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RESUMO

A curcumina (CUR) e a melatonina (MEL) sdo compostos naturais que exibem atividade
antitumoral em carcinoma espinocelular (CEC) oral. Apesar das vantagens associadas ao
tratamento local do cancer de boca, a administracdo de farmacos na cavidade oral é
desafiadora, ja que ¢ preciso superar os efeitos mecanicos e fluxo salivar que podem
remover rapidamente a forma farmacéutica da mucosa. As nanoemulsdes sdo sistemas de
administracdo de farmacos potenciais para liberagdo de farmacos na cavidade oral,
permitem a entrega de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma formulagdo. Além
disso, podem ter sua superficie modificada pela introdugdo de diferentes ligantes que
podem direcionar a nanoemulsao a receptores alvo especificos de células tumorais. Dessa
forma, esse estudo teve o objetivo de desenvolver nanoemulsdes inicialmente cationicas
compostas por CUR e MEL (NEcur/meL) como uma nova abordagem para o tratamento
adjuvante do CEC. Para promover o direcionamento especifico ao receptor CD44
superexpresso no cancer de boca as nanoemulsdes foram combinadas com acido
hialurénico (HA) para obter nanoemulsdes revestidas com HA carregadas com CUR e
MEL (HA-NEcurmerL). As nanoemulsdes foram caracterizadas quanto ao tamanho,
potencial zeta, teor e perfil de liberagao de farmacos, assim como foi demonstrada sua
capacidade mucoadesiva. As formulagdes obtidas apresentaram tamanho nanométrico e
com baixa dispersdo de tamanho, seu teor foi cerca de 85 ng/mL de CUR e 490 ng/mL
de MEL. A capacidade mucoadesiva das nanoemulsdes foi evidenciada pela forte
capacidade de interagir com a mucina, demonstrando a superioridade das formulacdes
revestidas com HA. Estudos de citotoxicidade in vitro foram realizados com as linhagens
HACAT, CAL27 e SCC9 pelas técnicas de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-
2,5-difeniltetrazolio) e SRB (Sulforodamina B). Esse estudo demonstrou que as
nanoemulsdes resultaram em menores viabilidades celulares quando comparadas aos
farmacos livres, demonstrando morte celular induzida por apoptose. A influéncia positiva
da associa¢do de CUR/MEL e revestimento s6 pode ser observado pela técnica de MTT.
A internalizacao celular de CUR a partir das nanoemulsdes foi superior ao farmaco livre,
mas ndo demonstrou diferenga significativa em funcdo do revestimento. Esferoides
multicelulares com as mesmas linhagens foram obtidos e tratados com HA-NEcurMEL €
CUR/MEL por até 72 h. Nesse caso as nanoemulsdes mesmo em baixas concentracdes
foram capazes de alterar a integridade das esferas de CAL27 e SCC9, preservando
HACAT. A polaridade celular avaliada apos 24 h de tratamento com HA-NEcur/mMEL €
CUR/MEL demonstrou a capacidade da nanoemulsdo em reduzir a polarizagdo,
principalmente quando consideramos a SCC9. Esses achados sugerem que HA-
NEcurmMEL podem ser considerados como uma abordagem promissora no tratamento
coadjuvante do cancer oral.

Palavras-chave: Cancer de boca; nanoemulsdo; curcumina; melatonina; acido

hialurénico; mucoadesao.



ABSTRACT

Curcumin (CUR) and melatonin (MEL) are natural compounds that have exhibited
anticancer effects against oral squamous cell carcinoma (OSCC). However, despite the
advantages of the local treatment of oral cancer, the delivery of drugs in the oral cavity
may be challenging since drugs need to overcome the mechanical effects of the salivary
washout that can quickly remove the dosage form from oral mucosa. Nanoemulsions have
emerged as potential carriers for drug release in the oral cavity, allowing the delivery of
both hydrophilic and hydrophobic drugs in the same formulation. Besides, nanoemulsions
may have their surface modified by introducing different types of ligands to target
receptors expressed on the surface of the cells. Considering that, in this study, we describe
the development of cationic nanoemulsions co-delivering CUR and MEL (NEcur/MEL) as
anew approach for adjuvant treatment of OSCC. Aiming to target the cluster-determinant
44 (CDA44) receptor, which is overexpressed in the OSCC, the nanoemulsions were coated
with hyaluronic acid (HA) to generate CUR/MEL-loaded HA-coated nanoemulsions
(HA-NEcurmMEL). The nanoemulsions were prepared and characterized according to size,
zeta potential, drug loading, accelerated stability, release profiles and mucoadhesive
proprieties. The nanoemulsions showed nanometric size and narrow particle size
distribution with drug content of 85 ug/mL (CUR) and 490 pg/mL (MEL). The
mucoadhesive capacity of nanoemulsions was evidenced by strong ability to interact with
mucin. /n vitro cytotoxicity studies were carried out on the HACAT, CAL27 and SCC9
cell lines by using the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium
bromide) and SRB (Sulforhodamine B) method. These studies demonstrated that
nanoemulsions significantly decreased the viability of tumor cell lines by inducing
apoptosis. The positive influence of CUR/MEL association and HA-coating was observed
by the MTT technique only. Cellular uptake of CUR from nanoemulsions was greater
than free CUR, but it did not show significant difference between nanoemulsions.
Multicellular spheroids (HACAT, CAL27 and SCC9) treated with HA-NEcurm™mEL and
CUR/MEL for 72 h showed reduction sphere integrity of CAL29 e SCC9, of CAL27 and
SCC9 spheres, preserving HACAT. Cell polarity evaluated after 24 h of treatment with
HA-NEcurmer and CUR/MEL demonstrated the ability of nanoemulsion to reduce
polarization, especially on SCC9. These findings suggest that HA-NEcurmeL may be
considered a promising approach for the coadjutant treatment of oral cancer.

Keywords: Curcumin, melatonin, oral cancer, mucoadhesion, nanoemulsions,
hyaluronic acid.
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O carcinoma de cabega e pescoco (CCP) ¢ o sexto cancer mais comum em todo
o mundo, com 890.000 novos casos e 450.000 mortes em 2018. A incidéncia de CCP
continua crescendo e estimasse que deverd aumentar em 30% (ou seja, 1,08 milhdo de
novos casos anualmente) at¢ 2030 (BRAY et al.,2018; FERLAY et al.,2019; JOHNSON
et al.,2020). A exposi¢ado a agentes carcinogénicos, incluindo tabaco e alcool, constituem
o fator etiologico dominante dessa patologia. No entanto, ha estudos que mostram ainda
o envolvimento de variagdes genéticas, bem como infec¢des por virus do papiloma
humano (HPV) e virus Epstein-Barr (EBV) no desenvolvimento desse cancer (COHEN;
FEDEWA; CHEN, 2018; KAIDAR-PERSON; GIL; BILLAN, 2018;
KAREEMAGHAY; TAVASSOLI, 2018).

O CCP se refere a um grupo de canceres biologicamente similares, que afetam
os labios, cavidade oral, laringe, faringe, seios paranasais e glandulas salivares. Do ponto
de vista histoldgico, cerca de 90% de todos os casos caracterizam-se como carcinoma
espinocelular (CEC), sendo que a maioria das lesdes ocorrem na cavidade oral, incluindo
mucosa bucal, gengiva, palato duro e lingua (COLOMBO; RAHAL, 2009; D’'SOUZA;
ADDEPALLI, 2018; PAI;, WESTRA, 2009; SCUTT et al, 2016). Como sao
assintomaticos nos estagios iniciais, a detec¢do do cancer da boca torna-se dificil. Dessa
forma, o CEC representa uma significativa preocupagao de saude global, uma vez que os
pacientes geralmente apresentam a doenga em estagio avancado, o que requer uma terapia
multimodal e extensa. O tratamento do CEC com inten¢do curativa consiste em cirurgia
e/ou radioterapia, as vezes combinadas com quimioterapia adjuvante, dependendo do
local do tumor, extensdo e caracteristicas histologicas (D’SOUZA; ADDEPALLLI, 2018;
LUBEK, 2018; MENDENHALL ef al., 2018). A quimioterapia padrao atual ¢ baseada
na administracdo da cisplatina, associada ou nao ao cetuximabe. Até recentemente, as
opcdes de tratamento de segunda escolha incluiam o cetuximabe, metotrexato e taxanos,
todos associados a efeitos colaterais significativos e baixa taxa de resposta terapéutica, de
apenas 10% a 13%. A resisténcia a multiplas drogas ¢ a principal razdo para a baixa
eficacia da quimioterapia antineoplasica. A maioria dos pacientes ndao responde ao
tratamento ou desenvolve resisténcia adquirida, portanto, ¢ crucial buscar novas
estratégias de tratamento que sejam menos agressivas, capazes de aumentar a taxa de
sobrevida e melhorar a qualidade de vida do paciente. Neste sentido, torna-se
imprescindivel a pesquisa por novos alvos terapé€uticos e farmacos para aumentar os

efeitos citotoxicos dos tratamentos convencionais, sem potencializar os efeitos adversos
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(CRUZ; VAISH; DHAR, 2018; KAREEMAGHAY; TAVASSOLI, 2018; SIM;
LEIDNER; BELL, 2019).

Compostos bioativos extraidos de diversas fontes naturais tém sido considerados
potenciais candidatos no desenvolvimento de novos firmacos para o tratamento das
neoplasias. Nos ultimos anos, a grande maioria dos medicamentos aprovados pelo FDA
para tratamento do cancer ¢ constituida por produtos naturais ou compostos sintéticos
obtidos com base nos mesmos (BISHAYEE, 2017; KHAZIR et al., 2014). A curcumina
(1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona) € um polifenol derivado da
planta Curcuma longa L., comumente chamada de acafrdo. Muitas pesquisas ao longo
dos anos tém atribuido a curcumina atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anticancer,
antiviral e antibacteriana, como indicado por mais de 6.000 citagcdes encontradas (HU et
al.,2015; PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014; WILKEN et al.,2011). A curcumina
tem se mostrado promissora tanto como um potencial agente quimiopreventivo, quanto
no tratamento adjuvante no cancer. Além disso, ensaios clinicos mostraram que a
curcumina ¢ bem tolerada apd6s administragdo oral, apesar da sua limitada absor¢o
(DHILLON et al., 2008).

Outra substancia de origem natural que pode ser citada com atividade
anticancerigena ¢ a melatonina (N- [2- (5-metoxi-1H-indol-3-il) etil] acetamida). Sua
sintese pode ser verificada em bactérias, organismos unicelulares, algas, plantas,
invertebrados e em muitos 6rgdos de vertebrados, principalmente na glandula pineal
(AGATHOKLEOUS; KITAO; CALABRESE, 2019; YEH et al., 2017). A melatonina
apresenta uma grande variedade de atividades bioldgicas, incluindo propriedades anti-
inflamatoérias e antioxidantes, bem como reguladora do sistema imunologico e do ciclo
circadiano (FERNANDEZ-GIL et al., 2019; HARPSOE et al., 2015; SHEN et al., 2018).
Estudos avaliando sua ac¢do sobre células cancerigenas demonstraram sua capacidade de
induzir espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelulares, as quais quando se
acumulam, desempenham papel importante na apoptose e autofagia mediada por
mitocondrias. Em conjunto com alguns farmacos quimioterapicos, a melatonina tem
mostrado atividade citotdxica sinérgica. Ainda, a melatonina diferencia as células
tumorais das normais, atenuando os efeitos toxicos dos quimioterapicos e reduzindo a
resisténcia a multiplos farmacos (FAVERO et al., 2014; NAJAFI et al., 2019; SHEN et
al., 2018).
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Muitos estudos in vitro e in vivo atribuem propriedades oncostaticas para
curcumina ¢ melatonina contra carcinoma espinocelular e outros tumores da cavidade
oral. Varios mecanismos bioldgicos sdo citados, envolvendo principalmente seus efeitos
antiproliferativos, moduladores da expressdo oncogénica, antioxidantes, anti-
inflamatoérios, antimetastaticos e antiangiogénicos (ARDITO et al., 2018; CUTANDO et
al.,2014; LIU; MADU; LU, 2018; MEHTA; KAUR, 2014; YANG et al., 2017). Muitos
estudos em cultura de células tém mostrado o efeito da curcumina no CCP, por meio da
inibi¢cdo da proliferagdo, redugdo da viabilidade celular e indug¢ao da apoptose. Estudos
in vivo também evidenciaram resultados promissores do uso da curcumina na redugdo do
crescimento do tumor em modelos de cancer oral (BORGES et al., 2017; WILKEN et al.,
2011). Por outro lado, evidéncias tém mostrado que a associa¢do da melatonina com a
curcumina pode favorecer a atividade antitumoral. Como mostrado por Shrestha et al.
(2017), o tratamento combinado destes dois compostos produziu um efeito sinérgico
sobre a inibi¢do do crescimento tumoral, tanto in vitro quanto in vivo, no cancer de bexiga.
Entretanto, a aplicagdo clinica destes compostos tem sido limitada devido a baixa
biodisponibilidade exibida por eles, fato que pode ser explicado pela baixa solubilidade
em agua, extenso metabolismo de primeira passagem e rapida eliminacdo sistémica
(DEMURO; NAFZIGER; BLASK, 2000; HARPSOE et al., 2015; MAHMOOD et al.,
2015; MAZZARINO et al., 2012; KOMNINOU et al., 2016; PRASAD; TYAGI,
AGGARWAL, 2014).

Entre as estratégias que podem ser utilizadas para superar essas limitagdes esta
a veiculagao em sistemas de liberacao de farmacos nanoemulsionados. As nanoemulsodes
sao emulsdes cineticamente estaveis com tamanho de goticulas na faixa nanométrica,
capazes de melhorar a solubilidade aparente e biodisponibilidade de farmacos
hidrofébicos (HELGESON, 2016; SASIKUMAR; KAMALASANAN, 2017).
Adicionalmente, esses nanocarreadores podem se acumular passivamente nos tumores,
devido a vasculatura anormal deste tecido. Em decorréncia do intenso processo de
angiogénese, o endotélio dos vasos que irrigam os tumores apresenta fenestragdes que
permitem o extravasamento de particulas submicrométricas. Além disso, a auséncia de
sistema linfatico para drenagem resulta em acumulo das particulas no interior dos tecidos
tumorais, ocasionando o efeito denominado EPR (do inglés, Enhanced Permeation and
Retention) e provocando a maior liberacao do farmaco no sitio de acdo. Adicionalmente,

a superficie dos nanocarreadores pode ser alterada, o que possibilita realizar seu
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direcionamento especificamente para as células tumorais, utilizando um mecanismo de
acdo baseado em moléculas expressas na superficie das células alvo (MARCAZZAN et
al., 2018; OLIVEIRA et al., 2012). A este respeito, o revestimento de nanoemulsdes
cationicas com dacido hialurénico, um polissacarideo natural encontrado na matriz
extracelular e fluidos sinoviais do corpo, pode ser empregado como estratégia para
direcionar compostos anticancerosos para cé€lulas cancerigenas que superexpressam o
receptor CD44, como as do cancer de boca. As nanoemulsdes catidnicas podem
estabelecer interagdes eletrostaticas com componentes anidnicos, tais como o acido
hialurénico, e serem usadas para veicular farmacos antitumorais para as células
cancerosas (CAI et al., 2019; GOTOV et al., 2018; TIWARI; BAHADUR, 2019;
WICKENS et al., 2017; ZHONG et al., 2018). Além disso, a modificacdo das particulas
com &cido hialurénico ainda pode atribuir ao sistema propriedades mucoadesivas,
caracteristica importante quando se projeta um sistema de liberagdo de farmacos que
necessite de contato prolongado com mucosas (KIM et al., 2019a).

Levando em considerac¢do os aspectos mencionados acima, o presente trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento de nanoemulsdes catidnicas contendo curcumina
e melatonina revestidas com acido hialurdnico, visando a administracdo bucal no cancer
de boca. A administragdo localizada de farmacos para o tratamento de patologias que
afetam a cavidade oral tem sido considerada uma estratégia promissora que permite
contornar a limitacao terapéutica de fArmacos com baixa biodisponibilidade. A mucosa
bucal possui baixa atividade enzimadtica, ¢ altamente vascularizada e apresenta boa
permeabilidade. Além do mais, essa via evita o metabolismo de primeira passagem
hepatico, uma das causas da baixa biodisponibilidade da curcumina e melatonina, assim
como de muitas outras substancias ativas. Nesse sentido, além de interagir com a camada
mucosa, prolongando o tempo de contato e aumentando a biodisponibilidade bucal, o uso
de nanoemulsdes catidnicas revestidas com 4cido hialuronico permitiria liberar a
curcumina e melatonina diretamente nas células cancerosas aumentando a eficacia
terapéutica, sem produzir os efeitos adversos dos agentes antineoplasicos convencionais,
melhorando, assim, a qualidade de vida dos pacientes. (ALI et al., 2018; MORALES;
BRAYDEN, 2017).

Considerando o exposto, o desenvolvimento de nanoemulsdes revestidas com
acido hialuronico para administragdo bucal de curcumina e melatonina, assim como sua

avaliagdo in vitro foram articulados neste trabalho. Para atingir os objetivos propostos,
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diferentes etapas foram realizadas e seus resultados foram apresentados na forma de
capitulos. O primeiro capitulo contempla o Manuscrito I e descreve o desenvolvimento
e validagdo do método analitico para quantificacdo simultinea dos farmacos nas
formulagdes. No segundo capitulo se encontra o Manuscrito 2 que descreve o
desenvolvimento e caracterizagdo das nanoemulsdes e atividade citotdéxica em uma
linhagem tumoral. Por fim, o capitulo 3 refere-se a atividade antitumoral in vitro das
nanoemulsoes ¢ dos farmacos livres, isolados ou em associagdo em diferentes modelos
de cultura de células de cancer de boca. Os resultados obtidos foram analisados e
discutidos buscando compreender se a associagcdo dos farmacos curcumina ¢ melatonina
em uma mesma formulagdo e se o emprego de nanoemulsdes poderia melhorar e eficacia
do tratamento do cancer de boca, podendo servir como uma alternativa complementar as

terapias existentes com vistas a melhorar a qualidade de vida desse paciente.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoemulsdes catiOnicas contendo curcumina e melatonina

revestidas com acido hialurénico com vistas ao tratamento local do cancer de boca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver nanoemulsdes catidnicas revestidas ou ndo com éacido hialurénico
contendo curcumina e melatonina pela técnica de emulsificagdo espontanea,
utilizando diferentes lipidios catidnicos e 6leos vegetais;

e Desenvolver e validar metodologia analitica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos (DAD) para determinacao
simultanea de curcumina e melatonina nas nanoemulsdes;

o Caracterizar as formula¢des obtidas quanto ao tamanho, distribuicdo
granulométrica, potencial zeta, morfologia, teor e eficiéncia de encapsulagao;

e Obter o perfil de liberagdo da curcumina e melatonina a partir das nanoemulsoes;

e Avaliar a estabilidade e propriedades mucoadesivas das nanoemulsdes em
modelos in vitro;

e Determinar a citotoxicidade e tipo de morte celular das nanoemulsdes e dos
farmacos livres em linhagem de queratinocitos HACAT e linhagens tumorais de
cancer de cabeca e pescoco CAL27 e SCC9;

e Investigar o efeito do revestimento com acido hialuroénico sobre a internalizagao
celular das nanoemulsoes;

e Avaliar o indice de polaridade das cé€lulas apds tratamento com as nanoemulsdes;

e Analisar visualmente a atividade das nanoemulsoes em esferoides celulares das

linhagens HACAT, CAL27 e SCC9.
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3.1 CANCER DE BOCA

O cancer ¢ um crescente problema de saude publica em todo o mundo, os
carcinomas de cabega e pescoco (CCP) estdo entre os grupos que apresentam alta
incidéncia, prevaléncia e mortalidade. Dentro desse grupo, o cancer de boca e orofaringe
constituem as neoplasias mais frequentes, sendo responsaveis pelo 6bito de mais de 219
mil pessoas em todo mundo, no ano de 2012 (MORO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2017).
O niimero de casos novos de cancer de boca esperados para o Brasil, para cada ano do
triénio 2020-2022, é de 11.200 casos em homens e de 4.010 em mulheres. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 10,70 casos novos a cada 100 mil homens,
ocupando a quinta posi¢ao, e de 3,71 para cada 100 mil mulheres, ocupando a décima
terceira posicao entre todos os tipos de cancer (INCA, 2019).

O cancer da boca, que inclui o cancer de labio e cancer intraoral, ¢ um tumor
maligno que pode afetar labios, gengivas, bochechas, céu da boca, lingua e sua regido
inferior, como ilustrado na Figura 1. O carcinoma espinocelular (CEC) representa a forma
mais comum de cancer na cavidade intraoral e tem sua origem a partir dos queratindcitos
(D’SOUZA; ADDEPALLI, 2018; ETTINGER, K.; GANRY, L; FERNANDES, 2019;
KRUGER et al., 2013; PARIZI et al., 2010; ZANINI et al., 2004).

Figura 1. Cancer de boca afetando a) assoalho da boca b) borda lateral da lingua.

Fonte: Francisco ef al. (2014).

A boca por se tratar de uma regido de facil acesso para exame, acaba permitindo
que profissionais de saide e até o proprio paciente possam visualizar diretamente
alteragdes suspeitas, podendo levar a um diagnostico precoce. Entretanto, esse
diagnodstico pode ser dificultado uma vez que as lesdes iniciais, muitas vezes
oligossomaticas, ndo sao valorizadas pelo paciente e profissionais da satide. Dessa forma,
na maioria dos casos ocorre o diagndstico tardio, em estagios mais avangados da doenga,

comprometendo o tratamento, o progndstico e sobrevida dos pacientes. Os CECs orais
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apresentam uma alta taxa de cura nos estagios iniciais, cerca de 80%. Ja no estagio
avangado, a taxa de cura cai para apenas 20% (D’SOUZA; ADDEPALLI, 2018; LE
CAMPION et al., 2016; MORO et al., 2018).

A etiologia do cancer de boca intraoral ¢ multifatorial. Estudos apontam o
consumo de tabaco e alcool como os fatores de risco mais significantes. O uso simultaneo
dos fatores citados parece apresentar um efeito sinérgico no surgimento do cancer,
aumentando de 10 a 20 vezes o risco de seu desenvolvimento. Dessa forma, o CEC parece
afetar mais homens do que mulheres, muito provavelmente devido ao estilo de vida
masculino que pode incluir uma maior exposi¢ao ao tabaco e consumo mais frequente de
bebidas alcoodlicas (ARAYA, 2018; FELLER; LEMMER, 2012; MONTERO; PATEL,
2015; MORO et al., 2018). Entretanto, o tabagismo e uso de bebidas alcoolicas ndo
podem ser relacionados a todos os casos de CEC. Nos ultimos anos, houve um aumento
consideravel na incidéncia de casos, em que os pacientes ndo foram expostos a estes
fatores de risco ou, se expostos, foram de forma reduzida. Recentemente, estudos
apontam que bolsas periodontais podem servir como reservatorios para o HPV,
citomegalovirus e virus Epstein-Barr, agentes que podem ser associados ao cancer de
boca. Além disso, lesdes periodontais cronicas podem envolver mediadores
inflamatorios, como a interleucina 1 beta (IL-1p) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), os quais foram previamente associados a carcinogénese (ANDRADE; SANTOS;
OLIVEIRA, 2015; MARCAZZAN et al., 2018; MONTERO; PATEL, 2015; OMAR,
2013).

O tratamento do CEC oral depende do estagio de desenvolvimento do mesmo.
Nos estagios iniciais pode ser realizada a ressecg¢do cirtrgica, sempre preferida,
dependendo da localizacdo e extensdo do tumor. Ela permite a obten¢do de informagdes
sobre o tumor por meio da verificagdo do seu grau de disseminacdo e das caracteristicas
histopatologicas, auxiliando a avaliar seu risco e determinando o correto manejo do
paciente. A radioterapia aparece como uma alternativa a cirurgia, que apesar de apresentar
taxas de controle de cancer inferiores, permite a acdo em tumores locorregionalmente
mais avanc¢ados, onde a extensdo do mesmo ultrapassa os limites operaveis (ANAYA et
al., 2018; CRUZ; VAISH; DHAR, 2018; MONTERO; PATEL, 2015). Estagios mais
avangados exigem uma abordagem de tratamento multimodal, utilizando cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A sequéncia e combinacdo das terapias depende de cada

caso (ANAYA et al., 2018).
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Os quimioterapicos mais comumente utilizados na terapia sao a cisplatina e 5-
fluoruracila, havendo ainda relatos da utilizagdo de carboplatina, paclitaxel, docetaxel e
hidroxiureia. Devido a ampla distribuicao, o tratamento quimioterapico do CEC pode
resultar em diversos efeitos colaterais decorrente da exposicao de células saudaveis, além
do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a multiplas drogas, o que ocasiona
uma baixa resposta terapé€utica e falha no tratamento em muitos casos. Os mecanismos
de resisténcia no cancer oral ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas parecem estar
relacionados principalmente a superexpressdo de canais de transporte de multiplas
drogas, que sdo responsaveis pelo efluxo do farmaco da célula tumoral, reduzindo sua
quantidade intracelular e diminuindo sua eficacia. Com isso, a utilizacdo de
quimioterapicos resulta em uma redug¢do pouco significativa no tamanho do tumor,
podendo ocorrer recidiva e resisténcia ao tratamento (GLENNY et al., 2010;
MARCAZZAN et al., 2018; WANG; ZHAO; GOLDMAN, 2003). Assim, para superar
os desafios desse tratamento, diferentes estratégias terapéuticas precisam ser combinadas
a fim de vencer os mecanismos de resisténcia nas células tumorais, aumentar a eficacia
terapéutica e minimizar os efeitos colaterais (SHI et al., 2019).

Os produtos naturais configuram um recurso valioso na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos contra o cancer. Nas ultimas trés décadas, estima-se
que cerca de 80% dos medicamentos aprovados pelo FDA para tratamento do cancer sao
de origem natural ou semissintéticos. A capacidade preventiva e/ou anticancer
desempenhada pelos produtos naturais pode ser explicada por multiplos mecanismos
celulares e moleculares, tais como eliminacao de radicais livres, reparo de DNA, alteragao
no ciclo celular, apoptose, autofagia, atividade anti-inflamatéria e antiangiogénica, entre
outros (BISHAYEE, 2017; CRAGG; PEZZUTO, 2016; RAJESH et al., 2015). Dentre os
compostos naturais, a curcumina e melatonina tem mostrado destacada atividade
antitumoral e uma vez sendo os farmacos de escolha deste trabalho, uma revisdo mais

detalhada ¢ descrita a seguir.

3.2 CURCUMINA

O acafrdo, conhecido popularmente como acafrdo-da-terra ou curcuma, ¢
composto por um pod fino e de coloragdo amarelo alaranjada obtido dos rizomas da

Curcuma longa L., uma planta nativa no leste asiatico. A circuma ¢ uma especiaria
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amplamente utilizada e bastante tipica na culindria indiana, além de compor parte
importante da medicina tradicional indiana e chinesa. Essa planta contém uma classe de
compostos polifendis denominados curcumindides que compreendem de 3 a 5% do seu
rizoma (Figura 2). A curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-
diona) (CUR) (Figura 2A) ¢ o curcumindide majoritario (77%) presente na curcuma,
sendo o principal responsavel pela coloracao amarela e efeitos terapéuticos associados a
ela (JIANG; LIAO; CHARCOSSET, 2020; KHAN et al., 2018; MARCHI et al., 2016;
WILKEN et al., 2011).

Figura 2. Estrutura quimica e porcentagem dos curcumindides encontrados na Curcuma
longa L. A) Curcumina B) Dimetoxicurcumina C) Bisdemetoxicurcumina.

A o o
HQCOM/\ OCH3
(:j: — 77%
HO' OH

o o0
B o > OCHs
— 17%
HO OH
0o 0
c N F
@\ > 3%
HO OH

Fonte: Naksuriya et al. (2014).

A CUR apresenta baixo peso molecular (368,37 g/mol) e é composta por dois
anéis metoxifenois ligados simetricamente em conjugacao pela por¢do B-dicetona. Essa
por¢ao da molécula permite que a CUR exiba um tautomerismo ceto-endlico (Figura 3)
devido a transferéncia intramolecular do atomo de hidrogénio. A forma enol é mais
estavel energeticamente na fase solida e, dependendo do solvente, at¢ 95% pode se
apresentar nessa forma (JANKUN et al., 2016; PRIYADARSINI, 2014; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 3. Tautomerismo ceto-endlico da curcumina.
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Sua molécula apresenta trés grupos funcionais reativos, a por¢ao dicetona e dois
grupos fendlicos determinam a atividade da CUR. Em condigdes fisiologicas as formas
ceto e enol desempenham papel importante na sua atividade antioxidante eliminando
radicais livres por meio de doagdo e transferéncia de elétrons de hidrogénio
(PRIYADARSINI, 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 2015). A CUR possui trés
equilibrios 4acido-base em solugdo: pKai: 8,38, pKax: 9,88 e pKas: 10,51. O pKa;
corresponde ao hidrogénio do grupo enol e o pKa> e pKas sdo atribuidos aos hidrogénios
dos grupos fenolicos (ABOUDIAB; TEHRANI-BAGHA; PATRA, 2020). Suas
propriedades quimicas ainda dependem da polaridade do solvente, pois se trata de uma
molécula hidrofobica com um Log P de 3,2 , sendo quimicamente mais estavel entre pH
1-6, mas praticamente insoltivel em agua nesta faixa de pH (CAS; GHIDONI, 2019;
JIANG; LIAO; CHARCOSSET, 2020).

Devido as suas caracteristicas quimicas, a CUR tem sido extensivamente
estudada ao longo dos anos. Evidéncias cientificas obtidas na Gltima década sugerem que
sua molécula seja altamente pleiotropica, capaz de interagir com um grande nimero de
alvos terapéuticos e mecanismos de acao (FADUS et al., 2017; SIVIERO et al., 2015;
SUNAGAWA et al., 2015). Com isso, apresenta potencial acdo preventiva e terapéutica
contra uma série de doengas. Seus principais efeitos bioldgicos incluem atividade anti-
inflamatéria, antitumoral, antioxidante, antiviral, antibacteriana, antifingica e

citoprotetora. Além disso, varios estudos utilizando técnicas de biotecnologia apontaram
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que a CUR ¢ capaz de regular vias de sinalizagdo intracelulares associadas a varias
doengas cronicas, incluindo doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, autoimunes,
pulmonares, metabdlicas, gastrointestinais e psicotropicas (FADUS et al.,, 2017,
HUSSAIN et al., 2017; JAMWAL, 2018; KHAN et al., 2018; RAJESH et al., 2015;
SUNAGAWA et al., 2015).

Devido a sua excelente atividade antitumoral e antimutagénica, inimeros
estudos demonstram que a CUR pode ser considerada um agente potencial na prevengao
e tratamento de diferentes tipos de cancer. A carcinogénese na cavidade oral, estdomago,
intestino, célon, pulmao, mama, esdfago e figado, por exemplo, se mostrou reduzida pela
acdo da CUR em modelos in vitro ¢ in vivo (BATRA; PAWAR; BAHL, 2018; KHAN et
al.,2018; NAKSURIYA et al., 2014). Estudos demonstrando os efeitos da CUR no CCP

sdo exemplificados na Tabela 1.
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Tabela 1. Estudos demonstrando os efeitos da curcumina no cancer de cabeca e

PESCOCO.
Tipo de Linhagem . o
| . Tratamento/Dose Resultados obtidos Referéncia
estudo  celular'/modelo animal
| Viabilidade celular dose
. CCL-23; CAL27, dependente
Ifnvv’lfcz/ SCC1; SCC14 / Até 300 M 1Apoptose LOCITIE%%ISO et
Camundongo 150% tamanho do tumor s '
In vitro/ SCC1; SCCY/ ICs0:15-22 uM + llCE%)lflf KHAFIF ef al.,
In vivo Camundongo radiagdo 2009.
|Proliferagdo: parada na
fase G2/M
: . lInvasdo: |MMP-2 E 9 ZHEN et al.,
In vitro SCC25 Ate 80 uM |EGFR, Akt, ERK1/2 ¢ 2014,
STAT3
UCso
Invitro/  CAL27; SCC-15; Resveratrol TApoptose MASUELLI ef
In vivo FaDu/ Camundongo Curcumina 50 (NF-xB al., 2014
& uM |Tamanho do Tumor ? ’
| NF-xB;
|Proliferagdo
In vitro/ FaDu; Cal27/ Ate 10 uM/ ¢M1gra? ao
; 200 mg/Kg lAngiogénese HU et al., 2015.
In vivo Camundongo
(oral) TCaspase 9 e 8
TApoptose
Cetuximabe 20 CasuaS::OB» 9
. Cal27 resistente a pg/mL + TCasp CHEN et al.,
In vitro cisplatina (CAR) Curcumina 40 |EGFR 2018b
p |ERK, JNK e p38 :
uM
Migracdo
 PE/CA-PI15; PE/CA- , ! ARDITO et al.,
In vitro PJ49: HSC3 Até 50 uM 1 Apoptczse 2018.
{Tumorogénese
1Apoptose
|Proliferacdo: parada na
fase G2/M
In vitro Fadu; SCC9 Até 50 uM Alteragdes na morfologia BORGES et al,,
- . 2020
Modulagéo na via de
sinalizagdo PI3K e
MAPK/AKT/mTOR

'Linhagens de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo: CAL27, CCL23, SCC1, SCC9,
SCC14, SCC25, SCC15. FaDu: células derivadas de carcinoma epidermoide de lesdo primaria de
hipofaringe. SCC15 e HSC3: Carcinoma epidermoide oral. PE/CA-PJ15e PE/CA-PJ49: carcinoma de
células escamosas de lingua.

Fonte: Elaborada pela autora (2021)

Os mecanismos de acdo propostos para explicar a atividade da CUR no cancer

se baseiam na sua capacidade em modular diversas vias de sinalizagdo celular e afetar
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multiplos alvos moleculares, alterando a atividade de enzimas, receptores de fatores de
crescimento, citocinas e genes que regulam a proliferacao e apoptose celular (FADUS et
al., 2017; KHAN et al., 2018). Uma das principais vias descritas reporta a regulagao
negativa do fator nuclear kappa B (NF-kB), pelo impedimento da sua fosforilagdo
(ZLOTOGORSKI et al., 2013). E sabido que a ativagio do fator NF-kB est4 envolvida no
controle e expressao de diversos genes ligados a resposta inflamatodria, tendo papel
fundamental na promogao de diversos tipos de cancer. Sua ativagao se da por uma ampla
gama de agentes, incluindo citocinas inflamatorias, carcindogenos, endotoxinas, assim
como pelo estresse extracelular causado pela radiagdo ultravioleta e fumaga de cigarro,
por exemplo, agentes que desempenham papel importante no desenvolvimento do CEC.
A ativagdo do NF-kB tem sido implicada na transformagdo celular, promocgao,
angiogénese e metastase do tumor. Diante disso, a inibi¢do da transcri¢do do fator NF-
kB ¢ um alvo importante na prevencao e progressao do cancer (AGGARWAL; BHARTI,
2003; ALOK et al., 2017; BACHMEIER; KILLIAN; MELCHART, 2018; KAZAZIS et
al.,2014; ZLOTOGORSKI et al., 2013).

Estudos demonstraram que o tratamento de linhagens celulares de CEC com
CUR inibiu a ativacdo do NF-kB, por meio do bloqueio da atividade do complexo de
proteina quinase (IKK), necessario para sua fosforilagao e entrada no nucleo. Isso levou
a supressao da expressdo de produtos necessarios para sobrevivéncia e proliferagdao
celular, tais como a proteina antiapoptotica Bcl-2; proteina reguladora de ciclo celular
ciclina D1; interleucina 6 (IL-6), associadas a tumorigénese e a protecdo da célula
cancerosa; enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), mediadora da angiogénese e do
crescimento tumoral; e metaloprotease de matriz 9 (MPP-9), que degrada o colageno da
membrana basal, facilitanto a invasdo do estroma e vasos sanguineos, fundamental para
a metastase (AGGARWAL; BHARTI, 2003; WANG et al., 2008; ZLOTOGORSKI et
al.,2013).

Outra alteragdo importante detectada no cancer de boca € a expressao elevada de
receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR), significativamente associados a
alteracdes histologicas mais graves, pelo estimulo da proliferagdo celular. Tumores
positivos para a forma ativada de EGFR sdo associados & um mau prognéstico € ma
resposta a quimioterapia (ZHEN et al., 2014). Alguns estudos indicam que a CUR
também esta envolvida na regulagdo da expressao e vias de sinalizagdo da EGFR, dada

principalmente pela inibi¢do da atividade da proteina quinase B (AKT), levando assim a
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sua atividade anticancerigena pela redugdo da angiogénese e proliferagao celular (CHEN
et al., 2018b; FADUS et al., 2017; KHAN et al., 2018; PANDA et al., 2017; WANG et
al., 2008; ZHEN et al., 2014).

A CUR ainda desempenha papel importante no cancer atuando sobre a proteina
transdutora de sinal e ativadora de transcricdo 3 (STAT3). H4 evidéncias que essa
proteina encontra-se ativada por mediagdo da IL-6, em diversos tipos de cancer, incluindo
no CEC, promovendo resisténcia a apoptose. A CUR, nesse caso, se mostrou como um
potente inibidor da STAT3, resultando na redu¢do da proliferacio celular
(CHAKRAVARTI; MYERS; AGGARWAL, 2006; SIVEEN et al, 2014
ZLOTOGORSKI et al., 2013). Trabalhos ainda apontam a CUR como indutora da
atividade da proteina de ligagdo ao fator de crescimento semelhante a insulina 5 (IGFBP-
5) e da proteina estimuladora de ligacdo alfa (C/EBP a), as quais estdo intimamente
envolvidas na supressao de canceres de cabeca e pescoco. Os efeitos inibitorios da CUR
sobre essas proteinas levou a redugdo da tumorigénese em um modelo in vivo (WILKEN
et al., 2011). Um resumo esquematico demonstrando os mecanismos de atividade

antitumoral da CUR no CEC ¢ apresentado na Figura 4.

Figura 4. Mecanismos de agdo descritos para a curcumina no CEC.
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Fonte: Adaptado de Zlotogorski ef al. (2013).
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Apesar do seu potencial terapéutico e seguranca ja comprovados, a CUR tem sua
aplicacdo clinica limitada devido as suas propriedades fisico-quimicas intrinsecas. Muitos
estudos apontaram concentragdes plasmaticas e teciduais baixissimas ou até mesmo
indetectdveis em humanos apds administragdo oral, mesmo quando altas doses foram
administradas (12 g/dia). A obtenc¢ao de tais resultados tem sido explicada em decorréncia
da sua baixa solubilidade aquosa (11 ng/mL em pH 5); baixa estabilidade quimica em pH
fisiologico; baixa permeabilidade intestinal, devido em parte ao metabolismo intestinal
de primeira passagem e acumulo intracelular; extenso metabolismo hepatico, o qual leva
a formagao de metabolitos por meio de reagdes de conjugacao (via oral) ou reducao (via
intravenosa e intraperitoneal); e rapida excre¢do via vesicula biliar. Estudos in vivo
demonstraram que cerca de 90% da CUR administrada por via oral ¢ excretada nas fezes
(CAS; GHIDONI, 2019; KHAN et al., 2018; NAKSURIYA et al., 2016; SALEHI et al.,
2019; SIVIERO et al., 2015; TODEN; GOEL, 2017).

Como consequéncia, a biodisponibilidade oral da curcumina ¢ extremamente
limitada, sendo um composto pertencente a classe IV do sistema de classificacio
biofarmacéutico (SCB). Além disso, a CUR ¢ sensivel a condigdes ambientais, incluindo
temperaturas elevadas, luz e umidade, caracteristicas que também limitam sua aplicagao
(JIANG; LIAO; CHARCOSSET, 2020; KURIEN; MATSUMOTO; SCOFIELD, 2017;
PAOLINO et al., 2016). Para superar esses problemas inumeras estratégias t€ém sido
adotadas, tais como a administragdo concomitante de piperina, um inibidor conhecido da
glucoronidagdo hepética e intestinal, o uso de andlogos estruturais como o 6leo essencial
de tumérico, e a encapsulagdo em nano- e microparticulas lipidicas e poliméricas

(LOPRESTI, 2018; PAOLINO et al., 2016).

3.3 MELATONINA

A melatonina (MEL) ou N-acetil-5-metoxi-triptamina (Figura 5) foi isolada pela
primeira vez em 1958 a partir da glandula pineal bovina e desde entdo vem sendo estudada
como uma molécula multifuncional. A MEL ¢ encontrada naturalmente em organismos
unicelulares, fungos, plantas e animais (HAJAM et al., 2020; HARDELAND, 2016;
KOSTOGLOU-ATHANASSIOU, 2013; KUBATKA et al., 2018). E uma molécula de
natureza anfifilica de baixo peso molecular (232.28 g/mol), com um Log P de 1,6 e pKa

de 4,4, apresentando baixa solubilidade em agua (0,1 mg/mL) (FILALI et al., 2017,
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JOHNS, 2011). Devido sua estrutura indolica biciclica rica em elétrons, a MEL ¢ uma
potente sequestradora de EROs, com maior atividade antioxidante que a vitamina E ¢ a
glutationa, além de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes (CUTANDO et al.,

2012; GORADEL et al., 2017; KOSTOGLOU-ATHANASSIOU, 2013).

Figura 5. Estrutura quimica da melatonina.
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Fonte: Filali ef al. (2017).

Nos mamiferos, a biosintese da MEL ocorre principalmente na glandula pineal,
sendo derivada da serotonina, a qual por sua vez, tem como precursor o triptofano. Sua
sintese também se d4 em menor quantidade em outros Orgdos, porém estima-se que
tenham contribuicdo minima para sua concentra¢do plasmatica. A MEL produzida na
glandula pineal passa livremente através das membranas, atingindo todas partes do corpo,
enquanto aquela produzida em outros tecidos aparentemente atua de forma paracrina. Os
receptores de MEL estdo presentes em diversas regides do cérebro, sistema
cardiovascular, sistema imunoldgico, testiculos, ovario, pele, figado, rim, cortex adrenal,
placenta, mama, retina, pancreas e bago, sugerindo um grande ntimero de fungdes, as
quais sdo dependentes da localizacdo e dos tipos de receptores ativados (CARPENTIERI
et al., 2017; MAGANHIN et al., 2008; TORDIJMAN et al., 2017). Os véarios papéis

fisiologicos atribuidos @ MEL encontram-se resumidos na Figura 6.
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Figura 6. Fungdes fisioldgicas moduladas pela melatonina.
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Certamente, a funcdo bioldgica mais bem descrita para a MEL esta relacionada
ao ritmo do ciclo circadiano, no controle do ciclo sono/vigilia. Nesse caso, a retina ¢
estimulada pelos raios luminosos que desencadeiam estimulos nervosos que, por sua vez,
sdo enviados para o cortex visual, passando pelos nucleos supraquiasmaticos, chegando
até a glandula pineal, e levando a redugdo dos niveis de MEL (ARMIJO et al., 2013;
ASGHARI et al., 2018; KOVACIC; SOMANATHAN, 2014; SANCHEZ; CALPENA;
CLARES, 2015; SRINIVASAN et al., 2012). A MEL sintetizada ¢ liberada a noite pela
glandula pineal, de forma ritmica e determinada pelo ciclo circadiano. Sua natureza
anfifilica permite fécil difusdo através células, onde exerce acdo antioxidante, interage
com receptores nucleares e impede a interagdo do complexo célcio-calmodulina com
proteinas alvo (PEVET; KLOSEN; FELDER-SCHMITTBUHL, 2017).

As acoes fisiologicas da MEL sdo mediadas principalmente pela ativacao de
receptores de membrana acoplados a proteina G, denominados MT1 e MT2, que
promovem a inibi¢do da enzima adenilato ciclase em células alvo. Entretanto, a MEL
também pode desempenhar sua acao de forma ndo dependente de receptores, devido a sua
capacidade de modular a atividade da calmodulina (CARPENTIERI et al., 2017; JUNG;
AHMAD, 2006; PEVET; KLOSEN; FELDER-SCHMITTBUHL, 2017; TORDJMAN et
al., 2017). A constatagdo da existéncia de receptores MT1 e MT2 em células da mucosa
bucal saudaveis e cancerosas sugere que a MEL possa atuar como um agente anti-
inflamatoério, antioxidante e antitumoral, na cavidade oral (CARPENTIERI et al., 2017;
NAJEEB et al., 2016). Seu efeito oncostatico vem sendo estudado em varios tipos de
cancer, tais como, mama, ovario, prostata, figado, intestino, cabeca e pescoco

(GORADEL et al., 2017, MEHTA; KAUR, 2014; TORDIMAN et al., 2017). O efeito
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antitumoral descrito para a MEL no CCP tem sido relacionado principalmente com a
atividade antiproliferativa e antiangiogé€nica, aumento da apoptose, e inibicdo de

metastase (Figura 7).

Figura 7. Mecanismos oncostaticos propostos para a melatonina sobre o cancer
espinocelular de cabega e pescoco.
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Fonte: Adaptado de Yeh et al. (2017).

E sabido que altos niveis de MMP-9 estdo presentes em casos de cAncer com
grande potencial de invasdo e metastase (PEREIRA et al., 2006). A MEL, nesse caso, se
mostrou capaz de inibir a expressio de MMP-9 por meio das vias de sinalizacdo
ERK/INK (quinase regulada pela sinalizacao extracelular/c-Jun N terminal quinase), para
mediar a acetilacdo das histonas e expressao do fator de transcri¢ao de proteina 1 (SP1)
(YEH et al., 2017).

A MEL também foi capaz de inibir a proliferacdo celular no CCP através da
regulacdo positiva das proteinas p38, p53 e da histona H2AX, que se associam ao
bloqueio do ciclo celular, e da regulacao negativa da
ribonucleoproteina heterogénea nuclear Al (hnRNPA1), superexpressa no CCP e
responsavel por expressar varios genes associados a fase G2/M do ciclo celular
(GKOUVERIS; NIKITAKIS; SKLAVOUNOU, 2020; YEH et al., 2017; YU et al.,

2015). Por outro lado, o processo de inibi¢ao da angiogénese desencadeado pela MEL
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nesse cancer tem sido associado a inibi¢ao da fun¢ao do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), devido ao bloqueio da enzima necessaria para o seu estimulo, além de
uma possivel desestabilizacdo do fator induzido por hipdxia 1 (HIF-1), por meio da sua
atividade antioxidante (D’SOUZA; ADDEPALLI, 2018; GORADEL et al., 2017; YEH
etal., 2017; ZHOU et al., 2017).

A MEL ainda parece ter capacidade de aumentar a sensibilidade de forma
seletiva de células tumorais a diferentes agentes antineoplasicos, fatores enddgenos e
radiagdo ionizante. Os mecanismos envolvidos parecem se relacionar com a modulagdo
dos receptores alvo dos farmacos, reducdo da depuragao dos farmacos por meio da
regulacdo negativa das enzimas metabolizadoras e transportadoras, comprometimento no
processo de reparo do DNA celular, aumento da apoptose e autofagia, e modulacao das
vias de transduc¢do de sinal envolvidas manuten¢do da sobrevivéncia celular. Os
mecanismos de a¢do pleiotropicas da MEL sdo bastante interessantes, ja que as células
tumorais empregam multiplos mecanismos para garantir sua sobrevivéncia e desenvolver
resisténcia ao tratamento quimioterapico (ASGHARI et al., 2018; LI et al., 2017a; LIU;
MADU; LU, 2018).

Considerando as evidéncias levantadas at¢ o momento, a MEL pode ser
considerada um potencial agente terapéutico, tanto para a prevencdo quanto para o
tratamento do cancer, especialmente em combinacdo com outros farmacos

quimioterapicos. A Tabela 2 descreve alguns dos efeitos da MEL no tratamento do cancer.
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Tabela 2. Estudos envolvendo a utilizacao de melatonina no cancer de cabeca e

PESCOCO.
Tipo de . . . .
estudo Tipo de ensaio Tratamento/Dose Resultados obtidos Referéncia
Estudo clinico
randomizado: 100 Cisplatina+
Pacientes com Etoposieo re Tg;z)s(;oggf)a:uﬁor
In vivo tumores solidos combinando ou g . . LISSONI et al., 2003
. ~ 1Sobrevida em cinco
metastaticos, nao com 20 Anos
incluindo 27 com mg/dia de MEL
CCp
In vitro! Tratamento 100 uM iZIIIES 11: GONCALVES et al.,
SCC25 e SCC9 2014
. Tratamento em IMMP-9
1
Invitro HSC3 e OECM1 ' mM |Acetilagdo da histona YEH et al., 2016
& + . ..
In vitro! Tratamento em Art; di;sffglfu 1Citotoxicidade da FERNANDEZ-GIL
Cal27 e SCC9 Cisp(iatina radiagdo e Cisplatina etal., 2019
Tratamento em Apoptose em células
SCC9; SAS; resistentes a
SASV16; Vincristina via AKT
. ] s . . r 5
nvinre 00/ SASV32; i vitro: ;tgoi e p38 HSIEH ef al., 2020
SCCIV16; ' &g Redugdo da resisténcia
SCC9V32e a Vincristina
camundongo

! Linhagens de carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo. CAL27, SCC25, SCC9, HSC3, SAS:
Carcinoma epiderméide oral. OECM-1: Carcinoma escamoso oral humano. SASV16, SASV32, SCCIV16,
SCC9V32: Carcinoma epidermoide oral resistente a Vincristina.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na prética clinica, a MEL tem sido utilizada principalmente para tratar disturbios
do sono e/ou jet lag. A forma farmacéutica mais comumente utilizada € o comprimido de
administragdo oral em dosagens que podem chegar em até 10 mg (GOONERATNE et al.,
2012). Alguns estudos demonstraram que a biodisponibilidade oral da MEL exdgena ¢
altamente variavel, dependendo da dose e da forma farmacéutica utilizada. Estudos
mostraram que a biodisponibilidade absoluta da MEL apds a administracao oral de
comprimidos (4-10 mg) variou de 3 até 15%, levando em média 40 minutos (tmax) para
alcangar o nivel sérico méaximo, e tendo tempo de meia-vida plasmatica (ti2) de
aproximadamente 45 minutos (DEMURO; NAFZIGER; BLASK, 2000; HARPSOE et
al.,2015; PROIETTI et al., 2014). A baixa biodisponibilidade oral da MEL tem sido ser
atribuida a sua baixa solubilidade, reduzida absor¢do e ao extenso metabolismo de
primeira passagem (DEMURO; NAFZIGER; BLASK, 2000; KIKWAI et al., 2002; LEE
etal., 1997; Ll et al., 2017b, 2018b).
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Diante de tais circunstancias tdo comuns na area farmacéutica ¢ necessario a
busca por estratégias com o intuito de incluir na terapéutica habitual firmacos com grande
potencial terapéutico, porém com limitada a¢do devido a baixa biodisponibilidade oral.
Existe um numero crescente em publicacdes envolvendo a MEL em sistemas
nanoparticulados. Tais sistemas de liberagdo sdo baseados em nanotecnologia e visam
melhorar a solubilidade, perfil de liberagao e biodisponibilidade, independente da via de

administracao escolhida (LI et al., 2018b).

3.4 USO DE NANOCARREADORES NO TRATAMENTO DO CANCER

A quimioterapia convencional utilizada atualmente no tratamento do cancer se
baseia em farmacos de baixo peso molecular, geralmente inferiores a 1000 Da. Isso
permite que essas moléculas atravessem facilmente o endotélio podendo alcangar quase
todas as regides do organismo, levando a uma baixa especificidade, elevada toxicidade e
efeitos colaterais. Essa ampla distribuicdo contribui para a obtengdo de um perfil
farmacocinético desfavoravel, muitas vezes incluindo tempo de meia-vida curto e
acumulo fora do tecido ou célula alvo (FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011;
GOLOMBEK et al., 2018; VIEIRA; GAMARRA, 2016).

A baixa distribuicao dessas moléculas nas regides tumorais tem sido superada
pela utilizacdo de nanocarreadores (NC) como sistemas de liberagdao desses farmacos.
Atualmente, muitas terapias que utilizam NC como veiculos para firmacos estdo em uso
clinico e muitas outras se encontram em estagios de desenvolvimento pré-clinico e clinico
(BATRA; PAWAR; BAHL, 2018; ZHANG et al., 2008). Desde a aprovacao do Doxil®
(doxorrubicina lipossomal) pela FDA em 1995, mais de 50 medicamentos baseados em
NC entraram na prética clinica (BATRA; PAWAR; BAHL, 2018; CASTER et al., 2017;
MIRZA; SIDDIQUI, 2014; YETISGIN et al., 2020; YOUN; BAE, 2018).

Os NC sao preparados a partir de uma ampla variedade de materiais, podendo
dispor o farmaco dissolvido, disperso ou ligado covalentemente ao sistema de dimensao
nanométrica (KHAN; SAEED; KHAN, 2017; MOHANRAJ; CHEN, 2006). As
propriedades dos NC, incluindo seu tamanho em nanoescala, aumento consideravel da
area superficial em relacdo ao seu volume e possibilidade de proporcionar uma liberagao
controlada, trazem alguns beneficios como a melhora da solubilidade, redugdo da taxa de

depuracdo fisioldgica e/ou de degradagdo, aumento da biodisponibilidade, redu¢do da
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toxicidade sistémica e melhora da eficacia terapéutica dos farmacos (BATRA; PAWAR;
BAHL, 2018; CASTER et al., 2017). A redugdo da toxicidade e melhoria da eficacia da
terapia antitumoral estd relacionada sobretudo a capacidade dos NC em se acumular
passivamente nos tecidos tumorais, por um mecanismo conhecido como efeito de
permeabilidade e retencdo aumentados (EPR, do inglés enhanced permeability and
retention effect, Figura 8). Isto se deve ao intenso processo de angiogé€nese que ocorre
nos tumores, que faz com que o endotélio dos novos vasos seja defeituoso, permitindo o
extravasamento de particulas submicrométricas para os tecidos tumorais. Em
contrapartida, o estreito espaco das células endoteliais da vasculatura dos tecidos normais
(15 — 30 nm) impede o extravasamento dos NC, reduzindo assim os efeitos indesejaveis
ocasionados pelos compostos quimioterapicos as células saudaveis (SANEJA et al., 2018;

SEBASTIAN, 2017; TRAN et al., 2017).

Figura 8. Mecanismo passivo de aumento da retencdo e permeabilidade vascular em

tumores (EPR).
Células Cé Células endoteliais Células
élulas
- idotalisic W e em angiogénese = normais Nanocarreador

i
Vaso sanguineo :

Sistema linfatico

Fonte: Adaptado de Xie ef al. (2018).

Os NC podem ainda terem a sua superficie funcionalizada com ligantes, tais
como proteinas, peptideos, glicoproteinas (transferrina), acidos nucleicos, vitaminas
(acido folico) e fatores do crescimento, que podem interagir especificamente com
receptores superexpressos nas células tumorais, sendo vetorizados ativamente para estas

células (DIN et al., 2017; YETISGIN et al., 2020). Considerando que a proposta deste
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trabalho consiste em vetorizar NC para células de cancer de boca que expressam o

receptor CD44, uma revisao mais aprofundada sobre o tema ¢ descrita abaixo.

3.4.1 Vetorizacao ativa baseada no receptor CD44

As células tumorais apresentam propriedades Unicas que as diferenciam das
células saudéaveis. Alguns receptores sao superexpressos somente em células tumorais e
podem servir como alvo para liberagao sitio especifica de farmacos. Os NC podem ser
direcionados as células por meio de ligantes conjugados em sua superficie que tenham
afinidade por esses receptores especificos. Dessa forma, ao se ligarem as células, os NC
sdo internalizados por endocitose mediada pelo receptor, proporcionando um maior
acumulo dos farmacos na regido tumoral e a redugdo dos efeitos colaterais relativos ao
efeito sobre células saudaveis (ETMAN et al, 2020; MUHAMAD;
PLENGSURIYAKARN; NA-BANGCHANG, 2018; SUTRADHAR; AMIN, 2014).

Virias evidéncias sugerem que apenas uma pequena populagdo de células dentro
do volume total do tumor tem a capacidade de iniciar e manter o crescimento do mesmo,
sendo denominadas células tronco associadas ao cancer (CTCs). As CTCs ja foram
identificadas e isoladas em véarios tumores sélidos, incluindo o grupo de CCP. Essas
células parecem ser as responsaveis pela resisténcia ao tratamento, invasao e metastase,
implicando em recidiva tumoral (WU et al., 2017). Oh e colaboradores (2013) realizaram
um estudo utilizando marcadores de superficie para identificar populagdes de CTC no
CCP. Estes autores demonstraram que apenas as células tumorais CD44+ foram capazes
de dar origem a novos tumores in vivo, indo de encontro com outras literaturas que
comprovam a superexpressao de receptores CD44 em uma grande variedade de tumores
solidos.

A familia de proteinas CD44 (cluster de diferenciacdo 44) ¢ uma classe de
glicoproteinas transmembranares que atuam na adesdo extracelular e transducdo de sinal,
mediando respostas celulares ao microambiente, mais especificamente a interagdo entre
as c¢lulas e a matriz extracelular (CHEN et al., 2018a; MATTHEOLABAKIS et al.,
2015). Uma das fungdes desempenhadas pelo CD44 ¢ a internalizagdo de &cido
hialurénico (HA) para realizar sua degradagdo no citoplasma e permitir que 0 mesmo

desempenhe suas fungdes. Essa internalizacdo ocorre devido a um dominio de ligagao
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especifico presente no receptor com grande afinidade para o AH (BUKHARI et al., 2018;
LUDWIG et al., 2019; TIWARI; BAHADUR, 2019).

O HA representado pela formula molecular Cz3H44N2023 (Figura 9) ¢ um
polissacarideo anidnico linear composto por unidades repetitivas de dissacarideos de
acido D-glucordnico e N-acetil-D-glucosamina, unidas alternadadamente por ligacdes
glicosidicas B- (1 — 4) e B- (1 — 3), com pKa entre 3—4; suas cadeias podem atingir
massas molares de 10° — 10’ Da (BUKHARI et al., 2018; CHATTERIJEE et al., 2017,
MERO; CAMPISI, 2014; TIWARI; BAHADUR, 2019).

Figura 9. Estrutura quimica do &cido hialurénico.
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Fonte: Wang et al. (2014).

O HA ¢ abundantemente encontrado na natureza. Nos vertebrados esta
localizado na matriz extracelular e pericelular, bem como no espago intracelular. E o
principal constituinte do humor vitreo e do liquido sinovial, se encontra em grande
quantidade na pele e também se faz presente nos tecidos embriondrios. A produgdao
comercial do HA tem origem animal, sendo extraido do cordao umbilical e crista de galo,
ou a partir de fermentagdo microbiana. Ambos apresentam a mesma estrutura, podendo
diferir somente na massa molar (PAN et al., 2013; TIWARI; BAHADUR, 2019). No
estado solido, sua conformacdo pode ser helicoidal simples ou dupla hélice, ambas
estabilizadas por ligagdes de hidrogénio que unem agucares adjacentes através de ligagdes
glicosidicas. Em solugdo, as cadeias de HA se ligam fortemente as moléculas de agua,
devido ao grande nimero de grupos hidroxilas e carboxilas da sua estrutura, permitindo
formar muitas ligagdes de hidrogénio, o que confere certo grau de rigidez a sua cadeia e
alta capacidade de reter 4gua, em cerca de mil vezes o seu peso. O HA assume entdo uma
estrutura enovelada randomica semiflexivel, que ocupa grande dominio hidrodindmico

com uma baixa densidade de cadeias (HUANG; CHEN, 2019; PAN et al., 2013).
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A constatacdo da afinidade entre o receptor CD44 ¢ o HA impulsionou o
desenvolvimento de muitos sistemas de liberacdo de farmacos antitumorais, visando a sua
internalizagao pelas células cancerosas via processos endociticos. O HA e seus derivados
podem ser utilizados de forma conjugada com fAirmacos antitumorais ou empregados no
revestimento de NC, como nanoparticulas poliméricas, lipidicas ou nanoemulsdes
(WICKENS et al., 2017; ZORZI et al., 2017). Por exemplo, um medicamento contendo
o paclitaxel conjugado ao HA (ONCOFID™-T, Fidia Pharma, Itilia) encontra-se em
estudos clinicos de fase II para o tratamento do cancer de ovdrio e de bexiga, enquanto o
irinotecano conjugado ao HA (ONCOFID™- S, Fidia Pharma, Italiah) tem sido testado
para o carcinoma de ovdrio e carcinomatose peritonial. Igualmente, a Alchemia Pharma
Group (Australia) desenvolveu uma plataforma para conjugagdo de diferentes farmacos
quimioterapicos, como a doxorrubicina, 5-flouracila, irinotecano e irinotecano mais
cetuximabe ao HA denominada HyACT® (KIM et al., 2017). Os NC revestidos com HA
tém se mostrado mais seletivos na entrega de firmacos no ambiente tumoral, uma vez que
combinam a vetorizagdo ativa por meio da interagdo com receptores CD44, com um
mecanismo passivo baseado no EPR (Figura 10). De modo geral, os recentes avangos no
desenvolvimento de formulagdes baseadas em HA tém proporcionado melhorias no
combate a resisténcia a multiplas drogas vista em alguns pacientes (WICKENS et al.,

2017).
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Figura 10. Esquema de vetorizagdo ativa promovida pelo revestimento do
nanocarreador com acido hialurénico e sua internalizacdo mediada pelos receptores
CD44.
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Fonte: Adaptado de Kim ef al. (2017).

3.5 NANOEMULSOES

Atualmente, uma grande variedade de NC tem sido investigada visando a
administracio sistémica e liberacdo controlada e direcionada de farmacos no cancer,
incluindo nanoparticulas poliméricas e lipidicas, lipossomas, conjugados farmaco-
polimero, entre outros. Os NC lipidicos, como as nanoemulsdes, t€ém sido alvo de muitos
estudos nos ultimos anos, em fungdo da sua alta biocompatibilidade e baixa toxicidade.
Além disso, apresentam baixo custo e simplicidade na sua preparagdo (SHAKER et al.,
2019; SOARES et al., 2018; WAN et al., 2016). Nanoemulsdes (NE) sdao dispersoes
coloidais compostas por dois liquidos imisciveis (4gua e 6leo), nos quais um liquido ¢é
disperso no outro utilizando uma mistura de surfactantes apropriada que cria uma camada
interfacial. Dependendo da proporcao dos constituintes, as nanoemulsdes podem ser
dispersdes 6leo em agua (O/A) ou agua em o6leo (A/O), ou ainda multiplas (A/O/A),
podendo dessa forma veicular fairmacos hidrofilicos e lipofilicos. Sdo sistemas que
mesmo ndo sendo termodinamicamente estdveis, apresentam elevada estabilidade

cinética em decorréncia do seu tamanho de goticula reduzido, geralmente entre 20 e 500
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nm (SHAKER et al., 2019; SINGH et al., 2017; ZORZI et al., 2017). Considerando que
a maioria dos compostos ativos em desenvolvimento, ou ja disponiveis no mercado,
apresentam baixa solubilidade em 4gua, as NE do tipo O/A (Figura 11) acabam sendo

alvo da maioria dos estudos envolvendo a liberagdo de farmacos (PENGON et al., 2018;

SHAKER et al., 2019).

Figura 11. Nanoemulsdo 6leo em agua (o/a).

Surfactante

Fonte: Adaptado de Mcclements, (2012).

3.5.1 Composicao

Embora ndo haja uma regra para a preparacdo das NE, a selecdo criteriosa de
diferentes dleos e surfactantes deve ser realizada para a obtengao de formulagdes com
estabilidade adequada (ZORZI et al., 2017). No caso das NE O/A, a fase oleosa
compreende de 5 a 20% da formulagdo, podendo ser significativamente maior em alguns
casos. Na sua composi¢do sao usadas fragdes reesterificadas obtidas a partir dos 6leos de
soja, semente de algodao, coco, amendoim, ricino, entre outros. Dependendo do tamanho
da cadeia carbdnica da porcao éster, sio denominados como triglicerideos de cadeia
longa (TCL), média (TCM) ou curta (TCC), e podem ser usados sozinhos ou em
combinagdo (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; SINGH et al., 2017).

Geralmente o tipo de 6leo ¢ eleito levando em consideragdo as caracteristicas do
farmaco, que deve preferencialmente manter-se solubilizado nessa fase. A estrutura e
massa molecular de seus componentes também devem ser avaliadas, pois tem relagao
direta com o principal mecanismo de desestabilizagdo das NE, o amadurecimento de
Ostwald. Nesse processo, ocorre o crescimento do raio da goticula e a diminuigdo do
numero total das goticulas dispersas. Esse mecanismo ¢ causado pela difusdo das
moléculas na fase dispersa através do meio continuo. No caso das NE O/A, a taxa do
amadurecimento de Ostwald depende da solubilidade do 6leo na 4gua, sendo mais

pronunciado em formulagdes que contém 6leos contendo compostos de massa molecular
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menor e tamanhos de cadeia carbonica mais curtos. Este processo pode ocasionar a
separacao das fases ao longo do tempo (FRANZOL; REZENDE, 2015; JAISWAL,;
DUDHE; SHARMA, 2015; MASON et al., 2006; SINGH et al., 2017).

Outro componente crucial na formulacdo de uma NE sdo os surfactantes. Esses
sao moléculas anfifilicas que tém papel fundamental na deformag¢do e quebra das
goticulas, reduzindo a tensao interfacial e impedindo a coalescéncia durante o processo
de emulsificagdo, uma vez que sdo rapidamente adsorvidos na interface oleo/agua
(SAFAYA; ROTLIWALA, 2019; SILVA et al., 2015c; SINGH et al., 2017). A
distribuicao do surfactante entre as fases depende de fatores como: valor do EHL
(Equilibrio hidrofilico-lipofilico) do surfactante, natureza do o6leo, forcas interfaciais,
condi¢des térmicas e interagdo entre surfactante e os demais componentes da formulagao
(PAVONI et al., 2020; POLYCHNIATOU; TZIA, 2014; SAFAYA; ROTLIWALA,
2019; SILVA et al., 2015c¢).

De forma geral, a estrutura dos surfactantes pode ser expressa como R-X, sendo
que R € uma cadeia de hidrocarboneto com 8 al8 4tomos de carbono e X ¢ o grupamento
polar. Dependendo da presenga de carga do grupo polar, os surfactantes podem ser
classificados como ndo id6nicos, idnicos (cationicos ou anidnicos) € anfoteros
(MANIASSO, 2001; SILVA etal., 2015c). Essa propriedade influencia no mecanismo de
estabilizacdo das NE. Enquanto surfactantes ndo idnicos promovem a estabilizacao das
nanoemulsdes por meio de interacdes do tipo dipolo-dipolo e ligagdes de hidrogénio com
a camada de hidratacdo ou por impedimento estérico promovido pela adsor¢ao de grandes
moléculas na interface o/a (ex., surfactantes poliméricos), surfactantes ibnicos promovem
a estabilizacdo por meio da repulsdo eletrostitica entre os seus grupos ionizaveis
(PAVONI et al., 2020).

Para obten¢do de NE com estabilidade a longo prazo e tamanho de goticulas
reduzidos ¢ indicado a combinacao de surfactantes ou utilizacao de co-surfactantes, uma
vez que alguns compostos podem ndo reduzir a tensdo interfacial de forma eficiente,
sendo necessaria a adicdo de um segundo componente capaz de fortalecer o filme
interfacial, aumentando a entropia do sistema (POLYCHNIATOU; TZIA, 2014; RAI et
al., 2018; SINGH et al., 2017). Fosfolipideos de origem natural como as lecitinas t€ém
sido bastante empregados nestes sistemas de liberacdo. As lecitinas constituem uma
mistura complexa de fosfolipideos de natureza anfotera que podem ser extraidos da gema

do ovo ou da soja. Em pH fisiologico, uma pequena porg¢ao de seus grupamentos polares
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sdo carregados negativamente, o que contribui com estabilidade a longo prazo da
formulacao, pois conferem uma carga negativa superficial, o que permite uma repulsao
eletrostatica entre as goticulas dispersas. Surfactantes ndo i6nicos como os poloxameros
e ésteres do sorbitano etoxilados (Tweens) tém se mostrado promissores em combinagao
com os fosfolipideos, uma vez que levam a formagao de filmes mistos compactos,
resultando em maior estabilidade as NE (BRUXEL et al., 2012). Além disso, tem sido
reportado que os surfactantes ndo idnicos sdo menos toxico, quando comparados aos
ionicos (KALE; DEORE, 2017; RAl et al., 2018; SOBHANI et al., 2015).

Os surfactantes i0nicos, apesar de menos utilizados podem ser adicionados a
formulagdo com diferentes intuitos. Surfactantes anidnicos, como o 4cido oleico podem
ser incluidos com o objetivo de aumentar a carga negativa na interface do sistema,
provocando uma maior repulsdo eletrostatica entre as goticulas, contribuindo assim com
a estabilidade do sistema (BRUXEL et al., 2012). Os sais de amonio quaternario como a
oleilamina (OA) e brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB) formam a classe mais
conhecida de surfactantes cationicos (SILVA et al., 2015¢). A adicdo desses lipidios
cationicos ¢ vista quando se deseja associar acidos nucleicos a estrutura coloidal ou na
tentativa de promover uma maior internalizagao celular da formulagdo (KHACHANE et
al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017). Além disso, os surfactantes catidnicos podem
funcionar como ferramenta capaz de anexar ligantes a superficie das NE visando o

direcionamento ativo de fArmacos em certos tipos de cancer (KIM et al., 2019b).

3.5.2 Métodos de preparacio e estabilidade

A formagdo de NE necessita de aporte de energia. Sendo assim, os métodos de
obtengao sdo classificados como sendo de alta e baixa energia. Os métodos de alta energia
envolvem o uso de dispositivos mecanicos que promovem uma taxa de cisalhamento
suficiente para deformar as particulas, tais como homogeneizadores de alta pressdao ou
geradores de ultrassom. A aplicag¢do dessa energia gera forgas capazes de romper as gotas
da fase dispersa, de forma que a diferenca entre a pressdo interna e externa da gota seja
superada. A producdo geralmente ocorre em duas etapas: a primeira se trata da preparagao
de uma emulsdo grosseira seguida de uma segunda etapa para reduzir o didmetro da

goticula (BRUXEL et al., 2012; HELGESON, 2016; KOURNIATIS et al., 2010).
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Os métodos que envolvem alta energia sao muito eficientes na redugdao do
tamanho das goticulas, contudo, exigem equipamentos que podem aumentar o custo da
operacdo. Além disso, as condi¢des envolvidas nesses processos podem ndo ser
adequadas para farmacos termossensiveis € macromoléculas; para esses ¢ ideal a
utilizacao de métodos de baixa energia (BRUXEL et al., 2012). Uma das principais
caracteristicas desses métodos ¢ a utilizacdo de energia armazenada no sistema para
produzir as goticulas (SINGH et al., 2017). Sdo levados em conta as propriedades dos
surfactantes, 6leo e fase aquosa que formam espontaneamente a NE com base em
procedimentos simples de mistura ou alteragdes das condi¢des do sistema. Os métodos
de baixa energia sdo considerados particularmente interessantes, pois ndo requerem
equipamentos especiais, sdo facilmente implementéaveis, tem um baixo custo associado e,
por envolver geragdo minima de energia, evitam a degradagdo de farmacos labeis durante
o processo de formagao das NE (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019; KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2015).

Nesse trabalho foi adotado um método de baixa energia denominado
emulsificagdo espontanea que ocorre por difusdo do solvente para obten¢ao de NE do tipo
O/A. Esse método ¢ baseado na dispersdao de uma fase organica em uma fase aquosa, com
posterior evaporagdo dos solventes e redu¢do do volume sob pressdo reduzida. A fase
organica ¢ composta geralmente por 6leo e um solvente miscivel em agua, contendo ou
ndo de um surfactante lipofilico. Na fase aquosa sdo adicionados os componentes
hidrofilicos da formulagao, se assim houver, tais como surfactantes, conservantes, agente
isotonizantes e outros. Apds a homogeneizagdo isolada dessas fases, a fase orgénica ¢
injetada na fase aquosa sob agitacdo magnética constante. A rapida difusdo do solvente
organico na fase aquosa leva a uma turbuléncia interfacial (efeito Maragoni) que resulta
na redu¢do da tensdo interfacial e na formacgao de gotas de tamanho reduzido, formando
instantaneamente a NE. A agitagdo magnética ¢ mantida por determinado tempo,
permitindo que o sistema atinja o equilibrio. S6 depois o solvente organico ¢ removido e
a formulacdo concentrada até o volume desejado por evaporagdo sob pressao reduzida
(AZMI et al., 2019; BOUCHEMAL et al., 2004; MCCLEMENTS, 2011; RAI et al.,
2018). Uma representacdo esquemadtica do processo de emulsificagdo espontanea ¢

ilustrada na Figura 12.
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Figura 12. Processo de emulsificagdo espontanea na obten¢ao de nanoemulsoes do tipo
6leo em agua (O/A).
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Fonte: Adaptado de Komaiko; McClements, (2015).

Durante o periodo de armazenamento, as NE podem sofrer mecanismos de
instabilidade, tornando-se mais turvas ou com separa¢ao de fases. Devido ao seu tamanho
de goticula nanométrico, o efeito do movimento browniano tende a ser dominante em
relagdo a forga gravitacional, o que torna esses sistemas cineticamente estaveis. Com isso,
quando hé desestabilizagdo desse sistema, ela tende a ser muito mais lenta em comparagao
as emulsdes ou dispersdes grosseiras (KUMAR et al., 2019; RODRIGUES et al., 2018).
A desestabiliza¢dao das NEs pode ocorrer por qualquer um dos mecanismos mostrados na
Figura 13, os quais sdo a floculagdo, coalescéncia, amadurecimento de Ostwald e

cremagem/sedimentagao.
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Figura 13. Representacao esquematicas das diferentes rotas de desestabilizagao das

nanoemulsoes.
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Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2016).

Na floculacdo, as goticulas tornam-se proximas umas das outras devido a forgas
atrativas. Durante este processo, um primeiro contato entre as gotas ¢ estabelecido, o que
pode levar a coalescéncia, fenomeno no qual as goticulas fundem-se umas as outras,
tornando-se maiores. O amadurecimento de Ostwald ocorre devido a diferenca de
potencial quimico do soluto dentro de gotas de diferentes tamanhos, o que faz com que
haja uma transferéncia de massa das gotas menores para as maiores, com consequente
crescimento do tamanho das mesmas. Na cremagem e sedimentagdo, as gotas se movem
em direcao a superficie ou ao fundo do liquido respectivamente, o que ¢ causado por uma
diferen¢a de densidade entre as fases dispersa e dispersante. Tais fenOmenos mesmo que
reversiveis podem levar a coalescéncia devido a proximidade das gotas da nanoemulsdo
(GUPTA et al., 2016). A estabilidade das formulacdes ¢ dependente da composi¢ao do
sistema e parametros de processamento, que vao resultar em propriedades fisico-quimicas

unicas (BRUXEL et al., 2012).
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3.5.3 Obtenc¢ao de nanoemulsoes revestidas com acido hialuronico

As primeiras abordagens encontradas na literatura envolvendo a adicdo de HA
em plataformas de entrega de fArmacos se baseavam na sua conjugacao por meio ligacdes
quimicas com o farmaco ou outros componentes da formulagao, tais como os polimeros.
Entretanto, processos envolvendo a modificagdo quimica sdo muitas vezes complexos e
pouco reprodutiveis. Como alternativa foram desenvolvidas metodologias que permitem
a obtencao de conjugados por meio de interacdes eletrostaticas entre o HA carregado
negativamente e componentes cationicos dos NC (KIM et al., 2017; LUO; PRESTWICH,
1999; YANG et al., 2013a). A associacdo do HA por meio de interagdes eletrostaticas
pode ser obtida utilizando na formulagdo polimeros catidnicos, tais como,
polietilenoimina, quitosana e Eudragit® (DEY et al., 2016; ELZOGHBY et al., 2017;
KALAM, 2016; MAIOLINO et al., 2015; MELO et al., 2020; PARASHAR et al., 2018;
XIAO et al., 2015, 2017) ou surfactantes e lipidios catidnicos, que incluem
principalmente o CTAB, OA, cloreto de benzalconio (BKC), brometo de
dimetildioctadecilaménio (DDAB) e estearilamina (SA) (LEE et al, 2019;
LEMARCHAND; GREF; COUVREUR, 2004; OYARZUN-AMPUERO et al., 2013;
TINOCO et al., 2018; VANGARA; LIU; PALAKURTHI, 2013; YANG et al., 2013a;
YENICE et al., 2008). A inclusdo desses compostos nas formulagdes de NC leva a
obtencdo de particulas com carga superficial positiva que permite o revestimento (ou
decoragao/funcionaliza¢do) ap6s incubacao com uma solu¢do de HA (LEMARCHAND;
GREF; COUVREUR, 2004; LUO; PRESTWICH, 1999; OYARZUN-AMPUERO et al.,
2013; TINOCO et al., 2018). A Figura 14 ilustra uma NE cationica que foi revestida com

HA pelo estabelecimento de interacdes eletrostaticas entre o surfactante cationico e HA.
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Figura 14. Esquema de obtengao de uma nanoemulsao revestida com acido hialuroénico
por meio de interagdes eletrostaticas.
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Fonte: Adaptado de Pradhan et al. (2015).

Oyarzun-Ampuero e colaboradores (2013) desenvolveram NE revestidas com
HA para liberagdo do docetaxel a partir de NE catidnicas preparadas por emulsificagdo
espontinea, compostas por uma fase organica contendo o 6leo Mygliol®812 (mistura de
TCMs), lecitina e um surfactante cationico (CTAB ou BKC) dissolvidos em uma mistura
de acetona e etanol que posteriormente foi vertida sobre uma fase aquosa. Depois de
eliminar o solvente as NE foram incubadas com uma solu¢ao de HA (0,1 até 50 mg/mL)
em uma propor¢ao de 4:1,5. Seguindo metodologia semelhante Tinoco e colaboradores
(2018) obtiveram um sistema semelhante para liberacdo de acido retindico a partir de uma
fase organica contendo TCM, lecitina e SA e uma fase aquosa contendo glicerol e Tween®
80. A incubagdo foi realizada com uma solugdo aquosa de HA (0,01 até 4 mg/mL) na
proporcao de 1:1. As NE revestidas com HA obtidas em ambos trabalhos citados acima
tiveram tamanho de goticula inferior a 200 nm, com potencial zeta negativo, morfologia
esférica e se mantiveram estaveis por 60 dias. Estudos in vitro utilizando linhagens de
células tumorais demonstraram que a citotoxicidade dos farmacos pdde ser
significativamente aumentada quando associado a este tipo de sistema (OYARZUN-
AMPUERO et al., 2013; TINOCO et al., 2018). Isso demonstra que a técnica de

emulsificagdo espontanea seguida de uma incubagdo com o HA pode ser promissora na
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obtenc¢do de NE revestidas com HA. Além disso, o revestimento com HA pode atribuir
ao sistema propriedades mucoadesivas, caracteristica importante quando se projeta um
sistema de liberagdo de farmacos que necessite de contato prolongado com mucosas,
como no caso da via de administragdo bucal, por exemplo (KIM et al., 2019a;

LEMARCHAND; GREF; COUVREUR, 2004).

3.6 ADMINISTRACAO BUCAL DE FARMACOS

A exploragdo de vias alternativas para administracdo de medicamentos tem
ganhado destaque, devido as dificuldades impostas pela administracdo parenteral e pela
baixa biodisponibilidade de farmacos pela via oral (PURATCHIKODY et al., 2011).
Nesse sentido, a mucosa bucal apresenta muitas propriedades que a tornam uma via
vantajosa, tais como, boa acessibilidade e facil aplicag¢do, o que resulta em boa adesdo do
paciente quando comparada a outras vias de administracdo. Além disso, a administragao
bucal evita processos como a degradagdo acida, ocorrida no trato gastrointestinal, € o
metabolismo de primeira passagem, o que contribui para o aumento da biodisponibilidade
do farmaco. Ainda, a rdpida renovagdo celular e alta tolerancia a alérgenos resulta em
uma baixa tendéncia a irritagdo ou dano permanente da mucosa da cavidade oral
(HEARNDEN et al., 2012; RUSSO et al., 2016; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG;
JOHNSTON, 2005; SILVA et al., 2015b).

As regides da mucosa bucal onde s3o usualmente administrados os
medicamentos incluem as 4reas da cavidade intraoral que revestem as bochechas, bem
como a area entre as gengivas e parte interna dos labios superiores e inferiores (Figura
15a) (BOBADE et al., 2013; FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2018; SATTAR;
SAYED; LANE, 2014). A estrutura dessas areas ¢ ilustrada na Figura 15b, sendo
composta por uma camada de células epiteliais ndo queratinizadas, contendo uma
pequena quantidade de lipidios neutros e polares, o que lhe confere uma maior
permeabilidade quando comparada a outras regidoes da cavidade oral (KRAAN et al.,
2014; LAM et al., 2014; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005;
SHEORAN, 2018). Essa caracteristica permite que essa via seja empregada tanto para
tratamento sistémico quanto local, sendo possivel verificar citacdes na literatura que
investigam sua aplicagdo sistémica na diabetes mellitus, imunoterapia, dependéncia de

nicotina, enxaquecas, neuralgia do nervo trigémeo, entre outros. Para o tratamento de
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condigdes locais, a administragdo bucal tem sido usada para o tratamento de doencas
periodontais, caries, dor de dente, infecgdes bacterianas e fingicas, estomatites, aftas e
adjuvante no cancer de boca (SCHOLZ et al., 2008; SHAH et al., 2016; SILVA et al.,
2015b).

Figura 15. Regides da cavidade oral utilizadas para administragdo bucal de farmacos (a)
e representacdo da estrutura da mucosa bucal (b).

a)  Locais de
aplicacdo de
farmacos na

mucosa bucal

5+ Camada de muco
Epitelio
[ ndo queratinizado

Lamina basal

Lémina

proprin Tecido conjuntivo

0l O O 4 @O}

Fonte: Adaptado de Lam et al. (2014); Pather; Rathbone; Senel (2008).

A superficie da mucosa bucal € revestida por uma fina camada de muco que faz
parte da saliva secretada pelas glandulas salivares. Esse muco ¢ uma secrecao visco-
elastica composta em grande parte por dgua (até 99%) e componentes soliveis na mesma,
como proteinas, enzimas, eletrolitos, entre outros. O componente chave do muco ¢ uma
glicoproteina, a mucina (Figura 16), que embora esteja presente numa baixa concentragao
(até 1%), é responsavel por proporcionar carga negativa ao mesmo em pH fisioldgico (5,5
— 7). Essa carga ¢ originada pela presenca de residuos da ionizagdo de acido sialico e de
grupos sulfato, os quais proporcionam ao muco uma estrutura fortemente coesiva e
gelatinosa que se liga a superficie das células epiteliais, funcionando protegado e barreira,
mas podendo limitar a difusdo de farmacos através da mucosa bucal (FONSECA-
SANTOS; CHORILLI, 2018; GOSWAMI; JASTI; LI, 2008; SALAMAT-MILLER;
CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005; SATTAR; SAYED; LANE, 2014).
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Figura 16. Representacao da estrutura da glicoproteina mucina e seus dominios para
possiveis interagoes.
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Fonte: Adaptado de Yang ef al. (2012).

O principal desafio a ser vencido quando se trata da administra¢do de fArmacos
pela via bucal é o tempo de residéncia das formas farmacéuticas. E necessario que se
mantenha contato com a mucosa para permitir que o farmaco atue localmente ou seja
absorvido por ela. No entanto, as tensdes mecanicas resultantes do ato de mastigar,
deglutir e falar, bem como o fluxo constante de saliva (1 — 2 mL/min) podem impedir o
processo de aderéncia da formulacdo a mucosa, levando a uma reducdo da eficacia
terapéutica, assim como a uma distribuicao imprevisivel do fArmaco no local de a¢do ou
de absorcao (BOBADE et al., 2013; SUDHAKAR; KUOTSU; BANDYOPADHYAY,
2006). Assim, para otimizar a agdo terap€utica ¢ necessario prolongar e melhorar o
contato entre a forma farmacéutica e a mucosa. Para cumprir esse requisito as
formulagdes destinadas a essa aplicacdo devem conter agentes mucoadesivos € manter
um contato intimo e prolongado (bioadesdao) da forma farmacéutica com o local de agao
e/ou absorcao (ROSSI; SANDRI; CARAMELLA, 2005). A bioadesao pode ser definida
como o estado em que dois materiais, sendo pelo menos um deles bioldgico, sdo mantidos
juntos por um longo periodo de tempo, mediado por forcas interfaciais. Quando esses
sistemas bioadesivos sdo destinados a membranas mucosas, denomina-se entdo esse
processo como mucoadesdo (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2018).

A mucoadesdo ¢ resultado de multiplos estagios de interagdo entre uma

macromolécula mucoadesiva e a mucina presente no muco. A macromolécula deve entrar
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em contato com a mucosa para iniciar o contato e promover a difusao de suas cadeias no
muco. Nesse contato, forcas atrativas e repulsivas ocorrem, mas para o sistema
mucoadesivo ser eficiente as for¢as de atragao devem ser dominantes. Dessa forma, o
mecanismo de mucoadesdo ¢ dividido em duas etapas, estagio de contato e estagio de
consolidagdo, como ilustrado na Figura 17 (BARTKOWIAK et al., 2017; CARVALHO
etal., 2010).

Figura 17. Etapas do processo de mucoadesao.
I
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Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2010).

Muitos polimeros sdo exemplos de macromoléculas que podem ser consideradas
mucoadesivas, podendo ser classificados quanto a sua origem como naturais ou sintéticos
(PARTENHAUSER; BERNKOP-SCHNURCH, 2016). A maioria dos polimeros
mucoadesicos de origem sintética sao derivados do acido poli-acrilico e da celulose, como
por exemplo, carbopol e carboximetilcelulose. J4 os polimeros naturais, sdo derivados de
plantas ou fontes animais. Polimeros mucoadesivos naturais sdo considerados na sua
grande maioria como sendo polimeros biodegradaveis, biocompativeis e nao toxicos.
Alguns exemplos incluem a quitosana, pectina, alginato de sodio, gelatina e AH
(KAUSHIK; SHARMA; AGARWAL, 2016; PARTENHAUSER; BERNKOP-
SCHNURCH, 2016; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).

O HA ¢ um polimero natural anidnico considerado biodegradavel, altamente
biocompativel e ndo imunogénico. E bastante hidrofilico, podendo absorver grande
quantidade de dgua e expandir até mil vezes seu volume. Quando em solugdo, apresenta
uma conformacao aleatoriamente enovelada, podendo esta contribuir com a propriedade
mucoadesiva por meio do emaranhamento com a camada de muco. Considerando o pH

da cavidade oral (5,5 — 7), a abundancia de grupamentos carboxilicos do HA (pKa entre
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3 — 4) possibilita a realizacdo de muitas ligacdes de hidrogénio com a camada de muco
(CHATTERIJEE et al., 2017; MERO; CAMPISI, 2014; SANDRI et al., 2004). Dessa
forma, sistemas de liberagcdo de fdrmacos baseados em HA podem garantir um maior
tempo de residéncia da formulag¢do na mucosa, aumentando o tempo para que ocorra agao

local ou absorcao sistémica do farmaco.
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CAPITULO I - APLICACAO DE UM METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE CURCUMINA E MELATONINA EM
NANOEMULSOES REVESTIDAS COM ACIDO HIALURONICO
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A associagdo de farmacos em NC, tais como as NE, vem se tornando cada vez
mais comum, especialmente para aqueles de reduzida hidrossolubilidade. Isso se deve
principalmente a possibilidade de redugao da toxicidade e aumento da biodisponibilidade.
Em alguns casos ainda pode se atribuir uma liberagdo controlada e direcionada dos
farmacos em sitios especificos, que podem ocorrer de forma passiva devido ao tamanho
reduzido do sistema ou ativa pela adi¢ao de ligantes na superficie (BRUXEL et al., 2012;
JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015).

A determinagdo quantitativa do fdrmaco incorporado nas NE geralmente ¢
realizada por métodos analiticos que precisam ser adequadamente validados para garantir
uma quantificagdo confiavel do analito. Por se tratar de um sistema complexo o método
deve ser sensivel e seletivo o bastante para atender as exigéncias dos protocolos de
controle de qualidade (CLAUSEN et al., 2015; LINDNER; KHALIL; MAINARDES,
2013; SCHIBORR et al., 2010). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) esta
entre as técnicas analiticas mais utilizadas para pesquisa de farmacos em sistemas
bioldgicos e medicamentos. Devido a sua capacidade de detectar pequenas quantidades
do analito também ¢ eleita na quantificacdo de farmacos em sistemas nanoestruturados,
apresentando alta seletividade, sensibilidade, repetibilidade e reprodutibilidade. Nessa
técnica, os componentes de uma mistura sdo particionados entre um adsorvente (fase
estaciondria) e um solvente (fase movel), sendo que essas fases variam de acordo com a
caracteristicas do analito de interesse € matriz em que ele esta inserido (CLAUSEN et al.,
2015; DWIASTUTI et al., 2018; TEKKELI; KIZILTAS, 2017). Os sistemas de detec¢ao
mais empregados na CLAE sdo o arranjo de fotodiodos (DAD) ou detector de
ultravioleta-visivel (UV-Vis), fluorescéncia, indice de refragdo, ressonancia magnética
nuclear, espectrometro de massas e outros. Alguns fatores fundamentam a escolha do
sistema a ser utilizado, entre eles a sensibilidade, seletividade, rapidez de resposta,
linearidade e limite de deteccao desejados (HESS, 2011; JESCHEK et al., 2016).

Considerando que esse trabalho visa a obtengdo de NE revestidas com HA
contendo CUR e MEL se faz necessario a utilizagdo de uma metodologia analitica capaz
de quantificar os farmacos associados. Dessa forma, esse capitulo descreve na forma de
manuscrito o processo de validagdo realizado por CLAE-DAD para determinagdo
simultanea de CUR e MEL a partir de NE revestidas com HA, o qual foi publicado no
Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 31, n.3, p. 467-475, 2020.
http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20190205.
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Manuscrito 1 — Application of a new validated HPLC-PDA method for simultaneous

determination of curcumin and melatonin in hyaluronic acid-coated nanoemulsions
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Application of a New Validated HPLC-PDA Method for Simultaneous
Determination of Curcumin and Melatonin in Hyaluronic Acid-Coated

Nanoemulsions

Edna da Silva Vieira, Elenara Lemos-Senna *
Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Santa Catarina,

Brazil, Campus Trindade, §8040-970, Florianopolis, Brazil.

Abstract

In this study, a HPLC-PDA method was developed and validated to simultaneously
determine curcumin (CUR) and melatonin (MEL) in hyaluronic acid-coated
nanoemulsions, a novel targetable delivery system to CD44 receptors overexpressed in
many types of tumors. Chromatographic analyses were performed in reversed phase mode
using a mobile phase consisting of acetonitrile, methanol and 0.1% formic acid (35:15:50,
v/v/v) at a flow rate of 1 mL min’!, and detection at 223 and 425 nm. The method was
successfully validated according the parameters of specificity, linearity, limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), inter/intra-day precision, accuracy, and
robustness. Linearity was demonstrated in the CUR and MEL concentration range of 0.5-
20.0 ng mL! and 1.0-40.0 ug mL™! (r > 0.999), respectively. Relative standard deviation
(RSD) values for intra-day and inter-day precision were lower than 5%, and mean drug
recovery varied from 94.91% to 98.33%. Mean drug content of 85.2 ug mL™! and 501.4
ug mL! and entrapment efficiency of about 80% and 20% were obtained for CUR and
MEL, respectively. These results may be correlated to the differences in the drug

solubility of these drugs in the oil and water phases of the nanoemulsion.
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Introduction

Bioactive molecules extracted from diverse natural sources have been
considered potential drug candidates for anticancer therapy. About 80% of drugs
approved by the United States Food and Drug Administration during the last three
decades for cancer therapy either are natural products per se or are based on, or mimicked
natural products 2. The anticancer and cancer preventive activity of natural products can
be explained by multiple cellular and molecular mechanisms, for example, programmed
cell death (apoptosis), alteration of cell cycles, anti-angiogenic and anti-inflammatory
activity.!?

Curcumin  (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-
dione) (Figure 1.1a)* is a polyphenol derived from the plant Curcuma longa L.,
commonly called turmeric, which has been associated with antioxidant, anti-
inflammatory, anticancer, antiviral, and antibacterial activities, as indicated by over 6.000
citations®”’. Several clinical trials dealing with cancers have addressed the
pharmacokinetics, safety, and efficacy of CUR in humans.® Other natural-derived
substance with anticancer activity is the indoleamine melatonin (N-[2-(5-methoxy-1H-
indol-3-yl)ethyl]acetamide) (Figure 1.1b), which is synthetized in the pineal gland and is
widely distributed in bacteria, unicellular organisms, algae, plants, invertebrates, and in
many organs of vertebrates.*!° Melatonin (MEL) has a variety of biological properties
including anti-inflammatory and antioxidant activity, as well as immune system
regulator.'!"! In cancer cells, MEL has the capacity to induce intracellular ROS, whose
accumulation plays an upstream role in mitochondria-mediated apoptosis and autophagy.
Moreover, can act more specifically on cancer cells, but not on normal cells, showing
synergistic anticancer activity and reducing undesirable side effects in several

chemotherapy regimens. 1413
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Figure 1. 1. Chemical structure of (a) curcumin and (b) melatonin.
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Several in vitro and in vivo studies describe the oncostatic properties for both
CUR and MEL against squamous cell carcinoma and other tumors of the oral cavity,
through several biological mechanisms, including antiproliferative functions, stimulation
of anticancer immunity, modulation of the oncogene expression, and anti-antioxidant,
inflammatory, antimetastatic, and antiangiogenic effects.!®?! However, delivering drugs
in the oral cavity may be a challenging task, since drugs need to overcome the mechanical
effects of the salivary washout that can quickly remove the dosage form from buccal
epithelium. In this sense, the use of mucoadhesive nanocarriers has emerged as promising
drug delivery systems for buccal administration, since they can interact with the mucus
layer, extending contact time and increasing buccal bioavailability.?” Besides the high
drug carrier capability, nanocarriers can accumulate passively into tumor tissue due to its
inherited enhanced permeability owed to the presence of larger endothelial fenestrations
of the tumor vasculature that allow extravasion of the submicrometric particles.??

Considering the above mentioned, we have developed cationic nanoemulsions
(NEs) co-encapsulating CUR and MEL intended to the treatment of the oral cavity
cancers. Nanoemulsions (also known as miniemulsions) are kinetically stable emulsions
with droplets size in the nanometric range. Nanosized droplets lead to improved solubility
and bioavailability of drugs and they have the potential to target active molecules to
particular tissues or sites. The NEs exhibit unique behavior due to their nanoscopic
dimensions, including remarkable stability, droplet-droplet interactions, and rheological

properties.?*? Besides, aiming to achieve the active targeting of the drugs towards tumor
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cells, nanoemulsions were coated with hyaluronic acid (HA), a natural polysaccharide
found in the extracellular matrix and synovial fluids of the body, that binds to specific
cell receptor CD44, which is highly overexpressed in several cancers, including the oral
carcinoma.?%%

The quantitative determination of the drug incorporated into NEs is usually
performed by analytical methods that need to be adequately validated to ensure a reliable
quantification of the analyte.3*3! Literature on analysis of CUR revealed several methods
based on different techniques, such as high-performance liquid chromatography (HPLC)
with fluorescence detection, which have been used for its quantification in biological
samples, and liquid chromatography-mass spectroscopy (LC/MS) for analysis in food
products and plasma.*?* HPLC methods with UV detection were also used for
determining CUR in biological fluids, liquid crystals, tablets and capsules, and
liposomes.?33-37 Similarly, MEL determination in biological and pharmaceutical samples,
such as nanoparticles, have been carried out by HPLC with fluorescence and UV
detection.?!-*¥-40 It is important to consider that, depending on the method used for drug
extraction, some components of the nanoemulsions can absorb in UV wavelength range,
and thus, impair drug quantification. Moreover, no detailed reports of HPLC methods for
simultaneous determination of CUR and MEL in NEs are described. Therefore, the
present study aims to develop a simple, sensitive, accurate and reproducible method for
simultaneous estimation of CUR and MEL in NEs by HPLC-PDA. The photodiode array

detector (PDA) enables to analyze one or more wavelengths and is very efficient in

confirming the peak purity of the several reported peak.*!

Materials

Castor oil, hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), hyaluronic acid
(mol wt. 130-150 kDa), curcumin (> 94% curcuminoid content, > 80% Curcumin) and
melatonin (> 98% melatonin) were purchased from Sigma—Aldrich (USA). Hidrogenated
soybean lecithin (Lipoid S100, 97.5% phosphatidylcholine) was purchased from Lipid
Ingredients and Technologies (Brazil). Analytical grade acetone and ethanol were
purchased from Neon Comercial (Brazil) and HPLC grade acetonitrile, methanol and
formic acid from Honeywell International Inc (USA). Water utilized in the HPLC

analyses was obtained using a Milli-Q purification system (Millipore, USA).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/polysaccharides
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cd44
https://www.google.com/search?q=phosphoric+acid&sa=X&ved=0ahUKEwixsMSDj5nhAhXjErkGHXuSAeYQ7xYIKigA
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Instrumentation and chromatographic conditions

The experiments were conducted using a Shimadzu HPLC system (Japan)
equipped with a LC-20AD binary pump, a SIL-20AC HT auto-sampler, a CTO-20A
forced air-circulation-type column oven, a SPD-M20 photo diobde array UV/VIS
detector, and a software LC Solution 1.2 (Shimadzu, Tokyo, Japan). The analyses were
carried out in reversed phase mode using a Phenomenex® Luna C18 column (150 mm x
4.6 mm x 5 pm; USA), equilibrated at 40 °C. Chromatographic analysis was performed
on the isocratic mode with a mobile phase consisting of acetonitrile, methanol and 0.1%

(v/v) formic acid aqueous solution (35:15:50; v/v/v), flow rate of 1.0 mL min™!

, sample
injection volume of 10 pL, and detection at wavelengths of 223 nm and 425 nm for CUR

and MEL, respectively. The run time was 8 minutes.

Method validation

Validation of the analytical method was performed based on the International
Conference on Harmonization and ANVISA guidelines, according to the following
parameters: linearity, specificity, precision, accuracy, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), and robustness.*>*3

Specificity was determined by comparing the representative chromatograms
obtained for unloaded nanoemulsions and CUR-MEL-loaded nanoemulsions in order to
verify the possible interference of the formulation constituents in the HPLC-PDA
analysis. The system suitability of the HPLC method was verified by analyzing six
replicate samples containing CUR (20.0 pg mL") and MEL (40.0 ug mL™"), using the
developed method. The parameters of relative retention, repeatability, resolution between
the CUR and MEL peaks, theoretical plates of the column, and tailing factor were
checked.

The linearity of the method was verified through the calculation of the
correlation coefficient (r) of the analytical curves using the least squares method. The
peak area was divided by the corresponding drug concentration and the resulting values
were analyzed by the one-way analysis of variance (ANOVA) to confirm the validity of

the linear regression (o = 0,05; 95% confidence). Homoscedasticity was assessed by
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analysis of the residuals plots. The LOD and LOQ for CUR and MEL were calculated

according the following equations:

LOD—SXG

S
LO _10><0
Q= S

Where o is the standard deviation of y-axis interception values of the calibration curves

and S is the angular coefficient of the calibration curve.

Repeatability (intra-day precision) of the method was assessed by testing three
solutions of CUR and MEL, in three different levels: low (0.5 and 1.0 ug mL™!), medium
(4.0 and 8.0 ug mL") and high (20.0 and 40.0 ug mL!) on the same day. Intermediate
precision (inter-day) was evaluated through the analysis of these solutions on three
different days, in triplicate. Results were expressed as percent relative standard deviation
(%RSD).

Accuracy of the method was assessed by the recovery test after spiking unloaded
nanoemulsions with a CUR and MEL solution in order to obtain theoretical drug
concentrations of three different levels: low (0.5 and 1.0 ug mL™"), medium (4.0 and
8.0 pg mL") and high (20.0 and 40.0 pg mL™!). The analyses were performed in triplicate.

Robustness of the chromatographic method was evaluated by analysis of a CUR
and MEL solution, both at concentration of 40.0 pg mL"!, after small changes in the
analytical parameters of column temperature (38 or 42 °C), flow rate (0.9 mL min™! or
1.1 min"), mobile phase composition (37:13:50 or 33:17:50; v/v/v), mobile phase pH (3.2
or 3.8), and wavelength detection (422/220 or 428/226 nm). The analyses were carried

out in triplicate and the results were expressed in percentage of drug recovery and RSD.

Determination of CUR and MEL content and encapsulation efficiency in hyaluronic

acid-coated nanoemulsion

Firstly, a cationic nanoemulsion (NEcurmeL) was prepared by spontaneous
emulsification, according to a previously described procedure.** The method consists of
adding 400 mg of castor oil to an organic phase comprising 60 mg of lecithin, 0.5 mM of
CTAB, 2 mg of CUR, and 10 mg of MEL previously dissolved in 20 mL of an ethanol

and acetone (1:4, v/v) mixture. This organic phase was added to an aqueous phase (40
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mL) under moderate magnetic stirring for 10 minutes. The formation of the cationic
nanoemulsions was instantaneous, which was evident due to the milky appearance of the
colloidal dispersion. Nanoemulsions were submitted to evaporation under reduced
pressure to eliminate the organic solvents and concentration of the colloidal dispersions.
Hyaluronic acid-coated nanoemulsion (HA-NEcurmMEeL) Was prepared by adding 2 mg of
HA in the aqueous phase, before nanoemulsion formation. Unloaded nanoemulsions were
prepared using the same procedure, without adding the drugs. Finally, unloaded and
CUR-MEL-loaded nanoemulsions were filtered using filter paper of 8 um pore size to
remove any drug precipitate and the pH of the resulting colloidal dispersions was adjusted
to 5-7. Nanoemulsions were characterized according the droplet size and zeta potential
by dynamic light scattering (DLS) and laser-Doppler anemometry, respectively, using a
Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, UK). All formulations were prepared in
triplicate.

CUR and MEL content were determined in triplicate after complete dissolution
of nanoemulsions in acetonitrile. The total content of drugs was expressed in ug mL™'.
Encapsulation efficiency was estimated in triplicate as being the difference between the
total content of CUR and MEL found in nanoemulsions and the concentration found in
the supernatant obtained from the ultracentrifugation of the sample in Optma MX-XP
ultracentrifuge (Beckman Coulter, USA) at speed rate of 55.000 % g during 30 minutes at
25 °C. The samples were appropriated diluted in acetonitrile, filtered through 0.22 pm
PVDF membrane (Merck Millipore), and injected in the chromatographic system. The
encapsulation efficiency (EE%) was expressed as percent of each drug associated to the

droplets.

Results and Discussion

This study aimed the development of a fast and reliable HPLC method to
simultaneously determine CUR and MEL in hyaluronic acid coated-nanoemulsions
intended to buccal administration. To find the appropriate HPLC conditions for
separation, initial runs were performed using acetonitrile and 0.1% (v/v) formic acid
solution as the mobile phase in several proportions and at isocratic mode. Regular shaping
and no tailing of MEL peak was observed in most cases (Figure 2). On the other hand,

commercially available CUR consists of a mixture of three curcuminoids, with CUR as
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the main (= 80%) constituent and minor amounts of demethoxycurcumin (~17%), and
bisdemethoxycurcumin (~3%).® Using only acetonitrile and 0.1% formic acid solution,
the separation of the peaks corresponding to the three curcuminoids could be not
performed and they were co-eluted. To obtain desirable separation of the curcuminoids it
was necessary to add methanol in the mobile phase and to determine the most appropriate
solvent ratio for separation. The successful separation of CUR, demethoxycurcumin, and
bisdemethoxycurcumin peaks was attained using an acetonitrile: methanol: 0.1% (v/v)
formic acid (35:15:50, v/v/v) mixture as mobile phase, with a reversed phase column
equilibrated at temperature of 40 °C, and a flow rate of 1 mL min'. The curcuminoids
peaks could be distinguished from each other based on their retention time, with CUR
being the most retained compound.* By applying the optimized HPLC method, CUR and
MEL exhibited retention times of 7.5 and 2.4 minutes, respectively (Figure 2). MEL (Log
P ~1.6) displayed the lower retention time, as it was expected, since it is a more polar
drug comparing to CUR (Log P ~3.2).%%47 The purity of the peaks was confirmed by the
comparison of spectra recorded with PDA detector during the registration of
chromatographic profile.*> The Amax values were determined by scanning with PDA
detector from 200 to 500 nm; the maximum light absorption for CUR and MEL occurred
at 425 nm and 223 nm, respectively, and these wavelengths were chosen to quantify the
drugs in the nanoemulsions.

The system suitability test was used to verify if the chromatographic system is
suitable for performing the analyses. Theoretical plate number more than 2000, tailing
factor less than 1.5, and RSD less than 2% for repeatibility and retention time was set as
acceptance criteria.*? The results obtained in the evaluation of the suitability of the HPLC
method are summarized in the Table 1.1. The acceptance criteria were met for all
parameters evaluated, testifying the system suitability of the method. The resolution
between curcumin and the other curcuminoids was considered satisfactory, since values

were equals or exceeds 1.5.
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Table 1. 1. Results obtained in the evaluation of the system suitability of the HPLC
method (n=6).

Parameters Curcumin Melatonin
Retention time* / minutes 7.55+0.01 2.43 £0.02
(0.14) (0.71)
Peak area® mAU 1868417.1 £13839.5 2317736.1 £22518.4
(0.74) (0.97)
Theoretical plate number (N) 8916.5+41.9 6005.6 +85.8
Tailing factor 1.22 £0.02 1.09 £0.01

*In parenthesis: Percent relative standard deviation.

Specificity was determined by comparing the representative chromatograms
obtained after injection of unloaded nanoemulsions (without drugs) and CUR-MEL-
loaded nanoemulsions into the chromatographic system. As can be seen in Figure 1.2, the
other components of the nanoemulsions did not interfere in the peaks corresponding to

the drugs, evidencing the specificity of the method.
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Figure 1. 2. Representative chromatographic profiles obtained for (a) CUR-MEL-loaded
HA-acid coated nanoemulsions (b) unloaded HA-coated nanoemulsions. Solid and
dotted lines correspond to the chromatograms obtained with detection at 223 and 425
nm, respectively.
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Linearity was verified by applying the linear regression model to fit the CUR
and MEL analytical curves over the concentration range from 0.5 to 20.0 ug mL™! and
from 1.0 to 40.0 pg mL™!, respectively. Both calibrations curves were demonstrated to be
linear over the tested concentration range (r > 0.999) (Figure 1.3). Analyses of variance
demonstrated there were no significant differences between the values of peak area to
drug concentration ratio obtained for each calibration curve (Feaicutated < Feriticat, 95%
confidence interval) (Table 1.2). The residue analyses are showed in the Figure 3¢ (CUR)
and Figure 3d (MEL). The residue analysis from each calibration curve exhibited random

patterns, thus, the homoscedasticity assumption is satisfied indicating a good fit for the
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linear model. The LOD and LOQ values for CUR and MEL were 0.09 and 0.23 pg mL!
and 0.30 and 0.85 pg mL " respectively, demonstrating that the chromatographic method

is suitable enough to detect and quantify these drugs in the HA-coated nanoemulsions.

Figure 1. 3. Representative calibration curve obtained for (a) curcumin and (b)
melatonin after injection of working standard solutions at the concentration range from
0.5 to 20 ug mL-1 (curcumin) and 1.0 to 40.0 ug mL-1 (melatonin). Residual plots
obtained for (¢) curcumin and (d) melatonin.
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Table 1. 2. Analysis of variance (ANOVA) for the linear regression analysis.
Source of DF? SSP MSe¢ Fealeulated  P-value* Feritical
variation
Curcumin

Between groups 2 17118301.7 8559150.8 0.85 0.44 3.55
Within groups 18 181982006.9 10110111.5
Total 20 199100308.5
Melatonin
Between groups 2 2403530.6 1201765.3 0.43 0.65 3.55
Within groups 18 49438102.5 2746561.2
Total 20 51841633.1

2 Degrees of freedom; ® Sum of squares; ¢ Mean square, *p > 0,05.
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Precision of a method is the closeness of agreement between independent test
results obtained under given analytical conditions and includes the measurement of the
intra-day (within-day or repeatability) and of the inter-day (between-day) precision. Table
1.3 shows the results obtained in the evaluation of intra-day and inter-day precision for
both CUR and MEL. RSD values lower than 5% were obtained for the two drugs, even

in the smallest concentration, assuring a satisfactory precision of the HPLC method.

Table 1. 3. Intra-day and inter-day precision for quantification of curcumin (CUR) and

melatonin (MEL).
Drug Intra-day precision® Inter-day precision®
concentration Measured RSD® /% Measured RSD¢ /%
/ ng mL™! concentration concentration
/ ug mL-! / ug mL!
CUR
0.5 0.49 £0.02 4.98 0.50+0.01 2.29
4.0 4.06 + 0.05 1.41 4.08+0.07 1.77
20.0 21.33+0.57 2.70 21.5+0.50 2.32
MEL
1.0 1.05+£0.04 4.15 1.07 £0.04 3.75
8.0 8.12+0.16 1.98 8.09+0.11 1.36
40.0 40.56 £ 0.92 2.29 40.73 +£0.64 1.57

a Results expressed as mean + standard deviation of three drug solutions analyzed in the same day. ® Results
expressed as mean + standard deviation obtained after analysis of the drug solution in three different days.
¢ Relative standard deviation.

In order to evaluate the accuracy of the chromatographic method, recovery
experiments were performed after spiking unloaded HA-coated nanoemulsions with a
CUR and MEL standard solution at three different concentration levels (low, medium and
high). Drug recovery values varied from 94.78 to 98.33% with RSD values lower than
3% (Table 1.4), thereby indicating a low variability and a close agreement between the

experimental and theoretical concentration values.
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Table 1. 4. Curcumin (CUR) and melatonin (MEL) recovery values obtained after
spiking unloaded nanoemulsions.

Drug Added / g mL"! Drug found?/pug mL"! Recovery / % RSD®/ %

CUR

0.5 0.48 £0.01 96. 22 +2.03 2.11
4.0 3.90+0.10 97.50 £2.50 2.56
20.0 18.95+0.26 94.78 £1.33 1.41
MEL

1.0 0.98 £0.01 98.33+1.15 1.17
8.0 7.78 £0.07 97.25 +£0.90 0.92
40.0 37.96 £1.01 94.91 +£2.50 2.63

aResults expressed as mean concentration + standard deviation of three determinations; "Relative standard

deviation.

An HPLC method can be considered robust when it remains unaffected after

small changes in the analytical parameters. As can be seen in Table 1.5, small changes

in the flow rate, mobile phase composition and pH, column temperature, and wavelength

detection did not affect the determination of both CUR and MEL, since the higher RSD

value obtained was 4.67%. Then, the developed method proved to be robust for

quantification of CUR and MEL in the samples.

Table 1. 5. Effect of changes in the chromatography conditions on the determination of
curcumin (CUR) and melatonin (MEL) both at concentration of 40.0 ug mL-1 (n=3).

Parameters CUR MEL
Recovery/ RSD*/%  Recovery/% RSD?/ %
0
Flow rate / mL 0.9 96?38 2.41 99.6 2.90
min’ .1 95.78 3.40 975 3.2
Mobile phase 37:13:50 97.4 3.90 99.6 3.18
composition
/ (VIVIV) 33:17:50 98.0 245 100.3 3.41
Mobile phase pH 3.2 95.9 4.67 98.6 2.11
3.8 96.1 4.44 99.5 1.79
Temperature / °C 37 97.40 3.14 97.4 3.60
43 96.79 1.45 101.4 2.76
Wavelength /nm  422/220 98.78 2.34 98.78 1.43
428/226 96.10 3.56 99.98 4.13




106

Method applicability

Uncoated and hyaluronic acid-coated nanoemulsions were successfully obtained
by the spontaneous emulsification method. Both colloidal dispersions displayed size in
nanometric range (~200 nm) and monodispersed droplet size distribution (PDI ~ 0.2).
Uncoated nanoemulsions exhibited a positively charged surface as expected, due the
presence of the cationic surfactant CTAB at the oil-water interface of droplets. The
addition of HA in the nanoemulsion caused not only an increase of the droplet size, but
also the reduction of the =zeta potential value. HA 1is negatively charged
glycosaminoglycan®® and therefore, it may be deposited onto droplet surface provoking a
partial neutralization of the charges by the electrostatic interaction of its carboxylated
groups with the positively charged quaternary ammonium group of CTAB (Table
1.6).5051

Table 1. 6. Physicochemical properties and curcumin (CUR) and melatonin (MEL)
loading of uncoated (NEcurmeL) and hyaluronic acid-coated nanoemulsions (HA-
NEcurm™EL) (n=3).

Formulation Size? Zeta Drug content / ug mL"! EE®/ %
/ nm /mV CUR MEL CUR MEL
NEcurmMEL 179.7+9.8 41.6+1.0 852+17 501.4+55 83.7+2.1 209+35

(0.116)
HA-NEcupmer  2348+10.0 17.8+22 635429 271.9+100 959+12 19.9+24
(0.220)

a1n parenthesis: polydispersion index. ® Encapsulation efficiency

The chromatographic method once validated was applied to simultaneously
estimate CUR and MEL in uncoated and HA-coated nanoemulsions (Table 6). When
uncoated nanoemulsion were analyzed, CUR and MEL content were found to be 85.2 +
1.7 and 501.4 £ 5.5 pg mL", respectively, while EE% were found to be 83.7 + 2.1% and
20.9 £ 3.5% for the respective drug. The differences in the drug solubility expressed by
their log P can again explain the different EE% values; CUR is a more lipophilic drug
and, therefore, it is found preferentially associated to the nanoemulsion droplets, while
MEL, presenting higher water solubility, is preferentially partitioned towards the aqueous
phase. The addition of HA to nanoemulsion formulations caused a reduction in both CUR

and MEL content to 63.5 £ 2.9% and 271.9 + 10.0%, respectively. In fact, we have
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hypothesized that HA coating changes the oil-water interface properties, reducing the
ability of these drugs to adsorb onto droplet surface. However, further studies should be
carried out to confirm this hypothesis. Even though, the HPLC-PDA method developed
and validated in this study was successfully applied to simultaneously determine CUR

and MEL in nanoemulsions, which are promising formulations with antitumor properties.

Conclusions

In this study, an HPLC-PDA method was developed and validate for
simultaneous determination of CUR and MEL in nanoemulsions intended to the treatment
of cancers of the oral cavity. Peaks corresponding to MEL and CUR could be well
separated using an analytical procedure with a chromatographic run time of only 8
minutes, allowing the analyses of a large number of samples in a short period. This
method also proved to be reliable, fast and simple, complying with the requirements of
linearity, specificity, precision, accuracy, and robustness. Thus, this method was found to
be suitable for determining CUR and MEL loaded into hyaluronic acid-coated

nanoemulsions.
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CAPITULO II - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS
NANOEMULSOES REVESTIDAS COM ACIDO HIALURONICO CONTENDO
CURCUMINA E MELATONINA
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A base do tratamento de muitos tipos de cancer se fundamenta na modalidade
terapéutica que combine dois ou mais farmacos, essa pratica ganhou espaco ao longo do
tempo devido a heterogeneidade genética e fenotipica apresentada pelas células tumorais,
0 que resulta em respostas distintas entre os pacientes e dentro de um mesmo tumor,
tornando dificil a previsdo de sucesso na eficacia da terapia (PALMER; SORGER, 2017).
Considerando a baixa eficacia e alta toxicidade que alguns farmacos anticancer existentes
na atualidade podem ter, a pesquisa de novos candidatos terapéuticos nessa area ¢ extensa.
Entretanto, o processo de desenvolvimento de novos farmacos envolve anos de pesquisa
sendo extremamente caro e demorado. Dessa forma, uma estratégia seria a utilizagao de
agentes terapéuticos ja utilizados no tratamento de outras patologias, cuja as vias de alvo
de agdo sejam semelhantes ao cincer (MOKHTARI et al., 2017).

A MEL e CUR sao produtos naturais extensivamente estudados ao longo dos
anos, entre as diversas aplica¢des investigadas para essas moléculas suas propriedades
antitumorais merecem destaque. Ja ¢ conhecida sua atividade frente a véarios tipos de
cancer, entre eles, o cancer de boca. Contudo, a CUR e MEL sdo moléculas que
apresentam limitacdes quanto a biodisponibilidade em virtude da baixa solubilidade,
extenso metabolismo de primeira passagem e rapida excrecdo, sendo necessario a
investigacdo de sistemas de liberacdo de fArmacos capazes de superar essas barreiras
(ARDITO et al., 2018; CUTANDO et al., 2014; D’SOUZA; ADDEPALLLI, 2018; LIU;
MADU; LU, 2018; MEHTA; KAUR, 2014; YANG et al., 2017).

A inclusdo desses farmacos em NE pode ser uma solugdo eficiente, capaz ndo so
melhorar as propriedades fisico-quimicas, mas também oferecer direcionamento
especifico as células tumorais por meio da adicao de diferentes constituintes a superficie
de sua estrutura (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2019). Considerando os receptores
superexpressos nas células tumorais, o CD44 se destaca como alvo de novas terapias de
cancer, incluindo pesquisas relacionadas ao CCP (MATTHEOLABAKIS et al., 2015). O
HA pode ser adicionado a superficie das NE visando o direcionamento as células CD44+,
esse componente além de afinidade por esses receptores, se trata de um
glicosaminoglicano natural, biocompativel, ndo imunogénico e com reconhecidas
propriedades mucoadesivas (SANDRI et al., 2004; WICKENS et al., 2017). O que
permite o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados com capacidade de

direcionamento as células CD44+, tais como aquelas presentes no cancer de boca. E
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ainda, sua aplicacdo local diretamente na mucosa bucal, podendo ser uma estratégia
terapéutica complementar ao tratamento convencional.

Considerando o que foi mencionado até aqui, o Capitulo II contempla o
desenvolvimento ¢ caracterizagdo de NE revestidas com HA associando CUR ¢ MEL e
sua atividade citotoxica em uma linhagem saudavel (HACAT) e tumoral (CAL27).
Inicialmente foi realizada a otimizagdo das caracteristicas de tamanho, potencial zeta e
distribuicdo granulométrica das formula¢des quanto ao tipo e concentracdo de lipidio
cationico empregado. Em seguida, o tipo de dleo vegetal também foi estudado, afim de
aumentar a associagdo dos farmacos. Os dados referentes recuperacao e eficiéncia de
associacdo de CUR e MEL com os diferentes 6leos encontra-se no Apéndice A. Com a
definicdo da composi¢do da NE inicial de caracteristica catidnica, foram avaliadas
diferentes concentragdes e pesos moleculares de HA para proceder o revestimento através
de interagdo eletrostatica. Para analisar o feito do revestimento e da associacdo dos
farmacos, NE nao revestidas e contendo somente CUR também foram incluidas nesse
estudo. A caracterizacdo das formulagdes desenvolvidas, assim como sua atividade
citotoxica estdo descritas na forma de manuscrito, o qual foi submetido para publicagdo

no periddico Journal of Drug Delivery Science and Technology.
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Manuscrito 2: Hyaluronic acid-coated nanoemulsions co-delivering curcumin and
melatonin to treat the oral cancer: preparation, characterization and in vitro

cytotoxicity evaluation
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Abstract

Curcumin (CUR) and melatonin (MEL) are natural compounds that have
exhibited anticancer effects against oral squamous cell carcinoma (OSCC). However,
despite the advantages of the local treatment of oral cancer, the delivery of drugs in the
oral cavity may be challenging since drugs need to overcome the mechanical effects of
the salivary washout that can quickly remove the dosage form from oral mucosa.
Nanoemulsions have emerged as potential carriers for drug release in the oral cavity,
allowing the delivery of both hydrophilic and hydrophobic drugs in the same formulation.
Besides, nanoemulsions may have their surface modified by introducing different types
of ligands to target receptors expressed on the surface of the cells. Considering that, in
this study, we describe the development of cationic nanoemulsions co-delivering CUR
and MEL (NEcur/MEL) as a new approach for adjuvant treatment of OSCC. Aiming to
target the cluster-determinant 44 (CD44) receptor, which is overexpressed in the OSCC,
the nanoemulsions were coated with hyaluronic acid (HA) to generate CUR/MEL-loaded
HA-coated nanoemulsions (HA-NEcurmer). The nanoemulsions were prepared and
characterized according to size, zeta potential, drug loading, accelerated stability, and
release profiles. The mucoadhesive properties of both NEcurmeL and HA-NEcurmMEL
were demonstrated by their strong ability to interact with the mucin. /n vitro cytotoxicity
studies were carried out on the HACAT and CAL27 cell lines by using the MTT method.
These studies demonstrated that the CUR and MEL combination in HA-NE significantly
decreased the viability of CAL27 cell line by inducing apoptosis, but showed a protective
effect on the HACAT cell line. These findings suggest that HA-NEcurmMmeL may be

considered a promising approach for the coadjutant treatment of oral cancer.

Keywords: Curcumin, melatonin, oral cancer, mucoadhesion, nanoemulsions,

hyaluronic acid.
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Introduction

Head and neck cancer (HNC) was the seventh most common cancer worldwide
in 2018, representing 3% of all cancers [1]. HNC encompasses epithelial malignancies
arising from the paranasal sinuses, nasal cavity, oral cavity, pharynx, larynx, and salivary
glands. The vast majority (more than 90%) of these epithelial malignancies are squamous
cell carcinomas, for which tobacco and alcohol are the most important factors of risk
[2,3]. In particular, oral cancer is a type of head and neck cancer that arises on the lip or
oral cavity, with different levels of differentiation and a propensity for lymph node
metastasis. Approaches to the treatment of oral cancer depend on the stage of the disease
and may include surgery, radiation therapy, and chemotherapy [4].

Effective cancer chemotherapy requires the reach of therapeutic concentrations
of the drugs in the tumor site. In oral cancer, the easy access to the oral cavity allows the
local delivery of chemotherapy drugs to directly treat the lesions, avoiding undesirable
side effects, and improving the quality of life of patients [5—7]. However, the limited
absorption area, the barrier properties of the oral mucosa, the washing effect of saliva,
and mechanical stress that results in a short retention time of the conventional dosage
forms to the oral mucosa are obstacles that drugs meet when administered by the buccal
route [8,9]. With this regard, the use of nanoscale-based formulations may overcome
some of the drawbacks of the buccal administration. Nanocarriers may increase the
diffusion rate of the drugs across the mucus layer and protect the drug from degradation
and saliva dilution. In addition, nanocarriers presenting mucoadhesive properties by using
hydrophilic polymers are able to interact with the mucus layer, increasing the residence
time of the formulation on the mucosa surface and successfully delivering the drug
[10,11].

Nanoemulsions have emerged as potential carriers to deliver drugs to the oral
cavity. These colloidal systems are kinetically stable emulsions, generally oil-in-water,
with droplet size in the nanometer range, which are able to deliver both hydrophilic and
hydrophobic drugs. Their advantages over other nanocarriers include the remarkable
capacity of hydrophobic drug solubilization, ease of preparation, and ability to improve
the bioavailability of drugs, besides to be formulated using generally regarded as safe

(GRAS) excipients [12—14]. In addition, nanoemulsions may have their surface modified
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by introducing different types of ligands to target receptors expressed on the surface of
the cells [15].

Hyaluronic acid (HA) is a linear anionic polysaccharide present in vertebrates’
extracellular matrix of connective tissues. It is composed of repeating units of p-
glucuronic acid and N-acetyl-p-glucosamine linked together through alternating B-1,3
and B-1,4 glycosidic bonds [16—18]. HA is a typical hydrophilic macromolecule
displaying mucoadhesive properties since it can bind the mucin proteins by hydrogen
bonds through the hydroxyl group [10,11]. Also, HA binds specifically to the cluster-
determinant 44 (CD44) receptor, an extracellular protein on cell membranes, and
regulates diverse cellular responses. CD44 is a cell surface marker that is overexpressed
in tumors, such as oral squamous cell carcinoma (OSCC), and has low expression in
normal tissues [19,20]. Indeed, apart from mucoadhesive character, HA offers the
possibility of targeting and promotes the intracellular access by endocytosis of the drug-
loaded nanocarrier to the cancer cells that overexpress CD44. Therefore, HA has attracted
much attention for drug delivery purposes [21-23]. Nanocarriers coated with HA can be
prepared through electrostatic attraction by ionic interaction between HA and
conveniently stabilized cationic nanoemulsions. The process is simple and controllable
without introducing chemical reagents [19,23,24].

Bioactive molecules extracted from diverse natural sources have been
considered potential drug candidates for anticancer therapy [25-27]. Curcumin or
diferuloylmethane is a polyphenol obtained by extraction and purification of rhizomes of
spice turmeric (Curcuma longa L.) [25,28,29]. CUR has gained widespread recognition
due to its remarkable anti-inflammatory, antioxidant, and anticancer effects [5,7]. The
anticancer activities of CUR are attributable to its antiproliferative, antiangiogenic,
antimetastatic, and pro-apoptotic properties. In vitro and in vivo studies reported that
CUR inhibited cell proliferation in various oral cancer cell lines and human cancer
xenografts in nude mice [30-35]. Another natural-derived substance with anticancer
activity 1s MEL, also known as N-acetyl-5-methoxy- tryptamine. MEL is a hormone
produced in animals by the pineal gland and plants under stress [36—38]. MEL has a
variety of biological properties, including anti-inflammatory, antioxidant, and
immunomodulatory activities. This hormone has oncostatic activity through various
mechanisms, including antiproliferative, anticancer immunity stimulation, modulation of

expression of oncogenes, anti-inflammatory, antioxidant, antiangiogenic, and
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antimetastatic effects [39]. Several studies have indicated that MEL reduces the
expression of metalloproteinases and inhibits the invasion and metastasis of oral cancer
cell lines, besides inhibiting cell viability and angiogenesis [36,39—41].

Considering the above mentioned, in this study, we describe the development of
HA-coated nanoemulsions (HA-NE) co-delivering CUR and MEL as a new approach for
adjuvant treatment of OSCC. Previous research has shown that MEL synergized the
inhibitory effect of CUR against the growth of bladder cancer by enhancing the
antiproliferation, antimigration, and pro-apoptotic activities [42]. Herein, we hypothesize
that CUR and MEL co-administered as mucoadhesive and targetable nanoemulsions
could also improve the antitumor effect against OSCC. HA-NEs co-encapsulating CUR
and MEL were prepared and characterized, and the in vitro cytotoxicity of this new
formulation was investigated on a CD44 overexpressing cell line of human oral cancer

(CAL27) and a human non-tumorigenic keratinocyte cell line (HACAT).

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Castor oil, hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), Oleylamine (OE),
hyaluronic acid (HA, molecular weight 15-30 kDa and 70-90 kDa), curcumin (CUR, >
94% curcumin content), melatonin MEL, (> 98% melatonin), sodium dodecyl sulfate and
mucin from the porcine stomach (type III) were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, USA), Hydrogenated soybean lecithin (Lipoid S100, 97.5%
phosphatidylcholine) was purchased from Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Germany).
Periodic acid, Schiff reagent, ethanol and acetone were purchased from Dindmica (Sao
Paulo, SP, Brazil). All other solvents and reagents were of analytical grade and used
without further purification. The human tongue squamous cell carcinoma cell line
(CAL27) and spontaneously immortalized human keratinocyte cell line (HACAT) were
obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (BCRIJ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil).
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), hams F12 medium, fetal bovine serum
(FBS), penicillin, streptomycin, versene®, tripan blue dye and trypsin were purchased
from Gibco (Grand Island, New York, USA). The annexin V conjugated with fluorescein
isothiocyanate (FITC) and 7-AminoactinomycinD (7AAD) Kit was obtained from BD
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Bioscience (San Diego, California, USA). The others reagents used and non-listed were

obtained from alternatives commercial sources.

2.2. Preparation of the nanoemulsions

Unloaded nanoemulsions (unloaded-NE) and CUR/MEL-loaded NE
(NEcurmMeL) were prepared by the spontaneous emulsification method [43]. Briefly, 400
mg of castor oil, 60 mg of lecithin, and CTAB (0.012 to 0.5 mM) were dissolved in 20
mL of an ethanol and acetone mixture (1:3, v/v) to obtain the organic phase of the
formulations. When present, CUR and MEL are added to the organic phase. Next, the
resulting solution was added dropwise to the 40 mL of aqueous phase under vigorously
magnetic stirring for 10 min. The obtained colloidal dispersions were then submitted to
evaporation under reduced pressure to remove the organic solvent and concentrated to
reach a volume of 20 mL. The pH of the formulations was adjusted to 6.5 with a 0.1 M

NaOH solution. All formulations were prepared in triplicate.

2.3 Preparation of hyaluronic-coated nanoemulsions (HA-NE)

HA-NEs were prepared based on electrostatic interactions [19,24]. Briefly, 15—
30 kDa or 70-90 kDa HA aqueous solutions were prepared at concentrations of 0.2, 0.3,
0.4 or 0.5 mg/mL. Then, 1 mL of unloaded-NE was slowly added under vigorous
magnetic stirring to 1 mL of each HA solution. The HA-NEs were characterized
according to size and zeta potential, and the optimal HA concentration was selected to
prepare CUR and MEL-loaded HA-coated nanoemulsions (HA-NEcurmer). All

formulations were prepared in triplicate.
2.4. Characterization of the nanoemulsions
2.4.1. Droplet size and zeta potential
The droplet size and zeta potential of the nanoemulsions were determined using

a Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, UK) after appropriated dilution of the

samples with ultrapure water. The mean droplet size and polydispersity index (PDI) were
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determined by dynamic light scattering at 25 °C and a detection angle of 173°. Zeta
potential measurements were carried out by laser doppler anemometry. For the analyses,
the samples were placed in electrophoretic cells where a potential of =150 mV was
applied. The zeta potential values were calculated as mean electrophoretic mobility values
using Smoluchowski’s equation [44]. All samples were analyzed in triplicate and the data

were expressed as mean = standard deviation (SD).

2.4.2 Morphology

The morphological examination of NEcurmeL and HA-NEcurmeL was carried
out using a JEM-1011 transmission electron microscope (Jeol, Japan), operating a 100
kV. One drop of each nanoemulsion was deposited on a copper grid with ultrathin carbon
film supported by a lacey carbon film and left to dry for 1 min. The samples were then
negatively stained with 2% phosphotungstic acid and left to dry under vacuum at room

temperature before observations.

2.4.3. Entrapment efficiency (EE) and drug content

CUR and MEL content were simultaneously determined using a validated high-
performance liquid chromatography (HPLC) method, as reported in our previous study
[45]. The analysis was performed in a Shimadzu HPLC system (Japan) equipped with an
LC-20AD binary pump, an SIL-20AC HT auto-sampler, a CTO-20A forced air-
circulation-type column oven, an SPD-M20 photo diode array UV-Vis detector, and a
software LC Solution. The analyses were carried out in reversed phase mode using a
Phenomenex® Luna C18 column (150 x 4.6 mm x 5 um; USA), conditioned at 40 °C.
The samples were eluate in isocratic mode using a mobile phase consisting of acetonitrile,
methanol and 0.1% (v/v) formic acid aqueous solution (35:15:50; v/v/v). The sample
injection volume was 10 pL, and CUR and MEL were detected at wavelengths of 223
and 425, respectively. The run time was 8 min. For HPLC analysis, an aliquot of the
NEcurmer or HA-NEcurmer was completely dissolved in acetonitrile (total
concentration). The entrapment efficiency (EE%) was estimated as being the difference
between the total concentration of CUR and MEL found in nanoemulsions and the

concentrations found in the supernatant obtained after ultracentrifugation of the samples
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(Optma MX-XP, Beckman Coulter, USA) at 55,000 g during 30 min at 25 °C. All samples
were filtered through 0.22 um before injection in the HPLC system. The EE was
expressed as percentage of each drug associated to the droplets. The results are expressed

as mean = SD of three different formulations.

2.5 Nanoemulsion stability

The accelerated stability of NEcurmeL and HA-NEcurmeL was evaluated using
an analytical centrifuge (LUMi-Sizer®, L.U.M. GmbH, Germany) which consists of a
centrifugal rotor with 12 optical cells and a light source (pulsed near-infrared light-
emitting 880 nm diode and a light sensor). By this technique, the intensity of the
transmitted near-infrared light is measured as a function of time and position over the
entire sample length, while the samples are simultaneously subjected to centrifugal force.
For the analysis, 400 puL of each sample was placed into polycarbonate optical cells and
subjected to rotation at 4.000 rpm for 7.200 s, at a temperature of 4 °C and 25 °C. During
the centrifugation transmission profiles were recorded at 865 nm and at time interval of
10 s. The samples were analyzed in triplicate without prior dilution. The results were
displayed as space- and time-related transmission profiles over the sample, and instability

index were calculated [46].

2.6. In vitro release studies

The in vitro release of CUR and MEL from nanoemulsions was evaluated by the
dialysis bag method. Briefly, 1 mL of NEcur/meL, HA-NEcur/mMEL, or a free drugs solution
was added to the dialysis bags. The dialysis bags were placed in amber flasks containing
100 mL of phosphate buffer saline (PBS) 0.01 M pH 6.5 added of 0.25 % (w/v) of sodium
dodecyl sulfate (SDS) (Sink condition). The samples were maintained at 37 £1 °C under
magnetic stirring and protected from light to avoid degradation. At predetermined time
intervals, 1 mL of the release medium was withdrawn, and withdrawn volume was
replaced with the fresh medium to maintain sink condition. The samples were analyzed
for CUR and MEL content by the HPLC method as previously described, and cumulative

CUR and MEL release profiles were constructed.
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2.7. Evaluation of the mucoadhesive and mucopenetration properties

2.7.1 Evaluation of interactions with mucin

The mucoadhesive properties of NEcurmeL and HA-NEcurmMmeL were evaluated
using mucin from the porcine stomach (type III). The mucin's soluble fraction was
isolated to remove aggregates that could influence the analysis [47]. In order to evaluate
the interactions between mucin and nanoemulsions, mucin dispersions were prepared in
phosphate buffer 0.01 M pH 6.5 at concentrations of 100, 250, and 500 ug/mL. Next, 100
uL of NEcurmEeL and HA-NEcurmMmeL were added to 5 mL of the mucin dispersion and the
mixture was maintained at 37 =1 °C under magnetic stirring for 30 min. Then, the mean
droplet size and zeta potential of the dispersions were measured as described in 2.4.1.
The amount of mucin adsorbed on nanoemulsions was determined by a colorimetric
method using periodic acid/Schiff (PAS) staining [48]. The nanoemulsion/mucin
mixtures were centrifuged at 200,000 g for 20 min at 20 °C. For the analyzes, 0.1 mL of
periodic acid reagent was added to 1 mL of the supernatants and incubated at 37 +/°C for
2 h. Next, 0.1 mL of the Schiff reagent was added and the resulting solutions kept at room
temperature (30 min). The absorbance of the samples was then determined in a
SpectraMax® multi-mode microplate reader (Molecular Devices, USA) at 555 nm. The
amount of adsorbed mucin was calculated as being the difference between total mucin in
the dispersion and free mucin obtained after contact with nanoemulsions [49]. The results

are expressed as mean £ SD of six different formulations measurements.

2.7.2. Evaluation of mucoadhesive strength

The mucoadhesive strength of NEcurmeL and HA-NEcurmMeL was evaluated by
measuring the force required to detach the formulation from a mucin disc using a texture
analyzer (TA-XTplus, Stable Micro Systems, UK) in tension mode, as previously
described [50,51]. Before mucoadhesion testing, the mucin disc was hydrated by
submersion in PBS for 5 s. The excess surface liquid was removed by gentle blotting.
Samples were placed at the lower platform, while mucin discs were attached to the upper
probe of the device. The upper probe was lowered at a speed of 1 mm/s to touch the

surface of nanoemulsion, with an applied force of 0.1 N for 60 s to ensure intimate contact
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between the mucin disc and the sample. The probe was then moved upwards at a constant
speed of 1 mm/s, and the force required to detach the mucin disc from the surface of each
formulation was determined from the resulting force- plot [52]. The maximum adhesion
force (Fmax) was defined as the maximum force to separate the formulation from a mucin
substrate, and the work of adhesion (Wadan) was based on the area under a force-distance
curve obtained during the detachment process [51,53]. The results are expressed as mean

+ SD of three different measurements of each nanoemulsion.

2.8. Cell culture and in vitro cytotoxicity

The cells were cultured on DMEM (CAL27) or DMEM/F12 (HACAT)
supplemented with 10% FBS and 1% Antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin). The formulations cytotoxicity effect was evaluated by the MTT (3-(4,5-
dimethiazol-zyl)-2-5-diphenyltetrazolium bromide) assay, already described [54].
HACAT and CAL27 cells were seeded in 96-well plates (2.5x10* cells/well) and
incubated at 37°C for 24h until accomplish complete adherence and confluence (in a 5%
CO; humidified atmosphere). Free drugs, drugs loaded nanoemulsions or unloaded
nanoemulsions were added to wells at concentrations ranging from 2.1 pM to 35 pM and
from 21.4 uM to 345 uM of CUR and MEL, respectively. The cells were incubated at 37
°C for 24 h. Then, the culture medium was replaced by MTT solution (Smg/mL), followed
by an incubation time of 2h. Control group was performed in these identical conditions
using the same amount of DMSO and cell viability was considered 100%. The MTT
solution was removed and the crystals were resuspended in DMSO. The results were
evaluated by an ELISA reader, using a 450 nm wavelength. The in vitro assays were

performed in triplicate and were repeated on different days.

2.9. Cell apoptosis assay

HACAT and CAL27 were seeded (5x10* cell/well) individually in 24-well
plates for 48h prior the assay. The cells were treated with unloaded nanoemulsions, free
drugs and drugs loaded nanoemulsions at concentration of 30 uM (CUR) and 295 uM
(MEL) for 24 h (n=3/group). Then, the cells were scraped with trypsin and centrifuged
with DMEM (900 x g, 5 min, at 4°C). In the next step, cells were washed with cold
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phosphate buffered saline (PBS - pH 7.6) and centrifuged twice (900 x g, 5 min, at 4°C).
The supernatant was discarded and the pellets were suspending in binding buffer (0.1M
Hepes/NaOH (ph 7.4), 1.4M NaCl, 25 mM CacCl,). For the analysis of apoptosis, the cells
were double-stained with Annexin V and 7-AAD using the Annexin V PE Apoptosis
Detection kit according to the manufacturer's instructions and analyzed by FACVerse®
flow cytometer (BD Biosciences, San Jose - CA, USA), using the FACSuite® software
where 10.000 events were obtained. The results are provided as dot plots with the relative

signal intensity of Annexin V vs. 7-AAD and expressed in percentage.

3. Results and Discussion

3.1 Preparation and characterization of the nanoemulsions

In this study, cationic nanoemulsions were prepared by the spontaneous
emulsification method. Firstly, the effect of the type (CTAB or OE) and concentration
(0.06 to 2 mM) of the cationic surfactant on the droplet size and zeta potential was
evaluated. The results showed that an increase in both CTAB (Figure 2.1a) and OE (Fig.
1b) concentration produced a significant decrease in the droplet size from 298.4 + 15.4
nm to 170.1 £ 17.3 nm and from 317.7 £ 19.6 nm to 232.1 + 8.9 nm, respectively. The
increase of the CTAB and OE concentration, otherwise, led to the increase of the zeta
potential values from 27.1 + 2.7 mV to 50.33 £ 4.1 mV and from 38.2 £ 2.2 mV to 54.3
+ 3.0 mV with, respectively (Figure 2.1a, 2.1b). However, despite their ability to generate
nanocarriers displaying positively charged surfaces suited for drug delivery purposes
(e.g., gene and cancer therapy), cationic surfactants are potentially toxic compounds [55].
Considering that, the cationic surfactant that produced the smallest droplet size and the
highest positively charged surface at the lowest concentration was selected for developing
the CUR/MEL-loaded HA-coated nanoemulsions. This goal was achieved by using
CTAB at a concentration of 0.5 mM. Subsequently, the HA coating was performed by
mixing the NE with a HA acid solution (MW 15-30 or 50-70 kDa) at concentrations
ranging from 0.2 to 0.5 mg/mL. At the lowest HA concentration (0.2 mg/mL), the
presence of agglomerates in the samples was visualized probably due to the neutralization
of the surface charges [23], and therefore droplet size and zeta potential measurements

could not be performed. On the other hand, the addition of the HA solution at higher
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concentrations led to the inversion of the zeta potential from positive to negative values,
indicating the adsorption of HA acid at the droplet surface. The negative zeta potential,
in this case, was provided by the ionization of the carboxylic groups of the HA (pKa 3—
4) [56] at pH 6.5 and reached the value of around -30 mV, regardless of the HA molecular
weight and concentration tested (Figure 2.1c, 2.1d). The presence of a plateau-like shape
observed in the zeta potential profiles is indicative of the NE surface saturation or HA
ionization saturation as described elsewhere [57]. Also, the presence of HA at the surface
of the NE droplets may be verified by the progressive increase in both mean droplet size
and PDI. Notwithstanding, the selected formulation for CUR and MEL entrapment
studies was that obtained using a solution of 15-30kDa HA at a concentration of 0.3
mg/mL, which displayed the smallest droplet size and PDI (224.5 + 4.6 and 0.220,

respectively) and negative zeta potential of -28.1 £ 2.1 mV.

Figure 2. 1. Effect of the concentration of (a) CTAB and (b) OE on the mean droplet
size, PDI, and zeta potential values of unloaded cationic nanoemulsions. (c) and (d)
Effect of the molecular weight and concentration of hyaluronic acid on the mean droplet
size, PDI, and zeta potential of cationic nanoemulsions prepared with 0.5 mM CTAB.
Bars and lines represent mean droplet sizes and zeta potential values, respectively. PDI
values are shown inside the bars. Data represent the mean + SD (n = 3).
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The final physicochemical characteristics of unloaded and CUR/MEL-loaded
nanoemulsions are summarized in Table 2.1. The addition of CUR and MEL to the
formulations did not affect the mean droplet size, PDI, and the zeta potential values of
the colloidal dispersions, when compared to the unloaded nanoemulsions. The entrapment
efficiency of CUR in all formulations was about 85%, while for MEL it was no more than
32%. The differences in the drug solubility expressed by their Log P can explain the
difference in the entrapment efficiency values. CUR (Log P 3.2) [58] is a more lipophilic
drug and, therefore, it is found preferentially associated to the nanoemulsion droplets,
while MEL (Log P 1.6), presenting higher water solubility (0.1 mg/mL) [59], is
preferentially partitioned towards the aqueous phase. On the other hand, the presence of
HA at the droplet surface (HA-NEcurmMeL) promoted a significant increase in the MEL
entrapment efficiency. This result can be attributed to the MEL affinity for the polar
segments of the HA structure increasing drug adsorption at oil/water interface [60,61].
The reduction of the CUR and MEL content by half occurred due to a dilution effect after

mixing the nanoemulsion suspension with the HA solution.

Table 2. 1. Physicochemical properties of unloaded and CUR/MEL-loaded
nanoemulsions uncoated and coated with HA. Data represented as mean + SD (n = 3).

Zeta Drug content Entrapment efficiency
Formulation Size (nm) PDI potential (ng/mL) (%)
(mV) CUR MEL CUR MEL
Unloaded-NE 174.249.82  0.182+0.01*  39.0+1.0?
Unloaded-HA-NE ~ 224.5+4.6*  0.220£0.01° -28.1+2.1°
NEcur 184.0£12.32  0.190+0.01  39.4+1.8*  86.2+3.3? 85.4+3.12
HA-NEcur 226.7+5.4°  0.236+0.01  -28.34+2.5°  43.6+2.1° 85.542.12
NEcurM™EL 187.446.4*  0.191+£0.01*  40.9£1.2*2  86.0+4.0° 490.5+10.7* 84.5+£3.0* 22.1£1.32

HA-NEcurmEL 236.0£6.1°  0.231£0.01° -27.4+1.5> 42.542.3%  2457+4.7°  86.74£2.1*°  32.0+1.4°

Different lowercase letters indicate significant statistical difference (p <0.05).

The TEM images of NEcurmeL and HA-NEcurmeL are shown in Figure 2.2.
Both uncoated and HA-coated nanoemulsions displayed spherical shapes with droplet
sizes consistent with those obtained by dynamic light scattering. Additionally, a core-
shell structure was observed for HA-NEcur/meL (Fig. 2.2b), indicating the presence of HA
at the surface of the droplets, which, in turn, corroborates with the results obtained in the

size and zeta potential measurements of the formulations.
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Figure 2. 2. TEM images of (a) NEcurmMeL and (b) HA-NEcur/MEL.

b.
e

3.2. Stability of the nanoemulsions

Nanoemulsions are thermodynamically unstable systems since the free energy
required to separate the oil from the water phase is lower than that necessary for
emulsification. Nanoemulsions typically break down during storage due to various
mechanisms such as gravitational separation, flocculation, coalescence, and Ostwald
ripening [62]. In this study, accelerated stability tests using a multisample analytical
centrifuge with photometric detection were performed at 25 °C and 4 °C to evaluate the
stability of uncoated and HA-coated nanoemulsions. This method is based on measuring
the intensity of the transmitted NIR light in a sample being centrifuged at high centrifugal
speeds. The kinetics of the nanodroplet separation process is characterized by the shape
and progression of the light transmission profiles measured as a function of time and
position over the entire sample length [63]. The evolution of transmission profiles
obtained for uncoated-NEcurmeL and HA-coated NEcurmeL 1s shown in Figure 2.3. An
increase of the light transmission in the cell bottom can be observed, which is a
characteristic of a creaming phenomenon. The extent of creaming was expressed by an
instability index that quantifies the clarification in transmission based on droplet size and
separation at a given time in the presence of accelerated gravitational force, divided by
the maximum clarification possible. It is a dimensionless number between 0 and 1, where
0 indicates no separation and hence highest stability, and 1 represents complete
segregation of phases and, therefore, lowest stability under the centrifugal field [64]. The
instability index was 0.178 + 0.03 (NEcurmer) and 0.258 +0.02 (HA-NEcurmeL) for
samples analyzed at 25 °C (Figure 2.3a and Figure 2.3c, respectively) and 0.062 + 0.01



131

(NEcurmeL) and 0.121 £0.01 (HA-NEcurmeL) for samples analyzed at 4 °C (Figure 2.3b
and Figure 2.3d, respectively). In this case, the clarification regions observed at 25 °C
were broader than those obtained at 4 °C. These results indicated that the creaming rate
is faster at a higher temperature. The presence of HA also affected the stability of
nanoemulsions since higher instability indexes were obtained for HA-coated
nanoemulsions. However, both NEcurmeL and HA-NEcur/meL were considered stable in

tested conditions since the instability indexes were lower than 0.3.

Figure 2. 3. Evolution of the light transmission profiles obtained after centrifugation of
(a) and (b) NEcurmEL and (c) and (d) HA-NEcurmeL C at 4 °C and 25 °C in a LUMI-
Sizer® analytical centrifuge. First recorded profiles bottom right, last profiles top right.
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3.3. In vitro release studies

The release profiles of CUR and MEL from NEcurmeL and HA-NEcurmMEL are
shown in Figure 2.4. To assess the effect of the dialyses membrane on drug diffusion,
release profiles using CUR and MEL ethanol:water (20:80, v/v) solutions were also
investigated. Both free drugs were quickly diffused throughout the dialysis bag towards
the receptor medium, reaching almost 100% of release in the first 30 min. On the other
hand, when NEcurmeL and HA-NEcurmMeL Were assayed, slower release profiles were
obtained, evidencing the ability of the nanoemulsions to control the drugs release.

However, substantial differences in the release profiles were verified depending on the
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properties of the drug and the nanocarrier. For MEL, a remarkable burst effect occurred
since 70% to 80% of drug was released in first hour, regardless of the presence of HA on
the droplet surface (Fig. 4a). The burst effect has been attributed to amount of non-
entrapped or adsorbed drug onto the particle surface, which is expected to occur for MEL
since most of drug in found dissolved in the aqueous phase of the formulations (see Table
1). On the contrary, a more controlled release profile was obtained for CUR, where
around 50% and 70% of the drug was released after 3 h from AH-NEcurmeL and
NEcurmEL, respectively (Figure 2.4b). It is noteworthy that for CUR the presence of HA
at the droplet surface contributed for slowing the release rate, indicating that this polymer

acted as a barrier for drug diffusion from oil to aqueous phase-
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Figure 2. 4. In vitro drug profile obtained for (a) CUR and (b) MEL from NEcurmeL and
HA-NEcurmeL in PBS pH 6.5 containing SDS 0.25% (w/v) at 37 £1°C. Data

a

represented as mean £+ SD (n = 3).
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3.4. Mucoadhesive properties

The mucoadhesive properties of NEcurmer and HA-NEcurmeL were firstly
evaluated by measuring the zeta potential and droplet size after incubating the
nanoemulsions with a mucin dispersion at different concentrations (Table 2.2). The zeta
potential of the mucin dispersion at a concentration of 250 pg/mL was -11.5 + 4.6 mV,
while NEcurmMeL and HA-NEcurmeL exhibited zeta potential values of 38.1 + 1.1 mV and
-27.8 £ 2.0 mV, respectively. When the mucin is added to the uncoated nanoemulsion
(NEcurmEL), an inversion of the charge sign from positive to negative was observed,
accompanied by a significant increase in the droplet size. These results indicated that
electrostatic interactions occurred between the droplets of the cationic nanoemulsions and
the mucin, which is negatively charged at physiological pH [65]. However, the net surface
charge was not affected by the increase in the concentration of the mucin dispersion,
suggesting that the complete neutralization of the surface charge occurred at the lowest
concentration of mucin dispersion tested. When the mucin dispersion was added to HA-
NEcurmEL, only a slight increase in the zeta potential in modulus was observed. However,
a significant increase in the droplet size was verified. Different from uncoated
nanoemulsions, HA-NEcur/mMeL shows anionic nature due to the presence of ionization of
the carboxylic groups of HA. In this case, the mucin interaction results from a
physicochemical process, such as hydrophobic interactions, hydrogen bonds, and van der
Waals forces, which are controlled by pH and ionic composition [65-67]. The increase in
size, however, could be ascribed to a real growth of the individual nanoemulsion droplets
due to the adsorbed mucin layer or a mixed contribution of this growth together with a
bridging phenomenon between the droplets, giving rise to the formation of aggregates
[66]. To evaluate this point, the amount of mucin adsorbed onto the nanoemulsion surface
was determined (Table 3). The amount of mucin adsorbed onto the droplet surface
increased with the concentration of mucin dispersion, regardless of the formulation. This
result suggests that mucin is effectively linked to the HA layer surrounding the droplets
of HA-NEcurmeL and attaching to the cationic layer surrounding nanodroplets of
NEcurmMEL, probably generating an external layer of mucin which determines the new
electrokinetic properties of the colloidal system. It is noteworthy that this adsorption is
taking place despite electrostatic interaction should be repulsive since both mucin and

HA-NEcurmEeL display negative zeta potential values.
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Table 2. 2. Zeta potential values, droplet sizes, and amount of mucin adsorbed onto
NECUR/MEL and HA-NECUR/MEL surface after incubation with a mucin dispersion.
Data represented as mean + SD (n = 6).

Mucin Zeta potential (mV) Droplet size (nm) Mucin adsorbed (pg/mL)
concentration
NEcur/MEL HA-NEcur/MEL NEcurMEL HA-NEcur/MEL NEcur/MEL HA-NEcur/MEL
(ng/mL)
0 38.1 £1.1# -27.8£2.0° 191.8 £7.9% 220.8 £10.1* . .
100 -13.8 £2.7° -34.0 £2.4%° 2244 £11.12 242 4 £10.3? 33.2+4.8° 26.1 £4.32
250 -11.8 £5.4° -34.8 £3.6° 389.3 £10.7>¢ 359.5+29.8% 111.7 £6.4° 108.2 +14.3°
500 -14.4 £4.1° -33.5+£2.3%b 345.7 +44.9¢ 457.9 £56.6° 132.0£13.9° 202.9 £28.0¢

Different lowercase letters in the same column indicate significant statistical differences (p <0.05).

As can see in Figure 2.5, both formulations exhibited mucoadhesive properties
as assigned by the higher adhesion work (Wadn) and the force (Fimax) needed to detach HA-
NEcurmEL from the mucin disk when compared with the values obtained for the negative
control (buffer) (p <0.05). However, Wadn and Fmax were significantly higher for HA-
NEcurmeL when compared with NEcurmMEL (p <0.05). This result can be attributed to the
abundance of carboxylic groups in HA, resulting in hydrogen bonds as prevalent
interfacial forces. Such forces have been considered the most important in the
mucoadhesion phenomenon because, although they are individually weak, a great number
of interactions can result in an intense global mucoadhesion. In addition, random coil
structure in solution of HA contributes to the mucoadhesion process by entanglement

with the mucous layer [65].
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Figure 2. 5. Detachment force (Fmax, bars) and work of adhesion (Wadh, lines) of
uncoated (NEcur/mer) and HA-coated nanoemulsions (HA-NEcurmEL) obtained by
tensile strength method, using a mucin disk as a substrate. Data represented as mean +

SD.
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Different lowercase and uppercase letters indicate significant differences in Fnax and Waan, respectively
(p <0.05).

3.5. Cytotoxicity studies

The cytotoxic activity of free drugs (CUR and CUR/MEL) and drug-loaded
uncoated (NEcur and NEcurmeL) and HA-coated nanoemulsions (HA-NEcur and HA-
NEcurmEiL) were evaluated on non-tumor cell line HACAT and tumor oral cell line
CAL27 by MTT method. For normal cells, all groups tested showed an effect on cell
viability in a dose-dependent manner (Figure 2.6a and 2.6b). As expected, CUR was
cytotoxic against HACAT as previously demonstrated by Lundvig et al. [68], which
describe that CUR induces apoptosis on keratinocytes via a reactive oxygen species
(ROS)-dependent mechanism. However, a reduced cytotoxic effect was verified after
HACAT incubation with the CUR/MEL combination compared with CUR. While free
CUR showed a reduction of around 46% in cell viability, the CUR/MEL combination
reduced the cell viability by about 32%. A similar effect was observed for the drug-loaded
nanoemulsions (Figure 2.6c). These findings suggest that MEL protects against CUR-
induced oxidative keratinocyte damage. Indeed, several studies have shown that MEL
stimulates keratinocyte proliferation, decreasing the cytotoxicity of drugs induced by
oxidative stress, such as ROS generation in normal cells [69—71]. Considering unloaded

nanoemulsion, the HA coating reduced the cytotoxicity against HACAT. These results
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agree with previous studies that describe the high cytotoxicity produced by the presence
of CTAB on droplets surface on HACAT cells [55,72]. In fact, according to Kalbacova
etal. [73], the HA-CTAB complex suppressed the negative effect of the CTAB surfactant.
The ability of the free drugs, unloaded-nanoemulsions, and drug-loaded nanoemulsions
to induce apoptosis on HACAT cells was investigated by flow cytometry (Figure 2.7a).
When exposed to 30 uM CUR and 295 uM of MEL, the results revealed that over 75%
of'the cells underwent apoptosis after 24 h of incubation. However, there was no statistical
difference between the treatments, although the combination of CUR and MEL led to a
slight decrease in the apoptosis rate (Figure 2.7b).

The unloaded nanoemulsions (NE and HA-NE) did not show cytotoxic effects
on CAL27 cells (Figure 2.6) (cell viability > 80%). On the other hand, free drugs and
CUR and CUR/MEL-loaded nanoemulsions (Figures 2.6d and 2.6e, respectively) caused
a significant decrease in cell viability compared to the control group. The cytotoxic effect
was higher for CUR and CUR/MEL-loaded nanoemulsions at all concentrations tested
than free drugs. Besides, cytotoxicity against CAL27 cells was higher for uncoated
nanoemulsions (unloaded-NE, NEcur, and NEcurmeL) due to the ability of cationic
nanocarriers to disrupt the plasma membrane integrity, as demonstrated elsewhere [74].
Moreover, when the highest concentrations of the drugs were tested, the combination of
CUR and MEL loaded in nanoemulsions significantly increased the cytotoxicity against
CAL27 cells (Figure 2.6f). While cell viability obtained for NEcur and HA-NEcur were
48.4+1.3% and 61.9 +2.0%, the incorporation of MEL to the nanoemulsion formulations
(NEcurmEeL and HA-NEcurmvEeL) caused a reduction in cell viability of 39.3 £ 1.7% and
45.8 = 4.2%, respectively. The ability of the free drugs, unloaded nanoemulsions, and
drug-loaded nanoemulsions to induce apoptosis on CAL27 cells was also investigated
(Figure 2.7¢). The results revealed that more than 85% of the cells underwent apoptosis
after 24 h of treatment (Figure 2.7d). These results demonstrate the benefit of combining
CUR and MEL for the treatment of oral cancer in a nanoemulsion formulation. The effect
of CUR and MEL combination was also described by Shrestha et al. [42]. These authors
demonstrated the MEL synergized the inhibitory effect of CUR against the growth of
bladder cancer by enhancing the anti-proliferation, anti-migration, and pro-apoptotic
activities. However, studies still need to be carried out to elucidate the mechanisms
enclosed in the antitumor activity provided by the combination of CUR and MEL against

oral cancer.
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Figure 2. 6. Cytotoxicity effect of free drugs, unloaded- and drug loaded nanoemulsions
on HACAT (a, b, ¢) and CAL27 (e, d, f) cell lines. Data were expressed as mean = SD,
n=06. (a) and (d) shows the results obtained with the cells treated with CUR alone; (b)
and (e) shows the results obtained with the cells treated with the combination of CUR
and MEL; and (c) and (f) shows the results of cell viability obtained after treatment of

the cell with 35 uM of CUR and 345 uM of MEL.
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Figure 2. 7. Flow cytometric analysis of (a,b) HACAT and (c,d) CAL27 cell apoptosis.
Cells were treated with free drugs and drug-loaded nanoemulsions at 35 uM of CUR
and 345 uM of MEL for 24 h. (a) and (c) illustrate the original dot plots of the 7-AAD

versus the Annexin-V/FITC fluorescence intensities (logarithmic scales).
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the results expressed as rate of apoptosis (the percentage of early + late apoptotic cells). Results were
presented as mean + SD (n = 6). *, p <0.05, significantly different from control.

4. Conclusions

In this study, cationic and HA-coated nanoemulsions for co-delivering CUR and
MEL were successfully developed and characterized aiming the use of this drug
combination to locally treat the oral cancer. The mucoadhesive properties of the
formulations were demonstrated by the strong ability to interact with the glycoprotein
mucin, but a superior mucoadhesive property was evidenced for HA-coated
nanoemulsions. In addition, in vitro studies demonstrated that CUR and MEL
combination in HA-NE significantly decreased the viability of CAL27 cell line by
inducing apoptosis, but showed a protective effect on HACAT cell line. Therefore, HA-
NEcurmMEL may constitute a good strategy for increasing the residence time and delivering

CUR and MEL into the oral cavity for adjuvant treatment of oral cancer.
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E NOS ESFEROIDES DE LINHAGENS HACAT, SCC9 E CAL27
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas oral ¢ responsavel por aproximadamente 90%
de todas as doeng¢as malignas na cavidade oral, colocando o cancer de boca como um dos
principais problemas de satude publica mundial (PRGOMET et al., 2015). Esse tipo de
cancer pode ser precedido por lesdes orais com potencial de malignizagao, essas lesdes
sdo alteracdes teciduais que podem assumir o cardter de tumor maligno, a qualquer
momento, podendo se manter estaveis por longos periodos de tempo. A Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) classifica as lesdes orais com potencial de malignizagao em:
leucoplasia, eritroplasia, leucoplasia verrucosa proliferativa, queilite actinica, fibrose
submucosa, liquen plano e atrofia por deficiéncia de ferro. Dessas, a leucoplasia, queilite
actinica e eritroplasia sdo as mais comuns (SILVA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2009).
A leucoplasia se refere a uma placa branca ou acinzentada ndo removivel a raspagem. A
eritroplasia ¢ classificada como placa ou mancha vermelha ligeiramente arredondada que
pode se associar a leucoplasia. E a queilite actinica, ¢ uma lesdo de carater inflamatorio
podendo ter coloracdo branca ou vermelha que acomete o labio inferior, causada por
exposicao cronica aos raios solares (SILVEIRA et al., 2009).

Células epiteliais escamosas normais tem seu crescimento e localizagdo
limitados devido a interagcdes com a membrana basal e células estromais adjacentes. A
transicao epitélio-mesénquima (EMT, do inglés, epithelial-mesenchymal transition) € um
fendmeno comum a todos os tumores epiteliais e faz parte do modo como as células
neoplésicas se comportam para invadirem o estroma adjacente. Esse processo bioldgico
permite que uma cé€lula epitelial polarizada, que normalmente interage com a membrana
basal por meio da sua superficie basal, sofra modifica¢des, moleculares, bioquimicas e
morfolégicas, que resultam na obtengdo de um fenotipo de célula mesenquimal, com
aumento da capacidade de migragdo, invasdo e resisténcia a apoptose
(KRISANAPRAKORNKIT; IAMAROON, 2012; RAMOS et al., 2016).

Virias estratégias para terapias antitumorais baseadas em nanotecnologia estao
sendo estudadas atualmente, nesse contexto o foco ndo se concentra apenas no
direcionamento e promo¢do de mecanismos que resultem em morte ou reducdo da
proliferacdo celular, mas também no controle de outras atividades que contribuam para o
agravamento da doenga, tais como a capacidade de invasao das células tumorais (YAO et

al., 2020). Sendo assim, o uso de compostos bioativos que se apresentam capazes nao so



152

de inibir o crescimento celular, mas também de modular as propriedades de migragao
podem ser uma alternativa para reduzir os niveis de invasdo e metdstase, e
consequentemente aumentar a sobrevida dos pacientes com cancer (ARDITO et al., 2018;
CHEN et al., 2018b; FERNANDEZ-GIL et al., 2019; GONCALVES et al., 2014;
KHAFIF et al., 2009; LOTEMPIO et al., 2005; MASUELLI et al., 2014; ZHEN et al.,
2014).

Atualmente, uma grande variedade de modelos animais ¢ utilizada para
reconstruir tumores primarios e metastaticos afim de utilizd-los como método de triagem
para novos candidatos terapéuticos. Porém, seu alto custo, preocupagoes €ticas e dados
quantitativos limitados dificultam sua aplicacio como método de triagem de alto
rendimento. Em contraste, os modelos baseados em cultura de células in vitro sdo simples,
rapidos e econdmicos (XIN et al., 2019). Convencionalmente, quase todos os ensaios
baseados em células usam o modelo tradicional de cultura bidimensional (2D). Nesse
modelo as células sdo cultivadas em um substrato plano e rigido formando uma
monocamada celular aderida, o que resulta em mudancas na sua morfologia,
comportamento ¢ padrdo de expressdo génica. Tudo isso contribui para uma reduzida
previsibilidade da eficacia terapéutica da substancia testada. Como resultado, apenas 10%
dos farmacos selecionados por testes in vitro tém sucesso na aplicagdo clinica (ADCOCK
etal.,2015; COSTA et al.,2018; NGUYEN; NGUYEN; PHAM, 2016; XIN et al., 2019).

Como alternativa, ¢ possivel empregar modelos de cultura celulares
tridimensionais (3D), em que seu diferencial consiste em permitir que as células explorem
as diferentes dimensdes do espaco, aumentando as interacdes com o ambiente e entre as
células (COSTA et al., 2018; EDMONDSON et al., 2014). Quando as células crescem
nesse sistema acabam formando estruturas denominadas de esferoides, e esses
apresentam em seu interior uma heterogeneidade celular, formacdo de microambiente e
exposi¢do diferencial a diversos fatores como nutrientes e oxigénio. Dessa forma, os
ensaios de triagem realizados com modelos 3D mostram-se mais representativos e
vantajosos quando comparado a cultura 2D, pois sdo capazes de mimetizar condi¢des de
adesdo célula-célula, hipoxia, e gradiente de penetracdo de drogas, podendo ser usado
como suporte antes da utilizacao de pesquisas em animais (NUNES ez al.,2019; ZANONI
et al., 2016). Um dos modelos mais classicos de cultura 3D ¢ o esferdide multicelular,
que se baseia na capacidade de adesdo homotipica célula-célula, quando a adesao celular

ao plastico das garrafas de cultura ¢ impedida. Esse esferdide pode ser obtido apods
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agregacdo de uma suspensdo de células cultivadas em condigdes ndo aderentes
(WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE, 2015).

Considerando o que foi mencionado até aqui, esse capitulo retine os resultados
obtidos em estudos realizados em colabora¢do com o grupo de pesquisa do Prof. Marcelo
Lazzaron Lamers, do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Nesse capitulo analisamos o efeito das formulagdes desenvolvidas
e caracterizadas no Capitulo II em linhagens de células normais HACAT, e tumorais
SCC9 (mais agressiva) e CAL27 (menos agressivas). Utilizando o modelo de cultivo 2D
foi determinada a atividade citotoxica, internalizagdao celular, bem como a analise da
assimetria celular através do indice de polaridade, como forma indireta de obter
informagdes sobre o efeito das formulagdes na capacidade migratéria das células. Ainda,
foram obtidas imagens dos esferoides multicelulares formados a partir das linhagens

citadas que foram tratados por até 72 h com as formulagdes foco desse trabalho.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

2.1.1 Matérias-primas e reagentes

Para a preparagdo das nanoemulsdes foram empregados 6leo de ricino, brometo
de cetiltrimetilamonio (CTAB), acido hialurénico (HA, MW 15-30 kDa), curcumina
(CUR, = 94%) e melatonina (MEL, > 98%), obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA),
e lecitina de soja (Lipoid S100, 97.5% fosfatidilcolina) adquirida da Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, GER). Para os ensaios in vitro foram usados soro fetal bovino (SFB),
penicilina, hidrocortisona e estreptomicina adquiridos da Gibco - Thermo Fischer
Scientific (Waltham, USA), e sulforodamina B (SRB), 4cido tricloroacético e trizma base
da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.
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2.1.2 Cultura de células

As linhagens HACAT (Queratindcito imortalizado humano — BCRJ® CRL —
0341™) ¢ CAL27 (Carcinoma espinocelular oral humano muito diferenciado — ATCC®
CRL-2095™) foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium
— Gibco, USA) e a linhagem SCC9 (Carcinoma espinocelular oral humano pouco
diferenciado — ATCC® CRL-1629 ™) foi cultivada em meio DMEM/F12 (Gibco, USA).
Todos os meios foram suplementados com 10% de SFB, e 1% de penicilina e
estreptomicina. Para cultura de células SCC9 também foi adicionado hidrocortisona (400

ng/mL).

2.2 METODOS

2.2.1 Preparacao das nanoemulsoes

Nanoemulsodes brancas (NEg) foram preparadas pelo método da emulsificagdo
espontanea, conforme descrito por Bouchemal et al. (2004). Brevemente, uma fase
organica contendo dleo de ricino (400 mg), lecitina de soja (60 mg) e CTAB (0.05 mM),
previamente dissolvidos em 20 mL de uma mistura de etanol e acetona (1:3, v/v), foi
vertida em 40 mL de 4gua sob agitagdo vigorosa for 10 minutos. A NE foi formada
espontaneamente e entdo submetida a evaporacdo sob pressao reduzida para remogao dos
solventes organicos e concentracdo até volume final desejado. NE contendo somente
curcumina (NEcur) € a associagdo de curcumina e melatonina (NEcur/meL) foram obtidas
pela adicdo de 2 e 10 mg de CUR e MEL na fase organica da formulacio,
respectivamente. Neste caso, as formulagdes foram concentradas em rotaevaporador de
modo a obter uma concentragao teorica de 0,1 mg/mL de CUR e 0,5 mg/mL de MEL. O
pH das formulagdes foi ajustado a cerca de 7 com uma solu¢do de NaOH 0,1 M. Para
obtenc¢do das nanoemulsdes revestidas com HA, 1 mL de cada uma das formulagdes foi
lentamente gotejado em 1 mL de uma solu¢do de HA 0,3 mg/mL sob agitagdo vigorosa,
obtendo o grupo de formulagdes denominadas como HA-NEcur € HA-NEcurmMEL quando
carregadas com CUR ou CUR/MEL, e HA-NEg quando ndo contendo os farmacos
(TINOCO et al., 2018; YANG et al., 2013Db).



155

2.2.2 Caracterizacao das nanoemulsoes

2.2.2.1 Determinagdo do tamanho e potencial zeta

As NE foram caracterizadas quanto ao tamanho e potencial zeta utilizando um
equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, UK). O didmetro médio e indice
de polidispersdao das NE foram determinados pela técnica de espalhamento de luz
dindmico, em angulo fixo de 173° apds diluicdo apropriada das amostras em agua
ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA). O potencial zeta foi determinado pela técnica de
anemometria laser-doppler. Para as medidas do potencial zeta, as amostras foram
colocadas em células eletroforéticas, onde um potencial de £150 mV foi estabelecido. Os
valores de potencial zeta foram calculados a partir dos valores de mobilidade

eletroforética, empregando a equagdo de Smoluchowski (SZE et al., 2003).

2.2.2.2 Determinagdo do teor e eficiéncia de encapsula¢do da CUR e MEL

O teor e eficiéncia de encapsulagdo da CUR e MEL nas NE foram determinados
apos andlise das formulagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme
metodologia desenvolvida e validada por Vieira e Lemos-Senna (2020). As analises
foram realizadas em um cromatografo liquido Shimadzu (Japao) equipado com uma
bomba binaria LC-20AD, auto amostrador SIL-20AC HT, forno CTO-20A, detector de
arranjo de fotodiodos UV-Vis SPD-M20, e software LC Solution. As analises foram
realizadas em modo de fase reversa usando uma coluna Phenomenex® Luna C18 (150 x
4.6 mm x 5 um; USA), mantida a 40 °C. As amostras foram eluidas em modo isocratico
usando uma fase movel constituida de acetonitrila, metanol e acido formico 0.1% (v/v)
(35:15:50; v/v/v). O volume de injegdo foi 10 pL, e a CUR e MEL foram detectadas a
223 e 425, respectivamente. O tempo de corrida foi de 8 minutos. Para as analises de
CLAE, uma aliquota de cada uma das formulag¢des foi completamente dissolvida em
acetonitrila (concentracdo total). A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi estimada como
sendo a diferenca percentual entre a concentragao total de CUR e MEL encontrada nas
nanoemulsdes e a concentracdo encontrada no sobrenadante obtido apos

ultracentrifugacao das amostras (Optma MX-XP, Beckman Coulter, USA) a 55,000 g
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durante 30 min a 25 °C. Os resultados foram expressos como média + d.p., obtido apos

analise de trés diferentes preparagdes.

2.2.3 Ensaio de viabilidade celular

Para os estudos de viabilidade celular, as células HACAT, SSC9 e CAL27 foram
plaqueadas em placas de 96 pocos (2 x 10° célula/pogo) e mantidas em atmosfera umida,
a 37 °C com 5% de CO,. Subsequentemente, foram incubadas com diferentes
concentragdes de CUR (0,03 - 35 uM) e MEL (0,34 - 345 uM) livre e associadas nas
nanoemulsdes por 24 h. As células foram igualmente incubadas com volumes
equivalentes das formulagdes ndo carregadas com CUR e MEL (NEg). O grupo controle
foi tratado com o veiculo utilizado para os farmacos livres (DMSO 0,01%). A viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico empregando a sulforodamina B (SRB),
como previamente descrito (SKEHAN ez al., 1990). Resumidamente, apds tratamento as
células foram fixadas com uma solugdo de acido tricloroacético (50%, p/v) e coradas com
SRB (0,4%, p/v). A seguir, as placas foram lavadas com uma solucdo de acido acético
1% (v/v). A leitura foi realizada a 560 nm por ap6s diluicdo do corante sulforodamina B
em solugdo de Trizma 10mM em um leitor automatico de microplacas Synergy™ HT

(BIO-TEK INSTRUMENTS, USA).

2.2.4 Ensaio de internalizaciao celular

A internalizacdo celular das nanoemulsdes revestidas (HA-NEcur) e nao
revestidas com HA (NEcur) foi avaliada pela medida da fluorescéncia da CUR apds
incubacdo das células CAL27 (CD44+) com as formulagdes. As células foram plaqueadas
(placas de 96 pogos, 2 x 10* células/pogo) e mantidas em atmosfera imida, a 37 °C com
5% de CO». Depois de 24 h as células foram tratadas com NEcur € HA-NEcur € o farmaco
livre nas concentragdes de 1,5 uM e 3 uM por 2 horas. Posteriormente as células foram
lavadas trés vezes com PBS e levadas para medida da fluorescéncia usando comprimento
de onda de excitagdo e emissdo de 490 nm e 525 nm, respectivamente, em multileitora
Infinite M200 (TECAN, CHE). O grupo controle foi composto por células ndo tratadas e
HA-NEg.
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2.2.5 Ensaio com esferoide multicelular

As células HACAT, CAL27 e SCC9 foram cultivadas em placas ndo aderentes
revestidas com agarose na densidade de 3 x 10* células/pogo para formar os esferoides
(FRIEDRICH et al., 2009). Apos 24 horas, os esferoides formados foram tratados com as
formula¢des NEg, HA-NEg, HA-NEcurmMEL, € com a associagdo de CUR e MEL livres,
em concentragdes equivalentes de 0,03, 0,35 ou 3,5 uM de CUR ¢ 0,34, 3,45 ou 34,5 uM
de MEL. Apos 24, 48 e 72 h de tratamento foram obtidas imagens dos esferoides com um
dispositivo de camera (Axiocam mrn, Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplado em um
microscopio invertido (Axio Observer Z1, Zeiss, Gottingen, Alemanha), usando o
Software AXIOVISION (Zeiss, Gottingen, Alemanha). A andlise das imagens foi
realizada medindo a area das esferas por meio do software ImageJ (National Institute of

Health, Bethesda, MA, USA).

2.2.6 Ensaio de polaridade celular

Para o ensaio de polaridade celular, as linhagens HACAT, SCC9 e CAL27 foram
cultivadas até atingirem a confluéncia de 80%. Em seguida, as células foram tratadas com
tripsina-EDTA 0,25% e replaqueadas. Apos 24 horas, a células foram novamente
tripsinizadas e plaqueadas na concentragdo de 3 x 10* células/pogo, em placas de 6 pogos
com o fundo previamente recoberto por coldgeno (3 mg/mL), e incubadas por 4 horas.
Apos esse periodo, os pocos foram lavados com PBS e meio de cultura puro ou meio de
cultura contendo os farmacos livres (CUR/MEL) ou a nanoemulsao revestida com 4cido
hialurénico (HA-NEcurmeL), nas concentragdes correspondentes a 0,35 uM de CUR e
3.,45 uM de MEL, foi adicionado. A placa foi entdo vedada e as células acompanhadas
por 24 horas utilizando um dispositivo de cdmera (Axiocam mrn, Zeiss, Gottingen,
Alemanha) acoplado em um microscopio invertido (Axio Observer Z1, Zeiss, Gottingen,
Alemanha) usando o Software AXIOVISION (Zeiss, Gottingen, Alemanha). O indice de
polaridade (IP) foi entdo estimado como sendo a razdo entre o comprimento do maior
eixo que intersecta o nucleo (paralelo a dire¢do de movimento), dividido pelo
comprimento perpendicular a esse eixo (LAMERS et al., 2011). IP proximos a 1 indicam
células com morfologia mais arredondada, enquanto valores superiores indicam

morfologias mais alongadas. As medidas foram realizadas analisando as imagens por



158

meio do software ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, MA, USA)

considerando um nimero de 30 a 60 células por grupo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

Neste trabalho, o desenvolvimento de NE com a associacao de CUR e MEL foi
realizado com o intuito de avaliar o efeito da associagdo destes compostos na atividade
citotoxica em modelos de cultura de células de cancer oral. As NE foram entdo revestidas
com HA, uma vez que este se liga especificamente ao receptor CD44 superexpresso em
certos tumores, como o carcinoma de células escamosas oral (MATTHEOLABAKIS et
al., 2015). O desenvolvimento das nanoemulsdes ¢ descrito no Capitulo 2 desta tese.
Neste capitulo sao apresentados os resultados obtidos na avaliagdo da atividade citotoxica
das diferentes formulagdes em modelo de cultura de células 2D e 3D, utilizando as
linhagens HACAT, CAL27 e SCC9. A Tabela 3.1 sumariza as caracteristicas fisico-

quimicas e de teor e eficiéncia de encapsulagdo das formulagdes testadas.

Tabela 3. 1. Caracteristicas fisico-quimicas e de teor e eficiéncia de encapsulagdo da
curcumina (CUR) e melatonina (MEL) das nanoemulsdes. (n = 3).

Teor Eficiéncia encapsulagio
Tamanho Potencial
Formulagdo médio (nm)*  Zeta (mV) (ng/mL) %)
CUR MEL CUR MEL
NEs 174,2 £9,8 39,0+ 1,0
(0,182)
HA-NEg 2245+4,6  -28,1+£2,1
(0,220)
NEcur 184,0+123 394+1,8 86,2+3.3 854+3,1
(0,190)
HA-NEcur 226,7+54 -283+25 43,6+2.1 85,5+2,1
(0,236)
NEcurmEL 187,4+64 409+12 86,0+4.0 490,5+10,7 845+3,0 22,1+£1,3
(0,191)
HA-NEcurmer  236,0+6,1 274415 425+£23 2457+47 86,7+2,1 32,0+14
(0,231)

*Entre paréntesis: indice de polidispersao.
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3.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O efeito dos farmacos livres e das NE revestidas ou ndo com HA sobre a
viabilidade celular frente as linhagens HACAT, SCC9 e CAL27, apés 24 horas de
incubagdo, ¢ mostrado na Figura 3.1. Conforme pode ser observado, a incubacao das
células HACAT com os farmacos livres nas menores concentragdes testadas (até 3,5 uM
de CUR e 34,5 uM de MEL) resultou em uma viabilidade celular acima de 80%. Quando
concentragdes maiores foram testadas (35 uM de CUR e 345 uM de MEL), a viabilidade
celular ndo foi maior que 30% para a CUR e CUR/MEL livres, diferentemente da MEL
livre que manteve a viabilidade celular em valores acimas de 70% (Figura 3.1a). Esses
dados ressaltam que a linhagem sauddvel HACAT apresenta maior sensibilidade 8 CUR
quando comparada a MEL, como ja descrito por outros autores (CAMPOS et al., 2017,
IZYKOWSKA et al., 2009; LUNDVIG et al., 2015). Para as NE contendo os farmacos,
uma alta atividade citotoxica frente as células HACAT foi verificada desde as menores
concentragdes testadas. Este resultado pode ser atribuido, em parte, a presenca da CUR
nas formulagdes, assim como do lipideo catidonico empregado (CTAB), visto que a
citotoxicidade também foi observada apos incubacao das células com as nanoemulsdes
brancas. Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que evidenciaram a
sensibilidade da linhagem HACAT a diferentes surfactantes, incluindo o CTAB
(MAUPAS et al., 2011; ZHANG et al., 2015a).

Para as linhagens tumorais SCC9 e CAL27, os farmacos livres também
apresentaram citotoxicidade nas doses testadas, estando de acordo com estudos anteriores
(FAN et al., 2018; FERNANDEZ-GIL et al., 2019; WANG et al., 2020). Apesar da
associacdo de CUR e MEL ndo ter demonstrado atividade citotdxica superior aos
farmacos isolados, nota-se que a linhagem mais agressiva SCC9 (Figura 3.1b) foi mais
sensivel 8 MEL, quando comparada a linhagem menos agressiva CAL27 (Figura 3.1c).
Neste caso, a maior dose testada de MEL (345 uM) resultou na reducao da viabilidade
celular em cerca de 65% para a linhagem SCC9, enquanto esta redugdo foi de cerca de
45% para a linhagem CAL27.

Quando as NE revestidas e ndo revestidas com HA foram testadas (NEcur, HA-
NEcur, NEcurmvEL € HA-NEcurmMEL), um maior efeito citotoxico frente as trés linhagens
celulares foi observado, quando comparado aos farmacos livres (Figura 3.1). O efeito

citotoxico frente as células CAL27 e SCC9 foi menor para as nanoemulsdes brancas
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(NEg), as quais mantiveram uma viabilidade celular superior a 80%, indicando que o
efeito observado sobre estas células com a incubagdo com as NE carregadas ¢ decorrente
da presenca dos farmacos nas formulagdes (Figuras 3.1b e 13.c). No entanto, ndao foi
verificado diferenca estatistica apos o tratamento das células com as NE ndo revestidas
(NEcur e NEcurmEL) e revestidas com acido HA (HA-NEcur € HA-NEcurmEL). Isso
pode ter sido causado em virtude de uma possivel baixa interagdo entre o HA e os
receptores CD44, uma vez que esse processo depende de alguns fatores, tais como peso
molecular do polimero (ZHONG et al., 2019). Além disso, a interagdo do lipideo
cationico nas nanoemulsdes ndo revestidas com os fosfolipideos da membrana plasmatica
pode ter contribuido para a elevada citotoxicidade destas formulagdes, aumentando sua

internalizacdo nas células (TEIXEIRA et al., 2017).
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Figura 3. 1. Resultados obtidos na avaliagao da viabilidade celular ap6s 24 horas de
tratamento com os farmacos livres e as nanoemulsdes em linhagem (a) HACAT, (b)
SCC9 e (¢) CAL27. Dados expressos como média + desvio padrao (n=6).
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3.3 ENSAIO DE INTERNALIZACAO CELULAR

Com intuito de verificar o efeito do revestimento das NE com HA sobre a
atividade citotoxica das formulagdes, estudos de internalizagao celular foram realizados
com a linhagem CAL27, usando a CUR como marcador fluorescente. Conforme ilustrado
na Figura 3.2, a intensidade de fluorescéncia medida nas células aumentou de forma
significativa com o aumento da concentragdo de CUR testada. Igualmente ¢ possivel
visualizar que a intensidade de fluorescéncia foi menor apds incubagdo das células com
a CUR livre, quando comparada as NE, na concentra¢ao de 3 uM (p < 0,05). No entanto,
nao foi verificado diferenca estatistica na intensidade de fluorescéncia obtida nas células
apos incubagdo com a NEcur € HA-NEcur em todas as concentragdes testadas. Este
resultado estd de acordo com aqueles obtidos no ensaio de viabilidade celular,
evidenciando que as NE aumentam a atividade citotoxica da CUR, independentemente

da presenca do revestimento nas formulagoes.

Figura 3. 2. Resultados obtidos nos estudos de internalizag¢ao celular apos a incubagao
das células CAL27 com curcumina (CUR) livre e nanoemulsdes, na concentragdo de 1,5
uM e 3 uM. Dados expressos como média = desvio padrio (n=4).
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(*) Indicam diferenca estatistica na mesma formulagdo em fun¢@o da concentragdo testada (p <0,05).
Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica entre os diferentes grupos quando testados na
concentragdo de 1.5 uM de curcumina (p <0,05).

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica entre os diferentes grupos quando testados na
concentrag@o de 3 uM de curcumina (p <0,05).
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3.4 ENSAIOS COM ESFEROIDE MULTICELULAR

Os esferoides multicelulares sdo sistemas in vitro classicos que podem servir de
suporte aos ensaios in vivo por representarem de forma mais fiel alguns dos eventos
biologicos comuns em diferentes células, quando comparado ao modelo tradicional de
cultura 2D. A andlise de esferoides tratados com farmacos de interesse pode fornecer
informacdes a respeito da adesdo celular e capacidade de penetragdo do farmaco, por
exemplo, que podem ser relacionados com a atividade citotoxica da substancia testada.
Um dos grandes problemas associados ao tratamento de cancer se relaciona a toxicidade
as células saudaveis e tumorais de forma indiscriminada. Por essa razdo, esse estudo teve
inicio verificando o efeito das formulagdes NEg e HA-NEg em diferentes concentragdes
durante 72 h de tratamento (Figura 3.3). Esse ensaio aconteceu ap6s 24 h ao plaqueamento
das células em matriz ndo aderente, sendo o tempo 0 (zero) referente a essa etapa que
antecede o tratamento. No grupo controle (ndo tratado) verificamos que com o decorrer
do tempo o agregado celular assume uma forma mais compactada, em virtude de uma
maior organizagdo e estabelecimento de adesdo celular (WEISWALD; BELLET;
DANGLES-MARIE, 2015). Os dados referentes a essa ocorréncia podem ser melhor
visualizados na Tabela 3.2, que exibe as variagdes de tamanho dos esferoides em relagao
aos valores obtidos no tempo 0 (zero).

Conforme mostrado na Tabela 3.2, o processo de reducao do volume ocupado pelo
esferdide ¢ afetado com o aumento da concentracdo das nanoemulsdes brancas. Este
resultado € principalmente percebido quando a NEg foi testada na maior concentragao,
onde um aumento de tamanho do esferoide em cerca de 24% foi observado. A maior area
relativa ocupada pelo esferdide indica que a formulagdo foi capaz de penetrar e que essa
dispersao celular ocorre devido a perda de coesdo entre as células, sugerindo toxicidade

da NE3 frente as células HACAT.
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Figura 3. 3. Imagens representativas dos esferoides de HACAT antes e depois de 24 h, 48 h e 72 h de tratamento com NEg ¢ HA-NEg em
concentragdes equivalentes a quantidade de CUR (a) 0,03 uM (b) 0,3 uM (c) 3,5 uM (d) 17,5 uM and (e) 35,0 uM.
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Tabela 3. 2. Variagao na area do esferdide de HACAT expressa como tamanho relativo
ao tempo 0 h do respectivo esferoide, apds 24 h, 48 h e 72 h de tratamento com NEB ¢
HA-NEB em concentragdes equivalentes a quantidade de CUR (a) 0,03 uM (b) 0,3 uM
(c)3,5uM (d) 17,5 uM e (e) 35,0 uM. Dados expressos como média + desvio padrio.

Tamanho do esferdide relativo ao tempo 0 (%)

Tempo
NE&B HA-NEgB
(horas)  Controle
a b c d e a b c d e
0 100 + 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0,7! +2,6! +5,50  £1,80  £3,6! +3,1! +291  £351  +25' 49"  £273!
24 69,4 66,3 68,8 59,6 64,2 57,2 64,9 63,2 59,9 61,3 62,2
+2.7% +5,6% +2,62  £2,67 +1,82 +2.7% +2,52  +0,82  +1,32 1,77 +3,12
48 55,7 52,0 51,2 479 53,1 58,5 54,5 47,1 49,6 44.5 49,7
+2.13 +1,83 +1,3°  £1,6 +0,9° +2.32 +3.7°  £1,5  +22°  +£1,00 +1.8
72 47,7 44 .4 46,2 44 4 61,5 124,1 46,0 419 43,7 39,9 59,5
+1,64 +1,0° +5,8%  +£2.8  £3,3? 5,03 +1,8*  £1,6° +14* £1,33  +0,6°

Diferentes nimeros na mesma coluna indicam diferenga estatistica entre o tamanho dos esferoides em
funcdo do tempo (p <0,05).

Considerando a resposta da HACAT a formulagdo NEg e a auséncia de diferenga
estatistica no ensaio de citotoxicidade 2D verificada para a associagdo dos farmacos,
optou-se por continuar os estudos nos esferoides com os farmacos CUR/MEL livres e a
nanoemulsdo HA-NEcurmeL. Os esferoides de HACAT, SCC9 e CAL27 foram tratados
conforme descrito anteriormente, utilizando as 3 menores concentragdes empregadas no
estudo de citotoxicidade. Na Figura 3.4 € possivel observar que a linhagem SCC9 forma
esferoides menos homogéneos, enquanto HACAT e CAL27 formam esferas mais
coesivas. Esse fato pode ser justificado por mudancas intrinsecas nas propriedades de
adesdo célula-célula da SCC9, como uma maior propor¢do de N-caderina em relagdo a
E-caderina, diferentemente do que € observado para a CAL27 (JI et al., 2005; MATTE et
al., 2019). Apods 24 h de tratamento, para ambas linhagens tumorais a formulagdao HA-
NEcurmMEL na maior concentragao testada (3,5 uM de CUR e 34,5 uM de MEL) promoveu
0 aumento na area dos esferoides pela perda de coesdo entre as células, resultado que

pode ser melhor visualizado na Tabela 3.3.
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Figura 3. 4. Imagens representativas dos esferoides de HACAT, SCC9 e CAL27 antes e depois de 24 h, 48 h e 72 h de tratamento com
CUR/MEL e HA-NECUR/MEL nas concentragdes de (a) 0,03 uM de CUR e 0,3 uM de MEL, (b) 0,3 uM de CUR e 3,4 uM de MEL e (c) 3,5
uM de CUR e 34,5 uM de MEL.
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Tabela 3. 3. Variagdo na area do esferéide de HACAT, SCC9 e CAL27 expressa como
tamanho relativo ao tempo 0 h do respectivo esferdide, apos 24 h, 48 h e 72 h de tratamento
com CUR/MEL e HA-NECUR/MEL nas concentragdes de (a) 0,03 uM de CUR e 0,3 uM de
MEL, (b) 0,3 uM de CUR e 3,4 uM de MEL ¢ (c) 3,5 uM de CUR e 34,5 uM de MEL.
Dados expressos como média + desvio padrao.

Tamanho do esferdide relativo ao tempo 0 (%)

Tempo
CUR/MEL HA-NEcurmEeL
(horas)  Controle
a b c a b c

0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

+2,6! +3,0! +1,2! +2 8! +2,3! +1,5! +1,9!

24 79,8 91,2 106,4 914 86,0 95,0 90,3

> +1,52 +2,82 +2,92 +2,32 +1,52 +].82 +1,92
% 48 88,1 90,7 102,2 88,3 74,4 83,8 77,6
+2.13 +2.4? +2,512 +1,12 +2,23 +1,93 +1,33

72 83,8 91,6 87,5 82,3 69,1 80,3 76,7

+2,5% +3,5? +4,0° +2,13 +3,9* +3,1° +5,23

0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

+3,4!1 +2,6! +3,8! +2,9! +3,4!1 +2,21 2,91

24 70,4 63,1 78,9 71,9 73,2 80,4 170,8

3 +4,0? +2.7? +1,92 +2.7? +2 42 +2.2? +3,2?
8 48 55,6 56,7 53,8 69,1 60,4 65,6 174,7
+2.33 +1,03 +1,53 +2,0%3 +2.13 +2.33 +3,9?

72 59,6 449 48,2 65,2 55,8 53,6 157,9

+1,33 +1,5* +1,8* +2,33 +0.6* +1,9* +6,0°

0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

+3,31 +5,1! +3,0! +3,31 +3,8! +3 21 +4,0!

24 70,9 40,3 57,7 66,6 75,3 63,1 117,7

5 +2.0? +3.4? +2,5? +1,5? +2.4? +1,9? +3,9?
g 48 57,1 54,6 41,8 61,4 60,8 47,3 1184
+2.83 +3,5° +2.43 +2.53 +3,33 +2.13 +3,5?

72 39,2 41,5 35,3 67,0 50,7 38,5 112,3

+1,74 +2,0? +2,34 +3,22 +1,84 +2,34 +4,6*

Diferentes nimeros na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre o tamanho dos esferoides em fungao do
tempo (p <0,05).

Na Tabela 3.3 ¢ possivel observar um aumento de cerca de 70% no tamanho dos
esferoides SCC9 e cerca de 15% nos esferoides de CAL27 tratados com HA-NEcur/mMEeL (maior
dose). O tratamento com HA-NEcur/meL induziu claramente a desagregacao do esferoide SCC9,

sugerindo toxicidade. Em contrapartida, a integridade dos esferoides de HACAT nao foram
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afetados em nenhuma concentragao testada. Esses resultados indicam que baixas concentragdes
de CUR e MEL associadas a HA-NE sdo capazes de modificar a adesdo célula-célula de
tumores esferoides menos (CAL27) e mais (SCC9) agressivos levando a uma diminuig¢ao da

sua integridade, sem afetar a adesdo das células epiteliais ndo tumorais (HACAT).

3.5 ENSAIO DE POLARIZACAO CELULAR

Considerando a metastase como a principal causa de morte provocada por tumores
solidos, € relevante entender os processos envolvidos na sua ocorréncia. Os eventos de invasao
e migragdo sdo passos necessarios a formagdo de metdstase e por essa razdo sdo focados em
muitos estudos. A migra¢do celular ¢ um fendmeno ciclico que tem como uma de suas etapas a
ativacdo coordenada de moléculas estruturais e de sinalizagdo, as quais vao determinar uma
assimetria espacial, gerando uma morfologia polarizada (ETIENNE-MANNEVILLE, 2008;
LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996). Considerando a assimetria espacial tipica de células
polarizadas e sua relagdo com o perfil migratério, o IP foi calculado para as células SCC9 e
CAL27 tratadas com CUR/MEL e HA-NEcur/MEL na concentragdo correspondente a 0,35 uM
de CUR e 3,45 uM de MEL. Os resultados obtidos encontram-se mostrados na Figura 3.5.

Para a linhagem CAL27 (Figura 3.5a-c) o tratamento com HA-NEcur/MEL resultou em
uma reducdo da populacao de células com morfologia alongada (6,2%, IP >3) em comparacao
ao controle (18,4%, IP >3) e farmacos livres (15,6%, IP >3). Por ser menos agressiva, com
morfologia e expressao de juncao célula-célula proximos ao de células epiteliais saudaveis, essa
linhagem acaba tendo grande parte da sua populagdo com morfologia mais arredondada
indicando baixa probabilidade de migra¢ao (GIOANNI et al., 1988; MATTE et al., 2019).

Os histogramas obtidos para a SCC9 (Figura 3.5d-f) mostram a tendéncia de reducao
na populacdo celular com forma muito alongada (IP >4), quando tratadas com HA-NEcurMEL
(10,8%, IP>4) em comparagao ao controle (21,5%, IP>4) e farmacos livres (17,6%, IP >4). A
linhagem SCC9 € mais agressiva, com morfologia e expressao de jun¢ado célula-célula proximos
ao de fibroblastos, exibindo maior predisposi¢do migratéria (GIOANNI et al., 1988; MATTE
et al., 2019). Neste caso, a redu¢ao no IP apds o tratamento das células com a formulagao HA-

NEcurmEL pode ser indicativo de alteragdo no comportamento migratorio dessa linhagem.

Figura 3. 5. Histogramas de distribui¢@o de valores de IP obtidos para a linhagem CAL27 (a)
nado tratada, (b) tratada com 0,35 uM de CUR e 3,45 uM de MEL livres, e (¢) com a HA-
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NECUR/MEL, e para a linhagem SCC9 (d) ndo tratada, (e) tratada com 0,35 uM de CUR and
3,45 uM de MEL livre (f) com a HA-NEcur/MEL, apds 24 h.
(80100 células analisadas em cada histograma).
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As formulagdes desenvolvidas nesse trabalho exibiram atividade citotdxica superior

aos farmacos livres em modelos de cultura de células 2D, no entanto a associacao da CUR ¢

MEL nao pareceu afetar a viabilidade celular quando comparado a CUR livre. As nanoemulsdes

revestidas com HA ndo demonstraram seletividade ou melhora no perfil citotoxico quando

comparadas as nao revestidas, mesmo apresentando uma tendéncia maior de internalizagao.
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Neste caso, a interacdo entre o CTAB e as membranas celulares pode ter contribuido para o
aumento da atividade citotoxica, assim como a interagdo entre HA e receptores CD44.

A andlise visual dos esferoides multicelulares permitiu verificar alteragdes nas
propriedades de adesdo célula-célula. Na linhagem saudavel HACAT, a presenca de HA no
revestimento das nanoemulsdes pareceu diminuir o efeito sobre a redug¢ao na coesdo entre as
células, podendo ser uma indicacao de menor toxicidade. Quanto as células tumorais CAL27 e
SCC9, as formulagdes revestidas e carregadas com CUR e MEL resultaram em esferoides com
areas maiores quando comparadas aos grupos nao tratado e tratado apenas com os fairmacos
livres, indicando capacidade de penetracdo diferenciado das nanoemulsdes na esfera,
principalmente no caso da linhagem SCC9 e com menor coesao inicial do esferoide. Ainda foi
possivel verificar através do IP uma tendéncia de reducdo na populacdo de células mais
alongadas, podendo significar alteragao no perfil migratério na linhagem SCC9 apos tratamento

com a HA-NEcUrR/MEL.
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5 DISCUSSAO GERAL
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Considerando a incidéncia de cancer de boca no mundo e no Brasil, a busca por
estratégias que possam complementar os esquemas terapéuticos ja existentes € primordial para
que os pacientes afetados possam ter um melhor prognostico ¢ qualidade de vida (MORO et
al., 2018; RIBEIRO et al., 2017). A utilizacdo de plataformas baseadas em nanotecnologia
parece ser um caminho promissor na melhora das propriedades de compostos com conhecida
atividade antitumoral, assim como no direcionamento mais especificos as células tumorais e
possibilidade de utilizagao de vias de administragdo menos convencionais, tais como a via bucal
(BATRA; PAWAR; BAHL, 2018; ZHANG et al., 2008). Tendo em vista essas questdes, esse
trabalho propds a inclusdo de 2 compostos com conhecida atividade antitumoral em uma
nanoemulsdes revestida com HA, com o proposito de nao s6 melhorar as propriedades dos
farmacos, mas também proporcionar mucoadesao e direcionamento as células tumorais,
permitindo sua aplicagdo através da via bucal.

Na primeira etapa desse trabalho, foram testados diferentes lipidios cationicos (CTAB
e OA) com o intuito de estabelecer uma carga superficial positiva nas nanoemulsdes. Além da
carga, esse componente também afeta pardmetros importantes como tamanho de particula e
estabilidade, uma vez que funciona como surfactante impactando na tensdo interfacial do
sistema formado (BOUCHEMAL et al., 2004; SILVA et al., 2015a). Os lipidios cationicos
empregados como surfactantes sdo formados basicamente por uma ancora hidrofébica, uma
cabeca polar e um linker, que corresponde a ligagdo entre a cabega polar e cauda apolar.
Diferencas entre a relacdo polar/apolar das moléculas proporcionam comportamentos
interfaciais singulares, podendo afetar o tamanho de particula formada (VARGHESE; TOM;
KRISHNA CHANDAR, 2017). Sua concentragdo também parece se relacionar ao tamanho de
particula, uma vez que existe uma tendéncia a diminui¢do do tamanho com o aumento da
concentracdo de surfactante (FORMARIZ et al., 2006). Dessa forma, foram avaliadas
concentracoes de CTAB e OA que variaram de 0,06 at¢ 2 mM combinados com uma
concentracgdo fixa de lecitina de soja. A utilizagdo dos demais componentes e suas quantidades
foram baseadas em trabalhos que utilizaram emulsificagdo espontanea como método de preparo
e obtengdo de sistemas com caracteristicas aplicaveis ao presente trabalho (AMORIM, 2014;
OYARZUN-AMPUERO et al., 2013). A selecdo do lipidio catidnico foi realizada com base
nos parametros de tamanho médio de goticula, IPD e potencial zeta.

O tamanho de particula para as nanoemulsdes compostas por CTAB variou de 150 até
300 nm, enquanto tamanhos médios maiores foram obtidos para aquelas preparadas com OA,

com tamanho entre 222 e¢ 340 nm. De forma geral, para ambos os casos, o aumento da
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concentragdo do lipidio levou ao decréscimo do tamanho com incremento do potencial zeta,
que variou de +22 até +58 mV. Menores valores de IPD foram obtidos para as formulagdes
contendo CTAB, considerando que o IPD avalia a homogeneidade de dispersdo, valores
inferiores a 0,3 sugerem uma dispersao homogénea (DANAEI et al., 2018; WU et al., 2011).
Dessa forma, considerando todos os pardmetros avaliados o lipidio catidnico selecionado para
dar continuidade no estudo foi o CTAB, uma vez que o mesmo resultou em menores tamanhos
de particulas e populagdes mais monodispersas, em relacao as formulagdes preparadas com as
mesmas concentracdes de OA. Como essa formulagdo passaria ainda por uma etapa de
revestimento € esperado que ocorra um incremento de seu tamanho em virtude da deposi¢ao do
HA na superficie das goticulas, dessa forma, obter tamanhos iniciais de goticulas menores na
formulagdo foi importante para garantir a aplicabilidade da formulacdo final a via desejada.
Além disso, foram obtidas formulagdes com valores de potencial zeta satisfatorios para
promover a estabilidade do sistema inicial e também suficientemente positivos para permitir a
ocorréncia de interagdes eletrostaticas que vao proporcionar o revestimento com HA. Quanto
a concentracao selecionada, foi preciso considerar a toxicidade j& descrita para os surfactantes
cationicos. Uma vez que, a cadeia alifatica longa desses componentes possivelmente afeta os
acidos graxos da membrana celular, promovendo perturbagdes na membrana rica em
fosfolipidios, resultando em ativacdo de fosfolipases (ZHANG et al., 2015). Nesse caso, a
concentracdo selecionada foi de 0,5 mM, que foi a menor concentragdo capaz de formar
sistemas com caracteristicas de tamanho, IPD e potencial zeta satisfatérios a proxima etapa.

O proximo passo, foi a inclusdo dos farmacos nessas formulagdes e avaliacdo dos
parametros de teor e EE. Para isso, um método analitico foi desenvolvido por CLAE-DAD,
obtendo resposta satisfatoria quanto aos parametros de especificidade, linearidade, limite de
deteccao e quantificacao, assim como para precisao, exatidao e robustez. Através desse método
foi possivel avaliar o teor e EE da CUR e MEL utilizando triglicerideos de cadeia média (TCM,
Neobee® 1053, Stepan Company) composto por 44% de acido caprico (C10) e 55% caprilico
(C8) e oleo de ricino (OR), um triglicerideo de cadeia longa (TCL) cujo principal componente
¢ o acido ricinoleico (monoinsaturado, C18) (MENSAH; AWUDZA; O’BRIEN, 2018; ZORZI
et al.,2017). Esses 0leos sdo comumente utilizados em sistemas nanoemulsionados (BRUXEL
et al., 2012; HALNOR et al., 2018), bem como em sistemas contendo CUR ¢ MEL (KIM et
al., 2016; TAKENAKA et al., 2013). E sabido que o tamanho da sua cadeia hidrocarbonada,
bem como o grau de saturacdo de suas ligagdes afeta a capacidade de solubilizacdo de alguns

farmacos (BRUXEL et al., 2012). Maiores detalhes desse estudo foram adicionados no
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Apéndice A dessa tese. Em resumo, a utilizagdo de TCM levou a uma baixa recuperagdo (~
60%) e associagdo (~ 70%) de CUR, sendo possivel observar a presenga de precipitados, devido
a baixa solubilidade da CUR em 4gua (Log P~ 3,2) (ANAND et al.,2007; YANG et al., 2012a).
Para as formulag¢des contendo MEL em TCM foram obtidos valores de recuperagdo superiores
a 90%. Entretanto, a EE ndo ultrapassou cerca de 15 %, mesmo com incremento da
concentracdo de MEL, fato que pode ser atribuido ao seu Log P 1,6 (FILALI et al., 2017).
Quando os farmacos foram inclusos em sistemas compostos por OR houve o aumento na
recuperagdo de CUR das formulagdes (~ 85%), bem como na EE para CUR (~ 85%) e MEL (~
20%) sendo o OR eleito como fase oleosa do sistema contendo cerca de 80 pug/mL de CUR e
490 pg/mL de MEL. Além dos 6leos, foi testada uma concentragdo superior (1 mM) e inferior
(0,25 mM) de CTAB, afim de analisar se 0 mesmo poderia contribuir com o aumento de teor €
EE, entretanto, ndo foi observada nenhuma alteragdo significativa quanto a esses parametros
(dados nao mostrados). Nesse caso, diferengas na solubilidade dos farmacos testados expressos
por seus Log P, podem explicar os diferentes valores de EE. A CUR ¢ um farmaco mais
lipofilico, portanto, encontra-se preferencialmente associado as goticulas da nanoemulsdo,
enquanto a MEL, por apresentar certa solubilidade em &gua encontra-se preferencialmente
nessa fase.

O revestimento das NE com HA ocorreu através de interacdo eletrostatica pela mistura
das NE com carga positiva obtidas anteriormente com uma solu¢do de HA (TINOCO et al.,
2018). Foram testadas diferentes concentracdes (0,2 a 0,5 mg/mL) de HA com peso molecular
distintos (15-30 kDa e 70-90 kDa). Para ambos pesos moleculares de HA a menor
concentragdo testada (0,2 mg/mL) resultou em precipitagdo do sistema, esse provavelmente se
relacionou a total neutralizagdo das cargas do sistema, promovendo uma agregacdo das
particulas formando os precipitados. Desta forma, a etapa critica no revestimento por atragao
eletrostatica foi a inversdo do potencial zeta do sistema. De forma geral, a partir de 0,3 mg/mL
de HA ocorreu o incremento do tamanho da particula e inversdo do potencial zeta para valores
negativos, sendo um indicativo da presenca de HA no revestimento das NE. O potencial zeta
obtido em todos os casos foi bastante proximo de -30 mV, importante para garantir a repulsao
eletrostatica entre as goticulas e manutencdo da estabilidade do sistema a longo prazo. Ocorreu
um incremento no tamanho e o IPD das particulas revestidas em fun¢do do aumento do peso
molecular e concentragdo de HA. Isso pode ocorrer devido a forte ligagdo do HA com moléculas
de agua, o que lhe garante alta capacidade de retengdo, resultando em um revestimento que

ocupa um grande dominio hidrodindmico (HUANG; CHEN, 2019; PAN et al., 2013). Além
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disso, cadeias mais extensas (70-90 kDa) podem produzir um impedimento estérico maior
quando associadas a superfice das NE, afetando a distribui¢do do mesmo no revestimento, o
que poderia explicar o maior IPD desse grupo de formulagdes. Dessa forma, o HA de menor
peso molecular foi selecionado (15-30 kDa) na concentragao de 0,3 mg/mL resultado tamanhos
de particula de 226,7 £5,4nm, potencial zeta de -28,3 £2,5 mV e IPD 0,236 +0,01. A inclusao
dos farmacos nesse sistema nao provocou alteragdes significativas nesses parametros, mas no
caso da MEL pareceu aumentar a quantidade de farmaco associada das NE, que passou de 22,1
+1,3% para 32,0 +£1,4%. Esse aumento pode estar relacionado a uma maior adsor¢do de MEL
na interface 6leo/agua devido ao aumento da polaridade nessa regido pela presenca de HA.
Além disso, quando em solucao as cadeias de HA assumem uma estrutura enovelada aleatdria
semiflexivel, o que pode favorecer a inclusdao das moléculas de MEL no volume livre das
cadeias de HA (HUANG; CHEN, 2019; PAN et al., 2013).

Para avaliar a estabilidade das NE obtidas, um ensaio em condi¢des aceleradas foi
realizado, através dele informagdes quanto a separagdo de fases do sistema (cremagem) foram
determinadas. Nesse caso, as formulac¢des revestidas HA-NEcurmMEeL apresentaram indices de
instabilidade maiores (~ 0,250) quando comparadas a NEcur/mEeL (~ 0,170), sendo esse processo
mais evidente em temperaturas maiores 25 °C. Ainda assim, todas as formulacdes foram
consideradas estaveis, pois apresentaram indice de instabilidade inferior a 0,3.

Quanto ao perfil de liberagcdo dos farmacos avaliada pelo método de membrana de
dialise, foi possivel observar que para os farmacos livres houve uma rapida difusdo para o meio
receptor, tendo ao final de 30 min praticamente 100% de liberagdo. J4 quando associados em
NEcurmeL € HA-NEcurmMEL 0s perfis de liberagdo foram mais lentos, indicando a capacidade
das NE controlarem a liberag@o. Foi obtido um perfil de liberagdo mais controlado no caso da
CUR, apo6s 3 h a quantidade liberada foi de cerca de 50% para NEcurmeL € 70% para HA-
NEcurmMEL, iIndicando que a presenca de HA no sistema teve um efeito de barreira reduzindo a
difusdo do farmaco presente no nucleo oleoso para o meio externo aquoso. Ja para a MEL, se
observou um efeito burst devido a grande parte desse fArmaco ndo estar associado as NE,
encontrando-se livre para liberacdo na parte externa do sistema. Nesse caso, na primeira hora
de ensaio houve uma liberacao de 70% a 80% independentemente do revestimento de HA.

Buscando avaliar a aplicabilidade das formulagdes desenvolvidas quando a via de
administragao bucal, foram avaliadas as propriedades mucoadesivas. Em relagdo a interagao
com a mucina, se observou um aumento no tamanho das particulas em virtude da porcao de

mucina adsorvida na superficie, ou combinacao desse fenomeno com a capacidade de formagao
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e agregados, que no caso da NEcurmMEL veio acompanhada da inversdo do potencial zeta. A
adsor¢ao de mucina na HA-NEcurmEeL ocorreu apesar das forgas repulsivas presentes em
virtude de cargas igualmente negativas. Complementando esses resultados, NEcurmeL € HA-
NEcurmeL exibiram propriedades mucoadesivas no ensaio em texturoOmetro, sendo
significativamente maior o trabalho de adesdo (Waqn) e forca maxima para destacamento (Fmax)
obtido por HA-NEcurmMEeL. Nesse caso, a presenga de HA com abundante nimero de grupos
carboxilicos, resulta em muitas ligacdes de hidrogénio, sendo essa a for¢a considerada como
uma das mais importantes para o processo de mucoadesdo, combinada a sua capacidade de
emaranhamento na camada mucosa (CARVALHO et al., 2010).

A atividade citotoxica das formulagdes e farmacos livres foi avaliada pelos métodos
de MTT, nas linhagens HACAT e CAL27, bem como pelo método de SRB nas mesmas
linhagens citadas incluindo a SCC9. Cabe aqui ressaltar que os ensaios foram realizados por
grupos de pesquisa distintos, utilizando densidades celulares diferentes no plaqueamento. A
técnica de MTT ¢ capaz de medir a viabilidade celular com base no dano mitocondrial, isso
ocorre através da avaliacio da atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais,
quantificadas pela reducao do MTT (sal de coloracdo amarela, solivel em 4gua) a formazan
(cristal de coloracdao purpura, insoluvel em dgua) (MOSMANN, 1983). J4 a técnica de SRB
utiliza um corante de cor rosa intenso (aminoxantina) de carater anionico que € capaz de se ligar
eletrostaticamente as porc¢des terminais dos aminodcidos das células previamente fixadas com
acido tricloroacético. A ligagdo do SRB ¢ estequiométrica e a quantidade de corante extraido
das células ¢ diretamente proporcional a massa total de proteina, dessa forma, correlacionada
com o numero de células (SKEHAN et al., 1990). Essa técnica, diferentemente da MTT, nao
depende da atividade metabdlica celular, quanto maior o nimero de células vidveis, maior a
captacao do corante e consequentemente maior absorbancia. A superioridade da técnica de SRB
em relagdo a de MTT foi descrita por Keepers et al/ (1991) sendo atualmente o ensaio usado
pelo Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos na avaliacdo de drogas com atividade
antitumoral (PAPADIMITRIOU; HATZIDAKI; PAPASOTIRIOU, 2019).

Avaliando os resultados de citotoxicidade na linhagem saudavel em ambas
metodologias se observou reducdo na viabilidade celular dose-dependente que pode ser
atribuida a presenga de CUR e CTAB nas formulagdes, assim como ja verificado em estudos
anteriores que demonstraram a sensibilidade da HACAT a esses componentes (CAMPOS et
al.,2017; LUNDVIG et al., 2015; ZHANG et al., 2015). No ensaio de MTT, a combinacao de

CUR/MEL livre ou associada as NE pareceu reduzir a citotoxicidade causada na HACAT
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quando comparada a CUR livre ou associada as nanoemulsdes, assim como o revestimento de
HA. Demonstrando a capacidade da MEL na prote¢ao contra danos relacionados a EROS e
manutengdo da viabilidade celular (DZIEGIEL et al., 2002; HIPLER; FISCHER; ELSNER,
2003; IZYKOWSKA et al., 2009) e do revestimento de HA na reducao da citotoxicidade
(ZHANG et al., 2015). Ja através da técnica SRB, ndo foi possivel verificar qualquer efeito de
redugdo da citotoxicidade causado pela inclusao de MEL ou HA nos sistemas desenvolvidos,
ndo havendo diferenga estatistica entre os grupos NEcur, HA- NEcur, NEcurmeL € HA-
NEcurmerL. Ainda na HACAT, a avaliagdo capacidade de produzir apoptose foi investigada por
citometria de fluxo. Quando expostas a maior concentragdo testada, cerca de 75% das células
sofreram apoptose apos 24 h de tratamento. No entanto, ndo foi observada nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos com farmacos livres ou associados nas NE.

Considerando as linhagens tumorais, foi observado que as NE ndo carregadas (NEg e
HA-NEg) ndo demonstraram efeito citotoxico (viabilidade > 80) e que as formula¢des NEcur,
HA-NEcur, NEcurmEL € HA- NEcur/MEL apresentaram efeito citotoxico superior aos farmacos
livres na maioria das concentragdes testadas. Fato que pode ser justificado pelo resultado do
ensaio de internalizagdo celular, que avaliou a quantidade de CUR internalizada na CAL27 a
partir das formulagdes (NEcur € HA-NEcur) e farmaco livre, obtendo resultados
significativamente superiores para as NE.

Para CAL27, que foi estudada utilizando-se das técnicas de SRB e MTT, houve o
aumento da citotoxicidade quando tratada com NEcur, HA-NEcur, NEcurmer € HA-
NEcurmMEL €m comparacao aos farmacos livres para ambas as técnicas. Entretanto, novamente
através do ensaio por MTT, tanto a associacdo dos farmacos quanto o revestimento com HA
foram capazes de produzir citotoxicidade diferente entre os grupos NEcur (~ 45% de
viabilidade), HA-NEcur (~ 60% de viabilidade), NEcurmeL (~ 40% de viabilidade) e HA-
NEcurmEL (~ 45% de viabilidade) na maior dose testada. Considerando os resultados da
viabilidade celular obtidos por SRB, nenhuma diferenga estatistica foi determinada entre os
grupos NEcur, HA-NEcur, NEcurmeL € HA-NEcurmMEL que apresentaram viabilidade celular
em torno de 20% com a maior dose testada. Indo de encontro como no que foi observado por
citometria de fluxo, indicando que pelo menos 80% das células CAL27 se encontram em estagio
apoptotico. Para SCC9, analisada somente pelo método de SRB, o mesmo comportamento
descrito anteriormente ¢ observado. Nenhuma diferenga estatistica ¢ encontrada com o
tratamento das diferentes NE. Apesar da combinagdo entre farmacos ndo desencadear

incremento da atividade citotoxica tanto na linhagem CAL27 quanto SCC9 (na anélise por
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SRB), observou-se que a linhagem mais agressiva (SCC9) foi mais sensivel 8 MEL (~ 65% de
reducdo da viabilidade), quando comparada a linhagem CAL27 menos agressiva (~ 45% de
redugdo de viabilidade). O que pode justificar o emprego da associagdo de CUR/MEL como
forma de aumentar o espectro de atividade citotoxica.

Encerrado o estudo de viabilidade celular, esferoides de células saudaveis foram
tratados com as formulagdes ndo carregadas NEg e HA-NEg. Considerando a maior dose testada
no ensaio de citotoxicidade (35 uM de CUR e 345 uM) quantidades equivalentes de NEg ¢ HA-
NEg foram adicionadas as placas com os esferoides HACAT resultando no aumento da area do
esferoide em aproximadamente 24% quando tratado com NEg apds 72 h, indicando capacidade
de penetracdo da formulacdo promovendo uma dispersdo celular que pode ser atribuida a
reducdo da coesao celular, sugerindo toxicidade da NEg frente as células saudaveis, justificando
nossa escolha quanto a prosseguir o ensaio somente com a formulagdo revestida com HA.
Adicionando HA-NEcurmer € CUR/MEL em concentragdes crescentes que partiram de 0,03
uM de CUR ¢ 0,3 uM de MEL até 3,5 uM de CUR e 34,5 uM de MEL nos esferoides SCC9 e
CAL27 se observou alteragdo na integridade dos esferoides apds 72 h de tratamento com a
maior dose testada. Esses resultados, expressos como aumento da area dos esferoides, acabam
por evidenciar a capacidade de penetracao aumentada das formulacdes nas esferas em relagao
a CUR/MEL. No caso da SCC9, a penetragdo pode ter sido favorecida pela reducdo da adesao
celular devido a menor expressao de E-caderina ja observada para essa linhagem (JI et al., 2005;
MATTE et al., 2019). Levando a desagregacao da esfera, refletindo no aumento em cerca de
70% na area do esferoide em relacdo ao tempo O (zero). Por outro lado, a integridade dos
esferoides de HACAT nao foram afetados em nenhuma concentragdo testada, indicando que
baixas concentracdes de CUR e MEL associadas a8 HA-NE sdo capazes de modificar a adesao
célula-célula dos tumores esferoides, sem afetar a adesdo das células epiteliais ndo tumorais.

Considerando a migragdo celular como propriedade decisiva no desenvolvimento de
metdstase, o indice de polaridade (IP) das células SCC9 e CAL27 foi determinado. A linhagem
CAL27 apresenta morfologia e expressdo de fatores que definem uma morfologia mais
arredondada indicando reduzida probabilidade de migracdo, apresentando boa parte da
populacdo de células com menor IP no histograma construido (GIOANNI et al., 1988; MATTE
et al., 2019). Para a linhagem SCC9, com conhecida predisposi¢ao migratoria, o tratamento
com HA-NEcurmeL pareceu reduzir cerca de 10% a populagdo de células que exibiam

morfologia muito alongada (IP >4), exibindo efeito superior a CUR/MEL que reduziu apenas
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cerca de 4%. Tais resultados podem indicar que além de atividade citotoxica a formulagdo HA-

NEcurmMEL pode afetar as propriedades migratdrias dessa célula.
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A partir da otimizagdo das formulagdes quanto ao lipidio catidonico (CTAB) e sua
concentracdo (0,5 mM) a técnica de emulsificacdo espontdnea foi capaz de produzir
nanoemulsdes com carga superficial positiva (> 30 mV), tamanho nanométrico (~ 200 nm) e
baixo indice de polidispersdo (< 0,3). A utilizagao de dleo de ricino como parte da fase organica
garantiu uma maior associagdo dos farmacos nos sistemas desenvolvidos, os quais foram
quantificados com sucesso a partir da metodologia validada.

O método proposto para revestimento das nanoemulsdes com HA foi dependente da
concentragdo e peso molecular do HA utilizado, a inversao da carga incialmente positiva para
negativa, assim como incremento no tamanho médio das particulas e analise de morfologia
foram utilizados como pardmetros para determinar o sucesso da interacao eletrostatica sugerida.
As nanoemulsdes revestidas mantiveram tamanho nanométrico (~ 220 nm), carga superficial
suficiente para manter estabilidade (~ -30 mV) e baixo indice de polidispersdo (< 0,3). As
nanoemulsoes se mostraram estaveis frente ao ensaio em condigdes aceleradas, mesmo com a
adicao do revestimento, ndo foi observada a separagdo das fases. A inclusao de HA alterou o
indice de instabilidade obtido, porém se manteve dentro de uma faixa aceitavel (< 0,3).

A inclusdo dos farmacos nas nanoemulsdes foi capaz de controlar sua liberacao, para
a MEL que estava em maior quantidade na fase externa do sistema ocorreu uma rapida liberagao
inicial. Para a CUR a liberag¢do ocorreu de forma mais lenta, afetada pela difusdo do farmaco
do nucleo oleoso para o meio externo, tendo ainda o revestimento de HA efeito de barreira,
retardando esse processo.

As nanoemulsdes exibiram capacidade de interacdo com a mucina, expressa por
alteracdo no tamanho médio dos sistemas, potencial zeta (no caso das ndo revestidas) e
quantidade de mucina adsorvida. No caso da formulacdo com HA, essa interacdo ocorreu apesar
das forgas repulsivas presentes. A forca e trabalho de adesdo determinado em texturdmetro
demonstrou que o revestimento proporcionou formulagdes com maior capacidade
mucoadesiva, provavelmente devido a abundancia de grupamentos hidroxilicos e carboxilicos
que o HA apresenta, o que possibilitou a realizagdo de muitas ligagdes de hidrogénio com a
mucina. Além disso, quando em solucdo o HA apresenta uma conformagao aleatoriamente
enovelada, podendo contribuir com a mucoadesdo por meio do seu emaranhamento com a
mucina.

A citotoxicidade das nanoemulsdes foi determinada por dois métodos (MTT e SRB)
que resultaram em resultados conflitantes quanto ao revestimento das formulagdes e associagao

dos farmacos. Pela técnica de MTT (HACAT e CAL27), se observa no caso da HACAT que a
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presenca de MEL e HA na formulagdo parece ter exercido prote¢do contra os danos exercidos
por CUR e CTAB nas células, enquanto na linhagem CAL27 a associacdo de CUR/MEL parece
ter potencializado a atividade citotoxica. Pela técnica de SRB (HACAT, CAL27 e SCC9),
apesar das nanoemulsdes terem mostrado atividade citotdxica superior, mesmo nas menores
concentragdes testadas, ndo houve diferenca estatistica entre as formulagdes, indicando que
nem o revestimento ou a associagdo de CUR/MEL foi capaz de alterar a atividade citotoxica.
O que pode ser complementado com o resultado obtido para a internalizagao de CUR realizada
com a CAL27, onde se observou uma maior quantidade internalizada para a CUR quando
inclusa nas nanoemulsdes em comparacdo ao farmaco livre, mas entre as formulacdes nao
conseguiu se estabelecer diferenga estatistica nas condi¢des testadas.

O efeito das formulacdes em modelo de esferoide multicelular trouxe informacgdes
acerca da capacidade de penetracao nas esferas, possiveis alteragdes na adesdo célula-célula,
sugerindo ou ndo citotoxicidade. O esferoide de HACAT tratado com as nanoemulsdes ndo
carregadas pareceu sofrer maior perda da sua integridade coesiva quando na presenga da
nanoemulsdo nao revestida (NEg), onde na maior concentragao testada houve um crescimento
consideravelmente superior da sua area em comparacdo a formulagdo revestida (HA-NEg),
sugerindo citotoxicidade. Considerando a formulag¢do carregada com os farmacos e revestida
(HA-NEcurMEL) nas linhagens tumorais, ela foi capaz de gerar alteragdes na area dos esferoides
superiores ao que foi visto para os farmacos livres. Isso indica que as nanoemulsdes apresentam
maior capacidade de penetrar na esfera celular, resultando em alteragcdo significativa da
integridade do esferoide, principalmente no caso da SCC9 que apresenta uma menor adesao
celular. Esses dados ddo suporte ao que foi verificado no modelo 2D, sugerindo a superioridade
dos sistemas desenvolvidos em comparacdo aos fAirmacos livres.

O indice de polaridade das células apos o tratamento foi utilizado como indicativo da
alteracdo do perfil migratorio das células, passo importante quando se pensa em invasao e
metastase. Por meio desse ensaio, houve redugdo da populagdo de células com perfil mais
alongado (polarizado) quando houve o tratamento com as nanoemulsdes em comparagiao aos
farmacos livres, fato mais evidente para a linhagem SCC9 que ¢ uma célula com maior
probabilidade de migragao em comparagao a CAL27. Sdo necessarios mais estudos que possam
dar suporte ao que foi determinado inicialmente aqui, tais como, velocidade e direcionalidade
da migragdo celular, para entdo determinar que as nanoemulsdes desenvolvidas nesse trabalho
apresentam além da atividade citotdxica e condigdo de penetrar no esferoide, capacidade de

interferir no perfil migratorio das linhagens tumorais de cancer de boca testadas nesse trabalho.
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Com os resultados obtidos nessa tese constatou-se que a aplicacdo desses sistemas
pode ser particularmente interessante na terapia adjuvante no cancer de boca, seja nas fases
iniciais da carcinogénese (lesdes pré-malignas) onde uma abordagem ndo invasiva pode ser
preferida pelo paciente, assim como nos casos onde nao hé possibilidade de remocao cirurgica
total da lesdo tumoral e recidivas. Além disso, abre possibilidade para outras aplicagdes
envolvendo afec¢des na cavidade oral, servindo de suporte aos profissionais de odontologia na

melhora da qualidade de vida de seus pacientes.
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APENDICE A - SELECAO DO OLEO VEGETAL E CONCENTRACAO DOS
FARMACOS CURCUMINA E MELATONINA PARA AS NANOEMULSOES

APRESENTACAO

Este apéndice € constituido por texto e tabelas que descrevem a etapa do trabalho em
que foram testados os Oleos vegetais: TCM e OR, bem como diferentes concentragdes dos

farmacos CUR e MEL.

INTRODUCAO

A fase oleosa de NE ¢ geralmente selecionada levando em conta a solubilidade e
estabilidade dos farmacos a serem veiculados, bem como a estabilidade da formulagdo. Muitas
vezes um estudo de solubilidade dos farmacos em diferentes 6leos constitui uma das etapas
iniciais no desenvolvimento de uma formulagdo. Dessa forma, foram preparadas NE contendo
os farmacos em questdo para a selecao da fase oleosa, mantendo-se a concentracao de CTAB

de 0,5 mM, conforme descrito no Capitulo II.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

e Triglicerideos de cadeia média Neobee 1053® (TCM, Stepan Company, Estados Unidos)
e Oleo de ricino (Sigma—Aldrich, Estados Unidos)

e Brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB, Sigma—Aldrich, Estados Unidos)

e Lecitina de soja Lipoid S100® (Lipoid GmbH, Alemanha)

e  Curcumina (CUR, > 94 9%, Sigma—Aldrich, Estados Unidos)

e Melatonina (MEL, > 98 %, Sigma—Aldrich, Estados Unidos)

e Acetona P.A (Neon comercial, Brasil)

e Etanol P.A (Neon comercial, Brasil)

e Acetonitrila grau CLAE (Honeywell International Inc., Estados Unidos)
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e  Metanol grau CLAE (Honeywell International Inc., Estados Unidos)
e Acido formico grau CLAE (Fisher Scientific GmbH, Alemanha)
METODO

Determinacio do teor e eficiéncia de encapsulacao dos farmacos

O teor ¢ a eficiéncia de encapsulacdo (EE) para a CUR e MEL nas NE foi determinada
por CLAE, seguindo metodologia previamente validada, descrita no Capitulo I. Para as analises,
uma aliquota de cada NE foi diluida adequadamente em baldo volumétrico com acetonitrila. As
solugdes resultantes foram filtradas em membrana de PVDF (0,22 um, Milipore) e injetadas no
cromatégrafo. O teor de CUR e MEL foi dado em fung¢do da porcentagem de farmaco
recuperada.

Para determinar a EE de cada firmaco as NE foram submetidas a ultracentrifugacdo a
55.000 x g, durante 30 minutos a 25°C. Para essa metodologia, as amostras foram
acondicionadas em tubos quick-seal® (Polypropilene Bell-top, Beckman Coulter, EUA). Apds
o tempo estabelecido, os tubos foram seccionados de modo a permitir a retirada de uma aliquota
do sobrenadante para andlise. A EE da CUR e MEL nas NE foi determinada como sendo a
diferenga percentual entre a concentracdo total, obtida apds completa dissolucdo das NE em

acetonitrila e a concentra¢ao encontrada no sobrenadante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo quanto ao tipo de veiculo oleoso a fazer parte da NE desenvolvida foi
realizada utilizando TCM e OR, combinados com concentragdes fixas dos demais componentes
da formulagdo. As concentra¢des de farmacos também foram analisadas, conforme descrito na

Tabela A.1.
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Tabela A. 1. Composicao final das nanoemulsdes contendo curcumina e melatonina para a
selecao da fase oleosa da formulagao.

Formulagiio TCM? OR® Lecitina CTAB? MELS* CUR! Agua
(mg) (mg) (mg) (mM) (mg) (mg) (mL)

F1 400 - 60 0,5 - 10 20

F2 400 - 60 0,5 - 2 20

F3 400 - 60 0,5 10 - 20

F4 400 - 60 0,5 20 - 20

F5 - 400 60 0,5 - 10 20

Fé - 400 60 0,5 - 2 20

F7 - 400 60 0,5 10 - 20

F8 - 400 60 0,5 20 - 20

2 Triglicerideos de cadeia média; ® Brometo de cetiltrimetil aménio; ¢ Melatonina; ¢ Curcumina. ¢ Oleo de ricino.

A caracterizacdo das NE obtidas quanto a tamanho médio das goticulas, IPD e

potencial zeta encontra-se disposta na Tabela A.2. Para avaliar a influéncia do 6leo sobre a

capacidade de associacdo dos farmacos foram determinados o teor dos farmacos nas

formulagdes, avaliando duas concentragdes, que foram expressas como teor, porcentagem de

farmaco recuperado e eficiéncia de encapsulacao (EE).

Tabela A. 2. Efeito do tipo de 6leo vegetal empregado nas nanoemulsdes sobre o tamanho
médio das goticulas, indice de polidispersao, potencial zeta, recuperagdo dos farmacos e
eficiéncia de encapsulacao.

Formulacio Tamanho* Zeta Teor Recuperacio EE1
(nm) (mV) (ug/mL) () (%)
TCM?

Flcur-10 204,6 £9,3 40,6 =1,3 112,5+5,5 22,5 +1,1 58,7 +4,5
(0,201 +0,02)

F2cur-2 198,7 +10,1 442 £2.2 66,0 £3,3 66,0 £3,3 68,0 £1,2
(0,185 +0,01)

F3mgL-10 200,7 £12,3 43,8 £2,1 494,5 +28,0 98,9 £5,6 14,7 £3.,8
(0,164 £0,01)

F4mgr-20 206,3 +16,1 47,2 £0,9 938,0 £23,0 93,8 £2,3 15,3+2,2
(0,172 £0,02)

ORP®

F5cur-10 187,4 +£8,9 41,5+0,3 153,0 £10,0 30,6 £2,0 65,7 £3,6
(0,200 +0,01)

Fécur-2 196,5 £7,6 44,7 +0,9 86,2 £3,3 86,2 +3,3 85,4 +3,1
(0,190 £0,01)

FTmEL-10 189,9 +17,3 39,8 £2,1 486,1 £18,0 97,3 43,6 20,5 £1,8

(0,174)
F8mEL-20 199,3 £9,1 40,5 +2,1 986,0 £14,0 98,6 1,4 24,0 +4,5
(0,175)

a Triglicerideos de cadeia média; ® Oleo de ricino; ¢ Entre parénteses: indice de polidispersdo (IPD); ¢ Eficiéncia de
encapsulagio. CUR ou MEL indicam a preparagdo de nanoemulsdes com curcumina e melatonina
respectivamente, e o nimero que segue representa a quantidade adicionada, 10 ou 2 mg paraa CUR e 10 e 20 mg

para a MEL.

Em relagdo aos parametros de tamanho de goticula, IPD e potencial zeta ndo houve

alteragdo significativa quanto a variacao do tipo de 6leo utilizado. Os valores obtidos para
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tamanho médio das goticulas foi cerca de 200 nm, com IPD inferior a 0,3 em todos os casos,
indicando amostras com dispersao de tamanhos homogénea. O potencial zeta préximo aos +40
mV em todos os casos também indica que a mudanca do 6leo empregado ou adi¢do dos
farmacos nao foram capazes de alterar o potencial elétrico resultante de superficie, se mantendo
em valores desejaveis a aplicacdo proposta.

Quanto ao teor de farmaco recuperado ¢ EE o tipo de 6leo mostrou efeito sobre os
resultados obtidos, principalmente no caso das NE contendo CUR. O TCM (Neobee® 1053,
Stepan Company) € obtido a partir de glicerol de fontes naturais e acidos graxos de cadeia média
de 6leos de coco e palmiste, contendo 44% de 4cido caprico (C10) e 55% caprilico (C8). Nesse
6leo a CUR apresentou baixos valores de recuperacao e EE, sendo possivel observar a presenca
de precipitados, devido a baixa solubilidade da CUR em agua (Log P ~ 3,2) (ANAND et al.,
2007; YANG et al., 2012a). Apds a etapa de filtragdo, o farmaco nao solubilizado foi retido
obtendo como resultado formulagdes com teores reduzidos. Para a formulacdo Flcur-io,
somente 22,5% do farmaco em média foram recuperados, dos quais somente 58,7 % foram
encontrados associados as goticulas de 6leo, indicando uma reduzida capacidade desse 6leo em
solubilizar este farmaco. Takenaka e colaboradores (2013) avaliaram a solubilidade da CUR
em TCM de propor¢des molares de 4cido céprico/caprilico (C10:C8) de 15:85 e 0:100 e
obtiveram uma solubilidade de 1,8 — 2,0 mg/g, respectivamente, demonstrando também uma
solubilidade limitada nesse 6leo. Com base nesses resultados, uma formulagao contendo 0,1
mg/mL de CUR (F2) foi desenvolvida, na qual apresentava uma propor¢ao de 5 mg de CUR
para cada 1g de TCM. Para essa formulagdo houve uma recuperagdo de cerca de 66,0 % com
uma eficiéncia de encapsulacdo de 68,0 %.

Para as formulagdes contendo MEL em TCM (F3wmgr-10 € F4mer-20) foram obtidos
valores de recuperacao > 90,0 %. Entretanto, a EE ndo ultrapassou cerca de 15,0 %, mesmo
com o aumento da quantidade adicionada de MEL de 10 mg (F3) para 20 mg (F4). Esse
resultado pode ser explicado pela solubilidade de MEL em agua (até 2 mg/mL), que manteve
uma alta recupera¢do, mesmo com pequena quantidade do farmaco solubilizado no TCM. Seu
Log P de cerca 1,6 evidencia uma menor lipofilicidade em relagao a CUR, refletindo na baixa
EE (FILALI et al., 2017). Estes resultados corroboram com os encontrados por Schaffazick;
Pohlmann e Guterres (2007), os quais descrevem valores de eficiéncia de encapsulacao de 33,0
+2 % para nanoemulsdoes e de até¢ 50,0 £2 % para nanocapsulas preparadas com uma

concentracao de 1,5 mg/mL de farmaco nas formulagdes.
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O OR ¢ extraido das sementes de mamona (Ricinus communis L.), sendo um TCL cujo
principal componente € o acido ricinoleico (~ 90%), um &cido carboxilico monoinsaturado com
18 carbonos (MENSAH; AWUDZA; O’BRIEN, 2018; ZORZI et al., 2017). Quando esse oleo
foi utilizado houve o aumento na recuperagdo de CUR das formulacdes, bem como na EE para
ambos os farmacos. A recuperacdo da CUR na F5cur-10 (quantidade inicial de 10 mg) foi de
30,6 £2,0 % e na F6cur-2 (quantidade inicial de 2 mg) foi de 86,8 £3,1 %, evidenciando uma
maior solubilidade do farmaco na formulagdo, elevando a EE para 65,7% e 85,0%,
respectivamente. O mesmo foi observado para a MEL, onde os valores de EE aumentaram para
20,5% (F7mEL-10) € 24,0% (F8wmeL-20). A respeito dos 6leos utilizados, é sabido que o tamanho
da sua cadeia hidrocarbonada, bem como o grau de saturacdo de suas ligacdes afeta a
capacidade de solubilizagdo de alguns firmacos (BRUXEL et al., 2012). Além dos 6leos, foi
testada uma concentragao superior (1 mM) e inferior (0,25 mM) de CTAB, afim de analisar se
0 mesmo poderia contribuir com o aumento de teor ¢ EE, entretanto, nao foi observada nenhuma
alteracdo significativa quanto a esses parametros (dados ndo mostrados).

Nesse caso, diferencas na solubilidade dos fArmacos testados expressos por seus Log P,
podem explicar os diferentes valores de EE. A CUR ¢ um farmaco mais lipofilico, portanto,
encontra-se preferencialmente associado as goticulas da nanoemulsdo, enquanto a MEL, por
apresentar certa solubilidade em dgua encontra-se preferencialmente nessa fase. Diante desses
resultados o 6leo de ricino foi selecionado para constituir a fase oleosa das formulagdes e as
quantidades iniciais dos farmacos foram fixadas em 2 e 10 mg, o que corresponde a

concentragoes teoricas de 0,1 mg/mL e 0,5 mg/mL de CUR e MEL, respectivamente.
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