fator importante na tomada de decisão 

do tratamento em protocolos futuros que visam um menor índice de toxicidade13. O 

protocolo clínico mais adequado para o tratamento do carcinoma oral em estágio 

avançado é através de uma terapia multimodal, ou seja, é indicada a cirurgia 

seguida de radioterapia e quimioterapia10.  

Entre os fármacos normalmente utilizados na quimioterapia de carcinoma 

oral estão: cisplatina, 5-fluoruracila, cetuximabe e taxanos (paclitaxel e 

docetaxel)20. 

Os compostos de platina são amplamente utilizados em diversos protocolos 

clínicos para o tratamento de cânceres sólidos, incluindo os de cabeça e pescoço21. 

A cisplatina é um medicamento antineoplásico que atua inibindo a síntese do ADN. 

Além disso, em menor extensão, ela inibe a síntese de proteínas e ácido 

ribonucleico (ARN)21. Contudo, como a maioria dos quimioterápicos, ela possui 

vários efeitos tóxicos importantes, como a toxicidade renal, toxicidade 

gastrointestinal, ototoxicidade e a neurotoxicidade22. 

Dessa forma, a OXPt (Figura 1.1. A) mostra-se como um composto de platina 

alternativo à cisplatina nos tratamentos convencionais de cânceres de cabeça e 

pescoço, por apresentar bons resultados clínicos e menores efeitos adversos23. A 
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cinética de ligação da OXPt com o ADN é rápida e leva no máximo 15 minutos, 

enquanto com a cisplatina essa ligação ocorre de forma tardia, após 4 a 8 horas. 

Além disso, OXPt é eficaz sobre certas linhas de tumores resistentes à cisplatina. 

Apesar de também apresentar importantes efeitos tóxicos, a terapia baseada em 

OXPt apresenta um menor risco de neutropenia, anemia, náusea, alopecia, 

tromboembolismo, estomatite e aumento de creatinina quando comparada à terapia 

com cisplatina24.  

 
1.3.3 Oxaliplatina 

Os compostos de platina interagem com o ADN ocasionando uma lesão em 

nível molecular. As principais interações ocorrem em centros nucleofílicos na 

posição N7 das purinas do ADN (Figura 1.5). Os adutos formados levam a uma 

distorção na estrutura da hélice e essa lesão ao ADN conduz à apoptose da 

célula25. 

 

Figura 1.5. Representação esquemática da formação do complexo de platina no DNA in vivo50. 

 
A OXPt (Figura 1.1 A) pertence à 3a geração dos compostos de platina, em 

que o átomo central de platina é envolvido por um oxalato e um 1,2-

diaminociclohexano em posição trans. Assim como outros derivados da platina, a 

OXPt exerce seu efeito citotóxico provocando dano ao ADN, inibindo a síntese e 

formação de novas moléculas nucleicas; consequentemente, a síntese do RNA e 

das proteínas celulares também são inibidas25,26. Dentro da célula, várias espécies 

reativas são formadas, incluindo a monoaquoDACH (1,2-diaminocliclohexano) 
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platina [Pt(H2O)Cl(DACH)]+ e diaquoDACH platina [Pt(H2O)2(DACH)]2+, que se 

ligam à macromoléculas, como o DNA, levando a célula à apoptose (Figura 1.6). 

 

Figura 1.6. Rota de biotransformação da oxaliplatina 51. 

 

Contudo, a seletividade tumoral dos fármacos de platina é bastante baixa, 

tornando a toxicidade sistêmica e a resistência ao fármaco os maiores problemas 

desses complexos25. Por esse motivo, é interessante que se desenvolvam novas 

tecnologias que permitam diminuir a toxicidade do medicamento, sem contudo 

afetar a sua atividade antineoplásica, como é o caso de formulações 

nanoestruturadas mucoadesivas para aplicação tópica do fármaco, que é alvo de 

estudo deste trabalho. 

A OXPt, por ser uma substância hidrofílica e de baixa massa molecular 

(397,28 Da), deve apresentar fácil incorporação em sistemas poliméricos. Não é 

encontrado na literatura, no entanto, dados que evidenciem o perfil de permeação 

desse fármaco através de tecidos quando aplicadas topicamente, nem a 

concentração efetiva do fármaco em tumores de cavidade oral. 

 
1.4 Nanotecnologia aplicada a medicamentos 

Nas terapias medicamentosas sistêmicas convencionais, principalmente as 

que fazem uso das vias de administração oral e parenteral, são requeridas altas 

doses do fármaco para que, após a absorção e biodistribuição, a substância ativa 

atinja o tecido-alvo em concentrações terapêuticas. Nesse processo, quantidades 

significativas do fármaco são acumuladas em tecidos não alvos, desencadeando 

diversos efeitos adversos, muitos deles tóxicos27,28. A utilização de vias tópicas, em 

que o medicamento é aplicado diretamente no tecido-alvo, como pele e mucosas, 

nem sempre representa uma alternativa viável, uma vez que a absorção de 

fármacos nesses tecidos tende a ser limitada ou incompleta. 
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Um grande desafio para os pesquisadores na área farmacêutica está no 

desenvolvimento de medicamentos mais eficientes, que utilizem doses menores do 

fármaco e que sejam capazes de direcioná-lo exclusivamente ao local de ação 

pretendido, sem se acumular em outros tecidos, evitando-se efeitos adversos. 

Outro importante desafio consiste na liberação progressiva do fármaco durante 

períodos estendidos, de forma que se reduza a necessidade de aplicação do 

medicamento repetidas vezes ao longo do dia, mantendo-se níveis eficazes e 

seguros do fármaco em seu local de ação durante todo o período de tratamento. 

Nos últimos anos, vislumbrou-se na nanotecnologia uma possibilidade real 

de desenvolver medicamentos alvo-específicos mais eficazes e seguros. A 

nanotecnologia é uma área emergente da ciência que se dedica ao 

desenvolvimento de sistemas estruturados em dimensões compreendidas 

normalmente nos valores de 0,1 a 500 nm, produzidos a partir dos mais diversos 

tipos de materiais, ou seja, a partir de polímeros, cerâmicas, metais, 

semicondutores e biomateriais29,30. O interesse por essa tecnologia está em 

explorar as novas propriedades que a matéria assume em dimensões tão reduzidas 

que se diferem de material em macroescala quanto às características ópticas, 

eletrônicas, magnéticas e biológicas28,30. 

No campo médico, os nanocarreadores têm sido eficazes em solucionar 

problemas relacionados à baixa biodisponibilidade de alguns fármacos, à sua 

instabilidade química e baixa solubilidade aquosa. Mais importante, os carreadores 

nanoestruturados mostram-se capazes de melhorar a absorção de fármacos, 

sustentar sua liberação e até vetorizar sua liberação, direcionando-os ao sítio de 

ação28. 

Dependendo da composição e estrutura, os carreadores nanoestruturados 

podem ser denominados nanopartículas, dendrímeros, nanotubos, nanoemulsões 

ou nanovesículas, entre as quais se destacam os lipossomas. O foco deste trabalho 

está na obtenção de nanopartículas. 

Nanopartículas é a denominação geral dada a partículas sólidas e esféricas 

com diâmetros inferiores a algumas centenas de nanômetros. São dotadas de 

características diferenciadas de partículas com maiores dimensões ou agregado de 

partículas31,32. Em dependência do material com o qual são preparadas, as 
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nanopartículas são classificadas como poliméricas, lipídicas sólidas, magnéticas ou 

metálicas. 

 
1.4.1 Nanopartículas poliméricas 

As nanopartículas poliméricas são partículas rígidas, habitualmente 

preparadas com polímeros biodegradáveis e têm atraído grande atenção de 

pesquisadores devido à sua capacidade de propiciar a liberação controlada das 

substâncias terapêuticas encapsuladas. Outras vantagens incluem a alta 

estabilidade dessas partículas nos fluidos biológicos durante o período de 

armazenamento33. 

De acordo com sua composição e organização estrutural, as nanopartículas 

podem se apresentar em forma de nanocápsulas ou nanoesferas (Figura 1.7A e 

Figura 1.7B, respectivamente). As nanocápsulas são constituídas de invólucro 

polimérico, disposto ao redor de um ou mais núcleos, estando o fármaco dissolvido 

no núcleo e ou adsorvido à parede polimérica. As nanoesferas são formadas por 

matriz polimérica, em que o fármaco se distribui homogeneamente em seu interior 

ou permanece adsorvido em sua superfície.28,33 As nanopartículas poliméricas têm 

apresentado aplicações promissoras, principalmente na vetorização de fármacos 

anticancerígenos34, proteínas e peptídios35, vacinas36 e antibióticos37. 

Fármacos antitumorais nanoencapsulados (Figura 1.7), mesmo após 

administração sistêmica, acumulam-se preferencialmente nos tumores devido ao 

mecanismo de vetorização passiva, ou seja, há um acúmulo de nanopartículas nos 

tumores sólidos devido a uma alteração na fisiologia dos seus vasos. Essa 

modificação fisiológica ocorre devido ao aumento da permeabilidade do endotélio 

vascular na região do tecido tumoral, o que permite extravasamento tanto de 

líquidos quanto das próprias nanopartículas28. As nanopartículas poliméricas 

podem ainda ser revestidas de polímeros como polietilenoglicol (PEG) com a 

função de prevenir sua opsonização por proteínas e aumentar a meia-vida desses 

carreadores na circulação sistêmica28. 

Outra promissora aplicação das nanopartículas é a administração oftálmica 

de fármacos38,39. Já foi demonstrado experimentalmente que nanopartículas 

preparadas com polímeros mucoadesivos, como é o caso da quitosana, tendem a 

permanecer em contato com a mucosa ocular por um período mais longo e 
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aumentar a biodisponibilidade de fármacos, além de reduzir a ocorrência de efeitos 

adversos devido à absorção sistêmica da fração da preparação drenada pelo ducto 

nasolacrimal39. 

Entre os medicamentos comercializados na forma de nanopartículas 

poliméricas para liberação prolongada de fármacos, destaca-se o Abraxane® 

(paclitaxel), que é indicado para o tratamento sistêmico do câncer de mama40. Esse 

medicamento é constituído de nanopartículas conjugadas à albumina com tamanho 

aproximado de 130 nm. As nanopartículas com albumina interagem com a proteína 

gp60, o que facilita o transporte do fármaco da circulação sistêmica para o sítio 

tumoral41. 

No campo dermatológico, a indústria nacional Biolab trouxe nos últimos anos 

duas inovações em medicamentos com nanopartículas poliméricas: um creme 

anestésico de prilocaína e uma formulação para controle da alopecia com 

finasterida em sua composição42,43. Ambas as formulações são compostas de 

nanocápsulas produzidas com um polímero biodegradável que liberam os fármacos 

de maneira sustentada na pele. Esses medicamentos, resultados de parceria entre 

a empresa farmacêutica e pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul (UFRGS)43, estão em testes clínicos de fase III. Sistemas com 

nanopartículas ou micropartículas de quitosana para direcionar a liberação do 

minoxidil para o folículo piloso, com vista ao tratamento tópico da alopecia, também 

vêm sendo desenvolvidos 44-46. 

 

Figura 1.7. Representação esquemática das nanopartículas poliméricas. A) Nanocápulas e B) 
Nanoesferas62. 

 
O emprego de polímeros potencialmente mucoadesivos para preparo de 

nanopartículas para aplicação tópica em mucosas, principalmente direcionadas 

ao tratamento de tumores na região oral, ainda é pouco explorado na literatura. 
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1.5 Mucosa oral e Mucoadesão 

A mucosa que compõe a cavidade oral é composta por um epitélio 

estratificado escamoso, que confere uma cobertura flexível para estruturas 

subjacentes, bem como uma barreira física contra a entrada de patógenos. Outros 

tipos celulares como os melanócitos e linfócitos também são encontrados na 

mucosa oral. Revestindo a mucosa, há uma camada de muco composta 

principalmente pela proteína mucina, além da lâmina própria e o muco-perióstico 

(Figura 1.8)47,48. 

 

Figura 1.8. Histologia da mucosa oral humana saudável. A) Epitélio Oral, B) Lâmina própria, C) 

Muco-perióstico 55. 

 
A cavidade oral inclui diferentes estruturas como a língua, o palato duro, o 

lábio e a gengiva, os quais mostram variabilidade estrutural considerável de acordo 

com sua função. Essas regiões podem ser usadas para a liberação de diferentes 

agentes terapêuticos tópicos para o tratamento de distúrbios locais, tais como 

doença periodontal, infecções bacterianas e fúngicas, estomatite aftosas e doenças 

vesicobolhosa, assim como cânceres orais55-57.  

O epitélio da cavidade oral é adaptado para realizar diferentes funções 

fisiológicas. A principal diferença entres os seus diferentes tipos celulares é a 

presença regional de queratina em algumas áreas dessa mucosa. O palato duro e 

a gengivas são superfícies mucosas queratinizadas que suportam o estresse 

mecânico durante a mastigação e expressam queratinas de maior peso molecular, 
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tais como queratina 1 e 10. Este tecido é firmimente anexado ao tecido conectivo 

subjacente e ao osso55-56. 

A mucosa não-queratinizada, que está localizada na região do assoalho da 

boca, regiões dos lábios e superfície da língua, é flexível suficiente para permitir a 

fala ou a acomodação de um bolo de alimento. As queratinas de baixo peso 

molecular, incluindo 4 e 13, são expressas nestes tecidos. Além das diferenças de 

expressão de queratina, existem diferenças regionais na espessura do tecido e no 

ciclo celular. A homeostase epitelial requer que a taxa de produção de células seja 

igual à taxa de descamação. A descamação contínua da camada de células mais 

externa reduz a quantidade de bactérias associadas às células epiteliais, limitando 

assim a colonização bacteriana.55-56. 

Os estudos de permeação são um complemento valioso para os estudos de 

absorção percutânea in vivo e fornecem informações importantes para avaliar a 

permeação dos fármacos através da mucosa. Uma variedade de sistemas de 

difusão passiva para experimentos de permeação in vitro foram desenvolvidos para 

elucidar os mecanismos de transporte pela mucosa oral, ou mesmo para a 

avaliação de potenciais promotores de penetração de fármacos55,56.  

Em estudos in vitro de permeação transmucosa é normalmente utilizada 

como modelo de tecido biológico a mucosa oral não-queratinizada de suínos. Isso 

porque estes tecidos são semelhantes à mucosa humana em termos de 

organização histológica, permeabilidade, e composição lipídica55,56.  

Como foi dito anteriormente, a mucosa oral é revestida por uma camada de 

muco. Alguns polímeros considerados mucoadesivos, sejam eles naturais ou 

sintéticos, interagem com a camada de muco cobrindo a superfície epitelial da 

mucosa. Esses polímeros permitem que a formulação seja direcionada para uma 

determinada região do corpo, melhorando assim a biodisponibilidade dos 

fármacos58. 

A quitosana é um polissacarídeo derivado da quitina, e pode ser obtida 

industrialmente pela hidrólise dos grupamentos aminoacetil da quitina a partir da 

hidrólise alcalina da carapaça de crustáceos. A quitosana possui várias 

características interessantes para a liberação controlada de substâncias em tecidos 

biológicos, como a mucosa oral ou até mesmo no olho. É um polímero hidrofílico 

mucoadesivo, biocompatível e biodegradável. Na verdade, os grupos amino 
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carregados positivamente da quitosana interagem com os resíduos de ácido siálico 

negativamente carregados de mucina, estendendo o tempo de contato do fármaco 

com o tecido alvo. O ácido hialurônico, presente na matriz extracelular de tecidos 

conectivos de vertebrados, é outro polímero naturalque possui características 

mucoadesivas58.  

Algumas nanopartículas de PLGA foram preparadas pelo método de 

deposição do solvente e foram caracterizadas como mucoadesivas devido ao seu 

revestimento polimérico com o ácido poliacrílico, que tem propriedades 

bioadesivas58-59. 

A capacidade de ligação dos polímeros à mucosa ocorre devido às forças de 

atrações eletrostáticas e ligações de hidrogênio. Apesar desses mecanismos de 

ligação ainda não serem completamente elucidados, uma teoria sugere que a 

bioadesão ocorra por meio das interações eletrostáticas, em que os polímeros 

carregados positivamente, como a quitosana, interajam com as cargas negativas 

presentes nas macromoléculas de mucina, em pH fisiológico 58,59. 

A avaliação da mucoadesão das partículas desenvolvidas nesse trabalho, 

portanto, é um tópico importante para a pesquisa devido ao seu potencial em 

aumentar a liberação de fármacos, ao passo que promove um maior contato da 

formulação com o local de ação do fármaco52.  

1.6 Iontoforese 

O presente trabalho, além de propor o uso de nanopartículas mucoadesivas 

contendo o quimioterápico OXPt na tentativa de viabilizar um tratamento tópico 

efetivo para tumores orais, tem também o objetivo de estudar a influência da técnica 

de iontoforese para acelerar o acúmulo do fármaco na mucosa oral. 

A iontoforese é um método não-invasivo e indolor de administração tópica 

e/ou transdérmica de fármacos baseada na movimentação de moléculas 

hidrofílicas, carregadas ou não, usando uma corrente elétrica de baixa intensidade. 

Essa opção de tratamento apresenta como principais características: i) uma 

liberação mais rápida do fármaco no tecido, ii) a capacidade de administrar 

macromoléculas para os tecidos superficiais e iii) um melhor controle da dose de 

fármaco administrada53,54.  
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Tal técnica conecta o tecido a um circuito elétrico miniaturizado, promovendo 

um gradiente de corrente elétrica que causa a movimentação de íons. As moléculas 

carregadas movem-se em direção aos eletrodos de cargas opostas, que estão em 

contato com a superfície do tecido através de soluções eletrolíticas que também 

contêm o fármaco. Esse mecanismo permite a liberação de moléculas catiônicas, 

aniônicas e neutras, de modo que o fármaco catiônico ou neutro deverá ficar no 

eletrodo positivo, ao passo que fármacos aniônicos deverão ser colocados em 

contato com o eletrodo negativo (Figura 1.9)54.  

 

Figura 1.9.  Iontoforese utilizando um sistema de eletrodos de Ag/AgCl. O ânodo contêm um 

fármaco ionizável D+ e seu contra-íon A- e Na+Cl-44.  

 

Existem dois mecanismos que explicam o aumento da penetração tópica de 

moléculas sob a influência de um campo elétrico: eletromigração e a eletrosmose 

(Figura 1.10). A eletromigração ou eletrorrepulsão refere-se ao movimento 

ordenado de íons na presença de uma corrente elétrica aplicada ao meio, de modo 

que eletrodos de igual polaridade que a molécula promovem seu transporte para o 

interior da pele e mucosas, enquanto eletrodos de polaridade oposta atraem íons e 

moléculas carregadas para o exterior desses tecidos. Já a eletrosmose refere-se 

ao fluxo de um volume de solvente resultante da movimentação de eletrólitos para 

o interior da pele e mucosas quando uma corrente elétrica é aplicada, que em pH 

fisiológico é normalmente mais facilitado do eletrodo positivo em direção ao interior 
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do organismo devido às cargas negativas presentes na superfície da pele e na 

mucosa54.  

 

Figura 1.10. A) Eletromigração ou eletrorrepulsão: O eletrodo positivo repele fármacos de carga 

positiva, fazendo com que atravessem a mucosa. No eletrodo negativo, fármacos de cargas 

negativas são repelidos. B) Eletrosmose: O fluxo de um solvente fisiológico promovido pela corrente 

elétrica entre os eletrodos positivo e negativo permite a transferência de fármacos neutros44. 

 
A iontoforese transoral já tem sido utilizada para a liberação de fármacos 

como: atenolol, naltraxona, ondansetrona, lidocaína e nicotina. No entanto, o 

potencial de iontoforese para aplicação tópica de quimioterápicos na mucosa oral 

ainda não foi bem explorado60. 

O excelente controle oferecido pela iontoforese na cinética de liberação de 

fármacos quimioterápicos possui extrema importância, já que esses agentes, 

frequentemente, causam sérios efeitos adversos sistêmicos. A terapia iontoforética 

tópica não é somente uma alternativa não-invasiva à administração intravenosa de 

fármacos quimioterápicos, mas também reduziria a dose administrada, diminuindo 

assim os custos concomitantemente e o risco à exposição sistêmica. Desta forma, 

a liberação iontoforética local de anticancerígenos na mucosa oral pode ser uma 

alternativa eficaz e segura em comparação ao sistema quimioterápico intravenoso 

convencional, principamente para para pacientes: (i) que receberão radioterapia, 

(ii) em quem a cirurgia não é indicada, (iii) onde os procedimentos cirúrgicos seriam 

muito invasivos ou limitariam as funções fisiológicas normais, (iv) onde a cirurgia já 

foi realizada sem remissão completa do câncer ou (v) no pré-operatório como um 

tratamento neo-adjuvante para reduzir o tamanho do tumor e, portanto, permitem 

um procedimento cirúrgico mais fácil e menos invasivo60. 
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Dessa forma, os resultados obtidos nesse trabalho com a aplicação da 

iontoforese sobre as formulações contendo OXPt poderão gerar uma nova 

abordagem terapêutica quimioterápica, não-invasiva e eficiente, com o rápido 

acúmulo do fármaco sobre a região tumoral. 

 
1.7 Objetivos 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar 

nanopartículas poliméricas mucoadesivas encapsulando a OXPt, a fim de servir 

como alternativa tópica e não-invasiva para o tratamento auxiliar de tumores orais. 

Para se alcançar esse objetivo geral, os seguintes objetivos específicos 

foram determinados: 

 Padronizar e validar um método analítico para quantificação do fármaco 

OXPt para dar suporte ao desenvolvimento da formulação; 

 Realizar os ensaios de pré-formulação com a OXPt, determinando-se sua 

solubilidade, coeficiente de partição e compatibilidade com excipientes 

farmacêuticos de relevância no preparo da formulação; 

 Otimizar o desenvolvimento e caracterizar nanopartículas de quitosana 

contendo a OXPt, seguindo parâmetros de tamanho e dispersão de 

tamanho, potencial zeta, morfologia e eficiência de encapsulação; 

 Avaliar a estabilidade físico-química da dispersão de nanopartículas; 

 Determinar in vitro o perfil de liberação e cinética de liberação da OXPt a 

partir da dispersão de nanopartículas; 

 Avaliar in vitro a mucoadesividade das nanopartículas desenvolvidas; 

 Verificar ex vivo a penetração da OXPt nanoencapsulada em mucosa oral 

de suínos a partir da nanoformulação; 

 Determinar ex vivo a influência da iontoforese sobre a penetração da OXPt 

na mucosa oral a partir da nanoformulação; 
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 Avaliar in vitro a atividade das formulações desenvolvidas na inibição do 

crescimento de células da linhagem SSC-9 de tumor de língua.  
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CAPÍTULO 2: DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE UM MÉTODO 
SIMPLES E SELETIVO PARA A QUANTIFICAÇÃO DE 
OXALIPLATINA POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 
EFICIÊNCIA 

Neste capítulo experimental da tese serão apresentados dados referentes 

ao desenvolvimento e à validação de um método analítico cromatográfico simples 

e seletivo para a quantificação da OXPt. Esse método dará suporte aos 

experimentos subsequentes envolvidos no desenvolvimento e avaliação da 

formulação nanoestruturada contendo o agente quimioterápico. 

2.1 Material e Métodos  

 2.1.1 Material 

A OXPt (platinum(4+) ion (1R,2R)-cyclohexane-1,2-diaminide oxalate, 

C8H12N2O4Pt, 99.0%) utilizada nesse trabalho foi adquirida da Sigmagchem 

(Xiamen, China). Quitosana de baixo peso molecular (QBPM) (PM, 50,000-190,000 

Da e grau de desacetilação 75-85%), poloxamer 407 (POLOX) e ácido fosfórico 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Acetonitrila e metanol 

grau HPLC foram adquiridos da J.T Barker (Philisburg, USA). Todas as análises 

foram realizadas com água Milli-Q (Millipore, Illkirch-Graffenstaden, França). 

 2.1.2 Preparo da solução estoque 

Soluções estoque de OXPt (100 µg.mL-1) foram preparadas dissolvendo-se 

10 mg do fármaco em 100 mL de água ultrapurificada. Essas soluções foram 

utilizadas para preparo das curvas de calibração por diluição em água. 

2.1.3 Desenvolvimento do método 

O desenvolvimento do método foi inicialmente baseado na seleção do 

comprimento de onda de máxima absorção do fármaco utilizando-se um 

espectrofotômetro (Lambda Bio model, PerkinElmer, United Kingdom). Diferentes 

condições cromatográficas foram então testadas, tais como composição da fase 

móvel, vazão e volume de injeção, de acordo com o que está apresentado na 

Tabela 2.1 abaixo, de modo a se obter picos cromatográficos com critérios 

analíticos adequados. 
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2.1.4 Condições cromatográficas 

A OXPt foi dosada com o auxílio de um cromatógrafo líquido de alta eficiência 

(CLAE, Shimadzu LC 20-AD, Kyoto Japão) composto por duas bombas (modelo LC 

20-AT), um injetor automático (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), 

acoplados a um detector espectrofotométrico DAD (modelo SPD-M20A) e a um 

computador equipado com o programa de análise cromatográfica Shimadzu LC. Foi 

utilizada uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm) da Dionex Co. (Salt 

Lake City, UT, USA). A fase móvel foi composta por uma mistura de solução aquosa 

ácida (0,01 M ácido fosfórico):acetronitrila (95:5, v/v). A vazão foi de 1 mL/min, o 

volume de injeção das amostras foi de 20 µL, o forno foi utilizado à temperatura de 

25°C e a detecção no UV foi realizada em 255 nm. 

 

2.1.5 Validação do Método 

O método foi validado de acordo com o guia Q2 (R1) do Institute Coference 

and Harmonization (ICH) em termos de especificidade/seletividade, linearidade, 

precisão, exatidão, limite de detecção e limite de quantificação. 

a) Especificidade/Seletividade 

A especificidade foi avaliada injetando-se no CLAE amostras de OXPt 

contaminadas ou não com quitosana e poloxamer, os principais biopolímeros com 

potencial mucoadesivo utilizados para o preparo de formulações. 

Seis soluções estoque independentes foram preparadas como descrito 

anteriormente (item 2.1.2) e diluídas a uma concentração nominal de 5 µg.mL-1 de 

OXPt para a análise em CLAE. Então, essas mesmas seis soluções de OXPt foram 

contaminadas com os dois polímeros a uma concentração também igual a 5 µg.mL-

1 para os polímeros e foram reanalisadas. Os resultados de área do pico e tempo 

de retenção foram avaliados com teste estatístico ANOVA one-way com nível de 

significância de 0,05. 

 

b) Linearidade 

Foram preparadas 3 curvas de calibração com uma faixa de concentração 

de OXPt entre 0,5 e 15 µg.mL-1 a partir de três soluções estoque diferentes. A 
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linearidade foi avaliada a partir da regressão linear da curva obtida plotando-se 

concentração versus área do pico cromatográfico. O coeficiente angular e testes de 

proporcionalidade foram avaliados utilizando-se o teste t-student. Homogeneidade 

da variância e normalidade dos resíduos foram conferidos por ANOVA one-way com 

nível de significância de 0,05. Fatores de resposta linear foram calculados a partir 

da relação entre a área dos picos e a concentração teórica de OXPt. A análise 

desse parâmetro foi avaliada a partir das médias dos fatores de resposta e o seu 

coeficiente de variação. 

c) Precisão e exatidão 

Precisão e exatidão foram determinadas em termos de recuperação de 

concentrações conhecidas de OXPt. As amostras foram preparadas em três níveis 

da curva de calibração (0,5; 3,0 e 15,0 μg.mL-1). As análises foram realizadas no 

mesmo dia para determinar variabilidade intra-corrida e em dias diferentes para se 

estabelecer a variabilidade inter-corrida. A precisão foi avaliada calculando-se o 

coeficiente de variação (CV) e a exatidão foi avaliada calculando-se o erro (E), de 

acordo com as equações abaixo: 

CV = (|100 – AV| * √n) / Z (1), 

Onde: CV é o coeficiente de variação da repetibilidade do método (análise 

intracorrida), AV é o valor de aceitação, n é o número de replicatas e Z (α=0,01) é 

2,68 16. 

 

E% = (Concentração Obtida/ Concentração teórica) x 100 (2), 

 

Onde: (E%) corresponde à porcentagem de recuperação, valor obtido corresponde 

à concentração obtida após a análise, e o valor real corresponde à concentração 

do padrão que deveria ser encontrado na análise.  

O número apropriado de replicatas para análise experimental analítica 

contendo OXPt foi estimado a partir da repetibilidade do método, baseado no 

intervalo de confiança de 98-102%. 
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d) Limite de quantificação e limite de detecção 

Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) foram definidos a partir 

das equações descritas abaixo: 

LD = (3 x s) / S (3), 

LQ = (10 x s) / S (4), 

Onde: s é o desvio padrão do intercepto no eixo Y da curva de calibração e S é o 

coeficiente angular da curva de calibração. 

2.2 Resultados e Discussão 

2.2.1 Desenvolvimento do Método Cromatográfico 

A absorbância máxima em UV da OXPt ocorreu em 255 nm; logo, esse 

comprimento de onda foi estabelecido para todas as análises do fármaco. As 

principais variações nas condições cromatográficas para otimização do método 

analítico estão descritas na Tabela 2.1. A fase móvel composta por metanol e água 

estabeleceu uma baixa interação entre o fármaco e a coluna, resultando em uma 

rápida eluição da OXPt. Igualmente, fases móveis contendo diferentes proporções 

de água e acetonitrila resultaram em uma eluição precoce da OXPt (antes de 2 

minutos), apresentando picos com fatores de simetria inadequados. 

Tabela 2.1. Variação das condições do método analítico. Amostras de OXPt (15,0 µg.ml-1) foram 

analisadas por CLAE usando uma coluna C18, com detecção de UV fixado em 255 nm, a 25°C. 

Fase móvel (v:v) 
Volume de 

injeção (μL) 

Vazão 

(mL/min) 
Resultado 

Acetonitrila : Água (90:10) 50 1 Cauda 

Acetonitrila: Água (80:20) 50 1 Cauda 

Acetonitrila : Água (70:30) 50 1 Cauda 

Acetonitrila : Água (50:50) 50 1 Cauda 

Acetonitrila : Água (20:80) 50 1 Cauda 

Acetonitrila : água : Metanol (60:30:10) 50 1 Ponta 

Metanol : água (85:15) 50 1 Volume morto 

Metanol : água (65:35) 50 1 Volume morto 

Metanol : água (70:30) 10 0,5 Cauda 

Metanol : água (70:30) 30 0,3 Ombro  

Metanol : água (30:70) 50 1 Ombro 

Solução ácida : acetonitrila (80:20) 20 1 Volume morto 

Solução ácida : acetonitrila (90:10) 20 1 Volume morto 

Solução ácida : acetonitrila (95:5) 20 1 Pico adequado 
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A OXPt é uma substância hidrossolúvel, que apresenta pKa igual a 6,112. Em 

valores de pH abaixo do pKa, a polaridade da molécula diminui, permitindo uma 

maior interação entre o fármaco e a coluna apolar C18. Dessa forma, foi utilizada 

uma solução aquosa de ácido fosfórico 0,01M (pH 3,5) como solvente polar, com o 

intuito de se obter melhores resultados em termos de separação e qualidade do 

pico. A mistura de ácido fosfórico: acetonitrila na proporção de 95:5, (v/v) de fato 

mostrou ser a composição de fase móvel mais adequada para a separação do pico 

com um tempo de retenção apropriado (3,7 minutos, Figura 2.1). 

 

Figura 2.1. Sobreposição dos cromatogramas por CLAE das soluções aquosas de OXPt analisadas 

em diferentes concentrações (0,5; 3,0 e 15,0 µg.mL-1). 

2.2.2 Especificidade 

A especificidade é um parâmetro importante na validação de um método 

analítico. Nesse trabalho, o desenvolvimento do método analítico é baseado na 

quantificação da OXPt a partir de formulações mucoadesivas compostas pelos 

polímeros de quitosana e poloxamer13. 

Experimentos anteriores realizados utilizando espectrofotometria no UV não 

se mostraram seletivos para as soluções dos polímeros, visto que elas absorviam 

a luz no mesmo comprimento de onda de absorção máximo do fármaco. Por isso, 

um equipamento mais seletivo como o CLAE foi escolhido para as análises. 

A Figura 2.2 mostra a sobreposição dos cromatogramas das soluções de 

OXPt contaminadas com os polímeros. Os picos do fármaco estão claramente 
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separados dos picos do solvente (fase móvel) e dos polímeros em todas as 

situações. Nas condições de análise, os polímeros não mostraram resposta 

detectável próxima ao tempo de retenção da OXPt, permitindo uma detecção 

confiável do fármaco na presença dos polímeros. 

 

Figura 2.2. Sobreposição dos cromatogramas por CLAE de uma solução simples de OXPt (5,0 

µg.mL-1) e soluções de oxaliplatina contaminadas com 5,0 µg/mL de (a) quitosana ou (b) poloxamer. 

As áreas dos picos e os tempos de retenção das amostras de OXPt contendo 

ou não os interferentes foram comparadas para se avaliar a capacidade de 

reprodutibilidade do método analítico na presença dos contaminantes (Figura 2.3). 

 

Figura 2.3. Seletividade do método de quantificação de OXPt (5,0 µg.mL-1) sozinha, com quitosana 
(5,0 µg.mL-1) e com poloxamer (5,0 µg.ml-1), analisados em termos de diferenças entre (a) as áreas 
dos picos e (b) os tempos de retenção. * p < 0,05. 
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As áreas dos picos de OXPt apresentaram uma diferença estatística 

(ANOVA) na presença do poloxamer (Figura 2.3a: p = 0,008 e α = 0,05), enquanto 

a quitosana não interferiu significativamente na resposta. Entretanto, considerando-

se que a alta quantidade de polímero na amostra (5 µg.mL-1) somente reduziu a 

área do pico de OXPt em 2%, considerou-se essa margem segura para a análise 

de OXPt na presença desse polímero. A análise estatística ANOVA não apresentou 

diferença estatística entre os tempos de retenção da OXPt na presença ou ausência 

dos polímeros, sendo as variações ocorridas atribuídas ao erro aleatório (p = 0,015, 

α = 0,05). 

2.3.3 Linearidade 

A curva analítica obtida para a OXPt está apresentada na Figura 2.4. A 

análise de variância (ANOVA) confirmou a linearidade da curva, homogeneidade 

das variâncias e normalidade dos resíduos, os quais foram distribuídos sem 

tendência. 

 

Figura 2.4. Representação gráfica da curva analítica obtida para a OXPt por CLAE (y = 7159,7x – 
140,9; r = 0,9998; n = 3). 

O coeficiente de correlação linear (r = 0,9998) mostrou uma alta 

probabilidade de correlação entre as variáveis (concentração e área do pico) e 

segue a recomendação mínima de 0,9914. 

O teste de proporcionalidade mostrou que a ordenada (140,9) é 

significativamente diferente de zero. Esse valor é menor que 1% da resposta do 
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analito baseado na concentração teórica, preenchendo outro parâmetro analítico 

requerido. 

A inclinação da curva é diferente de zero (t = 217,9; α = 0,05) e o seu alto 

valor (7159,7) indica boa sensibilidade metodológica. Os valores médios dos 

fatores de resposta (7151,4) foram muito próximos ao valor de inclinação (7159,7), 

indicando uma calibração linear dos resultados. O coeficiente do fator de resposta 

da variação foi 2,5%, menor do que os 5% recomendados pelo ICH14. 

Baseados nos dados apresentados, o método se mostrou linear, 

apresentando todos os parâmetros necessários dos protocolos internacionais para 

validação de métodos14. 

2.3.4 Precisão e exatidão  

Os resultados de precisão e exatidão da quantificação de OXPt (intra- e inter- 

corrida) estão apresentados na Tabela 2.2. 

 

 

Tabela 2.2. Precisão (CV) e exatidão do método por CLAE para a quantificação de OXPt. 

Concentração teórica 

(μg.mL-1) 

Concentração Experimental             

(média ± DP; μg.mL-1) 
CV (%)a Exatidãob 

Intracorrida (n = 9)    

0,5 0,54 ± 0,01 1,75 104,33 

3,0 3,00 ± 0,07 2,32 100,07 

15,0 15,04 ± 0,22 1,45 100,26 

Intercorrida (n = 9)    

0,5 0,52 ± 0,01 1,66 104,79 

3,0 2,86 ± 0,12 4,17 95,28 

15,0 14,82 ± 0,08 0,57 98,77 

aCoeficiente de Variação (CV) = (DP/média); bexatidão = (concentração experimental/concentração 

teórica) x 100. 

A precisão foi avaliada para identificar erros aleatórios que não podem ser 

controlados, como por exemplo tempo de análise, reagentes, acurácia das vidrarias 

e preparo de amostras15. Para intra e intercorrida, os coeficientes de variação 

(CV%) variaram entre 0,6% e 4,2%. Esses valores estão de acordo com o máximo 
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limite de 5% proposto pelos órgãos internacionais de validação15. O CV obtido da 

repetibilidade (intracorrida) também permitiu estimar (equação 3) que é 

recomendado no mínimo 5 réplicas durante a rotina de análise, considerando CV% 

médio de 1,8% (Tabela 2.2). A recuperação do fármaco foi de 95,3% a 104,3%. 

Esses valores também estão de acordo com os limites de aceitação para 

recuperação em matrizes farmacêuticas determinado pelo ICH14, indicando uma 

proximidade entre os valores obtidos e teóricos de OXPt. 

 

2.3.5 Limite de detecção (LD) e Limite de quantificação (LQ) 

Os LD e LQ foram calculados e são 0,099 e 0,331 µg.mL-1, respectivamente. 

Dessa forma, o método analítico proposto é sensível para a análise da OXPt nas 

formulações farmacêuticas, assim como pode ser útil para determinar a cinética de 

liberação do fármaco pela matriz polimérica em que ele será inserido. 

2.4 Conclusão 

O método CLAE mostrou-se seletivo para a quantificação da OXPt em 

formulações farmacêuticas. O método foi capaz de quantificar a OXPt na presença 

de qualquer interferente, como solventes e os polímeros quitosana e poloxamer. 

Precisão, exatidão, e baixos valores de LD e LQ também foram demonstrados 

durante todas as análises realizadas. 
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CAPÍTULO 3: CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DA 

OXALIPLATINA E COMPATIBILIDADE COM OS POLÍMEROS DE 

MAIOR RELEVÂNCIA NO DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE 

LIBERAÇÃO MODIFICADOS 

Neste capítulo serão apresentados resultados referentes à obtenção de 

dados físico-químicos da OXPt, bem como à realização de ensaios que buscam 

avaliar a compatibilidade química deste fármaco com polímeros utilizados no 

preparo de nanopartículas e outras formulações farmacêuticas. Esses ensaios de 

pré-formulação serviram de referência ao processo de desenvolvimento e avaliação 

das nanopartículas de quitosana contendo a OXPt, que será tratado no capítulo 

seguinte. 

3.1 Material e Métodos 

3.1.1 Material 

A OXPt (platinum(4+) ion (1R,2R)-cyclohexane-1,2-diaminide oxalate, 

C8H12N2O4Pt, 99.0%) utilizada neste trabalho foi adquirida da Simagchem Co. 

(Xiamen, China). Os polímeros, Quitosana de baixo peso molecular (QBPM), 

Quitosana de médio peso molecular (QMPM) (PM, 50,000-190,000 Da e grau de 

desacetilação 75-85%), poloxamer 407 (POLOX) e Poli(ácido láctico-co-ácido 

glicólico) (PLGA) MM% (50/50) e o sal HEPES foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Germany). Todos os solventes e outros reagentes usados neste estudo 

são de grau analítico e foram utilizados sem demais purificações. Todas as 

preparações foram realizadas com água ultrapurificada (Milipore, Illkirch-

Graffenstaden, França). 

3.1.2 Determinação da solubilidade da OXPt 

Um excesso de OXPt foi adicionada em água e tampão HEPES 25,0 mM 

isotonizado com NaCl (pH 7,4 ± 0,01). As suspensões foram agitadas por 24 h em 

um shaker oscilatório a 25°C (Phoenix AP-22, Brazil). As amostras foram filtradas 

em filtros de porosidade de 0,22 µm e propriamente diluídas antes da análise 

quantitativa. O experimento foi realizado em triplicata e analisado por 
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espectrofotômetro PerkinElmer Lambd XLS (Massachusetts, EUA) em 

comprimento de onda de 255 nm. 

3.1.3 Determinação do coeficiente de partição octanol/água (Ko/w) 

O coeficiente de partição octanol-água (Ko/w) da OXPt foi determinado pelo 

método do “shake flask”. Uma solução inicial de OXPt (200 μg.mL-1) foi preparada 

utilizando-se água Milli-Q pré-saturada com 1-octanol. Depois, 10 mL desta solução 

inicial foi adicionado em erlenmeyers e 1 mL foi removido para análise antes de 

partição (P1). Nos mesmos erlenmeyers foram adicionados 9 mL de 1-octanol 

previamente saturado com água. Este sistema foi mantido sob agitação de 500 rpm 

durante 24 h. As amostras foram colocadas em um funil de separação sem 

perturbação por 5 min e separadas em suas fases aquosa e oleosa. A fase aquosa 

foi centrifugada (CentriBio TDL80-2B) durante 10 min a 3000 rpm para assegurar 

uma separação completa da fase oleosa. Esta fase foi filtrada com filtro de 0,45 µm 

da marca Millipore e analisada em um espectrofotômetro PerkinElmer Lambda XLS 

(Massachusetts , EUA) a 255 nm (P2). O Ko/w foi calculado utilizando a equação: 

 

Ko/w = P1 - P2 / P1 (5) 

3.1.4. Preparo das amostras 

Misturas binárias de OXPt com cada um dos polímeros (POLOX, QBPM, 

QMPM e PLGA) foram preparadas pesando-se quantidades iguais de cada 

componente e misturando-as com o auxílio de um vortex para garantir a 

homogeneização das amostras. 

Os materiais utilizados para o estudo de compatibilidade OXPt-polímero 

(somente OXPt, somente polímeros e suas misturas binárias) foram submetidos a 

estresse térmico e de luz. O estresse de luz foi realizado expondo as amostras à 

radiação ultravioleta em câmara de fotoestabilidade durante 24h (Caron UV/VIS, 

EU) seguindo as recomendações do ICH11. O estresse térmico foi realizado 

aquecendo as amostras em mufla (FI-PQ, EDG Equipamentos, Brasil) a uma taxa 

de 5 ºC.min-1 até 150 ºC. As temperaturas selecionadas para este tratamento 

estavam abaixo da temperatura de decomposição de todos os materiais utilizados. 
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As amostras submetidas a testes térmicos não receberam nenhum aquecimento 

prévio, somente o aquecimento fornecido durante a análise. 

3.1.5 Caracterização térmica 

 Curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas 

utilizando-se um DSC-60A (Shimadzu, Japão). Amostras de 2-4 mg foram pesadas 

em pans de alumínio e foram analisadas sob atmosfera dinâmica de nitrogênio, 

vazão de 50 mL.min-1, a uma taxa de aquecimento de 10 ºC.min-1. 

Variações de perda de peso e faixas de decomposição foram avaliadas por 

meio de Derivative thermogravimetry (DTG) utilizando uma termobalança DTG-60 

(Shimadzu, Japão) sob atmosfera dinâmica de nitrogênio, vazão de 50 mL.min-1. 

Amostras de 4 mg foram pesadas em pans de platina não herméticas e foram 

analisadas usando taxa de aquecimento de 10 ºC.min-1, com temperatura inicial em 

25 ºC até a temperatura de degradação de cada amostra. 

 A cinética de degradação da QBPM e QMPM e suas misturas binárias com 

OXPt foram analisadas de acordo com os experimentos de termogravimetria 

isotérmica12. As amostras foram aquecidas a 10 ºC.min-1 até a uma temperatura 

próxima à degradação do polímero e, então, mantidas em temperatura constante 

por um período suficiente para reduzir em 5% do peso da amostra. Foram testadas 

diferentes temperaturas entre 230 e 250 ºC. A equação de Arrhenius foi, em 

seguida, utilizada com base nos dados experimentais para determinar as energias 

de ativação de cada uma das amostras. 

          3.1.6 Caracterização molecular 

 Espectroscopia de infravermelho (FTIR) foi realizada com comprimentos de 

onda variando de 4000 a 600 cm-1, com uma resolução de 4 cm-1 em um 

espectrômetro Varian 640-IR FTIR com acessório Imaging ATR (Varian Inc., Brasil), 

em pó. 

3.1.7 Caracterização cristalográfica 

 Determinações de difração de pó de raio X, do inglês X-ray powder diffraction 

(XRPD), foram realizadas nas amostras em pó com um difratômetro Miniflex 600 

(Rigaku, Japão) equipado com um detector de cintilação de alta velocidade e 

monocromador de grafite usando radiação de 1,541 Å, 40 kV e 30 mA.  
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3.1.8 Análises morfológicas  

 Características morfológicas das amostras foram analisadas usando um 

estereomicroscópio SZ-SZT conectado a uma videocamêra (Laborana, Brasil). O 

processamento das imagens foi realizado utilizando o software ISCapture, versão 

2.2.1. 

 

3.2 Resultados e Discussão 

 

Neste trabalho foram realizados ensaios para determinar as características 

físico-químicas da OXPt e sua compatibilidade com matrizes poliméricas relevantes 

ao desenvolvimento de sistemas de liberação de fármacos, como quitosana de 

baixo e médio peso molecular, poloxamer e PLGA. Informações químicas e 

farmacêuticas da OXPt obtidas com estes testes serão utilizadas como base para 

obtenção de sistemas de liberação que deverão auxiliar no desenvolvimento de 

medicamentos para o tratamento tópico de tumores de pele e mucosa. 

 

3.2.1 Classificação biofarmacêutica da OXPt 

 O guia do Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB) categoriza os 

ativos farmacêuticos em quatro categorias de acordo com suas características de 

solubilidade e permeabilidade. Essas duas propriedades combinadas determinam, 

em última instância, a farmacocinética do fármaco14. 

 A solubilidade da OXPt em água e em tampão HEPES pH 7,4 foram iguais 

a 8,02 ± 0,23 g.L-1 e 8,74 ± 0,10 g.L-1, respectivamente, estando em acordo com os 

dados previamente relatados na literatura (8,0 mg.mL-1)15. 

A alta solubilidade aquosa pode ser explicada pela presença de grupos 

eletronegativos da molécula de OXPt, que facilitam a solvatação da molécula em 

água, com possível formação de ligações de hidrogênio ou interações dipolo-dipolo. 

O coeficiente de partição (log P) é uma medida indireta da permeabilidade 

do fármaco através de membranas biológicas16. Determinações in sílico do log P 

da OXPt mostram resultados muito dispersos, com valores que variam entre 0,04 

(ALOGPS 2.1) a 1,73 (ChemAxon). Os ensaios experimentais deram origem a um 

log P = -2,06 ± 0,22, diferentemente dos resultados in sílico, mas consistentes com 

dados experimentais encontrados na literatura de log P OXPt = -1,65 17. Este valor 
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de log P é muito inferior ao limite indicativo que fármacos permeiam facilmente 

membranas biológicas, ou seja, log P > 1,717, indicando o caráter hidrófilo da OXPt 

e uma provável dificuldade em permear membranas biológicas. 

Portanto, os dados experimentais de solubilidade e permeabilidade da OXPt 

permitem classifica-la como um fármaco de classe III de acordo com a SCB, uma 

vez que a OXPt exibe alta solubilidade e baixa permeabilidade. 

 

3.2.2 Perfil físico-químico da OXPt 

Simulação das condições de produção farmacêutica foram realizadas 

submetendo OXPt sólida a exposição térmica e luminosa a fim de avaliar a 

estabilidade química e física do fármaco.  

O espectro de FTIR da OXPt apresentou bandas em 3726, 3703, 3626 e 

3597 cm-1 (grupos amino), 1696 e 1662 cm-1 (grupos carbonila), 1611 e 1368 cm-1 

(grupos éster) e 808 cm-1 (ligação Pt-O) (Figura 3.1). Após envelhecimento forçado 

das amostras, não houve nenhum sinal de decomposição da OXPt, uma vez que 

as bandas relacionadas aos grupos funcionais do fármaco mantiveram-se 

inalteradas nas amostras estressadas, tal como indicado na Figura 3.1. 

 

Figura 3.1. Caracterização molecular da OXPt não tratada e após exposição à luz e temperatura. 
As áreas pontilhadas indicam os principais grupos funcionais da molécula de OXPt obtidas através 
de FTIR. 
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 O perfil térmico da OXPt pode ser observado na Figura 3.2. Termograma da 

OXPt indica que o fármaco sofre decomposição em 282 ºC. Além disso, o perfil 

térmico do fármaco que sofreu exposição à luz permaneceu inalterado. 

 

 

Figura 3.2. Caracterização térmica (TGA e DSC) da OXPt não tratada e após exposição à luz e 

temperatura. 

 O padrão de XRPD da OXPt após aquecimento não sofreu alteração (Figura 

3.3). No entanto, OXPt exposta à luz mostrou variações nas intensidades relativas 

dos picos. Estas alterações podem estar relacionadas à orientação do cristal no 

teste, sem nenhuma relação com mudanças físicas na amostra. Os cristais de OXPt 

incolores e multifacetados não sofreram nenhuma mudança aparente no hábito 

cristalino após os tratamentos com luz ou calor (Figura 3.3). Os resultados físico-

químicos juntos mostram uma evidência consistente na estabilidade da OXPt no 

estado sólido, operando em condições normais de processamento farmacêutico. 
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Figura 3.3. Caracterização cristalográfica e morfológica da OXPt não tratada e após exposição à 

luz e temperatura. 

Resultados conflitantes podem ser observados comparando dados térmicos 

e difratométricos da OXPt já publicados na literatura. Sobre o comportamento 

térmico da OXPt, existem dados na literatura com o ponto de fusão da molécula em 

248 e 260º C 18,19. Os resultados indicaram um único evento térmico, a 

decomposição da OXPt a partir de 282º C, com perda de peso de aproximadamente 

46% (Figura 3.2). Qiu, L. et al. (2012)20 publicou um resultado similar mostrando a 

degradação do fármaco inicialmente a 260º C 20. Zhang, D. et al. (2016)21 encontrou 

a fusão da OXPt a 317º C seguido da temperatura de decomposição a 322º C 21. 

 Similarmente, perfis de XRPD da OXPt já publicados na literatura 

apresentam diferenças nas posições e intensidades dos picos. Enquanto a OXPt 

usada nestes ensaios mostrou um perfil cristalino com picos de alta intensidade em 

22,4, 24,0, 25,6, 26,3, 32,0 e 33,3 ° 2Ɵ, outros artigos descreveram picos de alta 

intensidade para este fármaco em 7,0, 7,8, 14, 16 e 21 º 2Ɵ 19,20. 

 É importante ressaltar que as diferenças apresentadas pelas análises 

térmicas e de difração da OXPt podem ser relatadas pelo grau de contaminação da 

amostra do fármaco que, apesar de estar em acordo com a farmacopeia, pode 

variar com a mudança de fornecedor, por exemplo, e interferir em tais análises.  
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3.2.3 Ensaios de compatibilidade 

 A compatibilidade entre OXPt e alguns polímeros com relevância 

farmacêutica foi avaliada pela primeira vez utilizando diferentes ferramentas 

analíticas. Os estresses de temperatura e luz também foram utilizados nas misturas 

binárias de OXPt e polímeros, com o objetivo de aumentar o grau de interação entre 

os componentes e facilitar a detecção de possíveis incompatibilidades22. 

 

a) DSC 

 Os resultados de DSC da OXPt e suas misturas binárias com QBPM, QMPM 

e PLGA mostraram picos de desidratação e/ou decomposição com apenas um 

evento entálpico por análise. Nesses casos, a ausência de outros eventos térmicos 

bem definidos, como o ponto de fusão, dificulta conclusões definitivas sobre a 

estabilidade das amostras. No entanto, misturas contendo POLOX, que possui 

ponto de fusão definido em aproximadamente 57º C, permitiu uma avaliação mais 

precisa. Na mistura OXPt/POLOX, o pico referente ao ponto de fusão do polímero 

sofreu pequenas alterações que variaram na faixa de 55 a 57º C, mesmo quando 

as amostras foram expostas previamente às condições de estresses, o que está de 

acordo com outros dados relatados na literatura23,24. 

b) DTG 

 Os resultados das análises termogravimétricas estão apresentados na 

Figura 3.4. O POLOX iniciou sua decomposição em aproximadamente 180º C e a 

presença do fármaco em contato com o polímero aumentou a resistência térmica 

do sistema. A decomposição térmica da mistura OXPt/POLOX ocorreu a partir de 

285º C, sendo igual à temperatura inicial de decomposição da OXPt. 

Comportamento similar ocorreu com a mistura OXPt/PLGA, que também mostrou 

decomposição inicial a partir de 285º C. 

 As misturas de OXPt com os polímeros QBPM e QMPM apresentaram 

resistência térmica mais baixa do que aquelas contendo POLOX e PLGA (Figura 

4.4). A decomposição térmica da mistura OXPt/QBPM e OXPt/QMPM ocorreu a 

partir de 269 e 264º C, respectivamente. Estas amostras tiveram a estabilidade 

reduzida quando expostas à luz, principalmente a mistura de OXPt/QMPM, 
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mostrando uma redução da temperatura de decomposição inicial em 

aproximadamente 8º C (Figura 3.4). 

 

Figura 3.4. Resultados termogravimétricos da OXPt, polímeros (QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) 
e suas misturas binárias. ΔW = perda de massa da amostra. 

Além disso, foram realizados estudos de termogravimetria isotérmica para 

determinar o impacto à estabilidade do sistema de OXPt com quitosanas através 

da energia de ativação dessas amostras sólidas. As energias de ativação das 

QBPM, QMPM foram de 101,26 kJ.mol-1 e 112,20 kJ.mol-1, respectivamente. 

Valores de 145,4 kJ.mol-1 e 156,8 kJ.mol-1, respectivamente, são relatados na 

literatura25,26. As diferenças nas energias de ativação das quitosanas podem ser 

explicadas pelas diferenças no grau de desacetilação e tamanho das cadeias 

poliméricas27. 

A presença de OXPt modificou o perfil de decomposição do polímero no 

sistema binário, confirmando os resultados das análises termogravimétricas. As 

energias de ativação encontradas para OXPt/QBPM e OXPt/QMPM foram de 208,7 
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kJ.mol-1 e 174,2 kJ.mol-1, respectivamente. É importante ressaltar o aumento em 

100% do valor da energia de ativação na mistura contendo QBPM. Para os 

sistemas binários com quitosana, ao contrário do que acontece com os polímeros 

sozinhos, a mistura binária com QMPM tem menos estabilidade do que o sistema 

com QBPM. Assim, os resultados térmicos sugerem uma perda de estabilidade da 

OXPt nos sistemas contendo QMPM. 

 

c) FTIR 

O espectro de infravermelho da OXPt, dos polímeros selecionados e suas 

misturas binárias estão apresentados na Figura 3.5. Não existem alterações nas 

bandas correspondentes aos grupos funcionais da OXPt na mistura binária com 

POLOX, incluindo as amostras submetidas ao calor e à luz. Portanto, não há 

evidências de alterações químicas do fármaco na presença deste polímero. A 

mesma conclusão pode ser obtida para os polímeros QBPM e PLGA (Figura 3.5). 

As amostras de OXPt/PLGA apresentaram algumas oscilações na região de 

1200-800 cm-1, relativas ao sinal espectroscópico do polímero (Figura 3.5). No 

entanto, todas as bandas correspondentes aos grupos funcionais da OXPt foram 

identificadas nesta amostra, sem nenhuma alteração de posição. A falta de 

uniformidade nas misturas pode ocasionar algumas diferenças de intensidade nas 

bandas em comparação com a mistura física, o que explica o espectro obtido para 

a amostra de OXPt/PLGA submetida à luz. 

Em contraste aos resultados apresentados para os demais polímeros, a 

mistura contendo QMPM quando exposta à luz e ao calor (Figura 3.5) sofreu 

alterações significativas em várias bandas do fármaco, relacionadas aos grupos 

carbonila (1696 e 1662 cm-1), grupos éster (1611 e 1368 cm-1) e ligação Pt-O (808 

cm-1). A QMPM possui um número de grupos amino e grupos hidroxila maior do 

que a QBPM, apresentando um maior potencial para reações químicas28. Os dados 

obtidos para FTIR produziram evidências consistentes da decomposição da OXPt 

na mistura binária com quitosana de médio peso molecular. 
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Figura 3.5. Resultados de FTIR da OXPt, polímeros (QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) e suas 

misturas binárias. As áreas pontilhadas indicam os principais grupos funcionais da molécula de 

OXPt e as áreas cinza indicam as regiões do espectro com alterações significativas. 

 

d) XRPD e Microscopia ótica 

 A estabilidade física das misturas binárias foi avaliada usando XRPD e 

microscopia ótica (Figura 3.6 e Figura 3.7, respectivamente).  
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Figura 3.6. Resultados de XRPD da OXPt, polímeros (QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) e suas 

misturas binárias. Em destaque, o aumento da linha de base referente às análises do polímero 

QMPM. 
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Figura 3.7. Microscopia óptica das misturas binárias entre OXPt e polímeros (QBPM, QMPM, 

POLOX e PLGA) com amostras sem tratamento e após a exposição à luz e temperatura. 

Nas misturas contendo POLOX, a fotomicrografia revelou uma alta 

aglomeração das partículas na mistura aquecida, provavelmente devido à fusão e 

consequente solidificação do polímero (Figura 3.7). Para as misturas contendo este 

polímero, o perfil difratométrico do fármaco permaneceu inalterado, exceto pela 

amostra aquecida, que apresentou claramente a presença de componentes 

amorfos (Figura 3.6). A análise do perfil difratométrico do POLOX submetido à 

tratamento térmico mostra que este componente tornou-se amorfo após a sua 

fusão-solidificação, o que pode explicar o perfil encontrado na amostra de 

OXPt/POLOX aquecida. 
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 No caso da mistura binária de OXPt/PLGA, foi observado que os tratamentos 

térmicos e de luz nas amostras exibiu um intenso componente amorfo não 

observado na mistura física inicial (Figura 3.6). Este efeito pode ser causado pela 

falta de uniformidade da mistura ou por algumas mudanças físicas após 

aquecimento e exposição à luz das amostras. O componente cristalino dessas 

misturas coincidem com o perfil cristalográfico original da OXPt, descartando uma 

possível alteração física do fármaco. A aparência microscópica das amostras não 

mostrou nenhuma mudança estrutural em comparação com as amostras não 

tratadas, concluindo-se que não há comprometimento da estabilidade da OXPt 

(Figura 3.7). 

Nos difratogramas das misturas contendo QBPM, é possível identificar os 

principais picos correspondentes ao perfil original do cristal de OXPt, assim como 

a existência de um componente amorfo correspondente ao polímero (Figura 3.6). 

O mesmo perfil é encontrado para as amostras estressadas (temperatura e luz). 

Similarmente, não existem sinais de mudanças físicas na amostra de OXPt/QBPM 

nas imagens óticas (Figura 3.7). 

Variações nas intensidades relativas dos picos correspondendo ao cristal 

original de OXPt foram observadas nos padrões das amostras de QMPM 

submetidas à temperatura e luz. Além disso, os componentes amorfos dessas 

amostras podem ser visualizados mais facilmente pelas de base mais irregulares, 

principalmente da amostra de OXPt/QMPM submetida à luz (Figura 3.6). Estas 

alterações são sutis e podem estar relacionadas à orientação preferencial do cristal 

e a problemas de uniformidade da mistura. Assim, a possibilidade de decomposição 

dessas misturas após o tratamento, com a produção de produtos de degradação 

amorfos, não pode ser descartada. A mistura binária de OXPt/QMPM, após 

exposição à luz, mostrou uma aparência física mais opaca (Figura 3.7). 

A Tabela 3.1 sintetiza as principais conclusões deste estudo de 

compatibilidade considerando-se os diferentes testes. Pode-se concluir que os 

polímeros QBPM, PLGA e POLOX são quimicamente compatíveis com a OXPt e, 

consequentemente, são indicados para o desenvolvimento de sistemas de 

liberação modificados contendo este fármaco. Por outro lado, o polímero QMPM 

provou por diferentes testes o potencial em comprometer a estabilidade física e 

química da OXPt e, por conseguinte, deve ser evitado nas preparações 
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farmacêuticas. 

Tabela 3.1. Resumo das evidências de (in)compatibilidade entre OXPt e os polímeros selecionados 

(QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) após ensaios de DSC, TGA, FTIR, Microscopia ótica e XRPD. 

 
Evidências de incompatibilidade 

QBPM QMPM POLOX PLGA 

DSC Ø Ø Ø Ø 

TGA Ø + Ø Ø 

FTIR Ø ++ Ø Ø 

MO Ø + Ø Ø 

XRPD Ø + Ø + 

Disposição final compatível Incompatível compatível compatível 

Ø = nenhuma evidência; + = evidência fraca; ++ = evidência forte 

 

3.3 Conclusão 

Os estudos descritos nesta etapa do trabalho forneceram informações 

importantes para auxiliar no desenvolvimento de sistemas farmacêuticos 

inovadores contendo OXPt. A determinação da solubilidade e log P do fármaco 

permitiu classificar a OXPt como classe III seguindo a SCB. Estudos térmicos 

juntamente com estudos de caracterização físico-química mostraram que a OXPt é 

estável em condições normais de produção farmacêutica que envolvem 

aquecimento e incidência de luz. Além disso, o fármaco mostrou-se compatível com 

os polímeros QBPM, POLOX e PLGA, que são relevantes para a produção de 

matrizes de sistemas de liberação modificada. Somente a QMPM mostrou 

evidências consistentes no comprometimento da estabilidade física e química da 

OXPt e, portanto, a sua utilização em formulações farmacêuticas com este fármaco 

deve ser evitada. 
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CAPÍTULO 4: DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAÇÃO E 

AVALIAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS CONTENDO OXALIPLATINA 

PARA TRATAMENTO TÓPICO DE CÂNCER DA CAVIDADE ORAL 

Esta etapa do trabalho apresenta dados de desenvolvimento da formulação, 

incluindo obtenção otimizada de nanopartículas de quitosana com potencial zeta 

positivo, caracterização dos sistemas obtidos, avaliação preliminar de sua 

estabilidade, verificação da mucoadesividade das partículas, determinação dos 

perfis de liberação e permeação da OXPt através da mucosa com e sem a utilização 

da iontoforese, bem como a avaliação in vitro da atividade da formulação frente a 

células de tumores de língua. 

 
4.1 Material e Métodos 

4.1.1 Material 

A OXPt (platinum(4+) ion (1R,2R)-cyclohexane-1,2-diaminide oxalate, 

C8H12N2O4Pt, 99.0%) utilizada neste trabalho foi adquirida da Simagchem Co. 

(Xiamen, China). O polímero (QBPM) (PM = 50,000-190,000 Da e grau de 

desacetilação 75-85%), ácido acético 99,9%, tripolifosfato de sódio (TPP), a mucina 

tipo III e o sal HEPES foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). 

Cloreto de sódio (NaCl) (Serva, Rio de Janeiro, Brasil). A membrana hidrofílica de 

acetato de celulose utilizada nos experimentos de liberação (Dialysis Tubing 

MWCO 12000-14000, Fisherbrand) foi obtida da Fisher Cientific (Reino Unido).  

Acetonitrila e metanol grau HPLC foram adquiridos da J.T. Barker (Pensilvânia, 

EUA). HEPES – Sal sódico (ultrapuro) para preparo de tampão também foi 

adquirido da J. T. Baker (Pensilvânia, EUA). Nos ensaios de viabilidade celular, a 

linhagem celular de câncer de língua humana (SCC-9) foi adquirida da American 

Type Culture Collection (ATCC). O meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) F12 foi obtido da empresa Gibco (Estados Unidos). O Brometo de 

3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) foi obtido da empresa Invitrogen 

(Estados Unidos). Ainda, foram utilizados dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, 

EUA) e o tampão fosfato salino PBS (Laborcllin, São Paulo, Brasil). Todas as 

análises foram realizadas com água Mili-Q (Milipore, Illkirch-Graffenstaden, 

França). 
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4.1.2. Obtenção da mucosa oral suína 

A mucosa oral de suínos foi gentilmente cedida pelo frigorifico Bonasa (São 

Sebastião, Distrito Federal). Os fragmentos de mucosas foram obtidos logo após o 

abate e antes do processo de escalda do animal, e foram transportadas para o 

laboratório sob refrigeração, sendo constantemente umedecidas com tampão 

HEPES 0,01M pH 7,4 durante o transporte. As mucosas foram delicadamente 

separadas da bochecha do porco e mantidas hidratadas até a realização dos 

experimentos, que ocorreu no mesmo dia do abate (Figura 4.1). 

 

Figura 4.1. Processo de retirada da mucosa oral da bochecha de suínos. A) Mucosa oral de suíno 
obtida logo após o abate, B) Mucosa oral limpa e separada da bochecha (lado superior) e C) Parte 
interna da mucosa oral suína32. 

 
4.1.3 Desenho experimental para otimização no preparo das nanopartículas 

As nanopartículas foram obtidas a partir da técnica de geleificação 

ionotrópica1. Resumidamente, soluções aquosas de quitosana contendo ácido 

acético foram preparadas e mantidas sob agitação, overnight. Sob estas soluções 

foram gotejadas soluções do agente reticulante, o TPP. A reticulação do polímero 

positivo pelo TPP negativo proporciona a formação das nanopartículas de 

quitosana (NP). 

Assim, a técnica foi otimizada variando parâmetros críticos do processo a 

partir da construção de um desenho experimental 33 (Tabela 4.1). As três variáveis 

estudadas foram: i) pH da solução inicial de quitosana, ii) concentração da solução 

de quitosana e iii) concentração da solução de TPP. Foram testadas três condições 

diferentes para cada parâmetro escolhido: para o pH foram testados os valores de 

3,5; 4,5 e 5,5; para a concentração de quitosana foram selecionados os valores de 

1,0; 1,5 e 2,0 µg.mL-1 e para a concentração de TPP foram testados os valores de 

0,5; 1,0; 1,5 µg.mL-1. Os outros parâmetros foram mantidos constantes durante todo 
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o estudo: a velocidade de agitação foi mantida a 1000 rpm, concentração de ácido 

acético a 1% (v/v) e proporção polímero/TPP 5:2 (v/v). As principais respostas 

analisadas a partir desse desenho experimental foram: i) diâmetro hidrodinâmico 

médio das partículas, ii) potencial zeta e iii) índice de polidispersão (PDI). 

Tabela 4.1. Desenho experimental para obtenção de nanopartículas de quitosana (NP) 

Teste 
Variáveis codificadas  Variáveis decodificadas 

pH [Quitosana] [TPP] 
 

pH [Quitosana] [TPP] 

F1 -1 -1 -1  3,5 1,0 0,5 
F2 0 -1 -1  4,5 1,0 0,5 

F3 1 -1 -1  5,5 1,0 0,5 
F4 -1 0 -1  3,5 1,5 0,5 
F5 0 0 -1  4,5 1,5 0,5 
F6 1 0 -1  5,5 1,5 0,5 
F7 -1 1 -1  3,5 2,0 0,5 
F8 0 1 -1  4,5 2,0 0,5 
F9 1 1 -1  5,5 2,0 0,5 

F10 -1 -1 0  3,5 1,0 1,0 
F11 0 -1 0  4,5 1,0 1,0 
F12 1 -1 0  5,5 1,0 1,0 
F13 -1 0 0  3,5 1,5 1,0 
F14 0 0 0  4,5 1,5 1,0 
F15 1 0 0  5,5 1,5 1,0 
F16 -1 1 0  3,5 2,0 1,0 
F17 0 1 0  4,5 2,0 1,0 
F18 1 1 0  5,5 2,0 1,0 

F19 -1 -1 1  3,5 1,0 1,5 
F20 0 -1 1  4,5 1,0 1,5 
F21 1 -1 1  5,5 1,0 1,5 
F22 -1 0 1  3,5 1,5 1,5 

F23 0 0 1  4,5 1,5 1,5 
F24 1 0 1  5,5 1,5 1,5 
F25 -1 1 1  3,5 2,0 1,5 
F26 0 1 1  4,5 2,0 1,5 
F27 1 1 1  5,5 2,0 1,5 

 

Para a nanoencapsulação da OXPt, foram utilizadas a combinação dos 

valores do desenho experimental que obtiveram o menor tamanho de partículas, 

potencial zeta acima de +30 mV e valor de PDI adequado (abaixo de 0,5). 

A partir das nanopartículas otimizadas, foram testadas três proporções de 

polímero/fármaco - 1:1; 2:1; 4:1 (m/m) - para se estabelecer qual proporção 
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possuiria a maior eficiência de encapsulação. As quantidades testadas estão 

descritas na Tabela 4.2. 

Tabela 4.2. Quantidade de fármaco (OXPt) e polímero (quitosana) por 7 mL de solução utilizados 

na obtenção das nanopartículas. 

Amostra 
Quantidade de 

quitosana (mg) 

Quantidade de 

OXPt (mg) 

Proporção 

polímero/fármaco 

NP-OXPT 1 10,5 10,5 1:1 

NP-OXPT 2 10,5 5,25 2:1 

NP-OXPT 3 10,5 2,625 4:1 

 

4.1.4 Caracterização das nanopartículas 

As nanopartículas foram caracterizadas de acordo com a distribuição do 

tamanho da partícula (diâmetro hidrodinâmico e PDI), potencial zeta, morfologia e 

eficiência de encapsulação do fármaco, conforme metodologias descritas abaixo. 

Os dados para caracterização das partículas foram analisados no software Design-

Expert®. Foram avaliadas as principais interações significativas para a obtenção 

das partículas com menor tamanho, potencial zeta acima de + 30 mV e PDI 

adequado (p< 0,0001). 

 

a) Diâmetro hidrodiâmico e potencial zeta 

O diâmetro hidrodinâmico das partículas e o potencial zeta foram analisados 

por espalhamento de luz dinâmico e mobilidade eletroforética, respectivamente. 1 

mL da suspensão coloidal das nanopartículas foram analisadas logo após sua 

obtenção em um aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA). Para análise do 

potencial zeta foram acrescentados o equivalente à 10 mM de NaCl à suspensão 

coloidal de partículas, para garantir a condutividade adequada para a correta leitura 

das amostras2. 
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b) Morfologia 

A morfologia das partículas foi analisada por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Para a análise, uma gota de cada uma das amostras de 

nanopartículas contendo o fármaco foi colocadas em suportes metálicos e deixadas 

à temperatura ambiente até a evaporação completa do solvente. Em seguida, as 

amostras foram metalizadas com ouro e analisadas em um MEV (Quanta FEG 250 

FEI, EUA) em aumento de 10.000 a 40.000 vezes. 

 

c) Eficiência de Encapsulação por centrifugação em Vivaspin 

A eficiência de encapsulação foi determinada por centrifugação da 

suspensão das nanopartículas em um dispositivo com tamanho de poro definido 

em 10kDa (Vivaspin 2, 100000, MWCO HY, Sartorio, Goettingen, Alemanha) 

(Figura 4.2). A amostra foi centrifugada por 30 minutos à 4000 rpm em uma 

centrífuga (Nova Ética, Brasil), sendo o filtrado constituído de OXPt livre (FL). 

 

Figura 4.2. Representação do protocolo de eficiência de encapsulação por Vivaspin33. 

A concentração de OXPt encapsulada foi determinada pela diferença entre 

a concentração inicial de fármaco adicionado (FT) e a concentração de OXPt não 

encapsulada obtida (FL). A eficiência de encapsulação, então, foi calculada da 

seguinte forma:  

EE%= (FT – FL) / FT] x 100 (6), 

Onde: EE% é a eficiência de encapsulação de OXPt na nanopartícula; FL é a 

concentração de OXPt que não foi encapsulado nas nanopartículas de quitosana; 
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e FT é a concentração de OXPt que foi inicialmente colocada para preparo das 

nanopartículas. 

 

 4.1.5 Estabilidade físico-química das NP-OXPt 

A estabilidade físico-química das nanopartículas foi determinada pela análise 

da suspensão das NP (nanopartículas de quitosana controle sem o fármaco) e NP-

OXPt nos dias 0, 1, 3, 7, 15, 30 e 60, armazenadas em quadruplicata para cada 

formulação nas temperaturas 25°C ± 3,0 e 10ºC ± 2,0. As análises foram realizadas 

no aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA), observando possíveis alterações 

no diâmetro hidrodinâmico médio de partículas, PDI e potencial zeta. Para as NP-

OXPt foi avaliado o teor de fármaco encapsulado em um método analítico de CLAE 

(Capítulo 2). 

 

4.1.6 Estudos in vitro de liberação da OXPt a partir das NP-OXPt 

A influência das NP-OXPt desenvolvidas na velocidade de liberação da OXPt 

foi verificada in vitro por meio de um ensaio de liberação. Este ensaio foi realizado 

utilizando-se células de difusão do tipo Franz modificada e membranas sintéticas 

hidrofílicas de acetato de celulose. 

A solução presente no compartimento receptor da célula foi uma solução 

tampão HEPES, pH 7,4, mantida a 32°C durante todo o tempo de experimento. 

Essa solução foi sendo reposta ao compartimento receptor à medida que, de 1 h 

em 1h, foram coletadas para análise de 1 mL de solução receptora ao longo de 6 h 

de experimento. No compartimento doador foi adicionado 1 mL da NP-OXPt. Como 

controle, ou seja, para eliminar o efeito da membrana no controle da liberação do 

fármaco, um experimento semelhantes foi realizado colocando-se no 

compartimento doador 1 mL de uma solução aquosa do fármaco. Todas as 

formulações (controle e NP-OXPt) continham 1,5 % (m/m) de OXPt e tiveram seu 

pH corrigido para 5,5. O experimento foi realizado em quintuplicata para cada 

formulação. A quantidade de fármaco liberada foi determinada por meio do método 

analítico previamente validado (Capítulo 2). O perfil de liberação da OXPt a partir 

da NP-OPXt foi analisado e comparado com a solução aquosa do fármaco por meio 
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de métodos gráficos relacionando-se a quantidade de fármaco liberada (µg) em 

função do tempo (h). 

Para se determinar a quantidade de fármaco liberado que se difunde através 

da membrana hidrofílica foi necessário realizar um cálculo de acordo com a 

seguinte equação:  

Qrealt = Cmensurado x Vr +Va x Σ n-1 Ca (8), 

Onde: Qrealt é a quantidade liberada acumulada de fármaco no tempo t; Cmensurado é 

a concentração mensurada do fármaco da coleta no tempo t; Vr é o volume do 

compartimento receptor da célula de difusão; Va é o volume de amostra removido 

na coleta; e Ca é a concentração de fármaco na amostra removida. 

4.1.7 Avaliação in vitro da mucoadesividade das NP-OXPt 

a) Preparo das partículas de mucina 

Mucina suína do tipo III foi hidratada em água Milli-Q, à temperatura de 4°C, 

overnight, na proporção de 1:10 (m/v) e, posteriormente, teve o pH ajustado para 

7,4 com solução de NaOH 1,0 M. A solução foi diluída em tampão HEPES, pH 7,4, 

a uma concentração final de mucina igual à 1% (m/v). A solução diluída foi sonicada 

em um sonicador de ponta (Sonics, EUA) até que as partículas de mucina 

atingissem diâmetro hidrodinâmico menor que 700 nm. As análises referentes ao 

tamanho das partículas foram realizadas em triplicata no aparelho Zetasizer Nano 

Series. 

 

b) Características adesivas das NP-OXPt frente à mucina por análise de tamanho 

A suspensão das partículas de OXPt foi filtrada em membrana 0,45 μm para 

garantir a homogeneidade do tamanho de partículas. Em seguida, foi preparada 

uma mistura com proporção 1:1 (v/v) de NP-OXPt e mucina. As dispersões foram 

agitadas em vortex (IKA, Alemanha) durante 1 minuto e analisadas em triplicata 

quanto ao diâmetro hidrodinâmico de partículas e PDI no aparelho Zetasizer Nano 

Series. 
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c) Características adesivas das NP-OXPt frente à mucina por análise de potencial 

zeta 

A suspensão das partículas de OXPt foi filtrada em membrana 0,45 μm para 

garantir a homogeneidade do tamanho de partículas. Em seguida, foi preparada 

uma mistura com proporção 1:1 (v/v) de NP-OXPt e mucina. As dispersões foram 

agitadas em vórtex (IKA, Alemanha) durante 1 minuto e analisadas em tempos 

determinados (0, 3, 12, 15, 24 e 30 minutos) quanto ao potencial zeta no aparelho 

Zetasizer Nano Series. O gráfico relaciona o potencial zeta da dispersão de NP-

OXPt tratadas com mucina em função do tempo de incubação. 

 

4.1.8 Estudo de permeação ex vivo de OXPt através da mucosa oral de 

suínos 

a) Validação da recuperação da OXPt a partir da mucosa oral suína 

Foram transferidos pedaços da mucosa oral de suínos (área de 1,70 cm2) 

com o auxílio de tesoura e bisturi para nove tubos falcon separados. Foram então 

adicionados em triplicata sobre os tecidos alíquotas de 50 µL, 750 µL e 1000 µL de 

uma solução metanólica a 100 µg.mL-1 de OXPt. Após a evaporação completa do 

solvente, 5 mL de água Mili-Q foram adicionados a cada tubo e a OXPt retida no 

tecido foi extraída por agitação exaustiva do tubo pelo período de 24h. As amostras 

foram filtradas em filtros com porosidade igual à 0,22 μm. A OXPt recuperada foi 

dosada por CLAE utilizando um equipamento (Shimadzu LC 20-AD, Kyoto Japão) 

composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automático (modelo 

9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), acoplados a um detector 

espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um computador equipado com o 

programa de análise cromatográfica Shimadzu LC. Utilizou-se uma coluna de fase 

reversa C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 µm) de Dionex Co. (Salt Lake City, UT, USA). A 

fase móvel foi composta por uma mistura de solução aquosa ácida (0,01 M ácido 

fosfórico): acetronitrila (95:5) (v/v). A vazão foi de 0,5 mL/min, o volume de injeção 

das amostras foi de 50 μL, o forno foi utilizado à temperatura de 25º C e a detecção 

UV foi feita em 330 nm, de acordo com o descrito no capítulo 2. 
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A porcentagem de OXPt quantificada em relação à quantidade total de 

fármaco adicionada foi considerada como sendo a porcentagem de recuperação. 

b) Protocolo Estático de Permeação 

O ensaio de permeação in vitro foi realizado em quadruplicata, utilizando-se 

células de difusão verticais do tipo Franz modificadas. O compartimento doador das 

células foi preenchido com 1 mL das NP-OXPt ou com 1 mL da solução aquosa do 

fármaco (controle), todas com pH 5,5 e contendo 1,5 mg.mL-1 de OXPt. O 

compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de solução tampão HEPES pH 

7,4 e mantido sob agitação magnética à 1000 rpm e à 32°C durante todo o 

experimento. Após 1 e 2 h de estudo, uma alíquota de 1 mL da solução receptora 

foi filtrada e analisada por CLAE seguindo o método previamente validado3. Após, 

foi retirado o excesso da formulação sobre a mucosa com um papel absorvente. A 

área difusional da mucosa (1,70 cm2) foi então fragmentada e imersa em 5 mL de 

água Milli-Q deixada durante 24 h sob agitação. Essa solução foi filtrada em 

membrana com porosidade igual à 0,22 μm para posterior quantificação da OXPt 

seguindo-se a metodologia de CLAE previamente validada (Capítulo 2). 

c) Protocolo Dinâmico de permeação 

Para a execução da permeação dinâmica foi desenvolvido um suporte de 

isopor retangular com ganchos montados em uma armação de metal. Fragmentos 

da mucosa oral de porcos foi coletada do animal conforme descrito no (item 4.1.2), 

mantendo suas estruturas intactas. Cada fragmento de mucosa (4,0 cm2) foi 

colocado horizontalmente e um gancho foi inserido em uma de suas extremidades 

(Figura 4.3.b). Uma solução aquosa de mucina à 1% p/v (0,5 mL) foi colocado na 

superfície da mucosa de suínos para mimetizar a mucosa em condições fisiológicas 

(Figura 4.3.a).  

Após 10 minutos, as formulações de interesse: i) Solução aquosa de OXPt 

e ii) NP-OXPt foram colocadas sobre a mucosa e mantidas na posição horizontal 

durante 10 minutos, permitindo que as partículas interajam com a mucosa (Figura 

4.4.c.) Depois, todos os pedaços de mucosa foram pendurados na posição vertical 

no suporte e manteve-se nesta posição por 1 h ou 2 h (Figura 4.4.d). Durante este 
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período de tempo, realizou-se uma lavagem mucosa com 0,5 mL de tampão 

HEPES 0,01 M isotonizado, pH 7,4, a cada 30 minutos. 

 

Figura 4.3. Protocolo da permeação dinâmica. (A) Mucosa oral de suínos tratadas com solução de 
mucina à 1% p/v. (B) Pedaços de mucosa mantidos por 10 minutos após tratamento com mucina. 
(C) Adição das formulações de interesse e (D) Pedaços de mucosa oral de suínos colocadas em 
posição vertical no suporte. 

No final do experimento, os fragmentos de mucosa foram removidos do  

suporte, cortado em pequenos pedaços e o fármaco foi extraído de acordo o ítem 

5.1.8a e quantificado de acordo com o método analítico previamente validado 

(Capítulo 2). 

 

4.1.9 Estudo de permeação iontoforética ex vivo através da mucosa oral de 

suínos 

a) Preparo de Eletrodos 

Os eletrodos utilizados nos experimentos de iontoforese foram os eletrodos 

de prata (Ag) e cloreto de prata (AgCl) confeccionados no próprio laboratório. Com 

o auxílio de um bico de Bunsen, em um cadinho de porcelana, foi fundida uma 

quantidade de cloreto de prata (AgCl) suficiente para mergulhar um pequeno fio de 

prata com a ponta dobrada conforme esquematizado na Figura 4.4. Após a imersão 
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por 3 vezes do fio de prata, este foi retirado completamente coberto de cloreto de 

prata solidificado, obtendo-se, assim, o eletrodo negativo. 

 

Figura 4.4. Preparo do eletrodo negativo de cloreto de prata (AgCl) (Cátodo). 1) Fio de prata com a 
alça moldada na ponta. 2) Imersão da alça em AgCl fundido. 3) Formação do eletrodo de cloreto de 
prata32. 

 

Para o preparo do eletrodo positivo (Ânodo), uma solução salina a 5,78 

mol.L-1 foi utilizada para reduzir o AgCl, com o auxílio de um fio de platina e 

passagem de uma corrente elétrica fraca (0,2 mA) distribuídos por uma fonte 

geradora de energia (Futron Data). O terminal positivo da fonte geradora de 

corrente foi conectado ao fio de platina e o terminal negativo ao eletrodo de AgCl, 

que foi reduzido em Ag, após a passagem da corrente elétrica por 24h (Figura 4.5). 

 

 

Figura 4.5. Preparo do eletrodo positivo prata (Ag) (Ânodo). Processo de redução do eletrodo de 

cloreto de prata para a obtenção do eletrodo de Ag32. 

 

b) Estabilidade da OXPt frente a corrente 
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Previamente à realização do experimento iontoforético in vitro em mucosa 

oral de suínos, a estabilidade do fármaco frente a uma corrente de 0,5 mA.cm-2 foi 

analisada. Assim, 10 mL de soluções aquosas contendo 1,5 µg.mL-1 de OXPt 

salinizadas (pH 6,0) foram preparadas em quadruplicata e montadas em um circuito 

fechado, expostas à corrente por um período de 2h. As amostras foram então 

quantificadas seguindo-se o método de CLAE previamente validado (Capítulo 2). 

 

c) Estudo in vitro iontoforético em mucosa oral suína 

A influência de uma corrente elétrica fraca sobre a penetração do fármaco a 

partir das formulações também foi avaliada de maneira semelhante aos 

experimentos de permeação passiva (item 4.1.9b). Para os ensaios, a corrente foi 

ajustada para 0,5 mA/cm2 e os eletrodos positivos e negativos foram introduzidos 

no compartimento doador e receptor das células de Franz modificadas, 

respectivamente (Figura 4.6). 

 

Figura 4.6. Representação esquemática da permeação com iontoforese: (A) Permeação com 
circuito fechado e (B) Posicionamento dos eletrodos nas células de Franz modificadas. 

 

4.2.10 Ensaios de viabilidade celular 

a) Crescimento das células SSC-9 de câncer de língua 

As células foram cultivadas em meio DMEM F12 suplementadas com soro 

fetal bovino (SFB) a 10% em garrafas de cultivo em estufa de 5% de CO2 à 37° C. 

 

b) Ensaio de viabilidade celular (MTT) 

Para o ensaio de MTT foram plaqueadas 2x103 células da linhagem de SSC-
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9 em placa de 96 poços, contendo 100 µL de meio DMEM suplementados com 10% 

de SFB. As SCC-9 foram expostas às formulações de NP-OXPt, NP e a uma 

solução aquosa de OXPt nas concentrações de 1.5, 2.5, 5.0, 10, 25 e 50 μg.mL-1 

por um período de 48 h. As formulações foram previamente preparadas em 

condições assépticas e filtradas em membrana de 0,45 µm antes de sua utilização. 

Nos dias de análise, foram adicionados aos 100 μL de meio de cultura, 20 

μL de MTT em cada poço. As placas foram então envolvidas em papel alumínio e 

mantidas durante 4 h na estufa (CO2 e 37°C). Após esse período, o meio foi 

removido, foram adicionados 200 μL de DMSO e a placa colocada em bandeja 

agitadora durante 15 minutos. Findado esse tempo, foi realizada leitura da 

absorbância em 570 nm na leitora de placas DTX 800 Multimode Detector 

(Beckman Coulter). 

 

c) Ensaio citometria de fluxo – Anexina e PI 

Para o ensaio de citometria, foram plaqueadas 2x103 células da linhagem de 

SSC-9 em placa de 6 poços, contendo 3 mL de meio DMEM suplementados com 

10% de SFB. As SCC-9 foram expostas à formulação de NP-OXPt, NP e a uma 

solução aquosa de OXPt nas concentrações de 5.0, 10, 25 μg.mL-1 por um período 

de 48 h. 

As células foram recolhidas dos poços (até 1x106) e acondicionadas em 

eppendorfs identificados. Após, foram centrifugadas, lavadas com PBS e 

ressuspensas em 330 μL do tampão de Anexina. Foram colocados 5 μL da Anexina 

V FITC, incubados durante 15 minutos no escuro e à temperatura ambiente. 

Enquanto isso, foi preparada uma solução de 100 μL.mL-1 da solução de PI (1 

mg.mL-1). Foram adicionados 5 μL da solução PI (100 μg.mL-1) nos 330 μL que 

foram sendo utilizados para marcação com Anexina e foram analisados 

imediatamente por citometria de fluxo (BD FacsVerseTM). 
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4.2 Resultados e Discussão 

 

Como foi mencionado anteriormente, a OXPt é um quimioterápico de platina 

de terceira geração, que tem apresentado bons resultados clínicos para o 

tratamento dos cânceres de cabeça e pescoço4. No entanto, a quimioterapia 

sistêmica com este fármaco ainda possui uma grande quantidade de efeitos 

adversos, que podem ser reduzidos ou até eliminados com um tratamento tópico 

localizado do tumor. 

Para viabilizar este tipo de terapia, este trabalho propõe a nanoencapsulação 

da OXPt utilizando a quitosana como um polímero catiônico com potencial de 

produzir nanopartículas mucoadesivas5,6,7. Espera-se que essas nanopartículas 

sejam capazes de permanecer próximas ao tumor após aplicação tópica, 

promovendo o acúmulo do fármaco no tecido afetado5. Ainda, hipotetiza-se que as 

nanopartículas favoreçam a penetração do fármaco na área afetada e que 

mantenham a atividade do fármaco frente às células tumorais. 

4.2.1 Otimização na obtenção e caracterização das nanopartículas 

A técnica de geleificação ionotrópica para obtenção de nanopartículas de 

quitosana é baseada na interação eletrostática entre o grupamento amino das 

moléculas das cadeias poliméricas e as cargas negativas do poliíon TPP. Tanto o 

tamanho quanto a superfície das nanopartículas formadas dependem 

principalmente das concentrações do polímero e do agente reticulante utilizado9,10 

e, inclusive a formação das nanopartículas é restrita a determinadas concentrações 

de quitosana e TPP em solução. Calvo, et al. (1997)1 demonstraram em seu estudo 

que para evitar a obtenção de partículas em escala micrométrica, as concentrações 

de quitosana e TTP deviam estar abaixo de 2,0 µg.mL-1 e 1,5 µg.mL-1, 

respectivamente. 

A Figura 4.7 mostra a relação entre as concentrações da solução de 

quitosana e da solução de TPP na formação de nanopartículas com o valor de pH 

do sistema fixado em 4.5. 
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Figura 4.7. Relação entre concentração de TPP (µg.mL-1) e a concentração de quitosana (µg.mL-1) 

com o tamanho (nm) das partículas com o valor de pH do sistema fixado em 4,5 (p < 0,0001). 

O aumento da concentração de quitosana e TPP foi proporcional ao aumento 

do diâmetro hidrodinâmico médio das partículas. O resultado é condizente com o 

encontrado por Fan, et al. (2012)9, que evidenciaram haver uma correlação direta 

entre o aumento do tamanho médio das partículas e o aumento da concentração 

da solução de quitosana e TPP durante o seu preparo. Este resultado pode ser 

explicado pelo fato de que sob condições ácidas há uma repulsão eletrostática 

entre as moléculas de quitosana, mesmo que ainda existam ligações de hidrogênio 

favorecendo a atração intermolecular. Abaixo da concentração de 2,0 µg.mL-1, 

parece que as ligações de hidrogênio entre as moléculas de quitosana e a força de 

repulsão intramolecular estão em equilíbrio. Dessa forma, o aumento da 

concentração de quitosana leva a um aumento das interações intermoleculares, 

favorecendo assim o aumento do tamanho médio das partículas formadas11,12. 

A Figura 4.8 apresenta a correlação entre a concentração de TPP em 

solução e do pH da solução inicial de quitosana com o PDI das partículas.  
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Figura 4.8. Relação entre concentração de TPP (µg.mL-1) e o pH com o PDI das partículas com o 

valor da solução de quitosana fixada em 1,5 µg.mL-1 (p < 0,0001). 

Para valores de pH da solução inicial de quitosana próximos ao valor de 5,5, 

as nanopartículas apresentaram valores de IPD abaixo de 0,25. Sabe-se que o pKa 

da quitosana é 6,5 e que, dessa forma, o grau de protonamento das cadeias 

poliméricas é basicamente controlado pelo pH. A carga e o número de espécies 

iônicas de TPP também é alterado pelo pH da solução de quitosana. No pH original 

da solução de TPP (9,7), a concentração de íons tripolifosfato é alta. Esses íons 

podem interagir com os grupamentos amino presentes na molécula de quitosana. 

Portanto, infere-se que, quando o TPP é gotejado sobre a solução aquosa ácida de 

quitosana e o pH da solução de quitosana está abaixo de 5,5, os íons da solução 

de TPP são neutralizados parcialmente pelos íons da solução de quitosana, 

permitindo a formação das partículas a partir da ligação dos íons de tripolifosfato 

com a cadeia polimérica da quitosana, ao invés da obtenção por uma forte repulsão 

eletrostática entre as cadeias. Porém, quando o pH está próximo de 5,5, os íons 

atuam na protonação da cadeia polimérica de quitosana deixando-a menos 

estendida, favorecendo a formação de partículas menos dispersas e com maior 

grau de homogeneidade10. 

A Figura 4.9 mostra a correlação entre o aumento da concentração da 

solução de quitosana e a diminuição da concentração de TPP em solução com o 

aumento dos valores potencial zeta das partículas formadas. 
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Figura 4.9. Relação entre concentração de TPP (µg.mL-1) e a concentração de quitosana (µg.mL-1) 

com o potencial zeta das partículas com o valor de pH fixado em 4,5 (p < 0,0001). 

Fan, et al. (2012)9 já mostraram que o aumento da concentração de TPP de 

0,5 µg.mL-1 para 1,0 µg.mL-1 diminuía os valores de potencial zeta das partículas 

de +39 mV para + 26 mV. Essa diminuição do valor potencial zeta está relacionado 

à neutralização dos grupamentos aminos da molécula de quitosana pelos íons do 

TPP10.  

Na Figura 4.10 observa-se a relação do pH da solução inicial de quitosana e 

da concentração da solução de quitosana com o potencial de carga superficial das 

nanopartículas. 
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Figura 4.10. Relação entre concentração de quitosana (µg.mL-1) e o pH com o potencial zeta das 
partículas com o valor da solução de TPP fixado em 1,0 µg.mL-1 (p < 0,0001). 

O aumento da concentração da solução de quitosana em um pH próximo a 

3,5 favoreceu a obtenção de partículas com valores mais positivos de potencial 

zeta, que deverão influenciar tanto na estabilidade quanto na adesividade da 

nanodispersão. 

Após a análise estatística do estudo para obtenção otimizada das 

nanopartículas, as melhores condições que resultaram em partículas de 103,09 ± 

20 nm, com IPD de 0,265 ± 0,02 e potencial zeta positivo (+45,59 ± 3 mV) foram 

solução de quitosana à 1,5 µg.mL-1 com pH ajustado para 5,5 e solução de TPP à 

1,0 µg.mL-1. 

Partindo-se dessas condições estabelecidas, adicionou-se à solução inicial 

de quitosana diferentes proporções de OXPt para obtenção de nanopartículas 

contendo o fármaco. 

A eficiência de encapsulação (EE%) foi determinada avaliando-se através do 

método de centrifugação utilizando-se um ultrafiltro Vivaspin. A Tabela 4.3 

apresenta os valores de EE% das diferentes proporções de polímero/fármaco 

(m/m). 
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Tabela 4.3. Eficiência de encapsulação obtida com diferentes proporções de polímero/fármaco 

durante o preparo das nanopartículas de OXPt a partir do método Vivaspin. 

Amostra 
Proporção 

polímero/fármaco 

EE (%) - Método 

centrifugação 

Vivaspin 

NP-OXPT 1 1:1 89,10 ± 4,67* 

NP-OXPT 2 2:1 87,30 ± 0,04* 

NP-OXPT 3 3:1 62,04 ± 0,04* 

*Há diferença significativa entre os valores de EE% nas diferentes proporções de fármaco/polímero 

testados (p<0,05). 

Considerando a alta solubilidade aquosa da OXPt em água (8,74 ± 0.10 

mg/mL; log P = -2,06 ± 0,22)33 pode-se inferir que este alto potencial em encapsular 

o fármaco deve-se provavelmente ao fato da rede de hidrogel formada pelas 

nanopartículas de quitosana ser capaz de adsorver grandes quantidades de água 

em sua estrutura, permitindo assim uma alta interação entre a OXPt hidrofílica e a 

matriz polimérica que compõe as nanopartículas12,13. 

Li, et al. (2008)12, de maneira semelhante, obtiveram nanopartículas de 

quitosana de paclitaxel com EE% superior a 94% e mostraram que para uma 

relação em que a presença do polímero é menor em relação à quantidade de 

fármaco, a EE% aumenta de 32% para 94%. 

A Tabela 4.4 apresenta a comparação do diâmetro hidrodinâmico médio, IPD 

e potencial zeta NP com as NP-OXPt encapsulando o fármaco na proporção de 1:1 

(m/m). Esses resultados evidenciam que a presença do fármaco nas partículas 

aumentou o seu tamanho em 80% em média, sem no entanto alterar de maneira 

significativa seu IPD ou potencial zeta, o que poderá ser confirmado mais adiante 

pela análise das fotomicrografias das NP-OXPt. 

Tabela 4.4. Comparação do diâmetro hidrodinâmico médio (nm), IPD e potencial zeta (mV) das NP 

com as NP-OXPt preparadas na proporção 1:1 (m/m) fármaco/polímero. 

Amostra 
Diâmetro hidrodinâmico 

médio (nm) 

Potencial Zeta 

(mV) 
IPD 

NP 103,09 ± 20,0* +45,59 ± 3,0 0,265 ± 0,02 

NP-OXPt 188,43 ± 19,7* +44,81 ± 2,8 0,276 ± 0,02 

* Há diferença significativa entre os valores (p<0,05). 
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A Figura 4.11 apresenta imagens das NP e das NP-OXPt capturadas por 

MEV. As partículas apresentaram-se esféricas, homogeneamente distribuídas. Este 

resultado é condizente com o observado em outros estudos em que nanopartículas 

de quitosana foram preparadas 9,13,14. 

 

Figura 4.11. Fotomicrografia obtida por microscopia eletrônica de varredura (Quanta FEG 250 FEI, 
USA) em aumento de: A)10.000 X, B) 20.000 X, C) 30.000 E D) 40.0000 X para as NP (A e C) e 
NP-OXPt (B e D). 

4.2.2 Estabilidade NP-OXPt 

A estabilidade das NP e das NP-OXPt foram avaliadas nos dias 0 (logo após o 

preparo), 1, 3, 7, 15, 30 e 60, em quadruplicata, armazenadas à temperatura de 

25°C e em geladeira à temperatura de 10ºC. As análises foram realizadas por meio 

da observação das possíveis alterações do diâmetro hidrodinâmico da partícula, 

potencial zeta, IPD e das características organolépticas. 

Ao longo dos meses, as partículas numa dispersão coloidal podem se aderir 

umas às outras, formando agregados, que sob a influência da gravidade se 

sedimentam. Tal comportamento compromete a estabilidade física da dispersão, o 

que reduz o seu tempo de armazenamento e a validade de um medicamento 

contendo essas partículas15. 
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A Figura 4.12 A e B indica as médias dos diâmetros hidrodinâmicos das 

partículas, ao longo de 60 dias, de amostras armazenadas à temperatura de 25°C 

e à temperatura de 10ºC. As nanopartículas de quitosana armazenadas à 

temperatura de 25°C  e com 10°C, encontraram-se estáveis ao longo do tempo.  

 

Figura 4.12. Diâmetro hidrodinâmico da dispersão de nanopartículas (nm) em função do tempo (dias) 
referente às replicatas armazenadas a temperatura de 10°C e 25ºC. 

Como já foi mencionado, o IPD fornece informações sobre a homogeneidade 

da distribuição dos tamanhos. Menores valores de IPD, portanto, indicam uma 

amostra mais homogênea, em relação ao diâmetro das partículas16. Durante dois 

meses, o IPD (Figura 4.13 A e B) das nanopartículas armazenadas a temperatura 

de 25°C e à temperatura de 10°C foram medidos, e os diâmetros hidrodinâmicos 

das partículas se mantiveram constantes.  

 

Figura 4.13. PDI da dispersão de nanopartículas (nm) em função do tempo (dias) referente às 

replicatas armazenadas à temperaturas de 10°C e 25ºC.  

As cargas positivas das nanopartículas permaneceram constantes ao longo do 

tempo de análise, tanto nas replicatas armazenadas à 25°C, quanto nas replicatas 
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armazenadas à 10°C (Figura 4.14). Assim, as propriedades mucoadesivas das 

nanopartículas que entrarão em contato com a mucosa devem estar garantidas. 

 

Figura 4.14. Potencial zeta (mV) da dispersão de nanopartículas em função do tempo referente às 
replicatas armazenadas à temperaturas de 10°C e 25°C. 

A Figura 4.15 mostra que a variação dos valores do teor ao longo de todo o 

período foi mínima, perda de menos 5%, corroborando com a estabilidade das 

dispersões durante os 2 meses de análise.  

 

 

Figura 4.15 Teor (%) da dispersão de nanopartículas em função do tempo referente às replicatas 

armazenadas à temperaturas de 10°C e 25°C. 

 

4.2.3 Estudos in vitro de liberação da OXPt a partir das NP-OXPt 

O estudo de liberação foi realizado in vitro com o objetivo de avaliar a 

velocidade com que o fármaco era liberado das partículas. O perfil de liberação da 
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OXPt nanoencapsulada foi comparado à difusão de uma solução aquosa de OXPt, 

contendo mesma quantidade de fármaco livre (1,5% m/v) e pH (5,5) através da 

membrana de acetato de celulose que se utilizou como suporte nesse tipo de 

experimento (Figura 4.16). 

 

Figura 4.16. Perfis de liberação da OPXt a partir da formulação NP-OXPt contendo 1,5 µg/mL do 
fármaco, pH 5,5 em comparação a uma solução aquosa do fármaco contendo a mesma 
concentração de OXPt e mesmo pH. 

 

A partir da quarta hora de estudo, as partículas reduziram em 30% a taxa de 

liberação do fármaco em comparação ao controle e a partir da sexta hora de 

experimento a liberação do fármaco pela NP estabilizou-se em aproximadamente 

60%. Esse resultado difere de outro estudo publicado para NP contendo o mesmo 

fármaco, em que se observou um controle maior da liberação do fármaco 

nanoencapsulado14. Uma possível explicação seria que no presente estudo, além 

do método de preparo da partícula ter sido diferente, o pH final da formulação foi 

mantido mais ácido (5,5) o que pode ter favorecido a expulsão de fármaco da 

partícula. 

Cabe ressaltar que este resultado é benéfico para o que se espera das NP-

OXPt neste estudo, ou seja, que ela sirva para aderir-se à mucosa oral e favorecer 

a penetração do fármaco através desse tecido para que ele se acumule no tumor. 



79 

 

4.2.4. Avaliação in vitro do potencial mucoadesivo das NP-OXPt 

As propriedades mucoadesivas da quitosana são atribuídas principalmente 

ao seu caráter catiônico17,18, que permite que a macromolécula se ligue iônicamente 

à mucina, que é componente importante do muco e possui carga negativa. Além 

disso, os grupamentos amino e carboxila presentes na molécula de quitosana 

podem combinar com as glicoproteínas presentes no muco, contribuindo também 

com o efeito de bioadesão19,20,21. Quanto maior for o grau de desacetilação da 

molécula de quitosana maior será o nível de adesão22. Por esta razão, as 

nanopartículas foram produzidas com quitosana com grau de desacetilação 

superior à 75%. 

A Figura 4.17A mostra que os diâmetros médios iniciais das partículas de 

mucina e da NP-OXPt foram de 476 nm e 144 nm, respectivamente. Após um 

período de incubação, uma única população de 1649 nm foi observada, indicando 

que as NP-OXPt com carga superficial positiva se associaram fortemente com as 

partículas de mucina de carga negativa formando grandes aglomerados23,24. 
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Figura 4.17. Determinação in vitro da mucoadesividades das NP-OXPt. (A) Distribuição de diâmetro 
hidrodinâmico referente às amostras de NP-OXPt, de mucina e de NP-OXPt incubadas com mucina. 
(B) Potencial zeta das NP-OXPt em função do tempo de incubação com soluções de mucina. 

A Figura 4.17B corrobora a ocorrência da ligação entre a mucina e as NP-

OXPt resultando no súbito decaimento do potencial zeta positivo25 das NP-OXPt 

logo nos primeiros 3 min de incubação com as partículas de mucina. Pode-se 

observar que os valores de carga positiva das NP-OXPt (+44,81 ± 2,8 mV) se 

aproximaram de zero antes dos 5 min de incubação. 

Estes resultados são indicativos da mucoadesividade das NP-OPXt e é 

esperado, portanto, que após aplicação na mucosa oral elas se associem à 

membrana por período suficiente para promover acúmulo da OXPt no tecido 

tumoral. 
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4.2.5 Estudo de permeação ex vivo através da mucosa de suínos 

a) Recuperação OXPt da mucosa oral de suínos 

Os testes de recuperação do fármaco foram realizados com o intuito de se 

validar o processo de extração da OXPt da mucosa oral suína. Por se tratar de uma 

molécula hidrofílica, a água foi usada como solvente extrator. 

Na Tabela 4.5 estão apresentados os resultados da recuperação da OXPt 

extraída com 5 mL de água da mucosa oral suína após serem contaminadas com 

diferentes concentrações do fármaco. 

Tabela 4.5. Valores de recuperação em % de OXPt a partir de mucosa oral suína. 

Concentração OXPt 

(µg/mL) 

Concentração recuperada 

(µg/mL) 

% Recuperada de 

OXPt 

1,0 1,06 ± 0,9 106,0 ± 8,9 

15,0 16,4 ± 0,7 109,6 ± 4,4 

20,0 18,4 ± 0,3 92,2 ± 6,5 

 

O processo de extração da OXPt da mucosa suína mostrou-se eficiente 

dentro do intervalo de linearidade (1,0 a 20,0 µg.mL-1) do método analítico validado 

para a extração da OXPt por CLAE-UV (Capítulo 2). A recuperação do fármaco foi 

realizada com porcentagens de erro que estão dentro do limite aceito para a 

validação de métodos envolvendo extração de fármaco em matrizes biológicas (± 

15%)8. Desta forma, garante-se que a metodologia padronizada é adequada para 

quantificação da OXPt presente na mucosa oral suína. 

b) Estudo de permeação ex vivo através da mucosa oral de suínos seguindo-se os 

protocolos estático e dinâmico 

A Figura 4.18 mostra a quantidade de OXPt recuperada da mucosa oral 

(μg.cm-2) após 1 e 2 h de tratamnto seguindo os protocolos estático e dinâmico, a 

partir da solução controle e das NP-OXPt. 
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Figura 4.18. Quantidade de OXPt (µg.cm-2) retida na mucosa após a) 1h e b) 2 h de tratamento com 
as NP-OXPt em comparação ao controle (solução aquosa de OXPt) seguindo-se os protocolos 
estático e dinâmico (n=4). 

  

O tratamento estático da mucosa com as NP-OXPt, ou seja, aquele em que 

a formulação foi deixada durante todo o tempo de experimento em contato com a 

mucosa inserida na célula de difusão, resultou em maior recuperação do fármaco 

na mucosa suína se comparado ao tratamento com a solução de OXPt (Figura 

4.19). O aumento observado foi de 3 vezes e estatisticamente diferente (p>0.05) 

nas duas horas de estudo (1 h e 2 h). 

Sabe-se que a quitosana é um polissacarídeo natural que além de possuir 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e não-toxicidade, também apresenta 

algumas características notáveis como aquelas de bioadesividade e de promoção 

de permeação24-27. Assim, muitos estudos mostraram que a quitosana é capaz de 

melhorar significativamente a absorção de fármacos nos tecidos biológicos, 

principalmente em mucosas e pele24-27. O mecanismo de ação proposto é que a 

quitosana positiva se ligue aos sítios negativamente carregados das membranas 

celulares epiteliais promovendo a despolimerização da F-actina e a dissolução da 

proteína ZO-1 das junções de oclusão. Portanto, ela favorece a abertura das 

junções de oclusão promovendo assim a maior liberação do farmáco encapsulado 

para os tecidos28-29. Isto de fato foi observado em nossos estudos de permeação. 

Os resultados do método de permeação aqui denominado estático e o 

método “dinâmico”, em que a formulação foi aplicada sobre a mucosa disposta 

horizontalmente e após foi mantida na posição vertical e sendo constantemente 

lavada com uma solução fisiológica, foram comparados neste estudo com o intuito 
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de se desafiar a formulação para uma condição mais fisiológica dentro da cavidade 

oral. 

De fato, o que se observou foi que enquanto a solução do fármaco livre 

teve sua absorção reduzida em aproximadamente 30% com a aplicação do novo 

método, as NP-OXPt foram capazes de manter concentrações idênticas do fármaco 

no tecido (p>0,005). Este resultado é mais um indício de que as NP desenvolvidas 

apresentaram propriedades mucoadesivas e que seriam um sistema adequado 

para tornal possível a terapia tópica de tumores orais com o quimioterápico 

estudado. 

 

4.2.6 Permeação iontoforética ex vivo através da mucosa oral de suínos a partir 

das formulações NP-OXPt e controle 

A Figura 4.19 apresenta os resultados obtidos após a aplicação das 

permeações passiva e iontoforética para as fomulações do estudo. 

 

 

 

Figura 4.19. OXPt recuperado da mucosa suína após 2 h de tratamento passivo e iontoforético com 
uma solução aquosa de OXPt (1,5mg.mL-1, pH 5,5) e com nanopartículas de quitosana carregadas 
com OXPt (1,5 mg.mL-1, pH 5,5) (n=4). 

 

A iontoforese é a aplicação de uma corrente elétrica fraca (≤ 0,5 mA/cm2) de 

baixa voltagem que facilita a transferência de espécies carregadas ou não através 
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de membranas biológicas36. De fato, a iontoforese aumentou a penetração da 

OXPt, tanto para o fármaco em solução, quanto para as NP-OXPt. O aumento foi 

de aproximadamente 2 vezes para a solução aquosa e 3 vezes para as NP-OXPT 

(p>0,005) quando comparados iontoforese com a permeação passiva. 

A solução de OXPt, que não apresenta carga residual, tem a molécula carreada 

pelo fluxo eletrosmótico gerado no eletrodo positivo, que nada mais é que um fluxo 

de solvente provocado pela entrada preferencial de íons positivos na mucosa 

negativamente carregada. O campo elétrico aplicado favorece o movimento de íons 

no sentido do ânodo para o cátodo, na tentativa de neutralizar as cargas negativas 

da membrana. Ao se movimentarem, esses íons carreiam um certo volume de 

solvente, movimentando também as moléculas neutras presentes no sistema. 

Colaboradores internacionais de nosso grupo já avaliaram o efeito da 

iontoforese no aumento da penetração de quimioterápicos com características 

fisico-químicas semelhantes à OXPt na mucosa oral. Gratieri e Kalia36 mostraram 

que a iontoforese resultou em um aumento estatisticamente significativa de 8 e 3 

vezes da deposição na mucosa oral de 5-fluoracila e leucoverina, respectivamente, 

em comparação com suas difusões passivas. 

Como as NP-OXPt apresentam carga residual positiva, poderia-se inferir que 

elas seriam carreadas para dentro da mucosa pelo mecanismo de eletrorrepulsão, 

ou seja, que a partícula contendo o fármaco seria repelido pelo eletrodo positivo 

atravessando a mucosa, além de ser beneficiada do fluxo eletrosmótico que, como 

mencionado, favorece o transporte de cátions ou espécies positivamente 

carregados30,31. No entanto, considerando-se que o tamanho das nanopartículas é 

relativamente grande para atravessar uma membrana biológica em que as células 

estão intimamente ligadas e que a mucosa, diferente da pele, não possui nenhum 

atalho, como são as glândulas e folículos pilosos, acredita-se que a corrente elétrica 

foi responsável apenas pelo maior transporte do fármaco livre para a membrana 

mucosa. 

Assim sendo, ambas as abordagens, passiva e iontoforética, parecem ser 

viáveis. A passiva é de mais simples utilização, pois não requer o uso da corrente 

elétrica, ao passo que a iontoforética permite uma maior penetração do fármaco. 

Ainda, espera-se que em uma situação in vivo, o acúmulo promovido pelas 

nanopartículas seja mais significativo comparado à solução, pois essas 
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nanoestruturas de quitosana são mucoadesivas e não escorrem na mucosa, como 

ocorre na formulação contendo a solução. 

4.2.7 Ensaios in vitro de viabilidade celular 

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliação do 

potencial inibitório das formulações frente à linhagem celular do câncer de língua 

humana (linhagem SCC-9) como observado na Figura 4.20. 

 

Figura 4.21. Quantidade de células viáveis (%) após o tratamento com: i) OXPt = solução aquosa 
de OXPt, ii) NP = nanopartículas de quitosana sem fármaco e iii) NP-OXPt, sendo a concentração 
final de OXPt respectivamente: A) 1.5 µg.mL-1 B) 2.5 µg.mL-1C) 5.0 µg.mL-1D) 10 µg.mL-1 E) 25 
µg.mL-1 F) 50 µg.mL-1. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,002. 
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Na Figura 4.21 acima, observa-se que o tratamento das células com 

concentrações de 1.5, 2.5 5.0 e 10 µg.mL-1 de OXPt não mostrou redução da 

viabilidade celular independente do tratamento estudado (NP, OXPt livre ou NP-

OXPt). Em alguns casos como pode ser verificado na Figura 5.21.C no grupo de 

tratamento das NP, houve uma maior proliferação celular quando comparada ao 

controle positivo. Já para as concentrações de 25 e 50 µg.mL-1 de OXPt, houve 

diferença significativa (p<0,005 e p<0,002, respectivamente) entre os tratamentos. 

Quando comparados ao controle negativo, todos os grupos tratados apresentaram 

diminuição na porcentagem de células viáveis. O grupo composto somente por 

partículas de quitosana (NP) apresentou diferença estatística (p<0,05) para ambas 

as concentrações avaliadas (Figura 5.20 E e F). 

Já Vivek, et al. (2014)14 analisaram a toxicidade de suas nanopartículas de 

quitosana contendo OXPt frente à linhagem celular MCF-7 do câncer de mama. Os 

pesquisadores verificaram diminuição da viabilidade celular com exposição por 48 

h à OXPt livre e OXPt incorporadas em nanopartículas de quitosana na faixa de 

concentração estudada (1 a 20 µg.mL-1), e a viabilidade variou entre 88 e 34% para 

a OXPt livre e de 72 a 13% para a OXPt nanoencapsulada. Em nossos estudos, a 

faixa tóxica para a linhagem celular de câncer de língua foi maior (entre 25 e 50 

µg.mL-1), com viabilidade celular de aproximadamente 75% a 25 µg.mL-1, 

independente da forma encapsulada ou não da OXPt, e viabilidade igual a 85 ou 

75% para o fármaco livre ou nanoencapsulado, respectivamente. A toxicidade da 

NP de quitosana sem o fármaco foi sutil (75%, p<0,05), mas significativo se 

comparado com o controle negativo. 

Na Figura 4.22 observa-se a quantidade em porcentagem de células viáveis 

e células apoptóticas quando comparadas ao controle negativo a partir dos três 

tratamentos distintos (NP, OPXt e NP-OXPt) utilizando-se as concentrações de 

OXPt correspondentes a: a) 5.0 µg.mL-1 b) 10 µg.mL-1 c) 25 µg.mL-1. 
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Figura 4.22. Porcentagem de células viáveis e apoptóticas após o tratamento com: i) solução 
aquosa de OXPt, ii) NP-QS e iii) NP-OXPt, sendo a concentração final de OXPt respectivamente: a) 
5.0 µg.mL-1 b)10 µg.mL-1 c) 25 µg.mL-1. *p<0,05, *p<0,005. 

 

Em todas as concentrações analisadas e em todos os tratamentos houve 

uma tendência na diminuição de células viáveis e um aumento de células 

apoptóticas. Porém, somente a concentração de 25 µg.mL-1 apresentou uma 

diferença estatística com para o aumento das células apoptóticas. A indução da 

apoptose em células cancerosas é uma característica crítica dos quimioterápicos. 

O mecanismo principal do dano da OXPt aos tumores é através da indução do 
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apoptose, mas o mecanismo celular e molecular da ação desse fármaco ainda não 

foi esclarecido inteiramente. Evidências recentes indicam que o PUMA, um membro 

importante da proteína da família Bcl-2, é um importante mediador de apoptose 

induzido por uma série de quimioterápicos39.  

Vivek, et al. (2014)14 também verificaram uma importância do mecanismo de 

apoptose para a atividade da OXPt, em que a apoptose de células MCF-7 de câncer 

de mama aumentou para 21,3 ± 1,57%, 54,4 ± 5,79%, e 93,6 ± 11,52%, quando as 

foram tratadas por 48 h com 10, 15 e 20 µg.mL-1 de OXPt incorporadas em 

nanopartículas quitosana, respectivamente. 

Portanto, a OXPt incorporadas em nanopartículas de quitosana induzem 

mais a morte celular por apoptose quando comparado com aplicação da OXPt livre. 

A formulação NP-OXPt apresentou um aumento de morte celular mais intenso 

quando comparadas ao controle e aos tratamentos OXPt em solução aquosa e as 

partículas vazias (p<0,05). Provavelmente o fármaco encapsulado em uma 

concentração superior à 25 µg.mL-1 exerce uma influência na morte celular por 

apoptose quando comparado aos outros tratamentos em concentrações menores. 

Para se correlacionar estes resultados com os dos ensaios de permeação, 

deve-se considerar que a mucosa utilizada tem uma espessura de ˜1 cm e que 

portanto 1 cm2 de área de exposição equivale a 1 cm3, que é 1 mL. Assim, 

independente da condição estudada (OXPt-NP aplicadas passivamente por 1 h ou 

iontoforeticamente por 2 h) as OXPt-NP liberaram para a mucosa suína entre ˜50 

µg.mL-1e ˜500 µg.mL-1 de OXPt e essas doses seriam suficientes para reduzir a 

viabilidade celular de tumores de língua (25 – 50 µg.mL-1). 

 

4.3 Conclusão 

As NP-OXPt desenvolvidas apresentaram características de composição, 

tamanho e potencial zeta que conferiram a elas mucoadesividade, de forma que 

foram capazes de promover a penetração de altas concentrações do quimioterápico 

na mucosa oral de suínos se comparado à solução controle, mesmo quando o 

tratamento ex vivo foi realizado com sucessivas “lavagens” da formulação para 

simular o fluxo salivar. Além disso, a aplicação da iontoforese permitiu uma maior 

penetração do fármaco na mucosa oral. O fármaco tanto em sua forma 
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encapsulada como livre foi capaz de inibir o crescimento da linhagem SSC-9 do 

câncer de língua em concentrações acima de 25 µg.mL-1 e o principal mecanismo 

de morte celular ocasionado parece ser o de apoptose. Dessa forma, as NP-OXPt 

parecem ser uma alternativa promissora como método adjuvante no tratamento dos 

cânceres da cavidade oral. 
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CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

O método CLAE validado nesse trabalho mostrou-se seletivo para a 

quantificação da OXPt em formulações farmacêuticas, principalmente, frente à 

polímeros mucoadesivos.  

Os estudos de análise térmica forneceram informações importantes para 

auxiliar no desenvolvimento de sistemas farmacêuticos inovadores e mucoadesivos 

contendo OXPt. Estudos térmicos juntamente com estudos de caracterização 

físico-química mostraram que a OXPt é estável em condições normais de produção 

farmacêutica que envolvem aquecimento e incidência de luz. Além disso, o fármaco 

mostrou-se compatível com os polímeros QBPM, POLOX e PLGA, que são 

relevantes para a produção de matrizes de sistemas de liberação modificada. 

Os estudos de mucoadesão e, principalmente, o estudo de permeação aqui 

denominado de permeação dinâmica, confirmaram o potencial mucoadesivo das 

NP-OPXt desenvolvidas. Logo, as NP-OXPt parecem ser uma alternativa 

promissora no tratamento dos cânceres orais, principalmente pela 

mucoadesividade das nanopartículas poder assegurar uma prolongada exposição 

do fármaco na mucosa oral, permitindo assim, uma maior acumulação do fármaco 

no tumor. 

As perspectivas futuras desse trabalho seriam a realização de estudos pré-

clínicos para avaliação da eficácia da formulação em uma situação in vivo. Um 

modelo animal para tumor oral poderia ser inicialmente padronizado e após 

submetido ao tratamento com a formulação desenvolvido. O sucesso deste tipo de 

experimento então poderia resultar na possibilidade de se realizarem estudos 

clínicos. 
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