L ]
é."{"_ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
-*;.h' Faculdade de Engenharia Quimica

UNICAMP

LUCAS GARCIA CAMARGO

DESENVOLVIMENTO DE MEMBRANAS MUCOADESIVA SCOMPOSTAS POR
DIFERENTES PROPORCOES DE QUITOSANA E ALGINATO PARA A
LIBERACAO CONTROLADA DO FARMACO ANTINEOPLASICO IMIQUIMODE

DEVELOPMENT OF MUCOADHESIVE FILMS COMPOSED BY DIFFERENT
PROPORTIONS OF CHITOSAN AND ALGINATE FOR THE CONTROLLED
RELEASE OF THE ANTINEOPLASTIC DRUG IMIQUIMOD

CAMPINAS - SP
2017



LUCAS GARCIA CAMARGO

DESENVOLVIMENTO DE MEMBRANAS MUCOADESIVAS COMPOSTAS POR
DIFERENTES PROPORCOES DE QUITOSANA E ALGINATO PARA A
LIBERACAO CONTROLADA DO FARMACO ANTINEOPLASICO IMIQUIMODE

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do
titulo de Mestre em Engenharia

Quimica.

Orientadora Angela Maria Moraes

~

0~ " {
J\Y O XA O LLCa A\ —

b ) Profa. Dra. Angc‘f;; Maria Moraes

Q

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA DISSERTAGAO
DEFENDIDA PELO ALUNO LUCAS GARCIA CAMARGO, E ORIENTADA
PELA PROFA. DRA. ANGELA MARIA MORAES

CAMPINAS +SP

2017



Agéncials) de fomento e n°{s) de processo(s): CAPES, 33003017034P8

Ficha catalografica
Liniversidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arguitetura
Elizangela Aparecida dos Santos Sowea - CRB 358093

Camargo, Lucas Garcia, 1990-

C14d Desermalimenta de membranas mucoadesivas campastas par diferentes
proporgdes de guitosana e alginato para a liberagdo controlada do farmaco
antineoplasico imiguimode [ Lucas Garcia Carmargo. — Campinas, 5P [sn],
2017,

Cirientadar: ﬁmgela b aria Maoraes.
Dissertagan {mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade

de Engenharia G uimica.

1. Quitosana. Z.Alginatns.ﬁ. [miquimade. 4. Membranas. 5. Carcihoma de
celulas escamosas. | Moraes, Angela Maria, 1966-. 1. Universidade Estadual
de Campinas. Faculdade de Engentaria Quimica. L Titulo.

Informacdes para Bibliotec s Digital

Titulo em outro idioma Developiment of mucoadhesive fillns composed by different
proportions of chitozan and alyinate for the controlled release of the antineoplastic drug
itriguirmod

Paavras-chave eminglés:

Chitosan

Alninates

[rmiguimmad

Films

Sguamous cell carcinamsa

Area de concentragio: Engenharia Quirmnica

Titulagao: Mestre em Engenharia Quimica

Banca examinadora

ﬁmgela b aria Maraes [Orientadar]

Theo Guenter Kieckhush

Ana Paula Rodrigues

Data de defesa:; 31-08-2017

Programa de Pds-Graduagao: Engenharia Guimica



Dissertacao de Mestrado defendida por Lucas Garcia Camargo e aprovada em 31 de agosto de
2017 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

Profa. Dra. Angela Maria Moraes

Prof. Dr. Theo Guenter Kieckbush

Dra. Ana Paula Rodrigues

A ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no processo de vid

académica do aluno.



AGRADECIMENTOS

A minha mae, minha guia, minha luz, minha inspiracdo. Sem ela, nada do que fui, sou
e serei jamais existiria. Sua existéncia € uma constante na qual pude sempre me apegar, e sel
amor, carinho e devocéo, guardar sempre comigo. Uma eterna fonte de luz no meu coragéo,
iluminando os mais escuros caminhos.

A toda a minha familia e todos os meus amigos que pude contar em todos 0s
momentos desta ardua jornada: minha eterna gratiddo. Estes compdem a familia que tive o
prazer de escolher, e formar para sempre a minha €@éara

A prof. Dra. Angela Maria Moraes, pelos anos de dedicacdo e orientacdo tanto
profissional quanto pessoal, instruindo a cada passo, lapidando todas as pontas e criando
verdadeiros diamantes de meras rochas brutas.

Aos membros da banca, ambos do exame de qualificacéo e da defesa de dissertacéo,
por toda a contribuicdo dada a este trabalho.

A profa. Dra. Andréia Machado Leopoldino e demais membros do laboratério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, em especial a Renat&hiskida
a Cristiana Bernadelli Garcia pelos ensaios realizados e acolhimento no laboratério.

A profa. Dra. Michelle Franz Montan Braga Leite e aos demais membros do
Laboratorio de Fisiologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, em especial a Stephany
di Carla Santos.

A Gabriela Souza Rezende, pela parceria na coleta de parte dos dados experimentais,
pela amizade e por todo 0 apoio neste periodo.

A Acecil, Central de Esterilizagdo Comércio e Industria Ltda, pela esterilizacdo das
membranas utilizando-se o 6xido de etileno.

A EMS pela doacéo do farmaco imiquimode.

A equipe do LRAC, pelos ensaios realizados e esclarecimentos prestados.

A UNICAMP e ao Programa de P6s-Graduacéo da FEQ.

A todos os membros e funcionarios da Faculdade de Engenharia Quimica que, direta
ou indiretamente, colaboraram para a realizacdo deste trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a
Fundacao de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao PAlRBSIP), pelo apoio financeiro.



3$IWHU DOO WKL\
$O0ZD\V ’

J. K. Rowling



RESUMO

O carcinoma de células escamosas possui uma das maiores téxeigé&ieia dentre todos os
tipos de canceres, e, visando o tratamento desta neoplasia, desenvolvaadtereoa-se filmes
poliméricos constituidos de quitosana (Q) e alginato (A) em diferentes propong@eporando

o farmaco antineoplasico imiquimode (IQ) por adi¢do direta & suBpealts polissacarideos
isolados ou complexados ionicamente entre si. Observou-se qugia ddifarmaco, em geral,
diminui 0 didmetro e aumenta a espessura em até 450% no casondlasamas constituidas
somente de alginato. A opacidade das membranas aumentou até 5 vezes, raasiaindanaior
valor apresentado foi de 5,14% para a formulagcdo QA 1:3 com o farmaco, passibjli
portanto, 0 monitoramento visual da evolucédo do processo de cicatrizalgdalaEm contato
com solucdes fisiolégicas as membranas absorveram até 2,31 grardgeadpor grama de
material para a formulacdo QA 1:1 e 10,42 g/g para a de algimagaliva simulada, sendo que
todas as membranas foram solubilizaram em solucdo salina, exdetquitosana. A adicdo do
IQ em geral reduziu a absorcao fluidds. membranas apresentaram eficiéncia de incorporacéo
variando deb5 a 99%, respectivamente para as formula¢des constituidas de sbhrag@te Em
solugdo de tampao acetato e de saliva simulasiaembranas apresentaram liberagdo com
mecanismo predominantemente difusivo, enquaeno solucdo salina esta foi associada a
fendbmenos de intumescimento e erosdo da membrana, resultando em lilra8ied23 g de
farmaco na solucdo salina, valores estes apropriados para uso bucal. As memhbdanas
apresentaram diferenca estatistica significativa enfi@masilacdes com relagdo a propriedade de
mucoadesividade, e as analises termogravimétricas e derespegia no infravermelho (FTIR)
demonstraram que ocorrem interacdes entre o IQ e os polimesod.Q\ tensdo de ruptura
varioude 16,43a 64,17 MPa para as membranas 8@me 4,75 a 18,25 MPa para aquelas com a
droga. O alongamento na ruptura variou de 1,65 a 3,62% para as formulacd€s se2R7 a
3,39% para as formulacdes com farmaco. Os ensaios bioldégicos demongtrararnmiquimode
livre n&o possui acao direta sobre as linhagens tumorais FaDu e iHB4.3jm sobre a 4TAs
formulacdes QA 1:1 e Q mostraram, respectivamergenelhores desempenhos nos ensaios de
citotoxicidadein vitro direta e indireta com células 4 Téonfirmando sua potencialidade de

aplicacdo como veiculo alternativo de liberacdo de imiquimode pararodratadesta neoplasia.

Palavras-chave: quitosana, alginato, imiquimodenembranas mucoadesivas, tumor de células

escamaosas.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma has one of the highest incidence rates ahigpgsabf cancer, and, in
order to treat this neoplasia, polymer films consisting of the potysrides chitosan (Q) and
alginate (A) were developed, and characterized, in different proportiomspamated with the
antineoplastic imiquimode (IQ) by directly adding it to either ikelated polysaccharide
suspension or the ionically complexed ones. It was observed that theradditthe drug
generally decreases the diameter and increases the thitiynapsto 450% in the case of films
composed only of alginate. The opacity of the films increased Ggitoes, but still the highest
value was 5,14% for the QA 1:3 formulation with the drug, thus allowing thel vigugtoring of
the evolution of the wound healing process. In contact with physiologatations the films
absorbed up to 2,31 grams of water per gram of material for the QA 1:1 formulation and 10,42 g/g
for that of alginate in simulated saliva, and all films solubdiazn saline solution, except for
chitosan. The addition of IQ generally reduced fluid absorption. It wasilpe to determine,
from in vitro tests, that the films presented incorporation efficiency ob®®%b, respectively for
the formulations composed of A and Q only. In acetate buffer and saliwaor, the films
presentedh predominantly diffusive release, whereas for saline solution, it veaslymrelated to
swelling and erosion phenomemasulting in releases @8 W R J R d@lldesblutign,
showing that they may be suitable for oral use. The films showedigmificant statistical
difference between the formulations with respect to the propertiesicdadhesion, and that the
thermogravimetric and infrared spectroscopy (FTIR) asmlgemonstrated that there is some
interaction between the 1Q and the polymers Q and A. Thedestsingth ranged from 16,43 to
64,17 MPa for films without 1Q, and 4,75 to 18,25 MPa for those with the drug.l®hgation at
break ranged from 1,65 to 3,62% for the formulations without IQ, and 2,27 to 3,39% for
formulations with drug. The biological assays showed that free imaguimas no direct action on
the FaDu and HN13 cell lines, but has on the 4T1 line.@Ad.:1 and Q formulations obtained,
respectively, the highest performances in the direct and indiréstaiesellular viability for the
4T1 cells confirming their potential for application as an alternativeginmod release vehicle

for the treatment of this neoplasia.

Keywords: chitosan, alginate, imiquimod, mucoadhesive filsgpamous cell tumor.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A: alginato

AL: alongamento na ruptura

Abi: absorcéo de solugdes fisiologicas

ACS: American Cancer Society

CC: citosina-citosina

CCE: carcinoma de células escamosa

CE: carcinoma epidermoide

CEO: carcinoma epidermoide oral

CMC: carboximetilcelulose

CT: citosina-timina

DSC: calorimetro diferencial de varredura

0 eficiéncia

EUA: Estados Unidos da América

FDA: Food and Drug Administration

FTIR: espectroscopias no infravermelho com Transformada de Fourier
G: .-L-guluronato

HPV: papiloma virus humano

IFN: interferon

IL: interleucina

IQ: imiquimode

LEBC: laboratério de engenharia de biorreagfes e coloides
LRAC: laboratorio de recursos analiticos e de calibracao
M: -D-manuronato

Mt, Mo, M e Mtesricc massas totais acumuladas liberadas nos tempos t, inicial. lefinito
incorporada

n: expoente de liberagcéo (expoente difusional)

NF: fator nuclear

Pi: perda de massa

PEC: complexo polieletrélito

PLGA: poli(acido laticoeo-acido glicdlico)

PMVE/MA: poli(metil vinil éterco-anidrido maleico)

PVP: poli(vinilpirrolidona)



Q: quitosana

QA: membrana de quitosana e alginato

QA 1:1: membrana de quitosana e alginato com proporcéo de 1:1, respectivamente
QA 1:3: membrana de quitosana e alginato com proporcéo de 1.3, respectivamente
R?: coeficiente de determinacéo

t: tempo

T1 a Ta: eventos térmicos

Tr: tensdo na ruptura

TGA: analise termogravimétrica

TLR: receptor tipo Toll

TNF: fator de necrose tumoral

TT: timina-timina

UV: ultravioleta
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1. INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) ou carcinoma epidermoide (CE), € um
tumor altamente invasivo, apresentando um alto risco de metastase, sendo um dos canceres de
maior incidéncia da atualidade, e apresentando grandes chances de reincidéncia. Seu
desenvolvimento se da em tecidos recobertos por epitélio escamoso, tais como a pele, pulméo,
boca, cérvix, entre outros (American Cancer Society, 2017; Czareieaki 1994; Miller e
Weinstock, 1994).

Alguns motivos que explicam a alta incidéncia deste tipo de carcinoma € a sua forte
relacdo com a exposicao ao sol, o uso de tabaco e infecgBes virais. Além disso, este apresentas
uma frequente ocorréncia de metastase nos linfonodos, pulméo e outros pontos distantes
(Marinkovich, 2007), portanto a deteccdo e o tratamento precoce sdo cruciais, visto que a
excisdo deste tumor resulta, com frequéncia, em sequelas estéticas e funcionais, afetando a
capacidade de engolir e movimentar membros essenciais @Desa?011).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2016), em 2012 foi relatada a
ocortércia de 300 mil novos casos no mundo de CCE bucal, e, de acorda Aomrican
Cancer Society (2017), estimou-se que mais de 3 milhdes de pessoas foram afetadas em 2015
pelo CCE de pele ou pelo carcinoma de célula basal, dos quais aproximadamente 20% seréo
levados a 6bito. Segundo a Fundag¢do do Céancer Oral dos Estados Unidos (OCF), o gasto
médico total estimado nos Estados Unidos (EUA) destinado ao tratamento de céanceres
localizados na cabeca e no pescoc¢o, no qual se insere o CCE, foi de aproximadamente $3,2
bilhdes de ddlares (Oral Cancer Foundation, 2010).

O o6rgéo responsavel pela determinacéo das diretrizes diagnésticas e terapéuticas do
cancer de cabeca e pescoc¢o no Brasil € o Ministério da Saude (2015), atraorésrdasR6,
sendo a cirurgia o principal tipo de tratamento empregando, com 0 uso ocasional de
adjuvantes locais e radioterapia conforme a problemética.

Entretanto, visto que a ressecc¢ao cirargica possui potenciais efeitos colaterais, neste
trabalho buscose desenvolver biomateriais Gteis para aplicacdo no tratamento de CCE
atingindo especificamente a pele e a regido bucal. Esta abordagem congregou conhecimentos
do Laboratorio de Engenharia de Biorreacdes e Colbides (LEBC) da Faculdade mieaEage
Quimica da UNICAMP a respeito do uso de membranas de polissacarideos contendo ou nao
agentes bioativos para o tratamento de lesGes de pele com importantes contribuicbes da
equipe coordenada pela Profa. Dra. Andréia Machado Leopoldino, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da area de bioquimica clinica, e da equipe de pesquisa
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coordenada pela Profa. Dra. Michelle Franz Montan Braga Leite do Laboratério de Fisiologia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

A American Cancer Society (2017) indica, entre os diversos adjuvantes locais
utilizados como quimioterapicos topicos e modificadores de resposta imune, o farmaco
imiqguimode, que apresenta amplo embasamento literario e suficiente longo uso clinico e
eficacia. Assim, escolheu-se incorporar este principio ativo em membranas de quitosana e
alginato, polissacarideos ja extensivamente estudados pelo grupo de pesquisa do LEBC para a
realizacdo da presente dissertacao.

Estes polimeros, quando misturados, sdo capazes de formar complexos polieletrolitos
(PEC), através da atracdo eletrostatica dos grupamentos carboxilato do alginato com aminas
protonadas da quitosana, e ainda de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias, formando uma
estrutura com grande estabilidade estrutural e a variagbes no pH, apresentando ainda maior
eficiéncia no controle da liberagdo de principios ativos (Yan, Khor e Lim, 2000).

Visto que hé poucas contribuicdes na literatura acerca da incorporacdo do imiquimode
em filmes ou membranas poliméricaBofinelly et al., 2006; Ramineniet al, 2014)
particularmente no que se refere a formulacbes mucoadesivas, visto que sua aplicacdo mais
comum € na terapia de lesdes de pele, buscou-se neste trabalho desenvolver e investigar
dispositivos inovadores que pudessem ser aplicados com sucesso em lesfes orais, mas que
também tivessem potencial de uso em mucosas de outras regides do organismo e,

eventualmente, também em feridas de pele.

1.1 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo geral a producdo e caracterizacdo de
dispositivos com capacidade mucoadesiva constituidos dos polissacarideos quitosana e
alginato, isolados ou em conjunto, para a liberacdo controlada do agente antineoplasico
imiquimode visando ao tratamento de tumores de pele e de mucosa, particularmente tumores
bucais.

Teve-se como objetivos especificos produzir um sistema que atendesse aos seguintes
atributos criticos de qualificagé&o:

a) adequada resisténcia mecanica do material, de modo que este ndo se rompa ao ser
manuseado, mas ndo a ponto de se mostrar rigido, desconfortavel e de dificil aplicacdo
manutengé&o no tecido lesionado

b) baixa opacidade, de modo que seja possivel a visualizagdo e o monitoramento do tecido
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lesionado;

estabilidade apropriada nas condi¢bes de utilizacdo referentes a temperatura, umidade
relativa e pH do local da leséo;

perfil de liberacdo da droga predominantemente continuo pelo periodo de uso no local da
leséo;

uniformidade quanto ao aspecto e a distribuicdo da droga na estrutura do filme, de modo

gue biomateriais obtidos em diferentes lotes apresentem resultados reprodutiveis entre si.

As hipoteses especificas que se desegveriguar, fundamentadas nos atributos

criticos de qualificacdo anteriormente mencionados, séo listadas a seguir:

a)

b)

o sistema produzido atinge os atributos de qualidade criticos adequados no que se refere a
estabilidade mecanica, temperatura, umidade relativa e ao pH da boca € da pele

qual ou quais das formulacdes sera(do) mais potencialmente adequada(s) em termos da
combinagdo das duas propriedades mais relevantes para a finalidade proposta,
mucoadesividade e capacidade de liberacdo sustentada do farmaco para o tratamento
local?

€ possivel a producdo de membrana(s) contendo imiquimode com caracteristicas que
possibilitem seu uso, com eficiéncia, no tratamento local de carcinoma de células
escamosas, de forma a se mostrar mais competitiva para a terapia de lesdes em regides
Uumidas que os cremes dermatolégicos comercialmente disponiveis contendo o mesmo

principio ativo?
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma de células escamosas

O carcinoma de células escamosas (JCQE carcinoma epidermoide (CE), também
conhecido como carcinoma de células espinhosas ou espinoceiutaa,neoplasma maligno
altamente invasivo que apresenta alto risco de metastase e morbidade. Este pode se
desenvolver em diversos tecidos cobertos com epitélio escamoso, promovendo canceres de
pele, pulmdo, bucal, cervical, gastrico e colorretal, dentre outros. Devido a diversidade de
tecidos que podem ser afetados, o CCE é o mais comum dos canceres capazes de sofrer
metastase (Czarneatd al, 1994; Miller e Weinstock, 1994; Oral Cancer Foundation, 2010).

A incidéncia doCCE esta fortemente ligada a fatores externos, como exposicéo ao sol,
uso de tabaco e infecc¢des virais. Esta doenca possui um elevado risco de recidiva e requer
técnicas cirlrgicas especificas para sua completa excisdo, observando-se, com frequéncia, a
ocorréncia de metastase para os linfonodos, pulméao e outros pontos distantes (Marinkovich,
2007).

A melhor estratégia para enfrentar este tipo de doenca é a deteccdo e o tratamento

precoce, quando o tumor ainda se encontra em um estagio pré-canceroso, sem metastases

grande espalhamento no tecido. Como as lesdes resultantes deste tipo de cancer sdo visiveis
externamente, seu diagnéstico torna-se mais facil e preciso.
Este trabalho aborda o CCE quando este afeta especificamente a pele ou a boca do

paciente, por esta razao, lesdes nestes tecidos sdo mais detalhadamente discutidas a seguir.

2.1.1 Desenvolvimento de CCE na pele

O cancer de pele do tipgCE é a neoplasia mais comum na populacdo branca, e
estima-se que, em 2015, mais de 3 milhGes de pacientes tenham sido afetados por esta
neoplasia ou pelo carcinoma de célula basal (American Cancer Society, 2017). Desanvolve-
mais comumente em pele com lesdes actinicas, conhecidas como queratose actinicas (QA) ou
gueratose solar, que sao tumores escamosos, avermelhados e benignos, causados pel
excessiva exposicao solar, surgindo, portanto, principalmente na cabeca, pescoco, costas das
maos e antebraco da populacdo mais idosa e de pele mais clara (Green e Olsen, 2017).

A demasiada exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) pode levar a producédo de
mutacdes no DNA decorrente de genotoxicidade direta ou causada por espécies oxigenadas

reativas, dependendo do comprimento de onda da radiacdo envolvida. A radiacao ultravioleta
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do tipo B afeta normalmente o gene supressor de tumores p53, através de mutacles
predominantemente do tipo transicdo de bases nitrogenadas do tipo cl@gpaaa(timina
(T), transicao CT, incluindo também CC para TT.

Ja a radiacao ultravioleta A pode causar danos a célula e ao DNA através da formacao
de espécies oxigenadas reativas, como peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. Esta afeta
ainda a funcdo imunoldgica do paciente, ao afetar a acdo dos supressores de linfocitos T.

Em células normais, uma Unica mutacdo no gene p53 desencadeia um mecanismo de
apoptose e morte celular, desde que o segundo gene p53 permaneca intacto e funcional. Ja
células com um destes genes p53 disfuncional, uma mutac¢éo adicional resultante da radiacdo
UV pode prevenir a ocorréncia do processo de apoptose e dar inicio a formacdo tumoral
(Hawrot, Alam e Ratner, 2003).

2.1.2 Ocorréncia na regiao bucal

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), o
cancer bucal do tipo CCE é uma das neoplasias mais comuns em homens e mulheres, com
estimativa de ocorréncia de 300 mil casos novos no mundo em 2@A, (BW16), atingindo
com maior incidéncia a fumantes e avidos consumidores de bebidas alcodlicas €Bagner
2007). Estima-se que, em 2017, aproximadamente 50 mil novos casos serdo diagnosticados
nos EUA, o que compreendera aproximadamente 3% do total de novas ocorréncias, que
supostamente levam a 6bito em torno de 20% dos pacientes afetados (American Cancer
Society, 2017). Em 2010 o gasto médico total estimado nos EUA destinado ao tratamento de
canceres localizados na cabeca e no pescoco foi de aproximadamente $3,2 bilh6es de ddlares
(Oral Cancer Foundation, 2010).

Esta patogenia se desenvolve a partir de epitélios mucosos compostos de células
alteradas geneticamente, formando um grande campo pré-neoplasico, como, por exemplo,
leucoplasia, uma leséo branca da cavidade oral, que € a mais comum precursora do CCE oral
(Leemans, Braakhuis e Brakenhoff, 2011).

Outros potenciais precursores desta doenga sdo: o campo de cancerizagdo da mucosa
oral, regido circundante ao tumor onde podem ser observadas alteragfes displasicas, as quais
nao sao visiveis a olho nu, como exemplo, a perda de heterozigosidade dos cromossomos 3p,
9p e 17p; alteracdes nas vias de sinalizacdo celular e ainda infec¢cdes cormapdesen
papilomavirus humano (HPV), o qual resulta na desativagdo do gene p53, imunossupressao e

na carcinogénese (Hawrot, Alam e Ratner, 2003).
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2.1.3 Formas de tratamento

A Portaria 516, redigida pelo Ministério da Saude (2015), determina as diretrizes
nacionais diagndsticas e terapéuticas do cancer de cabeca e pescoc¢o, mais especificamente, di
carcinoma epidermoide.

Esta diz que as principais modalidades terapéuticas séo a cirurgia e a radioterapia, com
0 objetivo de eliminar a doenca do local original e da rede de drenagem linfatica proxima ao
tumor. Ja a cirurgia permite o estadiamento histopatologico, determinacdo do grau de
disseminacdo do tumor, evitando contatos desnecessarios com radiagcdo para 0 caso em (que
esta nao for considerada um adjuvante a ser empregado, visto que o principal desafio desta
técnica € a necessidade de aplicacdo de doses de radiacdo relativameete altasres
proximos a estruturas criticas, combase do crania@ medula espinhal e o aparato 6ptido.
radiacdo pode afetar a qualidade de vida do paciente, lesionando estruturas responsaveis por
funcdes como a audicédo, fala e degluticao.

Outro tipo de tratamento que pode ser empregado € a utilizacdo de adjuvantes locais
(Ramineniet al, 2013a), visto que com frequéncia a ressecc¢ao de regides com displasia pode
assim como a radioterapia, resultar em sequelas tanto estéticas quanto funcionais,aafetando
capacidade de engolir e a movimentacdo de membros, devido a perda ou comprometimento
de tecidos essenciais (Desaal, 2011).

Quantoao tratamento utilizando adjuvantes locais, a American Cancer Society (2017)
enumera diversas possiveis drogas comumente recomendadas para este tratamento. Esta:
drogas pertencem a duas possiveis categorias: a de quimioterapicos toépicos e a de
modificadores de resposta imune.

A quimioterapia topica utiliza drogas capazes de matar as células cancerigenas. Neste
caso, um farmaco antineoplasico € colocado em contato direto com a regido afetada
(geralmente na forma de creme ou unguento), e as principais drogas deste tipo sdo o 5-
fluorouracil, o diclofenaco e o ingenol mebutato. J& os modificadores de resposta imune sao
drogas capazes de aumentar a resposta imunologica do organismo ao cancer que lhe acomete
e as drogas mais utilizadas sdo o imiquimode e o interferon. A agdo destas drogas e suas
respectivas categorias foram sumarizadas na Tabela 1.

Como o imiquimode apresenta amplo embasamento literario e uso clinico
suficientemente longo, e possui um mecanismo de ac¢ao indireta bastante eficaz, com poucos
efeitos colaterais, esta foi a droga escolhida para ser utilizada neste trabalho.

Tabela 1 % Principais adjuvantes sistémicos utilizados no tratamento de carcinoma
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epidermoide (American Cancer Society, 2017).

Categoria Droga Acao Efeitos colaterais

Mata as células tumora
proximas da superficie ¢
5-Fluorouracil | contato, mas nao conseg

Dificil absorcao pot

Quimioterapia camadas inferi@s

topica Lo . a epitelial. Eriteme
atingir células mais profundas | D
. e sensibilidade.
tecido.
. P . Aplicacdo direta no tumor d .
Peeling Acido pl 5 limi I Queimaduras leves
guimico tricloroacético| P<'< eliminando-oem  algur irritacéo e eritema.

dias.

. . Irritacdo na derme
Faz com que o sistema imu

Imiquimode o~ . .| sintomas comuns
reaja a lesdo da pele e a elimin{ ~ .
gripe.
Modlflctadpr de Verséo sintética de uma proteil Vermelhiddo e doi
resposta imune do sistema imune que pode ¢ no local, boca sec:
Interferon | injetada diretamente no tumor, | alergia, coceira
modo a aumentar a respo§tontura e dores n
imune contra ele. estbmago.

2.2  Incorporacdo de farmacos em matrizes poliméricas

Os agentes bioativos utilizados para o tratamento de cancer sdo comumente
comercializados na forma de solugbes a serem adicionadas ao soro durante a se¢ao de
guimioterapia, ou ainda na forma de cremes, géis e unguentos. Estes meios de veiculacéo
trazem consigo a problemética inerente de generalizacdo do meio a ser utilizado para as
solucdes, e problemas de fixacdo local para géis e unguentos, principalmente quando estes
precisam ser administrados em regiées umidas, como o interior da boca e mucosas genitais.

Assim, a utilizacdo de dispositivos poliméricos como medride incorporacao para
estes agentes bioativos tem possibilitado a obtencdo de novos produtos para aplicacdo nas
areas farmacéuticas e médicas. Um exemplo desta forma de aplicacdo é o®Zotadex
(AstraZeneca do Brasil Ltda), um implante subcutaneo que contém o farmaco acetato de
goserelina disperso em uma matriz de poli(acido lateéaeido glicélico) (PLGA) que é
biodegradada e eliminada do organismo apdés controlar a liberacdo do farmaco por 3 meses
(Villanova, Oréfice e Cunha, 2010). Mais correlacionado ainda a este trabalho sdo os adesivos
transdérmicos do tipo matricial utilizados para a reposi¢cdo hormonal, como o®°Syster
constituido de um filme adesivo acrilico acoplado a um filme de poliéster e goma guar

contendo estradiol (Corson, 1993).
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Em uma membrana polimérica, tanto a eficiéncia de incorporacdo de um farmaco
qguanto a sua taxa de liberacdo depende da quantidade de droga adicionada, da solubilidade
desta na matriz polimérieado grau de homogeneidade da disperséo.

Os farmacos podem ser incorporados nas matrizes poliméricas de diversas maneiras
diferentes, em diversas etapas do processo de producao, tais como por adi¢do direta da droga
a solucdo polimérica, antes da formacgdo do filme, por impregnagdo a Uumido (a matriz
polimérica ja conformada em membranas absorve uma solucdo concentrada de agente ativo)
mediada por fluidos supercriticos (Bragfaal, 2008; Girata, 2011; Grassi e Grassi, 2085)
ainda por meio de processos envolvead@macdo quimica da droga aos componentes da
matriz polimérica.

Devido a baixa solubilidade do imiquimode em solucbes aquosas, o0 alto custo
relacionado a técnica de impregnacdao por fluidos supercriticos e a facilidade de incorporacéo
do farmaco na matriz por adicdo direta deste quando na forma de p6 fino, esta seria a técnica
supostamente mais apropriada para a aplicacdo em questdo, a qual pode ser observada n:

Figura 1.

Figura 1 tRepresentacdo esquematica das etapas de incorporacdo do farmaco em dispositivos
de liberacdo por adicdo direta durante o processo de producdo da matriz polimérica: a)
mistura das solucdes poliméricas, b) adicado do farmaco, c) dispersdo do farmaco no complexo

polimérico e d) filme polimérico seco com o farmaco incorporadse@do em Pires, 2017).

a) b) / farmaco c)

complexo polimérico

Como no presente caso as matrizes poliméricas nas quais o imiquimode foi
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incorporado por meio de adi¢do direta sdo compostas dos polissacarideos quitosana e alginato,

estes sdo abordados a seguir.

2.2.1 Quitosana

A quitosana, cuja estrutura quimica estd representada na Figura 2, € um polissacarideo
obtido a partir da desacetilacdo alcalina do homopolimero linear quitina, encontrado no
exoesqueleto de crusticeos, insetos e ainda na parede celular de alguns fungos. A quitosana €
um copolimero policatidonico formado por unidades de N-acetil-glicosamina e N-glicosamina
aleatoriamente distribuidas ou em blocos através da cadeia, dependendo do método de
processamento utilizado para se produzir o biopolimero, sendo majoritariamente composta

por N-glicosamina (fracdo minima de 50%) (Khor e Lim, 2003).

Figura 2 — Estrutura quimica da quitosana (adaptada de LogithKumar et al., 2016)
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CHs
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N-acetil-glicosamina N-glicosamina

E bastante conhecida por suas propriedades antimicrobianas devido aos grupamentos
amina presentes em sua estrutura (Chung e Chen, 2008). Este composto acelera a cicatrizacao
de feridas e possui propriedade mucoadesiva devido a atragdo eletrostatica da quitosana,
quando positivamente carregada, pelas glicoproteinas presentes no muco (Kulkarni ef al.,
2016).

Visto que o uso da quitosana oriunda de crusticeos pode ser problematico no caso de
pacientes alérgicos a frutos do mar pode-se, opcionalmente, utilizar quitosana de origem
fingica, obtida a partir do cultivo de fungos pré-selecionados (Pochanavanich e Suntornsuk,
2002). A quitosana flngica apresenta menor variacdo em propriedades como a distruibuicao

da massa molar, mas atualmente € ainda pouco competitiva comercialmente, presentando alto
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custo.

Comercialmente, € possivel encontrar alguns produtos na area de curativos para uso
em lesGes de pele que apresentam quitosana em sua constituicdo, como o ChitoGauze e o
GuardaCare, que apresentam atividade hemostatica e sdo produzidos pela HemE&on
KytoCel, produzido pela Aspen Medical, composto primariamente de fibras de quitosana.

N&o foram localizados relatos de produtos de uso comercial que utilizem quitosana
para o tratamento de lesdes tumorais bucais, verificando-se, portanto, uma relevante
oportunidade de desenvolvimento de biomateriais visando tal aplicacao.

No entanto, a literatura é repleta de abordagens de utilizagdo da quitosana como
veiculo mucoadesivo de liberacdo local para lesdes orais, tanto isolada quanto combinada a
outros polimeros, nas mais diversas formas, como filmes mucoadesivos bucais (&bruzzo
al., 2012, 2013; Ramineni, 2014), hidrogéis (¥ual, 2015), particulas (Anbindeat al,

2011; Denoreaet al, 2016; Giunchedet al, 2002; Sabitha, Vijaya Ratna e Ravindra Reddy,
2010) e comprimidos (Mullest al, 2013).

2.2.2 Alginato

O alginato é um copolimero aniéniddR UP DGR S H O R \ADdrbbXuBdRato (M)

H -L-guluronato (G), como pode ser visto na Figura 3. E costumeiramente extraido de algas
marrons e normalmente cometidado na forma de sal de sédio, sendo extensivamente
estudado e usado para diversas aplicacdes biomédicas devido a sua biocompatibilidade, baixa
toxicidade e custo relativamente baixo. No entanto, sdo sua capacidade de sofrer reticulacdo
sua sensibilidade ao pH e sua mucoadegie, atualmente, té sido as razdes de atracéo

deste polimero nas aplicacdes biomédicas (Agéieab, 2017).

Acredita-se que apenas o0s blocos do grupo G do alginato sdo responsaveis pela
reticulacdo intermolecular que este é capaz de realizar com cations divalentes de modo a
formar hidrogéis (George e Abraham, 2006), visto que a ligacéo deste bloco € biaxial e resulta
em cavidades que funcionam como sitios de ligacdo para estes ions e zonas de reticulacao na
rede do gel, como visto na Figura 4 (Smidsepdl, 1990). Segundo Kesavan, Nath e Pandit
(2010) e Haugstadet al. (2015), este polimero é classificado como um bom agente
mucoadesivo.

Curativos compostos de alginato ja tém uso consolidado no mercado (Goh, Heng e
Chan, 2012). Estes mantém o microambiente fisiologicamente Umido, minimizando a

infeccdo bacteriana no local da ferida e auxilia na cura de lesbes (Lee e Mooney, 2012).



REVISAO DA LITERATURA 23

Trata-se de um polissacarideo linear e anidnico que, em pH acima de aproximadamente 4,
apresenta cargas negativas, enquanto que para valores inferiores, os grupos carboxilas
permanecem na forma ndo ionizada, resultando em uma estrutura insolivel do polimero

(Agtiero et al., 2017).

Figura 3 — Estrutura quimica dos blocos G, M e de blocos alternados no alginato (adaptado de

Lee e Mooney, 2012).
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Figura 4 — Ligac¢ao do ion bivalente ao bloco G do alginato (a) e formacgdo do gel de alginato

reticulado (b) (adaptado de Smidsrgd et al., 1990).

Alguns exemplos comercialmente disponiveis de dispositivos produzidos com alginato
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para o tratamento de lesGes de pele atualmente s&o os curativos Cutimed Alginate produzido
pela BSN Medical, composto em 80% por alginato de calcio e 20% por alginato de sédio; o
Alginate CMC Dressings produzido pela ReliaMed, constituido de uma blenda de alginato de
calcio e @ carboximetil celulose (CMC); Curatec Hidrogel com Alginato, da Curatec, um gel
composto de alginato de calcio e s6dio, CMC, propilenoglicol e agua purificada.

Assim como para a quitosana, também ndo foram encontrados relatos de produtos de
uso comercial que utilizem alginato para o tratamento de lesfes tumorais bucais, mas a
literatura apresenta diversos relatos de estudos da incorporacdo de farmaco em formulacées
contendo alginato (Anbindet al, 2011; Sankaliat al, 2007; Silveet al, 2017).

2.2.3 Complexos Polieletrolitos (PEC)

Complexos poliméricos sao formados através da associacdo de um ou mais polimeros
complementares, a qual pode decorrer de forcas eletrostaticas, interacdes hidrofébicas,
ligagbes de hidrogénio, forcas de van der Waals ou combinagbes dessas intéragoes.
formacdo destes complexos pode alterar drasticamente a solubilidade, reologia, condutividade
elétrica e turbidez das solucdes poliméricas @ied., 1999).

Particularmente, complexos polieletrélitos (PECs) sdo uma subcategoria dos
complexos poliméricos, formados através da reacdo de polieletrélitos de cargas opostas em
solugdo aquosa. Como a quitosana e o alginato apresentam cargas opostas em condi¢des d
pH intermediarias aos valores dos pKas de seus grupamentos ionizaveis, um PEC pode ser
formado através do mecanismo de atracdo eletrostatica, com o carboxilato presente no
alginato interagindo ionicamente com a amina protonada da quitosana, formando um
complexo de carga neutra, com tendéncia de intumescimento superior a da quitosana sozinha,
mas inferior a do alginat@ com maior resisténcia e estabilidade quanto a biodegradacéo que
o alginato isolado (Lét d., 2009).

E importante notar que, ap6s a formacdo do PEC de quitosana e alginato, diversas das
propriedades supracitadas de ambos os polimeros sdo mantidas. O PEC apresenta ainda maio
estabilidade a variagbes no pH e maior eficiéncia na liberagéo controlada de principios ativos
(Yan, Khor e Lim, 2000). No entanto, tem-se perda da atividade antimicrobiana devido ao
bloqueio das aminas da quitosana por sua associacdo com as carboxilas do alginato
(Rodrigue<et al, 2008).

Segundo Caetanet al. (2015)e Pires (2017), filmes lamelares compostos deste PEC

apresentam alto potencial para utilizacdo como curativos primarios em lesbes de pele, de
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acordo com resultados de ensarosivo realizados.

Uma das técnicas de obtencdo deste complexo na forma de filmes de QA foi
originalmente proposta por Yan, Khor e Lim (2000) e adaptada por ¥{ahg2001e 2002)
e Rodrigueset al. (2008), visando, principalmente aplicacdes na area de saude. Para isso, as
condi¢cbes de processamento, tais como concentragdo dos polimeros e taxa de agitacdo da
mistura, sdo alguns dos fatores a serem modificados de acordo com o local de apdicacdo d
complexo. Segundo Berget al. (2004), este PEC pode ainda sofrer reticulagdes idnicas
adicionais através da acdo de ions bivalentes como o caldb, (@mforme mostrado na

Figura 5.

Figura 5 £ Formacdo do complexo polieletrélito pela interacdo de quitosana e alginato e

reticulacdo das carboxilas remanescentes do alginato por ions calcio.

E possivel encontrar na literatura um extenso repertorio de exemplos de compostos
incorporados em complexos poliméricos de diferentes composicfes. Rodtigaue@008)
incorporaram o antibidtico bacitracina em membranas de quitosana e alginato, enquanto
Souza, Souza e Moraes (2016) a eritromicina, também neste tipo de complexo, com
eficiéncias relativamente baixas para ambos os casos. Abetizzlo (2012) realizaram a
producdo de PECs compostos de quitosana e gelatina tipo B, eficientemente incorporando
neste o hidrocloreto de propranolol, Girata (2011) e Pires (2013) produziram membranas de
quitosana e alginato contendo fosfato hidrogenado de zirconio, sédio e prata (AfphaSan
RC2000) enquanto Pires (2017) produziu membranas de quitosana e alginato contendo extrato

padronizado dérrabidae chicaVerlot.
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2.3 Imiquimode e seu mecanismo de acao

O agente antineoplasico denominado imiquimode €é uma imidazoquinolina
modificadora de resposta imunoldgica, utilizado de maneira eficaz no tratamento de queratose
actinica e carcinoma basocelular superficial (Miealal, 2014). Esta droga encontra-se no
estado sélido a temperatura de?Q%® possui elevada estabilidade térmica, degradando a
temperaturas superiores a 203Ramineniet al, 2013a), e a exposicao a luz, apresentando,
entretanto, solubilidade limitada em solu¢cdes aquosas. Sua estrutura molecular pode ser
observada na Figura 6.

Este composto apresenta massa molar de aproximadamente 240,30 g/mol e pKa igual
a 7,3 (Cholleet al, 1999). E importante ainda explicitar que o imiquimode pode atuar como
doador ou aceptor em ligacGes de hidrogénio, fazendo, respectivamente uma e trés ligacdes

destas categorias (Pubchem, 2017).

Figura 6 tFormula estrutural do imiquimode (Sigma-Aldrich, 2017).

Micali et al. (2014) discutem o mecanismo de atuacdo do imiquimode em tumores de
pele, onde este farmaco desencadeia uma série de eventos ao agir sobre 0s receptores do tip
Toll (TLRs), localizados na superficie de células com antigenos presentes, como mondcitos,
macréfagos e outras. O imiquimode age como um potente agonista dos TLRs-7 e 8 (Figura 7,
etapa), levando a ativacéo do fator nuclear kappa B (NF-kB), um fator de transcri¢do central.
Esses TLRs liberam estimulos através de sinais que resultam na producgéo e liberacdo de
diversas citocinas endogenas e quimiocinas (Figura 7, @tppeomo os interferons gama
(IFN- H DOI-D ,RIIDWRU GH Q&fa URRMH WXPIRUWBUOHXFLQDYV
1b, 8 e 12 e os fatores de estimulacdo de coldnias de macréfagos granulécitos (Figura 7, etapa
i), os quais estimulam respostas de maneira inata e imuno-adquiridas, resultando em
atividade antitumoral (Figura 7, etapa iv). Estes eventos e suas interligacdes podem ser

visualizados em conjunto, de forma esquematica, na Figura 7.
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Este creme ndo é indicado para utilizacdo intraoral, devido a continua reposicao de
saliva que remove o medicamento do local da aplicacdo por lavagem, resultando em baixo
tempo de residéncia da droga, com consequente reducédo da eficacia do tratamento. Entretanto,
esta droga vem sendo utilizada com sucesso no tratamento desta e de outras neoplasias para a
quais ndo € indicado originalmente em sua bula, o que tem motivado pesquisadores como Ahn
et al. (2012) a explorar esta via. Estes autores mostram que o imiquimode inibe o crescimento
do carcinoma de células escamosas através da inducdo a apoptose e necrqgse destas
demonstrando o potencial desta droga para o combate deste tipo de neoplasia também quanda
localizada na regido oral. Assim, de modo a suprir a limitagdo de lavagem com a saliva, ao
menos em parte, opt@e no presente trabalho pelo uso de dispositivos mucoadesivos de
liberacdo controlada contendo o referido farmaco, de modo a assim abranger areas adicionais

afetadas por este tipo de cancer.

2.4  Sistemas mucoadesivos para a liberacao localizada de farmacos

Como ja mencionado, a escolha do sistema mucoadesivo provém de suas diversas
vantagens na liberacdo controlada em tecidos Umidos como 0s orais e 0s genitais, visto que
possibilita o prolongamento do tempo de residéncia da droga no local especifico desejado, ao
propiciar o contato direto entre o sistema e a mucosa absortiva, resultando em um alto fluxo
da droga no tecido-alvo (Boddupadtial, 2010).

Salamat-Miller, Chittchang e Johnston (2005) elencam os principais polimeros que
possuem caracteristicas mucoadesivas, entre eles o alginato e a quitosana. A muté&adeséo
se por um mecanismo dividido em duas etapas, o0 estagio de contato e o de consolidacdo. A
primeira é caracterizada pelo contato do sistema com a membrana mucosa, atraves do
espalhamento e intumescimento do material aplicado sobre a mucosa; ja a segunda refere-se a
interpenetracdo das cadeias poliméricas na camada mucosa e a ocorréncia de tigacdes e
elas. A umidade plastifica o dispositivo, que consegue se ligar a glicoproteinas do muco por
forcas fracas de van der Waals ou ligagdes de hidrogénio (Bodahizdlli2010).

Segundo Thieet al. (2002), adultos normais produzem diariamente de 0,5 a 1,0 L de
saliva, com taxa aproximada de 0,4 mL/min, fornecendo constantemente fluido fresco a
regido bucal. Isto possibilita a manutencdo de gradientes de concentracdo relativamente
elevados, que atuam como consideravel forca motriz para a liberacdo, nesta regido, de
farmacos incorporados em dispositivos poliméricos mucoadesivos, o que torna a utilizacdo do

sistema proposto por este trabalho na regido bucal bastante atrativa, e reforga essa escolha.
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No entanto, uma Ilimitacdo desta abordagem é apontada por Salamat-Miller,
Chittchang e Johnston (2005): a reticulacdo das cadeias poliméricas formadoras da matriz de
incorporacao do farmaco diminui a taxa de difusdo de agua para seu interior, dificultando seu
intumescimento, reduzindo, assim, a interacao entre a matriz e o muco, podendo, desta forma,
diminuir a capacidade mucoadesiva do material.

Devido a este motivo, deve ser considerada a possibilidade de o polieletrélito formado
pela quitosana e pelo alginato apresentar capacidade mucoadesiva inferior a de seus
componentes isolados.

Para testar a mucoadesividade do material produzido existem duas abordagens
genéricas: a reologica e a baseada na tensdo de ruptura. A primeira trata da aleeraca
propriedades reologicas como viscosidade e viscoelasticidade do polimero mucoadesivo
gquando misturado ao muco, devido ao intertravamento de cadeias, modificacGes
conformacionais e ainda interagdes quimicas entre eles. Este pode ser avaliado por
turbidimetria, visto que a interacdo entre o muco e o polimero resulta em alteracdo na turbidez
da suspenséao (Carametiaal, 2015).

Ja o segundo método fundamenta-se na andlise da tensao de ruptura, ou seja, da forca
necessdria para que a amostra se separe de um substrato biolégico que apresente
caracteristicas de mucosa, em funcdo do deslocamento ocasionado na interface mucoadesiva
(Caramellaet al, 2015). Esta abordagem, no ambito deste trabalho, em teoria, seria a mais
representativa, uma vez que o sistema de liberacdo é composto de membranas soélidas.

A utilizacdo de sistemas poliméricos com capacidade mucoadesiva € bastante
estudada, para as mais diversas aplicacbes. Besai (2011) incorporaram, com bons
resultados, a droga fenretinide em uma matriz polimérica de Eftfagitpolimeros
derivados de ésteres de acido acrilico e metacrilico) para possivel uso no tratamento de CCE
oral. Cubayachiet al. (2015) produziram um sistema polimérico composto de
hidropropilmetilcelulose (HPMC) contendo cloridrato de prilocaina e cloridrato de lidocaina,
atingindo com promissores resultados a producdo de uma anestesia bucal sem agulha.
Ramineni et al. (2013b) descrevem producdo de uma blenda polimérica composta de
poli(vinilpirrolidona) (PVP K-90) e carboximetilcelulose (CMC) em diferentes proporgdes
(1:2 e 2:1) com o antineoplasico imiquimode incorporado para o tratamento de displasias
orais, com bons resultados de mucoadeséo e liberacéo.

Tendo garantidas as propriedades de mucoadesao do sistema proposto, este ja com a
droga incorporada, € necessario entender o mecanismo desta liberagéo, o qual sera discutido &

sequir.
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Outro modelo bastante importante, o de Peppas e Sahlin (1989) considera a liberacao
da droga da matriz polimérica como sendo a soma proveniente da liberacdo de uma
componente difusiva (Fickiana) e uma componente relacionada a contribuicdo de relaxamento
da estrutura da matriz apés seu intumescimento. Este e outros modelos comumente

encontrados na literatura estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2+tExemplos de modelos matematicos encontrados na literatura (adaptado de Cardoso

Da Costa e Costa, 2002; Peppas e Sahlin, 1989; Siepmann e Siepmann, 2008).

Modelos Equacbes
Ordem zero l¢ L b E @
Ordem um Zd, LZ4,E €P
Ordem dois /—E gy Flg, L @
Hixson Crowell 12°FI17 LGP
Korsmeyer-Peppas //—1;; LGP
Peppas-Sahlin //—1:} L GP'E GP?
Higuchi lo L VP
Quadratico /|, LsrnGP E GP;
Hopfenberg //—ﬂg LsFls I'T?:é

once / y / pe / - s@o as massas totais acumuladas de droga liberadas no tempo t, no tempc
no tempo infinito, respectivament§ G, G, G, G, G sdoconstantes caracteristicas do disposit
dependetes de sua estrutura e geometriegé o expoente de liberagéo, indicativo do mecanism
liberagdo da drog&y é a concentracdo inicial do farmaco na matriz @ & o raio inicial para
esferas e cilindros e metade da espessura para sistemas planos.

O modelo de Peppas (1985) € particularmente Gtil na etapa de averiguacao inicial dos
mecanismos responsaveis pela transferéncia do agente bioativo incorporado na matriz
polimérica para os fluidos do meio biolégico, por analise comparativa do valor do parametro
n a dados de referéncia. No caso de filmes finos, quando o expbasgeme valor 1, a taxa
de liberacdo da droga é independente do tempo, ou seja, verifica-se cinética de ordem zero,
controlada pelo intumescimento da membrana. J& quardsume o valor de 0,5 supbe-se

que a liberagdo ocorra por difusdo, seguindo a lei de Fick. Para valores inferiores a 0,5 o



REVISAO DA LITERATURA 32

mecanismo de liberacdo é chamadaudasiFickiano, em que a difusdo se d& parcialmente

pela matriz e parcialmente pelos poros da matriz intumescida pelo fluido (Ritger e Peppas,
1987a; b). Se o valor defor superior a um, tem-se o denominado Supercaso I, no qual se
verifica a ocorréncia de mecanismos de transporte associados a estresse da matriz polimérica,
por exemplo, devido a mudancas de estado, intumescimento, desenovelamento de cadeias
poliméricas e erosao.

A partir da aplicacdo deste modelo e da identificacdo do mecanismo mais provavel de
liberacdo pode-se, entdo, testar ou desenvolver modelos matematicos mais especificos e
elucidar, com maior nivel de detalhamento, as caracteristicas dos dispositivos produzidos,
prevendo-se com quais formulagBes seria possivel se atingir as metas propostas de liberacao

em termos de tempo de atuacao e concentracdo de farmaco disponibilizado.

2.6  Consideragoes Finais

Segundo Micalet al. (2014), o imiquimode é utilizado com sucesso sob aprovacgéo do
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos desde 1997 para tratamento, na
forma de creme de uso topico, de neoplasias na pele. No entanto, apresenta alguns efeitos
colaterais desagradaveis, como irritagdo do local, inchaco, vermelhiddo, até alergia aguda, o
que abre espaco para outros possiveis veiculos de liberacdo da droga, como os filmes
polissacaridicos.

Ahn et al. (2012) mostraram que o imiquimode pode ser considerado um farmaco
terapéutico efetivo também no tratamento de carcinoma de células escamosas orais (CEQO), e
ndo so de pele, inibindo a proliferacdo celular e induzindo processos de apoptose e necrose.
Nesse estudo foram utilizadas linhagens de CEO humano dos tipos YD-10B e FaDu, e como
0 Unico relato encontrado da utilizacdo desta droga diretamente em lesdes bucais envolvia a
pomada comercializada Ald&r@Ramineniet al, 2013a), com resultados positivos, optou-se
por considera-la como referencial para as estimativas iniciais de quantidade de droga a ser
incorporada e liberada dos filmes.

Desta maneira, pode-se supor que caso a membrana apresente a mesma liberagao que
0 creme, esta provavelmente seria terapeuticamente satisfatéria. No entanto, € importante
mencionar que a mucosa bucal apresenta permeabilidade de 4 a 4000 vezes maior que a pele
(Ramineniet al, 2013b), logo, uma dose menor pode ser ja suficiente para se atingir os
resultados desejados para esse alvo.

Visto que a o imiquimode possui uma literatura extensa tanto de pesquisa quanto de
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aplicacdo médica consolidada para tratamentos de pele, na forma de creme, a inovacdo deste
trabalho vem da alteracdo do veiculo de liberacdo e possivel reducdo dos efeitos colaterais
provenientes da interacdo direta da droga em alta dose aplicada topicamente, como alergias e
irritacdes na pele.

Considerando que ha a disponibilidade de um numero limitado de formulacdes
aplicAveis em lesdes orais, que a maior parte destas se refere a condi¢cdes dermatoldgicas, est:
torna-se a maior inovacdo deste trabalho. Dentre os problemas relacionados a utilizacdo de
farmacos na regido bucal estdo incluidos fatores como a degradacdo enzimatica, sabor
eventualmente desagradavel do farmaco e do dispositivo de liberacdo, além de pouca
disponibilidade de area superficial para contato, reduzida penetracdo do farmaco na lesao e
mesmo a possibilidade de ingestdo acidental do dispositivo (Seinkhr 2011). Nota-se,
portanto que, ha uma clara lacuna no desenvolvimento de biomateriais desta categoria para o
tratamento de tumores nesta regido, principalmente quando se considera a baixa solubilidade
da droga e a diminuta biodisponibilidade na regido-alvo que se pode alcancar por meio de
formulacdes administradas por via oral.

Considerando-se também as dificuldades e oportunidades relacionadas a terapia local
de carcinoma de células escamosas, o qual representa aproximadamente 90% dos casos de
canceres bucais, é desejavel que seja desenvolvido um sistema por meio do qual o farmaco
liberado penetre no tecido epitelial afetado e apresente um perfil de retencéo otimizado, de
modo a apresentar a menor perda possivel na superficie ou tecido conectivo abaixo da leséo.

O tratamento local deste tipo de displasia oferece algumas vantagens, como sua
acessibilidade, facilidade de administracdo, rapido reparo da mucosa oral, possibilidade de
liberacdo sustentada e potencial de reducao de efeitos colaterais sistémicos. Adicionalmente, a
terapia local pode ser combinada a outras formas de tratamento, como a quimioterapia
sistémica ou a irradiacdo. A abordagem de formulac&o proposta neste trabalho sustenta-se em
todos estes pontos citados, com 0 objetivo de atingir uma eficaz e preferencial liberacao d
farmaco no tecido lesado.

Em suma, sdo observadas lacunas no que tange a utlizacdo exclusiva de
polissacarideos, a exemplo da quitosana e do alginato, como constituintes da matriz de
incorporacao da droga imiquimode para aplicacao tanto na pele, quanto principalmente, oral
na forma de dispositivo mucoadesivo. Além disso, no desenvolvimento bem-sucedido de tais
dispositivos, parametros criticos especificos devem ser atendidos tais como resisténcia,
estabilidade, aparéncia, perfil de liberacdo da droga, umidade residual, caracteristicas

organolépticas e uniformidade @ da dose de  farmaco, entre  outros.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Foram empregados quitosana com grau de desacetilacdo de 82% (C3646, lote
SLBL3564V e massa molar média 1,26 x 16 g/mol, da Sigma-Aldrich), alginato de sodio
de média viscosidade (A2033, lote 058K0126 massa molar média de 94d/maD da
Sigma-Aldrich), acido acético glacial, cloreto de célcio dihidratado e hidroxido de sodio
(Merck), cloreto de sodio (C1060.01.AH, lote 120164, Synth), cloreto de potassio (P5405,
lote SLBC3868V, Sigma-Aldrich), cloreto de célcio dihidratado (10035-04-8, lote
K93404582, Sigma-Aldrich), cloreto de magnésio hexahidratado (M2393, lote SLBC4343V,
Sigma-Aldrich), fosfato de sédio dibasico anidro (F2254.01.AH, lote 141330, Syhth).
imiquimode (lote M626368, EMS) foi doado pela industria farmacéutica EMS (Hortolandia,

SP) A agua deionizada foi obtida em sistema Milli-Q, da Millipore.

3.2 Meétodos

Os ensaios descritos a seguir foram realizados no Laboratério de Engenharia de
Biorreacdes e Colbides, no Laboratorio de Engenharia de Produtos e Processos em
Biorrecursos e no Laboratério de Caracterizacdo de Biomassa, Recursos Analiticos e de
Calibracao da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, no Laboratério de Fisiologia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
UNICAMP e no Laboratério de Marcadores e Sinalizacdo Celular no Cancer, da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da USP.

3.2.1 Preparacao das membranas

Os procedimentos empregados foram baseados em modificacbes dos métodos
desenvolvidos por Pires (2013), Camargo (2@Bjerhalz e Moraes (2016). A metodologia
experimental utilizada é descrita em detalhes a seguir.

As membranas produzidas a partir unicamente de quitosana foram preparadas
utilizando 400 mL de solucdo aquosa do polissacarideo a 1% (m/v) em &cido acético também
a 1% (v/v), a qual também foi adicionado o farmaco (0,22 g) quando requerido. A mistura
resultante foi entédo aliquotada em quatro placas de Petri de poliestireno de 15 cm de diametro,
cada uma contendo aproximadamente 85 g da mistura final. O material obtido foi seco em
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As amostras utilizadas nos ensaios de atividade biologicavitro foram
adicionalmente lavadas com 200 mL solugdo do tampéo aci@hidroxietil)-1-
piperazinetanolsulfénico (HEPES) a 10 mmol/L e pH 7,4 por 10 minutos e, em seguida, por
uma lavagem com 500 mL de &gua deionizada. Estas foram entdo secas a temperatura
ambiente por 24 horas.

As diferentes formulacfes produzidas pelo uso das diferentes técnicas experimentais

estdo sumarizadas na Tabela 3.

Tabela 3 +Diferencas nas quantidades dos reagentes utilizados para a producdo de duas a
quatro membranas por lote contendo diferentes propor¢des massicas dos polissacarideos.

Concentracédo da solug Volume de solucéa
_ ) _ | Volume de solugdo aquoj{ Massa de
5 de polissacarideo | de polissacarided o
Formulaca : : : : imiquimode
Quitosana| Alginato® |QuitosangAlginato NaOH CaCl' ©
(Y% miv) | (% miv) (mL) (mL) |2 mol/LY(mL) | 0,5% (mL) J
Quitosana 1,0 400 15C¢° 0,22
Alginato 1,0 400 40,0 0,22
QA L:1A 1,00 0,5 90 180 13,0 3,6 0,1a1,0
QA11B 1,0 1,0 200 200 15,0 20,0 0,22
QA 31 1,0 1,0 300 100 22,5 10,0 0,22
QA 1:3 1,0 1,0 100 300 7,5 30,0 0,22

a) Solucdo em &cido acético a 1% em volume, com excegéo de b) solugdo em 4cida 28étem
volume; ¢) solucao aquosa; d) adicdo apds a mistura de Q e A, com excecao de e); edanfibmrss
seco em solugéo; f) solugdo aquosa de CaCl2 a 0,5% m/v, com excecdo de g) solucdo Bq@isi
a 2% em mjv.

3.2.2 Caracterizacado das membranas

A caracterizacdo das membranas foi realizada conforme adaptacdes dos métodos
descritos por Rodriguest al (2008), Buen@ Moraes (2011), Veiga e Moraes (2012), Veiga
(2012), Belliniet al. (2012)e Pires (2013), exceto quando estabelecida outra referéncia. As
membranas foram armazenadas em suas respectivas placas de poliesti@nadicoes

ambientes, exceto quando diferentemente estabelecido.
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3.2.2.1Aspecto e morfologia da superficie

As membranas foram avaliadas por inspecao visual e seu aspecto observado a olho nu
foi registrado por meio de fotografia digital.

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletronica de
varredura (MEV). As amostras foram previamente secas, fixadas em um suporte adequado e
metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) através da deposi¢cao de uma fina camada de ouro
(espessura de 92 A) em suas superficies. Para a obtencéo das imagens da secéo transversal, :

amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido antes de sua metalizacéao.

3.2.2.2Cor e opacidade

As analises de cor e opacidade das membranas foram realizadas com a utilizacdo do
colorimetro Hunterlab (Colorquest Il, Fairfax, EUA), utilizando-se os padrées CIELab. Este
VLVWHPD VHSDUD D GLIH e ttée DoripdhevidD luGidosiiRde (L) que
variD GH PDLV ¥#GBVRWIOYR D P DLnégatvd)r Eronk, répresentados
QRUPDOPHQWH*SRRVEUW/ILRRB R&negati@Rnendidade, e angulo Hue, o
qual pode ser observado na

Figura 12, e que da a medida de tonalidade da amostra.

Figura 12 £Sequéncia CIELab Hue e orientagcdo do angulo Hue (adaptado de White et al.
2003).

$ GLIHUHQoD WRW)DeéntreGos fied ded (liferentes composicoes
polissacaridicas com farmaco e sem farmaco foi calculada através da Equacgéo 1, enquanto o

angulo Hue foi determinado pela Equacéo 2 e o croma, pela Equacao 3:
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¢'OL 8kJF 90 E kEF H0 E k§F 0 Equagéo 1

onde .Y, ={e >Ysdo os parametros de cor da membrana sem farmagaoke >Yreferem-se

as amostras contendo imiquimode.
sU
?
*QA —flp Equagéo 2

BNKI=¥:=Y6E: 56 Equacéao 3
Por fim determinou-se ainda a opacidade das membranas, ou seja, sua obstrucdo a
passagem de luz, pelo método Hunterlab (Hunter Associates Laboratory, 2008) (Hunter
Associates Laboratory, 1997). Neste, a opacidade € calculada como a relacdo entre a
opacidade da membrana colocada sobre o padrao preto e a opacidade da membrana colocad:

sobre o padréo branco.

3.2.2.3Diametro e espessura

Os diametros das membranas foram obtidos com o auxilio de uma régua, aferida por
escalimetro, de 30 cm (Marte). Ja as espessuras foram medidas com micrémetro Digimess ao
longo da sua extensédo. Os valores médios foram calculados a partir de, no minimo, 7 medidas

em regides distintas para o diametro e 20 para a espessura.

3.2.2.4Capacidade de absorcéo de solucdes fisiologicas e perda de massa

O comportamento do material obtido foi testado na presenca de agua deionizada, em
solugéo de saliva simulada composta de 0,8 g/L de NaCl, 1,2 g/L de KCI, 0,19 g/L de
CaCb.2H.0, 0,11 g/L de MgGI6H0, e 0,35 g/L de BHPOQw com pH ajustado para 6,8
(Desaiet al, 2011), em solucao salina tamponada composta de 2,38 g/L.HP®a 0,19
g/L de KHHPQs e 8,0 g/L de NaCl, com pH ajustado para 7,0 (Cubayeichi, 2015;
Sankaliaet al, 2007) e ainda em solucéo tampéao acetato a 100 mmol/L e pH 4,0.

Foram cortados corpos de prova devidamente preservados pelo menos 24 horas em
dessecador contendo cloreto de litioQ], 11% de UR), em triplicata, de 6 cm x 1 cm, com
massa inicial ( yaododeterminada em balanca analitica modelo TE214S (Quimis). As
amostras foram entdo imersas em 10 mL das referidas solu¢gbes por 24 horas a 37 °C. Apos

este periodo, o excesso de solvente foi levemente removido com papel de filtro e as amostras
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foram novamente pesadas em balanca analitica para a determinacdo das massas finais
(1 yau ) J& para o ensaio de perda de massa, as amostras ficaram imersas por 7 dias sob a:
mesmas condi¢des, depois foram secas até apresentarem massa final cdngiggtes
capacidade de absorcéo de solugdes fisiologi#ag {oi calculada através da Equacdo 4 em
gramas de solucdo por gramas de membrana seca. Ja a perda de2jnésisabtida através

da Equacao 5, expressa em fracado de massa inicial (%).

L liauxd lvavouon

——— Equacéo 4
l vavouon

Kluavobdwuabe

Equacédo 5
lvavouvor

2L

O indice i refere-se as diferentes solucdes fisiologicas empregadas.

3.2.2.5Analise da eficiéncia de incorporagéo de Imiquimode

A eficiéncia de incorporacdo de imiquimode foi determinada em duplicata
empregando-se amostras circulares de membrana de raio 1,6 cm, de massa conhecida, de
formulac6es com e sem farmaco. As amostras foram colocadas em contato com solucdes de
desintegracdo das membranas por periodos pré-estabelecidos, a 37°C, sob agitacdo de
100 rpm.

Para as membranas de quitosana, foram utilizados 50 mL de solucdo de tampé&o
acetatoa 100 mmol/L e pH 4,0 por 5 horas. Para as formulagbes de alginato, foram
empregados 50 mL de tampa&o citrato (solu¢do aquosa de citrato de sédio 2% m/v) e, apés 2 h
de contato, foram adicionados mais 50 mL de tampé&o acetato. Para as formulacdes QA foram
empregados 25 mL da solugéo salina tamponada descrita no item 3.2.24 e, ap0s o contato das
membranas com esta solucdo por 5 h, adicionou-se também a mistura 25 mL de solucao de
tampéao acetato.

Todas as formulagbes foram sonicadas (3510DTH, Branson) por umaahora
temperatura ambiente apds a exposicdo aos respectivos solventes, de modo a auxiliar na
solubilizac&o do farmaco.

Em seguida, as amostras com formulacéo QA foram filtradas utilizando-se um funil de
Bichner de porcelana e um papel de filtro (1% gde poro, Qualy) encaixadaam um

Kitassato acoplado a um sistema de bomba a vacuo (Q-355B2, Quimis).
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Por fim, as solucdes foram analisadas por espectrofotometria de absorcao de luz em
espectrofotometro DU640 (Beckman), a um comprimento de onda de 243 nm (pico de
maxima absorcdo de luz do farmaco em solucdo de tampado acetato. A eficiéncia de

incorporacéo  foi calculada empregando-se a Equacéo 6:

Usrr
oA

Equacéo 6
aA

za
onde | A€ a massa de farmaco determinada no material fingh 2  § & Mmassa de amostra

do filme polimérico, 4aesaru==06 0 @ L3280 massica entre a quantidade de farmaco
adicionada e a massa de polissacarideos presentes inicialmente na formulacdo, sendo esta nc
trabalho, igual a 0,055 g/g.

As concentracfes foram determinadas a partir da comparacao das absorbancias obtidas
nos experimentos a curvas de calibragdo previamente preparadas utilizando as mesmas
solucdes que as empregadas em cada caso, apos a diluicdo apropriada com o proprio tampac
acetato (em casos nos quais a concentracdo de farmaco era muito elevada, a razdo solugac
salina tamponada/tampdo acetato foi elevada até 1:9. Como brancos das analises de
alsorbanciaforam utilizadas solugbes produzidas com amostras de mesma composicao
polissacaridica, mas livres dos farmacos, nas mesmas solucdes respectivas de dissolucao. As

curvas de calibracdo podem ser observadas na Figura 13.

Figura 13 £Curvas de calibracdo para solugbes de tampao acetato e de misturas de solucao
salina tamponada com tamp&o acetato e nas proporc¢des volumétricas 1:1 e 1:9.
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Alternativamente, para as formulacdes QA, fez-se a analise da eficiéncia de
incorporacdo também pela determinacdo da concentracdo de imiquimode nas solugbes de
reticulacdo e lavagem das membranas. Neste caso, coletou-se todas as solucdes referentes a
etapas de lavagem que entraram em contato com as membranas. Em trés frascos por
formulagéo foram coletadas a solugdo de gd&ktapa de reticulacdo secundéria, a agua da
primeira lavagem e a 4gua da segunda lavagem. Este procedimento foi realizado para duas
membranas por formulagcédo, gerando assim, respectivamente 300, 400 e 400 mL de solucao.
As placas de poliestireno onde as membranas foram produzidas foram lavadas com 20 mL de
tampdo acetato, e esta solucdo foi também coletada em um outro frasco. A estas solugdes,
adicionou-se a solucdo de tampao acetato em mesmo volume ao ja coletado. Finalmente, duas
amostras por frasco foram analisadas por espectrofotometria de absorcdo de luz a um
comprimento de onda de 243 nm, como realizado anteriormente, e 0s valores respectivos de
concentracdo de imiquimode foram determinados a partir de curvas de calibragdo produzidas
com solucdes de composicdes equivalentes. De posse destes valores, calculou-se a massa tote
de imiquimode liberado durante a producdo das membranas para cada formulacdo e
comparou-se com a massa inicial adicionada para a determinacdo da eficiéncia de

incorporacéo do farmaco.

3.2.2.6Cinética de liberacdo do imiquimode

A determinacédo da cinética de liberacdo do farmaco foi realizada utilizando amostras
de massa conhecida e tamanho de 2 cm x 2 cm imersas em 15 ou 50 mL de solucédo de
liberacéo (o primeiro para solugéo salina e saliva simulada e o segundo para o tamp&o acetato
100 mmol/L e pH 4,0), com as amostras livres na solugao (para a saliva simulada e tampéao
acetato) ou presas a parede do frasco (para a solucao salina tamponada) utilizando adesivo
acrilico transparente dupla face de alta ades&o (Fita ScBieh Forte, 3M) de mesmas
dimensdes, a qual apresentou absorbancia desprezivel a 243 nm quando imersa em solucac
salina tamponada. Amostras de 1,0 mL foram periodicamente coletadas ao longo do ensaio e
este volume foi reposto por fluido fresco. A concentracdo de farmaco foi analisada por
espectrofotometria de absorc¢éo de luz, no comprimento de onda de 243 nm.

A determinacdo do mecanismo de liberacdo foi realizada através do ajuste linear do
modelo de Kosmeyer-Peppas aos dados experimentais linearizados, utilizando o software
Microsoft Excel 2016.
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#a L —@Ts rr Equacéo 8
@
onde &k é medida em [MPa], Aem [%], fm é a forca maxima de rompimento [N]; & a
area transversal [mi di € a distancia inicial das garras do equipamento [mm] e d a distancia

das garras no momento da ruptura [mm].

3.2.2.9Andlise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas no Laboratério de Recursos
Analiticos e de Calibracdo (LRACt FEQ/UNICAMP) empregando-se 0 equipamento
TGA/DSC1 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suica). Em cadinhos de alumina de 70 pL
foram colocadas amostras com massa de aproximadamente 8 mg. O material foi aquecido, a
uma taxa de 10°C/min, de 25°C a 600°C, e a varia¢do de massa foi analisada. Os experimentos

foram realizadosm atmosfera de nitrogénio, com vazéao de 100 mL/min.

3.2.2.10Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

As analises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier foram
realizadas no Laboratdrio de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LHEAQ/UNICAMP)
de modo a identificar as possiveis interacdes entre os polimeros e o imiquimode. As analises
foram realizadas tanto para as membranas quanto para o farmaco isolado.

As amostras foram cortadas em dimensdes de 1 cm X 2 cm e entdo armazenadas por
pelo menos 24 horas em dessecador com cloreto de litio (LiCl, 11% de umidade relativa).
Através do espectrofotdmetro FTIR Nicolet 6700 da marca ThermoScientific foi possivel
obter os espectros, com varredura de absor¢do de 4000 a 4@@ueno imiquimode e 4000
a 675 cmt para as membranas, com resolugdo de 4. dom total de 32 varreduras foi

acumulado para o farmaco e 128 para os demais materiais.

3.2.2.11Ensaios biolégicos in vitro

Os ensaios biologicos foram realizados no Laboratério de Marcadores e Sinalizacao

Celular no Céancer, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Pretdl€steB).
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foram utilizadas duas linhagens tumorais humanas, FaDu e HN13, e uma linhagem murina, a
4T1, disponiveis no laboratério mencionado.

A primeira linhagem, estabelecida a partir de tecido retirado de um tumor do tipo CCE
na hipofaringe, € composta de células epiteliais. Ja a segunda trata-se de uma linhagem
tumoral derivada de células de carcinoma espinocelular de lingua. Por fim a terceira é
derivada de uma linhagem de cancer de mama murino de estégio IV, proveniente de tecido
mamario glandular, e possui morfologia epitelial.

Todas as linhagens foram cultivadas em placas de cultura de poliestireno (100 mm de
didametro) com superficie tratada para células aderentes utilizando meio de Eagle modificado
por Dubelcco (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) com 10% de soro fetal bovino (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA) e agentes antibacterianos e antimicoticos
(Sigma Aldrich) e mantidas em incubadora umidificada (HERA CELL 240i, Thermo
Scientific) a 37°C na presenca de 5% de.CO

3.2.2.11.1Andlise da citotoxicidade

A analise da citotoxicidade foi baseada no uso da resazurina, um composto que é
reduzido pela populacdo de células vidveis para sua forma fluorescente cor de rosa, a
resofurina. Devido a direta correlacado entre a reducdo deste composto e a concentracdo da
populacdo celular, é possivel utilizar esta técnica como teste indireto de viabilidade e/ou de
proliferacéo celular 2 T % Wetadh, Q000).

Foram realizados ensaios de citotoxicidade direta tanto com membranas contendo o
farmaco quanto com membranas livres do composto, e para fins de comparacéo, analisou-se
também o desempenho do farmaco livre em solucdo. Em todos os casos, as células utilizadas
foram adequadamente distribuidas em placa de 24 pocos com 1 mL de meio de cultura
aproximadamente 24 horas antes do teste de citotoxicidade. As células foram tratadas ou néao
com 2,5 a 20 pg/mL do farmaco solubilizado em meio de cultura contendo DMSO
(concentracdo maxima do DMSO de 0,5%) e mantidas em incubadora por 24, 48 ou 72 horas.
As células foram também incubadam meio de cultura contendo 2% de DMSO por poco,
gue serviu como controle da perda de viabilidade. Um controle para o imiquimode sem
células foi realizado para confirmar a n&o interferéncia do composto na analiseddaeti
do indicador metabolico (resazurina).

Apoés este periodo, o meio de cultura foi retirado e adicionou-se novo meio com

0,01 mg/mL de resazurina e as células foram novamente colocadas na incubadora por 3 horas,
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protegidas da luz. A fluorescéncia foi entdo medida utilizando-se fluorimetro de placas
Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, Winooski, VT, EUA), com comprimentos

de onda de excitacdo de 530/25 nm e de emissdo de 590/35 nm. Os ensaios de citotoxicidade
foram realizados em triplicata experimental (trés pocos da mesnaimpd&cladas com a
mesma suspensdo celular) e duplicata biologica (duas placas de cultivo, cada uma com
inoculo preparado de forma independente).

Para os ensaios contendo as membranas, as amostras, na forma de circulos de 1 a
1,6 mm de diametro e esterilizadas por exposicdo a 6xido de etileno na empresa Acecil
Central de Esterilizagdo Comércio e Indastria Ltda (Campinas, SP, foram adicionadas ao
invés da solucdo de DMSO com imiquimode, com a retirada da membrana apés o periodo de
incubacédo correspondente. Posteriormente se prosseguiu seguindo 0s mesmos procedimentos
anteriores.

J& na andlise da citotoxicidade indireta, em que se verifica o efeito da presenca de
compostos extraidos das membranas na proliferacdo das células, mas ndo o seu contato diretc
com as mesmas. Neste caso, amostras circulares de 1,6 mm de membranas foram colocada:
previamente em contato com 1 mL de meio de cultura por 24 horas em placas de 24 pocos
mantidas em incubadora umidificada a 37°C na presenca de 5%dA[® este periodo, 0
meio de cultura foi transferido para outra placa de cultivo onde as células ja haviam sido
adicionadas com 24 h de antecedéncia, seguad@dssim o procedimento como descrito

anteriormente.

3.2.2.11.2Analise de proteinas por Western blott

A andlise de proteinas paWestern blottfoi utilizada visando a identificacdo de
algumas proteinas extraidas da matriz celular, como a%f{fator nuclear kappa B). Para
obtencéo destes extratos proteicos, as células foram lavadas com tampéao fosfato salino (PBS),
composto por NaCl 137 mmol/L, KCI 2,7 mmol/L, MPQ; 9,1 mmol/L, KHPQ; 1,8
PPRO/ H S+ DMXVWDGR SDUD JRUDP HQWMR OLVDGD
Aldrich) adicionado de inibidores de proteases e fosfatases (Sigma-Aldrich). As amostras
foram submetidas a ultrassonicacdo no aparelho Sonic Dismembrator (Fisher Scientific,
Modelo 100, EUA), em trés ciclos de 10 segundos, com poténcia de 50%. Em seguida, foram
centrifugadas a 14.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado
em tubo de 1,5 mL em freezer a -80°C até o momento do uso.

A quantificacdo de proteinas das amostras foi realizada pelo método de Bradford
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usando o reagente Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA)
segundo protocolo informado pelo fabricante.

Cerca de 10 pg de proteinas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (10%) com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), segundo Laemmli (1970)
utilizando sistema vertical de eletroforese Mini-PROTEAN® (Bio-Rad Laboratories), de
acordo com as instru¢des do fabricante. As condigbes de corrida foram: tampéo de corrida
Tris-glicina (Tris 25 mmol/L, glicina 250 mmol/L, SDS 0,1%, pH 8,3), amperagem constante
(12 mA por gel) e voltagem limite de 110 V durante 90 minutos. Posteriormente, as proteinas
foram transferidas do gel para membrana de fluoreto de polivinilidina (PVDF, GE Healthcare,
EUA), utilizando tampado de bicarbonato de sddio (10 mmol/L) e amperagem constante
(350 mA) por 90 minutos.

O blogueio de sitios inespecificos da membrana foi feito com tampé&o de bloqueio
contendo leite desnatado 5% em solucdo salina tamponada de Tris (TBS-T), composta por
Tris.Cl 25 mmol/L pH 7,5, NaCl 150 mmol/L e Tween-20 0,1%, por 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacdo suave. As lavagens das membranas, trés vezes de cinco minutos cada
foram realizadas com TBS-T sob agitacdo suave a temperatura ambiente. Foram utilizados os
anticorpos primarios antt) % S -3%2FSanta Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA)
diluido a 1:2.000 e anti- D F W L-4¥Dr8, \&&nta Cruz) diluido a 1:2.500 em tampao TBS-
de acordo com as recomendacdes do fabricante e a incubacao realizada overnight a 4°C sob
agitacdo suave. Em seguida as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (anti-coelno ou anti-camundongo,
respectivamente; KPL, Gaithersburg, MD, USA) diluidos em tampé&o de bloqueio por uma
hora a temperatura ambiente.

A guimioluminescéncia foi detectada utilizando solucdo de luminol (Tris 0,1 mol/L,
pH 8,5, acido pFRXPiULFRnol/L, luminol 2,5 mmol/L) acrescido de 0,009% de
peroxido de hidrogénio e a membrana foi exposta em filme radiografico. As bandas obtidas
no filme radiografico foram analisadas por densitometriasaofiware Imaged (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, EUA). Para determinar a eficiéncia de
eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana, os géis de poliacrilamida foram

incubados com Coomassie blue e as membranas, com Ponceau S.

3.2.2.12Anélise estatistica

Utilizou-se o software Statistica® Jara realizar a andlise estatistica dos dados por
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meio do teste de Tukey, determinarsdas diferencas significativas das meédias, a um nivel
de confianca de 95%, e, portanto, a um nivel de significancia de 5% (p)< 0,05
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mais acentuadas, mostrando-se mais opaca e com mais material agregado esbranquicada
disperso por sua estrutura, praticamente impossibilitando a visualizagdo da palavra
“transparente” embaixo da membrana (Figura)l7

Andlises por microscopia eletrénica de varredura foram realizadas para as membranas
de quitosana e alginato isolados e também para o complexo polieletrélito nas proporcdes 1:1 e
1:3, avaliandsetodas as combinacgdes, com e sem a adi¢do do farmaco. Os resultados podem

ser observados nas Figurasal®L.

Figura 18 - Viséo da superficie (imagens a esquerda) e corte transversal (imagers dealireit
membranas de alginato sem farmaco (superiores) e com adi¢cdo de imiquimode (inferiores), na

razao massica de 0,055 g de IQ por grama de polimero.

Diferentemente do encontrado para as formulacdes de QA 1:1 e 1:3 por Bierhalz e
Moraes, (2016), as membranas sem farmaco sao todas bastante semelhantes; apresentaram-<
lisas, finas e sem rugosidades ou imperfeicOes representativas. Ja as microscopias realizadas
pelas autoras mostram uma maior heterogeneidade e certa rugosidade na superficie das
membranas de QA 1:1. Mais destoante € o aspecto do material produzido por Girata (2011),
visto que as membranas de QA apresentaram-se com fibras e multilamelares; entretanto, a

magnificacdo utilizada pela autora foi muito maior que a empregada no presente trabalho.
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Esta diferenca pode ser também decorrente de alteracdes nas concentracdes de solugbes d
calcio adicionadas. No presente trabalho, a reducdo da presenca dos cations bivalentes pode
ter feito com que a formacédo do PEC acontecesse mais vagarosamente, visto que a quantidade
de calcio disponivel no meio era menor durante a adicdo, permitindo a formacdo homogénea

da estrutura, sem que houvesse colapsos ou separacao de fases com diferentes constituicoes.

Figura 19 - Visao da superficie (imagens a esquerda) e corte transversal (imagens aedireita) d
membranas de quitosana sem farmaco (superiores) e com adi¢cdo de imiquimode (inferiores),

na razdo massica de 0,055 g de 1Q por g de polimero.

J& quando se adicionou o farmaco, pode-se observar algumas pequenas diferencas
entre as membranas. A membrana de quitosana é a que mais difere das demais com o farmacc
(Figura 19), visto que o imiguimode mostra-se incorporado na membrana na forma de fibras
compridas e estiradas na estrutura, enquanto nas demais ha formacgéo de pequenos bolsées d
material aglomerado na estrutura da membrana, onde os cristais do farmaconseNaloja
entanto, segundo Zha al (2007), o imiquimode forma um Unico tipo de sistema cristalino
ortorrdbmbico, com simetria ndo centralizada, de modo que os grupos imidazol, benzeno,
piridina e o grupo amina ligado a estes, sdo coplanares em toda a molécula. Assim, essa

diferenciacdo se deve, provavelmente, a deposicdo do farmaco por precipitacdo em
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decorréncia de sua baixa solubilidade ou as suas interagbes com o polimero, visto que o
imiquimode possui uma amina primaria que pode fazer ligacbes de hidrogénio com o

alginato.

Figura 20 - Viséo da superficie (imagens a esquerda) e corte transversal (imagens aedireita) d
membranas de QA 1:1 B sem farmaco (superiores) e com adicdo de imiquimode
(intermediarias) na proporcéo de 0,055g por grama de polimero, e membranas de QA 1.1 A

com 0,55 g/g (inferiores).

No corte transversal foi possivel observar pequenos cristais do farmaco, ainda que
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levemente fraturados, em todas as membranas preparadas em sua presenca. Entre as
membranas de QA 1:1 e 1:3, a semelhanca € bastante grande, diferindo apenas pela
concentracdo de bolsdes do farmaco, que na propor¢cdo 1:3 é um pouco maior, € para a
membrana de QA 1:1 A com 10 vezes mais farmaco, que apresenta toda sua topografia

tomada por cristais de farmaco.

Figura 21 - Visao da superficie (imagens a esquerda) e corte transversal (imagens a direita)
de membranas de QA 1:3 sem farmaco (superiores) e com adicdo de Imiquimode na razéo

massica de 0,055 g de IQ por g de polimero (inferiores).

Como a formulacdo de QA 3:1 ndo foi capaz de formar filmes apd@s vérias tentativas
de producdo, nao foi dada continuidade aos estudos desta propor¢édo polimérica. Também é
importante citar que o estudo das membranas de QA 1:1 A foi interrompido neste trabalho,
mantendo-se somente a formulacdo de QA 1:1 B, pois a redugcdo da concentragdo dos
polimeros adicionados, da quantidade e da concentracéo da solucdo de calcio para reticulagao
e a reducdo da quantidade de acido acético na producdo da solucdo de quitosana fora
medidas de otimizagcdo que facilitaram a producdo de membranas homogéneas e reprodutiveis
entre as bateladas. Além disso, como visto neste trabalho, esta formulag&o otimizada produziu
uma membrana bastante semelhante a original.

A formulacéo QA 1:1 A com maior quantidade de farmaco também foi descontinuada,
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pois esta tevewa estrutura demasiadamente alterada, tanto no aspecto visual, quanto em suas
propriedades. Esta se tornou mais opaca, esbranquicada, dura e quebradica. Assim, deste
ponto em diante do trabalho, a formulacdo QA 1:1 B, selecionada para a continuacéo do

trabalho, sera descrita como QA 1:1 somente.

4.2  Diametro e Espessura

Quanto ao diametro e a espessura, na Tabela 4 encontram-se sumarizados 0s
resultados das medicdes efetuadas para todas as formulacdes. Através destes, € possive
observar que as formulagbes que possuem o imiquimode em sua composi¢cdo apresentaram
apreciavel diminuicdo no seu didmetro, com exce¢do da membrana de alginato com, farmac
€ um aumento expressivo em sua espessura, chegando a 450% no caso das membranas d
alginato. Esta variacdo, tanto no diametro quanto na espessura, € dependente da quantidade dt

farmaco adicionado e de suas provaveis interacdes com o0s polimeros, como mencionado

anteriormente.
Tabela 4 - Diametro e espessura das membranas.
Formulacao Diametro (cm) Espessura (um)

Alginato 13,23+ 0,2% 29,0+ 6,3
Alginato + 1Q 13,44 + 0,35° 131,6 + 76,5

Quitosana 11,85+ 0,47 29,1+ 2,4
Quitosana + 1Q 9,68+ 1,34 105,1 + 31,6
QA 11 14,54 + 0,31 73,9+ 13,8°¢
QA 1L:1+1Q 13,07 + 0,33 101,3 + 10,3
QA 1:3 14,01 + 0,20 63,6 + 19,1°
QA1:3+1Q 13,78 + 0,23 96,0 + 10,8¢

Média + desvio padréo das repeticdes. Médias com letras iguais indicam gquedifdmca significativa (p<
0,05) na propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.

Os resultados de espessura encontrados se assemelham aos de Bierhalz e Moraes,
(2016) para membranas livres dos farmacos. Segundst Ma2003) substitutos poliméricos
para a derme, como curativos, devem ser mais finos que a pele humana, cuja espessura varia

de 0,5 a 2,0 mm, dependendo da idade, sexo e regido do corpo. Como todas as matrizes
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produzidas neste trabalho possuem espessuras inferiores a 0,15 mm, pode-se considerar que
estas sao apropriadas para o uso com a finalidade estabelecida. Nao foram encontrados dados

na literatura referentes a limitac6es de espessura de curativos para uso oral.

4.3 Cor e Opacidade

Pela avaliacdo quanto ao aspecto, ja discutido, e aos parametros de cor e opacidade das
membranas, sumarizados na Tabela 5, é possivel que notar que a formacdo do PEC aumenta ¢
opacidade das membranas. Isto se da provavelmente devido ao rearranjo estrutural que este
sofre durante a sua formacéo, que acaba dificultando a passagem de luz.

Quanto a opacidade, é possivel observar que a adicdo do imiquimode resultou em um
aumento de até 5 vezes o valor encontrado para a formulacdo sem farmaco (Tabela 5). Isto se
deve a adicdo do farmaco durante a preparacdo, o qual € um pé branco, fino e de baixa
solubilidade em solugdes aquosas, resultando em um aumento da opacidade, como esperado
Ainda assim, todas as formulac¢des possuem valores pequenos de opacidade, inferiores a 6%.

Tabela 5+tParametros de cor e opacidade das membranas.

Formulacao HUE (graus) Croma Opacidade (%) E*
Alginato 94,41 + 0,52 1,54+ 0,17 0,95 + 0,58
Alginato + 1Q 91,27 + 0,30 1,89 + 0,16° 4,27 +0,39¢ 1,38 + 0,09
Quitosana 98,36 £ 0,71 0,78 + 0,06 1,02 +£0,42
Quitosana +1Q 88,89 + 0,5% 1,72 + 0,31 502+057 4,68+0,5%
QA 1:1 98,53 + 0,37 1,67 +0,18 2,04 + 1,53¢¢
QA L:1+1Q 94,37 + 0,19 2,23 +0,1%d 5,10 + 0,47 1,45+ 0,18
QA 1:3 96,43 + 0,61 1,77 £ 0,24 4,24 + 3,0
QA1:3+1Q 93,71 + 0,25 2,87 + 0,24 514+0,84 2,44 +0,06

Média + desvio padréo das repeticdes. Médias com letras iguais indicam quedifsemca significativa (p«
0,05) na propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.

Uma das caracteristicas desejaveis para curativos € que estes sejam translucidos, visto
gue o monitoramento do aspecto visual das lesdes é bastante importante no tratamento de
tumores de pele. Neste sentido, os resultados aqui descritos mostraram-se bastante

satisfatorios. Os valores encontrados foram todos inferiores aos apresentados por Bierhalz e
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Moraes (2016), provavelmente pela utilizacdo de uma solucdo de célcio de menor
concentracdo, fazendo com que a formacdo do PEC seja mais vagarosa, sem acumulos de
material, que porventura impediriam mais a passagem da luz.

A adicéo do farmaco resultou ainda em uma reducéo do angulo HUE e no aumento do
croma todas as formulagdes. Pode-se observar ainda uma variagcdo da diferencga total de cor

0 {) mais significativa para as composi¢des que possuem o alginato em maior proporgao.

$ GLIHUHQoOoD W R paidet® Ifespdrddvellgela comparagéo de forma geral
dos parametros opticos do filme com imiquimode e os filmes sem farmaco, mostra que o0s
filmes alginato e os de QA 1:1 apresentaram uma coloracdo mais proxima a dos respectivos
filmes originais, e o filme de quitosana foi o que mais diferiu. O motivo deste comportamento
provavelmente tem origem da formacdo da membrana, quando o farmaco é adicionado na
solucéo de quitosana em acido acético, um meio acido no qual apresenta maior solubilidade.
No entanto, no processo de evaporacdo dos solventes para a formacédo da membrana, com &
saida do acido acético, o farmaco precipita, alterando a estrutura da membrana, ageupando-s
em fibras (Gnica formulagdo na qual isto acontece), o que altera a passagem de luz pelo
material, e, portanto, todas as propriedades relacionadas a luz, em maiores propor¢des do que

as demais formulagdes.

4.4  Capacidade de Absorcéo e Perda de Massa

O comportamento dos filmes foi também avaliado em agua deionizada e na presenca
de diversas solucdes aquosas, como solucdo salina, saliva simulada e tampéo acetato, esta:
descritas na metodologia experimental.

E possivel observar, através da analise da Tabela 6, que os filmes s&o capazes de
absorver pelo menos sua prépria massa em agua deionizada, ou até 57 vezes seu valor
original, como foi o caso do filme de QA 1:1 + IQ quando imerso em tamp&ao acetato.

Os filmes poliméricos absorvem bastante agua ou solugcédo aquosa devido a hidratacéo
dos grupos hidrofilicos presentes na estrutura da quitosana e, particularmente, do alginato,
sendo que este Ultimo possui maior capacidade de intumescimento. A solugcédo preenche os
espacgos vazios entre os polimeros, penetrando na estrutura e resultando na relaxagdo da
matriz devido a pressao osmatica (Pasparakis e Bouropoulos, 2006). Ligactes de hidrogénio
provavelmente ocorrem em grande proporgao entre 0s grupos receptores da matriz polimérica
e a agua, de forma que as altas capacidades de absor¢cdo ndo devem resultar somente d

entrada de solug&o na matriz por canais presentes na estrutura do material.
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As absor¢cbes das membranas em &agua mostraram-se bastante semelhantes ao
encontrado por Bierhalz e Moraes (2016), com valores de 1 a 3 g de fluido por grama de
polimero.

Ja a saliva simulada, por ser uma solucdo aguosa com baixa concentracdo de sais,
apresentou efeitos intermediarios entre os apresentados pela 4gua e a solucdo salina. A
presenca de ions em solucégpazes de interagir com as cadeias de alginato, pode resultar na
desestruturacdo da matriz, alterando assim a sua forma e possivelmente aumentando-a
fazendo com que a capacidade de absorcéo desses filmes seja superior.

Segundo Mallepallyet al. (2013), polimeros ibnicos como o alginato, quando em
solucdes salinas apresentam comportamento tipicamente atribuido aos fendnsatkirsgee
in, em que a presenca dos ions intensificam as interacbfes dos polimeros com a agua,
resultando em um aumento na absorcao e, consequentemente, levam a perda de massa devid
a desestruturacdo das interacdes da matriz. Essas interagcdes sdo diretamente proporcionais
forca ibnica do meio de absorcdo, portanto solugbes mais ionicamente concentradas
aumentam a capacidade da matriz de absorvé-las.

N&o foi possivel determinar a capacidade de absor¢cdo nem a perda de massa em
solugéo salina tamponada das formula¢cdes compostas somente de alginato e mesmo daquela:
combinando quitosana e alginato, visto que estas se desintegraram no periodo de 24 horas em
contato com este meio. Isto provavelmente se relaciona a alta concentracao de sais presentes
na solucdo, os quais tornaram a forca idnica do meio aquoso suficientemente alta para que a
capacidade de absorcao da membrana fosse alta o bastante, comprometendo a integridade d:
matriz.

O tampéo acetato foi capaz de solubilizar a membrana de quitosana devido a seu pH
de 4,0 e a esta ser soluvel em solu¢gBes &cidas, particularmente das compostas por acido
acéico, um dos seus solventes mais utilizados. Ja o alginato novamente sofreu interacdes com
0s ions presentes em solucdo, mas nao o suficiente para desestruturar completamente a matriz
Quando a quitosana esta combinada com o alginato, este impede que a membrana seja
totalmente solubilizada, mas ocorre expressiva absor¢cdo de fluido. Para o0s casos
intermediérios, as proporcdes 1:1 e 1:3, os efeitos do solvente na capacidade de absorgéo
ainda estdo presentes, relacionasda-quantidade de quitosana presente na formulagéo.

Assim, a formulacad®A 1:1, que consiste de 50% de quitosana, € capaz de absorver
guantidades bastante altas de tampao acetato, pois ainda existem grandes nimeros de cadeia
de quitosana interagindo com o 4cido acético. Ja para a formulacdo 1:3, da qual a quitosana

compde somente 25% da formulacéo, o numero de cadeias capazes de interagir com o acido
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acético diminui, o que resulta na reducéo da capacidade de absor¢ao.
Na maioria dos casos, a adicdo do farmaco resultou na reducédo da absor¢cdo de agua e

de saliva simulada, supde-se que devido a sua alta hidrofobicidade.

Tabela 6 +Capacidade de absorcdo de solugbes aquosas pelas membranas apos 24 horas ¢
37°C.

Capacidade de absorcao (g/g)

Formulacdes

Agua Saliva Simulada Tamp&o Acetatc Solucao Salina

Alginato 1,11+0,08* 10,42 +0,47 6,25+ 0,06° M.S.
Alginato + IQ 1,38 +0,18°4 8,67 + 0,285 5,80 + 0,42°¢ M.S.

Quitosana 1,68 £ 0,28 1,79 £+ 0,20" M.S. 1,60 = 0,08*

Quitosana + IQ 1,58 + 0,06 1,60 + 0,08" M.S. 1,82 + 0,065
QA 1:1 2,31 + 0,204 3,65+0,28" 26,23+ 3,188 M.S.
QA1:1+1Q 1,67+0,10¢% 322+0,19® 57,19 +0,92¢ M.S.
QA 1:3 1,82 + 0,204~ 6,26 + 0,35° 17,30 + 3,16¢ M.S.
QA 1:3+1Q 1,44 + 0,134 5,23 + 0,368 17,54 +1,1%¢ M.S.

MS: Membrana solubilizada. Média + desvio padrédo das repetices. Médias com letras|asingaeais em
cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que nédo ha d#geificativa (p< 0,05) ne
propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.

Os resultados do ensaio de perda de massa em agua, no geral, corroboram com 0s
dados de absorcéo, visto que a membrana que absorve muito fluido tende a se desestruturar €
sofrer erosdo durante esse periodo ou ainda durante o periodo de secagdorary
verificadas grandes diferencas estatisticas em relacdo as membranas produzidas sem o
farmaco, como pode ser visto na Tabela 7.

Os filmes imersos na saliva simulada seguiram o mesmo padrédo da absorc¢ao: os filmes
gue contém o farmaco originalmente absorveram menos fluido, sofrendo assim menor perda
de massa. Esse efeito se deve provavelmente a progressiva dissolucdo dos polissacarideos
gerando assim uma maior perda de massa no caso de formulagbes que absorveram maior
quantidade de solucéo originalmente.

Ja em tampao acetato houve uma pronunciada perda de massa das membranas,
novamente devido ao elevado volume de solugdo absorvido, que provavelmente solubilizou

parte da estrutura.
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Comparando estes resultados com os obtidos por Bierhalz e Moraes, (2016), estes
diferem no fato que as perdas de massa em &gua foram de 4 a 5 vezes menores que a:

verificadas pelas autoras. Novamente, supfe-se que o0 motivo desta observacao esta na melhol

estruturacdo do PEC quando a formulacdo é produzida na presenca de sol@@éside

menor concentracao.

Tabela 7 tPerda de massa das membranas quando expostas a solu¢cdes aquosas por 7 dias :

37°C.

Formulacdes

Perda de Massa (%)

Agua Saliva Simulada Tampéao Acetato Solugéo Salina

Alginato 2,07 +1,16~A 9,79+1,168 19,90 + 0,3&° M.S.
Alginato +1IQ 1,06 +0,1** 8,86 + 2,29 22,14 + 0,655C M.S.

Quitosana 1,51 +0,23%* 2,09 + 0,984 M.S. 4,22 + 1,66"

Quitosana + 1Q 2,09+ 1,28* 0,66 + 1,67~ M.S. 3,52 + 0,084
QA 1:1 2,03+0,80" 3,65+0,6%2" 27,20 + 2,758 M.S.
QAL1+1Q 2,24 +£0,58* 2,09+ 0,264 39,35+ 1,338 M.S.
QA 13 2,77 £1,42" 9,62 +0,71B 19,84 + 3,295C M.S.
QA1:3+I1Q 199+0,6% 800+0,768 20,92+ 1,5%°C M.S.

MS: Membrana solubilizada. Média + desvio padréo das repeticBes. Médias com letraslasngeais em
cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que ndo ha dgfepeificativa (p< 0,05) ne
propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.

4.5  Eficiéncia de incorporacao de Imiquimode

As membranas preparadas com o farmaco apresentaram de forma geral, eficiéncias de

incorporacdo adequadas, sendo a membrana de alginato a menos eficaz na retencdo do

composto, e a de quitosana, a mais eficaz, conforme se pode observar na Tabela 8.

Um provavel motivo para esta observacao é o fato de que a solugcdo de partida de

quitosana, sendo preparada em solucdo aquosa de acido adéécapresenta pH acido. O

farmaco possui maior solubilidade em baixos valores de pH, o que foi comprovado na pratica

ao se notar que a solucdo se torna incolor apés a adi¢cdo do imiquimode, e que, durante a
secagem, a presenca do farmaco torna-se evidente em decorréncia de sua precipitacdo durants

a evaporacdo da solugcdo. Muito provavelmente este ainda seja o0 motivo pelo qual essa
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membrana € a unica que apresenta pequenas fibras de farmaco disperso em sua matriz em ve:
de bolsdes de sdlido.

Como esperado, a eficiéncia de incorporacdo da membrana de quitosana foi bastante
alta, visto que a adicdo do farmaco é feita diretamente a solucdo de quitosana em &cido
acético 1%, portanto em uma regido de pH mais apropriada para a solubilizacdo do
imiquimode. Dada a solubilizacdo do imiquimode, perdas para 0 meio durante o
processamento ou ainda devido a heterogeneidade da deposicdo do material durante o

processo de secagem sao evitadas.

Tabela 8xEficiéncia de incorporacdo do imiquimode nas membranas.

Formulacdes Eficiéncia de incorporacd®o)
Quitosana 99,88+ 1,79
Alginato 55,41 + 0,68

QA 1l 99,46+ 0,03
QA 13 99,61 + 0,10

Média = desvio padréo das repeticbes. Médias com letras minUsculas iguais em cad& delas
mailsculas iguais em cada linha indicam que ndo ha diferenca signifigativa06) na propriedad
estudada de acordo com o teste de Tukey.

Seguindo esta mesma linha de raciocinio, como a solu¢édo se alginato ndo contribui
para a solubilizacdo do farmaco, esta potencialmente alcancgaria a mais baixa eficiéncia de
incorporacdo. Ja para as formulac®s esperava-se um balanco entre essas propriedades,
onde parte do farmaco seria potencialmente solubilizada na matriz devido a presenca do acido
acético, muito embora em menor proporgao.

Ressalta-se que as membranas de quitosana e de alginato produzidas com os polimeros
isolados foram adequadamente solubilizadas, respectivamente, em tampé&o acetato e tampéao
citrato. Entretanto, ndo foi possivel desintegrar eficientemente as membranas de formulacéo
QA pela exposicdo primeiro a 25 mL da solucéo salina tamponada e, na sequéncia, a 25 mL
de tampao acetato. Ao final da exposicdo aos solventes, era possivel ainda visualizar a
presenca de quantidades apreciaveis de material em suspensdo. Este método deu indicios de
que ocorria retencdo de cerca de 75% do farmaco adicionado nas membranas do tipo QA, mas
como havia grande interferéncia de materiais insolliveis em suspensdo, optou-se por
quantificar o farmaco remanescentes aguas de lavagem. Como o farmaco é pouco soluvel

nestas solucdes, esperaemgue fosse encontrado pouco farmaco nas mesmas, 0 que se



RESULTADOS E DISCUSSAO 64

verificou na pratica. Como pode ser observado na Tabela 8, as eficiéncias de incorporacao
resultaram em valores muito altos, superiores a 99%, o0 que contraria a expectativa inicial de
gue um valor intermediario seria encontrado. Entretanto, estes resultados corroboram com os
verificados nas analises por MEV.

Visto que a presenca de eventual &cido acético residual nas membranas de todas as
formulacbes contendo quitosana poderia comprometer seu desempenho nos ensaios de
atividade biolégica, as amostras foram adicionalmente lavadas com tampdo HEPES (10
mmol/L e pH 7,4) e a quantidade de farmaco retida em sua estrutura foi também avaliada apos
este procedimento. E importante mencionar que embora a formulagdo de alginato ndo
contenha &cido acético, a mesma também foi submetida a esta etapa de lavagem para mantel
os procedimentos padronizados. O processo de lavagem com o tampdo HEPES praticamente
nao alterou a eficiéncia de incorporacdo, ocasionando uma discreta reducdo para as
formulacdes de quitosana e QA 1:3 (cerca de 6 e 13%, respectivamente), enquanto as demais

amostras ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.

4.6 Cinética de Liberacao

Os resultados dos ensaios de cinética de liberacdo, realizados para todas as
formulacdes conforme os procedimentos descritos no item 3.2.2.6, estdo organizados de
acordo com o fluido de liberacéo utilizado, sendo apresentados a seguir de forma sequencial
para saliva simulada, solucdo de tampao acetato e solucao salina tamponada.

Nos ensaios realizados, um dos objetivos era determinar 0 mecanismo envolvido no
processo de liberacdo nestas diferentes solugdes. Para isso, utilizou-se a equacao de
Korsmeyer-Peppas (apresentada na Tabela 2), também conhecida como equac¢éo da poténcia
que relaciona a fracdo massica lilseraom o tempo (aplicada para razdege/ ¢ menores
que 0,60, pois apds esta faixa pode ocorrer desestabilizacdo conformacional da membrana
mesmo sua solubilizag&o, o que afeta o tipo de mecanismo de liheracao

Visto que se tinha por propdsito a recomendacéo de utilizagdo das membranas pelos
pacientes durante o periodo de sono noturno, para que o tempo de contato fosse maximizado e
o potencial desconforto advindo do uso local do filme mucoadesivo fosse menor, 0s ensaios
de liberacdo foram projetados para que tivessem no méaximo 8 horas de duragdo.sPestaca-
gue se assumiu conid: em cada caso o valor calculado da massa cumulativa de farmaco
disponivel para liberagdo estimada ao final dos ensaios, considerando-se que ja se havia

atingido o equilibrio ao final do ensaio. Estes valores ndo necessariamente coincidem com 0s
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valores tedricos, obtidos a partir da efici@nde incorporacdo em cada caso.

4.6.1 Saliva simulada

O perfil de liberacdo do farmaco em saliva simulada pode ser obsensBiguras
22 e 23. A saliva simulada foi utilizada justamente para se avaliar o comportamento provavel
das membranas obtidas quando de sua aplicagdo na mucosa oral, inicialmente com as
amostras das membranas livres em solucao.

Ao longo da realizacdo do ensaio, foi possivel observar um leve intumescimento da
membrana, mas esta manteve-se integra apos o término do experimento.

Realizando-se o ajuste do modelo de Korsmeyer-Peppas aos dados experimentais,
obteve-se os valores do expoente difusional (n), da constante difusional (k), os coeficientes de
determinacdo e ainda a quantidade total de farmaco liberado durante o ensaio por massa de
filme polimérico utilizado, os quais estdo sumarizados na Tabela 9.

Pode-se observar que ambas as formulac6es de alginato e QA 1:3 (a qual contém
maior proporcdo deste polimero) apresentaram mecanismo de liberacdo dpagio
Fickiano, em que a difusdo se da parcialmente pela matriz e parcialmente através dos poros da
matriz intumescida. Isto € condizente com os dados obtidos anteriormente, que mostram que o
alginato é capaz de absorver uma grande capacidade de fluido quando neste existem ions
livres capazes de interagir com suas cadeias, alterando assim a sua estrutura e incrementandc
a liberacdo nesta regido.

Ja para as formulacfes de quitosana e QA 1:1, tem-se uma mistura dos mecanismos de
liberacdo devido ao intumescimento da membrana (n = 1) e pelo mecanismo de difusdo (n =
0,5), sendo que este segundo é o principal destas duas membranas, visto que os valores dos
ajustes obtidos se aproximam mais do comportamento difusional.

Ja quanto a constante difusional (k), quanto maior € o valor obtido, menor é o tempo
necessario para a liberacdo do composto presente na matriz. A partir da analise dos valores
obtidos e da comparacdo com o grafico de liberagcéo, € possivel observar que a membrana de
formulacdo QA 1:3, seguida da membrana de alginato, de fato sdo as membranas que liberam
mais rapidamente o composto, pois nos primeiros 150 minutos de ensaio estas apresentam 0s
maiores valores obtidos. Formula¢cées com maiores valores de constante difusional sdo mais
atrativas para aplicacdes nas quais se precisa de uma maior resposta inicial.

No entanto, todas as formulacdes apresentaram liberacdo limitada, em virtude da

presenca de grandes barreiras a transferéncia de massa, como a baixa solubilidade do farmacc
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Tabela 9+Expoente difusional (n), constante difusional (k), coeficiente de determi(i)ao
massa total de imiquimode liberada por massa de amostra em presenca de solugcdo saliva
simulada e concentracdo final de imiquimode em solucdo, em sistemas com as membranas

dispersas na solucéo.

Farmaco 0 o . -
Formulaga n k (s) R? liberado por "2 40F
amostra (ughg (H9/ML)

Alginato 0,45+ 0,13 0,0130 + 0,010! 0,9571 + 0,016( 1,99+0,17 2,88+1,20
Quitosana 0,62 +0,01 0,0016 = 0,000: 0,9742 + 0,012C 2,76 +0,27 4,41+1,01
QA 11l 0,56 + 0,02 0,0031 + 0,000¢ 0,9492 + 0,0181 1,90+0,26 3,26=*0,77

QA 1:3 0,27 £ 0,04 0,0509 + 0,016: 0,7332 +0,074C 1,49+0,10 2,20+*1,07

As curvas de ajuste linear podem ser observadas na Figura 24, enquanto os perfis dos

ajustes do modelo tedrico na Figura 25.

Figura 24 +Curva In (M/M ') vsIn(t) para as amostras livresn solugéo de saliva simulada

(tempo expresso em segundos).
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Figura 25 -Ajuste do modelo de Kosmeyer-Peppas para as amostras livres em solugao de
saliva simulada.
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4.6.2 Solucdo de tampéao acetato

Os resultados do ensaio de liberacdo do imiquimode das membranas expostas ao
tampéao acetato (amostras livres na solugao teste) pode ser observado nas Figuras 26 e 27 e 0
coeficientes oriundos do ajuste do modelo aos dados experimentais, na Tabela 10. Este ensaio
nao foi realizado para a formulacédo de quitosana pois esta dissolveu-se na solucdo de tampéao
acetato, como ja mostrado na Tabela 6.

A partir da andlise do expoente difusional (n) das formulagdes, € possivel observar que
nesta solucéo, todas as formulagdes apresentam o mecanismo de liberacdo do tipo Supercasc
II, no qual se verifica mecanismos de transporte associados a estresse na matriz polimérica
como o desenovelamento das cadeias poliméricas, intumescimento e erosdo. Novamente,
assim como para a solucdo salina, a presenca de sais e ions livres em solucdo é responsave
pela interacdo com as cadeias livres de alginato, resultando nessa desestruturacédo. Supde-se
ainda que, como a membrana de quitosana mostrou-se sollvel neste meio, as cadeias deste
polimero, mesmo no complexo, seriam susceptiveis a forte interacdo com a solugdo, podendo

assim vir até a sofrer solubilizagao.
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Figura 26 - Liberagdo de imiquimode das membranas livres em solugdo tampéo acetato, com

dados expressos em termos da variagdo da concentracao na solugédo com o tempo.
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Outro argumento a respeito dos mecanismos de liberacdo prevalentes nesta solugao
relaciona-se ao farmaco. Como pode ser observado, este foi liberado em uma quantidade bem
mais expressiva neste meio, visto que o imiquimode € soluvel nesta solugdo. Como o
mecanismo € regido pelas resisténcias a liberacdo, o fato dessa solubilidade ser bastante
expressiva resulta na reducéo da resisténcia de um dos fatores componentes da resisténciza
global, o que pode refletir também na intensidade dos outros mecanismos, visto ainda que
essa maior liberacdo pode vir a desestruturar ainda mais a matriz, deixando-a mais erodida
pela saida do farmaco e também pela maior facilidade de solubilizacdo da quitosana nesse

meio.

Figura 27 - Fracdo de imiquimode liberado com o tempo das membranas em tampao acetato.
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Tabela 10 - Expoente difusional (n), constante difusional (k), coeficiente de determinacao
(R2) e massa total de imiquimode liberada por massa de amostra em tamp&o acetato e
concentracdo final de imiqguimode em solucdo. As amostras de membranas estavam

livremente dispersas na solucéo teste.

Farmaco
. 5 .1 5 liberado por Wuaon
Formulacao n k (x10°s7) R amostra (ng/mL)
(Lg/mg)

Alginato 1,42+0,48 0415 0,992+0,020 52,69+ 2,68 20,52+ 0,57
QA 11 1,41+0,08 04+03 0,999+0,010 62,38+5,06 24,04+ 1,87
QA 1:3 1,60+£0,29 0,1+0,2 0,999+0,003 40,91 +2,44 18,64 + 0,85

As curvas de ajuste linear podem ser observadas na Figura 28, enquanto os perfis dos

ajustes do modelo tedrico, na Figura 29.

Figura 28 - Curva de In (MM ) vsIn(t) para as amostras livres em solugcdo tampao acetato

(tempo expresso em segundos).
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Figura 29 - Ajuste do modelo de Kosmeyer-Peppas para as amostras livres em solugéo
tampéao acetato.
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4.6.3 Solugéo salina tamponada

Por recomendacdo da profa. Dra. Michelle Franz Montan Braga Leite, decidiu-se
também utilizar a solucdo salina tamponada (Cubayachi et al.,, 2015), a qual é bastante
empregada e similar ao tampao fosfato salino, e que simula também ambientes orais, sendo
gue estas se diferenciam pela concentracéo de sais em solucéo.

Observou-se que as membranas que possuiam alginato em sua composi¢ao
desintegraram-se em poucas horas quando imersas nessa solucdo, devido a combinacao de
agitacao e presenca de sais, de forma que este ensaio foi descartado. Uma adaptagao foi feit
realizando-se 0 ensaio, nesta solucao, para todas as formulagbes, com as membranas presas r
parede do frasco utilizando adesivo acrilico, pois supds-se que a reducdo da exposicdo da
membrana a tensfes cisalhantes no meio diminuiria as chances de desintegracdo destas, alén
de melhor simular uma situagéo de liberac&o local na mucosa oral. Os resultados de liberacao
do imiguimode obtidos nestas condi¢cdes sdo mostrados nas Figuras 30 e 31.

As formula¢des com alginato em sua composicdo apresentaram, apos algumas horas
de ensaios, perda de fragmentos dessas membranas e eventuais rasgos com o decorrer d
experimento, devido a interacdo dos sais presentes em solucdo com o alginato, relaxando as
cadeias do PEC, enquanto a formulacdo de quitosana permaneceu integra ao fim do
experimento. Observou-se que apos o inicio da fragmentacdo da membrana, houve um

aumento na liberagcdo do imigquimode, devido, provavelmente, a liberacdo mecéanica dos
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cristais presos na membrana, que outrora ndao haviam conseguido superar a barreira de
transferéncia entre os meios, foram agora expostos diretamente a solucao, facilitando assim

sua dispersao no meio.

Figura 30 tLiberacéo de imiquimode das membranas presas a parede do frasco e expostas a
solugéo salina tamponada, com dados expressos em termos da variacdo da concentragcao ne

solugcdo com o tempo.
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Figura 31 - Fragdo de imiquimode liberado com o tempo das membranas presas a parede do

frasco e expostas a solucéo salina tamponada.
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Os coeficientes resultantes do ajuste do modelo aos dados experimentais estéo
sumarizados na Tabela 11. Assim como na solugdo de saliva simulada, as membranas de
quitosana e QA 1:1 apresentaram mecanismo de liberacdo controlado pelo intumescimento da
matriz e pela difusdo Fickiana. Ja as formulacdes de alginato e QA 1:3, nesta solucao,
apresentaram o comportamento denominado Supercaso Il, no qual se verifica a ocorréncia de
mecanismos de transporte associados a estresse da matriz polimérica, como por exemplo,
intumescimento, desenovelamento de cadeias poliméricas e erosdo, o que foi, de fato,

observado para estas formulacgdes.

Tabela 11 - Expoente difusional (n), constante difusional (k), coeficiente de determinacao
(R?), massa total de imiquimode liberada por massa de membrana em presenca de solucéo
salina tamponada e concentracdo final de imiquimode em solucdo. As membranas

encontravam-se presas a parede do frasco nesse ensaio.

Farmaco liberado %uoaon

~ 5l 2 (Q
Formulaga n k (x10°s7) R™ (%) por amostra (ug/m¢  (pg/mL)

Alginato 1,40+053 16+23 0,909+0,038 5,17 + 1,52 4,67 + 0,98
Quitosana 0,91+0,01 13,1+2,7 0,948 + 0,051 1,92+ 0,36 1,88 + 0,28
QA1l:1 0,78+0,04 443+17,1 0,890+ 0,038 1,48 + 0,08 2,28+0,16
QA13 1,20+0,17 03+0,2 0,836+0,018 19,98 + 3,34 18,91 +6,2¢

Novamente, estes dados corroboram com o comportamento verificado na analise da
capacidade de absorcdo de solucfes, visto que a acentuada presenca de ions livres nest:
solucdo estimula a interacdo com as cadeias livres de alginato e assim gera apreciavel
desestruturacdo da matriz, fato este, conforme ja mencionado, comprovado
experimentalmente.

A constante difusional mostra que a membrana de QA 1:1 € a que da inicio a liberacéo
mais rapidamente em comparacao as demais formulacdes.

As curvas de ajuste linear podem ser observadas na Figura 32, enquanto os perfis dos

ajustes do modelo tedrico, na Figura 33.
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Figura 32+Curva In (M/IM ) vsin(t) para as amostras presas a parede do frasco e expostas a

solugéo salina tamponada (tempo expresso em segundos).
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Figura 33 - Ajuste do modelo de Kosmeyer-Peppas para as amostras em solucéo salina.
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4.6.4 Avaliacao conjunta dos dados de liberacao

As quantidades absolutas (em pg) de farmaco liberado estédo apresentadas na Tabela
12, e a razédo entre a massa total liberada e a massa total incorporada nas formulacfes

analisadas, na Tabela 13.
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Tabela 12 - Massa total de imiquimode liberada em 15 mL de solucdo de saliva simulada e
50 mL de solugcao de tampéo acetato para as amostras livres em solugéo.

Massa de imiquimode (ug)

Membrana
Saliva simulada
Alginato 43,3+ 1,83
Quitosana 66,2+ 7,2
QA 11 48,9 + 1,502
QA 1:3 33,0 +1,4°

Média = desvio padrdo das repeticdes. Médias com letras mindsculas iguais em caalee delwas
mailsculas iguais em cada linha indicam que ndo ha diferenca significativd,0fp) na propriedad
estudada de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 13+tRazédo entre a massa total liberada e a massa teoricamente disponivel para

liberacdo em cada uma das formulacdegs®d) para as amostras livres em solugéo.

M+ /Mtesrico de 1Q nas solucdes

Membrana
Saliva simulada
Alginato 0,08 £ 0,01
Quitosana 0,05+ 0,01
QA 1l 0,05+ 0,01
QA 13 0,04 £ 0,01

Como o imiquimode é soltvel em poucas soluc¢des, uma delas sendo o tampéo acetato
(aproximadamente 2 mg/mL), achou-se pertinente analisar seu comportamento neste meio,
mas como este ndo representa um fluido simulador dos locais de utilizacdo do sistema,
buscou-se outras solu¢des representativas.

A escolha da composicdo de uma solugdo que representasse satisfatoriamente saliva
foi controversa, visto que ha extensa literatura a respeito, mas grandes variacoes nas
formulacbes apresentadas por diferentes autores, optando-se pela solugéo de saliva simulada
expressa em 3.2.2.4, pois esta era indicada para a simulacao de tecido oral.

No entanto, como pode ser observado na Tabela 13, a liberacdo na solucdo de saliva
simulada mostrou-se pouco eficiente, visto que a presenca de poucos sais em solucéo nao foi
capaz de propiciar o intumescimento suficiente das membranas, e o0 meio onde o farmaco é

pouco soluvel dificulta a transferéncia de massa.
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Sob orientagcdo do grupo de pesquisa da profa. Dra. Michelle Franz Montan Braga
Leite, empregou-se também uma solucéo salina tamponada (Cubstyalgi2015), bastante
similar ao tampéo fosfato salino, e que simula também ambientes orais, sendo que se
diferenciam pela concentracdo de sais em solucdo. No entanto, este ensaio foi reatizado c
as membranas presas na parede do vidro em contato com a solucéo, diferindo dos demais na
area de liberacdo em contato com o meio, alterando as propriedades de transferéncia de
massa. O motivo desta escolha foi proveniente da observacédo experimental de desintegracao
das membranas neste meio quando livres (como no ensaio de eficiéncia de incorporacédo) em
conjunto com a possibilidade de simulagdo do uso em tecido mucoso, onde a amostra fica
com um lado em contato com 0 meio e 0 outro preso.

Embora as formula¢des também nédo tenham apresentado grandes valores de farmaco
total liberado para esta solucdo, como pode ser observado na Tabela 14, estes foram
superiores a solucao de saliva simulada (Tabelas 12 e 13), em especial a formulacdo QA 1:3,
pois a maior presenca de sais foi suficiente para desestruturar a matriz e facilitar a liberacéo.

Entretanto, estes resultados mostraram-se inferiores aos obtidos por Dehrlly
(2006). Ao analisarem a liberacdo utilizando o creme comercial Aldarst autores
conseguiram uma liberacdo de 2 mg de farmaco, em célula de Franz de 10 mL através de
ensaio de permeacao, no qual o meio receptor escolhido foi tampé&o acetato.

Contudo, segundo Ramineat al. (2013b), diversos estudos de permeabilidade de
compostos através da camada epitelial demonstraram maior permeacdo com aumento da
lipofilicidade do farmaco. Assim, muito embora a liberacdo em solucdo aquosa possa nao ter
sido téo eficiente, o contato com a camada epitelial lipofilica pode auxiliar a transferéncia de
massa.

No caso especifico da mucosa bucal, como sua permeabilidade é de 4 a 4000 vezes
superior a da pele (Raminegtial, 2013b), teoricamente, sdo necessarios valores de liberacéo
bastante inferiores quando comparados a carga do creme a base de imiquimode disponivel
comercialmente, Aldafa aproximadamente 10 vezes maior que a deste trabalho. Segundo
Donnelly et al. (2006), aproximadamente 25 trdesse creme, na espessura de aplicacéo
indicada pelo fabricante, apresenta uma liberacdo de aproximadamente 2,0 mg apos 6 horas
de liberagdo em uma célula de Franz, como descrito anteriormente. Assim, € possivel notar
que embora as formula¢gdes produzidas no presente trabalho tenham uma carga de farmaco
inicial de até dez vezes menos que a presente no creme, a liberacdo é suficientemente alta, e,
considerando as condigcdes de permeabilidade, provavelmente adequada para a finalidade

proposta.
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Tabela 14 - Massa total de imiquimode liberada e razéao entre a massa total libedagla (M
massa teoricamente disponivel para liberacdo em cada uma das formulagéep. (Neste

ensaio, as membranas encontravam-se presas a parede do frasco e expostas a salucao sal

tamponada.
Membrana Massa de imiquimode (Ug) M /Mtesricode 1Q nas solugde
Alginato 95,0 + 35,3 0,22 + 0,06
Quitosana 28,27 £ 4,21 0,03+0,01
QA 11 30,6 +5,1 0,04 + 0,01
QA 1:3 423,4 +197,6 0,52 + 0,09

Savageet al (1996) em um estudo clinico, investigaram a tolerancia, toxicidade e
efeitos bioldgicos que a administracéo oral diaria de imiquimode exerceu sobre 21 pacientes
com canceres refratarios (que ndo respondem a tratamento). Os autores observaram que a
dosagem de 25 mg por paciente ndo apresentou toxicidade significante, enquanto dosagens
superiores, variando de 50 a 200 mg, resultaram em toxicidade significativa, demonstrando é
necessario cuidado no uso desta medicagdo para que ndo se supere o valor de 50 mg diarias
No ambito deste trabalho, as quantidades obtidas sdo bastante inferiores ao limite de

toxicidade.

4.7 Determinagéo da mucoadesividade da membrana

Conforme pode ser observado na Tabela X5,mambranas ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas a 95% de confianca quanto ao trabalho mucoadesivo,
guanto a forca mucoadesiva, apenas a quitosana e a QA 1:3 com imiquimode apresentaram
diferencga significativa.

Visto que a medicdo desta propriedade apresenta diversas dificuldades, dado que os
parametros experimentais pré-selecionados apresentam grande influéncia nos resultados
obtidos (tais como for¢ca de contato, tempo de contato e velocidade do pistdo), este tipo de
ensaio apresenta problemas de reprodutibilidade. Nota-se na literatura grande variabilidade
acerca destes parametros, o que dificulta a comparacédo dos resultados e 0 uso deste ensait
paraa determinagdo da mucoadesividade como uma propriedade absoluta e intrinseca do
material (Morales e McConville, 2011). Enquanto o presente trabalho foi realizado utilizando-

se forca de contato de 0,50 N (modulo da forca exercida por um dedo), tempo de contato de
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30 s e velocidade do pistdo de 1 mm/s, Ramineni (2014) utilizou 10 N, 120 s e 0,1 mm/s
respectivamente. J& Donnedy al. (2006) utilizaram 5 N, 30 s e 0,1 mm/s, enquanto &uo
al. (2008) utilizaram 0,1 N, 300 s e 1 mm/s.

Tabela 15tFor¢ca maxima e trabalho mucoadesivo das membranas.

Formulacéo Forca maxima (N) Trabalho (N.mm)
Alginato 0,0185 + 0,003%° 1,022 + 0,203
Alginato + IQ 0,0235 + 0,005% 0,858 + 0,197
Quitosana 0,0217 + 0,0050 0,816 + 0,152
Quitosana + 1Q 0,0246 + 0,007% 0,976 + 0,369
QA 11 0,0318 + 0,012%° 0,930 + 0,132
QA1:1+1Q 0,0309 + 0,009 0,992 + 0,350
QA 1:3 0,0276 + 0,003%° 0,855 + 0,16%
QA 1:3+1Q 0,0333 + 0,0080 0,892 + 0,132

Média + desvio padréo das repeticdes. Médias com letras iguais indicam guedifsdmca significativa (p<
0,05) na propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.

A propriedade de mucoadesividade de sistemas poliméricos utilizando quitosana (e de
alguns empregando alginato também) tem sido foco de estudo de diversos grupos de pesquisa
visto seu extenso potencial de aplicacédo (Abrwetzd., 2013; Denorat al, 2016; Kulkarni
et al, 2016; Sabitha, Vijaya Ratna e Ravindra Reddy, 2010), visto que estes sistemas,
utilizados tanto no formato de filmes quanto de microparticulas, apresentam propriedades
mucoadesivas apreciaveis. Como no presente trabalho o ensaio ndo apresentou diferencas
estatisticas a um nivel de confianca de 95% entre as formulac6es com e sem o farmaco, pode-

se inferir que estas formulacdes também séo, portanto, mucoadesivas.

4.8 Propriedades mecéanicas

Quanto as propriedades mecéanicas, as membranas apresentaram valores variados de
tensdo de ruptura e limitado alongamento, segundo os dados registrados na Tabela 16.

Pode-se observar que a formacdo do PEC através das interacdes entre as cadeias
poliméricas reduz a tensédo de ruptura do material, pois os materiais isolados (quitosana e

alginato) tém valores significativamente mais altos quando isolados do que as formulag¢des de
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QA 1:1 e 1:3, que néao diferem significativamente entre si.

J& quanto ao alongamento, o filme de alginato é o que possui maior resultado, e o de
quitosana o menor. Assim, como esperado, as formulacbes dos PECs com propor¢coes
intermediarias possuem alongamento na ruptura com valores também intermediarios, sendo
que a QA 1:1 apresenta valores sem diferenca estatistica da quitosana. Ja para @#me de
1:3, o resultado aproxima-se do valor do verificado para o alginato.

Quando o farmaco foi adicionado, este resultou em uma significativa reducédo da
tensdo de ruptura para quase todas as formulacdes, o0 que se deve ao provavel enrgecimento
encolhimento da estrutura da matriz, com excec¢ao da QA 1:1, para a qual houve um pequeno
aumento da tenséo de ruptura com a adicdo do farmaco, mas sem diferenca estatistica a 95%
de confianca. J4 o alongamento na ruptura aumentou com a adicdo do farmaco para as
membranas de quitosana e QA 1:1, enquaddormulacdes compostas majoritaria ou
unicamente de alginato sofreram uma pequena reduc¢éo, de pouca significancia.

Segundo Wanaet al. (2002), a tensdo de ruptura da pele €, normalmente, da ordem de
2,5 a 16 MPa, portanto, para esta aplicacdo, as membranas com farmaco devem ser utilizadas
em superficies da pele com tensdo da ruptura compativeis. Ja quanto a aplicagdo bucal
segundo Goktas, Dmytryk e McFetridge (2011), a tensdo de ruptura da mucosa bucal e
demais regibes do interior da boca, € da ordem de 1,06 a 3,94 MPa, portanto para esta
aplicacdo, quaisquer formulacées de membrana seriam congpative

Tabela 16tTensao de ruptura e alongamento das membranas.

Formulacao Tenséo de Ruptura (MPa) Alongamento (%)
Alginato 50,16 + 18,45 3,62+ 1,49
Alginato + 1Q 11,91+ 7,48° 3,39 + 1,48°
Quitosana 64,17 + 18,36 1,65 + 0,98
Quitosana + 1Q 4,75 + 2,42 2,32 +0,68°¢
QA 1:1 16,43 + 6,62 1,77 + 0,49¢
QA L1L:1+1Q 18,25+ 5,74 2,38 + 0,668"
QA 1:3 19,38 + 6,47 2,97 £ 0,7%°
QA 1:3+1Q 9,12 + 5,09°¢ 2,27 + 0,94P

Média + desvio padrdo das repeticbes. Médias com letras iguais indicam que if@oehgadsignificativa
(p< 0,05) na propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.



RESULTADOS E DISCUSSAO 80

Como visto no item 2.3, Ramineat al, (2013b) produziram filmes de blendas de
PVP e CMC contendo imiquimode, e obtiveram valores de tenséo de ruptura da ordem de 2,1
a 4,2 MPa, e alongamento na ordem de 129 a 400%. E possivel notar que esta blenda
produziu filmes com menor tensdo de ruptura, no entanto, bastante elasticos, devido ao
comportamento sob tensédo destes polimeros, os quais ao invés de romperem rapidamente,

alongamse

Segundo a literatura, membranas de QA 1:1 apresentam resisténcia a tensédo de ruptura
por volta de 6 a 31 MPa (Bueet al, 2014; Pires e Moraes, 2015; Rodrigae¢sl, 2008)
enquanto as de QA 1:3 por volta de 60 MPa (Bierhalz e Moraes, 2016). Nota-se que a
primeira se encontra dentro da faixa observada, ja a segunda mostrou-se bastante menor que &
encontrada na literatura. Como esta segunda formulacéo apresentou uma espessura maior que
a encontrada pelas autoras, e esta é inversamente proporcional a tensdo de ruptura, uma
reducdo neste valor era de fato esperado.

Ja os dados de alongamento na ruptura encontrados na literatura, por volta de 5%
(Bierhalz e Moraes, 2016), mostraram-se também superiores aos dados experimentais aqui
reportados, provavelmente devido a pequenas diferencas nas formulagcdes das membranas,
como a adicdo de solugdo aquosa de £aCbncentracdes diferentes. Outro fator quespod
ter afetado os resultados foi a utilizacdo do sistema de desaeracao a base de bomba a vacuo,
gual apresentou diversos problemas durante o trabalho, resultando na presenca de algumas
bolhas em certas membranas, as quais podem afetar as propriedades mecanicas.

Menget al. (2010) analisaram as tensdes de ruptura e os alongamentos na ruptura para
membranas de quitosana e alginato de variadas propor¢des, desde os compostos isolados &
proporcdes intermediarias de 3:7, 1:1 e 7:3. Para estes, 0s autores encontraram valores nas
faixas de 36 a 52 MPa e 5,3 a 8,4%, respectivamente.

Bombaldi de Souza, Bombaldi de Souza e Moraes (2017) avaliaram a influéncia da
umidade relativa nas propriedades de tensé&o de ruptura e alongamento para membranas de
quitosana e alginato quando combinados. O aumento da umidade relativa até 75% néo afetou
os valores nem de tensédo de ruptura nem de alongamento, enquanto para o valor de 89% a
tensdo é reduzida para quase um terco de seu valor original, enquanto que com a membrana
completamente Umida, este fica ainda menor. Ja quanto a propriedade de alongamento das
membranas, para o valor de 89% de umidade tem-se um pequeno aumento, enquanto que com
as membranas completamente Umidas, o alongamento fica maior ainda, quase 5 gezes mai

elevado que o original.
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4.9 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Com o intuito de avaliar possiveis interacbes entre os polimeros e o farmaco nas
formulacdes, foi realizada a analise dos biomateriais por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). Esta analise resultou nos espectros compactados nas
Figuras 34e 35.

A partir destes dados foi possivel elaborar a Tabela 17, a qual sumariza os principais
picos encontrados para o farmaco imiquimode, identificando o grupo funcional e tipo de

vibracdo (Paviat al, 2015; Sankaliat al, 2007) ali presentes.

Figura 34 - FTIR das formulagbes de membranas com e sem imiquimode.

Todos os filmes produzidos apresentaram uma banda significativa na regiao de 3600-
3000 cm', aproximadamente. Segundo Pawt al. (2015) esta pode ser atribuida ao
estiramento dos grupos hidroxila presentes tanto na estrutura da quitosana, quanto do alginato
e de seus complexos. Em 2900 cobserva-se os estiramentos dos grupos metil e metileno,
presentes em todas as formulacdes (Sankal@, 2007). E possivel observar ainda o pico

caracteristico do grupamento amina (1540 e 1578 ora quitosana, carboxila (1420 e 1595
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cml) do alginato e também a presenca dos grupamentos amina no imiquimode (1640 a 1550
cml) isoladamente. Quanto estes estdo combinados no PEC, novamente sS40 expressos picos
vibracionais na regido de 1640 a 1540'cmmas n&o é possivel especificar de que grupo tal
vibracdo € derivada, visto que seus componentes isolados possuem uma faixa superposta
quando agrupados.

E possivel observar ainda que a adicdo do farmaco n&o resultou em diferencas
significativas nos espectros, sendo estes bastante semelhantes com os da respectiva
formulacdo sem droga, o que permite pressupor que a droga e os polimeros provavelmente
ndo sofreram grandes interagfes, ou que esta técnica sozinha ndo é suficiente para determinal

esta possivel interacdo (Laweeal, 2007).

Figura35 £FTIR do imiquimode.

Tabela 17+Picos presentes no imiquimode.

Pico (cm?) Grupo Tipo de vibracao
760 -C-H Fora do plano
1450 a 1370 -CHs Dobramento
1465 -CHz- Dobramento
1640 a 1550 Aminas Dobramento
3000 a 2850 -CHs Estiramento

3100 a 3400 Aminas Estiramento
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E possivel observar que a presenca do imiquimode gera um pequeno deslocamento em
relacdo aos eventos presentes nas membranas que ndo o contém. O imiquimode apresente
apenas um evento térmico, referente a sua temperatura de degradacéo, cujo valor encontrado
foi de 333,4°C, valor mais elevado que o encontrado na literatura de aproximadamente 294°C
(Pubchem, 2017), possivelmente devido a diferencas na metodologia de realiza¢do do ensaio,
ou ainda a possibilidade do farmaco utilizado neste trabalho estar em uma possivel forma
halogenada.

Ja as formulacbes de quitosana e de alginato isolados apresentaram comportamento
semelhante, com dois eventos térmicos. O primeiro ocorreu a temperatura inferior & 100°C e
pode ser atribuido a perda de &gua residual contida nas amostras, mesmo apds seu
armazenamento em dessecador por pelo menos 24 horas. O segundo evento, associado ¢
degradacdo dos polimeros, aconteceu a 249,3 para o alginato e 293,6°C para a quitosana.
Dados similares foram observados por Ferfera-Hastaal. (2014) e Neto et al.005)
respectivamente 298°C e 297,3°C para a quitosana, enquanto Sashetd2006) e
Siddaramaiahet al. (2008), relataram, respectivamente, 247,8°C e 235°C para matrizes
constituidas de alginato.

A adicdo do imiquimode a estas duas formulacdes resultou apenas na mudanca dos
valores da temperatura na qual ocorreram os eventos. A perda de agua residual (primeiro
evento) ocorreu a uma temperatura inferior, e a degradacéo do polimero e da droga (segundo
evento) em uma temperatura superior para o alginato e inferior para quitosana. Isto se da
provavelmente devido a interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre as aminas da droga e as
aminas da quitosana e grupos carboxila do alginato, diminuindo o numero de sitios
disponiveis para realizacdo de ligacbes de hidrogénio com a agua presente no interior da
membrana, fazendo com que esta figue menos presa em seu interior.

Para as formulac6es compostas conjuntamente de quitosana e alginato, para ambas as
proporgdes, tem-se trés eventos térmicos, onde, nhovamente o primeiro € referente a perda de
agua residual, o segundo a degradacao do alginato e o terceiro a degradacéo da quitosana.

Por fim, a adicdo do farmaco a estas formulagbes aumenta o numero de eventos
presentes para quatro, sendo que o ultimo se refere a degradacéo do farmaco. O fato da adigéc
do farmaco introduzir um novo evento para os complexos polieletrolitos enquanto para os
polimeros isolados isso ndo acontece, pode ser atribuido ao fato de que a droga € capaz de
interagir com o polimero isolado em sua formulacdo, enquanto no complexo polieletrdlito, o
[IUPDFR WHP TXH 3FRPSHWLU"~ SRU VtWLRV GH LQWHUDO
OLYUHV 1R 3(& DPLQDV H FDUER[LODV LQWHUDJHP HQWL
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Outra suposicdo é que ocorre, além dos polissacarideos combinados no PEC, a possivel
presenca dos componentes originais livres na membrana, sendo esta, portanto uma mistura
composta do PEC e dos polimeros isolados. Portanto, nesse caso, estas formulacdes

apresentariam todas as temperaturas de degradacéo, inclusive a do farmaco depositado.

Tabela 18+Eventos térmicos do imiquimode e das formulag¢des poliméricas

Temperatura (°C)

Formulacéo
T1 T2 T3 Ta
Imiquimode 3334 - - -
Alginato 74,4 249,3 - -
Alginato + 1Q 71,3 263,8 - -
Quitosana 70,4 293,6 - -
Quitosana + 1Q 62,9 291,6 - -
QA 11 74,3 237,8 292,9 -
QA 11 +1Q 64,7 235,0 265,7 297,4
QA 1:3 74,7 228,4 255,7 -
QA 1:3+1Q 68,8 226,7 260,2 293,1

Média + desvio padrdo das repeticbes. Médias com letras iguais indicam que nacehéadggnificativa
(p< 0,05) na propriedade estudada de acordo com o teste de Tukey.

Muito embora no ensaio de FTIR nao tenha sido possivel concluir com certeza se o
imiquimode e os polimeros intey, as alteragdes nos termogramas resultantes da adicao da
droga demonstraram que de fato a introducdo do farmaco levou a altera¢cdes nos dados de
todas as formulacoes.

Visto que todos os filmes produzidos apresentam elevadas temperaturas de degradacéo
(acima de 200°C), a aplicacéo destes para o tratamento de tumores bucais ou de pele torna-se
bastante apropriada, pois as temperaturas atingidas pelo corpo ficam em torno de 37°C, néo
excedendo a 41°C mesmo em estado febril, 0 que implica em alta estabilidade térmica dos

biomateriais.
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membranas produzidas neste trabalho em suspensao no meio de cultura. Os resultados obtidos
estdo sumarizados na Figura 40. E importante frisar que cada formulagdo de membrana sem
farmaco foi considerada o controle de cada respectiva formulacdo correspondente com
imiquimode, de modo a avaliar apenas a influéncia da adicdo da droga no meio. Nao se
utilizou, nestes ensaios, DMSO.

Os resultados apresentados para a linhagem FaDu corroboram com os ensaios obtidos
para o farmaco livre, e a Unica formulacdo a apresentar alguma influéncia associada a
presenca do farmaco foi a de quitosdwa entanto, o desvio associado foi grande o bastante
para desencorajar a conclusédo de efetivo efeito. Paralelamente, a linhagem 4T1 apresentou
variabilidade na viabilidade de até aproximadamente 40%, para a formulacdo de QA 1:1,

mostrando que, de fato, como visto anteriormente, o farmaco influenciou nesta variavel.

Figura 40 - Viabilidade das linhagens celulares FaDu e 4T1 expostas a diferentes foamulagoe
de membrana, apos 24 horas, por teste de citotoxicidade direto.

Como no ensaio anterior averiguou-se 0 comportamento celular na presenca direta das
membranas, julgou-se valido realizar o teste indireto de viabilidade celular, no qual o efeito
apenas do extrato das membranas no desempenho celular é analisado. Assim, as membrana:
isoladas foram colocadas em contato com o meio de cultura (na auséncia de células) por
24 horas e posteriormente, 0 meio com 0s compostos extraidos foi transferido para pogos

contendo células previamente inoculadas e estas foram ent&o incubadas por 24 horas. Com
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isso, buscose eliminar possiveis influéncias que a membrana possa ter tido fisicamente nas
células, alterando sua viabilidade, desde influenciando a transferéncia de oxigéras para
células até o fato de exercerem pressao direta na camada celular, resultando em um falso
positivo para a influéncia do farmaco na viabilidade. Estes resultados do ensaio realizado para
a linhagem 4T1 podem ser observados na Figura 41.

O ensaio de citotoxicidade indireta mostrou que a formulagédo de quitosana resultou
em maior efeito na reducdo da concentracdo de células viaveis. Embora as demais
formulacdes tenham apresentado efeitos citotoxicos, estes foram bastante mais conservadores
gue os observados no ensaio direto, mostrando que, possivelmente, como visto em outros
momentos deste trabalho, as membranas com alginato em sua formulagcdo sofrem uma
possivel decomposicdo no meio de cultura que € rico em sais, e portanto talvez ora por
interacdo quimica, ora por pressdo fisica, estas resultaram em uma maior variacdo da
viabilidade, enquanto a formulagéo de quitosana, que nédo sofre grandes variagdes estruturais
neste meio, Ndo apresentou este comportamento, tendo sua grande variacdo sendo provenients
possivelmente de diferencas pontuais quantitativas de farmaco, problematica relativa a falta

de homogeneidade da estrutura.

Figura 41 - Viabilidade da linhagem celular 4T1 exposta a diferentes formulagbes de

membrana em meio de cultura apds 24 horas para teste de citotoxicidade indireto.



RESULTADOS E DISCUSSAO 91

4.11.2 Andlise de proteinas por Western blot

Muito embora a linhagem celular 4T1 tenha apresentado resultados positivos para a
influéncia do imiquimode diretamente na viabilidade celular, a discussdo dos provaveis
mecanismos de acdo do farmaco € bastante ampla, envolvendo diversos sistemas, conforme
exemplificado na Revisdo da Literatura a partir da andlise dos trabalhos de étliahli
(2014)e Jiménez-Baranda, Silva e Bhardwaj (2012).

Uma das principais teorias € a acdo da droga perante os receptores do tipo Toll,
estimulando a producéo de fatores de transcricdo central, como o fator nuclear kappa B (NF-

%. Este fator € um mediador pleiotropico de regulacdo genética indutivel e especifica,
envolvendo diversas atividades bioldgicas, incluindo resposta imune, inflamacéao, proliferacéo
e morte celular (Wan e Lenardo, 2009). Assim, a estimulacdo deste fator leva a uma resposta
do sistema imunoldgico que atua na célula tumoral, estimulando sua necrose ou apoptose. Ou
seja, muito embora em baixas concentracdes este farmaco ndo seja citotoxico para o tumor, é
possivel que sua presenca estimule a acdo imune e resulte, da mesma maneira, numa possive
destruicdo do tumor, 0 que ndo é possivel de se analisar em eénsatos que exploram
exclusivamente a determinacdo da viabilidade e proliferacdo celular.

Portanto, decidiu-se realizar o ensaio denominadstern blat o qual permite a
identificagdo de algumas proteinas complexas de interesse extraidas da matriz celular, como a
NF- % SDUD D OLQKDJHP FHO XNeseputilizouide 8 pratédnabbetatactina,
uma isoforma da actina, envolvida na motilidade, estrutura e integridade celular, como fator
constitutivo de referéncia do ensaio (proteina controle de carregamento), de modo a por meio
dos resultados obtidos com ela, normalizar os niveis de proteinas detectados. Isto foi feito
através da analise das razdes de hdtaa e NF- % SDUD F D G DenDddiQadnd H P
registro das respostas absolutas, visando relativizar erros inerentes da técnica, como
problemas na quantificacdo, efeito de borda, entre outros, que dificultam a analise dos
resultados diretos oriundos desta abordagem.

Os resultados deste ensaio estdo expressos na Figura 42, que mostra a resposta visual ¢
os valores proporcionais densitométricos das respostas, e na Figura 43, na qual se observa 0s
valores absolutos componentes destas razdes, para melhor visualizacéo.

E possivel observar (Figura 48ue, para ambas as linhagens, a adicdo do farmaco
reduziu a quantidade de proteinaN#%% QR LQWHULRU GDV FpOXODV DR VH
consistindo das células tratadas com DMSO. Esta reducdo msstpmara a linhagem 4T1,

dependente da concentracdo, indicando que o farmaco pode estar de fato modulando a
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expressao desse fator nuclear. Essa variacao ficou mais evidente para a linhagem HN13, ao se
comparar com as células tratadas com DMSO, principalmente para a maior concentracdo do
farmaco, levando a mesma conclusdo da outra linhagem, a 4T1. Observa-se que ha um
aumento da razdo na resposta do DMSO para a linhagem HN13 em relacdo ao controle B,
oriundo do aumento da quantidadeNfe % Esse aumento da razéo também acontece para
quando estas células séo tratadas com 5 pg de 1Q, no entanto, € possivel observar que amba
apresentam maior quantidade NE&- % resultando no aumento da razdo em relacdo ao

controle.

Figura 42 + Western blotpara as linhagens celulares 4T1 e HN13 e suas razdes
densitométricas (nUmeros entre as bandas para®WF-H -DefaVédtina), sendo CTA € o

controle da linhagem 4T1 e CTB o controle de HN13.

Uma suposicao feita € quanto a possibilidade dos valores observadbs @&épara o
controle serem inferiores ao normal, visto que para a linhagem 4T1 esta apresentou quase 0
dobro desta leitura, e considerando este inesperado aumento quando do tratamento com
DMSO, supbe-se que o controle B apresentaria, normalmente, um valor superddF-paa
devido a possiveis erros experimentais, ou erro de leitura. Isso mostra o quao delicado é este
ensaio, e sua natureza semi-quantitativa.

Ainda assim, € possivel observar reducdo em relacdo ao controle, para ambas as
linhagens celulares, para a concentracao de 20 pg de farmaco, e ainda a menor quantidade de
proteinaNF- %mostrando que este de fato desencadeia uma resposta imune.

Desta forma, muito embora os dados do ensaio de viabilidade celular ndo tenham
apresentado resultados promissores para a acdo do farmaco, estes nédo devem ser consideradc
como desencorajadores, visto que 0 mecanismo de acdo deste é bastante complexo, e apena
ensaiosin vitro ndo conseguem replicar o organismo e a juncdo de diversos sistemas

necessarios para que tenha agédo antitumoral, sendo requeridos iangampara a melhor
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusodes

As membranas de quitosana e alginato preparadas com diferentes propor¢cdes massicas
dos dois compostos (de 0 a 3) apresentaram-se integras, lisas e homogéneas, como excec¢éao d
formulacdo com QA 3:1, a qual ndo se mostrou estruturalmente estavel, ndo formando o
complexo polieletrolito satisfatoriamente.

Ja as formuladas com o antineoplasico imiquimode incorporado apresentaram bolsdes
de farmaco distribuidos pela estrutura, com excecdo da membrana de quitosana, na qual a
deposicdo da droga ocorreu na forma de pequenas fibras brancas dispersas por toda sua
estrutura. De uma forma geral, a adicdo do farmaco resultou em reducdo do diametro,
aumento da espessura, da opacidade das membranas e da resisténcia mecanica, deixando-z
mais esbranquicadas, muito embora todas tenham se mostrado pouco opacas. A formulacéo
gue apresentou a maior eficiéncia de incorporagcédo da droga foi a de quitosana, atingindo o
valor de 99,88%. A membrana de quitosana sem farmaco apresentou a maior resisténcia a
tracdo, e das membranas com farmaco incorporado, a mais resistente mecanicamente foi a
formulacdo QA 1:1, e a de maior opacidade foi a de alginato com imiquimode, com valor de
4,27%.

A membrana de QAl:1 apresentou a maior capacidade de absorcdo de agua, com
2,31g/g, enquanto a de alginato apresentou a maior absorcdo para a solucdo de saliva
simulada, com 10,42 g/g. JA em solucdo de tampédo acetato, a membrana de quitosana foi
solubilizada, enquanto a de QA 1:1 com farmaco absorveu 57,19 g/g. A solucdo salina
tamponada solubilizou todas as formulagbes que possuiam alginato.

A liberacdo do imiquimode das membranas em solucao de saliva simulada apresentou
um mecanismo do tipquastFickiano, em que a difusdo ocorre parcialmente pela matriz e
parcialmente pelos poros intumescidos da mesma, com influéncia do intumescimento para as
formulacdes de quitosana e QA 1:1. J& em solugdo salina tamponada, a membrana de
quitosana e a de QA 1:1 tiveram seu mecanismo de liberagdo controlado pelo intumescimento
da matriz em conjun¢édo com a difusdo Fickiana, enquanto as formulagcbes de alginato e QA
1:3 apresentaram o comportamento denominado Supercaso Il, no qual é possivel observar
mecanismos de transporte decorrentes do estresse mecanico sofrido pela matriz polimérica
causado pelo intumescimento, desenovelamento de cadeia poliméricas e subsequente erosao.

Os ensaios de TGA permitiram concluir que a adicdo do farmaco na formulacao
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resulta em interagcdes deste com os polimeros formadores da matriz, alterando os eventos
térmicos presentes nestas formulagdes.

As formulacbes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa a 95% de
confianca quanto a propriedade de mucoadesividade, mostrando que adi¢cdo do farmaco nao
alterou esta propriedade dos polimeros.

Os ensaios biolégicos permitiram avaliar a acdo da droga diretamente na viabilidade
celular. Embora ndo se tenha verificado morte das células oriundas das linhagens FaDu e
HN13 em decorréncia da acéo direta da droga, as da linhagem 4T1 sofreram grande variacao
em sua viabilidade. O ensaio deestern blotpossibilitou a confirmacdo prevalente da
literatura que esta droga atua na modulacdo de proteinas complexas resultando em uma
resposta imune que leva a inducdo de morte tumoral, possibilitando sua utilizacdo no
tratamento de carcinoma de células escamosas. O teste de viabilidade direto mostrou que a
formulagdo de QA 1:1 foi a que mais alterou a viabilidade celular, enquanto o teste indireto
mostrou que a membrana de quitosana é a que apresenta o efeito mais desejavel, de modo que
as formulacbes tém de fato potencial para o tratamento desta neoplasia, mas nao
necessariamente se pode explicitar qual seria a formulacdo mais atrativa.

Assim, o sistema proposto pode ser viadvel para os locais de aplicacdo propostos, visto
que este apresentou resisténcia mecanica e estabilidade a temperatura adequados, e embora
liberacdo tenha sido inferior ao que se encontra em materiais disponiveis comercialmente na
forma de creme, a quantidade liberada mosseadequada considerando as interagdes do
farmaco hidrofébico com a pele e sua elevada permeabilidade a compostos lipofilicos, em
especial a membrana de QA 1:3, com liberagdo de imiquimode de 18,91 pg/mL, os quais
apresentaram-se dentro da faixa de concentracdo de farmaco, de 5 a 2@ug/ratlyziram
a viabilidade celular das linhagens tumorais utilizadas nos ensaios bioldgicos dentro da faixa
de tempo pré-estipulada correspondente ao periodo de sono do paciente, de aproximadamente

8 horas.

5.2  Sugestbes para trabalhos futuros

Para a continuidade deste trabalho, sugere-se:

a) Avaliagdo da incorporagdo do imiquimode nas membranas a partir da dissolugao
prévia do farmaco em solvente adequado, como o acido aceético concentrado, e a
adicao deste ao PEC.

b) Exploragédo de técnicas de micronizagdo do imiquimode, com vistas a melhorar sua



d)

9)

h)
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distribuicdo na matriz polissacaridica e a aumentar sua disponibilidade para
solubilizagdo em meios fisiologicos.

Avaliacdo da solubilidade de imiquimode em solucdo de quitosana acida e o quanto
esta é capaz de influenciar o processo de complexacdo com alginato ou outros
polieletrdlitos.

Realizacdo de ensai@s vitro de permeacdo de liberacdo do farmaco em mucosas,
particularmente na mucosa oral de porcos, que consistem em ensaios de referéncia
para o tipo de aplicacéo almejada.

Estudo do comportamento da mucosa bucal frente ao contato com o imiquimode livre,
levantando-se dados de potenciais efeitos colaterais.

Estudo de mucoadesdo das membranas em diversos tipos de mucosasidésoia

palato duro a bochecha, de modo a refinar o potencial de aplicacao do sistema.
Comparacédo dos resultados dos ensaios de mucoadesividade com dados obtidos com
padrdes de material mucoadesivo e ndo mucoadesivo.

Estudo de tempo de retencédo e integridade da amostra quando aderida ao tecido de
mucosa alvo quando sob influéncia de sucessivas lavagens com solucéo de saliva.
Realizacéo de ensaigsvivoem animais para analisar a eficiéncia do imiquimode em
tumores de CCE, e caso os dados sejam promissores, a realizacdo de testes clinicos em

humanos.
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