UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

“Desenvolvimento de formulagao termorreversivel e mucoadesiva contendo
nanocapsulas de nudcleo lipidico de curcumina para aplicacao bucal’

ANA GABRIELA ORTEGA DUBON

PORTO ALEGRE, 2020






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

“‘Desenvolvimento de formulacéo termorreversivel e mucoadesiva contendo
nanocapsulas de nucleo lipidico de curcumina para aplicacéo bucal”

Dissertacdo apresentada por Ana Gabriela Ortega
Dubén para obtencdo de GRAU DE MESTRE em
Ciéncias Farmacéuticas

Orientadora: Prof2 Dra. Karina Paese

Porto Alegre, 2020



Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas em nivel de Mestrado Académico da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em dia 04.05.2020, pela
Banca Examinadora constituida por:

Prof2 Roselena Silvestri Schuh

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Tanira Aguirre

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

Prof2 Valquiria Linck Bassani

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Ortega, Ana

Desenvolvimento de formulagdo termorreversivel e
mucoadesiva contendo nanocépsulas de nucleo lipidico
de curcumina para aplicacdo bucal / BAna Ortega. --
2020.

108 f.

Orientadora: Karina Paese.

Dissertac¢do (Mestrado) —-- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Porto Alegre,
BR-RS, 2020.

1. nanocépsulas de ntcleo lipidico. 2. hidrogéis
termorreversiveis. 3. mucoadesdo. 4. céancer
epidermdéide bucal. 5. curcumina. I. Paese, Karina,
orient. II. Titulo.




Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio 405, na Central Analitica da
Faculdade de Farmacia da UFRGS e no Laboratorio de Sinalizacdo Celular do
Departamento de Biofisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na
cidade de Porto Alegre, com financiamento da CAPES e FAPERGS. O autor
recebeu bolsa de estudos da CAPES.






AGRADECIMENTOS

A meus pais, Sara e Hector, por seu apoio e incentivo de me superar pessoal e
profissionalmente.

A Grupo de Bolsas OEA-PAEC-COIMBRA pela oportunidade de concorrer na
selecao internacional de Universidades Federais Brasileiras.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul e ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS pela oportunidade de fazer meus
estudos de Pés-Graduacéo.

A Professora Karina Paese, além da sua orientacdo, pela paciéncia,
compreensao e carinho.

A minhas irmas Lourdes, Claudia e Sara, por seu apoio e palavras de animo
apesar da distancia.

A Julie Izolan pelo auxilio e escuta, e me ajudar a atravessar momentos
desafiantes ao longo do processo.

As colaboradoras do meu trabalho que com muita disposi¢do e motivacado me
ajudaram a me desenvolver como mestranda: Ayana Brétas, Leidyana da Costa
e Kelly Zatta.

A Keyla Patzan e Violeta Santiago, colegas do mesmo programa internacional.
Percorremos o caminho de realizar nossos estudos de pds-graduacéo longe de
casa, compartilhando nossas experiéncias tanto em momentos bons como
momentos mais desafiadores.

Aos colegas do Laboratério 405 da Faculdade de Farmécia por sua ajuda e por
compartilharem o espaco fisico com disposicdo para a realizacdo dos nossos
trabalhos.

A CAPES pelo apoio financeiro da bolsa da pesquisa, pelo apoio financeiro sob
meus estudos.






RESUMO

O objetivo do estudo foi desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente hidrogéis
termosensiveis contendo nanocdpsulas de nucleo lipidico de curcumina
(composto por os lipidios monoestearato de sorbitano e 6leo de semente de uva),
sendo depois revestidas com quitosana visando a administracdo bucal para o
tratamento de diversas doencas. As nanocapsulas foram obtidas empregando-
se a técnica de deposicao interfacial de polimero pré-formado. As caracteristicas
fisico-quimicas de distribuicdo de diametro de particula, diametro médio, indice
de polidisperséo, potencial zeta e pH foram avaliadas. Realizou-se um estudo
liberacao in vitro em meio salivar simulado. Os hidrogéis foram produzidos com
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e Poloxamer® 407, empregando-se dispersédo
manual. Avaliou-se a mucoadeséo por meio de estudo de lavabilidade utilizando-
se mucosa de bochecha suina. Adicionalmente, a analise de textura foi
empregada para avaliar o trabalho de mucoadeséao. O Potencial Irritante (IR) das
formulacdes foi determinado com o teste da membrana corolantdide de ovos de
galinha embrionados (HET-CAM) e a citotoxicidade in vitro foi determinada
através da atividade mitocondrial por MTT, empregando a linhagem celular SCC-
25. A concentracdo final de curcumina nas nanocapsulas é de 0,9 mg.mL? As
nanocapsulas revestidas com quitosana apresentaram D(4,3) igual a 179 + 48
nm, o potencial zeta de +19.00 + 3,18 mV. O teor de curcumina e a taxa de
associacao foram préximos a 100%. Os perfis de liberagdo da curcumina das
formulacdes revestidas e ndo revestidas se sobrepdem, indicando que nao
houve influéncia do revestimento na liberacédo. Os hidrogéis apresentaram maior
trabalho de mucoadesdo do que as formulagcdes de nanocapsulas,
adicionalmente a curcumina permaneceu por maior tempo interagindo com a
mucosa bucal quando as suspensfes foram incorporadas nos hidrogéis,
confirmando maior resisténcia ao fluxo salivar. Todas as formulagbes foram
classificadas como néo irritantes quando avaliadas por HET-CAM. Os resultados
apontam se tratar de uma formulacé&o nanotecnolégica mucoadesiva promissora
para aplicacdo bucal por atribuir propriedades fisico-quimicas adequadas e
tolerabilidade, com a possibilidade de carrear diversos compostos de interesse.
Palavras-chave: cancer epidermodide bucal, curcumina, hidrogéis
termorreversiveis, hidroxipropilmetilcelulose, nanocéapsulas de nucleo lipidico,

mucoadesao.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to develop and characterize physicochemically
thermosensitive hydrogels containing lipid core (composed of sorbitan
monostearate and grape seed oil) curcumin-loaded nanocapsules coated with
chitosan for buccal applications, as a platform to treat several diseases. The
nanocapsules were prepared by the interfacial deposition of preformed polymer
technique. Physicochemical characteristics of particle size distribution, mean
diameter, polydispersity index, zeta potential, and pH were analyzed. An in
vitro release profile was performed in simulated salivary medium. The hydrogels
were produced with hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) and Poloxamer® 407,
using manual agitation. Mucoadhesion was evaluated by a washability test using
porcine buccal mucosa. Additionally, tensile analysis was performed to evaluate
the work of mucoadhesion. The irritant potential (IR) of the formulations was
evaluated by hen’s egg chorioallantoic membrane test (HET-CAM) and
cytotoxicity in vitro of the different formulations was determined by mitochondrial
activity with MTT, using an SCC-25 cell line. The curcumin concentration was 0.9
mg.mL, For chitosan coated nanocapsules the D(4,3) was 179 + 48 nm, a zeta
potential of +19.00 £ 3.18 mV. The drug content and encapsulation efficiency
were close to 100%. The curcumin release profile overlaps for nanocapsules
coated and uncoated, suggesting that the chitosan-coating did not influence the
active substance release. Hydrogels showed higher mucoadhesion work than
nanocapsules, in addition, curcumin nanoencapsulated remained in the mucous
membrane for longer time when they were incorporated in the hydrogels,
indicating that were more resistant to salivary flux than the nanocapsules in
suspension. All the formulations were classified as non-irritant when were
avaliated by HET-CAM. Results point that this is a nanotechnologic
mucoadhesive formulation promissory for application on buccal mucosa for
attributing adequated physicochemical properties and tolerability, moreover the

possibility of carrying several compounds of interest.

Keywords: curcumin, hydroxypropylmethylcellulose, lipid-core nanocapsules,
thermosensitive hydrogels, mucoadhesion, Oral squamous cell carcinoma
(OSCOQ).
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A via de administracéo bucal € uma via de administracéo indicada para
aplicacao de substancias ativas ha membrana da mucosa bucal, com finalidade
topica ou sistémica, dependendo do caso. Histologicamente, a membrana bucal
é formada por células epiteliais e permanece altamente hidratada e
vascularizada. A hidratacdo é devida ao contato permanente com o muco, que
oferece protecdo e lubrificacdo. O muco é um meio constituido por agua
majoritariamente (cerca de 90%), lipidios, sais inorganicos e proteinas, como a
mucina. A mucina é uma das proteinas mais amplamente encontrada no muco,
sendo esta a responséavel pela estrutura do muco ser semelhante a um gel. A via
bucal € uma via de aplicacdo que pode ser empregada para farmacos e
substancias ativas com ac¢ao anti-inflamatoéria e antitumoral. Entre as vantagens
desta via encontra-se uma facil acessibilidade, tanto para administrar o farmaco
como para posterior remocéo, baixa atividade enziméatica e boa adequacéo para
liberacdo controlada, assim como uma rapida recuperacao celular (Tran et al.,
2019).

Contudo, esta via de administracao apresenta varias limitacfes, entre as
quais destacam-se um cleareance rapido, aproximadamente de 6 horas, tempo
referente a renovacdo do muco na boca, o ato de engolir gue é um mecanismo
de reflexo, uma limitada area superficial e a prépria presenca da mucosa que
interage com alguns farmacos devido a interacéo entre os grupos de hidrogénio
e 0s grupos funcionais amino, com cargas aniénicas das proteinas presentes na
mucosa (Chatterjee et al., 2017). Levando em consideracdo estas limitacdes &
recomendado desenvolver formulagbes que permitam que os farmacos sejam
entregues efetivamente e retidos por periodos de tempo maiores, permitindo

uma liberacdo apropriada e controlada (Ferreira et al., 2019).

Produtos de origem vegetal tem adquirido um interesse especial na
terapia de inUmeras doencas por apresentarem menos efeitos adversos do que
as substancias empregadas atualmente. A curcumina é um polifenol isolado do
rizoma da Curcuma longa Linn (Zingiberaceae) que apresenta multiplos
beneficios na terapéutica, como diminuicdo da proliferacéo celular em diversos
tipos de cancer, por exemplo, o cancer de mama, colorectal, de pulméo, de

préstata e de boca (Prasad et al., 2014). Outras atividades bioldgicas atribuidas
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sdo a atividade antioxidante, reparadora de tecidos, antiinflamatdria e bactericida
(Rabinarayan et al., 2015; EI-Malek et al., 2017)

Apesar do potencial terapéutico da curcumina, este polifenol apresenta
fotossensibilidade e instabilidade quimica em meio alcalino e neutro, sendo
estavel na faixa de pH entre 3,0 e 5,0. De acordo com a classificacdo
biofarmacéutica a curcumina é uma molécula tipo IV, apresenta baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (Amidon et al., 1995). Devido a esta
natureza hidrofébica e dificil de solubilizar em meio fisiolégico, sua
biodisponibilidade é baixa (Zhen et al., 2014).

Devido as razdes previamente mencionadas, a nanotecnologia € uma
alternativa muito interessante para contornar as limitacdes apresentadas por
algumas substancias de origem vegetal, como a curcumina. A
nanoencapsulagcdo permite o aumento da estabilidade quimica e solubilidade
aparente em agua destas substancias, além de modular a velocidade de
liberacdo, fazendo deste um tratamento mais eficiente e com menos efeitos
adversos. Adicionalmente, a degradacéo enzimatica também pode ser prevenida
(Yadav et al., 2010; El-Malek et al., 2017).

Na atualidade novos sistemas estdo sendo desenvolvidos e estudados.
Em particular as nanocapsulas de nudcleo lipidico tem adquirido um interesse
especial por apresentarem caracteristicas fisico-quimicas Unicas, como, por
exemplo, maior controle na liberacao de farmacos, permitindo diminuir a dose de
administracdo (Chaves et al., 2017). Levando em consideracdo o uso tépico em
mucosas da curcumina incorporada nesta classe de nanocapsulas, a
incorporacao de polimeros mucoadesivos torna-se relevante. Tendo-se isto em
vista 0 uso de biopolimeros mucoadesivos como a quitosana podem ser uma
alternativa. Em estudos prévios do grupo de pesquisa tem-se demonstrado que
nanocapsulas de ndcleo lipidico revestidas com quitosana apresentam maior
retencdo de substancia ativa em mucosas em comparacdo ao farmaco livre
(Frank et al., 2014).

Levando em consideracdo as limitagbes previamente mencionadas
apresentadas pela via bucal, é essencial desenvolver uma formulagéo contendo

polimeros com propriedades que integrem um sistema efetivo para aumentar o
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tempo de permanéncia da formulacdo na mucosa bucal. Neste contexto, 0s
polimeros Poloxamer® 407 e o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), podem ser
empregados a fim de se produzirem hidrogéis que através do aumento da

viscosidade podem ficar mais tempo em contato com a mucosa bucal.

Hidrogéis sdo comumente utilizados para aplicacéo topica e dentre os
polimeros formadores de hidrogéis cita-se o uso de Poloxamer® 407 para
desenvolver sistemas de geleificacdo in situ. Este polimero tem a propriedade
de gelificar reversivelmente quando € exposto a um ambiente aquecido (Mouftah
et al.,, 2016). Adicionalmente, a HPMC, um derivado hidrofilico da celulose, é
classificada como um agente mucoadesivo de primeira geracdo. Este polimero
tem sido utilizado em formulagées microparticuladas para modular os perfis de
liberacdo de farmacos, levando-se em consideracdo que quando € contornado
por solucdes aquosas tem a tendéncia de expandir lentamente seu volume (Zatta
et al., 2018).

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho é desenvolver e caracterizar um
hidrogel mucoadesivo contendo nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas com
quitosana e contendo curcumina para aplicagdo bucal, como uma alternativa
para o tratamento de diversas doencas, nas quais se inclui o cancer epidermaéide

bucal.

A presente Dissertacao de Mestrado serd apresentada na forma de dois
capitulos. No primeiro capitulo encontra-se a revisao de literatura e o no segundo
capitulo a metodologia, os resultados obtidos e a discussédo destes resultados
apresentados em forma de artigo. Para facilitar a leitura do artigo ele foi disposto
em uma Unica coluna. Adicionalmente, as figuras e tabelas seréo apresentadas

ao longo do trabalho, para tornar a leitura e andlise dos resultados mais cémoda.

23





anago
Caixa de texto


2. OBIJETIVOS



anago
Caixa de texto




anago
Caixa de texto


GERAL

Desenvolver e caracterizar um hidrogel termorreversivel e mucoadesivo
contendo nanocapsulas de nucleo lipidico de curcumina revestidas com
quitosana visando administracdo bucal como uma alternativa para o
tratamento de diversas doencas, nas quais se inclui o cancer epidermoéide
bucal.

ESPECIFICOS

Desenvolver e caracterizar suspensfes de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo curcumina, revestidas ou nao revestidas com quitosana.

Estudar o perfil de liberacgéo in vitro da curcumina a partir das formulagdes
desenvolvidas.

Avaliar o perfil de morte celular de células de carcinoma epidermadide
bucal in vitro frente a suspensdo de nanocapsulas revestidas com
quitosana e contendo curcumina.

Desenvolver e avaliar fisico-quimicamente hidrogéis termorreversiveis e
mucoadesivos contendo as formulacdes de nanocapsulas desenvolvidas.

Avaliar as caracteristicas de mucoadesdo das diferentes formulacdes
desenvolvidas empregando lavabilidade em mucosa bucal suina e anélise
de textura.

Determinar a influéncia das particulas adicionadas no hidrogel nas
caracteristicas de termorreversibilidade da formulacéo final através de
estudo reoldgico.
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3. CAPITULO I: REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3.1 Via de administracéo bucal e mucoadeséao

A cavidade bucal é uma barreira fisica para o exterior, contém a lingua, a mucosa
e a glandulas salivares. A lingua tem um papel essencial nas fun¢des da cavidade bucal
no que diz respeito a mastigacdo, fonacdo e gosto. Tem no seu nucleo muasculo
esquelético e tecido conectivo que permite realizar movimentos coordenados para
realizar suas funcdes. Possui na sua superficie um epitélio especializado que confere
uma aparéncia Unica e uma funcdo sensorial, assim como as papilas que sédo as
responsaveis pela textura felpuda da lingua. As glandulas salivares, majoritariamente,
a parétida, submandibular e a sublingual, secretam continuamente fluidos de natureza
proteica (ricos em serina e mucina) que sdo necessarios para manter a regiao hidratada

para seu correto funcionamento (Qin et al., 2017).

A mucosa da cavidade bucal é um epitélio com sub-regides, cada uma com
diferencas na queratinizagdo, assim como na espessura do tecido e o tempo de
renovagdo celular. A mucosa bucal tem se destacado como um local para a
administracao de farmacos, devido a conveniéncia de administracao e facil acesso para
a liberacdo de agentes terapéuticos, seja para agdo local ou sistémica. Além da
extensiva irrigacdo, o acesso direto para a circulacao sistémica através da veia jugular
torna esta via uma alternativa para a liberacdo de farmacos que apresentam extenso
metabolismo pré-sistémico, conduzindo a um aumento da biodisponibilidade desses
farmacos (Hassan et al., 2009). O efeito do clearance salivar e a degluticdo acidental da
forma farmacéutica, bem como as propriedades de barreira da mucosa bucal se
destacam como as principais limitacbes para o0 desenvolvimento de formas
farmacéuticas para administracdo nesta via. Entretanto, a utilizacdo de sistemas
mucoadesivos, bem como de promotores de absorcédo tém sido apresentado como

alternativas para contornar esses obstaculos (Sudhakar et al., 2006).

Na atualidade, tém sido desenvolvidas diversas formas farmacéuticas como
comprimidos, filmes orais, géis e unguentos (Salehi & Boddohi, 2017; Puri et al., 2019)
que podem ser administrados na area sublingual, bucal, gengival e/ou palato mole.
Adicionalmente, formula¢des bioadesivas sdo desenvolvidas frente a formulagfes ja
existentes para se obter respostas terapéuticas mais favoraveis, como € o caso dos
sistemas soélidos multiparticulados, sistemas liquidos como as microemulsdes, e dos

sistemas semissolidos como os hidrogéis (Morales & Brayden, 2017a).

A bioadesédo se define como o estado em que dois materiais sdo mantidos
interagindo por um periodo de tempo, sendo pelo menos um destes de natureza

biolégica. Com frequéncia, os termos bioadesdo e mucoadesdo sdo utilizados
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indistintamente, porque no segundo caso a interacdo ocorre com uma camada de muco.
Para a administracdo de formas farmacéuticas em mucosas, a capacidade de
mucoadesdo apresentada por estas formulacbes pode aumentar o tempo de
permanéncia destas no local, além de permitir uma liberacdo controlada das substancias

incorporadas (Carvalho et al., 2010).

O mecanismo de mucoadesdo € dividido geralmente em dois estagios, o estagio
de contato e o estagio de consolidacdo. O primeiro estagio tem como caracteristica o
contato entre ambas superficies; neste momento ocorre a expanséo e o espalhamento
da formulacao iniciando o contato com as camadas de muco. No segundo estagio 0s
materiais mucoadesivos envolvidos com a umidade do entorno, permite que as
moléculas dos polimeros mucoadesivos se separarem e estabelecam ligacdes de
hidrogénio e Van der Waals com a superficie (Puri et al., 2019).

Os estudos de mucoadeséao sao desenvolvidos desde a década de 80, contudo,
ainda nédo fica claro o mecanismo integral da mucoadesao (Borges et al., 2015).
Diversas teorias tém sido propostas, entre as quais mencionam-se as seguintes teorias:
Intumescimento (os polimeros espalham-se e penetram nas camadas superficiais e no
muco), adsorcdo (ocorre uma adeséo entre 0 muco e o polimero obtida por interagées
intermoleculares: primeiramente ligacdes ibnicas, covalentes e metalicas, seguidamente
forcas adesivas secundarias como ligagdes hidrogénio, Van der Waals e interagfes
hidrofobicas), eletrbnica (a adeséo € devida a transferéncia de elétrons pela diferenca
das cargas eletrénicas entre o polimero mucoadesivo e a membrana da mucosa, criando
assim uma dupla camada de atracdo eletrostatica), sendo no caso, que os polimeros
adesivos normalmente possuem carga positiva a mucina possui carga residual negativa,
fratura (a teoria que relaciona ligacdes adesivas entre os sistemas com a forga requerida
para separar uma superficie da outra), difusdo (processo que propde uma difusdo das
cadeias poliméricas até a rede polimérica das glicoproteinas das camadas do muco e
vice-versa, formando uma camada de interpenetracdo, quantificada pelo coeficiente de
difusdo) (Zhu et al., 2013; Carvalho et al., 2014a).

O principal diferencial de formas mucoadesivas é o aumento do tempo de
permanéncia da formulacao no local de aplicacéo, o que facilita a difusdo do farmaco,
melhorando a absor¢cdo do mesmo e a distribuicdo sistémica ou mesmo a acao local.
Polimeros sdo frequentemente utilizados com a finalidade de proporcionar
mucoadesividade as formulagfes, estes sdo geralmente sollveis em agua e, quando
secos, sdo capazes de absorver 4gua da superficie biologica levando a formacao de um
gel, que, pela interacdo das cadeias poliméricas com o muco, facilita a adesé&o junto a

mucosa; essas interacdes podem ser ligacdes do tipo idnica, ligacbes de hidrogénio,
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forcas de Van der Walls e hidrofobicas (Carvalho et al., 2014b). Além disso, os polimeros
formam solucBes aquosas viscosas que aumentam o tempo de retencdo da forma
farmacéutica sobre a superficie mucosa, intensificando a bioadeséo (Lyra et al., 2007).
Entre os polimeros que apresentam essas caracteristicas e que podem ser utilizados
pela via bucal, destacam-se os derivados do acido poliacrilico, os derivados da celulose
(HPMC, HPC, HEC), as gomas (xantana, guar), a quitosana entre outros (Sudhakar et
al., 2006).

Sheshala e colaboradores (2018) desenvolveram uma formulacdo contendo
moxifloxacina em um hidrogel de gelificacao in situ, para o tratamento da periodontite,
objetivando a aplicagdo bucal, utilizando 15-21% Poloxamer® 407, 0-2% Poloxamer 188
e 0,2-0,5% HPMC, em diferentes concentragdes para encontrar a formulagédo mais 6tima
para fins de aplicagdo na mucosa bucal. Apés producéo e caracterizacdo encontram se
os hidrogéis nos parametros fisico-quimicos aceitos, avaliou-se e comparou-se a
influéncia da concentragéo dos polimeros na liberacao do farmaco mediante um estudo
de liberagdo in vitro com membrana de didlise. Os hidrogéis contendo 21% de
Poloxamer® 407, 2% Poloxamer 188 foram os mais indicados obtendo liberacdo
sostenida por 8h (73%); Avaliou-se a influéncia da adicdo do HPMC em 0,5%,
aumentando a retencdo na mucosa favorecendo na mucoadesao, assim mesmo o
HPMC é um agente retardador da liberacao do farmaco (62%) no mesmo periodo de
tempo, assim mesmo observou-se que incluir este polimero na formulagdo teve a
capacidade de diminuir em um 22% a liberacdo burst durante a primeira hora do
experimento. Contudo, a mucoadesividade das nanoparticulas foi maior do que dos
polimeros mucoadesivos de referéncia indicando que, além da mucoadesividade do
material a area superficial das nanoparticulas também impacta positivamente na

mucoadesividade (Sheshala et al., 2018).

3.2 Gel Termorreversivel

Hidrogéis sédo redes poliméricas de natureza hidrofilica que tém uma
configuracao tridimensional capaz de reter grandes volumes de agua conservando sua
estrutura. Eles entumecem em meios aquosos devido aos diversos grupos funcionais
presentes nas suas cadeias poliméricas, podendo apresentar hidroxilas, carboxilas,
grupo amino ou &cido sulfénico nos restos das redes poliméricas (Koetting et al., 2015).
O perfil de liberagdo de substancias incorporadas em hidrogéis pode ser controlado
ajustando o contetudo de agua, a composi¢cdo dos polimeros, a cristalinidade e a

densidade de ligagbes cruzadas (cross linking) (Puri et al., 2019).
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Os hidrogéis tém sido utilizados em diversas aplicagdes farmacéuticas, incluindo
a via parenteral (Alvarez et al., 2016), oftalmica (Almeida et al., 2014), intranasal (Kaur
et al., 2015), retal (Shen et al., 2015), vaginal (Ci et al., 2017) e bucal (Ferreira et al.,
2019). Uma das abordagens desta dissertacdo € o uso dos sistemas termosensiveis
com gelificacéo in situ sob um estimulo especifico. Ha géis termoreversiveis, possuem
como caracteristica principal uma transicdo do seu estado sol-gel que varia em funcdo
da temperatura. Sendo assim, a forma farmacéutica € administrada em estado liquido
e, quando entra em contato com a mucosa bucal, ocorre a interacdo das cadeias do
polimero com a camada de muco atingindo um equilibrio térmico e promovendo a

gelificacdo (Kaur et al., 2015).

Os Poloxameros sao uma familia de polimeros anfifilicos ndo iénicos sintéticos,
constituidos quimicamente por um bloco de copolimero com segmentos de 6xido de
polipropileno hidrofébico (PPO) e éxido de polietileno hidrofilico (PEO) (Figura 1). O
Poloxamer® 407 tem massa molecular de 12,6 kDa. A converséo sol-gel ocorre devido
as interacdes hidrofébicas entre as cadeias dos copolimeros, a medida que aumenta a
temperatura estas cadeias comegam a se agregar neste processo endotérmico,
passando a formar micelas, cabe mencionar que esta micelizagdo ocorre quando a
concentracdo de Poloxamer® 407 supera a concentracdo micelar critica (CMC), e o
resultado deste fenémeno, é a desidratacéo do nacleo formado por PPO e a hidratacdo
dos blocos de PEO. A temperatura na qual ocorre a transicdo sol-gel pode variar de
acordo com as concentracdes de poloxamero utilizadas na formulacdo, sendo desde 10
% a 20 % (m/v) as porcentagens necessarias para atingir uma temperatura de transigéo
sol-gel pr6xima a temperatura corporal. Este ponto onde ocorre a gelificacdo pode ser

modulado com a associa¢ao de outros poloxameros, particularmente o P188 (Giuliano

et al., 2018b).
CH
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Figura 1. Estrutura quimica do Poloxamer® 407. Copolimero formado por trés blocos. x: Bloco de PEO
(Oxido de polietileno); y: Bloco de PPO (Oxido de polipropileno); z: Bloco de PEO (Oxido de polietileno).

Quando o sistema atinge o estado gel, formam-se nucleos cubicos ou
hexagonais com estrutura organizada, que permite solubilizacdo de substancias tanto
hidrofilicas como lipofilicas. A distribuicéo final deste sistema permite que substancias
lipofilicas permanecam em suspensdo na parte hidrofobica, junto ao PPO, e que

substancias hidrofilicas, como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), interajam com a

34



porcdo PEO. Adicionalmente, a adicdo de HPMC neste tipo de formulagdo pode
promover o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos, puesto que 0s sistemas de
gelificacdo in situ sdo conhecidos por possuir uma baixa propriedade mucoadesiva
(Rencber et al., 2017), com a adicdo do HPMC as formulacfes sofrem disminucéo do
valor da sua concentracdo micelar critica, sendo preciso uma quantidade menor de
poloxamer para atingir a sua gelificacdo, assim mesmo aumenta a sua viscosidade
(Arafa et al., 2018).

Dentre as vantagens que esta gelificagcdo in situ fornece, estdo a facil
administracdo e entregue das substancias ativas no sitio de aplicacdo ocorrendo o
espalhamento da formulagdo no seu estado sol. Apds contato com a mucosa, a
formulagdo torna-se mais viscosa consolidandou-se no seu estado transitorio gel
permitindo assim uma liberagdo mais controlada, diminuindo dessa forma, o tempo de
cleareance em comparagcdo com os métodos de entregue de farmacos convencionais
(Ferreira et al., 2016; Fakhari et al., 2017).

Marques e colaboradores (2018) realizaram um estudo experimental
desenvolvendo um gel mucoadesivo com base de Carbopol 980 ao 1.5% (m/v) contendo
ibuprofeno nanoparticulado para ser administrado na mucosa bucal em uma
concentracdo de 0,125%, m/v, indicado para o tratamento de inflamacdes. Os autores
desenvolveram as dispersdes de nanoparticulas lipidicas contendo o farmaco pelo
método de sonificacao e incorporaram no gel mediante dispersdo mecanica. Avaliaram
os perfis de liberacao do farmaco a partir do hidrogel tanto de farmaco nanoencapsulado
guanto do farmaco na forma livre, utilizando membranas de dialise em meio simulador
salivar, mantendo a condicéo sink. Apos colheitas em tempos predeterminados trataram
se as amostras para ser analisadas utilizando quantificacao por espectrofotometria UV-
VIS. Quanto aos resultados a liberacéo foi imediata na forma livre, com liberacdo de
100% de ibuprofeno apds 6h, e observou-se liberagcdo sustentada de 40% de farmaco
nesse mesmo periodo. Indicando a importancia de associar farmacos em sistemas que
sejam capazes de retrasar a liberacdo do farmaco enquanto a estrutura tridimensional
que confere o hidrogel para prolongar o tempo de residéncia do ibuprofeno na mucosa
(Marques et al., 2018).

3.3 Uso de nanocapsulas poliméricas com finalidade mucoadesiva

Por defini¢cdo, sistemas nanoparticulados séo estruturas coloidais com didmetro
entre 100-1000 nm, os quais apresentam inUmeras vantagens, como o controle da

liberacdo de farmacos (em especial sistemas contendo nucleo oleoso), a melhora na
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eficacia terapéutica, a reducéo da degradacao quimica de substancias e da toxicidade,
e, além de melhorar a biodisponibilidade, também alteram a distribuicdo e o clearance

de farmacos (Pohimann et al., 2013).

Dentro da familia dos carreadores de farmacos menciona-se 0s sistemas micro
e nanoparticulados, dentre os carreadores nanoparticulados pode-se citar as
nanoparticulas lipidicas sélidas e as nanoparticulas poliméricas, tanto nanocapsulas
guanto nanoesferas. Na atualidade, estudos apontam para a melhora da permeacéo de
farmacos através da mucosa bucal quando substancias sdo administradas e estdo
vinculadas a sistemas nanométricos (Morales et al., 2013), pois a hanoencapsulacao é
capaz de contornar a baixa solubilidade em fluidos biol6gicos de alguns farmacos, além
de controlar seu perfil de liberagcdo. Adicionalmente, a barreira polimérica formada pela
parede das nanocapsulas é capaz de proteger os farmacos frente a degradagéo por

oxidagao e exposicao a luz UV (Weber et al., 2016).

Como citado anteriormente, as nanoparticulas poliméricas podem ser
classificadas em dois grandes grupos, as nanoesferas, que sao sistemas poliméricos
matriciais, € as nanocapsulas, que sao sistemas reservatério. Dentro do grupo das
nanocépsulas destacam-se as nanocapsulas de nucleo lipidico, estas sdo formadas por
um nucleo contendo um lipidio sélido disperso num lipidio liquido contornado por uma
parede polimérica (poli-(e-caprolactona)). Em geral o lipidio liquido empregado sdo os
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TCC), porém novas alternativas de nucleo
oleoso tém sido adotadas, como, por exemplo, o 6leo de semente de uva, que permite
a solubilizacéo de substancias pouco soluveis em TCC, como a curcumina (Coradini et
al., 2014). Estes nanocarreadores apresentam diametro médio entre 200 e 300 nm,
apresentando assim um didametro adequado para sua permeacao através das camadas

de mucosa bucal suina (Morales & Brayden, 2017a).

Para qualquer via de administracdo, uma permeacao satisfatoria através das
membranas depende tanto das propriedades fisico-quimicas da substancia quanto das
propriedades das préprias membranas. Sistemas carreadores de farmacos podem
direcionar as substancias ativas ao seu sitio alvo devido a sua diferente interacdo com
as membranas celulares (Morales & Brayden, 2017b). O didmetro destes
nanocarreadores € um fator que influencia sua permeacédo através de mucosas, por
exemplo. Teubl e colaboradores (2013) desenvolveram nanoparticulas poliméricas de
carboxipoliestireno, e apés caracterizacao do diametro médio os autores determinaram
o perfil de permeacédo de nanoparticulas de 200 nm através da mucosa bucal suina em

comparacdo com nanoparticulas de menor diametro (25-50 nm), obtendo seus
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coeficientes de difusdo através de um estudo de permeacdo ex vivo utilizando células
de difusdo padronizadas. Os autores concluiram que as nanoparticulas de maior
didametro foram capazes de penetrar mais rapidamente e profundamente nos estratos
da mucosa bucal. O mecanismo ainda ndo € bem definido, mas tem relacdo com as
estruturas anatbmicas e biofisicas da mucosa bucal, entre elas a camada de muco e a
micropregas, uma dobra em forma de sulco que tem didametro entre 200 a 500 nm, sendo
o tamanho ideal para as nanoparticulas maiores se depositarem e apresentarem uma
maior taxa de absorcdo que é conduzida pela cinética de difusé@o, no caso da absor¢ao

por difuséo passiva, e forcas de direcionamento termodinamico (Teubl et al., 2013).

Quando objetiva-se aumentar o tempo de permanéncia das formulagdes no seu
local de aplicacdo, estratégias tecnolégicas podem ser empregadas, como, por
exemplo, o uso de materiais mucoadesivos. O desenvolvimento de nanoparticulas
revestidas com polimeros mucoadesivos pode aumentar o tempo de retencdo e,
consequente, a penetracdo/permeacdo das substancias ativas através de mucosas.
Uma estratégia interessante neste sentido é o uso de polimeros com natureza catidnica
qgue permitem uma adequada interagdo com os residuos de acido sialico da mucina no
epitélio bucal. Estudos prévios tém comparado o efeito da carga elétrica na permeagéo
comparando nanoparticulas anibnicas com nanoparticulas catibnicas, sendo a
nanoparticula com carga catibnica a que apresenta maiores quantidades de permeacao
em mucosa bucal suina, devido as cargas catibnicas reagindo com os residuos

anionicos da mucina (Morales & Brayden, 2017b).

Dentre os polimeros catibnicos, destaca-se a quitosana (Figura 2). Este polimero
por ser biodegradavel e biocompativel tem sido utilizado em diversos campos da
pesquisa, tendo bastante destaque na area da tecnologia farmacéutica. Quimicamente,
a quitosana é um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo da quitina, um dos mais
abundantes no planeta depois da celulose, presentes nos exoesqueletos de crustaceos
e outros artropodos, assim como moluscos (Hamed et al.,, 2016). Tem elevada
solubilidade em soluc¢des acidas, devido a ionizacdo dos grupamentos amino, e,
consequentemente, conferindo carater policatibnico a esse polimero. Seu carater
policatibnico facilita sua interacdo com residuos carregados negativamente presentes
na superficie celular, como por exemplo, os residuos de &cido sialico presente nas

mucoproteinas (Singh et al., 2017).

Além disso, a quitosana é um polimero capaz de formar filme é empregado para
producdo de gel, conferindo caracteristicas mucoadesivas adequadas a essa

macromolécula (Contri et al., 2010). Seu mecanismo de mucoadesdo € devido a
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interagdo quimica entre os cétions deste polimero e as cargas aniénicas da mucina
permitindo uma elevada forca de interacdo entre estas diferentes superficies. Além
dessas caracteristicas, a quitosana também é conhecida por promover a abertura das
juncdes apertadas celulares de forma transitéria 0 que pode promover a permeacao de
farmacos através de membranas (Contri et al., 2010). Nosso grupo de pesquisa ja vem
estudando o uso de quitosana como polimero de revestimento para nhanocapsulas de

nucleo lipidico visando aumentar a mucoadesao destes sistemas.
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Figura 2. Representacgdo da estrutura quimica da quitosana.

Materiais mucoadesivos podem ser utilizados também como agentes
terapéuticos ja que tém a capacidade de formar filmes sobre superficies lesadas,
protegendo assim os tecidos danificados e, adicionalmente, a quitosana apresenta

potencial como agente bacteriostatico (Kouchak et al., 2015).

Kang e colaboradores (2017) desenvolveram nanoparticulas de PLGA e
Poloxamer® 188 revestidas com quitosana contendo Albendazol para o tratamento de
cancer com finalidade de ser administrado pela via oral. As nanoparticulas foram obtidas
pelo método de difusdo de solvente e a solugdo de quitosana para o revestimento foi
testada em concentracdes de 0,5; 1; e 2 mg.mL™. Apds a caracterizagéo fisico-quimica
foi realizado um estudo de mucoadeséo pelo método da particula de mucina, um estudo
gue avalia a diferencia do potencial zeta quando particulas de mucina em solu¢do sao
misturadas com os grupos em volumes iguais. Observou-se aumento no potencial zeta
no grupo com maior concentracdo de quitosana (P188CS2), aumentando de -5,51 +
0,18 mV para -4,21 + 0,42 mV, isso devido a este grupo possuir maior carga catibnica
da quitosana que interage eletrostaticamente com os de &cido sialico presente na

solugdo de mucina (Kang et al., 2017).

Outro polimero utilizado em sistemas mucoadesivos é a HPMC, um derivado
hidrofilico da celulose, classificado como um agente mucoadesivo de primeira geracao.
E um polimero n&o idnico, ndo irritante e resistente a degradacéo enzimatica, de facil
incorporacdo nas formulacdes estavel na faixa de pH entre 3 e 11. Seus grupos
hidroxilos interagem com 0s grupos aminos das glicoproteinas presentes mucina via

ligacdo de hidrogénio (Chatterjee et al., 2017). Por ser ndo ibnico € menos reativo frente
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a mucina pela auséncia de grupos protonados, e conseqguentemente, menos
mucoadesivo do que outros polimeros que possuem dita caracteristica. Mesmo assim,
este polimero tém sido utilizado para modular os perfis de liberacdo dos farmacos pois
quando em solucdo aquosa tem a tendéncia de expandir seu volume, controlando a

difusdo de farmacos através dele (Zatta et al., 2018).

3.4 Incorporacao de Nanocapsulas em Hidrogéis

Nos Ultimos anos, a incorporacdo de sistemas carreadores de farmacos em
hidrogéis tem sido objeto de diversas pesquisas. Esta associacao justifica-se, pois
novas perspectivas surgem ao se associar diversas tecnologias em uma Unica
formulacdo, bem como para sobrepor desvantagens que alguns sistemas apresentam
sem esta associacdo. Por exemplo, uma das limitagdes dos hidrogéis é possuir um curto
tempo de residéncia no local de aplicagéo, devido a sua rapida dissolugdo em meio
aquoso e em fluidos biologicos, e para sobrepor esta limitagdo pode-se empregar a

associacao com sistemas nanoestruturados.

Arafa e colaboradores (2015) desenvolveram um gel in situ de nanoparticulas
contendo oro para o tratamento de quemaduras tdpicas. Incorporados em uma base
contendo 15% (m/v) de Poloxamer® (PLX) 407 e 15% (m/v) de Poloxamer® (PLX) 407 e
1% (m/v) de HPMC. Apds caracterizacdo tanto das nanoparticulas de oro como dos
hidrogéis. Determinaram-se seus perfis de liberacdo in vitro utilizando células de
diffusdo em meio fosfato pH 7,4. Assim mesmo, avaliou-se a permeagdo ex Vivo,
realizado pela técnica da célula de difusédo de Franz, utilizando a mesma composi¢ao
do meio e pele dorsal de ratos previamente cortada. Apds coletas em tempos
determinados as amostras de ambos experimentos foram tratadas e quantificadas via
espectrofotometria UV-VIS. Para o hidrogel desenvolvido sem e com HPMC obteve-se
perfil de liberacdo de 100% e 98,3% em 6 h, respetivamente. Enquanto os valores de
fluxo de permeacdo séo 0.2974 + 2.85 e 0.2649 £+ 1.43 pg/cm2-h para ditos grupos,
respectivamente. Indicando uma presencia continua das nanoparticulas até 5 h.
Demostrando que este sistema binario mantém uma retencéo no tecido e que possui
uma liberacao controlada das nanoparticulas e um efeito viavel para uso topico (Arafa
et al., 2015).

No mesmo estudo, avaliou-se a contagem bacteriana e reparadora de tecido in
vivo em comparacdo com um produto comercial em ratos com queimaduras
previamente induzidas. Os resultados da contagem bacteriana nos tecidos do grupo dos

hidrogéis foi indetectavel ap6s 5 dias de analise em contraste com 0s grupos
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administrados com o controle que tinham contagem apds 9 dias de andlise. As
formulacdes desenvolvidas apresentaram valores maiores de propriedades reparadoras
de tecidos, pois observou-se uma diminuicdo constante no didmetro das lesdes
presentes nos ratos e completa recuperacdo apdés 10 dias de tratamento.
significativamente diferente com as amostras dos grupos administrados com o
tratamento convencional. Finalmente, os estudos histopatoldégicos mostraram tecidos
sadios nos grupos tratados com o0s géis, enquanto os tratados com os tratamentos
convencionais mostravam sinais de trauma ap0és as autopsias. Desta forma, conclui-se
gue os hidrogéis sdo candidatos para carregar nanoparticulas apresentando melhores
perfis na sua liberacdo em comparacdo com as nanoparticulas de oro per se, e melhoras
na permeacdo da pele, e seu efeito terapéutico como antibidtico e reparador de tecidos

lesados por queimaduras (Arafa et al., 2015).

Esposito e colaboradores (2013) desenvolveram e caracterizaram fisico-
guimicamente formulacdes de carregadores lipidicos nanoestructurados contendo
clotrimazol indicado para infe¢des fungicas, que foram incorporados em um hidrogel de
24% Poloxamer® 407 com aplicacéo pela via oral ou vaginal. Obtiveram se dispersdes
no hidrogel com facil aplicagdo na mucosa e adequada viscosidade apos gelificacao,
controlando a difuséo do farmaco. Avaliaram a permeagdo ex vivo para estudar este
parametro pela técnica Célula de Franz utilizando como meio fosfato pH 7,4 refor¢cado
com etanol:agua 20:80, os resultados obtidos apés tratamento das aliquotas e dos
dados o coeficiente de difusdo foi de 3.101 e 1.812 para o Gel de Clotrimazol Livre e
para o Gel de Clotrimazol Nanoencapsulado, respectivamente. Sendo estes
significativamente diferentes indicando uma difusdo mais para o ultimo caso. O uso dos
sistemas nanocarreadores também evidenciou taxas de difusdo mais imponentes do
que as obtidas com o controle de uso convencional no mercado também testado, que
obteve um indice de 2.469. Além disso, avaliaram o efeito antifangico contra Candida
albicans in vivo das nanocapsulas e do farmaco livre. Demostrou-se maior atividade das
nanocapsulas com uma eficacia de 65.3% no que diz respeito ao farmaco livre, que
apenas alcancou um 6,8%; tendo um efeito significativo s6 até multiplicando sua
concentracao por dez vezes. Demonstrando a importancia da associacao de encapsular
farmacos lipofilicos e incorpora-los em hidrogéis para controlar sua liberacdo e assim

obter um melhor efeito terapéutico (Esposito et al., 2013).

Adicionalmente, Hazzah e colaboradores (2016) desenvolveram e
caracterizaram um gel mucoadesivo a base de Poloxamer® 407 em uma concentracdo
de 10% (m/v), contendo nanoparticulas lipidicas sélidas com a substancia ativa

curcumina (CurSLN-Gel) objetivando aplicacdo bucal para o tratamento de reparacao
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do tecido da mucosa em les6es pré-cancerosas. Realizou-se o teste de permeagdo com
a célula de Difusdo de Franz utilizando mucosa bucal de frango previamente tratada,
apos 3 h a mucosa foi coletada e a curcumina extraida para posterior quantificacdo. Os
autores observaram uma maior quantidade da substancia ativa acumulada nos extratos
da mucosa que foi tratada com a formulacdo CurSLN-Gel, cerca de 21%, em contraste
com 0s outros grupos analisados CurSLN em dispersdo com mucina, Cur-Gel, Cur-
Suspensao, que apresentaram uma quantidade de curcumina retida na mucosa igual a
18%, 2% e 2%, respectivamente, indicando que a formulacao proposta tem capacidade

de aumentar a retengéo de curcumina na mucosa (Hazzah et al., 2016).

Na sequéncia, foi conduzido um estudo in vivo em pacientes com lesdes na
mucosa bucal, os pacientes foram divididos em dois grupos: Um deles foi tratado com
0 Gel com curcumina sem o sistema nanoparticulado (Cur-Gel) e o outro grupo foi
tratado com o Gel com as nanoparticulas de curcumina (CurSLN-Gel) em uma dose de
6 mg de curcumina por dia, durante 6 semanas. Solicitou-se aos pacientes medir o valor
de dor sentida através de uma escala visual numérica, o qual depois foi introduzida em
uma formula para obter a indice de dor. ApOs observagfes semanais consecutivas 0s
pacientes relataram uma diminuig&do da dor que foi refletida na diminuicdo do indice no
grupo CurSLN-Gel em 90% apo6s 10 dias de tratamento, em comparag¢do com o Cur-Gel
gue teve um indice de 63,33% no mesmo tempo. Adicionalmente, houve uma diminuicédo
no tamanho das lesdes nos individuos tratados com o gel nanoparticulado, apés 4
semanas de tratamento os autores observaram uma reducdo de 94,29% nas lesdes
(Hazzah et al, 2016).

3.5 Curcumina e Cancer de Boca

O céancer é uma doenca de alta incidéncia no mundo. Essa doenca pode
acometer varias partes do corpo, inclusive a regido da boca. De acordo com o INCA
(Instituto Nacional de Cancer), estimavam-se 15.210 novos casos de cancer de boca
em 2020 no Brasil. Dentre os diferentes tipos de cancer bucal destaca-se o carcinoma
de células escamosas bucal, também denominado carcinoma escamocelular,
carcinoma epidermoide ou carcinoma espinocelular, que se origina no epitélio de
revestimento, e sendo assim, pode afetar os labios e/ou parte interior da cavidade bucal
(Brener et al., 2007, MS / INCA / Estimativa de Cancer no Brasil, 2020).

O tratamento desse carcinoma pode ser realizado por cirurgia (estagio das
lesbes estdo entre as fases lll e IV) ou radioterapia e/ou quimioterapia (cisplatina,

carboplatina, 5- fluorouracil, paclitaxel, docetaxel) (Brener et al., 2007). Contudo esse
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altimo tipo de tratamento causa efeitos colaterais como: perda de apetite, perda de
cabelo, nauseas, vomito, diarreia e baixa contagem de células sanguineas. Tendo em
vista a alta incidéncia de efeitos colaterais, a procura de novas opcdes terapéuticas,
com maior tolerabilidade, menores efeitos adversos e com efeito semelhante é
constante. Dessa forma, a curcumina se destaca como potencial produto de origem

natural para o tratamento do cancer.

A curcumina (Figura 3) € um dos principais curcumindides (77%) isolado do

rizoma de Curcuma longa Linn Zingiberaceae (Basnet & Skalko-Basnet, 2011).

OCHs3 H3CO

Figura 3. Estrutura quimica da curcumina.

O uso de curcumina para reduzir a contagem de células de cancer epidermdide
bucal vem sendo estudado (H. M. Lee et al., 2016; Xiao et al., 2014). Esse potencial foi
confirmado observando-se a reducdo da proliferagdo de células SCC-25 utilizando
ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium], teste
colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular) com exposicéo de 24 e 48 horas.
No mesmo estudo, observou-se um aumento, em relagéo ao controle, de células na fase
G2/M. Também foi possivel observar uma diminuicdo dose-dependente, na migracao
de células através da membrana (capacidade de invasao). Além de inibir o crescimento
e invasao, esse polifenol inibe a metastase via regulacdo negativa do receptor do fator

de crescimento epidérmico em células cancerosas (Basnet & Skalko-Basnet, 2011).

A curcumina é um polifenol hidrofébico e, dessa forma, apresenta dificuldade de
se solubilizar em meio fisiol6gico, e por consequéncia apresenta baixa
biodisponibilidade. Sua estabilidade é maior em pH entre 3,0 e 6,5 (Zlotogorski et al.,
2013; Prasad et al., 2014). Além disso, a curcumina é instavel frente a exposicéo a luz
(Codevilla et al., 2015). Visto as limitagdes fisico-quimicas da curcumina, o uso de
sistemas nanoestruturados permite aumento da estabilidade frente a pH alcalino,
controle de liberacdo da substancia e melhora da baixa solubilidade da curcumina (Lin
et al., 2012; Nair et al.,, 2012). Além disso, esses sistemas permitem aumentar a
eficiéncia terapéutica e reduzir a toxicidade (Song et al., 2011; Hu et al., 2015), devido
a internalizacdo dos nanocarreadores em células especificas através da utilizacédo de

ligantes direcionadores (Lee et al., 2014).
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4. CAPITULO II. Thermosensitive and mucoadhesive hydrogel containing
curcumin loaded lipid core nanocapsules coated with chitosan for buccal
cancer treatment.
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da dissertacao defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 45 — 78, foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em
periodico cientifico. Consta da descricdo do desenvolvimento e caracterizacao
de um hidrogel termoreversivel produzido a partir de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo curcumina revestidas com quitosana, para tratamento de
diversas doencas visando aplicacdo bucal. Assim como a avaliagdo da sua
eficacia, tolerabilidade e efeito mucoadesivo empregando diversas técnicas.
Motivo pelo qual foi retirado da verséao digital disponibilizada na Biblioteca Digital
de Teses e Dissertacfes da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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5. DISCUSSAO GERAL
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As formulagbes de nanocapsulas de nudcleo lipidico desenvolvidas neste
estudo foram nomeadas LNCc (formulacdo contendo curcumina) e CLNCc
(formulacdo contendo curcumina e revestida com quitosana). As suspensdes
desenvolvidas apresentaram aspecto leitoso, de cor amarela, devido a presenca
de curcumina e efeito Tyndall, caracteristico de sistemas coloidais. Essas
suspensdes foram desenvolvidas com 6leo de semente de uva visto ser uma
alternativa para a producédo de formulagbes com curcumina, uma vez que €
capaz de solubilizar esta substancia. O uso desse 6leo € uma das opc¢des aos
triglicerideos de cadeia média que usualmente sdo utilizados na producao de
nanocapsulas de nucleo lipidico (Coradini et al., 2014), contudo seu uso pode
alterar a distribuicdo do tamanho de particula. Levando-se isto em consideracéo,
o didmetro das formulagBes desenvolvidas foi analisado por diferentes técnicas

complementares.

Essas determinacfes foram realizadas em comparacao entre a CLNCc e
LNCc. O D(4,3), que indica o diametro médio em relagdo ao volume da esfera
equivalente, foi determinado por difracéo de laser (DL) e indicou diametro de 173
+ 22 nm e 179 £ 48 nm para as formulagcdes CLNCc e LNCc, respectivamente.
Anteriormente Coradini e colaboradores (2014) desenvolveram nanocapsulas
contendo curcumina e o diametro obtido foi e 198 + 6 nm, corroborando com 0s
dados obtidos no presente estudo. As analises por espectroscopia de correlagdo
de fotons (PCS) indicam um aumento significativo (p < 0,05) do z-average apés
0 revestimento com quitosana, os valores foram de 158 + 10 nm para a
formulacdo LNCc e de 200 £ 19 nm para a formulagdo CLNCc. O aumento de
diametro apds revestimento com quitosana foi previamente verificado por Bender
e colaboradores (Bender et al., 2012). Os perfis de distribuicdo de ambas
formulacdes, obtidos por ambas as técnicas, demonstraram que as mesmas sao
homogéneas, na faixa nanomeétrica, contudo apos o revestimento observou-se
aumento significativo do indice de polidispersao (p < 0,05), ou seja, houve uma
reducdo da homogeneidade da formulagéo revestida, porém os valores foram
em torno de 0,2, indicando se tratarem de formulacées com distribuicao de

diametro homogéneo (Bender et al., 2012).

Os resultados da analise de rastreamento de particulas (NTA) corroboram

com aqueles obtidos com as técnicas de analises de diametro demonstradas
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anteriormente. Os valores de média, D(10), D(50) e D(90) confirmam o aumento
do diametro apdés o revestimento (p<0,05) e a homogeneidade no perfil de
distribuicdo antes e depois do revestimento. Além disso, esta técnica permite
avaliar o numero de particulas contidas em cada formulagdo, quanto a este
resultado ndo foi observada diferenca estatistica apds revestimento (p>0,05),
uma vez que a adicdo da massa de quitosana é realizada apos a formacéo das

particulas.

Para comprovar o revestimento das nanocdpsulas com o polimero
catidnico quitosana o potencial zeta foi avaliado. A formulacdo LNCc apresentou
potencial zeta igual a - 18,60 + 0,50 mV, valor negativo provavelmente devido a
presenca do Lipoid S75® e polissorbato 80 (Cé et al., 2016) na formulacéo, ja a
suspensao CLNCc obteve potencial zeta positivo, igual a + 19,00 + 3,18 mV,
essa reversao do potencial zeta confirma o revestimento com quitosana (Bender
et al., 2012). A caracteristica policatibnica da formulacao (devido o revestimento
com quitosana) permite a interagdo com os residuos aniénicos presentes na
superficie das células escamosas bucal. Essa aplicacdo se mostra interessante
dada as poucas opcOes terapéuticas que utilizam essa forma de aplicacao,
visando aumentar o tempo de permanéncia de formas farmacéuticas na mucosa

bucal.

Com o intuito de aumentar o tempo de permanéncia na mucosa bucal,
contornando as limitacBes desta via, as nanocapsulas desenvolvidas foram
utiizadas para o desenvolvimento de hidrogéis termoreversiveis e
mucoadesivos, para tanto os polimeros HPMC e Poloxamer® 407 foram
adicionados diretamente nas suspensfes de nanocapsulas, as formulacfes
finais foram nomeadas H-LNCc (hidrogel contendo nanocapsulas de curcumina
ndo revestidas) e H-CLNCc (hidrogel contendo nanocapsulas de curcumina
revestidas com quitosana). O diametro foi avaliado por DL e PCS e os perfis de
distribuicdo foram mantidos apds incorporacdo dos polimeros nas suspensdes

de nanocéapsulas.

As nanocapsulas apresentaram morfologia esférica e observou-se
didmetro de particula semelhante aos resultados apresentados pelas técnicas
mencionadas previamente. N&o houve alteracdo na morfologia das
nanocapsulas apoés incorporacdo nos hidrogéis. Semelhantemente, Siqueira e
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colaboradores (2011) desenvolveram nanocapsulas de benzofenona-3 e
incorporaram em hidrogéis de hidroxietilcelulose e observaram que a morfologia

e o diametro das nanocapsulas nao foi alterado (Siqueira et al., 2011).

O pH da formulacdo CLNCc foi menor que da formulacdo LNCc devido a
solucéo acida de quitosana utilizada para o revestimento das nanocapsulas. Em
relacdo com o pH dos hidrogéis, ndo houve diferenca em relacéo as suspensdes
pois os polimeros Poloxamer® 407 e HPMC s&o de natureza ndo idnica, o pH
da formulagdo H-CLNCc foi inferior ao da formulagéo H-LNCc.

Na analise reoldgica realizada avaliou-se a temperatura de transicéo sol-
gel. A formulacdo H-CLNCc apresentou um aumento nao significativo da
temperatura de transicdo, propdem-se que o acido acético utilizado na solucéo
de revestimento da quitosana tem influéncia em reduzir as ligacdes de hidrogénio
entre os unimeros do Poloxamer® 407 (Giuliano et al., 2018a). Contudo, ndo
houve diferenga significativa entre os trés grupos analisados, H-LNCc, H-CLNCc
e H-H20 (hidrogel contendo agua na sua constituicdo, em substituicdo as
suspensdes de nanocapsulas), demonstrando que a incorporacdo das
nanocapsulas ndo alterou a propriedade de termogelificacdo. A temperatura de
geleificagcao foi de 27,07 °C, 28,66 °C e 27,47 °C, para as formula¢cdes H-LNCc,
H-CLNCc e H-H20, respectivamente, estando na faixa de temperatura para
geleificacdo in situ, a qual deve ser superior a 25°C, para evitar problemas com
a manufatura, e inferior a 37°C, pois uma temperatura maior a temperatura
corporal manteria o poloxamero em seu estado liquido impedindo-o de atingir
sua geleificacédo (Cho et al., 2011).

O método analitico desenvolvido para quantificacdo da curcumina foi
especifico, linear (r = 0,9986, n=3) na faixa de 10-50 pug.mL%; preciso intradia
(DPR=0,92) e interdia (DPR=0,86). Os limites de quantificacdo e deteccao foram
calculados e sdo, respectivamente, 2,94 e 0,88 ug.mL?. O teor de curcumina
nao foi alterado apds o revestimento (p> 0,05) e a taxa de associacdo da
formulacdo CLNCc foi proxima a 100%, comprovando a elevada afinidade que a
curcumina apresenta pelo nucleo oleoso e/ou pela parede polimérica, resultado
semelhante ao encontrado na literatura (Coradini et al., 2014). Ap6s o
desenvolvimento do hidrogel o conteido de curcumina em ambas formulacdes
permanecer em torno de 100%, comprovante que a metodologia de producéo do
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hidrogel a partir das suspensdes de nanocapsulas néo resultou em degradacao

da curcumina.

O estudo de liberacao in vitro visou prever a quantidade de curcumina
liberada em funcdo do tempo, empregando-se como meio de liberacdo tampéo
saliva padronizado contendo 20% (v/v) de etanol absoluto, para mimetizar as
condicbes de administracdo da formulacdo na mucosa bucal e respeitar a
condigcédo sink. Neste teste realizou-se uma comparacao entre as formulacdes
CLNCc e LNCc, para avaliar a possivel influéncia do revestimento de quitosana
na liberacdo da curcumina a partir das nanocapsulas. A quantidade acumulada
de curcumina liberada ao final do experimento, 48 horas, para ambas as
formulacdes foi de cerca de 9% (0,0809 mg.mL™). A liberacdo controlada de
curcumina quando nanoencapsulada também foi observada por Coradini e
colaboradores e por Yallapu e colaboradores (Yallapu et al., 2010); contudo
estes autores observaram um acumulado em torno de 20% de curcumina
liberada no mesmo periodo de tempo. Essa diferenga no percentual de liberacao
pode ser devida a constituicdo dos meios empregados para cada estudo, uma
vez que o0 meio utilizado no presente estudo é rico em sais e 0S meios
empregados nos estudos ja publicados apresentam menor concentracao de sais

e a adicdo de tensoativos, como é o caso do Tween® 80.

A sobreposicdo nos perfis de liberacdo da curcumina a partir das
nanocapsulas revestidas e nao revestidas indica que o revestimento nao
impactou no perfil de liberacdo, o que pode ser confirmado pelo valor da
constante de velocidade de liberacdo (k) que permaneceu inalterada apds o
revestimento (p > 0,05). O modelo mateméatico que melhor descreve o perfil de
liberacdo da curcumina a partir das nanocapsulas é de primeira ordem
monoexponencial, ou seja, a quantidade de curcumina na formulacéo influencia
a quantidade de substancia liberada, e sua liberacdo ocorre em apenas uma

velocidade.

A mucoadesividade, tanto das suspensfes quanto dos hidrogéis, foi
avaliada por duas diferentes metodologias, a lavabilidade empregando mucosa
de bochecha suina como membrana e a analise do trabalho de mucoadeséo
utilizando discos de mucina como modelo. O teste de lavabilidade avalia a
resisténcia de formulacbes a permanecer interagindo com uma determinada
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superficie frente a um fluxo de meio que é aplicado sobre esta superficie, logo é
um dos testes utilizados para avaliacdo do potencial bioadesivo. Neste estudo
foi utilizada como membrana modelo a mucosa de bochecha suina e o0 meio
empregado foi o meio salivar simulado. Os resultados demonstram que a
formulagcdo CLNCc apresentou quantidades menores, porém sem diferenca
estatistica, de curcumina no meio lavado em relacéo a formulacdo LNCc, ou seja,
a CLNCc parece ser mais mucoadesiva, pois permanece mais aderida a mucosa
de bochecha suina. Ao se comparar as suspensdes LNCc e CLNCc e os
respectivos hidrogéis obtidos, H-LNCc e H-CLNCc observou-se diferenca
estatistica (p<0,05) indicando maior quantidade de curcumina lavada a partir das

suspensdes em relacdo aos hidrogéis.

A partir deste resultado, pode-se inferir que o revestimento com quitosana
nao influenciou de modo significativo na resisténcia ao fluxo de lavagem, mas
sim a incorporacado da suspensao no gel, o qual apresentou evidente capacidade
mucoadesiva. Ao final do experimento de lavabilidade a quantidade de
curcumina permeada através da mucosa foi avaliada. Em relacdo a quantidade
permeada, os hidrogéis apresentaram maior percentual de permeacdo de
curcumina em relacdo as suspensdes. O gel contendo a suspensao revestida
com quitosana (H-CLNCc) apresentou a maior concentracdo de curcumina no
meio receptor (52,45 = 8,98 ug) (p<0,05), em relagédo a formulagdo H-LNCc
(18,13 £ 10,24 ug). Neste aspecto, € possivel que a presenca da quitosana tenha
facilitado o processo de penetracdo e permeacéao através da mucosa bucal suina
por abertura transitdria das juncdes intercelulares da mucosa (Al-Kassas et al.,
2016).

O teste foi realizado utilizando mucosas bucais de diferentes porcos, logo
a espessura e a quantidade de muco da mucosa séo distintas. Por isso, houve
um desvio relativo elevado na quantidade de curcumina lavada e permeada em

todas as formulagdes testadas.

Como citado anteriormente a mucoadesividade das formulagdes também
foi avaliada determinando-se o trabalho de mucoadesdo em texturémetro. O
trabalho de mucoadeséo é definido como a area sob a curva obtida plotando-se
forca de descolamento versus a distancia percorrida entre as duas superficies
que estdo em contato até elas descolarem uma da outra. Se empregarmos
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discos de mucina como sendo uma das superficies podemos afirmar que quanto
maior é o trabalho de ades&o maior € a mucoadesividade da formulacéo testada
(Kraisit et al., 2018), como é observado nos dois hidrogéis H-LNCc e H-CLNCc.
Do mesmo modo a distadncia de descolamento indica maior resisténcia ao
descolamento das amostras de géis em relagédo as nanocépsulas em suspensao.
Tanto os resultados obtidos pela metodologia da lavabilidade quanto os obtidos
pela analise em texturébmetro comprovam maior influéncia na mucoadeséao do
desenvolvimento do hidrogel termoreversivel contendo HPMC do que do

revestimento de quitosana nas nanocapsulas.

As formulacbes desenvolvidas tiveram sua seguranca avaliada
empregando-se o HET-CAM, nesta metodologia ovos de galinha embrionados
sdo utilizados para avaliar o surgimento de fenbmenos vasculares apds a
aplicacé@o das diferentes formulagBes sobre a membrana corioalantdide destes
ovos. Fenbmenos como coagulacdo, hemorragia e vasoconstricdo sao
observados e utilizados para calcular o indice de irritacdo de formulagées,
primeiramente este teste foi proposto para avaliar a seguranca de formulagdes
aplicadas na mucosa ocular (Katzer et al., 2014; Luepke, 1985), mas atualmente
vem sendo empregado para avaliacdo da seguranca de formulacéo
administradas topicamente em outras mucosas, como a mucosa vaginal
(Pohimann et al., 2018). Para validar a avaliacdo, grupos controle sabidamente
irritantes foram utilizados, esses grupos foram solu¢cdo de hidréxido de sédio e
solucéo de lauril sulfato de sédio, os indices de irritacdo (IR) classificam estes
dois controles como extremamente e moderadamente irritantes,

respectivamente.

Quando as suspensdes foram avaliadas os indices de irritacdo foram
iguais a zero, os indices de irritacdo para os hidrogéis H-LNCc (IR=0,51+0,91) e
H-CLNCc (IR=0,78+0,97) os classificam como nao irritantes. Mesmo sendo
classificados como nao irritantes os hidrogéis apresentaram IR diferente de zero.
Um hidrogel foi preparado retirando-se as suspensfes de nanocapsulas e
substituindo por agua (H-H20) e o IR determinado, a fim de avaliar a influéncia
dos polimeros Poloxamer® 407 e HPMC no IR diferente de zero observado nas
formulagcées H-LNCc e H-CLNCc. Para a formulacdo H-H20 o IR foi de 0,23 +
0,56, permitindo associar os resultados dos hidrogéis contendo as suspensdes
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de nanocapsulas a presencga dos polimeros empregados para manufatura dos
hidrogéis. Mesmo com o IR diferente de zero vale ressaltar que as formulacdes
sao classificadas como ndo irritantes, corroborando com os achados na literatura
que formulacdes contendo Poloxamer® 407 séo interessantes devido a que elas
ndo apresentarem acao irritante quando em contato com membranas bioldgicas
(Giuliano et al., 2018b).

Visto que a formulacéo foi desenvolvida para aplicagdo na mucosa bucal,
células da linhagem SCC-25, de carcinoma epidermaoide bucal, foram utilizadas
para avaliar a viabilidade celular apds tratamento com curcumina na forma livre
(em solucao) e nanoencapsulada (LNCc e CLNCc). Apos exposicdo das células
a concentracao de 5 uM de curcumina nos diferentes tratamentos nao observou-
se diferenca significativa entre todos os grupos avaliados e nos tempos de
tratamento empregados (24, 48 e 144 horas). Em contrapartida, quando
avaliadas as concentracdes de 10 uM e de 20 uM, observou-se uma reducéo
significativa na viabilidade celular a partir de 48 horas de tratamento quando as

diferentes formula¢gdes foram comparadas ao grupo controle nédo tratado.

Dos grupos analisados, a curcumina em solucao (CUR) apresentou maior
potencial em reduzir a viabilidade celular desta linhagem apds 48 e 144 horas de
tratamento quando comparada as formulagdes das nanocapsulas, nas
concentracdes de 10 e 20 uM. Esse resultado pode ser atribuido ao lento perfil
de liberacdo da curcumina a partir das nanocapsulas, ja que apenas cerca de
9% ¢€ liberado apds 48 horas, e que a curcumina quando em solucdo esta a
disposicdo mais imediata ao meio contendo as células. Observou-se,
adicionalmente, que o grupo das nanocapsulas sem farmaco (CLNC) também
apresentaram uma reducéo significativa na viabilidade celular quando estas
células foram tratadas com volume de nanocdpsulas equivalente as
concentracdes de 10 uM e 20 puM de curcumina, esse efeito pode ser devido a
atividade citotoxica que alguns sistemas nanoparticulados podem apresentar,
principalmente devido a algumas propriedades inerentes aos polimeros
utilizados na manufatura destas nanoparticulas. No caso da quitosana, utilizada
para o revestimento das nanocapsulas, estudos apontam para a inibicdo da
proliferacdo de varias linhagens celulares, mantendo uma toxicidade baixa em

células sadias (Sarangapani et al., 2018).
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Semelhantemente, Mazzarino e colaboradores (2015) avaliaram o efeito
da citotoxicidade de nanocapsulas revestidas e néo revestidas com quitosana
por 24, 48 e 72 horas com concentra¢cdes de 1 a 100 uM em linhagem SCC-9 de
cancer de boca, observaram também menor viabilidade celular no grupo da
curcumina livre em relagdo a forma nanoencapsulada ap6s 72 horas de

tratamento, com uma viabilidade de 45% e 90%, respectivamente.

Cabe salientar que estes resultados podem variar de acordo as condi¢bes
experimentais utilizadas. Adicionalmente, em um meio in vitro, ndo € possivel
mimetizar totalmente as condicdes do organismo humano, onde substancias
ativas sofrem processo de distribuicdo e metabolizacédo, que sdo ausentes ou

diminuidos quando sao tratados em condicdes in vitro.
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As nanocapsulas revestidas com quitosana contendo curcumina
produzidas demonstraram-se de acordo com as caracteristicas de controle de
qualidade esperadas para formulacées nanométricas, diametro médio de cerca
de 200 nm, distribuicdo homogénea de didmetro, morfologia esférica, teor e taxa
de associacgéo proximos a 100%. O revestimento com quitosana néo influenciou

no perfil de liberacdo da curcumina a partir das nanocapsulas.

Apoés incorporacdo dos polimeros HPMC e Poloxamer® 407 para a
producdo dos hidrogéis, as caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas
foram mantidas. Os resultados referentes aos hidrogéis produzidos
demonstraram sua termorreversdo em temperatura abaixo da temperatura
corporal e, adicionalmente, os géis apresentaram-se como formulacdes néo

irritantes.

No que diz respeito & mucoadeséao o revestimento das nanocpsulas com
quitosana nao apresentou aumento significativo da interacdo da formulacdo com
a mucosa bucal suina (avaliada por lavabilidade) ou com discos de mucina
(avaliada por texturdbmetro). Em contrapartida a adicdo de Poloxamer® 407 e
HPMC aumentou significativamente a mucoadesao desta formulacdo tanto na
mucosa bucal suina quanto em discos de mucina. Os resultados indicam que a
estratégia de revestimento com quitosana permite maior permeacdo da
curcumina através da mucosa de bochecha suina, em comparacdo com a
hidrogel contendo nanocépsulas nao revestidas, melhorando a performance da

formulacao.

Apesar da nanoencapsulacdo ndo melhorar os efeitos in vitro da
curcumina nas células SCC-25, os resultados de permeacdo e mucoadesao
indicam a importancia de se associar duas diferentes tecnologias
(nanoencapsulacao e desenvolvimento de hidrogel) para obter uma formulacéo
final com caracteristicas desejadas para o tratamento de doencas empregando

a mucosa bucal como via de administragéo.
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