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RESUMO

A mucosite oral é um dos efeitos colaterais mais debilitantes para o paciente durante
a terapia antineoplasica, seja ela quimio ou radioterapica. Nao raramente a terapia
antineoplasica necessita ser interrompida até a remissdo da mucosite oral grave. A
utilizacéo topica de agentes antioxidantes de liberagédo controlada tem sido sugerida
como uma medida preventiva promissora. O presente trabalho desenvolveu um
sistema polimérico para liberacdo controlada de a-tocoferol através de um novo
método de encapsulamento do farmaco. As nanomicelas desenvolvidas
apresentaram tamanhos médios de particula de 193,80nm (a-tocoferol 50mg/ml) e
714,53nm (a-tocoferol 200mg/ml) (p<0,05); o potencial zeta para as duas
concentragbes foi +12,8mV. As nanomicelas carregadas com a-tocoferol nao
apresentaram citotoxicidade aguda ou crbnica (p>0,05), avaliadas pelos métodos
MTT e clonogénico sobre células do epitélio bucal (NOE e HNK); ndo obstante, as
nanomicelas carregadas com a-tocoferol apresentaram médias de proliferacédo
celular superior as nanomicelas néo carregadas e ao Trolox (analogo hidrossoluvel
da Vitamina E). As nanomicelas carregadas com a-tocoferol apresentaram liberagéo
mais lenta e controlada quando comparadas ao o-tocoferol ndo encapsulado.
Portanto, o sistema de liberacdo controlada apresenta propriedades e bom potencial
para usos em modelos bioldgicos, especialmente a formulagdo com a-tocoferol

50mg/ml.

Descritores: Mucosite Oral; Nanoparticulas; Tocoferol; Antioxidante; Quitosana;

Poloxamero.

Linha de pesquisa: Inovacéo de produtos e terapéutica dos agravos em saude.



ABSTRACT

Oral mucositis is a one of the most debilitating side effects among cancer patients,
either induced by radiation or due to chemotherapy. Depending on the severity, the
antineoplastic treatment interruption is required until regression of severe oral.
Controlled-release delivery system for topical application of antioxidants has been
suggested as a promising preventive approach. The present research developed a
polymeric system for controlled-release of a-tocopherol through a new encapsulation
method. Developed nanomicelles presented mean particle size of 193,80nm (for a-
tocopherol concentration of 50mg/ml) and 714,53nm (200mg/ml) (p<0,05); zeta
potential was +12,8mV for both concentrations. a-tocopherol entrapped micelles did
not present acute nor chronic cytotoxic effects (p>0,05) and presented a higher cell
proliferation rate - after evaluation through MTT and clonogenic assays, respectively
— over NOE and HNK cells from buccal epithelium. a-tocopherol entrapped micelles
exhibited a slower and controlled release pattern when compared to free a-
tocopherol. Therefore, this system of controlled release presented a good potential

for biologic application, specially 50mg/ml a-tocopherol.

Key-words: Oral mucositis; Nanoparticles; Tocopherol; Antioxidant; Chitosan;

Poloxamer.

Research area: Product innovation and health disorder therapeutics.
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1. INTRODUCAO

A mucosite constitui um efeito colateral significativo decorrente dos
tratamentos radioterapicos e quimioterapicos antineoplasicos, podendo acometer
qualquer porcdo do trato gastrointestinal (1). Em torno de 40% dos pacientes
apresentam manifestacées bucais adversas, sendo que aproximadamente metade
deles desenvolvem mucosite orais severas que requerem alteracdo no protocolo
guimioterapico ou até mesmo sua suspensao temporaria até a remissdo do quadro
(2,3). Em criangas, é considerada uma das complicagbes mais comuns e
debilitantes, afetando aproximadamente 16 a 32% dos pacientes em tratamento

guimioterapico (4).

A mucosite do trato gastrointestinal, incluindo a cavidade oral, esta associada
a uma maior demanda por recursos e servicos hospitalares. N&o raramente,
pacientes acometidos por essa complicagcdo requerem um maior tempo hospitalar
até remissdo do quadro. Consequentemente, o custo hospitalar gerado pela
mucosite representa um aumento consideravel nos custos totais do tratamento

oncoldgico (5).

A patogénese da mucosite esté diretamente relacionada a mucotoxicidade de
varios agentes antineoplasicos como metotrexato, doxorrubicina, busulfano,
bleomicina, 5-fluorouracil, cisplatina, carboplatina, etoposideo, inibidores do
Receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) e inibidores seletivos de
tirosina quinase (6).

Clinicamente, a mucosite oral (MO) induzida evolui de lesGes eritematosas
atréficas até o desenvolvimento de Ulceras que atingem os labios, lingua, mucosa
jugal, palato e gengiva — com maior susceptibilidade para regibes nao ceratinizadas
(7,8). A dificuldade em se alimentar em consequéncia da dor e da xerostomia
potencialmente levam a um quadro de deficiéncia nutricional, com prejuizo ao
estado geral do paciente (9). A perda da integridade da mucosa, particularmente em
pacientes submetidos a terapias mieloablativas, representa ainda um risco

significativo para desenvolvimento da bacteremia, fungemia e sepsis (10).
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A utilizacdo de agentes antioxidantes na neutralizacdo das ROS no estagio
inicial tem se mostrado bastante eficaz no controle da cadeia pré-apoptética (11,12).
Entretanto, na terapia antineoplésica, certos quimioterapicos atuam gerando radicais
livres para causar danos celulares que culminam com a morte das células malignas.
Obviamente, uma preocupacdo logica é se a utilizacdo sistémica de compostos
antioxidantes concomitantemente ao tratamento quimioterapico pode influenciar

negativamente na terapia antineoplasica (13).

Apos revisdo sobre drogas experimentais direcionadas ao tratamento da MO,
Sonis e Villa (2018) (12) concluiram que, levando-se em consideracéo o fato de que
tanto a radiacdo como a quimioterapia impactam diretamente nas zObnulas de
oclusdo (aumentando a permeabilidade epitelial), a utilizacdo de agentes tdpicos
com um bom tempo de retencdo na mucosa € uma estratégia bastante apropriada.
Cabe ressaltar que a interacdo de substancias lipofilicas, como a vitamina E, com as
glicoproteinas e lipideos do muco que recobre a superficie epitelial da mucosa oral
pode ocasionar uma reducdo da absorcdo e biodisponibilidade da droga (14); o

encapsulamento da droga pode mitigar essas caracteristicas adversas.

A vitamina E compreende uma familia de oito vitdmeros: quatro tocoferois (a,
B, 6 e y) e quatro tocotriendis (a, B, 5 e y), sendo o a-tocoferol o mais comum e
reconhecido por ser um potente antioxidante (15). Atualmente a Vitamina E é
utilizada empiricamente na prevencdo da mucosite induzida por quimioterapia devido
ao seu potencial antioxidante. A aplicacdo topica é realizada através bochechos da
vitamina na sua forma oleosa, o que dificulta sua utilizacdo em pacientes pediatricos
com idades de até 03 anos de idade e predispfe a degluticio excessiva, gerando

possiveis inconvenientes ao tratamento quimioterapico, conforme exposto acima.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho é desenvolver através de
um novo meétodo de sintese desenvolvido pelos autores, caracterizar e avaliar a

citotoxicidade de um sistema polimérico de liberacdo controlada de a-tocoferol.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRATAMENTO DA MUCOSITE ORAL E a-TOCOFEROL

O modelo de desenvolvimento da mucosite induzida por quimioterapia aceito
atualmente envolve cinco estagios: iniciacdo, ativacdo e regulacdo positiva,
amplificacdo, ulceracdo e reparo. A geracdo de espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxygen Species — ROS) pelas mitocondrias e os danos diretos ao DNA
pelos agentes quimioterapicos marcam a fase da iniciacdo (16). Entretanto, os
efeitos diretos séo responsaveis apenas por uma pequena fracdo do dano tecidual; a
acdo indireta causada pelas ROS parece ser o principal responsavel pela
degeneragédo mucosa observada na fase ulcerativa (5).

A resposta imune inata e as ROS geradas na fase de iniciagdo causam danos
celulares adicionais, estimulando macréfagos e ativando uma série de fatores de
transcricdo nuclear, dentre os quais se destaca o NF-kB (IkB plasmatica fosforilada).
A expressao génica mediada pelo NF-kB resulta na sintese de varias citocinas pro-
inflamatodrias como interleucinas (IL-6 e IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
cicloxigenase-2 (COX-2) (3). Apesar do NF-kB regular a expresséo de citocinas pro-
apoptoéticas, como TNF-a e o ligante FAS, sua habilidade em inibir a apoptose
parece ser mais acentuada do que seu papel potencial em promover a morte celular
(17,18). De fato, o NF-kB é essencial para a sobrevivéncia celular apds exposicédo ao
TNF-o; a apoptose TNF-a-dependente é exacerbada em decorréncia da inibicdo do
NF-kB (19-21).

Durante a fase da amplificacdo, o TNF-a ativado induz uma retroalimentacao
positiva sobre o NF-kB, amplificando ainda mais a geracdo de citocinas pro-
inflamatorias (16). A ativacdo da via extrinseca da apoptose pelo TNF-a na célula-
alvo parece estar diretamente relacionado a ubiquilacdo do receptor-interativo
serina/treonina-proteina quinase 1 (RIPK1): quando essa ndo se encontra
ubiquilada, a sinalizagao para a ativagcao do NF-kB é inibida, prevalecendo as vias
pré-apoptose do TNF-a (22—24). Basicamente essas vias sdo a p38-MAPK e JNK e

a cadeia apoptotica classica via ativagédo da caspase (25,26).
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Os trés estagios iniciais levam a fase ulcerativa com a apoptose de células
ndo diferenciadas na camada submucosa. No caso de epitélios estratificados —
como o trato digestivo superior — a falta de renovacdo celular leva a atrofia e
ulceracdo. Clinicamente, observa-se que lesdes eritematosas atroficas surgem por
volta do quarto dia apds o inicio do tratamento quimioterapico como resultado de
degeneragbes dessa camada submucosa. O colapso do tecido de sustentagao

epitelial leva ao surgimento de Ulceras entre 0 sexto e décimo dia (16).

Apos a interrupcao ou término da terapia por agentes antineoplasicos, ha uma
progressiva transicdo do estado fenotipico dos macrofagos e neutrofilos para M2 e
N2, respectivamente. Tal evento resulta num aumento da expresséo de citocinas
anti-inflamatorias (IL-10) assim como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de transformacéo de crescimento beta (TGF-B) com subsequente
deposicado de nova matriz extracelular, reepitelizacdo e angiogénese, caracteristica

da fase reparativa (27).

Devido a gravidade e a dificuldade na prevencédo e tratamento da MO,
diversos agentes terapéuticos vém sendo testados ao longo das Ultimas décadas;
entretanto ainda ndo ha evidéncias cientificas suficientes para o estabelecimento de
um protocolo efetivo. As abordagens se dividem entre: (1) protocolos preventivos
prévios ao inicio da terapia antineoplasica e que se estendem enquanto durarem a
exposicdo ao fator de risco; (2) protocolos terapéuticos iniciados apds o surgimento
dos primeiros sinais e sintomas da MO; (3) protocolos para controle da dor

relacionada aos estagios mais avancados da MO (28-31).

Os agentes terapéuticos para a prevencao ou tratamento da MO podem ser
empregados de forma tépica ou sistémica. Dentre os agentes sistémicos, o
Palifermin (Kepivance - Swedish Orphan iovitrum AB) estimula o crescimento
epitelial além de inibir o potencial apoptético somente em células que apresentam o
receptor de crescimento queratinocitos (KGF). Lucchese et al., (2016) (32)
verificaram que nos pacientes portadores de tumores hematolégicos que receberam
Palifermin intravenoso (60ug/kg ao dia) iniciando trés dias antes da quimioterapia,
apresentaram 3 dias de duracdo mediana de MO grau lll e IV; enquanto a mediana
da duracao no grupo controle (sem Palifermin) foi de 8 dias (p<0,001). Entretanto, a

seguranca do Palifermin em tumores nao-hematologicos permanece desconhecida
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(33). Outra desvantagem € o custo do medicamento — estimado em $8.500,00
dolares por paciente (34).

7

A amifostina € um agente antioxidante sistémico derivado da pro-droga
aminotiol fosforilado. Sua ativacdo decorre da fosforilacdo do aminotiol pela enzima
fosfatase alcalina, presente em niveis elevados nos tecidos sadios, ao contrario das
células tumorais. Apesar de sua seletividade na atuacdo em células sadias, seu uso
é limitado pela sua elevada toxicidade e efeitos adversos como episodios eméticos e

hipotensao arterial (27).

Uma miriade de agentes topicos vém sendo estudados nos ultimos anos:
eritropoietina (35), curcumina (36), mel de abelha (37), propolis (38,39), hialuronato
de sobdio (40), crioterapia (41), fotobiomodulacdo (42), rebamipida (43,44),
umectantes (45), fator de crescimento epitelial (EGF) recombinante humano (46) e
vitamina E (47).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, particularmente a presenca de
um anel de cromanol, o a-tocoferol & considerado um potente antioxidante soluvel
em lipideos que possui a capacidade de evitar a propagacdo de radicais livres,
particularmente radicais peroxil, prevenindo assim alteracdbes em proteinas

plasmaticas e das membranas celulares (48) (Figura 01).

Figura 1 - a-tocoferol

Fonte: Google Imagens

A acao antioxidante do a-tocoferol é baseada na alta estabilidade do radical

a-tocoferil formado apds a perda do hidrogénio fendlico. O radical recém-formado
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pode se ligar a um radical livre ou ser reconvertido em a-tocoferol. O radical a-

tocoferil € relativamente estavel devido ao elétron ndo-pareado do atomo de

oxigénio deslocado do anel aromatico (49).

A neutralizacdo das ROS pelo a-tocoferol repercute na inativacdo de varias
vias pro-inflamatorias e pré-apoptéticas. A capacidade em bloquear a fosforilacdo da
IkB, precursora do NF-kB ocasiona uma reducdo da apoptose TNF-a-dependente
(50,51). Nao obstante, a diminuicdo dos niveis de TNF-a atenua a liberacédo de IL-
1B, IL-8, COX-2 (52) e a capacidade de adeséao leucocitaria pelas células epiteliais
(53). Estudos demonstram ainda a agdo do a-tocoferol no bloqueio da fosforilagéo
da proteina p38, impedindo assim a iniciacdo da via apoptotica p38-MAPK-INK
(54,55).

Além da acdo indireta sobre citocinas pré-inflamatérias via bloqueio da
ativacdo do NF-kB, o a-tocoferol melhora a resposta imune tanto em modelos
animais como em humanos, conferindo maior protecdo contra diversas doencas
infecciosas. As hipéteses levantadas para essas mudancas sao: (1) reducdo dos
niveis de prostaglandina E, pela inibicdo da atividade da COX-2 mediada pela
reducdo da producao de éxido nitroso (NO); (2) aumento na efetividade de sinapses
do sistema imune em células T nativas e iniciacdo de seus sinais de ativacao; (3)

modulacado no balanco de células T Helper Th1/Th2 (56).

A vitamina E possui baixa toxicidade, ndo € mutagénica, carcinogénica ou
teratogénica, apresentando poucos efeitos adversos em humanos, mesmo em
dosagens de 3200mg/dia. A administracdo oral de vitamina E pode exacerbar
problemas de coagulacéo relacionadas a deficiéncia de vitamina K causada por ma-
absorcdo ou terapia anticoagulante; entretanto, esse efeito ndo foi observado em

individuos que néo possuem deficiéncia da vitamina K (57).

Erhardt et al. (2002) (58) avaliaram o efeito da suplementacdo sistémica via
oral de a-tocoferol nos niveis plasmaticos e em células da mucosa bucal. Os
pacientes receberam suplementacdo de o-tocoferol durante 7 dias (134,2mg/dia) e
foram analisados apds 7 e 14 dias. Os resultados mostraram um aumento nos niveis
plasmaticos de a-tocoferol ao contrario das células mucosas, que permaneceram

com niveis estaveis da vitamina.
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Khurana et al. (2013) (59) realizaram um ensaio clinico randomizado em
pacientes pediatricos submetidos a terapia quimioterapica para avaliar os efeitos da
vitamina E e do Picnogenol sobre o desenvolvimento da MO. Concernente a
vitamina E, os resultados do estudo mostraram que houve uma melhora significante
no grau da MO nos pacientes tratados em relacdo ao controle (p<0,001). Uma vez
gue a metodologia previa que 0s pacientes mantivessem a solugéo na boca durante
30s com posterior degluticdo, apesar dos efeitos benéficos desse antioxidante, néo
foi possivel determinar se esse foi decorrente da acdo topica na mucosa ou

sistémica.

Chaitanya et al. (2017) (60) concluiram, por meio de uma revisao sistematica
com meta-andlise, que a utilizacdo tépica da vitamina E gerou resultados mais
positivos contra a MO em relacdo a sua utilizacao sistémica. Ainda sobre o tema, El-
Housseiny et al. (2007) concluiram que a aplicacéo topica de 100mg de vitamina E,
duas vezes ao dia, € uma medida efetiva no tratamento da MO, enquanto a

administracao sistémica da mesma dose ndo apresentou a mesma eficacia.

Tanto a acdao indireta, via atividade antioxidante, como a acéo direta sobre a
regulacdo imunoldgica vem estimulando a realizacdo de pesquisas com resultados
animadores da utilizacdo do a-tocoferol sobre a regeneracao tecidual e citoprotegéo
em mucosa gastrica sob estresse alcodlico (62), mucosa bucal (63) e nasal (64),
protecdo e cicatrizacdo da pele (65—-68), regeneracdo pdés miringotomia (69),
prevencao de cancer e potencializacdo da terapia antineoplasica (70,71).

O a-tocoferol pode ser dispensado na sua forma livre, como um derivado
(acetato de tocoferol), emulsdo ou nanoencapsulado. A utilizacdo de vitaminas
encapsuladas em nanoparticulas poliméricas permite que a liberacdo seja
controlada, reduzindo a dose utilizada. A bioatividade e a estabilidade do a-tocoferol
sdo protegidas pela capsula e sua biodisponibilidade aumentada, fatores criticos

particularmente em vitaminas lipofilicas (49).

Zigoneanu, Astete e Sabliov (2008) (72) encapsularam a-tocoferol em
nanoparticulas de poli(acido lactico—co—glicolico) — PLGA utilizando o método de
evaporacao de solvente com dodecil sulfato de sédio (SDS) ou poli(alcool vinilico)
(PVA). Os autores observaram que 0 aumento na concentragédo de o-tocoferol

ocasionou uma reducdo no tamanho médio das particulas, independente do
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surfactante (71,2 a 53,6nm — SDS; 216,2 a 206,3nm — PVA). O potencial zeta variou
positivamente a medida que a concentracdo de a-tocoferol nas particulas aumentou
(-28,67 a -12,66mV). A cinematica de liberacdo no meio de PVA ocorreu em duas
fases: pico de liberacao inicial e liberagdo continuada. O aumento na concentracao
de a-tocoferol gerou uma diminuigéo tanto na intensidade do pico de liberagé&o inicial
(de 86% para 34% na primeira hora), como na liberagcdo continuada (97% para 82%
apos 24h).

Luo et al. (2011) (73) desenvolveram nanoparticulas de quitosana/zeina para
a liberagéo controlada de a-tocoferol no trato gastrointestinal. Segundo os autores,
comparado a outros sistemas de liberacdo, nano e microparticulas de quitosana
apresentam mucoadesividade e capacidade de abertura transitéria das juncdes
intercelulares entre células epiteliais devido ao potencial elétrico de superficie
positivo das particulas. Diferentes propor¢cdes de zeina, a-tocoferol e quitosana
foram utilizadas. Os autores observaram que o tamanho médio das particulas
aumentou (294 a 811nm, PDI 0,14 e 0,15, respectivamente) a medida que a
concentracéo de a-tocoferol aumentou (10 a 30% de carregamento). No tocante ao
potencial zeta, todas as nanoparticulas desenvolvidas apresentaram valores
positivos (22,8 a 40,9mV), a excecao da nanoparticula sintetizada sem quitosana (-
2,8mV). A cinética de liberacdo em meio de PBS mostrou um processo em duas
fases: uma réapida liberagcdo durante os primeiros 90 minutos seguida de uma
liberacdo lenta continuada. Os resultados mostraram que 0 aumento da
concentracdo de a-tocoferol potencializou as duas fases. Os autores concluiram
ainda que interacfes eletrostaticas e hidrofdbicas, além da formacdo de pontes de
hidrogénio foram as principais for¢cas no complexo Zeina/Tocoferol/Quitosana.

Numa andlise acerca da citoprotecdo provida pela vitamina E em fibroblastos
gengivais humanos (HGF), Torshabi et al. (2017) (63) concluiram que o farmaco - na
concentragdo de 5mM (2,15mg/ml) - reduziu de forma significativa a citotoxicidade
da nicotina e seu metabdlito cotimina em concentracdes equivalentes a saliva de
pacientes fumantes. Os resultados mostraram que a viabilidade de HGF em
concentracdes de 0,1 a 1mM de vitamina E ndo apresentaram diferencas em relagao
ao controle; concentracdes de 5 a 10mM aumentaram a viabilidade celular de forma

dose-dependente.
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Caddeo et al. (2018) (74) encapsularam a-tocoferol em transferossomos de
polissorbatos (Tween 20, 40, 60 e 80) para aplicacdo tépica na pele. As
nanoparticulas apresentaram tamanho meédio de 85nm com boa homogeneidade
(PDI =0,27) e potencial zeta negativo (~ -80mV). Os resultados mostraram ainda
auséncia de toxicidade em queratinécitos epidérmicos (HaCat) independente da
concentracdo utilizada (0,1 — 20ug/ml a-tocoferol), enquanto houve reducédo na
viabilidade celular em fibroblastos dérmicos (3T3) dose-dependente de
aproximadamente 95% (0,1ug/ml a-tocoferol) a 75% (20pg/ml o-tocoferol). Os
autores concluiram que o desenvolvimento de formulagcdes vesiculares de a-
tocoferol pode ser usado no controle do estresse oxidativo, acelerando a

cicatrizacao.

Seguindo essa mesma linha de pesquisa, Bonferoni et al., (2018) (75)
desenvolveram nanoemulsbes de a-tocoferol com oleato de quitosana para
cicatrizacdo de feridas. A nanoemulsdo com concentracdes finais de 0,33mg/ml de
a-tocoferol, 0,35mg/ml de acido oleico e 0,5mg/ml de quitosana apresentaram
tamanho médio de particula de 233nm e indice de polidispersividade de 0,24.
Segundo os autores, 0 potencial zeta positivo de 56,8mV confirmou a cobertura de
quitosana nas nanoparticulas. A andlise de citotoxicidade em fibroblastos dérmicos
resultou em proliferacdo numa taxa de 150-195% de crescimento em relacdo ao
controle (concentracdo de a-tocoferol entre 0,10ug/ml e 4,3ug/ml); apesar da
reducdo progressiva na proliferacdo celular, no intervalo de concentracdo entre
8,60ug/ml e 17,2ug/ml a taxa ficou préxima a 100%. Os autores concluem que
nanoemulsdes de oleato de quitosana carregadas com a-tocoferol apresentaram
efeito proliferativo em fibroblastos e queratinécitos, sendo viavel a utilizacdo tépica

visando a cicatrizacdo de queimaduras.

2.2MICELAS DE POLOXAMER 407 E QUITOSANA

Poloxamer 407, também conhecido pela marca registrada Pluronic® F127

(BASF), € um classe de copolimeros tribloco A-B-A e B-A-B hidrossollveis nao-



22

idnicos, onde “A” corresponde ao poli(dxido de etileno) (PEO) e “B” ao poli(6xido de

propileno) (PPO) (

Figura 2). Em soluc¢des aquosas, o poloxamer exibe caracteristicas anfipaticas
baseado na solubilidade em agua do PEO e na lipossolubilidade do PPO (76).
Apresenta gelificacdo térmica reversivel, caracterizada por uma transi¢cdo do estado
sol-gel em determinada temperatura (Tso,gel): @abaixo dessa temperatura, a solugéo
permanece liquida; acima dela, apresenta um estado de gel (77). A temperatura
Tsolsgel € CONcentracdo-dependente e aumenta a medida que a concentragdo de
poloxamer 407 na solucao diminui, até o ponto em que nao ha mais transi¢cédo para o

estado gel devido a baixa concentracdo do soluto (Figura 3).

Figura 2 - Copolimero Tribloco de Poloxamer
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Fonte: Sigma Aldrich, Disponivel em sigmaaldrich.com

Figura 3 - Representagdo esquematica da micelizacdo e mudanca de fase do Poloxamer 407.
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Segundo Wanka, Hoffmann e Ulbricht (1994) (78), o processo de micelizacéao
do P407 em solucdo aguosa consiste em micelas com nucleos hidrofébicos de PPO
e uma coroa de PEO hidratado. Os autores identificaram que os blocos de PPO
apresentam propriedades hidrofébicas fracas; entretanto, o aumento da temperatura
acentua suas caracteristicas apolares, culminando num processo de gelificacdo
devido a formacgdo de uma fase cubica. Verificaram ainda que a temperatura onde
ocorre um pico endotérmico no DSC de solu¢des de P407 25% m/v indica a
transicdo da fase de solucdo isotropica para uma fase cubica, corroborado pelas
mensuracdes reoldgicas que indicam expressivos aumentos nos modulos de

elasticidade e tensao de escoamento.

Barba et al. (2009) (79) analisaram a transicao de fases do P407 por meio de
DSC e identificaram temperaturas de gelificacdo de 17°C para C=22% e 18°C para
C=20%. Fakhari, Corcoran e Schwarz (2017) verificaram que a temperatura de
gelificacéo variou entre 18°C (concentracdo 18% m/v) e 28°C (concentracdo 12,6%
m/v); ndo houve gelificacdo nas concentragdes abaixo 12,6% até a temperatura de
34°C. Segundo os autores, a elevacdo da temperatura leva monémeros a se
agregarem as micelas inicialmente formadas, aumentando o tamanho das mesmas;
na temperatura onde ocorre a gelificacdo maxima da solucdo, o meio é composto
basicamente de agua, com todos os monémeros fazendo parte da micela. Para que
ocorra a transicdo de fase, as micelas formadas devem ocupar, ho minimo, 52,3%

do volume da solucao.

A influéncia do P407 no encapsulamento de hidroclorotiazida no potencial
zeta e tamanho da nanoparticula foi avaliado por Sultan et al. (2017) (81). Os
autores verificaram que nanoparticulas de P407 apresentaram potencial de -19,3mV,
contra -59,5mV de PEG e -61,8mV nas micelas sem polimeros. O P407 apresentou
tamanho médio de particula de 28nm, enquanto o PEG 52,6nm e 119nm na
auséncia de polimeros. O ponto de fusdo do P407 puro, determinado pelo DSC, foi
57,3°C.

Alexander et al. (2012) (82) avaliaram o efeito da temperatura e da adi¢cdo de
flurbiprofeno na micelizacdo de poloxdmeros. A adicdo da droga hidrofébica levou a
um aumento na micelizagdo do polimero e no tamanho do nucleo hidrofébico de

PPO, além de reducéo no volume de solvente no nacleo. Os autores concluiram que
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a incorporacdo de uma droga hidrofébica favoreceu a formacdo de micelas de

poloxameros.

Basak e Bandyopadhyay (2013) (83) realizaram um estudo in vitro para
avaliar os efeitos da hidrofobicidade, temperatura da solucdo e pH no
encapsulamento de drogas hidrofébicos com o P407. A incorporacdo das drogas foi
realizada pela agitacao ultrassonica de solu¢cdes aquosas em temperaturas entre 40
e 60°C. O tamanho médio das particulas variou entre 68-70nm, aferidos por meio de
MEV. Os autores verificaram que o tamanho do nucleo hidrofobico de PPO aumenta
consideravelmente apés a incorporacdo das drogas, o que se reflete numa reducéo
da temperatura micelar critica. A elevacdo da temperatura resultou num aumento da
hidrofobicidade dos blocos de PPO, expulsando o solvente do nucleo e reduzindo o

tamanho médio das particulas, resultando em micelas mais compactas.

Arranja et al. (2014) (84) avaliaram a citotoxicidade de micelas de P407 e P94
(Pluronic® P94) estabilizadas pelo agente de ligacdo cruzada PETA (tetracrilato de
eritritol) através de ensaios de colorimetria por MTT em fibroblastos 3T3. Os
resultados mostraram que micelas de P407 puro foram consideradas biocompativeis
na concentracdo maxima utilizada no estudo (0,5% m/v), com crescimento celular
proximo a 100% do controle. A utlizacdo de PETA ndo comprometeu a

citotoxicidade do P407 e reduziu a toxicidade do P94.

A gquitosana € um copolimero polissacaridico linear catiénico formado por uma
distribuicdo aleatéria dos monémeros N-acetil-d-glucosamina e D-glucosamina com
um grupo amino (NH;) e dois grupos hidroxila (OH) em cada unidade de repeticéo
glicosidica (85) (Figura 4). A quitosana € tipicamente obtida por desacetilagdo da
quitina, um abundante polissacarideo encontrado no exoesqueleto de crustaceos.
fonte de quitosana. Apresenta excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade,
aléem de  propriedades  hemostaticas, bacteriostatica, anticolestérico,

anticarcinogénico e fungistatico (86).

Figura 4 — Quitosana
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Fonte: Sigma Aldrich, Disponivel em sigmaaldrich.com

Devido a sua natureza policatibnica, a quitosana possui mucoadesividade,
que é definida como a capacidade de aderir a0 muco carregado negativamente que
reveste o epitélio gastrointestinal. Essa caracteristica favorece um maior tempo de
contato da droga com o epitélio, controlando sua liberac&o e prolongando seu tempo
de acdo sobre o tecido alvo (86). Apesar da atracdo eletrostatica ser a principal
responsavel pelo fenbmeno da mucoadesividade, esta € potencializada pela
presenca de pontes de hidrogénio e hidrofobicidade (87). A interacdo da quitosana
com a membrana celular parece abrir as zbnulas de oclusdo, aumento, assim, a

permeabilidade epitelial (88).

Pepi¢ et al. (2010) (89) desenvolveram micelas de P407 com cobertura de
quitosana para aplicacdo tépica ocular de dexametasona. A incorporacdo de
dexametasona (1mg/ml) nas micelas foi realizada através da agitacdo suave por 24
horas em temperatura ambiente, método conhecido como dissolucdo direta. Trés
concentracfes diferentes de quitosana foram utilizadas nas formulacdes: 0,005%,
0,01% e 0,015% m/v. Os tamanhos médios de particula variaram entre 27,0nm (PDI
= 0,517) na concentracao de 0,005% a 28,9nm (PDI = 0,514) na concentracdo de
0,015%. Os potenciais zeta aferidos foram +9,3, +12,3 e +17,6mV, respectivamente.
Segundo os autores, os resultados do tamanho de particula e potencial zeta néo
foram influenciados pelo carregamento da dexametasona. Os resultados da curva de
liberacdo da dexametasona mostrou uma liberacdo de aproximadamente 66% nas

trés primeiras horas para as trés concentracdes de quitosana utilizadas.

Seguindo uma linha de pesquisa semelhante, Kesavan et al. (2013) (90)

desenvolveram microemulsdes de dexametasona com cobertura de quitosana para
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aplicacao ocular topica. O objetivo da cobertura com quitosana (concentracdo de
0,5% m/v, pH - 5) foi prover mucoadesividade a microemulsdo, devido a interacéo
ibnica entre 0os grupos amino positivamente carregados e os residuos de é&cido
sialico no muco com potencial negativo. Os resultados mostraram que o potencial
zeta das microemulsdes apresentaram carga de superficie que variou de +20,3mV a
+26,4mV. Segundo os autores, a carga de superficie positiva pode ser atribuida a
presenca de quitosana na interface agua/éleo, uma vez que os surfactantes usados

na formulacéo (Tween 80 e propilenoglicol) sdo ndo-ibnicos.

Singh et al., (2017) (91) avaliaram o efeito do encapsulamento de Anfotericina
B em diferentes concentracfes nas propriedade fisico-quimicas de micelas de P407
com cobertura de quitosana. Os autores verificaram que a proporg¢ao de droga/p407
foi 1:20 (em massa), onde os resultados mostraram um tamanho médio de particula
de 98,2nm (PDI = 0,101) e potencial zeta de +11,25mV. Os autores analisaram
ainda o efeito de diferentes concentragdes de quitosana utilizada na cobertura das
micelas e concluiram que a concentracdo de 0,1% m/v foi a mais apropriada,

gerando particulas com tamanho médio de 139,23nm e potencial zeta de +11,0mV.

O desenvolvimento de um sistema polimérico mucoadesivo para liberacao
controlada de a-tocoferol em mucosa oral ainda nédo foi relatado na literatura. A
proposta do presente trabalho consiste no desenvolvimento de uma solucdo de
nanomicelas carregadas com a-tocoferol. A utilizacdo do micelas de poloxamer 407
incrustadas com quitosana na sua coroa de PEO confere, além da
mucoadesividade, uma liberagédo controlada do a-tocoferol no tecido alvo associada

a facilidade de aplicagédo, como spray, por exemplo.
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema polimérico de liberacdo controlada de a-tocoferol.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um sistema de liberagdo controlada de a-tocoferol baseado em
nanomicelas de P407 com cobertura de quitosana (TOC-P407-CH);

e Caracterizar fisica e quimicamente as nanomicelas de TOC-P407-CH,;

e Determinar a curva de liberacdo da TOC-P407-CH;

e Analisar a citotoxicidade das nanomicelas desenvolvidas mediante a
proliferacdo celular de queratindcitos ndo-malignos da mucosa bucal
espontaneamente imortalizados (HNK) e queratindcitos nao-malignos

imortalizados com genes E6/E7 de HPV tipo 16 (NOE) da mucosa bucal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1LOCAL DE TRABALHO

O desenvolvimento do sistema polimérico e os ensaios de liberacdo
controlada e de atividade antioxidante foram realizadas no Laboratério de Cultivo e
Andlise Celular (LACEC) - Escola Técnica de Saude da Universidade Federal da

Paraiba.

A caracterizagdo fisico-quimica foi realizada no Laboratério de Materiais e
Biossistemas (LAMAB) da Universidade Federal da Paraiba e no Laborat6rio de
Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) da Universidade Federal do
Espirito Santo. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Lady Davies

Insttiute of Cancer do Jewish General Hospital, na McGill University, Canada.

4.2 MATERIAIS UTILIZADOS

Para o desenvolvimento do sistema polimérico, foram utilizados os seguintes
materiais: Quitosana de baixo peso molecular (>75% de desacetilacdo, peso
molecular 50-190 KDa), Tripolifosfato de Sodio (grau técnico 85%, peso molecular
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367,86g/mol), Poloxamer 407 (pureza >99%, massa molar 12600g/mol, 30% PPO),
Trolox (pureza 97%, peso molecular 250,29g/mol), brometo de 3-(4,5-dimetil -2-
tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT - pureza >97,5%, peso molecular
414,32g/mol) — adquiridos na Sigma Aldrich (USA); meio de cultura Eagle modificado
por Dubelcco (DMEM) (10-101-CV) e solucéo de Penicilina-Estreptomicina (30-002-
Cl) foram adquiridos na Corning (USA); soro bovino fetal (080-150) foi adquirido na
Wisent Bioproducts (USA); o meio de cultura de queratinécitos livre de soro (SFM)
(GIBCO 17005075) foi adquirido na ThermoFischer Scientific (USA); o-tocoferol
(pureza 99,3%, peso molecular 472,75g/mol) foi adquirido na Farmacia de

Manipulacédo Dilecta (Brasil).

4.3DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA POLIMERICO

O desenvolvimento do sistema polimérico de liberacdo controlada envolveu
trés etapas: 1) preparo de solucdo de fase isotropica (monémeros dispersos) de
P407 (92); 2) carregamento de a-tocoferol e micelizacdo do P407; 3) cobertura das

micelas com quitosana e estabilizacéo através da gelificacdo ibnica (90,93,94).

A solucao de fase isotrépica foi obtida pela dissolu¢do de 7,59 de P407 em
32ml de agua deionizada sob agitacdo magnética (300rpm) por 10min e temperatura
ambiente. A solucéo foi entédo refrigerada a 6°C por 10min e submetida a mais um
ciclo de agitacdo magnética por 10min. Apos 3 ciclos de refrigeracao/agitacédo, a
solucdo foi mantida em refrigeracdo a 6°C sem agitacdo durante 24 horas para

permitir melhor solubilizacdo do P407.

Apbs esse periodo, o a-tocoferol (2,59 para a solucdo TOC500-P407-CH e
10g para a solugdo TOC200-P407-CH) foi incorporado a 32ml da solucdo de P407
sob agitacdo magnética (600rpm) por 10min. A solucéo foi entdo refrigerada a -10°C
por 10min e submetida a mais um ciclo de agitacdo magnética por 10min. O ciclo de
refrigeracao/agitacéo foi repetido por 3 vezes para permitir a maxima interagéo entre
o a-tocoferol e os grupos PPO do P407 nédo micelizado. A solugédo foi mantida em
temperatura ambiente para permitir a micelizagdo espontdnea do P407 carregado

com a-tocoferol em seu ndcleo hidrofdbico.
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A etapa de cobertura das micelas de TOC50-P407 e TOC200-P407 foi
iniciada pela solubilizacdo de 40mg de quitosana em 40ml solugcdo aquosa de &cido
acético 1% v/v sob agitacdo magnética a 300rpm durante 24 horas; o pH das
solucdes variou entre 5,5 e 6,5. ApGs a fase de solubilizacdo, 12ml dessa solucéao foi
vertida em 32ml de solu¢cdo TOC50-P407 e TOC200-P407, as quais foram mantidas
sob agitacdo magnética a 300rpm por 20min em temperatura ambiente. Uma bomba
de infusdo foi utilizada para gotejar 6ml de solucao tripolifosfato de sodio (1,5% m/v)
44ml das solugcbes TOC50-P407-CH e TOC200-P407-CH. O gotejamento foi
realizado com uma seringa de 10ml e agulha 25mm x 0,7mm (Gauge 22G x 17)
numa taxa de 2ml/min (aproximadamente 3 gotas/segundo) e altura de 8cm. Os
50ml da solucao resultante foram mantidos sob agitacdo constante de 300rpm por

60min.

Solucbes de micelas de P407-CH ndo carregadas com a-tocoferol foram
sintetizadas seguindo as mesmas etapas de desenvolvimento. As concentracdes

dos componentes na solucgao final estédo descritas na

Tabela 1.
Tabela 1 - Concentragfes nas solugdes finais
P407-CH TOC50-P407-CH TOC200-P407-CH
mg/ml % mg/ml % mg/ml %
a-tocoferol 0 0 50 5 200 20
Poloxamer 407 150 15 150 15 150 15
Quitosana 0,24 0,024 0,24 0,024 0,24 0,024
TPP 0,30 0,03 0,30 0,03 0,30 0,03

4.4CARACTERIZACAO

As analises do tamanho e indice de polidispersividade e potencial zeta das
nanoparticulas foram obtidas pelos métodos de espalhamento de luz dindmico
(Dinamic Light Scattering — DLS) e mobilidade eletroforética associada a equacgéo de
Henry, respectivamente (Zetasizer Nano-ZS; Malvern Instruments, Malvern, Reino

Unido). As amostras foram previamente diluidas com agua destilada a 2,5% da
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concentracdo inicial. A andlise foi realizada a 25°C e a difracdo monitorada num

anglo de 90°. As analises foram realizadas em triplicata.

A calorimetria diferencial de varredura Differential Scanning Calorimetry —
DSC) foi utilizada para analise do perfil calorimétrico. As mensuracdes foram
realizadas no analisador térmico SHIMADZU DSC 60 Plus mediante aquecimento
das amostras numa taxa de 10°C/min num espectro de -40°C a 70°C sob atmosfera

dindmica de ar e de nitrogénio, com vazéo de gés da ordem de 50ml/min.

A caracterizacdo estrutural foi confirmada pela espectroscopia de
infravermelho transformada de Fourrier FTIR (IRPrestige-21, Shimadzu, Kyoto,
Japao). Para obtencdo de espectro na regido infravermelho, amostras de
aproximadamente 1,5mg foram trituradas juntamente com 150mg de brometo de
potassio (KBR) para confeccdo das pastilhas. Todo o espectro foi obtido em modo
de transmissdo (64 varreduras) com resolucdo de 4cm™ e variacdo de frequéncia de
4000 a 400cm™.

A microscopia eletrénica de varredura (JSM-6610 — JEOL, Toquio, Japao —
tensdo de aceleracdo de 25kV) foi utilizada para andlise morfolégica do sistema

polimérico liofilizado. As amostras foram montadas em fitas condutivas de carbono.

4. 5ENSAIO DE LIBERACAO CONTROLADA

A andlise da curva de liberac&o in vitro do a-tocoferol foi realizada por meio
de espectrofotometria UV-VIS (500-200nm). Uma curva de calibracdo padrao foi
obtida através da leitura da absorbancia nas concentracdes de 15, 30, 45, 60 e
75pg/ml de a-tocoferol a 290nm em cubeta de quartzo (coeficiente de correlagédo
r>0,998) (

Figura 5). As concentragbes foram obtidas a partir da absorbancia pela

aplicacéo da formula:

C = (Abs - 0,06545)/ 0,00704
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Solugbes de P407 (Img/ml) em PBS foram utilizadas para determinar a
absorbancia na concentragao ‘zero’ e para a preparagao das solugdes-padréo de o-

tocoferol, conforme modelo proposto por Varga et al. (2019) (96).

Figura 5 - Curva de Calibracdo UV-VIS
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As amostras de TOC-P407-CH foram colocadas no interior de uma membrana
de celulose em 5ml de PBS-P407. A membrana foi imersa no meio de dissolucéo de
35ml de PBS e mantidas a 37°C. As absorbancias de aliquotas de 1ml do meio de
dissolugéao foram aferidas a intervalos n&o regulares durante 24 horas. As medidas

foram realizadas em triplicata para cada concentracao.

4.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

4.6.1 Ensaio MTT
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A citotoxicidade aguda do sistema polimérico desenvolvido foi avaliada
através do ensaio de viabilidade celular pela técnica do MTT, conforme metodologia
proposta por Kumar et al. (2018) (97). Queratindcitos ndo-malignos da mucosa bucal
espontaneamente imortalizados (HNK) e queratindcitos ndo-malignos imortalizados
com genes E6/E7 de HPV tipo 16 (NOE) foram cultivadas em meio Keratinosyte-
SFM suplementado com L-glutamina e extrato pituitario bovino. As células foram
cultivadas a 37°C com 5% de CO..

Placas de 96 pocos foram preenchidas com 5x10° células por poco e tratadas
com diferentes concentracbes de TOC-P407-CH, P407-CH e Trolox (analogo
hidrossoluvel do a-tocoferol) por 24, 48 e 72 horas. O meio de cultura celular foi
aspirado e 100ul de solucdo MTT foram adicionados. As placas foram incubadas por
4 horas a 37°C protegidas da luz e os cristais roxos de formazana foram dissolvidos
em 100yl de DMSO por 5 minutos num agitador orbital. A coloragcéo final foi
guantificada pela afericdo da absorbancia no leitor de microplaca FLUOStar OPTIMA
(BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha). A leitura foi realizada no comprimento de

onda de 560nm com subtracdo da leitura em 790nm.

4.6.2 Ensaio Clonogénico

Os efeitos cronicos do sistema polimérico no crescimento de células tumorais
foram avaliados pelo ensaio de formacgéo de col6nia (clonogénico), de acordo com
metodologia proposta por Selvaag et al. (2002) (98). Células da linhagem NOE
foram incubadas numa placa de 6 poc¢os (1000 células/poc¢o) por 6 horas e tratadas
com TOC-P407-CH, P407-CH e Trolox nas concentracdes 0,125ug/ml e 1,25ug/ml
de a-tocoferol (0,5 e 5ug/ml das micelas ndo carregadas) durante 15 dias. Apos
lavagem com PBS, as amostras foram coradas com cristal de violeta 0,05% m/v e
formaldeido 4% v/v. Colénias com diametro maior que 50nm foram quantificadas por

meio de um contador de colbnias (Oxford Optronix Gelcount, Reino Unido).

4.7 ANALISE ESTATISTICA



34

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism, versao
8.3.0 para Mac OS X (San Diego, Califérnia, USA. numero de série: GPS-1637073-
T) Os resultados do tamanho de particula foram analisados comparados por meio do
teste T ndo-pareado para amostras heterogéneas (G1l: TOC50-P407-CH e GZ2:
TOC200-P407-CH); o nivel de significancia do teste foi de 5%. A normalidade dos
dados foi testada por meio do teste Shapiro-Wilk. O indice de polidispersividade e
potencial zeta foram analisados descritivamente baseado nas médias e desvios-

padrao.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade (MTT) foram analisados por
ANOVA de um fator, seguido do teste de Tukey para multipla comparagdo entre
grupos (post-hoc). Posteriormente foram realizadas andlises por meio de teste T
nao-pareado para comparacdo entre as diferentes concentracfes intergrupos. O
nivel de significancia dos testes foi de 5% (G1: TOC-P407-CH; G2: Trolox; G3:
P407-CH e G4: Controle). Os dados do ensaio clonogénico foram tratados
estatisticamente por meio do teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis, seguidos do
teste de Dunn para multipla comparacdo entre grupos (post-hoc), com nivel de
significancia de 5%. A normalidade dos dados foi verificada por meio dos testes

Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov.

Os dados referentes ao FTIR, DSC e microscopia eletronica de varredura nao

sao aplicaveis para o tratamento estatistico.

5. RESULTADOS

5.1DESENVOLVIMENTO

O desenvolvimento de nanomicelas de a-tocoferol seguiu uma metodologia desenvolvida pelos autores
baseada na micelizacao termossensivel do P407 (Figura 6). Acima da CMC e da TMC, o P407 apresenta
micelizac@o espontanea, com um nucleo hidrofébico de PPO e coroa hidrofilica de PEO. A encapsulagdo de o-
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tocoferol por meio de ciclos alternados de agitacéo e refrigeragdo permitiu gerar solugdes de nanomicelas sem
uma fase de a-tocoferol ndo encapsulado visivel, mesmo numa concentracao elevada de 50mg/ml (

Figura 7 € Figura 8).

Figura 6 - Fluxograma do desenvolvimento do sistema polimérico
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Fonte: Autoria propria

Figura 7 - (A) Adicdo de P407 em solucdo aquosa e temperatura ambiente; (B) Solucao de P407 apds

ciclos de agitacao e refrigeragdo; (C) Solucao de TOC50-P407 apos ciclos de agitacao e refrigeragéo.

Fonte: Autoria propria

Figura 8 - SolugBes TOC50-P407-CH (A) e TOC200-P407-CH (B)
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Fonte: Autoria propria

Figura 9 - Nanomicelas liofilizadas. Da esquerda para a direita: P407-CH, TOC50-P407-CH e TOC200-P407-CH

Fonte: Autoria propria

5.2CARACTERIZACAO

As solugdes TOC50-P407-CH e TOC200-P407-CH foram submetidas ao
método de espalhamento de luz dindmico para determinagdo da distribuicdo e do
tamanho das particulas. O tamanho médio das solu¢des de TOC50-P407-CH foi de
193,80nm (Tabela 3) com picos de volume em 50,75 e 531,20nm (Tabela 2 e

Figura 11); as solugdes de TOC200-P407-CH apresentaram tamanho médio
de 714,53nm (Tabela 3) e picos de volume em 58,77 e 3091nm (Tabela 2 e
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Figura 13). A diferenca entre os tamanhos de particula foi estatisticamente
significante (p=0,0018; diferenca entre as médias 520,7 + 70,11nm; IC = 326,1 /
715,4; n?= 0,9324) (Figura 14).

O potencial zeta aferido por meio de mobilidade eletroforética associada a
equacao de Henry, foi de +12,8mV, tanto para a TOC50-P407-CH como TOC200-
P407-CH.

Tabela 2 - Picos de distribuigdo do tamanho das particulas

Solucédo Pico 01 Pico 02
Tamanho de particula (nm) 91,28 458,7
Intensidade (%) 8,6 4,9
TOC50-P407-CH )
Tamanho de particula (nm) 50,75 531,2
Volume (%) 15,3 0,9
Tamanho de particula (nm) 68,06 1990
Intensidade (%) 2,1 9,1
TOC200-P407-CH
Tamanho de particula (nm) 58,77 3091
Volume (%) 4,9 9,0

Tabela 3 - Tamanho médio das particulas (dp.s), indice de Polidispersividade (PDI) e Potencial Zeta

. dps £ DP Potencial Zeta
Solucéo PDI + DP
(nm) (mV)
TOC50-P407-CH 193,80 + 51,03 0,502 + 0,068 +12,8
TOC200-P407-CH 714,53 +£110,18 0,886 + 0,196 +12,8

Figura 10 - Distribui¢céo do tamanho de
particulas em relacé@o a intensidade de
espalhamento de luz — TOC50-P407-CH
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Figura 11 - Distribuicdo do tamanho de Figura 13 - Distribui¢cdo do tamanho de
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Figura 12 - Distribuicdo do tamanho de
particulas em relacéo a intensidade de
espalhamento de luz — TOC200-P407-CH

Figura 14 - Tamanho médio das particulas (média e desvio padréo)
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A andlise dos espectros FTIR do a-tocoferol puro evidencia duas regides: a
primeira (principalmente estiramentos simétricos e assimétricos) compreende uma
banda em 3406cm™ referente & ligagédo O-H do cromanol e um intervalo entre 3100 e
2700cm™ que representa a sobreposicdo de bandas intensas referente aos
hidrogénios das metilas ligadas ao anel aromatico e heteroanel na cabeca e
deformacfes assimétricas dos hidrogénios nas extremidades da cadeia caudal. Na
segunda regido, destacam-se as bandas em torno de 1649cm™ e 1467cm™ que

caracterizam tor¢cao do anel benzénico.

O espectro FTIR do P407-CH, apresenta picos de transmitancia em 2868cm™
referente aos radicais metila dos grupos PPO, 3433cm™ ligados aos radicais O-H

dos grupos PEO e 1109cm™ das ligacdes éter C-O-C comum aos dois grupos.

Nos espectros do TOC50-P407-CH e TOC200-P407-CH, os picos de
transmitancia coincidem com os picos do a-tocoferol puro e do P407, em diferentes

intensidades (Figura 15).

Figura 15 — Espectro FTIR
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Por meio da Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), As nanoparticulas
P407-CH, TOC50-P407-CH e TOC200-P407-CH apresentaram picos endotérmicos
nas temperaturas de 53,8°C, 52,3°C e 50,0°C (Figura 16 e

Tabela 4).

Figura 16 - Termograma obtido por meio de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
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Tabela 4 - Analise de picos endotérmicos de entalpia (DSC)
Temperatura (°C)
Amostra
Onset Pico Endset
P407-CH 43,0 53,8 57,8
TOC50-P407-CH 46,4 52,3 56,3
TOC200-P407-CH 41,6 50,0 55,6

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para a analise morfologica
das nanomicelas liofilizadas. As particulas de P407-CH apresentaram superficies

lisas, sem poros ou irregularidades. Tanto as particulas de TOC50-P407-CH como
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de P200-P407-CH apresentaram tamanhos de particula compativeis com o0s

resultados do DLS e rugosidade superficial ndo identificada nas particulas P407-CH.

Figura 17 - Microscopia eletrénica de varredura. (a) P407-CH; (b) TOC50-P407-CH;
(c) TOC200-P407-CH evidenciando formato micelar ndo esferoidal nos grupos com carreamento da
do a-tocoferol.
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5.3ENSAIO DE LIBERACAO CONTROLADA
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Os resultados do ensaio de liberacdo controlada pelo método UV-VIS
identificaram os padrdes de liberacdo do a-tocoferol puro, TOC50-P407-CH e
TOC200-P407-CH. O a-tocoferol puro apresentou uma cinematica de liberagdo em
duas fases: um pico de liberacdo inicial seguido por uma liberacdo continuada;
aproximadamente 82% da liberacdo foi obtida apds as primeiras 05 horas. A
TOC200-P407-CH apresentou a mesma cinematica de liberacdo, entretanto com um
menor percentual de liberacdo na fase inicial (42% nas primeiras 05 horas). A
TOC50-P407-CH ndo apresentou cinematica de liberacdo em duas fases; houve
liberacdo do a-tocoferol de forma continua ao longo do periodo analisado. A

liberacdo nas primeiras 05 horas correspondeu a 18% (Figura 18)

Figura 18 - Curva de liberagdo UV-VIS
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5.4ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Da analise estatistica ANOVA de um fator do ensaio de citotoxicidade
com base na atividade metabolica celular evidenciada pela técnica MTT,
verificou-se que houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
G1, G2 e G3 e o grupo controle, tanto para células NOE (p<0,001; F=27,21)
como HNK (p<0,001; F=21,65) nas concentracbes estudadas (400 a
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6,25ug/ml). O teste post-hoc para mdultiplas comparacdes de Tuckey

identificou diferenca significativa apenas entre G3 e o controle (p<0,001;

magnitude de efeito = 14,82; Cl 95% 8,41/21,22). Na comparagao entre pares

de grupos por meio de testes t ndo-pareados, (G1-G2, G1-G3 e G2-G3),

houve diferenca significativa em concentracfes variadas, tanto em células

NOE como NHK, conforme

Tabelas e Tabela 6.

Figura 19 - Proliferacdo de NOE pelo método
MTT. (*) p<0,05; (**) p<0,001.
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Figura 20 - Proliferacéo de HNK pelo método
MTT. (*) p<0,05; (**) p<0,001.
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Tabela 5 - Comparacéo entre grupos sobre proliferacdo de NOE. Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significante (p<0,05).

Concentragao TOC-P407-CH Trolox P407-CH
(ng/ml) (% do controle) (% do controle) (% do controle)

400 109,02 99,352 79,16°
200 110,5° 104,22 84,33"
100 106,62 104,42 89,66"

50 110,22 92,25° 84,01°

25 94,99% 97,092 81,10"
12,5 104,22 101,32 85,62°
6,25 101,12 94,182 91,412
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Tabela 6 - Comparacao entre grupos sobre proliferacdo de HNK. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante (p<0,05).

Concentracao TOC-P407-CH Trolox P407-CH

(ng/ml) (% do controle) (% do controle) (% do controle)

400 108,0° 99,022 78,5°

200 97,562 96,912 73,62°

100 92,182 94,302 83,392

50 95,772 87,95 79,15°

25 93,492 85,18% 71,66°

12,5 105,22 95,442 80,62°

6,25 111,72 100,52 89,09°

O teste de Kruskal-Wallis para comparacdo entre grupos da proliferacao
celular em NOE tumorais (clonogénico) evidenciou diferenca estatisticamente
significante (p<0,05, qui’=9,199). A andlise individual intergrupos, o teste de Dunn
(post-hoc) ndo identificou diferencas significantes na comparacdo entre 0s grupos

para uma mesma

concentracéo. Os resultados estdo apresentados na Figura 21 e Figura 22.

Figura 21 - Proliferacdo de NOE pelo método Clonogénico.
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Figura 22 - Col6nias celulares do ensaio Clonogénico. A: Controle; B: P407-CH (0,5ug/ml); C:
P407-CH (5ug/ml); D: Trolox (0,125ug/ml); E: Trolox (1,25ug/ml); F: TOC-P407-CH (0,125ug/ml); G:
TOC-P407-CH (1,25pg/ml
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A utilizacdo de agentes antioxidantes topicos, particularmente o a-tocoferol,
parece ser uma das estratégias promissoras na prevencéo da mucosite oral induzida
por quimioterapicos. Entretanto, a aplicacdo direta sobre a mucosa ocasiona a
degluticio de uma grande quantidade da vitamina devido a auséncia de
mucoadesividade, gerando uma possivel — e indesejada — protecdo contra o

estresse oxidativo em células neoplasicas.

A metodologia empregada neste trabalho permitiu o desenvolvimento de
nanomicelas de poloxamer 407 com quitosana aderida a coroa hidrofilica de PEO e
carregadas com a-tocoferol no ndcleo hidrofébico de PPO. A incorporagdo do a-
tocoferol foi realizada por uma técnica ainda nao relatada na literatura: o a-tocoferol
foi associado ao PPO dos monomeros de P407 refrigerado; a posterior elevacdo da
temperatura permitiu a micelizagdo com a droga ja incorporada ao nucleo
hidrofébico. As concentracdes de a-tocoferol encapsuladas no estudo basearam-se
nas concentracfes utilizadas topicamente na forma ndo encapsulada (47,60,61),

levando em consideragao ainda a baixa toxicidade do a-tocoferol (57).

Os resultados evidenciaram diferenca estatisticamente significante entre o
tamanho médio das nanomicelas TOC50-P407-CH (193,80nm) e TOC200-P407-CH
(714,53nm). O resultado esta de acordo com Alexander et al. (2012), que verificaram
gue a adicdo de uma droga hidrofébica gerou um aumento do nucleo de PPO. A
literatura aponta para uma ampla variacdo nos tamanhos médios de micelas de
P407: 27 a 29nm (81,89), 68 a 70nm (83), 98,2 a 139,23nm (91); provavelmente a
grande variacdo nos tamanhos médios de particula esta relacionada a concentracéo
da droga hidrofébica utilizada no estudo, o que impactou diretamente no tamanho do

nucleo hidrofébico.

A mucoadesividade de farmacos baseia-se principalmente na interacao
eletrostatica entre particulas de carga negativa do muco e carga positiva nas
particulas (quantificado por meio do potencial zeta). Varios polimeros vém sendo
testados para o encapsulamento do a-tocoferol: PLGA (72), quitosana/zeina (73),
propilenoglicol (90), polissorbatos (74) e oleato de quitosana (75). Na grande maioria
dos estudos (a excecdo daqueles onde a quitosana foi utilizada), o potencial zeta
resultante foi negativo (variagdo de -80mV a -2,8mV), 0 que torna 0s sistemas

poliméricos desenvolvidos incompativeis com a mucoadesividade. Apesar do P407
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apresentar inUmeras vantagens na micelizacdo de moléculas hidrofobicas, o seu
carater nao-ibnico também n&o contribui para a mucoadesividade. Sultan et al.,
(2017) desenvolveram nanomicelas de P407 carregadas com hidroclorotiazida e

obtiveram um potencial zeta de -19,3mV.

Para obter um potencial zeta positivo, o presente estudo incorporou a
quitosana na coroa de PEO das nanomicelas, comprovado pelo potencial positivo de
+12,8mV tanto na TOC50-P407-CH como na TOC200-P407-CH. O resultado
corrobora os achados de Pepic¢ et al. (2010), que verificaram que o potencial zeta
aumenta de acordo com o aumento da concentracdo da quitosana utilizada. A
obtencdo de potencial zeta positivo apds a incorporacao de quitosana também foi
um achado nos estudos de Luo et al. (2011) (+22,8 a +40,9mV), Kesavan et al.
(2013) (+20,3 a +26,4mV), Singh et al. (2017) (+4,72 a +14,07mV) e Bonferoni et al.
(2018) (+56,8mV).

A andlise dos espectros FTIR (Figura 15) identificou o pico caracteristico em
3406cm™ referente ao radical O-H. A identificacdo do pico no espectro de todos os
grupos (P407-CH; TOC50-P407-CH; TOC200-P407-CH e a-tocoferol) permitiu inferir
gue nao houve reagéo envolvendo os radicais. A preservacéo dos radicais hidroxila
favorece a mucoadesividade pela formacdo de pontes de hidrogénio entre as
micelas e o muco (87). Observa-se ainda grande semelhanca entre o espectro das
nanomicelas nao-carregadas P407-CH e a TOC50-P407-CH; a TOC200-P407-CH
apresenta um espectro que se aproximou do o-tocoferol, sugerindo uma saturagéo

das micelas com presenca de grande quantidade de farmaco ndo encapsulado.

O processo de transicdo de fase de solucdo isotropica para a fase cubica
envolve o crescimento das micelas até que as mesmas ocupem, no minimo, 52,3%
do volume da solucdo. A elevacdo da temperatura leva a um aumento da
hidrofobicidade dos grupos PPO, ocasionando um progressivo aumento no tamanho
das micelas (79). Como discutido anteriormente, a incorporacdo de drogas lipofilicas
gera, por si s6, um aumento no tamanho médio das micelas, o que foi comprovado
pelos resultados deste estudo. Wanka, Hoffmann e Ulbricht (1994) verificaram que a
temperatura onde ocorre um pico endotérmico no DSC de solu¢des P407 25% m/v
corresponde a transicdo da fase de solucdo isotropica para uma fase cubica,

corroborado pelas mensuragfes reoldgicas que indicam expressivos aumentos nos
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modulos de elasticidade e tensédo de escoamento. Uma vez que a incorporacao de
compostos hidrofébicos aumenta o tamanho médio das micelas, teoricamente,
nanomicelas carregadas com o-tocoferol deveriam apresentar picos de DSC em
temperaturas mais baixas que os picos das micelas ndo carregadas. No presente
estudo, as nanomicelas nédo carregadas apresentaram um pico endotérmico de DSC
na temperatura de 53,8°C, enquanto a TOC50-P407-CH em 52,3°C e a TOC200-

P407-CH em 50,0°C, corroborando os achados da literatura referenciada.

A andlise morfolégica das amostras por meio da microscopia eletrdnica de
varredura ndo identificou micelas no formato esferoidal. Tal fato decorre de uma
limitacdo metodoldgica do experimento: o processo de liofilizacdo é feito a partir do
resfriaimento das amostras até o seu congelamento e posterior desidratacao.
Conforme descrito anteriormente, o resfriamento até uma temperatura abaixo da
temperatura micelar critica causa a abertura das micelas, gerando uma solucdo
isotrépica de mondémeros de P407. As nanomicelas carregadas com a-tocoferol
apresentaram superficie irregular, em contraste com as nanomicelas nao
carregadas, que se apresentaram lisas. Tal diferenca no aspecto fisico indica uma
interacao entre as componentes estudados, fato este corroborado por Leyva-Goméz
et al. (2017) (99). Levando-se em conta que 0s espectros do FTIR analisados
concluiram pela auséncia de reacdo quimica entre 0s componentes, a interacao
entre o a-tocoferol e as nanomicelas de P407-CH, particularmente a por¢éo do PPO,
ocorreram num nivel de atracdo covalente de Van der Waals, conforme descrito por
Giuliano et al. (2018) (100). As microfotografias confirmaram os resultados atinentes
ao tamanho de particula obtidos pelo DLS: a concentragdo de 50mg/ml de a-

tocoferol gerou particulas com menores diametros.

A utilizacdo de agentes topicos para a prevencdo da mucosite oral envolve a
acdo direta do farmaco sobre células epiteliais e queratindcitos da mucosa bucal.
Este estudo avaliou a citotoxicidade aguda e cronica sobre as linhagens NOE e HNK
por meio dos metodos MTT e clonogénico, respectivamente. Os resultados do MTT
mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados e a
proliferacdo celular do grupo controle (sem exposicdo a nanomicelas ou ao o-
tocoferol). Cabe ressaltar que, apesar da auséncia de diferenca significativa, a
proliferacéo celular da TOC-P407-CH apresentou média superior aos grupos P407-

CH (nanomicelas nédo carregada com a-tocoferol) e Trolox, sugerindo um efeito
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sinérgico do carregamento do a-tocoferol nas nanomicelas. E esperado que a
realizacdo dos testes em sextuplicatas reduza os desvios padrbes encontrados e,
consequentemente, a significancia. A concentracdo da TOC-P407-CH néo
influenciou na citotoxicidade tanto em células NOE como HNK, independente da
concentracdo utilizada (6,25 a 400ug/ml). O ensaio clonogénico para analise da
citotoxicidade crénica ndo identificou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, nas mesmas concentracdes estudadas (0,125 e 1,25ug/ml de a-tocoferol).
Os resultados da proliferacdo celular e citotoxicidade apresentados corroboram os
achados de Torshabi et al. (2017), Bonferoni et al. (2018) e Caddeo et al. (2018).

Dispositivos para a liberacao controlada de farmacos permitem a reducéo da
dosagem utilizada, reduzindo possiveis efeitos adversos e mantendo niveis
terapéuticos por periodos prolongados. O ensaio de liberagcdo controlada pela
metodologia UV-VIS realizado neste experimento identificou que o a-tocoferol puro
apresentou uma cinematica com um pico de liberacéo inicial (primeiras 5 horas)
seguido por uma liberacao residual de longa duracdo. Nanomicelas com 200mg/ml
de a-tocoferol evidenciaram o mesmo padréo, entretanto com uma menor
intensidade no pico inicial, resultado este em concordancia com a literatura revisada
(72,73,89). Ja na concentracdo de 50mg/ml de a-tocoferol, ndo se observou um pico
de liberacdo inicial, o que confere as nanomicelas a caracteristica de liberacéo
controlada almejada pelo presente estudo, contradizendo os achados de Zigoneanu,
Astete e Sabliov (2008) (72), uma vez que 0s autores concluiram gue o aumento na
concentracédo de a-tocoferol gerou uma redugéo na liberacdo inicial do farmaco. O
pico de liberacéo inicial para o a-tocoferol na concentracdo de 200mg/ml encontrado
no ensaio deste trabalho corrobora com os achados do DLS, que concluiram pela

presenca de a-tocoferol ndo encapsulado (
Figura 8), sendo este o responsavel pelo referido pico de liberagéo inicial.

O desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada de a-tocoferol
baseado em numa solucdo aquosa de nanomicelas de P407-CH abre a
possibilidade para a aplicacao topica do farmaco em forma de spray, por exemplo,
com intervalos diarios entre doses (baseado nos resultados dos ensaios de
liberacdo), facilitando sobremaneira 0 emprego do mesmo em pacientes pediatricos

menores de 03 anos de idade, que ainda ndo possuem habilidade motora para
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realizar bochechos. Apesar da extrapolagéo de resultados de estudos in vitro para
seres humanos apresentar ressalvas, as perspectivas apontam para possiveis
resultados promissores do emprego topico diario das nanomicelas de a-tocoferol
previamente ao inicio da quimioterapia (entre 3 a 5 dias antes) até o término do ciclo
da terapia antineoplasica como forma de prevenir ou atenuar a mucosite oral. Os
novos estudos devem considerar ainda o impacto da aplicacéo topica nas dosagens
séricas do antioxidante; elevacfes consideraveis nos niveis plasmaticos podem se
tornar preocupantes em decorréncia de um possivel efeito protetor do a-tocoferol

sobre células neoplasicas.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho desenvolveu um novo método para o encapsulamento de
a-tocoferol em nanomicelas de poloxamer 407 com cobertura de quitosana. As
nanomicelas  apresentaram  potencial zeta  positivo, compativel com
mucoadesividade. Concentracbes menores de o-tocoferol geraram particulas
menores e com menor indice de polidispersividade. O carregamento do a-tocoferol
nas nanomicelas gerou uma reducdo na temperatura de gelificacdo, porém acima da
temperatura corporal. O sistema polimérico desenvolvido ndo apresentou
citotoxicidade aguda ou crénica contra queratinécitos e células do epitélio bucal.
Nanomicelas carregadas com o-tocoferol numa concentracdo de 50mg/mi
apresentaram liberacdo controlada do farmaco, ao contrario do a-tocoferol puro e da
formulacdo com 200mg/ml. Novas pesquisas Sado necessarias com o intuito de

prover gelificacdo na temperatura corporal.
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