UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Faculdade de Ciéncias da Saude

BRENO NORONHA MATOS

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS
MUCOADESIVAS DE OXALIPLATINA PARA A QUIMIOTERAPIA TOPICA DE
TUMORES DA CAVIDADE ORAL

BRASILIA

2018



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Faculdade de Ciéncias da Saude

Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas

Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas mucoadesivas de

oxaliplatina para quimioterapia topica de tumores da cavidade oral

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de
Ciéncias da Saude - Universidade de Brasilia, para a

obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas

Aluno: Breno Noronha Matos
Orientador: Prof. Dr. Guilherme Martins Gelfuso

Coorientador: Marcilio Sérgio Soares da Cunha-Filho



Brasilia, marco de 2018

FOLHA DE APROVACAO

Breno Noronha Matos

Titulo do trabalho: Desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas
mucoadesivas de oxaliplatina para quimioterapia tdpica de tumores da cavidade
oral

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
como requisito parcial a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: 23/03/2018

Banca examinadora

Prof. Dr. Guilherme Martins Gelfuso
Universidade de Brasilia

Prof. Dra. Damatris Silveira
Universidade de Brasilia

Profa. Dra. Graziella Anselmo Joanitti
Universidade de Brasilia — Ceilandia

Profa. Dr2. Stephania Fleury Taveira
Universidade Federal de Goias



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Helena Ferreira Noronha e Claudio César Matos por todo
apoio e suporte durante esses anos de aprendizado. Principalmente, por
entenderem que o principal caminho para a minha realizacéo profissional seria por
meio de uma educacao de qualidade.

Ao meu orientador Prof. Dr. Guilherme Martins Gelfuso por todos os
ensinamentos e apoio ao longo desses anos. Por sempre me orientar com
educacdo e paciéncia, e por ter me ensinado uma importante licdo, que todo
trabalho sério pode ser realizado de forma responsavel e com respeito ao préximo.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Marcilio Sérgio Soares Cunha-Filho, pelo
auxilio na realizagdo dos testes analiticos e de andlise térmica, e contribuicdo
valorosa para a minha formacg&o académica.

Aos professores da Universidade de Brasilia que contribuiram de alguma
forma para o meu enriguecimento intelectual, em especial, a Prof. Dr2. Tais Gratieri.

A Prof. Dr2, Eliete Neves da Silva Guerra do Departamento de Odontologia
da Universidade de Brasilia por ter cedido a linhagem celular de cancer de lingua
humana (células SSC-9).

Ao Prof. Dr. Felipe Araujo e a Msc. Martha Bravo pelo auxilio nos testes de
viabilidade celular.

As alunas de inicia¢&o cientifica Larissa Maria Araujo e Camila Cardoso pelo
auxilio em momentos pontuais da minha pesquisa.

Aos meus amigos de laboratério, em especial, Tamara Angelo, Paula
Martins, Fernando Pires de S4, Lorena Malaquias, Maira Texeira e Ricardo Nunes
por todos os debates, conversas e carinho, sem vocés esse periodo seria bem
menos divertido.

Aos meus colegas de laboratdrio, Wanessa Quintdo, Geisa Barbalho, Camila
Yumi, Giselly Almeida, Devana, Giullian Nepomuceno, Ludmila Alvim, Felipe
Queiroz, em especial, minha amiga e técnica Renata Melo, pela ajuda nos
experimentos, tornando o trabalho no laboratério mais prazeroso.

A Mairinha minha amiga e companheira de laboratério, com certeza um
exemplo a ser seguido.

A Thaiene Avila Reis, por me incentivar e aconselhar durante todo os

trabalhos em conjunto.



Ao Laboratorio de Microscopia do Instituto de Biologia da Universidade de
Brasilia pelo auxilio na obtencéo das fotomicrografias eletronicas de varredura.

A Universidade de Brasilia, em especial ao Laboratério de Tecnologia de
Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC), por permitir essa importante
oportunidade.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF) e
Coordenacéo de Apoio a Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelas concessfes de

apoio financeiro ao projeto e bolsa de Doutorado no pais, respectivamente.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1. Estrutura molecular da oxaliplatina (OXPT, A) e da quitosana (B)....... 2
Figura 1.2. Estagios de proliferagdo das células cancerigenas.............ccccuvveeeeennn. 4
Figura 1.3. Corte sagital do trato aerodigestivo SUPETiOr ..........ccovvvvvvvviiiieeeeereennnns 5
Figura 1.4. Regido anatdomica da cavidade oral. .............ccccoeviiiiiiiiiiiiiiii e, 6

Figura 1.5. Representacdo esquematica da formacgédo do complexo de platina no
D N IR Yo PSRN 8

Figura 1.6. Rota de biotransformag&o da oxaliplatina. ...............cccccvveviiiiiiiininnnnnns 9

Figura 1.7. Representacdo esquematica das nanoparticulas poliméricas. A)

Nanocapulas € B) NanOESIeras.........cccciiieeiiiiiiiiiiiie et 12

Figura 1.8. Histologia da mucosa oral humana saudavel. A) Epitélio Oral, B) Lamina
Propria, C) MUCO-PEIIOSLICO. .....ceeiiiuiiiiiae ettt e e e ettt e e e e s ee e e e e e annes 13

Figura 1.9. lontoforese utilizando um sistema de eletrodos de Ag/AgCIl. O anodo
contém um farmaco ionizavel D+ e seu contra-ion A- e Na+Cl-. Adaptado da

(2] (] (2] (o1 1= VRO PR UT PR 16

Figura 1.10. A) Eletrorrepulsdo: O eletrodo positivo repele farmacos de carga
positiva, fazendo com que atravessem a mucosa. No eletrodo negativo, farmacos
de cargas negativas sao repelidos. B) Eletrosmose: O fluxo de um solvente
fisiologico promovido pela corrente elétrica entre os eletrodos positivo e negativo

permite a transferéncia de farmacos NEULIOS. . ...........uuvvuuiriiiiiiriiiinaaees 17

Figura 2.1. Sobreposicéo dos cromatogramas por CLAE das solu¢des aquosas de

OXPt analisadas em diferentes concentracdes (0,5; 3,0 e 15,0 ug.mL™?). ........... 30

Figura 2.2. Sobreposi¢do dos cromatogramas por CLAE de uma solucéo simples
de OXPt (5,0 ug.mLt) e solucdes de oxaliplatina contaminadas com 5,0 pg.mL* de

(a) quitosana ou (B) POIOXAMEN........ccoviiii i 31

Figura 2.3. Seletividade do método de quantificacdo de OXPt (5,0 ug.mL?) sozinha,
com quitosana (5,0 pug.mLt) e com poloxamer (5,0 pg.ml?), analisados em termos

de diferencas entre (a) as areas dos picos e (b) os tempos de retencéo. * p < 0,05.



Figura 2.4. Representacéo gréfica da curva analitica obtida para a OXPt por CLAE
(y = 7159,7X — 140,9; r =0,9998; N = 3). .uuuuuuuunrunnininnnnnnnneninnnnnennnnnrnnnrnennn———.. 32

Figura 3.1. Caracterizacdo molecular da OXPt néo tratada e ap0s exposicao a luz
e temperatura. As areas pontilhadas indicam os principais grupos funcionais da
molécula de OXPt obtida através de FTIR. .........ccccciiuumimiiiiiiiiiiiiiiieenneennenennnenees 41

Figura 3.2. Caracterizacao térmica (TGA e DSC) da OXPt nédo tratada e apos

EeXPOSICAOD & IUZ € tEMPEIALUIA. ......cceeveeiiiiiie e e e 42

Figura 3.3. Caracterizacao cristalografica e morfologica da OXPt ndo tratada e

apOs exPOoSICA0 a IUZ € tEMPEIALUIA.........cceeeee e 43

Figura 3.4. Resultados termogravimétricos da OXPt, polimeros (QBPM, QMPM,

POLOX e PLGA) e suas misturas binarias. AW = perda de massa da amostra....45

Figura 3.5. Resultados de FTIR da OXPt, polimeros (QBPM, QMPM, POLOX e
PLGA) e suas misturas binarias. As areas pontilhadas indicam os principais grupos
funcionais da molécula de OXPt e as areas cinza indicam as regides do espectro

com alteraces SIgNIfICALIVAS. .........ccovviiiiiiiiii e a7

Figura 3.6. Resultados de XRPD da OXPt, polimeros (QBPM, QMPM, POLOX e
PLGA) e suas misturas binarias. Em destaque, o aumento da linha de base
referente as analises do polimero QMPM. ... 48

Figura 3.7. Microscopia Gtica das misturas binarias entre OXPt e polimeros (QBPM,
QMPM, POLOX e PLGA) com amostras sem tratamento e ap0s a exposicao a luz

LR (] 0] 01T = LU= VA 49

Figura 4.1. Processo de retirada da mucosa oral da bochecha de suinos. A)
Mucosa oral de suino obtida logo apds o abate, B) Mucosa oral limpa e separada

da bochecha (Lado superior) e C) Parte interna da mucosa oral suina................ 57

Figura 4.2. Representacdo do protocolo de eficiéncia de encapsulacdo por

Y4022 11 ) DO PP 60

Figura 4.3. Protocolo da permeacao dinamica (A) Mucosa oral de suinos tratadas
com solugcao de mucina a 1% plv, (B) Pedacos de mucosa mantidos por 10 minutos
apos tratamento com mucina, (C) Adicdo das formulagbes de interesse e (D)

Mucosa oral de suinos colocadas em posigéo vertical N0 SUPOIte............eevvvereenn... 65



Figura 4.4 Preparo do eletrodo negativo de cloreto de prata (AgCl) (Catodo). 1) Fio
de prata com a alca moldada na ponta. 2) Imersédo da alca em AgCl fundido. 3)

Formacéao do eletrodo de cloreto de prata. .........cccoeeeeevviiiiiiiiiiiii e 66

Figura 4.5. Preparo do eletrodo positivo prata (Ag) (Anodo). Processo de reducéo

do eletrodo de cloreto de prata para a obtencéo do eletrodo de Ag........cccc..u...... 66

Figura 4.6. Representacdo esquematica da permeacdo com iontoforese: (A)
Permeacao com circuito fechado e (B) Posicionamento dos eletrodos nas células
(o L= e = o PO PP PP OPPURPPRN 67

Figura 4.7. Relacédo entre concentracdo de TPP (ug/mL) e a concentragdo de
quitosana (ug.mLt) com o diametro hidrodinamico (nm) das particulas com o valor
de pH fixado em 4,5. (P < 0,0001). ....coemmmriiiiiiee e 70

Figura 4.8. Relacéo entre concentragdo de TPP (ug.mLt) e o pH com o PDI das

particulas com o valor da solucdo de quitosana fixada em 1,5 pg.mL* (p < 0,0001).

Figura 4.9. Relacdo entre concentracdo de TPP (ug.mL™) e a concentracdo de
quitosana (ug.mL™?) com o potencial zeta das particulas com o valor de pH fixado
€M 4,5 (P < 0,0001). cceeeeeeeeeeeeeeee e 72

Figura 4.10. Relacdo entre concentracdo de quitosana (ug.mL?') e o pH com o
potencial zeta das particulas com o valor da solucéo de TPP fixado em 1,0 pg.mL"
1P < 0,0000) ...ttt eaaaaeas 73

Figura 4.11. Fotomicrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura
(Quanta FEG 250 FEI, USA) em aumento: de A)10.000 X, B) 10.000 X, C) 30.000
E D) 40.0000 X para as NP-QS (Ae C) e NP-OXPt (B € D).......uuuvvvvrverirnnnninnnnnnns 75

Figura 4.12. Diametro hidrodindmico da dispersdo de nanoparticulas (nm) em
funcéo do tempo (dias) referente as replicatas armazenadas a temperatura de 10°C
B 20 . 76

Figura 4.13. PDI da dispersédo de nanoparticulas (nm) em funcédo do tempo (dias)

referente as replicatas armazenadas a temperatura de 10°C e 25°C. ................. 76

Figura 4.14. Potencial zeta (mV) da dispersdo de nanoparticulas em fungéo do

tempo referente as replicatas armazenadas a temperatura de 10°C e 25°C. ...... 77



Figura 4.15. Teor da dispersao de nanoparticulas em funcdo do tempo referente
as replicatas armazenadas a temperatura de 10°C e

Figura 4.16. Perfis de liberacdo da OPXt a partir da formulacdo NP-OXPt contendo
1,5 pg/mL do farmaco, pH 5,5 em comparacdo a uma solugdo aquosa do farmaco
contendo a mesma concentragdo de OXPte mesmo pH..........cooeeeiiieei, 78

Figura 4.17. Distribuicdo de tamanho hidrodinamico referente as amostras de NP-
OXPt, MCN e NP-OXPt + MCN obtidos através do equipamento Zetasizer Nano
Y= PR 80

Figura 4.18. Quantidade de OXPt (ug.cm?) retida na mucosa apés a) 1h e b) 2 h
de tratamento com as NP-OXPt em comparagcédo ao controle (solucdo aquosa de

OXPt) seguindo-se os protocolos estatico e dindmico (N=4)........ccceeeeeiieeieeeeeeeenn. 82

Figura 4.19. OXPt recuperado da mucosa suina apos 2 h de tratamento passivo e
iontoforético com uma solugdo aquosa de OXPt (1,5mg.mL*?, pH 5,5) e com

nanoparticulas de quitosana carregadas com OXPt (1,5mg.mL™?, pH 5,5) (n=4)....83

Figura 4.20. Quantidade de células viaveis (%) apos o tratamento com: i) solucéo
aguosa de OXPt, ii)) NP-QS e iii) NP-OXPt, sendo a concentracdo final de OXPt
respectivamente: a) 1.5 pg.mL* b) 2.5 pg.mL*c) 5.0 pg.mL*d) 10 pg.mL?te) 25
ug.mLf) 50 pg.mL1. *p<0,05, *p<0,005, P<0,002. .....cevveiiireeiiieeeiieeesiee e 88

Figura 4.21. Porcentagem de células viaveis e apoptoticas apos o tratamento com:
i) solucdo aquosa de OXPt, ii) NP-QS e iii) NP-OXPt, sendo a concentracéo final de
OXPt respectivamente: a) 5.0 pg.mL? b)10 pg.mL* c¢) 25 pg.mL?t. *p<0,05,
FP<0,005. ... e e e e e e —r e e e e e e e s a i —araaaaeaaaan 85

Figura 4.22. Porcentagem de células viaveis e apoptoticas apds o tratamento com:
1) solucdo aquosa de OXPt, ii) NP-QS e iii) NP-OXPt, sendo a concentragao final de
OXPt respectivamente: a) 5.0 pg.mL? b)10 pg.mL* ¢) 25 pg.mL?t. *p<0,05,
B L O 0101 TSP PRRSPPPP 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1. Variagdo das condicbes do método analitico. Amostras de OXPt (15,0
ug.mlt) foram analisadas por CLAE usando uma coluna Cis, com deteccdo de UV
fixado €m 255 NM, 8 25°C. ..oiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee et 29

Tabela 2.2. Precisédo (CV) e exatiddo do método por CLAE para a quantificacdo de

Tabela 3.1. Resumo das evidéncias de (in)compatibilidade entre OXPt e os
polimeros selecionados (QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) apos ensaios de DSC,
TGA, FTIR, Microscopia 6tica € XRPD. ........cccoovviiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51

Tabela 4.1. Desenho experimental para obtencéo de nanoparticulas de quitosana

Tabela 4.2. Quantidade de farmaco (OXPt) e polimero (quitosana) por 7 mL de

solucéo utilizados na obtencdo das nanoparticulas. .........ccccccevvvevveeiiiieeiieeeeeeenn, 59

Tabela 4.3. Eficiéncia de encapsulacdo obtida com diferentes proporcdes de
polimero/farmaco durante o preparo das nanoparticulas de OXPt a partir do método
T 153 (o 74

Tabela 4.4. Comparacdo do tamanho (nm), potencial zeta (mV) e PDI das NP-QS
com as NP-OXPt na proporgéo (1:1) (m/m) farmaco/polimero..............cccoeeuveneee. 74

Tabela 4.5. Valores de recuperacdo em % de OXPt a partir de mucosa oral suina.



ABDI
CECP
CLAE
CV%

DSC

varredura)
DNA
DTG
EE%
FDA

FS

hCG
HPV

ICH

LD

LQ

MEV

MS

NP
NP-OXPt
OXPt

PCR

LISTA DE ABREVEATURAS E SIGLAS
Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial
Carcinoma Epidermadide de Cabeca e Pescoco
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Coeficiente de Variacao

Differential scanning calorimetry (Calorimetria diferencial de

Acido Desoxirribonucleico

Derivative thermogravimetry (Termogravimetria derivada)
Eficiéncia de encapsulacao

Food and Drugs Administration

Fosfatidilserina

Proteina Gonadotrofina Coridnica Humana
Papiloma Virus Humano

International Conference of Harmonization

Limite de Deteccao

Limite de Quantificagcéo

Microscopia Eletrénica de Varredura
Espectrometria de Massas

Nanoparticulas de Quitosana

Nanoparticulas de Quitosana contendo Oxaliplatina
Oxaliplatina

Reacgédo em Cadeia da Polimerase



IPD
PEG
PLGA
POLOX
QBPM
QMPM
RNA
SCB
SDR
SFB
TNF-a
TPP
UFRGS
uv

XRPD

indice de Polidispers&o

Polietilenoglicol

Poli(acido lactico-co-acido glicélico)

Poloxamer

Quitosana de Baixo Peso Molecular

Quitosana de Médio Peso Molecular
Acido Ribonucleico

Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

Sindrome do Desconforto Respiratorio

Soro Fetal Bovino

Fator de Necrose Tumoral

Tripolifosfato de Sédio

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Ultravioleta

Difracdo de p6 de Raio X



RESUMO

MATOS, B. N. Desenvolvimento e caracterizacado de nanoparticulas mucoadesivas
contendo oxaliplatina para quimioterapia tépica de tumores da cavidade oral. 2018
Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias de Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2018.

O principal objetivo desse estudo foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas
mucoadesivas de quitosana encapsulando o farmaco oxaliplatina (OXPt) como
estratégia para o tratamento topico de canceres da cavidade oral. O método
analitico validado para as analises quantitativas demonstrou a separacao da OXPt
sem a interferéncia dos solventes ou dos polimeros mais relevantes para o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas bioadesivas (quitosana e
poloxamer). O método apresentou linearidade (r > 0,999) durante o estudo da OXPt
em um faixa de concentragdo de (0,5 — 15,0 pg.mLY) com valores de preciséo e
exatidao aceitaveis (< 5,0%). Os limites de deteccao e quantificagdo foram 0,0999
e 0,331 pg.mL?, respectivamente. Apés os estudos de compatibilidade fisico-
quimico e analise térmica, a OXPt pode ser classificada como farmaco de Classe
[l de acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), isto é, a
molécula apresenta alta solubilidade em agua e baixa permeabilidade. OXPt no
estado soélido mostrou ser adequada para as condi¢des de producao farmacéutica,
sendo estavel qguando exposta a aquecimento ou luz. Dentre os polimeros testados,
somente a quitosana de médio peso molecular mostrou-se incompativel com OXPt,
com forte evidéncia de decomposicao quimica e mudancas fisicas nas amostras de
farmaco-polimero. As particulas desenvolvidas, nesse estudo, apresentaram
caracteristicas de composigéo, 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 formulagao para simular o fluxo salivar. O
farmaco tanto em sua forma encapsulada como livre foi capaz de inibir o
crescimento da linhagem SSC-9 do cancer de lingua em concentragdes acima de
25 pug.mL? e o principal mecanismo de morte celular ocasionado parece ser o de
apoptose. Dessa forma, a formulacdo desenvolvida parece ser uma alternativa

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

Palavras-Chave: Mucoadesdo; Quitosana; Nanoparticula; Cancer 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 Ciéncias de Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 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 pg/mL) with acceptable
precision and accuracy. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
were 0.099 and 0.331 pg.mL™, respectively. OXPt could be classified as a class IlI
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 ug.mL* 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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CAPITULO 1: INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introducéo

Carcinomas de cabeca e pescoco, incluindo os céanceres originarios da
cavidade oral, orofaringe, rinofaringe e laringe, representam um dos tipos mais
frequentes de cancer em todo o mundo?. O carcinoma epidermoide (CECP) é o tipo
mais comum de cancer de cabeca e pescoco, representando pelo menos 5% dos
canceres diagnosticados em adultos nos Estados Unidos e 8% em todo o mundo?.
Aproximadamente 40% dos canceres de cabeca e pesco¢o ocorrem na cavidade
oral, 15% na faringe, 25% na laringe e 20% nas glandulas salivares e tireoide3. A
incidéncia dos canceres orais € 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 alcodlicas e a m& higiene oral. O cancer oral atinge tanto labios quanto a
mucosa oral em si, que inclui gengivas, palato duro, lingua e assoalho da boca® “.

Devido as dificuldades de procedimentos cirdrgicos, e as caracteristicas
anatbmicas da regido oral, a cirurgia pode resultar em danos a aparéncia,
disfuncdes da fala, salivacdo e respiracdo®. Geralmente, os canceres da cavidade
oral séo tratados rotineiramente utilizando radioterapia. No entanto, os resultados
da radioterapia isolada tém sido insatisfatérios, especialmente para canceres em
estadgio avancado. Assim, a quimioterapia sistémica tem sido cada vez mais
incorporada a protocolos de tratamento®, apesar das altas taxas de eventos
adversos induzidos por essa modalidade terapéutica, como por exemplo, perda de
cabelos, nauseas, enjoo, vdmito ou complicacbes mais severas, como danos
hepaticos, neuropatia periférica, complicacdes hematolégicas, danos renais, entre
outros, representarem um fator limitante para o sucesso global do tratamento.

Nesse cendrio, um sistema topico capaz de liberar o agente quimioterapico
préximo ao tumor seria uma alternativa nao-invasiva e mais segura para
administracdo desses farmacos quando comparada a via intravenosa, melhorando
a eficacia, reduzindo os custos do tratamento e o risco de eventos adversos
importantes. O desafio nessa terapia topica € fornecer niveis terapéuticos
significativos do quimioterapico para o tecido afetado durante um certo periodo de

tempo.



Este trabalho propds a nanoencapsulacdo de um agente quimioterdpico
utilizando um polimero catidénico, que deve conferir mucoadesividade ao sistema. A
hipotese testada foi de que a formulacao otimizada contendo as nanoparticulas de
quitosana com 0 agente quimioterapico permaneceria proxima ao tumor apos
aplicacéo topica, promovendo um acumulo do farmaco citotoxico para o tecido
doente em concentracdes efetivas. O agente quimioterdpico selecionado para o
desenvolvimento desse estudo foi a oxaliplatina (OXPt, Figura 1.1A), um composto
de platina de terceira geracdo que tem apresentado bons resultados clinicos para
o tratamento dos canceres de cabeca e pescoco®. O polimero utilizado no preparo
das nanoparticulas foi a quitosana (Figura 1.1B), que possui carga positiva, o que
deve conferir propriedades bioadesivas as particulas, além de boa
biocompatibilidade e ndo imunogenicidade’2°. Estudos também tém demonstrado
que a quitosana possui propriedades anti-tumorais!®, podendo agir de maneira

sinérgica ao farmaco no combate do tumor oral.
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Figura 1.1. Estrutura molecular da oxaliplatina (OXPt, A) (pka 6,1; PM: 397,29 Da; logP: -0,47;
solubilidade em &gua: 27,5 mg.mL?) e da quitosana (pKa: 6.3) (B).

1.2 O Cancer

Céancer € um conjunto de doencas que tém em comum O crescimento
desordenado de células que invadem tecidos e 6rgaos, podendo sofrer metastase
para outras regides do corpo. O acumulo dessas células, agressivas e
incontrolaveis, que se dividem rapidamente é denominado de neoplasia maligna'.

Os diferentes tipos de cancer estdo relacionados aos varios tipos de
estruturas celulares existentes. Por exemplo, se 0 cancer se iniciar em tecidos
epiteliais, como pele e mucosas, ele € denominado carcinoma. Se o cancer se
iniciar em tecidos conjuntivos como 0 0sso, cartilagem ou musculo, é chamado de

sarcomall,



As causas do cancer podem ser externas (meio-ambiente e habitos ou
costumes préprios) e/ou internas (geneticamente pré-determinadas). Entre os
casos de cancer, cerca de 80% deles estdo associados a fatores externos, em que

se pode citar:

e Tabagismo;

e Consumo de bebidas alcodlicas;
e Habitos alimentares;

e Medicamentos;

e Fatores Ocupacionais;

e Radiacéo solar, entre outros.

Sao raros 0s casos de canceres que se devam exclusivamente a fatores
genéticos, familiares e étnicos, apesar do fator genético exercer um importante

papel na oncogénese*?,

1.2.1 Carcinogénese

O processo de formacao do tumor é lento, podendo levar anos para que uma
célula cancerosa se prolifere e forme um tumor. Células normais podem sofrer
mutacao genética, recebendo sinalizagdes incorretas para suas atividades. Essas
alteracdes ocorrem em protooncogenes, que sao inativos em células normais.
Porém, quando ativados transformam-se em oncogenes, levando a
malignizacdo/cancerizacdo das células'’. Essas se proliferam de maneira
descontrolada, mais rapidamente que as células normais, invadindo o tecido a sua
volta e formando vasos sanguineos que nutrem esse crescimento descontrolado.
Quando atingem a circulacdo sistémica ou vasos linfaticos podem chegar a 6rgéo

distantes de onde o tumor se formou, originando o que se chama de metastase!''2,
Os estagios de proliferacédo sao:

e Estagio de Iniciacao;
e Estagio de Promocgéo;

e Estagio de Progressao.

Durante o estagio de iniciacdo as células sofrem acdo de agentes

cancerigenos provocando alteragfes genéticas, poréem sem a formacdo de um



tumor. No proximo estagio da carcinogénese, durante a promoc¢ao, essas células
iniciadas sofrem a acdo de agentes cancerigenos chamados de oncopromotores,
tornando-se malignas. No estadgio de progressdo ha uma multiplicacdo
descontrolada dessas células, levando ao aparecimento dos primeiros sintomas

clinicos da doenca, como esta esquematizado na Figura 1.2,

Mutacao
v oy
Iniciacao Promogao
e — O, @
o reparo do O Prollfera;ao Proluferagao o
DNA celular celular (@)
\' Progressao

Morte celular Proliferagio metastase
(Apoptose) celular

Figura 1.2. Estagios de proliferacdo das células cancerigenas?!

1.3 Cancer de Cabeca e Pescoco

Os céanceres de cabeca e pescoco € a quinta neoplasia mais frequente, com
uma incidéncia de 780.000 casos novos anuais no mundo!?!3, O principal tipo
histoldgico, responsavel por mais de 90% dos casos, € o carcinoma de células

escamosas de cabeca e pescoco.
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Figura 1.3. Corte sagital do trato aerodigestivo superior®?.

O cancer de cabeca e pescoco acomete principalmente a regido da
orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, cavidade oral e laringe (Figura 1.3). A
interacdo de fatores externos e hereditarios estao relacionados no desenvolvimento
desse tipo de céancer, principalmente o tabagismo e o consumo de bebidas
alcodlicas'?13, O papiloma virus humano (HPV) também esta relacionado como um
fator de risco alto (25%) no surgimento de cancer de cabeca e pescoco,

principalmente de laringe!t14,

1.3.1 Cancer da cavidade oral

Cancer da cavidade oral é o cancer que afeta labios e o interior da cavidade
oral, como gengiva, bochechas (mucosa jugal), palato duro, lingua 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 cancer

acomete mais homens com idade superior a 40 anos*%18,
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Figura 1.4. Regido anatébmica da cavidade oral®?.

Os principais fatores de risco para este tipo de cancer séo:

e Tabagismo;

o Etilismo;

e Virus HPV;

e Radiacéo solar;

¢ Higiene bucal deficiente;

e Dieta pobre em proteinas e vitaminas e rica em gorduras.

Os principais sintomas séo lesGes na cavidade oral, manchas vermelhas ou
embranquecidas na lingua, palato duro, assoalho da boca e mucosa jugal,
presenca de ndédulos no pescoco e rouquiddo. Em casos mais avancados é
observada uma dificuldade de degluticdo e fala, além de uma sensacado de que ha

algo “preso” na garganta®18.

1.3.2 Tratamento para o cancer oral

O tratamento para o cancer oral, se diagnosticado no inicio e tratado da
forma correta, pode ter uma taxa de cura de até 80%. A primeira linha de tratamento
€ a cirurgia, seguida de radioterapia. Os dois métodos podem ser utilizados de
forma isolada e ambas as técnicas apresentam bons resultados, mas a indicacao
de cada uma vai depender do tamanho e posicionamento do tumor*?,

Devido as caracteristicas anatdbmicas da regido oral, o tratamento cirargico

para o cancer nessa regido pode resultar em danos a aparéncia, disfuncdes da fala,



salivagao e respiragédo, com consequentes impactos sobre a qualidade de vida dos
pacientes!315,

Atualmente, ha novas técnicas cirurgicas, como a cirurgia robética, que
reduzem a taxa de traqueostomia e permitem a recuperacao mais rapida da funcao
de degluticdo oral e internacbes mais curtas'®. As opcbes cirlrgicas com
preservacgao das estruturas anatbmicas da regido oral, contudo, ainda apresentam
limitacGes e exigem maiores estudos.

A quimioterapia, seja de inducdo ou concomitante a radioterapia, €
rotineiramente integrada ao tratamento de pacientes com cancer de cabeca e
pescoco localmente avancado. O tratamento sequencial incorporando
quimioterapia e radioterapia € uma abordagem viavel e oferece o potencial de
melhorar os desfechos de sobrevida. Contudo, altas doses de quimioterapia ou
radioterapia podem levar a muitos efeitos adversos prejudiciais a qualidade de vida
do paciente 1317,

Pacientes com a doenca avancada em tratamento com quimioterapia
neoadjuvante mostraram alta taxa de cura, fator importante na tomada de deciséo
do tratamento em protocolos futuros que visam um menor indice de toxicidade!3. O
protocolo clinico mais adequado para o tratamento do carcinoma oral em estagio
avancado é através de uma terapia multimodal, ou seja, é indicada a cirurgia
seguida de radioterapia e quimioterapia®®.

Entre os farmacos normalmente utilizados na quimioterapia de carcinoma
oral estdo: cisplatina, 5-fluoruracila, cetuximabe e taxanos (paclitaxel e
docetaxel)?.

Os compostos de platina sdo amplamente utilizados em diversos protocolos
clinicos para o tratamento de canceres sélidos, incluindo os de cabeca e pescogo??.
A cisplatina € um medicamento antineoplasico que atua inibindo a sintese do ADN.
Além disso, em menor extensdo, ela inibe a sintese de proteinas e &acido
ribonucleico (ARN)?!. Contudo, como a maioria dos quimioterapicos, ela possui
varios efeitos toxicos importantes, como a toxicidade renal, toxicidade
gastrointestinal, ototoxicidade e a neurotoxicidade?2.

Dessa forma, a OXPt (Figura 1.1. A) mostra-se como um composto de platina
alternativo a cisplatina nos tratamentos convencionais de canceres de cabeca e

pescoco, por apresentar bons resultados clinicos e menores efeitos adversos?3. A



cinética de ligacdo da OXPt com o ADN é rapida e leva no maximo 15 minutos,
enquanto com a cisplatina essa ligacdo ocorre de forma tardia, apés 4 a 8 horas.
Além disso, OXPt é eficaz sobre certas linhas de tumores resistentes a cisplatina.
Apesar de também apresentar importantes efeitos toxicos, a terapia baseada em
OXPt apresenta um menor risco de neutropenia, anemia, nausea, alopecia,
tromboembolismo, estomatite e aumento de creatinina quando comparada a terapia

com cisplatina®*.

1.3.3 Oxaliplatina

Os compostos de platina interagem com o ADN ocasionando uma lesdo em
nivel molecular. As principais interagdes ocorrem em centros nucleofilicos na
posicdo N7 das purinas do ADN (Figura 1.5). Os adutos formados levam a uma
distorcdo na estrutura da hélice e essa lesdo ao ADN conduz a apoptose da

célula®s.

HyNe,, DNA Hyley, o
- , ( Pt g
HN® Gl H3N G
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Figura 1.5. Representacdo esquematica da formagdo do complexo de platina no DNA in vivo®°,

A OXPt (Figura 1.1 A) pertence a 32 geracdo dos compostos de platina, em
gque o atomo central de platina € envolvido por um oxalato e um 1,2-
diaminociclohexano em posicao trans. Assim como outros derivados da platina, a
OXPt exerce seu efeito citotéxico provocando dano ao ADN, inibindo a sintese e
formacdo de novas moléculas nucleicas; consequentemente, a sintese do RNA e
das proteinas celulares também séo inibidas?>26. Dentro da célula, varias espécies

reativas sao formadas, incluindo a monoaquoDACH (1,2-diaminocliclohexano)



platina [Pt(H20)CI(DACH)]* e diaquoDACH platina [Pt(H20)2(DACH)]?*, que se
ligam a macromoléculas, como o DNA, levando a célula a apoptose (Figura 1.6).

+ 2*
NHZ\ p— - NH2\ /CI HO  CIF NH2\ /OH2 HO  CI NH2\ /OH2
Pt
; /Pt .,' \_/ .., /Pt\ v 5 75N
NH, O—C\ = NH, Cl = NH,  OH,
Oxaliplatin PtCL,(DACH) [Pt(H;0)Cl)(DACH)]" [Pt(H,0),(DACH)]**

Figura 1.6. Rota de biotransformacao da oxaliplatina 52.

Contudo, a seletividade tumoral dos farmacos de platina é bastante baixa,
tornando a toxicidade sistémica e a resisténcia ao farmaco os maiores problemas
desses complexos?®. Por esse motivo, é interessante que se desenvolvam novas
tecnologias que permitam diminuir a toxicidade do medicamento, sem contudo
afetar a sua atividade antineoplasica, como é o caso de formulacdes
nanoestruturadas mucoadesivas para aplicacdo topica do farmaco, que € alvo de
estudo deste trabalho.

A OXPt, por ser uma substancia hidrofilica e de baixa massa molecular
(397,28 Da), deve apresentar facil incorporacdo em sistemas poliméricos. Nao é
encontrado na literatura, no entanto, dados que evidenciem o perfil de permeacéo
desse farmaco através de tecidos quando aplicadas topicamente, nem a

concentracéo efetiva do farmaco em tumores de cavidade oral.

1.4 Nanotecnologia aplicada a medicamentos

Nas terapias medicamentosas sistémicas convencionais, principalmente as
que fazem uso das vias de administracédo oral e parenteral, sdo requeridas altas
doses do farmaco para que, ap0s a absorcéo e biodistribuicédo, a substancia ativa
atinja o tecido-alvo em concentragfes terapéuticas. Nesse processo, quantidades
significativas do farmaco sdo acumuladas em tecidos ndo alvos, desencadeando
diversos efeitos adversos, muitos deles toxicos?”28. A utilizacdo de vias topicas, em
gue o medicamento é aplicado diretamente no tecido-alvo, como pele e mucosas,
nem sempre representa uma alternativa vidvel, uma vez que a absorcdo de

farmacos nesses tecidos tende a ser limitada ou incompleta.
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Um grande desafio para os pesquisadores na area farmacéutica est4 no
desenvolvimento de medicamentos mais eficientes, que utilizem doses menores do
farmaco e que sejam capazes de direciona-lo exclusivamente ao local de acéo
pretendido, sem se acumular em outros tecidos, evitando-se efeitos adversos.
Outro importante desafio consiste na liberagdo progressiva do farmaco durante
periodos estendidos, de forma que se reduza a necessidade de aplicacdo do
medicamento repetidas vezes ao longo do dia, mantendo-se niveis eficazes e
seguros do farmaco em seu local de acéo durante todo o periodo de tratamento.

Nos ultimos anos, vislumbrou-se na nanotecnologia uma possibilidade real
de desenvolver medicamentos alvo-especificos mais eficazes e seguros. A
nanotecnologia € uma area emergente da ciéncia que se dedica ao
desenvolvimento de sistemas estruturados em dimensdes compreendidas
normalmente nos valores de 0,1 a 500 nm, produzidos a partir dos mais diversos
tipos de materiais, ou seja, a partir de polimeros, ceramicas, metais,
semicondutores e biomateriais?®3°, O interesse por essa tecnologia estd em
explorar as novas propriedades que a matéria assume em dimensodes tdo reduzidas
que se diferem de material em macroescala quanto as caracteristicas opticas,
eletrénicas, magnéticas e bioldgicas?®.

No campo médico, os nanocarreadores tém sido eficazes em solucionar
problemas relacionados a baixa biodisponibilidade de alguns farmacos, a sua
instabilidade quimica e baixa solubilidade aguosa. Mais importante, os carreadores
nanoestruturados mostram-se capazes de melhorar a absor¢cdo de farmacos,
sustentar sua liberacédo e até vetorizar sua liberacéo, direcionando-os ao sitio de
acao?s.

Dependendo da composicdo e estrutura, os carreadores nanoestruturados
podem ser denominados nanoparticulas, dendrimeros, nanotubos, nanoemulsées
ou nhanovesiculas, entre as quais se destacam os lipossomas. O foco deste trabalho
esta na obtencdo de nanoparticulas.

Nanoparticulas é a denominacao geral dada a particulas solidas e esféricas
com diametros inferiores a algumas centenas de nandémetros. Sao dotadas de
caracteristicas diferenciadas de particulas com maiores dimensdes ou agregado de

particulas®®2, Em dependéncia do material com o qual sdo preparadas, as
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nanoparticulas sao classificadas como poliméricas, lipidicas sélidas, magnéticas ou

metalicas.

1.4.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas s&o particulas rigidas, habitualmente
preparadas com polimeros biodegradaveis e tém atraido grande atencdo de
pesquisadores devido a sua capacidade de propiciar a liberacdo controlada das
substancias terapéuticas encapsuladas. Outras vantagens incluem a alta
estabilidade dessas particulas nos fluidos biolégicos durante o periodo de
armazenamento3.

De acordo com sua composicao e organizacao estrutural, as nanoparticulas
podem se apresentar em forma de nanocépsulas ou nanoesferas (Figura 1.7A e
Figura 1.7B, respectivamente). As nanocapsulas sdo constituidas de involucro
polimérico, disposto ao redor de um ou mais nucleos, estando o farmaco dissolvido
no ndcleo e ou adsorvido a parede polimérica. As nanoesferas sao formadas por
matriz polimérica, em que o farmaco se distribui homogeneamente em seu interior
ou permanece adsorvido em sua superficie.?832 As nanoparticulas poliméricas tém
apresentado aplicacBes promissoras, principalmente na vetorizacdo de farmacos
anticancerigenos34, proteinas e peptidios®®, vacinas®® e antibi6ticos®’.

Farmacos antitumorais nanoencapsulados (Figura 1.7), mesmo apés
administragao sistémica, acumulam-se preferencialmente nos tumores devido ao
mecanismo de vetoriza¢do passiva, ou seja, ha um acumulo de nanoparticulas nos
tumores solidos devido a uma alteracdo na fisiologia dos seus vasos. Essa
modificacao fisiolégica ocorre devido ao aumento da permeabilidade do endotélio
vascular na regido do tecido tumoral, 0 que permite extravasamento tanto de
liquidos quanto das préprias nanoparticulas?®. As nanoparticulas poliméricas
podem ainda ser revestidas de polimeros como polietilenoglicol (PEG) com a
funcéo de prevenir sua opsonizacdo por proteinas e aumentar a meia-vida desses
carreadores na circulacdo sistémica?®,

Outra promissora aplicacdo das nanoparticulas é a administracao oftalmica
de farmacos®®3°, Ja foi demonstrado experimentalmente que nanoparticulas
preparadas com polimeros mucoadesivos, como € o caso da quitosana, tendem a

permanecer em contato com a mucosa ocular por um periodo mais longo e
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aumentar a biodisponibilidade de farmacos, além de reduzir a ocorréncia de efeitos
adversos devido a absorcao sistémica da fracdo da preparagéo drenada pelo ducto
nasolacrimal®.

Entre os medicamentos comercializados na forma de nanoparticulas
poliméricas para liberagdo prolongada de farmacos, destaca-se o Abraxane®
(paclitaxel), que é indicado para o tratamento sistémico do cancer de mama?*°. Esse
medicamento é constituido de nanoparticulas conjugadas a albumina com tamanho
aproximado de 130 nm. As nanoparticulas com albumina interagem com a proteina
gp60, o que facilita o transporte do farmaco da circulagdo sistémica para o sitio
tumoral?!.

No campo dermatoldgico, a industria nacional Biolab trouxe nos ultimos anos
duas inovagdes em medicamentos com nanoparticulas poliméricas: um creme
anestésico de prilocaina e uma formulacdo para controle da alopecia com
finasterida em sua composicdo*?#3. Ambas as formulacdes sdo compostas de
nanocapsulas produzidas com um polimero biodegradavel que liberam os farmacos
de maneira sustentada na pele. Esses medicamentos, resultados de parceria entre
a empresa farmacéutica e pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS)*, estdo em testes clinicos de fase Ill. Sistemas com
nanoparticulas ou microparticulas de quitosana para direcionar a liberacdo do
minoxidil para o foliculo piloso, com vista ao tratamento topico da alopecia, também

vém sendo desenvolvidos 4446,

Figura 1.7. Representacao esquematica das nanoparticulas poliméricas. A) Nanocapulas e B)
Nanoesferas®?.

O emprego de polimeros potencialmente mucoadesivos para preparo de
nanoparticulas para aplicacao topica em mucosas, principalmente direcionadas

ao tratamento de tumores na regido oral, ainda € pouco explorado na literatura.
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1.5 Mucosa oral e Mucoadesao

A mucosa que compfe a cavidade oral € composta por um epitélio
estratificado escamoso, que confere uma cobertura flexivel para estruturas
subjacentes, bem como uma barreira fisica contra a entrada de patégenos. Outros
tipos celulares como os melandcitos e linfocitos também séo encontrados na
mucosa oral. Revestindo a mucosa, ha uma camada de muco composta
principalmente pela proteina mucina, além da lamina propria e o muco-periéstico
(Figura 1.8)%748,

&‘U : — Epitélio Oral
Ao A PN .

il Ay
!

— Lamina Propria

— Muco-peridstico

Figura 1.8. Histologia da mucosa oral humana saudavel. A) Epitélio Oral, B) Lamina prépria, C)
Muco-periostico 5.

A cavidade oral inclui diferentes estruturas como a lingua, o palato duro, o
labio e a gengiva, os quais mostram variabilidade estrutural consideravel de acordo
com sua funcdo. Essas regibes podem ser usadas para a liberagdo de diferentes
agentes terapéuticos topicos para o tratamento de disturbios locais, tais como
doenca periodontal, infec¢Bes bacterianas e fungicas, estomatite aftosas e doengas
vesicobolhosa, assim como canceres orais®->’.

O epitélio da cavidade oral € adaptado para realizar diferentes funcdes
fisiologicas. A principal diferenca entres os seus diferentes tipos celulares é a
presenca regional de queratina em algumas areas dessa mucosa. O palato duro e
a gengivas sao superficies mucosas queratinizadas que suportam o estresse

mecanico durante a mastigacao e expressam queratinas de maior peso molecular,



14

tais como queratina 1 e 10. Este tecido é firmimente anexado ao tecido conectivo
subjacente e ao 0ss0%%%6,

A mucosa ndo-queratinizada, que esta localizada na regido do assoalho da
boca, regides dos labios e superficie da lingua, € flexivel suficiente para permitir a
fala ou a acomodacdo de um bolo de alimento. As queratinas de baixo peso
molecular, incluindo 4 e 13, sdo expressas nestes tecidos. Além das diferencas de
expressao de queratina, existem diferencas regionais na espessura do tecido e no
ciclo celular. A homeostase epitelial requer que a taxa de producao de células seja
igual a taxa de descamacédo. A descamacao continua da camada de células mais
externa reduz a quantidade de bactérias associadas as células epiteliais, limitando
assim a colonizacgéo bacteriana.>%6,

Os estudos de permeacdo sdo um complemento valioso para os estudos de
absorcdo percutanea in vivo e fornecem informacdes importantes para avaliar a
permeacdo dos farmacos através da mucosa. Uma variedade de sistemas de
difusdo passiva para experimentos de permeacéo in vitro foram desenvolvidos para
elucidar os mecanismos de transporte pela mucosa oral, ou mesmo para a
avaliacdo de potenciais promotores de penetracéo de farmacos®%6,

Em estudos in vitro de permeacdo transmucosa € normalmente utilizada
como modelo de tecido biol6gico a mucosa oral ndo-queratinizada de suinos. Isso
porque estes tecidos sdo semelhantes a mucosa humana em termos de
organizacéao histolégica, permeabilidade, e composicéo lipidica®®-5®,

Como foi dito anteriormente, a mucosa oral é revestida por uma camada de
muco. Alguns polimeros considerados mucoadesivos, sejam eles naturais ou
sintéticos, interagem com a camada de muco cobrindo a superficie epitelial da
mucosa. Esses polimeros permitem que a formulacédo seja direcionada para uma
determinada regido do corpo, melhorando assim a biodisponibilidade dos
farmacos®8.

A quitosana € um polissacarideo derivado da quitina, e pode ser obtida
industrialmente pela hidrélise dos grupamentos aminoacetil da quitina a partir da
hidrolise alcalina da carapaca de crustaceos. A quitosana possui varias
caracteristicas interessantes para a liberacao controlada de substéncias em tecidos
biolégicos, como a mucosa oral ou até mesmo no olho. E um polimero hidrofilico

mucoadesivo, biocompativel e biodegradavel. Na verdade, os grupos amino
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carregados positivamente da quitosana interagem com os residuos de acido sialico
negativamente carregados de mucina, estendendo o tempo de contato do farmaco
com o tecido alvo. O acido hialurénico, presente na matriz extracelular de tecidos
conectivos de vertebrados, é outro polimero naturalque possui caracteristicas
mucoadesivas®®.

Algumas nanoparticulas de PLGA foram preparadas pelo método de
deposicao do solvente e foram caracterizadas como mucoadesivas devido ao seu
revestimento polimérico com o acido poliacrilico, que tem propriedades
bioadesivas®®-*°.

A capacidade de ligacédo dos polimeros a mucosa ocorre devido as forcas de
atracdes eletrostaticas e ligacfes de hidrogénio. Apesar desses mecanismos de
ligacdo ainda ndo serem completamente elucidados, uma teoria sugere que a
bioadesdo ocorra por meio das interacdes eletrostaticas, em que os polimeros
carregados positivamente, como a quitosana, interajam com as cargas negativas
presentes nas macromoléculas de mucina, em pH fisiol6gico 58:°°.

A avaliacdo da mucoadeséo das particulas desenvolvidas nesse trabalho,
portanto, € um topico importante para a pesquisa devido ao seu potencial em
aumentar a liberacado de farmacos, ao passo que promove um maior contato da

formulacdo com o local de acéo do farmaco®2.

1.6 lontoforese

O presente trabalho, além de propor o uso de nanoparticulas mucoadesivas
contendo o quimioterapico OXPt na tentativa de viabilizar um tratamento topico
efetivo para tumores orais, tem também o objetivo de estudar a influéncia da técnica
de iontoforese para acelerar o acumulo do farmaco na mucosa oral.

A iontoforese € um método nao-invasivo e indolor de administracdo tépica
e/ou transdérmica de farmacos baseada na movimentagdo de moléculas
hidrofilicas, carregadas ou n&o, usando uma corrente elétrica de baixa intensidade.
Essa opcdo de tratamento apresenta como principais caracteristicas: i) uma
liberacdo mais rapida do farmaco no tecido, ii) a capacidade de administrar
macromoléculas para os tecidos superficiais e iii) um melhor controle da dose de

farmaco administrada®3->4.
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Tal técnica conecta o tecido a um circuito elétrico miniaturizado, promovendo
um gradiente de corrente elétrica que causa a movimentagao de ions. As moléculas
carregadas movem-se em direcdo aos eletrodos de cargas opostas, que estdo em
contato com a superficie do tecido através de solucdes eletroliticas que também
contém o farmaco. Esse mecanismo permite a liberacdo de moléculas catidnicas,
anibnicas e neutras, de modo que o farmaco catibénico ou neutro deverd ficar no
eletrodo positivo, ao passo que farmacos anidnicos deverdo ser colocados em

contato com o eletrodo negativo (Figura 1.9)%.

FONTE DE CORRENTE
CONSTANTE

ol

'

(4eDAeCD(AeCD(8eD
gCg(gCl

AgCl(s) + e- — Ag(s) + Cl(aq)

Mucosa

Figura 1.9. lontoforese utilizando um sistema de eletrodos de Ag/AgCIl. O &nodo contém um
farmaco ionizavel D+ e seu contra-ion A- e Na+CI-44,

Existem dois mecanismos que explicam o aumento da penetracao tépica de
moléculas sob a influéncia de um campo elétrico: eletromigracdo e a eletrosmose
(Figura 1.10). A eletromigracdo ou eletrorrepulsdo refere-se ao movimento
ordenado de ions na presenca de uma corrente elétrica aplicada ao meio, de modo
gue eletrodos de igual polaridade que a molécula promovem seu transporte para o
interior da pele e mucosas, enquanto eletrodos de polaridade oposta atraem ions e
moléculas carregadas para o exterior desses tecidos. Ja a eletrosmose refere-se
ao fluxo de um volume de solvente resultante da movimentacéo de eletrolitos para
o interior da pele e mucosas quando uma corrente elétrica é aplicada, que em pH

fisiologico € normalmente mais facilitado do eletrodo positivo em dire¢céo ao interior
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do organismo devido as cargas negativas presentes na superficie da pele e na

mucosa®*.

A) anodo +I _ catodo

Fluxo Convectivo

Interior do
Corpo de Solvente k\ __'_J
Electrorrepulsio

Figura 1.10. A) Eletromigragéo ou eletrorrepulsédo: O eletrodo positivo repele farmacos de carga
positiva, fazendo com que atravessem a mucosa. No eletrodo negativo, farmacos de cargas
negativas sdo repelidos. B) Eletrosmose: O fluxo de um solvente fisiol6gico promovido pela corrente

elétrica entre os eletrodos positivo e negativo permite a transferéncia de farmacos neutros*.

A iontoforese transoral ja tem sido utilizada para a liberacao de farmacos
como: atenolol, naltraxona, ondansetrona, lidocaina e nicotina. No entanto, o
potencial de iontoforese para aplicacéo tépica de quimioterapicos na mucosa oral
ainda nao foi bem explorado®.

O excelente controle oferecido pela iontoforese na cinética de liberacéo de
farmacos quimioterapicos possui extrema importancia, ja que esses agentes,
frequentemente, causam sérios efeitos adversos sistémicos. A terapia iontoforética
topica ndo é somente uma alternativa ndo-invasiva a administracao intravenosa de
farmacos quimioterapicos, mas também reduziria a dose administrada, diminuindo
assim 0s custos concomitantemente e o risco a exposicao sistémica. Desta forma,
a liberacao iontoforética local de anticancerigenos na mucosa oral pode ser uma
alternativa eficaz e segura em comparacéo ao sistema quimioterapico intravenoso
convencional, principamente para para pacientes: (i) que receberéo radioterapia,
(i) em quem a cirurgia ndo € indicada, (iii) onde os procedimentos cirlrgicos seriam
muito invasivos ou limitariam as fungdes fisiologicas normais, (iv) onde a cirurgia ja
foi realizada sem remissdo completa do cancer ou (v) no pré-operatorio como um
tratamento neo-adjuvante para reduzir o tamanho do tumor e, portanto, permitem

um procedimento cirlirgico mais facil e menos invasivo®°.
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Dessa forma, os resultados obtidos nesse trabalho com a aplicacdo da
ilontoforese sobre as formulagbes contendo OXPt poderdo gerar uma nova
abordagem terapéutica quimioterapica, néo-invasiva e eficiente, com o rapido

acumulo do farmaco sobre a regido tumoral.

1.7 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar
nanoparticulas poliméricas mucoadesivas encapsulando a OXPt, a fim de servir
como alternativa topica e ndo-invasiva para o tratamento auxiliar de tumores orais.

Para se alcancar esse objetivo geral, os seguintes objetivos especificos

foram determinados:

e Padronizar e validar um método analitico para quantificacdo do farmaco

OXPt para dar suporte ao desenvolvimento da formulacéo;

e Realizar os ensaios de pré-formulagdo com a OXPt, determinando-se sua
solubilidade, coeficiente de particdo e compatibilidade com excipientes

farmacéuticos de relevancia no preparo da formulacao;

e Otimizar o desenvolvimento e caracterizar nanoparticulas de quitosana
contendo a OXPt, seguindo parametros de tamanho e dispersdo de

tamanho, potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulacao;
e Avaliar a estabilidade fisico-quimica da dispersédo de nanoparticulas;

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

partir da dispersao de nanoparticulas;
e Avaliar in vitro a mucoadesividade das nanoparticulas desenvolvidas;

e Verificar ex vivo a penetragdo da OXPt nanoencapsulada em mucosa oral

de suinos a partir da nanoformulagéo;

e Determinar ex vivo a influéncia da iontoforese sobre a penetracdo da OXPt

na mucosa oral a partir da hanoformulacéo;
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e Avaliar in vitro a atividade das formula¢gées desenvolvidas na inibicdo do

crescimento de células da linhagem SSC-9 de tumor de lingua.
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CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO
SIMPLES E SELETIVO PARA A QUANTIFICACAO DE
OXALIPLATINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

Neste capitulo experimental da tese serdo apresentados dados referentes
ao desenvolvimento e a validacdo de um método analitico cromatogréafico simples
e seletivo para a quantificacdo da OXPt. Esse método dara suporte aos
experimentos subsequentes envolvidos no desenvolvimento e avaliagdo da

formulacé@o nanoestruturada contendo o agente quimioterapico.

2.1 Material e Métodos
2.1.1 Material

A OXPt (platinum(4+) ion (1R,2R)-cyclohexane-1,2-diaminide oxalate,
CsH12N204Pt, 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 desacetilacdo 75-85%), poloxamer 407 (POLOX) e &cido fosférico
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Acetonitrila e metanol
grau HPLC foram adquiridos da J.T Barker (Philisburg, USA). Todas as analises

foram realizadas com agua Milli-Q (Millipore, llikirch-Graffenstaden, Franca).

2.1.2 Preparo da solugéo estoque

Solucdes estoque de OXPt (100 pg.mL?) foram preparadas dissolvendo-se
10 mg do farmaco em 100 mL de &gua ultrapurificada. Essas solu¢bes foram

utilizadas para preparo das curvas de calibracdo por diluicdo em agua.

2.1.3 Desenvolvimento do método

O desenvolvimento do método foi inicialmente baseado na sele¢do do
comprimento de onda de méaxima absor¢do do farmaco utilizando-se um
espectrofotometro (Lambda Bio model, PerkinElmer, United Kingdom). Diferentes
condi¢cbes cromatograficas foram entéo testadas, tais como composicao da fase
movel, vazdo e volume de injecdo, de acordo com 0 que esta apresentado na
Tabela 2.1 abaixo, de modo a se obter picos cromatograficos com critérios

analiticos adequados.
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2.1.4 Condic¢des cromatograficas

A OXPt foi dosada com o auxilio de um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE, Shimadzu LC 20-AD, Kyoto Jap&o) composto por duas bombas (modelo LC
20-AT), um injetor automatico (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 andlise cromatografica Shimadzu LC. Foi
utilizada uma coluna de fase reversa Cis (150 mm x 4,6 mm) da Dionex Co. (Salt
Lake City, UT, USA). Afase movel foi composta por uma mistura de solucédo aquosa
acida (0,01 M Acido fosforico):acetronitrila (95:5, v/v). A vazéo foi de 1 mL/min, o
volume de inje¢do das amostras foi de 20 pL, o forno foi utilizado a temperatura de

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

2.1.5 Validacédo 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,

precisao, exatidao, limite de deteccéo e limite de quantificacao.

a) Especificidade/Seletividade

A especificidade foi avaliada injetando-se no CLAE amostras de OXPt
contaminadas ou nao com quitosana e poloxamer, 0s principais biopolimeros com
potencial mucoadesivo utilizados para o preparo de formulagdes.

Seis solucdes estoque independentes foram preparadas como descrito
anteriormente (item 2.1.2) e diluidas a uma concentracdo nominal de 5 pg.mL"! de
OXPt para a analise em CLAE. Entéo, essas mesmas seis solu¢des de OXPt foram
contaminadas com os dois polimeros a uma concentragdo também igual a 5 pg.mL-
! para os polimeros e foram reanalisadas. Os resultados de area do pico e tempo
de retengdo foram avaliados com teste estatistico ANOVA one-way com nivel de

significancia de 0,05.

b) Linearidade

Foram preparadas 3 curvas de calibracdo com uma faixa de concentracao

de OXPt entre 0,5 e 15 pg.mL? a partir de trés solugdes estoque diferentes. A



28

linearidade foi avaliada a partir da regressao linear da curva obtida plotando-se
concentracao versus area do pico cromatografico. O coeficiente angular e testes de
proporcionalidade foram avaliados utilizando-se o teste t-student. Homogeneidade
da variancia e normalidade dos residuos foram conferidos por ANOVA one-way com
nivel de significancia de 0,05. Fatores de resposta linear foram calculados a partir
da relacdo entre a area dos picos e a concentracao teodrica de OXPt. A andlise
desse parametro foi avaliada a partir das meédias dos fatores de resposta e o0 seu

coeficiente de variacao.

c) Preciséo e exatidao

Precisdo e exatiddo foram determinadas em termos de recuperacdo de
concentracfes conhecidas de OXPt. As amostras foram preparadas em trés niveis
da curva de calibragdo (0,5; 3,0 e 15,0 ug.mL?). As andlises foram realizadas no
mesmo dia para determinar variabilidade intra-corrida e em dias diferentes para se
estabelecer a variabilidade inter-corrida. A precisédo foi avaliada calculando-se o
coeficiente de variacao (CV) e a exatidao foi avaliada calculando-se o erro (E), de

acordo com as equacdes abaixo:
CV = (100 —AV| *n) / Z (1),

Onde: CV é o coeficiente de variacdo da repetibilidade do método (analise
intracorrida), AV é o valor de aceitagéo, n € o numero de replicatas e Z (0=0,01) é
2,68 16,

E% = (Concentragdo Obtida/ Concentragdo tedrica) x 100 (2),

Onde: (E%) corresponde a porcentagem de recuperacao, valor obtido corresponde
a concentracdo obtida apds a analise, e o valor real corresponde a concentracao

do padrdo que deveria ser encontrado na analise.

O numero apropriado de replicatas para analise experimental analitica
contendo OXPt foi estimado a partir da repetibilidade do método, baseado no

intervalo de confianca de 98-102%.
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d) Limite de quantificacdo e limite de deteccdo

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagéo (LQ) foram definidos a partir
das equacoes descritas abaixo:
LD=(8x5s)/S (3),
LQ = (10x )/ S (4),

Onde: s é o desvio padréao do intercepto no eixo Y da curva de calibragcdoe S € o

coeficiente angular da curva de calibracao.

2.2 Resultados e Discussao

2.2.1 Desenvolvimento do Método Cromatografico

A absorbancia maxima em UV da OXPt ocorreu em 255 nm; logo, esse
comprimento de onda foi estabelecido para todas as andlises do farmaco. As
principais variacfes nas condi¢cdes cromatograficas para otimizagdo do método
analitico estao descritas na Tabela 2.1. A fase mdvel composta por metanol e agua
estabeleceu uma baixa interacdo entre o farmaco e a coluna, resultando em uma
rapida eluicdo da OXPt. Igualmente, fases moveis contendo diferentes proporcées
de agua e acetonitrila resultaram em uma eluicdo precoce da OXPt (antes de 2
minutos), apresentando picos com fatores de simetria inadequados.

Tabela 2.1. Variagdo das condigBes do método analitico. Amostras de OXPt (15,0 pg.mlt) foram
analisadas por CLAE usando uma coluna Cis, com detecc¢éo de UV fixado em 255 nm, a 25°C.

Volume de Vazéo
Fase movel (v:v) Resultado
injecdo (ML)  (mL/min)

Acetonitrila : Agua (90:10) 50 1 Cauda
Acetonitrila: Agua (80:20) 50 1 Cauda
Acetonitrila : Agua (70:30) 50 1 Cauda
Acetonitrila : Agua (50:50) 50 1 Cauda
Acetonitrila : Agua (20:80) 50 1 Cauda

Acetonitrila : 4gua : Metanol (60:30:10) 50 1 Ponta
Metanol : agua (85:15) 50 1 Volume morto
Metanol : agua (65:35) 50 1 Volume morto
Metanol : agua (70:30) 10 0,5 Cauda
Metanol : agua (70:30) 30 0,3 Ombro
Metanol : agua (30:70) 50 1 Ombro

Solucgéo acida : acetonitrila (80:20) 20 1 Volume morto
Solugéo acida : acetonitrila (90:10) 20 1 Volume morto
Solucéo acida : acetonitrila (95:5) 20 1 Pico adequado
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A OXPt é uma substancia hidrossollvel, que apresenta pKa igual a 6,1'2. Em
valores de pH abaixo do pKa, a polaridade da molécula diminui, permitindo uma
maior interacdo entre o farmaco e a coluna apolar Cis. Dessa forma, foi utilizada
uma solucéo aquosa de acido fosférico 0,01M (pH 3,5) como solvente polar, com o
intuito de se obter melhores resultados em termos de separacdo e qualidade do
pico. A mistura de &cido fosforico: acetonitrila na proporcao de 95:5, (v/v) de fato
mostrou ser a composicao de fase movel mais adequada para a separacéo do pico

com um tempo de retencéo apropriado (3,7 minutos, Figura 2.1).
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Figura 2.1. Sobreposicdo dos cromatogramas por CLAE das solu¢des aquosas de OXPt analisadas
em diferentes concentragdes (0,5; 3,0 e 15,0 pg.mL1).

2.2.2 Especificidade

A especificidade € um parametro importante na validagdo de um método
analitico. Nesse trabalho, o desenvolvimento do método analitico € baseado na
qguantificacdo da OXPt a partir de formulagcdes mucoadesivas compostas pelos
polimeros de quitosana e poloxamer?3,

Experimentos anteriores realizados utilizando espectrofotometria no UV néo
se mostraram seletivos para as soluc¢des dos polimeros, visto que elas absorviam
a luz no mesmo comprimento de onda de absor¢do maximo do farmaco. Por isso,
um equipamento mais seletivo como o CLAE foi escolhido para as analises.

A Figura 2.2 mostra a sobreposicdo dos cromatogramas das solucdes de

OXPt contaminadas com os polimeros. Os picos do farmaco estdo claramente
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separados dos picos do solvente (fase mével) e dos polimeros em todas as
situacdes. Nas condigcbes de andlise, os polimeros ndo mostraram resposta
detectavel proxima ao tempo de retencdo da OXPt, permitindo uma deteccao

confiavel do farmaco na presenca dos polimeros.
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Figura 2.2. Sobreposicdo dos cromatogramas por CLAE de uma solucdo simples de OXPt (5,0
pg.mL1) e solugdes de oxaliplatina contaminadas com 5,0 pg/mL de (a) quitosana ou (b) poloxamer.

As areas dos picos e os tempos de retencdo das amostras de OXPt contendo
ou ndo os interferentes foram comparadas para se avaliar a capacidade de

reprodutibilidade do método analitico na presencga dos contaminantes (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Seletividade do método de quantificacdo de OXPt (5,0 ug.mL™1) sozinha, com quitosana
(5,0 pg.mL1) e com poloxamer (5,0 pg.mlt), analisados em termos de diferencas entre (a) as areas
dos picos e (b) os tempos de retencéo. * p < 0,05.
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As éareas dos picos de OXPt apresentaram uma diferenca estatistica
(ANOVA) na presenca do poloxamer (Figura 2.3a: p = 0,008 e a = 0,05), enquanto
a quitosana néo interferiu significativamente na resposta. Entretanto, considerando-
se que a alta quantidade de polimero na amostra (5 pg.mL?) somente reduziu a
area do pico de OXPt em 2%, considerou-se essa margem segura para a analise
de OXPt na presenca desse polimero. A andlise estatistica ANOVA ndo apresentou
diferenca estatistica entre os tempos de retencdo da OXPt na presenca ou auséncia
dos polimeros, sendo as variagdes ocorridas atribuidas ao erro aleatorio (p = 0,015,
a = 0,05).

2.3.3 Linearidade

A curva analitica obtida para a OXPt esta apresentada na Figura 2.4. A
andlise de variancia (ANOVA) confirmou a linearidade da curva, homogeneidade

das variancias e normalidade dos residuos, os quais foram distribuidos sem

tendéncia.
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Figura 2.4. Representacdo grafica da curva analitica obtida para a OXPt por CLAE (y = 7159,7x —
140,9; r = 0,9998; n = 3).

O coeficiente de correlacdo linear (r = 0,9998) mostrou uma alta
probabilidade de correlacdo entre as variaveis (concentracdo e area do pico) e
segue a recomendacdo minima de 0,994,

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

significativamente diferente de zero. Esse valor € menor que 1% da resposta do
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analito baseado na concentracao teorica, preenchendo outro parametro analitico
requerido.

A inclinacao da curva é diferente de zero (t = 217,9; a = 0,05) e o seu alto
valor (7159,7) indica boa sensibilidade metodologica. Os valores médios dos
fatores de resposta (7151,4) foram muito préximos ao valor de inclinagao (7159,7),
indicando uma calibrag&o linear dos resultados. O coeficiente do fator de resposta
da variacéo foi 2,5%, menor do que 0s 5% recomendados pelo ICH4.

Baseados nos dados apresentados, o método se mostrou linear,
apresentando todos os parametros necessarios dos protocolos internacionais para
validagcédo de métodos?!4.

2.3.4 Precisao e exatidao

Os resultados de precisao e exatidao da quantificacdo de OXPt (intra- e inter-

corrida) estdo apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Preciséo (CV) e exatiddo do método por CLAE para a quantificacdo de OXPt.

Concentragdo teérica Concentragéo Experimental o
CV (%)? ExatidaoP

(Mg.mL1) (média + DP; pg.mL™1)
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 Variacdo (CV) = (DP/média); Pexatiddo = (concentracdo experimental/concentracéo

tedrica) x 100.

A precisao foi avaliada para identificar erros aleatérios que nao podem ser
controlados, como por exemplo tempo de andlise, reagentes, acuracia das vidrarias
e preparo de amostras'®. Para intra e intercorrida, os coeficientes de variacédo

(CV%) variaram entre 0,6% e 4,2%. Esses valores estdo de acordo com 0 maximo
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limite de 5% proposto pelos 6rgéos internacionais de validagédo®®. O CV obtido da
repetibilidade (intracorrida) também permitiu estimar (equagdo 3) que é
recomendado no minimo 5 réplicas durante a rotina de analise, considerando CV%
meédio de 1,8% (Tabela 2.2). A recuperacao do farmaco foi de 95,3% a 104,3%.
Esses valores também estdo de acordo com os limites de aceitacdo para
recuperacdo em matrizes farmacéuticas determinado pelo ICH!4, indicando uma

proximidade entre os valores obtidos e tedricos de OXPt.

2.3.5 Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificacédo (LQ)

Os LD e LQ foram calculados e sdo 0,099 e 0,331 pg.mL™, respectivamente.
Dessa forma, o método analitico proposto € sensivel para a anélise da OXPt nas
formulag@es farmacéuticas, assim como pode ser Gtil para determinar a cinética de

liberacdo do farmaco pela matriz polimérica em que ele sera inserido.

2.4 Concluséo

O método CLAE mostrou-se seletivo para a quantificacdo da OXPt em
formulacdes farmacéuticas. O método foi capaz de quantificar a OXPt na presenca
de qualquer interferente, como solventes e 0s polimeros quitosana e poloxamer.
Precisdo, exatidao, e baixos valores de LD e LQ também foram demonstrados
durante todas as analises realizadas.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA
OXALIPLATINA E COMPATIBILIDADE COM OS POLIMEROS DE
MAIOR RELEVANCIA NO DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE
LIBERACAO MODIFICADOS

Neste capitulo serdo apresentados resultados referentes a obtencdo de
dados fisico-quimicos da OXPt, bem como a realizacdo de ensaios que buscam
avaliar a compatibilidade quimica deste farmaco com polimeros utilizados no
preparo de nanoparticulas e outras formulagfes farmacéuticas. Esses ensaios de
pré-formulacao serviram de referéncia ao processo de desenvolvimento e avaliacao
das nanoparticulas de quitosana contendo a OXPt, que sera tratado no capitulo

seguinte.

3.1 Material e Métodos
3.1.1 Material

A OXPt (platinum(4+) ion (1R,2R)-cyclohexane-1,2-diaminide oxalate,
CsH12N204Pt, 99.0%) utilizada neste trabalho foi adquirida da Simagchem Co.
(Xiamen, China). Os polimeros, Quitosana de baixo peso molecular (QBPM),
Quitosana de médio peso molecular (QMPM) (PM, 50,000-190,000 Da e grau de
desacetilacdo 75-85%), poloxamer 407 (POLOX) e Poli(acido lactico-co-acido
glicdlico) (PLGA) MM% (50/50) e o sal HEPES foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany). Todos os solventes e outros reagentes usados neste estudo
sdo de grau analitico e foram utilizados sem demais purificacdes. Todas as
preparacdes foram realizadas com &gua ultrapurificada (Milipore, lllkirch-

Graffenstaden, Francga).

3.1.2 Determinacao da solubilidade da OXPt

Um excesso de OXPt foi adicionada em agua e tampédo HEPES 25,0 mM
isotonizado com NaCl (pH 7,4 £ 0,01). As suspensdes foram agitadas por 24 h em
um shaker oscilatorio a 25°C (Phoenix AP-22, Brazil). As amostras foram filtradas
em filtros de porosidade de 0,22 um e propriamente diluidas antes da analise
quantitativa. O experimento foi realizado em triplicata e analisado por
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espectrofotometro  PerkinElImer Lambd XLS (Massachusetts, EUA) em

comprimento de onda de 255 nm.

3.1.3 Determinacao do coeficiente de particdo octanol/agua (Ko/w)

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) da OXPt foi determinado pelo
método do “shake flask”. Uma solugao inicial de OXPt (200 ug.mL?) foi preparada
utilizando-se agua Milli-Q pré-saturada com 1-octanol. Depois, 10 mL desta solucao
inicial foi adicionado em erlenmeyers e 1 mL foi removido para andlise antes de
particdo (P1). Nos mesmos erlenmeyers foram adicionados 9 mL de 1-octanol
previamente saturado com agua. Este sistema foi mantido sob agitacdo de 500 rpm
durante 24 h. As amostras foram colocadas em um funil de separacdo sem
perturbacao 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 separacao completa da fase oleosa. Esta fase foi filtrada com filtro de 0,45 pm
da marca Millipore e analisada em um espectrofotometro PerkinElmer Lambda XLS

(Massachusetts , EUA) a 255 nm (P2). O Kow foi calculado utilizando a equacgéo:

Kow =P1-P2/P1 (5)
3.1.4. Preparo das amostras

Misturas binarias de OXPt com cada um dos polimeros (POLOX, QBPM,
QMPM e PLGA) foram preparadas pesando-se quantidades iguais de cada
componente e misturando-as com o auxilio de um vortex para garantir a
homogeneizagéo das amostras.

Os materiais utilizados para o estudo de compatibilidade OXPt-polimero
(somente OXPt, somente polimeros e suas misturas binarias) foram submetidos a
estresse térmico e de luz. O estresse de luz foi realizado expondo as amostras a
radiacdo ultravioleta em camara de fotoestabilidade durante 24h (Caron UV/VIS,
EU) seguindo as recomendacdes do ICH. O estresse térmico foi realizado
aquecendo as amostras em mufla (FI-PQ, EDG Equipamentos, Brasil) a uma taxa
de 5 °C.mint até 150 °C. As temperaturas selecionadas para este tratamento

estavam abaixo da temperatura de decomposicéo de todos os materiais utilizados.
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As amostras submetidas a testes térmicos ndo receberam nenhum aguecimento

prévio, somente o aguecimento fornecido durante a analise.
3.1.5 Caracterizacao térmica

Curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas
utilizando-se um DSC-60A (Shimadzu, Jap&o). Amostras de 2-4 mg foram pesadas
em pans de aluminio e foram analisadas sob atmosfera dindmica de nitrogénio,
vazdo de 50 mL.min%, a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min".

VariacOes de perda de peso e faixas de decomposicéo foram avaliadas por
meio de Derivative thermogravimetry (DTG) utilizando uma termobalanca DTG-60
(Shimadzu, Japédo) sob atmosfera dinamica de nitrogénio, vazdo de 50 mL.min.
Amostras de 4 mg foram pesadas em pans de platina ndo herméticas e foram
analisadas usando taxa de aquecimento de 10 °C.min%, com temperatura inicial em
25 °C até a temperatura de degradacéo de cada amostra.

A cinética de degradacdo da QBPM e QMPM e suas misturas binarias com
OXPt foram analisadas de acordo com o0s experimentos de termogravimetria
isotérmica’?. As amostras foram aquecidas a 10 °C.min! até a uma temperatura
proxima a degradacao do polimero e, entdo, mantidas em temperatura constante
por um periodo suficiente para reduzir em 5% do peso da amostra. Foram testadas
diferentes temperaturas entre 230 e 250 °C. A equacao de Arrhenius foi, em
seguida, utilizada com base nos dados experimentais para determinar as energias

de ativacdo de cada uma das amostras.

3.1.6 Caracterizacdo molecular

Espectroscopia de infravermelho (FTIR) foi realizada com comprimentos de
onda variando de 4000 a 600 cm™, com uma resolucdo de 4 cm?® em um
espectrometro Varian 640-IR FTIR com acessério Imaging ATR (Varian Inc., Brasil),
em po.

3.1.7 Caracterizacao cristalografica

Determinacdes de difracédo de p6 de raio X, do inglés X-ray powder diffraction
(XRPD), foram realizadas nas amostras em p6é com um difratbmetro Miniflex 600

(Rigaku, Japéo) equipado com um detector de cintilagdo de alta velocidade e
monocromador de grafite usando radiacdo de 1,541 A, 40 kV e 30 mA.
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3.1.8 Analises morfolégicas

Caracteristicas morfolégicas das amostras foram analisadas usando um
estereomicroscopio SZ-SZT conectado a uma videocaméra (Laborana, Brasil). O
processamento das imagens foi realizado utilizando o software ISCapture, verséo
2.2.1.

3.2 Resultados e Discussao

Neste trabalho foram realizados ensaios para determinar as caracteristicas
fisico-quimicas da OXPt e sua compatibilidade com matrizes poliméricas relevantes
ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, como quitosana de
baixo e médio peso molecular, poloxamer e PLGA. Informac¢des quimicas e
farmacéuticas da OXPt obtidas com estes testes serdo utilizadas como base para
obtencéo de sistemas de liberacdo que deverdo auxiliar no desenvolvimento de

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

3.2.1 Classificagédo biofarmacéutica da OXPt

O guia do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) categoriza 0s
ativos farmacéuticos em quatro categorias de acordo com suas caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade. Essas duas propriedades combinadas determinam,
em Ultima instancia, a farmacocinética do farmaco?“.

A solubilidade da OXPt em agua e em tampao HEPES pH 7,4 foram iguais
a8,02+0,239g.L*e 8,74 +£0,10 g.L?, respectivamente, estando em acordo com 0s
dados previamente relatados na literatura (8,0 mg.mL1).

A alta solubilidade aquosa pode ser explicada pela presenca de grupos
eletronegativos da molécula de OXPt, que facilitam a solvatacdo da molécula em
agua, com possivel formacéo de ligacdes de hidrogénio ou interacdes dipolo-dipolo.

O coeficiente de particdo (log P) € uma medida indireta da permeabilidade
do farmaco através de membranas bioldgicas'®. Determinagdes in silico 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 silico, mas consistentes com

dados experimentais encontrados na literatura de log P OXPt = -1,65 7. Este valor
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de log P é muito inferior ao limite indicativo que farmacos permeiam facilmente
membranas bioldgicas, ou seja, log P > 1,77, indicando o carater hidréfilo da OXPt
e uma provavel dificuldade em permear membranas bioldgicas.

Portanto, os dados experimentais de solubilidade e permeabilidade da OXPt
permitem classifica-la como um farmaco de classe IIl de acordo com a SCB, uma
vez que a OXPt exibe alta solubilidade e baixa permeabilidade.

3.2.2 Perfil fisico-quimico da OXPt

Simulacdo das condicdes de producdo farmacéutica foram realizadas
submetendo OXPt sélida a exposicao térmica e luminosa a fim de avaliar a
estabilidade quimica e fisica do farmaco.

O espectro de FTIR da OXPt apresentou bandas em 3726, 3703, 3626 e
3597 cm (grupos amino), 1696 e 1662 cm™ (grupos carbonila), 1611 e 1368 cm™*
(grupos éster) e 808 cm (ligacdo Pt-O) (Figura 3.1). Ap6s envelhecimento forcado
das amostras, ndo houve nenhum sinal de decomposicao da OXPt, uma vez que
as bandas relacionadas aos grupos funcionais do farmaco mantiveram-se

inalteradas nas amostras estressadas, tal como indicado na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Caracterizacdo molecular da OXPt ndo tratada e apds exposicdo a luz e temperatura.
As areas 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 farmaco sofre decomposicao em 282 °C. Além disso, o perfil

térmico do farmaco que sofreu exposicéo a luz permaneceu inalterado.
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Figura 3.2. Caracterizagdo térmica (TGA e DSC) da OXPt ndo tratada e apds exposicao a luz e
temperatura.

O padrdo de XRPD da OXPt apds aquecimento ndo sofreu alteracéo (Figura
3.3). No entanto, OXPt exposta a luz mostrou varia¢des nas intensidades relativas
dos picos. Estas alteracGes podem estar relacionadas a orientacdo do cristal no
teste, sem nenhuma relagdo com mudancas fisicas na amostra. Os cristais de OXPt
incolores e multifacetados ndo sofreram nenhuma mudanca aparente no héabito
cristalino apés os tratamentos com luz ou calor (Figura 3.3). Os resultados fisico-
guimicos juntos mostram uma evidéncia consistente na estabilidade da OXPt no

estado sdlido, operando em condi¢cdes normais de processamento farmacéutico.
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Figura 3.3. Caracterizacao cristalogréfica e morfolégica da OXPt ndo tratada e apds exposicdo a
luz e temperatura.

Resultados conflitantes podem ser observados comparando dados térmicos
e difratométricos da OXPt j& publicados na literatura. Sobre o comportamento
térmico da OXPt, existem dados na literatura com o ponto de fusdo da molécula em
248 e 260° C 1819 Os resultados indicaram um Unico evento térmico, a
decomposicdo da OXPt a partir de 282° C, com perda de peso de aproximadamente
46% (Figura 3.2). Qiu, L. et al. (2012)?° publicou um resultado similar mostrando a
degradacéo do farmaco inicialmente a 260° C 2°. Zhang, D. et al. (2016)?' encontrou
a fusdo da OXPt a 317° C seguido da temperatura de decomposicdo a 322° C 2L,

Similarmente, perfis de XRPD da OXPt ja publicados na literatura
apresentam diferencas nas posicoes 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 ° 26, outros artigos descreveram picos de alta
intensidade para este farmaco em 7,0, 7,8, 14, 16 e 21 ° 26 1920,

E importante ressaltar que as diferencas apresentadas pelas analises
térmicas e de difracdo da OXPt podem ser relatadas pelo grau de contaminagéo da
amostra do farmaco que, apesar de estar em acordo com a farmacopeia, pode

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

A compatibilidade entre OXPt e alguns polimeros com relevancia
farmacéutica foi avaliada pela primeira vez utilizando diferentes ferramentas
analiticas. Os estresses de temperatura e luz também foram utilizados nas misturas
binarias de OXPt e polimeros, com o objetivo de aumentar o grau de interacao entre
os componentes e facilitar a deteccdo de possiveis incompatibilidades?2.

a) DSC

Os resultados de DSC da OXPt e suas misturas binarias com QBPM, QMPM
e PLGA mostraram picos de desidratacdo e/ou decomposicdo com apenas um
evento entalpico por analise. Nesses casos, a auséncia de outros eventos térmicos
bem definidos, como o ponto de fusao, dificulta conclusbes definitivas sobre a
estabilidade das amostras. No entanto, misturas contendo POLOX, que possui
ponto de fusdo definido em aproximadamente 57° C, permitiu uma avaliagdo mais
precisa. Na mistura OXPt/POLOX, o pico referente ao ponto de fusdo do polimero
sofreu pequenas alteracdes que variaram na faixa de 55 a 57° C, mesmo quando
as amostras foram expostas previamente as condi¢des de estresses, 0 que esta de

acordo com outros dados relatados na literatura?324,

b) DTG

Os resultados das andlises termogravimétricas estdo apresentados na
Figura 3.4. O POLOX iniciou sua decomposi¢cdo em aproximadamente 180° C e a
presenca do farmaco em contato com o polimero aumentou a resisténcia térmica
do sistema. A decomposicdo térmica da mistura OXPt/POLOX ocorreu a partir de
285° C, sendo igual a temperatura inicial de decomposicdo da OXPt.
Comportamento similar ocorreu com a mistura OXPt/PLGA, que também mostrou
decomposicao inicial a partir de 285° C.

As misturas de OXPt com os polimeros QBPM e QMPM apresentaram
resisténcia térmica mais baixa do que aquelas contendo POLOX e PLGA (Figura
4.4). A decomposicao térmica da mistura OXPt/QBPM e OXPt/QMPM ocorreu a
partir de 269 e 264° C, respectivamente. Estas amostras tiveram a estabilidade

reduzida quando expostas a luz, principalmente a mistura de OXPt/QMPM,
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mostrando uma redugdo da temperatura de decomposi¢cdo inicial em
aproximadamente 8° C (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Resultados termogravimétricos da OXPt, polimeros (QBPM, QMPM, POLOX e PLGA)
e suas misturas binarias. AW = perda de massa da amostra.

Além disso, foram realizados estudos de termogravimetria isotérmica para
determinar o impacto a estabilidade do sistema de OXPt com gquitosanas através
da energia de ativacdo dessas amostras sélidas. As energias de ativacao das
QBPM, QMPM foram de 101,26 kJ.mol? e 112,20 kJ.mol?, respectivamente.
Valores de 145,4 kJ.mol! e 156,8 kJ.mol?, respectivamente, sdo relatados na
literatura®26. As diferencas nas energias de ativacdo das quitosanas podem ser
explicadas pelas diferencas no grau de desacetilacdo e tamanho das cadeias
poliméricas?’.

A presenca de OXPt modificou o perfil de decomposi¢cédo do polimero no
sistema binario, confirmando os resultados das andlises termogravimétricas. As
energias de ativacédo encontradas para OXPt/QBPM e OXPt/QMPM foram de 208,7
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kJ.mol! e 174,2 kJ.mol?, respectivamente. E importante ressaltar o aumento em
100% do valor da energia de ativacdo na mistura contendo QBPM. Para os
sistemas binarios com quitosana, ao contrario do que acontece com 0s polimeros
sozinhos, a mistura binaria 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 polimeros selecionados e suas
misturas binérias estdo apresentados na Figura 3.5. Ndo existem alteracdes nas
bandas correspondentes aos grupos funcionais da OXPt na mistura binaria com
POLOX, incluindo as amostras submetidas ao calor e a luz. Portanto, ndo ha
evidéncias de alteracbes quimicas do farmaco na presenca deste polimero. A
mesma conclusédo pode ser obtida para os polimeros QBPM e PLGA (Figura 3.5).

As amostras de OXPt/PLGA apresentaram algumas oscilacdes na regido de
1200-800 cm, relativas ao sinal espectroscépico do polimero (Figura 3.5). No
entanto, todas as bandas correspondentes aos grupos funcionais da OXPt foram
identificadas nesta amostra, sem nenhuma alteracdo de posicdo. A falta de
uniformidade nas misturas pode ocasionar algumas diferencas de intensidade nas
bandas em comparac¢do com a mistura fisica, o que explica o espectro obtido para
a amostra de OXPt/PLGA submetida a luz.

Em contraste aos resultados apresentados para os demais polimeros, a
mistura contendo QMPM quando exposta a luz e ao calor (Figura 3.5) sofreu
alteracbes significativas em vérias bandas do farmaco, relacionadas aos grupos
carbonila (1696 e 1662 cm™), grupos éster (1611 e 1368 cm™?) e ligacdo Pt-O (808
cm1). A QMPM possui um namero de grupos amino e grupos hidroxila maior do
que a QBPM, apresentando um maior potencial para reacdes quimicas?®. Os dados
obtidos para FTIR produziram evidéncias consistentes da decomposicado da OXPt

na mistura binaria com quitosana de médio peso molecular.
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Figura 3.5. Resultados de FTIR da OXPt, polimeros (QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) e suas
misturas binarias. As areas pontilhadas indicam os principais grupos funcionais da molécula de
OXPt e as areas cinza indicam as regifes do espectro com alteragfes significativas.

d) XRPD e Microscopia 6tica

A estabilidade fisica das misturas binarias foi avaliada usando XRPD e

microscopia otica (Figura 3.6 e Figura 3.7, respectivamente).
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Figura 3.7. Microscopia Optica das misturas binarias entre OXPt e polimeros (QBPM, QMPM,

POLOX e PLGA) com amostras sem tratamento e ap0s a exposicao a luz e temperatura.

Nas misturas contendo POLOX, a fotomicrografia revelou uma alta
aglomeracao das particulas na mistura aquecida, provavelmente devido a fusédo e
consequente solidificacdo do polimero (Figura 3.7). Para as misturas contendo este
polimero, o perfil difratométrico do farmaco permaneceu inalterado, exceto pela
amostra aquecida, que apresentou claramente a presenca de componentes
amorfos (Figura 3.6). A analise do perfil difratométrico do POLOX submetido a
tratamento térmico mostra que este componente tornou-se amorfo ap0s a sua
fusdo-solidificacdo, o que pode explicar o perfil encontrado na amostra de
OXPt/POLOX aquecida.
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No caso da mistura binaria de OXPt/PLGA, foi observado que os tratamentos
térmicos e de luz nas amostras exibiu um intenso componente amorfo n&o
observado na mistura fisica inicial (Figura 3.6). Este efeito pode ser causado pela
falta de uniformidade da mistura ou por algumas mudancas fisicas apos
aquecimento e exposicdo a luz das amostras. O componente cristalino dessas
misturas coincidem com o perfil cristalografico original da OXPt, descartando uma
possivel alteracao fisica do farmaco. A aparéncia microscépica das amostras nao
mostrou nenhuma mudancga estrutural em comparagdo com as amostras nao
tratadas, concluindo-se que ndo h4 comprometimento da estabilidade da OXPt
(Figura 3.7).

Nos difratogramas das misturas contendo QBPM, € possivel identificar os
principais picos correspondentes ao perfil original do cristal de OXPt, assim como
a existéncia de um componente amorfo correspondente ao polimero (Figura 3.6).
O mesmo perfil é encontrado para as amostras estressadas (temperatura e luz).
Similarmente, ndo existem sinais de mudancas fisicas na amostra de OXPt/QBPM
nas imagens oticas (Figura 3.7).

Variagbes nas intensidades relativas dos picos correspondendo ao cristal
original de OXPt foram observadas nos padrées das amostras de QMPM
submetidas a 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 a luz (Figura 3.6). Estas
alteracdes sédo sutis e podem estar relacionadas a orientacéo preferencial do cristal
e a problemas de uniformidade da mistura. Assim, a possibilidade de decomposicao
dessas misturas apés o tratamento, com a producédo de produtos de degradacao
amorfos, ndo pode ser descartada. A mistura binaria de OXPt/QMPM, apoés
exposi¢do a luz, mostrou uma aparéncia fisica mais opaca (Figura 3.7).

A Tabela 3.1 sintetiza as principais conclusbes deste estudo de
compatibilidade considerando-se os diferentes testes. Pode-se concluir que os
polimeros QBPM, PLGA e POLOX sao quimicamente compativeis com a OXPt e,
consequentemente, sdo indicados para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo modificados contendo este farmaco. Por outro lado, o polimero QMPM
provou por diferentes testes o potencial em comprometer a estabilidade fisica e

quimica da OXPt e, por conseguinte, deve ser evitado nas preparacdes
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farmacéuticas.

Tabela 3.1. Resumo das evidéncias de (in)compatibilidade entre OXPt e os polimeros selecionados
(QBPM, QMPM, POLOX e PLGA) ap6s ensaios de DSC, TGA, FTIR, Microscopia 6tica e XRPD.

Evidéncias de incompatibilidade

QBPM QMPM POLOX PLGA
DSC %] %] %] %]
TGA 0] + %] %]
FTIR %} ++ %} %]
MO %] + %] %]
XRPD 0] + 1] +
Disposicao final compativel Incompativel  compativel compativel

@ = nenhuma evidéncia; + = evidéncia fraca; ++ = evidéncia forte

3.3 Concluséo

Os estudos descritos nesta etapa do trabalho forneceram informacdes
importantes para auxiliar no desenvolvimento de sistemas farmacéuticos
inovadores contendo OXPt. A determinacdo da solubilidade e log P do farmaco
permitiu classificar a OXPt como classe Il seguindo a SCB. Estudos térmicos
juntamente com estudos de caracterizacao fisico-quimica mostraram que a OXPt €
estdvel em condicbes normais de producdo farmacéutica que envolvem
aquecimento e incidéncia de luz. Além disso, o farmaco mostrou-se compativel com
os polimeros QBPM, POLOX e PLGA, que séo relevantes para a producdo de
matrizes de sistemas de liberagdo modificada. Somente a QMPM mostrou
evidéncias consistentes no comprometimento da estabilidade fisica e quimica da
OXPt e, portanto, a sua utilizacdo em formulages farmacéuticas com este farmaco

deve ser evitada.
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CAPITULO 4: DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO E
AVALIACAO DE NANOPARTICULAS CONTENDO OXALIPLATINA
PARA TRATAMENTO TOPICO DE CANCER DA CAVIDADE ORAL

Esta etapa do trabalho apresenta dados de desenvolvimento da formulagao,
incluindo obtencéo otimizada de nanoparticulas de quitosana com potencial zeta
positivo, caracterizacdo dos sistemas obtidos, avaliacdo preliminar de sua
estabilidade, verificagdo da mucoadesividade das particulas, determinacdo dos
perfis de liberacao e permeacao da OXPt através da mucosa com e sem a utilizacao
da iontoforese, bem como a avaliagéo in vitro da atividade da formulacéo frente a

células de tumores de lingua.

4.1 Material e Métodos

4.1.1 Material

A OXPt (platinum(4+) ion (1R,2R)-cyclohexane-1,2-diaminide oxalate,
CsH12N204Pt, 99.0%) utilizada neste trabalho foi adquirida da Simagchem Co.
(Xiamen, China). O polimero (QBPM) (PM = 50,000-190,000 Da e grau de
desacetilacdo 75-85%), acido acético 99,9%, tripolifosfato de sédio (TPP), a mucina
tipo 1l e o sal HEPES foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).
Cloreto de sédio (NaCl) (Serva, Rio de Janeiro, Brasil). A membrana hidrofilica de
acetato de celulose utilizada nos experimentos de liberagdo (Dialysis Tubing
MWCO 12000-14000, Fisherbrand) foi obtida da Fisher Cientific (Reino Unido).
Acetonitrila e metanol grau HPLC foram adquiridos da J.T. Barker (Pensilvania,
EUA). HEPES — Sal sédico (ultrapuro) para preparo de tampdo também foi
adquirido da J. T. Baker (Pensilvania, EUA). Nos ensaios de viabilidade celular, a
linhagem celular de cancer de lingua 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-tetrazélio (MTT) foi obtido da empresa Invitrogen
(Estados Unidos). Ainda, foram utilizados dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich,
EUA) e o tampéo fosfato salino PBS (Laborcllin, Sdo Paulo, Brasil). Todas as
analises foram realizadas com &gua Mili-Q (Milipore, lllkirch-Graffenstaden,

Franca).
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4.1.2. Obtencdo da mucosa oral suina

A mucosa oral de suinos foi gentilmente cedida pelo frigorifico Bonasa (S&o
Sebastido, Distrito Federal). Os fragmentos de mucosas foram obtidos logo apos o
abate e antes do processo de escalda do animal, e foram transportadas para o
laboratério sob refrigeracdo, sendo constantemente umedecidas com tampao
HEPES 0,01M pH 7,4 durante o transporte. As mucosas foram delicadamente
separadas da bochecha do porco e mantidas hidratadas até a realizacdo dos

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

Figura 4.1. Processo de retirada da mucosa oral da bochecha de suinos. A) Mucosa oral de suino
obtida logo ap6s o abate, B) Mucosa oral limpa e separada da bochecha (lado superior) e C) Parte
interna da mucosa oral suina®.

4.1.3 Desenho experimental para otimiza¢do no preparo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram obtidas a partir da técnica de geleificacdo
ionotrépical. Resumidamente, solucdes aquosas de quitosana contendo acido
acético foram preparadas e mantidas sob agitacdo, overnight. Sob estas solucdes
foram gotejadas solucbes do agente reticulante, o TPP. A reticulacdo do polimero
positivo pelo TPP negativo proporciona a formacdo das nanoparticulas de
quitosana (NP).

Assim, a técnica foi otimizada variando parametros criticos do processo a
partir da construcdo de um desenho experimental 33 (Tabela 4.1). As trés variaveis
estudadas foram: i) pH da solucéo inicial de quitosana, ii) concentracéo da solucao
de quitosana e iii) concentracéo da solucdo de TPP. Foram testadas trés condicbes
diferentes para cada parametro escolhido: para o pH foram testados os valores de
3,5; 4,5 e 5,5; para a concentracdo de quitosana foram selecionados os valores de
1,0; 1,5 e 2,0 ug.mL* e para a concentragéo de TPP foram testados os valores de
0,5;1,0; 1,5 ug.mL2. Os outros parametros foram mantidos constantes durante todo
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o estudo: a velocidade de agitacédo foi mantida a 1000 rpm, concentracdo de &cido
aceético a 1% (v/v) e proporcao polimero/TPP 5:2 (v/v). As principais respostas
analisadas a partir desse desenho experimental foram: i) diametro hidrodinamico

meédio das particulas, ii) potencial zeta e iii) indice de polidispersao (PDI).

Tabela 4.1. Desenho experimental para obtencdo de nanoparticulas de quitosana (NP)

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas

Teste
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 45 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 55 1,0 15
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 15
F26 0 1 1 4,5 2,0 1,5
F27 1 1 1 55 2,0 15

Para a nanoencapsulacdo da OXPt, foram utilizadas a combinacdo dos
valores do desenho experimental que obtiveram o menor tamanho de particulas,
potencial zeta acima de +30 mV e valor de PDI adequado (abaixo de 0,5).

A partir das nanoparticulas otimizadas, foram testadas trés proporcdes de
polimero/farmaco - 1:1; 2:1; 4:1 (m/m) - para se estabelecer qual proporcao
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possuiria a maior eficiéncia de encapsulagdo. As quantidades testadas estao
descritas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Quantidade de farmaco (OXPt) e polimero (quitosana) por 7 mL de solucéo utilizados
na obtencdo das nanoparticulas.

Quantidade de Quantidade de Proporcéao
Amostra _ : )
guitosana (mg) OXPt (mg) polimero/farmaco
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 Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram caracterizadas de acordo com a distribuicdo do
tamanho da particula (diametro hidrodinamico e PDI), potencial zeta, morfologia e
eficiéncia de encapsulacédo do farmaco, conforme metodologias descritas abaixo.
Os dados para caracterizacdo das particulas foram analisados no software Design-
Expert®. Foram avaliadas as principais interacdes significativas para a obtencgéo
das particulas com menor tamanho, potencial zeta acima de + 30 mV e PDI
adequado (p< 0,0001).

a) Diametro hidrodiamico e potencial zeta

O diametro hidrodindmico das particulas e o potencial zeta foram analisados
por espalhamento de luz dindmico e mobilidade eletroforética, respectivamente. 1
mL da suspensdo coloidal das nanoparticulas foram analisadas logo apds sua
obtencdo em um aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA). Para andlise do
potencial zeta foram acrescentados o equivalente a 10 mM de NaCl a suspensao
coloidal de particulas, para garantir a condutividade adequada para a correta leitura

das amostras?.
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b) Morfologia

A morfologia das particulas foi analisada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Para a andlise, uma gota de cada uma das amostras de
nanoparticulas contendo o farmaco foi colocadas em suportes metélicos e deixadas
a temperatura ambiente até a evaporacdo 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) Eficiéncia de Encapsulacdo por centrifugacdo em Vivaspin

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada por centrifugacdo da
suspensao das nanoparticulas 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 & 4000 rpm em uma

centrifuga (Nova Etica, Brasil), sendo o filtrado constituido de OXPt livre (FL).

(.
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Transferir 500 uL da J N
formulagio sl Diluig3o 1:100 {
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: p— )
W - At o o g
- ill". Analise por CLAE

Centrifugar por 30 minutos am 4000 rpm

Figura 4.2. Representagdo do protocolo de eficiéncia de encapsulagéo por Vivaspin33.

A concentracdo de OXPt encapsulada foi determinada pela diferenca entre
a concentracao inicial de farmaco adicionado (FT) e a concentracdo de OXPt ndo
encapsulada obtida (FL). A eficiéncia de encapsulacao, entdo, foi calculada da

seguinte forma:
EE%= (FT — FL) / FT] x 100 (6),

Onde: EE% é a eficiéncia de encapsulacdo de OXPt na nanoparticula; FL € a
concentracdo de OXPt que nao foi encapsulado nas nanoparticulas de quitosana,
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e FT é a concentracdo de OXPt que foi inicialmente colocada para preparo das

nanoparticulas.

4.1.5 Estabilidade fisico-quimica das NP-OXPt

A estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas foi determinada pela analise
da suspensdo das NP (nanoparticulas de quitosana controle sem o farmaco) e NP-
OXPt nos dias 0, 1, 3, 7, 15, 30 e 60, armazenadas em quadruplicata para cada
formulacédo nas temperaturas 25°C £ 3,0 e 10°C + 2,0. As analises foram realizadas
no aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA), observando possiveis alteraces
no didmetro hidrodindmico médio de particulas, PDI e potencial zeta. Para as NP-
OXPt foi avaliado o teor de farmaco encapsulado em um método analitico de CLAE
(Capitulo 2).

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

Ainfluéncia das NP-OXPt desenvolvidas na velocidade de liberacdo da OXPt
foi verificada in vitro por meio de um ensaio de liberag&o. Este ensaio foi realizado
utilizando-se células de difusdo do tipo Franz modificada e membranas sintéticas
hidrofilicas de acetato de celulose.

A solucdo presente no compartimento receptor da célula foi uma solucao
tampédo HEPES, pH 7,4, mantida a 32°C durante todo o tempo de experimento.
Essa solucao foi sendo reposta ao compartimento receptor a medida que, de 1 h
em 1h, foram coletadas para andlise de 1 mL de solucao 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 liberacédo do
farmaco, um experimento semelhantes foi realizado colocando-se no
compartimento doador 1 mL de uma solucdo aquosa do farmaco. Todas as
formulacdes (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
formulag&o. A quantidade de farmaco liberada foi determinada por meio do método
analitico previamente validado (Capitulo 2). O perfil de liberacdo da OXPt a partir
da NP-OPXt foi analisado e comparado com a solu¢do aquosa do farmaco por meio
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de métodos graficos relacionando-se a quantidade de farmaco liberada (ug) em
funcéo do tempo (h).

Para se determinar a quantidade de farmaco liberado que se difunde através
da membrana hidrofilica foi necessario realizar um calculo de acordo com a

seguinte equacéao:
Qrealt = Cmensurado X Vr +Va X Z N1 Ca (8),

Onde: Qrealt € a quantidade liberada acumulada de farmaco no tempo t; Cmensurado €
a concentragcdo mensurada do farmaco da coleta no tempo t; Vr é o volume do
compartimento receptor da célula de difuséo; Va € o volume de amostra removido

na coleta; e Ca € a concentracdo de farmaco na amostra removida.

4.1.7 Avaliacao in vitro da mucoadesividade das NP-OXPt

a) Preparo das particulas de mucina

Mucina suina do tipo 11l foi hidratada em agua Milli-Q, a temperatura de 4°C,
overnight, na proporcéo de 1:10 (m/v) e, posteriormente, teve o pH ajustado para
7,4 com solucao de NaOH 1,0 M. A solucéo foi diluida em tampéo HEPES, pH 7,4,
a uma concentracao final de mucinaigual a 1% (m/v). A solucao diluida foi sonicada
em um sonicador de ponta (Sonics, EUA) até que as particulas de mucina
atingissem diametro hidrodindmico menor que 700 nm. As andlises referentes ao
tamanho das particulas foram realizadas em triplicata no aparelho Zetasizer Nano
Series.

b) Caracteristicas adesivas das NP-OXPt frente a mucina por analise de tamanho

A suspensdao das particulas de OXPt foi filtrada em membrana 0,45 ym para
garantir a homogeneidade do tamanho de particulas. Em seguida, foi preparada
uma mistura com propor¢ao 1:1 (v/v) de NP-OXPt e mucina. As dispersdes foram
agitadas em vortex (IKA, Alemanha) durante 1 minuto e analisadas em triplicata
guanto ao diametro hidrodinamico de particulas e PDI no aparelho Zetasizer Nano

Series.
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c) Caracteristicas adesivas das NP-OXPt frente a mucina por analise de potencial

zeta

A suspensao das particulas de OXPt foi filtrada em membrana 0,45 um para
garantir a homogeneidade do tamanho de particulas. Em seguida, foi preparada
uma mistura com proporc¢ao 1:1 (v/v) de NP-OXPt e mucina. As dispersdes foram
agitadas em vortex (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 gréfico relaciona o potencial zeta da dispersdo de NP-

OXPt tratadas com mucina em funcdo do tempo de incubacéo.

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

suinos

a)_Validacdo da recuperacdo da OXPt a partir da mucosa oral suina

Foram transferidos pedacos da mucosa oral de suinos (area de 1,70 cm?)
com o auxilio de tesoura e bisturi para nove tubos falcon separados. Foram entéo
adicionados em triplicata sobre os tecidos aliquotas de 50 pL, 750 pL e 1000 uL de
uma solucdo metandlica a 100 pg.mL* de OXPt. ApGs a evaporacdo completa do
solvente, 5 mL de agua Mili-Q foram adicionados a cada tubo e a OXPt retida no
tecido foi extraida por agitacdo exaustiva do tubo pelo periodo de 24h. As amostras
foram filtradas em filtros com porosidade igual a 0,22 um. A OXPt recuperada foi
dosada por CLAE utilizando um equipamento (Shimadzu LC 20-AD, Kyoto Japao)
composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automatico (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 analise cromatografica Shimadzu LC. Utilizou-se uma coluna de fase
reversa Cis (250 mm x 4,6 mm; 5 um) de Dionex Co. (Salt Lake City, UT, USA). A
fase movel foi composta por uma mistura de solucdo aquosa acida (0,01 M &cido
fosforico): acetronitrila (95:5) (v/v). A vazéo foi de 0,5 mL/min, o volume de injecéo
das amostras foi de 50 pL, o forno foi utilizado a temperatura de 25° C e a detecgéo

UV foi feita em 330 nm, de acordo com o descrito no capitulo 2.
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A porcentagem de OXPt quantificada em relacdo a quantidade total de
farmaco adicionada foi considerada como sendo a porcentagem de recuperagao.

b) Protocolo Estatico de Permeacéo

O ensaio de permeacéo in vitro foi realizado em quadruplicata, utilizando-se
células de difusao verticais do tipo Franz modificadas. O compartimento doador das
células foi preenchido com 1 mL das NP-OXPt ou com 1 mL da solugcéo aquosa do
farmaco (controle), todas com pH 5,5 e contendo 1,5 mg.mL? de OXPt. O
compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de solugcéo tampéao HEPES pH
7,4 e mantido sob agitacdo magnética a 1000 rpm e a 32°C durante todo o
experimento. Apos 1 e 2 h de estudo, uma aliquota de 1 mL da solugcéo receptora
foi filtrada e analisada por CLAE seguindo o método previamente validado®. Apoés,
foi retirado o excesso da formulagdo sobre a mucosa com um papel absorvente. A
area difusional da mucosa (1,70 cm?) foi entdo fragmentada e imersa em 5 mL de
agua Milli-Q deixada durante 24 h sob agitacdo. Essa solucdo foi filtrada em
membrana com porosidade igual a 0,22 ym para posterior quantificacdo da OXPt
seguindo-se a metodologia de CLAE previamente validada (Capitulo 2).

c¢) Protocolo Dindmico de permeacéo

Para a execucao da permeacao dinamica foi desenvolvido um suporte de
isopor retangular com ganchos montados em uma armagéo 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 cm?) foi
colocado horizontalmente e um gancho foi inserido em uma de suas extremidades
(Figura 4.3.b). Uma solucédo aquosa de mucina a 1% p/v (0,5 mL) foi colocado na
superficie da mucosa de suinos para mimetizar a mucosa em condic¢des fisiologicas
(Figura 4.3.a).

Apoés 10 minutos, as formulacdes de interesse: i) Solucao aquosa de OXPt
e ii) NP-OXPt foram colocadas sobre a mucosa e mantidas na posi¢cédo horizontal
durante 10 minutos, permitindo que as particulas interajam com a mucosa (Figura
4.4.c.) Depois, todos os pedacos de mucosa foram pendurados na posicao vertical

no suporte e manteve-se nesta posicédo por 1 h ou 2 h (Figura 4.4.d). Durante este
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periodo de tempo, realizou-se uma lavagem mucosa com 0,5 mL de tampéo
HEPES 0,01 M isotonizado, pH 7,4, a cada 30 minutos.
‘a) b)

Figura 4.3. Protocolo da permeacao dinamica. (A) Mucosa oral de suinos tratadas com solucdo de
mucina a 1% p/v. (B) Pedacos de mucosa mantidos por 10 minutos apds tratamento com mucina.
(C) Adicao das formulagbes de interesse e (D) Pedagos de mucosa oral de suinos colocadas em
posicao vertical no suporte.

No final do experimento, os fragmentos de mucosa foram removidos do
suporte, cortado em pequenos pedacos e o farmaco foi extraido de acordo o item
5.1.8a e quantificado de acordo com o método analitico previamente validado
(Capitulo 2).

4.1.9 Estudo de permeacdao iontoforética ex vivo através da mucosa oral de

suinos

a) Preparo de Eletrodos

Os eletrodos utilizados nos experimentos de iontoforese foram os eletrodos
de prata (Ag) e cloreto de prata (AgCl) confeccionados no préprio laboratério. Com
o auxilio de um bico de Bunsen, em um cadinho de porcelana, foi fundida uma
guantidade de cloreto de prata (AgCl) suficiente para mergulhar um pequeno fio de
prata com a ponta dobrada conforme esquematizado na Figura 4.4. Apés a imersao
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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.

Fio de prata

Imersdo da alga em
AgCl fundido (3x)

, - Deposito de AgCl

35
‘.
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\
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Figura 4.4. Preparo do eletrodo negativo de cloreto de prata (AgCl) (Catodo). 1) Fio de prata com a
alca moldada na ponta. 2) Imerséo da alca em AgCl fundido. 3) Formacéo do eletrodo de cloreto de

"~ Cadinho contendo Agdl

prata2.

Para o preparo do eletrodo positivo (Anodo), uma solucdo salina a 5,78
mol.L? foi utilizada para reduzir o AgCl, com o auxilio de um fio de platina e
passagem de uma corrente elétrica fraca (0,2 mA) distribuidos 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, apés a passagem da corrente elétrica por 24h (Figura 4.5).

Fonte
Eletrodo de Ag
!

EXX

Fio de plating ------ - 2
/ - 2
\ |
1 |
[

Solugdo salina

Figura 4.5. Preparo do eletrodo positivo prata (Ag) (Anodo). Processo de reducdo do eletrodo de

cloreto de prata para a obtencao do eletrodo de Ag®2.

b) Estabilidade da OXPt frente a corrente
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Previamente a realizacdo do experimento iontoforético in vitro em mucosa
oral de suinos, a estabilidade do farmaco frente a uma corrente de 0,5 mA.cm-? foi
analisada. Assim, 10 mL de solugbes aquosas contendo 1,5 pg.mL* de OXPt
salinizadas (pH 6,0) foram preparadas em quadruplicata e montadas em um circuito
fechado, expostas a corrente por um periodo de 2h. As amostras foram entédo
quantificadas seguindo-se o método de CLAE previamente validado (Capitulo 2).

c) Estudo in vitro iontoforético em mucosa oral suina

Ainfluéncia de uma corrente elétrica fraca sobre a penetracdo do farmaco a
partir das formulagbes também foi avaliada de maneira semelhante aos
experimentos de permeacéao passiva (item 4.1.9b). Para os ensaios, a corrente foi
ajustada para 0,5 mA/cm? e os eletrodos positivos e negativos foram introduzidos
no compartimento doador e receptor das ceélulas de Franz modificadas,
respectivamente (Figura 4.6).

Figura 4.6. Representacdo esquematica da permeacdo com iontoforese: (A) Permeagdo 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 cancer de lingua

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 COza 37° C.

b) Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para o ensaio de MTT foram plaqueadas 2x10° células da linhagem de SSC-
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9 em placa de 96 pocos, contendo 100 pL de meio DMEM suplementados com 10%
de SFB. As SCC-9 foram expostas as formulacbes de NP-OXPt, NP e a uma
solucdo aquosa de OXPt nas concentracdes de 1.5, 2.5, 5.0, 10, 25 e 50 yg.mL?
por um periodo de 48 h. As formulacbes foram previamente preparadas em
condicdes assépticas e filtradas em membrana de 0,45 pm antes de sua utilizacao.

Nos dias de andlise, foram adicionados aos 100 uL de meio de cultura, 20
ML de MTT em cada pocgo. As placas foram entdo envolvidas em papel aluminio e
mantidas durante 4 h na estufa (CO2 e 37°C). Apés esse periodo, o meio foi
removido, foram adicionados 200 yL de DMSO e a placa colocada em bandeja
agitadora durante 15 minutos. Findado esse tempo, foi realizada leitura da
absorbancia em 570 nm na leitora de placas DTX 800 Multimode Detector

(Beckman Coulter).

c) Ensaio citometria de fluxo — Anexina e Pl

Para o ensaio de citometria, foram plagueadas 2x1032 células da linhagem de
SSC-9 em placa de 6 pocos, contendo 3 mL de meio DMEM suplementados com
10% de SFB. As SCC-9 foram expostas a formulacdo de NP-OXPt, NP e a uma
solucdo aguosa de OXPt nas concentragées de 5.0, 10, 25 ug.mL* por um periodo
de 48 h.

As células foram recolhidas dos pocos (até 1x10°) e acondicionadas em
eppendorfs identificados. Apds, foram centrifugadas, lavadas com PBS e
ressuspensas em 330 uL do tampéao de Anexina. Foram colocados 5 pL da Anexina
V FITC, incubados durante 15 minutos no escuro e a temperatura ambiente.
Enquanto isso, foi preparada uma solugcédo de 100 uL.mL?* da solucédo de PI (1
mg.mL1). Foram adicionados 5 uL da solugdo Pl (100 yg.mL?) nos 330 pL que
foram sendo utilizados para marcacdo com Anexina e foram analisados

imediatamente por citometria de fluxo (BD FacsVerse™).
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4.2 Resultados e Discusséao

Como foi mencionado anteriormente, a OXPt € um quimioterapico de platina
de terceira geracdo, que tem apresentado bons resultados clinicos para o
tratamento dos canceres de cabeca e pescoco’. No entanto, a quimioterapia
sisttmica com este farmaco ainda possui uma grande quantidade de efeitos
adversos, que podem ser reduzidos ou até eliminados com um tratamento tépico
localizado do tumor.

Para viabilizar este tipo de terapia, este trabalho propde a nanoencapsulagcao
da OXPt utilizando a quitosana como um polimero catidbnico com potencial de
produzir nanoparticulas mucoadesivas®®’. Espera-se que essas nanoparticulas
sejam capazes de permanecer préximas ao tumor apds aplicacdo topica,
promovendo o acumulo do farmaco no tecido afetado®. Ainda, hipotetiza-se que as
nanoparticulas favorecam a penetracdo do farmaco na area afetada e que

mantenham a atividade do farmaco frente as células tumorais.

4.2.1 Otimizacdo na obtencao e caracterizacao das nanoparticulas

A técnica de geleificacdo ionotropica para obtencdo de nanoparticulas de
quitosana é baseada na interacdo eletrostatica entre o grupamento amino das
moléculas das cadeias poliméricas e as cargas negativas do poliion TPP. Tanto o
tamanho quanto a superficie das nanoparticulas formadas dependem
principalmente das concentragcées do polimero e do agente reticulante utilizado®°
e, inclusive a formacao das nanoparticulas é restrita a determinadas concentracdes
de quitosana e TPP em solucéo. Calvo, et al. (1997)! demonstraram em seu estudo
que para evitar a obtencdo de particulas em escala micrométrica, as concentracdes
de quitosana e TTP deviam estar abaixo de 2,0 pg.mL? e 1,5 pg.mL?,
respectivamente.

A Figura 4.7 mostra a relacdo entre as concentracdes da solucdo de
quitosana e da solucédo de TPP na formacéo de nanoparticulas com o valor de pH

do sistema fixado em 4.5.
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Figura 4.7. Relacado entre concentracdo de TPP (ug.mL1) e a concentracdo de quitosana (ug.mL1)
com o tamanho (nm) das particulas com o valor de pH do sistema fixado em 4,5 (p < 0,0001).

O aumento da concentragéo de quitosana e TPP foi proporcional ao aumento
do didmetro hidrodinamico médio das particulas. O resultado é condizente com o
encontrado por Fan, et al. (2012)°, que evidenciaram haver uma correlacdo direta
entre 0 aumento do tamanho médio das particulas e o aumento da concentracao
da solucdo de quitosana e TPP durante o seu preparo. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de que sob condicbes acidas ha uma repulsdo eletrostatica
entre as moléculas de quitosana, mesmo gue ainda existam ligacdes de hidrogénio
favorecendo a atracdo intermolecular. Abaixo da concentracdo de 2,0 pg.mL,
parece que as ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de quitosana e a forca de
repulsdo intramolecular estdo em equilibrio. Dessa forma, o aumento da
concentracdo de quitosana leva a um aumento das interacdes intermoleculares,
favorecendo assim o aumento do tamanho médio das particulas formadas-*2.

A Figura 4.8 apresenta a correlacdo entre a concentracdo de TPP em
solucédo e do pH da solucéo inicial de quitosana com o PDI das particulas.
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Figura 4.8. Relacao entre concentracdo de TPP (ug.mL1) e o pH com o PDI das particulas com o
valor da solugdo de quitosana fixada em 1,5 pg.mL? (p < 0,0001).

Para valores de pH da solucao inicial de quitosana préximos ao valor de 5,5,
as nanoparticulas apresentaram valores de IPD abaixo de 0,25. Sabe-se que o pKa
da quitosana € 6,5 e que, dessa forma, o grau de protonamento das cadeias
poliméricas € basicamente controlado pelo pH. A carga e 0 niumero de espécies
ibnicas de TPP também é alterado pelo pH da solu¢éo de quitosana. No pH original
da solucédo de TPP (9,7), a concentracdo de ions tripolifosfato € alta. Esses ions
podem interagir com 0s grupamentos amino presentes na molécula de quitosana.
Portanto, infere-se que, quando o TPP € gotejado sobre a solu¢cdo aquosa acida de
quitosana e o pH da solucdo de quitosana esta abaixo de 5,5, os ions da solucéo
de TPP sdo neutralizados parcialmente pelos ions da solucdo de quitosana,
permitindo a formacéo das particulas a partir da ligacdo dos ions de tripolifosfato
com a cadeia polimérica da quitosana, ao invés da obtencédo por uma forte repulsao
eletrostatica entre as cadeias. Porém, quando o pH esta proximo de 5,5, os ions
atuam na protonacdo da cadeia polimérica de quitosana deixando-a menos
estendida, favorecendo a formacdo de particulas menos dispersas e com maior
grau de homogeneidade?°.

A Figura 4.9 mostra a correlacdo entre o aumento da concentracdo da
solucéo de quitosana e a diminui¢cdo da concentracdo de TPP em solucdo com o

aumento dos valores potencial zeta das particulas formadas.
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Figura 4.9. Relacado entre concentracao de TPP (ug.mL™1) e a concentracdo de quitosana (ug.mL-1)
com o potencial zeta das particulas com o valor de pH fixado em 4,5 (p < 0,0001).

Fan, et al. (2012)° jA mostraram que o aumento da concentracédo de TPP de
0,5 pg.mL? para 1,0 pg.mL* diminuia os valores de potencial zeta das particulas
de +39 mV para + 26 mV. Essa diminuicao do valor potencial zeta esta relacionado
a neutralizacao dos grupamentos aminos da molécula de quitosana pelos ions do
TPP1O,

Na Figura 4.10 observa-se a relagéo do pH da solucgéo inicial de quitosana e
da concentracdo da solucdo de quitosana com o potencial de carga superficial das

nanoparticulas.
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Figura 4.10. Relacao entre concentracdo de quitosana (ug.mL?) e o pH com o potencial zeta das
particulas com o valor da solugéo de TPP fixado em 1,0 pg.mL* (p < 0,0001).

O aumento da concentracdo da solucdo de quitosana em um pH préximo a
3,5 favoreceu a obtencdo de particulas com valores mais positivos de potencial
zeta, que deverdo influenciar tanto na estabilidade quanto na adesividade da
nanodispersao.

Apbés a andlise estatistica do estudo para obtencdo otimizada das
nanoparticulas, as melhores condi¢cdes que resultaram em particulas de 103,09 +
20 nm, com IPD de 0,265 + 0,02 e potencial zeta positivo (+45,59 + 3 mV) foram
solucédo de quitosana a 1,5 pg.mL* com pH ajustado para 5,5 e solucdo de TPP a
1,0 pg.mLt.

Partindo-se dessas condi¢des estabelecidas, adicionou-se a solucao inicial
de quitosana diferentes proporcdes de OXPt para obtencdo de nanoparticulas
contendo o farmaco.

A eficiéncia de encapsulacéo (EE%) foi determinada avaliando-se através do
método de centrifugacdo utilizando-se um ultrafiltro Vivaspin. A Tabela 4.3
apresenta os valores de EE% das diferentes propor¢gdes de polimero/farmaco

(m/m).
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Tabela 4.3. Eficiéncia de encapsulacdo obtida com diferentes propor¢des de polimero/farmaco
durante o preparo das nanoparticulas de OXPt a partir do método Vivaspin.

. EE (%) - Método
Proporcéao

Amostra ’ ’ centrifugacéo
polimero/farmaco

Vivaspin
NP-OXPT 1 1:1 89,10 + 4,67*
NP-OXPT 2 2:1 87,30 + 0,04*
NP-OXPT 3 31 62,04 + 0,04*

*H4 diferencga significativa entre os valores de EE% nas diferentes propor¢des de farmaco/polimero
testados (p<0,05).

Considerando a alta solubilidade aquosa da OXPt em agua (8,74 = 0.10
mg/mL; log P =-2,06 + 0,22)33 pode-se inferir que este alto potencial em encapsular
o farmaco deve-se provavelmente ao fato da rede de hidrogel formada pelas
nanoparticulas de quitosana ser capaz de adsorver grandes quantidades de agua
em sua estrutura, permitindo assim uma alta interacao entre a OXPt hidrofilica e a
matriz polimérica que compde as nanoparticulas?13,

Li, et al. (2008)*?, de maneira semelhante, obtiveram nanoparticulas de
quitosana de paclitaxel com EE% superior a 94% e mostraram que para uma
relacdo em que a presenca do polimero € menor em relacdo a quantidade de
farmaco, a EE% aumenta de 32% para 94%.

A Tabela 4.4 apresenta a comparacao do diametro hidrodinAmico médio, IPD
e potencial zeta NP com as NP-OXPt encapsulando o farmaco na proporcéo de 1:1
(m/m). Esses resultados evidenciam que a presenca do farmaco nas particulas
aumentou o seu tamanho em 80% em meédia, sem no entanto alterar de maneira
significativa seu IPD ou potencial zeta, o que podera ser confirmado mais adiante
pela andalise das fotomicrografias das NP-OXPt.

Tabela 4.4. Comparagédo do diametro hidrodinamico médio (nm), IPD e potencial zeta (mV) das NP
com as NP-OXPt preparadas na propor¢éo 1:1 (m/m) farmaco/polimero.

Diametro hidrodinamico Potencial Zeta

Amostra - IPD
médio (nm) (mV)
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

* H& diferenca 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 particulas apresentaram-se esféricas, homogeneamente distribuidas. Este
resultado é condizente com o observado em outros estudos em que nanoparticulas

de quitosana foram preparadas %1314,

Figura 4.11. Fotomicrografia obtida por microscopia eletrénica 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 paraas NP (Ae 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 ap6s o
preparo), 1, 3, 7, 15, 30 e 60, em quadruplicata, armazenadas a temperatura de
25°C e em geladeira a temperatura de 10°C. As andlises foram realizadas por meio
da observacdo das possiveis alteracdes do didmetro hidrodindmico da particula,
potencial zeta, IPD e das caracteristicas organolépticas.

Ao longo dos meses, as particulas numa dispersdo coloidal podem se aderir
umas as outras, formando agregados, que sob a influéncia da gravidade se
sedimentam. Tal comportamento compromete a estabilidade fisica da dispersao, o
que reduz o seu tempo de armazenamento e a validade de um medicamento

contendo essas particulas?®.
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A Figura 4.12 A e B indica as médias dos diametros hidrodindmicos das
particulas, ao longo de 60 dias, de amostras armazenadas a temperatura de 25°C
e a temperatura de 10°C. As nanoparticulas de quitosana armazenadas a

temperatura de 25°C e com 10°C, encontraram-se estaveis ao longo do tempo.
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Figura 4.12. Diametro hidrodinamico da disperséo de nanoparticulas (nm) em funcéo do tempo (dias)
referente as replicatas armazenadas a temperatura de 10°C e 25°C.

Como ja foi mencionado, o IPD fornece informacfes sobre a homogeneidade
da distribuicdo dos tamanhos. Menores valores de IPD, portanto, indicam uma
amostra mais homogénea, em relacdo ao diametro das particulas®. Durante dois
meses, 0 IPD (Figura 4.13 A e B) das nanoparticulas armazenadas a temperatura
de 25°C e a temperatura de 10°C foram medidos, e os diametros hidrodinamicos

das particulas se mantiveram constantes.
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Figura 4.13. PDI da dispersdao de nanoparticulas (nm) em fungcédo do tempo (dias) referente as
replicatas armazenadas a temperaturas de 10°C e 25°C.

As cargas positivas das nanoparticulas permaneceram constantes ao longo do

tempo de analise, tanto nas replicatas armazenadas a 25°C, quanto nas replicatas
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armazenadas a 10°C (Figura 4.14). Assim, as propriedades mucoadesivas das

nanoparticulas que entrardo em contato com a mucosa devem estar garantidas.
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Figura 4.14. Potencial zeta (mV) da dispers@o de nanoparticulas em fung&o do tempo referente as
replicatas armazenadas a temperaturas de 10°C e 25°C.

A Figura 4.15 mostra que a variacao dos valores do teor ao longo de todo o
periodo foi minima, perda de menos 5%, corroborando com a estabilidade das

dispersfes durante os 2 meses de andlise.
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Figura 4.15 Teor (%) da dispers@o de nanoparticulas em funcdo do tempo referente as replicatas
armazenadas a temperaturas de 10°C e 25°C.

4.2.3 Estudos in vitro de liberacdo da OXPt a partir das NP-OXPt

O estudo de liberagao foi realizado in vitro com o objetivo de avaliar a

velocidade com que o farmaco era liberado das particulas. O perfil de liberacdo da
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OXPt nanoencapsulada foi comparado a difusdo de uma solugdo aquosa de OXPt,
contendo mesma quantidade de farmaco 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).

1001 _e- Solugio aquosa
-#- NP-OXPt
—~ 804
e
©
g 604
o
=2
= 40+
o
>
O -
0 T ) . :
0 2 4 6 8

Tempo (h)

Figura 4.16. Perfis de liberacdo da OPXt a partir da formulagdo NP-OXPt contendo 1,5 pg/mL do
farmaco, pH 55 em comparagdo a uma solugdo aquosa do farmaco contendo a mesma
concentracdo de OXPt e mesmo pH.

A partir da quarta hora de estudo, as particulas reduziram em 30% a taxa de
liberacdo do farmaco em comparacdo ao controle e a partir da sexta hora de
experimento a liberagdo do farmaco pela NP estabilizou-se em aproximadamente
60%. Esse resultado difere de outro estudo publicado para NP contendo o mesmo
farmaco, em que se observou um controle maior da liberacdo do farmaco
nanoencapsulado*. Uma possivel explicacédo seria que no presente estudo, além
do método de preparo da particula ter sido diferente, o pH final da formulagéo foi
mantido mais acido (5,5) o que pode ter favorecido a expulsdo de farmaco da
particula.

Cabe ressaltar que este resultado € benéfico para o que se espera das NP-
OXPt neste estudo, ou seja, que ela sirva para aderir-se a mucosa oral e favorecer

a penetracédo do farmaco através desse tecido para que ele se acumule no tumor.
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4.2.4. Avaliacéo in vitro do potencial mucoadesivo das NP-OXPt

As propriedades mucoadesivas da quitosana séo atribuidas principalmente
ao seu carater cationico'”18, que permite que a macromolécula se ligue ibnicamente
a mucina, que € componente importante do muco e possui carga negativa. Além
disso, os grupamentos amino e carboxila presentes na molécula de quitosana
podem combinar com as glicoproteinas presentes no muco, contribuindo também
com o efeito de bioades&o!®?%21, Quanto maior for o grau de desacetilacdo da
molécula de quitosana maior serd o nivel de adesdo??. Por esta razdo, as
nanoparticulas foram produzidas com quitosana com grau de desacetilacao
superior a 75%.

A Figura 4.17A mostra que os didmetros médios iniciais das particulas de
mucina e da NP-OXPt foram de 476 nm e 144 nm, respectivamente. Apds um
periodo de incubacao, uma unica populacdo de 1649 nm foi observada, indicando
gue as NP-OXPt com carga superficial positiva se associaram fortemente com as

particulas de mucina de carga negativa formando grandes aglomerados?324,
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Figura 4.17. Determinacéo in vitro da mucoadesividades das NP-OXPt. (A) Distribuicdo de diametro
hidrodindmico referente as amostras de NP-OXPt, de mucina e de NP-OXPt incubadas com mucina.
(B) Potencial zeta das NP-OXPt em fungéo do tempo de incubacdo com solugbes de mucina.

A Figura 4.17B corrobora a ocorréncia da ligacao entre a mucina e as NP-
OXPt resultando no slbito decaimento do potencial zeta positivo?® das NP-OXPt
logo nos primeiros 3 min de incubagdo com as particulas 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 incubacao.

Estes resultados sdo indicativos da mucoadesividade das NP-OPXt e é
esperado, portanto, que apoOs aplicacdo na mucosa oral elas se associem a
membrana por periodo suficiente para promover acumulo da OXPt no tecido

tumoral.
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4.2.5 Estudo de permeacao ex vivo através da mucosa de suinos

a) Recuperacdo OXPt da mucosa oral de suinos

Os testes de recuperacdo do farmaco foram realizados com o intuito de se
validar o processo de extracdo da OXPt da mucosa oral suina. Por se tratar de uma

molécula hidrofilica, a agua foi usada como solvente extrator.

Na Tabela 4.5 estdo apresentados os resultados da recuperagcéo da OXPt
extraida com 5 mL de 4gua da mucosa oral suina ap0s serem contaminadas com

diferentes concentragcfes do farmaco.

Tabela 4.5. Valores de recuperagdo em % de OXPt a partir de mucosa oral suina.

Concentracdo OXPt Concentragéo recuperada % Recuperada de
(ng/mL) (ng/mL) 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 extragcdo da OXPt da mucosa suina mostrou-se eficiente
dentro do intervalo de linearidade (1,0 a 20,0 pg.mLt) do método analitico validado
para a extracdo da OXPt por CLAE-UV (Capitulo 2). A recuperacao do farmaco foi
realizada com porcentagens de erro que estdo dentro do limite aceito para a
validacdo de métodos envolvendo extracdo de farmaco em matrizes bioldgicas (£
15%)8. Desta forma, garante-se que a metodologia padronizada é adequada para

qguantificacdo da OXPt presente na mucosa oral suina.

b) Estudo de permeacao ex vivo através da mucosa oral de suinos seguindo-se 0s

protocolos estéatico e dindmico

A Figura 4.18 mostra a quantidade de OXPt recuperada da mucosa oral
(ug.cm) apds 1 e 2 h de tratamnto seguindo os protocolos estatico e dinamico, a

partir da solucéo controle e das NP-OXPt.
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Figura 4.18. Quantidade de OXPt (ug.cm2) retida na mucosa ap6s a) 1h e b) 2 h de tratamento com
as NP-OXPt em comparacgéo ao controle (solu¢cdo aquosa de OXPt) seguindo-se os protocolos
estatico e dinamico (n=4).

O tratamento estatico da mucosa com as NP-OXPt, ou seja, aguele em que
a formulacéo foi deixada durante todo o tempo de experimento em contato com a
mucosa inserida na célula de difusdo, resultou em maior recuperagédo do farmaco
na mucosa suina se comparado ao tratamento com a solucdo 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 € um polissacarideo natural que além de possuir
biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao-toxicidade, também apresenta
algumas caracteristicas notaveis como aquelas de bioadesividade e de promocéao
de permeacéo?*?’. Assim, muitos estudos mostraram que a quitosana é capaz de
melhorar significativamente a absorcdo de farmacos nos tecidos bioldgicos,
principalmente em mucosas e pele?*?’. O mecanismo de acéo proposto é que a
quitosana positiva se ligue aos sitios negativamente carregados das membranas
celulares epiteliais promovendo a despolimerizacdo da F-actina e a dissolucao da
proteina ZO-1 das juncdes de oclusédo. Portanto, ela favorece a abertura das
juncdes de ocluséo promovendo assim a maior liberacado do farmaco encapsulado
para os tecidos?®2°, Isto de fato foi observado em nossos estudos de permeacao.

Os resultados do método de permeacao aqui denominado estéatico e o
método “dindmico”, em que a formulacéo foi aplicada sobre a mucosa disposta
horizontalmente e ap6s foi mantida na posicéo vertical e sendo constantemente

lavada com uma solucéo fisiolégica, foram comparados neste estudo com o intuito
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de se desafiar a formulacdo para uma condi¢cao mais fisiolégica dentro da cavidade
oral.

De fato, o que se observou foi que enquanto a solucao do farmaco livre
teve sua absorcao reduzida em aproximadamente 30% com a aplicacdo do novo
método, as NP-OXPt foram capazes de manter concentracdes idénticas do farmaco
no tecido (p>0,005). Este resultado € mais um indicio de que as NP desenvolvidas
apresentaram propriedades mucoadesivas e que seriam um sistema adequado
para tornal possivel a terapia topica de tumores orais com 0 quimioterapico

estudado.

4.2.6 Permeacéo iontoforética ex vivo através da mucosa oral de suinos a partir

das formulagc6es NP-OXPt e controle

A Figura 4.19 apresenta os resultados obtidos apdés a aplicacdo das

permeacdes passiva e iontoforética para as fomulac¢des do estudo.
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Figura 4.19. OXPt recuperado da mucosa suina apos 2 h de tratamento passivo e iontoforético com
uma solugdo aquosa de OXPt (1,5mg.mL1, pH 5,5) e com nanoparticulas de quitosana carregadas
com OXPt (1,5 mg.mL?, pH 5,5) (n=4).

A iontoforese é a aplicacdo de uma corrente elétrica fraca (< 0,5 mA/cm?) de

baixa voltagem que facilita a transferéncia de espécies carregadas ou nao atraves
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de membranas biolégicas®¢. De fato, a iontoforese aumentou a penetracdo da
OXPt, tanto para o farmaco em solucao, quanto para as NP-OXPt. O aumento foi
de aproximadamente 2 vezes para a solucdo aquosa e 3 vezes para as NP-OXPT
(p>0,005) quando comparados iontoforese com a permeacéao passiva.

A solucéo de OXPt, que ndo apresenta carga residual, tem a molécula carreada
pelo fluxo eletrosmatico gerado no eletrodo positivo, que nada mais € que um fluxo
de solvente provocado pela entrada preferencial de ions positivos ha mucosa
negativamente carregada. O campo elétrico aplicado favorece o movimento de ions
no sentido do anodo para o catodo, na tentativa de neutralizar as cargas negativas
da membrana. Ao se movimentarem, esses ions carreiam um certo volume de
solvente, movimentando também as moléculas neutras presentes no sistema.

Colaboradores internacionais de nosso grupo ja avaliaram o efeito da
iontoforese no aumento da penetracdo de quimioterapicos com caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes a OXPt na mucosa oral. Gratieri e Kalia3® mostraram
gue a iontoforese resultou em um aumento estatisticamente significativa de 8 e 3
vezes da deposicdo na mucosa oral de 5-fluoracila e leucoverina, respectivamente,
em comparacao com suas difusdes passivas.

Como as NP-OXPt apresentam carga residual positiva, poderia-se inferir que
elas seriam carreadas para dentro da mucosa pelo mecanismo de eletrorrepulséo,
ou seja, que a particula contendo o farmaco seria repelido pelo eletrodo positivo
atravessando a mucosa, além de ser beneficiada do fluxo eletrosmético que, como
mencionado, favorece o transporte de cations ou espécies positivamente
carregados®?3!. No entanto, considerando-se que o tamanho das nanoparticulas é
relativamente grande para atravessar uma membrana biolégica em que as células
estdo intimamente ligadas e que a mucosa, diferente da pele, ndo possui nenhum
atalho, como séo as glandulas e foliculos pilosos, acredita-se que a corrente elétrica
foi responsavel apenas pelo maior transporte do farmaco livre para a membrana
mucosa.

Assim sendo, ambas as abordagens, passiva e iontoforética, parecem ser
viaveis. A passiva € de mais simples utilizacao, pois nao requer o uso da corrente
elétrica, ao passo que a iontoforética permite uma maior penetracado do farmaco.
Ainda, espera-se que em uma situacdo in vivo, o acumulo promovido pelas

hY

nanoparticulas seja mais significativo comparado a solucdo, pois essas
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nanoestruturas de quitosana sdo mucoadesivas e ndo escorrem na mucosa, Como

ocorre na formulagdo contendo a solucéo.

4.2.7 Ensaios in vitro de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliacdo do
potencial inibitério das formulacfes frente a linhagem celular do cancer de lingua

humana (linhagem SCC-9) como observado na Figura 4.20.
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Figura 4.21. Quantidade de células viaveis (%) apos o tratamento com: i) OXPt = solugdo aquosa
de OXPt, ii) NP = nanoparticulas de quitosana sem farmaco e iii) NP-OXPt, sendo a concentracéo
final de OXPt respectivamente: A) 1.5 pg.mL?* B) 2.5 pg.mL1C) 5.0 pg.mL1D) 10 pg.mL? E) 25
pg.mL* F) 50 pg.mL2. *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
concentracdes de 1.5, 2.5 5.0 e 10 pg.mL? de OXPt ndo mostrou reducédo 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 proliferacdo celular quando comparada ao
controle positivo. J& para as concentracées de 25 e 50 ug.mL* de OXPt, houve
diferenca significativa (p<0,005 e p<0,002, respectivamente) entre os tratamentos.
Quando comparados ao controle negativo, todos 0s grupos tratados apresentaram
diminuicdo na porcentagem de células viaveis. O grupo composto somente por
particulas de quitosana (NP) apresentou diferenca estatistica (p<0,05) para ambas
as concentracoes avaliadas (Figura 5.20 E e F).

Ja Vivek, et al. (2014)'# analisaram a toxicidade de suas nanoparticulas de
quitosana contendo OXPt frente a linhagem celular MCF-7 do cancer de mama. Os
pesquisadores verificaram diminuigéo da viabilidade celular com exposi¢éo por 48
h a OXPt livre e OXPt incorporadas em nanoparticulas de quitosana na faixa de
concentragdo estudada (1 a 20 ug.mL™?), 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 toxica para a linhagem celular de cancer de lingua foi maior (entre 25 e 50
ug.mL?), com viabilidade celular de aproximadamente 75% a 25 pg.mL%
independente da forma encapsulada ou ndo da OXPt, e viabilidade igual a 85 ou
75% para o farmaco livre ou nanoencapsulado, respectivamente. A toxicidade da
NP de quitosana sem o farmaco 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 viaveis
e células apoptoticas quando comparadas ao controle negativo a partir dos trés
tratamentos distintos (NP, OPXt e NP-OXPt) utilizando-se as concentracbes de
OXPt correspondentes a: a) 5.0 ug.mL* b) 10 ug.mL* ¢) 25 pg.mL™.
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Figura 4.22. Porcentagem de células vidveis e apoptéticas apos o tratamento com: i) solugédo
aquosa de OXPt, ii) NP-QS e iii) NP-OXPt, sendo a concentracao final de OXPt respectivamente: a)
5.0 ug.mL*b)10 pg.mL?c) 25 pg.mL-1. *p<0,05, *p<0,005.

Em todas as concentracOes analisadas e em todos os tratamentos houve
uma tendéncia na diminuicdo de células viaveis e um aumento de células
apoptéticas. Porém, somente a concentracdo de 25 pg.mL? apresentou uma
diferenca estatistica com para o aumento das células apoptoéticas. A inducdo da
apoptose em células cancerosas é uma caracteristica critica dos quimioterapicos.

O mecanismo principal do dano da OXPt aos tumores é atraves da inducdo do
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apoptose, mas o mecanismo celular e molecular da a¢do desse farmaco ainda néo
foi esclarecido inteiramente. Evidéncias recentes indicam que o PUMA, um membro
importante da proteina da familia Bcl-2, € um importante mediador de apoptose
induzido por uma série de quimioterapicoss°.

Vivek, et al. (2014)* também verificaram uma importancia do mecanismo de
apoptose para a atividade da OXPt, em que a apoptose de células MCF-7 de cancer
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 pg.mL* de OXPt incorporadas em
nanoparticulas quitosana, respectivamente.

Portanto, a OXPt incorporadas em nanoparticulas de quitosana induzem
mais a morte celular por apoptose quando comparado com aplicacdo da OXPt livre.
A formulacdo NP-OXPt apresentou um aumento de morte celular mais intenso
guando comparadas ao controle e aos tratamentos OXPt em solucdo aquosa e as
particulas vazias (p<0,05). Provavelmente o farmaco encapsulado em uma
concentragdo superior a 25 pg.mL™* exerce uma influéncia na morte celular por
apoptose quando comparado aos outros tratamentos em concentragdes menores.

Para se correlacionar estes resultados com os dos ensaios de permeacéo,
deve-se considerar que a mucosa utilizada tem uma espessura de "1 cm e que
portanto 1 cm? de &area de exposicdo equivale a 1 cm?3, que é 1 mL. Assim,
independente da condi¢céo estudada (OXPt-NP aplicadas passivamente por 1 h ou
iontoforeticamente por 2 h) as OXPt-NP liberaram para a mucosa suina entre "50
ug.mLte "500 pg.mL* de OXPt e essas doses seriam suficientes para reduzir a
viabilidade celular de tumores de lingua (25 — 50 pg.mL™).

4.3 Conclusao

As NP-OXPt desenvolvidas apresentaram caracteristicas de composicgéo,
tamanho e potencial zeta que conferiram a elas mucoadesividade, de forma que
foram capazes de promover a penetracao de altas concentracfes do quimioterapico
na mucosa oral de suinos se comparado a solugdo controle, mesmo quando o
tratamento ex vivo foi realizado com sucessivas “lavagens” da formulagdo para
simular o fluxo salivar. Além disso, a aplicacdo da iontoforese permitiu uma maior

penetracdo do farmaco na mucosa oral. O farmaco tanto em sua forma
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encapsulada como livre foi capaz de inibir o crescimento da linhagem SSC-9 do
cancer de lingua em concentragdes acima de 25 pg.mL™ e o principal mecanismo
de morte celular ocasionado parece ser o de apoptose. Dessa forma, as NP-OXPt
parecem ser uma alternativa promissora como méetodo adjuvante no tratamento dos

canceres da cavidade oral.
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O meétodo CLAE validado nesse trabalho mostrou-se seletivo para a
quantificacdo da OXPt em formulacBes farmacéuticas, principalmente, frente a
polimeros mucoadesivos.

Os estudos de analise térmica forneceram informacdes importantes para
auxiliar no desenvolvimento de sistemas farmacéuticos inovadores e mucoadesivos
contendo OXPt. Estudos térmicos juntamente com estudos de caracterizacdo
fisico-quimica mostraram que a OXPt é estavel em condi¢cdes normais de producéo
farmacéutica que envolvem aquecimento e incidéncia de luz. Além disso, o farmaco
mostrou-se compativel com os polimeros QBPM, POLOX e PLGA, que sao
relevantes para a producdo de matrizes de sistemas de liberagdo modificada.

Os estudos de mucoadeséao e, principalmente, o estudo de permeacéo aqui
denominado de permeacao dinamica, confirmaram o potencial mucoadesivo das
NP-OPXt desenvolvidas. Logo, as NP-OXPt parecem ser uma alternativa
promissora no tratamento dos canceres orais, principalmente pela
mucoadesividade das nanoparticulas poder assegurar uma prolongada exposicéo
do farmaco na mucosa oral, permitindo assim, uma maior acumulacdo do farmaco
no tumor.

As perspectivas futuras desse trabalho seriam a realizacdo de estudos pré-
clinicos para avaliacdo da eficacia da formulacdo em uma situacdo in vivo. Um
modelo animal para tumor oral poderia ser inicialmente padronizado e apés
submetido ao tratamento com a formulacao desenvolvido. O sucesso deste tipo de
experimento entdo poderia resultar na possibilidade de se realizarem estudos

clinicos.
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