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RESUMO

O cancer de pele ndo melanoma ocupa a 4° posi¢cdo mundial de incidéncia dentre outros tipos
de cancer, sendo o carcinoma espinocelular o subtipo mais comum. O 5-FU é um farmaco
amplamente usado no tratamento de cancer de pele e que atua como andlogo da pirimidina,
interferindo indiretamente no crescimento celular. Entretanto, as suas caracteristicas fisico-
quimicas limitam sua passagem pela principal barreira da pele, o estrato corneo, demandando
a necessidade de otimizar sua entrega por meio de sua encapsulagdo em nanossistemas, como
os lipossomas. Essas vesiculas nanométricas demonstraram ser alternativas promissoras na
entrega de farmacos hidrofilicos, como o 5-FU, uma vez que promovem inlimeras vantagens,
dentre elas a otimizacdo da penetracdo e difusdo do 5-FU através das camadas da pele, que pode
ser potencializado quando associados os lipossomas a promotores quimicos de penetracio
cutanea, como Span 20. Os hidrogéis a base de polimeros biocompativeis ¢ biodegradaveis,
como a hidroxietilcelulose (HEC), podem ser associados a dispersdes lipossomais para
viabilizar a sua reten¢@o no local de agdo, fornecendo propriedades mecénicas ideais para a
proposta terap€utica de uma formulagdo semissolida, a ser aplicada por via tdpica nos
acometidos pelo cancer de pele. Dessa forma, o estudo teve o objetivo de desenvolver e
caracterizar hidrogéis com lipossomas contendo 5-FU, além de avaliar sua estabilidade
preliminar e investigar seu comportamento reologico, perfil de textura e bioadesdo. Assim, a
caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas demonstrou valores de 88,08 nm, 0,169, -12,3mV,
para o tamanho de particula, PDI e potencial zeta, respectivamente, além de eficiéncia de
encapsulacdo em torno de 50,20%. Apods a produgdo do hidrogel de HEC a 2%, os
nanocarreadores desenvolvidos foram incorporados e, as formulagdes obtidas tiveram a
estabilidade preliminar confirmada, mesmo ap6s submetidas a diferentes condi¢des no periodo
de 30 dias, com base em parametros como espalhabilidade, viscosidade, pH ¢ densidade.
Ademais, a adicdo dos lipossomas ndo comprometeu as caracteristicas reoldgicas, com
comportamento pseudoplastico e tixotropico observados normalmente nos hidrogéis. Desse
modo, os sistemas aqui propostos foram desenvolvidos com sucesso, demonstrado que sdo
potenciais alternativas terapéuticas para a entrega topica de 5-FU, posto que apresentaram
caracteristicas mecanicas favoraveis a aplicagdo, como viscosidade ¢ espalhabilidade, que
dificultam escoamento e aumentam retencao e biodisponibilidade do farmaco no local de acao,

podendo contribuir com a reducao das doses terap€uticas e maior aceitabilidade dos pacientes.

Palavras-chave: Hidrogéis; hidroxietilcelulose; 5-FU; lipossomas.



ABSTRACT

Non-melanoma skin cancer occupies the 4th position in the world in terms of incidence among
other types of cancer, with squamous cell carcinoma being the most common subtype. 5-FU is
a drug widely used in the treatment of skin cancer and acts as a pyrimidine analogue, indirectly
interfering with cell growth. However, its physicochemical characteristics limit its passage
through the main barrier of the skin, the stratum corneum, demanding the need to optimize its
delivery through its encapsulation in nanosystems, such as liposomes. These nanometric
vesicles proved to be promising alternatives in the delivery of hydrophilic drugs, such as 5-FU,
since they promote numerous advantages, among them the optimization of penetration and
diffusion of 5-FU through the layers of the skin, which can be enhanced when associated
liposomes to chemical skin penetration promoters, such as Span 20. Hydrogels based on
biocompatible and biodegradable polymers, such as hydroxyethylcellulose (HEC), can be
associated with liposomal dispersions to enable their retention at the site of action, providing
ideal mechanical properties for the therapeutic proposal of a semi-solid formulation, to be
applied topically in those affected by skin cancer. Thus, the study aimed to develop and
characterize hydrogels with liposomes containing 5-FU, in addition to evaluating their
preliminary stability and investigating their rheological behavior, texture profile and
bioadhesion. Thus, the physical-chemical characterization of liposomes showed values of 88.08
nm, 0.169, -12.3mV, for particle size, PDI and zeta potential, respectively, in addition to
encapsulation efficiency around 50.20%. After producing the 2% HEC hydrogel, the developed
nanocarriers were incorporated and the obtained formulations had their preliminary stability
confirmed, even after being subjected to different conditions for a period of 30 days, based on
parameters such as spreadability, viscosity, pH and density. Furthermore, the addition of
liposomes did not compromise the rheological characteristics, with pseudoplastic and
thixotropic behavior normally observed in hydrogels. Thus, the systems proposed here were
successfully developed, demonstrating that they are potential therapeutic alternatives for the
topical delivery of 5-FU, since they presented favorable mechanical characteristics for
application, such as viscosity and spreadability, which hinder flow and increase retention and
bioavailability of the 5-FU. drug at the site of action, which may contribute to the reduction of

therapeutic doses and greater patient acceptability.

Keywords: Hydrogels; hydroxyethylcellulose; 5-FU; liposomes.
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1. INTRODUCAO

A pele € o principal e maior 6rgdo responsavel por atuar como barreira fisica entre
o organismo do individuo e o meio, desempenhando sua fun¢do de forma passiva e ativa na
defesa contra agentes quimicos, fisicos e biologicos (DABROWSKA et al.,2018; KRISHNAN;
MITRAGOTRI, 2020) . Possui como estrutura basica trés principais camadas: epiderme, derme
¢ hipoderme (GOYAL; THATAI; SAPRA, 2017). A barreira do estrato cérneo € uma importante
subcamada da epiderme, composta por células hiperqueratinizadas que se tornam um obstaculo
importante a ser superado quando se trata da entrega de farmacos por via topica (YUAN et al.,
2022). Ademais, a diversidade e frequente atividade celular, além de exposicdo a agentes
nocivos (como, radiagdes ultravioletas, patdogenos, compostos quimicos) ou a predisposi¢do
genética sdo irrefutaveis contribuintes para o surgimento de alteragdes como a proliferacdo
desenfreada e maligna das células que compdem esses tecidos, podendo desencadear a origem
do cancer de pele (KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020).

O cancer de pele, pode ser classificado em dois subtipos: carcinoma nao melanoma
e melanoma (CULLEN et al, 2020). O cancer de pele ndo melanoma corresponde a
aproximadamente 95% dessa patologia, ocupando a 4* posi¢ao do ranking mundial dentre os
canceres de maior incidéncia, enquanto o carcinoma espinocelular (CEC), ou carcinoma celular
escamoso, € o segundo cancer mais comum (GOYAL; THATAIL SAPRA, 2017; HOSSEINI;
KASRAIAN; REZVANI, 2017; SUNG et al., 2021). O CEC ocorre devido ao crescimento
descontrolado dos queratindcitos da epiderme, ou seus anexos, e esta correlacionado a diversos
fatores de risco, todavia ¢ valido destacar que acomete com maior frequéncia homens brancos
de meia idade (QUE; ZWALD; SCHMULTS, 2018) . Considerando que a terapia padrdo ouro
¢ a remocao cirurgica tipo excisdo com avaliagdo pos-operatoria das margens clinicas, ¢é
necessario ressaltar que existem imensuraveis desvantagens no que diz respeito a dor e
cicatrizagdo, podendo também afetar a condicdo estética e, consequentemente, a qualidade de
vida do paciente (PANDEY et al.,2021; STRATIGOS et al., 2020a). Assim, dentre as diversas
outras terapias como radioterapia, terapia fotodinamica, crioterapia, eletrodissecagdo e
curetagem, as terapias topicas podem ser alternativas menos invasivas e¢ com melhor
tolerabilidade pelo paciente (STRATIGOS et al., 2020a; WALKER; HARDWICKE, 2021)
HARDWICKE, 2021).
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Posto isso, na terapia topica sdo empregados agentes antineoplasicos, tais como 5-
fluorouracil (5-FU), imiquimod, derivados de platina, como, cisplatina ou carboplatina,
taxanos, entre outros (COLLINS; SAVAS; DOERFLER, 2019; HOSSEINI; KASRAIAN;
REZVANI, 2017). Esses agentes citotoxicos costumam ser associados entre si, ou ainda
combinados a outras técnicas de tratamento como a terapia fotodinamica, a fim de potencializar
seus efeitos antitumorais e promover maior sucesso terapéutico (GUTZMER et al., 2019;
ZHANG et al., 2019). Outrossim, esses medicamentos podem induzir a uma série de efeitos
colaterais como: erupgdo cutanea, prurido, eritema (OZER et al., 2021; WALKER;
HARDWICKE, 2021). Além disso, um fator que deve ser evidenciado com relagdo a terapia
topica ¢ a dificuldade de penetracio cutdnea dos farmacos, gerando redugdo da
biodisponibilidade do farmaco, implicando na necessidade de aplicagdes mais frequentes e/ou
em maiores dosagens, o que pode acarretar no comprometimento da adesdo do paciente
(KAUVAR et al., 2015; KRISHNAN; MITRAGOTRYI, 2020).

O 5-FU ¢ um farmaco hidrofilico, anadlogo da pirimidina, amplamente utilizado no
tratamento de diferentes tipos de cancer, inclusive em CEC (CRISOSTOMO et al., 2022). E
considerado um agente citotoxico que atua na sintese de DNA, inibindo o processamento do
RNA celular e induzindo uma parada no crescimento das células (EWERT DE OLIVEIRA et
al.,2021; YAMAN et al., 2020). Topicamente, costuma ser administrado na forma de creme a
5%, entretanto pode apresentar desvantagens quanto ao seu uso como: acgao restrita a camadas
mais superficiais, ja que se trata de uma molécula de baixo peso molecular, potencial toxicidade
sistémica, biodisponibilidade limitada, além dos relatos na literatura de quimirresisténcia
devido a excessiva exposi¢do tumoral ao farmaco (CHERALAYIKKAL; MANOJ; SAFNA
HUSSAN, 2022; EWERT DE OLIVEIRA et al., 2021). A frente dessas problematicas de
reduzida capacidade de permeacdo e retencdo associadas as barreiras biologicas da pele, €
conveniente sua associacdo com sistemas de liberagdo que oportunizem seu transporte até o
local de agdo (ELMOWAFY, 2021; LOLLO et al., 2018).

Ao longo das ultimas décadas, a nanotecnologia vem sendo uma aliada da industria
farmacéutica, mediando entrega alvo-especifica de medicamentos, com melhor perfil de
seguranga aos pacientes, sendo adotada como estratégia de desenvolvimento de medicamentos
a fim de adaptar farmacos ja utilizados, devido aos beneficios associados a ela, bem como meio
de reduzir custos da industria farmacéutica (SAHU et al., 2019). Ela consiste no uso de
estruturas, dispositivos e sistemas em escala compreendida entre 1-1000 nm (BAYDA et al.,
2020). Com intuito de otimizar a biodistribuigdo, aumentar a estabilidade, contribuir com a

reducdo dos efeitos colaterais, prolongando a liberagdo e o tempo de meia vida do farmaco
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(LARGE et al., 2021) , os sistemas de liberagao de farmacos, como os nanocarreadores vém
sendo utilizados a fim de obter éxito terapéutico (KHAN et al., 2021; RATA et al., 2021).

Por sua vez, os lipossomas sdo vesiculas nanométricas, constituidas por
fosfolipidios em conformacgdo de bicamada ao redor de um nucleo aquoso, que permitem a
encapsulacdao de moléculas hidrofilicas como o 5-FU, podendo facilitar a sua permeabilidade
pelas camadas da pele até atingir o local alvo da agdo (COSCO et al., 2015; PANDEY et al.,
2021; SAHU et al., 2019; SHAH et al., 2020). Ademais, em estudo prévio, Crisostomo ¢
colaboradores (2022) desenvolveram lipossomas compostos por colesterol, SPC e Span 20, em
que esse ultimo demonstrou atuar como um promotor de penetracao cutanea favorecendo uma
entrega mais efetiva do 5-Fluorouracil (5-FU) para o tratamento do carcinoma espinocelular
(CRISOSTOMO et al., 2022). Inclusive, essas nanoparticulas podem, ainda, ser associadas a
estratégias que colaborem com seu potencial de penetragdo, a saber: promotores de penetragdo
cutanea fisicos ou quimicos (NIKOLIC ef al., 2022). Os promotores de penetragio quimicos
consistem em moléculas que, quando adicionadas em formulacdes, potencializam a difusdo
passiva do farmaco através das membranas bioldgicas, por exemplo os sulfoxidos e seus
analogos, terpenos, acidos graxos, alcoois, alcoois graxos e glicois, por fim os tensoativos,
incluindo o Span 20 (BARRY, 2001; ELMOWAFY, 2021; LOPES-CASTELLANO et al.,
2000; WILLIAMS; BARRY, 2004).

Ademais, os hidrogéis s@o obtidos de polimeros hidrofilicos que constituem redes
tridimensionais transligadas e possuem alto teor (até 99,5%) de agua incorporada, o que
favorece sua biocompatibilidade e similaridade com os tecidos do organismo, adicionado a isso
possuem capacidade de se moldar ao local de aplicagdo com reduzido risco de toxicidade ¢
minimizado potencial irritativo em contato com a pele (ZHANG et al., 2020). A titulo de
exemplo, a hidroxietilcelulose (Natrosol®) ¢ um exemplo de polimero ndo i6nico bastante
utilizado para producdo de hidrogéis altamente biocompativeis, biodegradaveis e atdxicos
(CIOLACU; SUFLET, 2018; RISALITI et al., 2021). Para além, alguns hidrogéis apresentam
propriedades bioadesivas, como os polimeros a base de celulose, assim tanto favorecem um
maior tempo de contato do farmaco com as membranas biologicas, promovendo uma maior
permeacgdo do ativo para o local de acdo, como também oportunizam a melhora na deposigdo
em superficies nao horizontais (CASCONE; LAMBERT]I, 2020; DOS SANTOS et al., 2020;
VON ZUBEN, 2019).

A luz disso, o uso de hidrogéis no contexto de terapias topicas, em particular no
tratamento do cancer de pele, ¢ uma realidade em virtude das suas inumeras vantagens podendo

ainda estar associado com a nanotecnologia, atuando sinergicamente na otimizagao da entrega
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de farmacos (RISALITI ez al., 2021; SHARMA; TIWARI, 2020; VON ZUBEN, 2019). Dessa
forma, a incorporacao de lipossomas em géis, para administracdo por via topica, vem
sinalizando seu potencial como um sistema de liberagéo topica de farmacos antitumorais, seja
pela sua biocompatibilidade com organismo humano, sua biodegradabilidade ou ainda seu
reduzido risco de toxicidade, uma vez que ha otimizagdo das concentragdes administradas,
gerando menores desconfortos, e, com isso, uma maior aceitabilidade do paciente ao
tratamento, com objetivo de promover maiores sucessos terapéuticos (KASINSKI et al., 2021;
SADEGHI-ABANDANSARI et al., 2021; SUN et al., 2019; XU et al., 2020).

Estudos como o proposto por HUSSAIN et al. (2015), ja demonstram o 5-FU
incorporado em lipossomas com intuito de serem administrados por via topica na apresentacao
de gel, apresentando resultados mais vantajosos em comparagdo com a 5-FU na sua forma
convencional, ou seja, sem o uso de nanocarreadores (HUSSAIN et al., 2015). Todavia, os
lipossomas geralmente sdo dispersos em meio aquoso, como em solugdes tampao de fosfato,
dificultando sua administrag¢@o topica em decorréncia da baixa capacidade de retencdo, assim
os hidrogéis se enquadram como um veiculo viscoso que adere a pele e ndo escorre (PETRILLI
et al.,, 2018; DE LEO et al., 2022; HEMMINGSEN et al., 2021), promovendo consisténcia
semissolida adequada para uso topico (RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016).

Em sintese, a necessidade de aprimorar as praticas terap€uticas associadas ao cancer
de pele possui significativa influéncia na adogdo de tecnologias farmacéuticas inovadoras,
como ¢ o caso da nanotecnologia. Nesse cenario, o presente trabalho teve propdsito de
desenvolver hidrogéis de hidroxietilcelulose para incorporagao de lipossomas contendo Span
20 carreando 5-FU, desenvolvidos em estudos anteriores, e avaliar a estabilidade preliminar
dos sistemas obtidos e suas propriedades fisico-quimicas, com intuito de otimizar a veiculagdo
do farmaco, proporcionando maior sucesso terapéutico, paralelamente melhorando a qualidade
de vida de pacientes acometidos pelo carcinoma espinocelular. Tendo em vista isso, futuros
estudos podem melhor avaliar perfil e cinética de liberagdo, além da capacidade de penetracio

cutanea da formulacdo aqui desenvolvida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar hidrogéis de hidroxietilcelulose (HEC) veiculando lipossomas com Span
20 contendo 5-FU e caracterizar quanto a estabilidade preliminar, propriedades reoldgicas, de

textura e bioadesao.

2.2 Objetivos especificos

o Preparar o hidrogel a base de hidroxietilcelulose (HEC);

o Produzir lipossomas a base de SPC, colesterol e Span 20 contendo 5-FU;

o Caracterizar os lipossomas com Span 20 contendo 5-FU, através de tamanho de
particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e efici€ncia de encapsulagao;

« Incorporar lipossomas com Span 20 contendo 5-FU em hidrogel de HEC;

« Avaliar a estabilidade do hidrogel associado aos nanocarreadores;

« Analisar o perfil reolégico do hidrogel contendo lipossomas com Span 20 por meio de
ensaios reoldgicos continuo e oscilatorios;

o Caracterizar formulagdes através da andlise de perfil de textura;

o Conferir potencial de bioadesao in vitro do hidrogel com sistema nanoestruturado.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer de pele

A pele tem como estrutura bésica trés principais camadas: epiderme, derme e
hipoderme. Simultaneamente, elas atuam passiva e ativamente como barreira fisica de protecao
contra choques mecanicos, radiagdo ultravioleta, invasdo de micro-organismos patogénicos ¢
outras substancias estranhas, além de contribuir com a regulacdo de diversas fungdes
fisiologicas, desde a manutenc¢ao da temperatura até a detec¢do de dor e lesdes (DABROWSKA
etal.,2018; KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020). A epiderme ¢ subdividida em estrato corneo,
estrato licido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato germinativo, em que o estrato
corneo, sendo uma barreira densa e queratinizada, tem funcdo primordial no controle da perda
excessiva de agua do corpo em decorréncia da sua densidade e presenga de constituintes
lipidicos (GOYAL; THATAI; SAPRA, 2017; MADISON, 2003).

Em se tratando de um 6rgdo que reveste toda a superficie corporal, a pele esta
constantemente sujeita a sofrer alteragdes, uma vez que se encontra exposta a agentes danosos,
como radiacdo solar, patdgenos, lesdes, compostos quimicos, dentre outros (KRISHNAN;
MITRAGOTRI, 2020; LI, CARY; MAIBACH, 2018). Além disso, em virtude da sua
diversidade celular, assim como sua capacidade e necessidade de renovacdo celular, a pele
humana esta susceptivel a sofrer mutagdes que estimulam a multiplicacdo e proliferacdo
anormal de suas células, podendo desencadear no surgimento de lesdes pré-cancerosas (como
a queratose actinica) e até no cancer de pele propriamente dito (GOYAL; THATAIL; SAPRA,
2017; HEDBERG et al., 2022) .

Segundo GOYAL e colaboradores, o cancer de pele pode ser classificado como
cancer de pele melanoma (MSC) ou céncer de pele ndo melanoma (CPNM) (GOYAL; THATAL
SAPRA, 2017). Como exemplo deste ultimo podem ser citados o carcinoma basocelular
cutaneo (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC), que difere do cancer do tipo melanoma
(Figura 1), uma vez que esta associado a melhores prognosticos e sobrevida dos pacientes
(BRANDT; MOORE, 2019). Contudo, ainda que o CPNM apresente comportamento menos
agressivo e potencialmente menos invasivo, esse tipo de cancer corresponde a cerca de mais de
95% de todos os canceres de pele (HOSSEINI; KASRAIAN; REZVANI, 2017; MENDES et
al., 2022). Sung e colaboradores apontaram que o CPNM ocupa a 4* posi¢do de cancer mais
incidente, apresentando mais de um milhdo de novos casos no mundo, sendo também

responsavel por um consideravel nimero de mortes a nivel global (SUNG et al., 2021).
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No Brasil, o cancer de pele corresponde a 27% dos tumores malignos, demonstrando ser o
cancer mais comum do pais (INCA, 2020). Enquanto isso, o CEC pode ser considerado o
segundo cancer de pele mais comum (KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020)), responsavel por
cerca 20% a 50% de todos os canceres de pele (QUE; ZWALD; SCHMULTS, 2018;
WALDMAN; SCHMULTS, 2019).

Figura 1. Representacdo dos tipos de cancer de pele.
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Fonte: Mathiyalagan et al. (2022).

O carcinoma espinocelular (CEC), ou carcinoma celular escamoso, diz respeito ao
crescimento desenfreado de células queratinizadas (queratindcitos) da epiderme ou estruturas
anexas, comumente tendo como precursores as lesdes como queratose actinica (HEDBERG et
al., 2022). O CEC in situ ou doenca de Bowen ocorre quando as mutagdes carcinogénicas se
restringem as camadas epidermais (Figura 1), contudo a auséncia de diagnostico precoce ou
fatores de riscos associados aos pacientes podem resultar na proliferagdo dessas células
malignas, potencialmente invadindo camadas mais internas, como a derme, até atingir tecidos
proximais ¢ desencadear um quadro metastasico (KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020;
LOSQUADRO, 2017). Dessa forma, os multifatores de riscos da doenga estdo basicamente
associados a predisposi¢@o genética e condi¢do clinica do individuo, como também a exposi¢do
a agentes externos: individuos de pele clara (I-III na Escala Fitzpatrick), idade, sexo
(predominante masculino), imunossuprimidos, quadro de cicatrizes cronicas e exposicoes

ambientais (por exemplo, arsénico) (KAUVAR et al., 2015; QUE; ZWALD; SCHMULTS,
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2018). Dentre esses fatores de riscos, a exposi¢ao a radiagdo ultravioleta se apresenta como um
latente mutagénico celular, seja através da luz solar, terapias UV ou cabines de bronzeamento.

A vista disso, ¢ importante salientar que a idade avangada esta diretamente
associada a exposicao cronica e cumulativa a radiagdo ultravioleta, que por sua vez estimula o
desencadeamento do carcinoma espinocelular, predominantemente em homens de meia idade
(KAUVAR et al., 2015; WALDMAN; SCHMULTS, 2019). Comumente, isso ocorre devido a
mutagdo e inativacdo do gene supressor de tumor p53, responsaveis por alterar o ciclo celular
e viabilizar a propagacdo dos queratindcitos, uma vez que essas células locais sao afetadas, a
perda de fungdes fisioldgicas e alteracdes morfologicas das mesmas favorecem a progressao
tumoral (CORCHADO-COBOS et al., 2020; LOSQUADRO, 2017; NEHAL; BICHAKIJIAN,
2018; PITPPONEN et al., 2021). Tipicamente, os locais do corpo humano com maior exposigao
solar, tais como cabega, pescoco, dorso das maos, dentre outros, costumam ser acometidos
(KALLINI; HAMED; KHACHEMOUNE, 2015; STRATIGOS et al., 2020b)). Portanto,
habitos comportamentais sdo fundamentais de serem praticados, como evitar a exposi¢do
prolongada ao sol, adotando o uso prévio e diario de filtros solares com FPS acima de 30, o uso
de dispositivos com prote¢ao UV (exemplo: 6culos de sol), dentre outras medidas preventivas,
como a deteccdo precoce, sao fomentadas por 6rgaos de saide com objetivo de conter o avanco
do CEC(MENDES et al., 2022; INCA, 2020; STRATIGOS et al., 2020b) .

Apos a confirmacao do diagnostico, através do estudo histologico e da avaliagdo
clinica, serd definido o manejo terapéutico com base em condutas que visam extinguir
completamente o tumor, reduzindo os riscos de recorréncia e metastase, restituindo a funcao
original do tecido e preservando ao maximo a estética, com intuito de ndo comprometer a
qualidade de vida do paciente (KAUVAR et al., 2015). Além disso, o proprio custo da
intervencdo terap€utica, a tolerdncia e aceitacdo do paciente sdo critérios levados em
consideragdo (KAUVAR et al., 2015; STRATIGOS et al., 2020a). Dentre as alternativas
terapéuticas para CEC podem ser citadas: radioterapia, eletrodissecacdo e curetagem,
crioterapia até a cirurgia micrografica de Mohs, que em geral é o procedimento indicado para
casos de altos riscos e recorrentes, dados os seus beneficios de preservacdo de tecido e elevada
taxa de cura, ela consiste da retirada de camadas do cancer, enquanto em paralelo ¢é realizada
analise no microscopio até garantir completa remocao do tecido, contudo seu custo ¢ maior
comparado a outras praticas clinicas ja citadas, justamente por se tratar de uma técnica mais
sofisticada que demanda especialistas (KAUVAR et al., 2015; PIIPPONEN et al., 2021;
STRATIGOS et al., 2020a; WALKER; HARDWICKE, 2021). Nesse cenario, o tratamento de

primeira escolha costuma ser a remocgdo cirurgica do tipo excisdo com margens clinicas
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seguidas de avaliagdo pos-operatoria padrio (KAUVAR et al., 2015; STRATIGOS et al.,
2020b). Ademais, em casos de baixo riscos, a terapia topica ¢ uma opgao preferivel ao quadro
de dor e cicatrizes, que sdo resquicios prevalentes do procedimento cirargico e determinantes
na aceitacdo do paciente ao tratamento do cancer de pele (KAUVAR et al.,2015; KRISHNAN;
MITRAGOTRI, 2020).

3.2 Terapias topicas aplicadas ao tratamento de cincer de pele

As terapias topicas sdo frequentemente utilizadas como alternativas a cirurgias, no
tratamento de cancer de pele (KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020). Em casos de CPNM,
costumam ser utilizadas para tratar lesdes mais superficiais, como carcinoma espinocelular
cutaneo in situ, sendo uma alternativa valida que evita expor o paciente a procedimentos mais
invasivos (NEHAL; BICHAKJIAN, 2018). Na literatura, essa vertente de intervengdo pode ser
aliada a estratégias que visam potencializar os efeitos de antineoplasicos, como em caso de
associagdes terapéuticas, e reduzir efeitos adversos de adjuvantes presentes nos medicamentos
utilizados, tornando a administragdo do tratamento mais toleravel ao paciente ¢ promovendo
assim aumento de chances de sucesso terapéutico, como consequéncia de uma maior
aceitabilidade (COLLINS; SAVAS; DOERFLER, 2019).

No que diz respeito as terapias topicas disponiveis no mercado, a literatura engloba
o uso de antineoplasicos como imiquimod, 5-Fluorouracil, derivados de platina (como
cisplatina ou carboplatina), metotrexato, taxanos, gencitabina, dentre outros (HOSSEINI;
KASRAIAN; REZVANI, 2017, WALKER; HARDWICKE, 2021) . Além disso, os agentes
citotoxicos costumam ser combinados entre si, podendo também estar associados a outras
intervengdes como a terapia fotodindmica, empregada apds a aplicagdo topica do farmaco em
forma de solugdo, gel ou creme (GUTZMER et al., 2019). Estudos relatam que a utilizacao de
luz e de um farmaco fotossensibilizante, como o acido 5-aminolevulinico (ALA), demonstram
desempenho promissor no tratamento de cancer de pele, uma vez que sdo capazes de atuar como
mecanismo de indugdo a degradagdo celular (PANDEY et al., 2021; ZHANG et al., 2019) .

As terapias topicas sdo frequentemente utilizadas como alternativas a cirurgias, no
tratamento de cancer de pele (KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020). Em casos de CPNM,
costumam ser utilizadas para tratar lesdes mais superficiais, como carcinoma espinocelular
cutaneo in situ, sendo uma alternativa valida que evita expor o paciente a procedimentos mais

invasivos (NEHAL; BICHAKIJIAN, 2018)). Na literatura, essa vertente de intervencdo pode
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ser aliada a estratégias que visam potencializar os efeitos de antineopldsicos, como em caso de
associagdes terapéuticas, e reduzir efeitos adversos de adjuvantes presentes nos medicamentos
utilizados, tornando a administracdo do tratamento mais toleravel ao paciente e promovendo
assim aumento de chances de sucesso terapéutico, como consequéncia de uma maior
aceitabilidade (COLLINS; SAVAS; DOERFLER, 2019).

Nesse sentido, alguns fatores devem ser considerados quando selecionadas as
terapias topicas, uma vez que mesmo sendo via de administragdo atrativa, pois evita
metabolismo de primeira passagem, possibilita automedicag@o, costumeiramente é segura e nao
invasiva, estimulando maior adesdo do paciente, como todas as outras opcdes de tratamento,
apresentam algumas limitacdes (SAHU et al., 2019). Dentre elas, podemos citar as seguintes
limitagdes: penetracdo reduzida do farmaco, e consequente menor biodisponibilidade do
farmaco, necessitando de maiores nimeros de aplicagdes, que podem comprometer a adesdo do
paciente (PANDEY et al., 2021). Além das possiveis reagdes adversas, tais como dor, prurido,
edema, dentre outros (KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020; WALKER; HARDWICKE, 2021) .
A eventual existéncia de toxicidade local e/ou sistémica também pode desencadear

questionamentos quanto ao uso desses agentes (PANDEY et al., 2021).

3.3 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil (5-FU) € um quimioterapico citotoxico amplamente utilizado para
o tratamento de tumores cutineos, aplicado a tumores solidos do trato gastrointestinal, ovario,
cabega, pescoco, cérebro, mama, além de outros (LOLLO ef al., 2018; SAMY et al., 2020).
Adotado em meados da década de 50, esse andlogo da pirimidina (Figura 2) atua como
antimetabolito e possui como mecanismo de acdo a interferéncia na sintese de DNA de células
em divisdo ativa e inibi¢do do processamento do RNA, uma vez que € capaz de agir inibindo a
acdo da enzima timidilato sintetase, responsavel pela produgdo de pirimidina, um importante
componente nos processos de replicagdo celular (Figura 3), isso resulta, portanto, na interrupg¢ao
do crescimento celular ¢ apoptose (CEILLEY, 2012; SAHU et al., 2019). Comercialmente, o
5-FU esta disponivel, prioritariamente, na apresentacdo de creme com concentragdes de 0,5%,
1% até 5%, ou até como solucdo a 1%, 2% ou 5% para uso topico, sendo o creme a 5% o mais
comumente utilizado (RATA et al., 2021). Um aspecto vantajoso e facilitador dessa alternativa
terapéutica ¢ que sua aplicagdo pode ser realizada pelo proprio paciente ou cuidador

(COLLINS; SAVAS; DOERFLER, 2019; CULLEN et al., 2020). A literatura demonstra que o
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5-FU intravenoso e oral ja foram empregados como protocolo de tratamento sistémico, contudo
as limitacOes na absor¢ao gastrointestinal contribuiram para seu desuso por via oral (SETHY;

KUNDU, 2021; VODENKOVA et al., 2020).

Figura 2. Estrutura quimica do 5- fluorouracil.
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Fonte: Pubchem (2022).

No se diz respeito as vantagens do 5-FU, ha também discussoes sobre taxas de cura
que variam de 27% a 90% demonstrando a eficacia desse fairmaco, além de estudos que apontam
um custo significativamente menor no tratamento quando comparado a outras escolhas
terapéuticas (COLLINS; SAVAS; DOERFLER, 2019; YOON et al., 2018). Em alguns casos,
o 5-FU pode ser associado a outros agentes citotoxicos ou outras opgdes terapéuticas, a fim de
ser obtida sinergia farmacoldgica que potencialize seus efeitos (ZHANG et al., 2019), como
demonstrado por Sethy e Kundu (2021) que cita moduladores enzimaticos, como a Leucovorina
e 0 Metotrexato, para obten¢do de melhores resultados na terapia com 5-FU (SETHY; KUNDU,
2021).
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Figura 3. Esquema do mecanismo de a¢do do 5-FU.
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Fonte: Entezar-Almahdi et al. (2020).

Em contrapartida, o uso 5-FU pode incluir toxicidade sistémica, j4 que ndo ¢
seletivo para células cancerigenas e possui a sua biodisponibilidade e sua meia-vida plasmatica
reduzida, necessitando de dosagens mais frequentes e/ou mais elevadas (SAMY et al., 2020).
Isso acarreta em efeitos adversos, locais ou sistémicos, que podem incluir erup¢do cutanea,
febre, nausea, vomito, neuropatia periférica e lesdo hepatica, provavelmente desencadeando o
abandono precoce do paciente ao tratamento, afetando as taxas de cura (EWERT DE
OLIVEIRA et al.,2021; OZER et al., 2021). O seu perfil farmacocinético desfavoravel também
estd associado por se tratar de uma molécula pequena (Figura 2), de baixo peso molecular e
com coeficiente de parti¢do de -0,89, determinando seu carater hidrofilico, contribuindo para
limitagdo da sua capacidade de atravessar as barreiras da pele (CRISOSTOMO et al., 2022;
KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020; LOLLO et al., 2018). Além disso, a quimiorresisténcia ao
5-FU ¢ uma realidade que vem sendo evidenciada apos exposi¢ao repetida, podendo ocorrer
devido ao acumulo tecidual ndo seletivo, em que ha uma redugao da concentragdo do farmaco
no microambiente tumoral, consequentemente gerando a necessidade da administracdo de

maiores doses terapéuticas. Assim, essa resisténcia ao farmaco, inata ou adquirida, pode ser
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atribuida basicamente a capacidade mecanistica de algumas células cancerigenas de se
sobressair da acdo do farmaco (CHERALAYIKKAL; MANOJ; SAFNA HUSSAN, 2022;
SAMY et al., 2020; SETHY; KUNDU, 2021; VODENKOVA et al., 2020).

Diante do exposto, atualmente vém sendo consideradas novas estratégias
terapéuticas, a fim de contornar essas limitacdes e oportunizar a melhora da biodistribuicao,
potencializando o efeito antitumoral do 5-FU (CHERALAYIKKAL; MANOJ; SAFNA
HUSSAN, 2022; LOLLO et al., 2018). A incorporagdo dos farmacos em sistemas de liberagéo
de farmacos nanoestruturados ¢ uma alternativa concreta que possibilita: proteger o farmaco
encapsulado, aumentar sua estabilidade, otimizar sua passagem pelas camadas da pele,
promover terapia mais direcionada, viabiliza maior reten¢do no local de ag¢do de interesse,
reducdo da dosagem do tratamento convencional, contribui com a minimizac¢do dos efeitos
colaterais inerentes aos farmacos usados, mais efetividade na entrega para as células tumorais
e propicia maior adesdo dos pacientes (CHERALAYIKKAL; MANOJ; SAFNA HUSSAN,
2022; PANDEY et al., 2021; SAMY et al., 2020).

3.4 Nanossistemas de liberacdo de farmacos para tratamento de cincer de pele

A nanotecnologia ¢ um campo da ciéncia que envolve o uso estruturas,
dispositivos e sistemas em escala de 1-1000 nm, podendo ser aplicada a diversas areas, desde
uso em energias renovaveis até biomedicina (BAYDA et al., 2020). Ela vem se tornando uma
importante aliada na entrega alvo-especifica de antineoplasicos, através da ampla gama de
nanossistemas biocompativeis desenvolvidos, que visam uma maior eficacia e melhor perfil de
seguranga medicamentosos, colaborando com a reducdo da toxicidade sistémica e maior
perspectiva de adesdo ao tratamento (DESSALE; MENGISTU; MENGIST, 2022). Além disso,
muitas vezes ¢ utilizada estrategicamente para realizar a terapia combinada de farmacos com
finalidade de serem obtidos efeitos sinérgicos, viabilizando terapia mais efetiva, conforme
abordado em estudos que desenvolveram lipossomas ultradeformaveis co-carregados com
resveratrol e 5-fluorouracil para o tratamento do carcinoma de células escamosas, como
também lipossomas com 5-FU associado ao acido folico para tratar cancer de colo do utero
(COSCO et al., 2015; EWERT DE OLIVEIRA et al., 2021; SETHY; KUNDU, 2021).

No caso de farmacos hidrofilicos como o 5-FU, uma especificidade a ser explorada
também nos nanocarreadores € a contribui¢do com uma maior permeabilidade ao atravessar as

camadas da pele até atingir o local alvo da acdo (MENDES et al., 2022). Nesse sentido, os
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nanocarreadores também auxiliam na liberagdo controlada ¢ no aumento do tempo de meia vida
do farmaco (LARGE et al., 2021). Existem muitas op¢des de nanocarreadores (Figura 4) que
podem ser utilizados para a liberagdo efetiva dos farmacos, em particular do 5-FU, como, os
lipossomas, os etossomas, os niossomas, as nanocapsulas, as nanoemulsdes (EWERT DE
OLIVEIRA et al., 2021; PANDEY et al., 2021). Estudos como os de desenvolvimento de
nanoparticulas hibridas de polimero lipidico a base de poli (e-caprolactona) (PCL),
nanocapsulas poliméricas funcionalizadas, assim como imunolipossomas de cetuximabe
carreadores de 5-FU, corroboram para a eficacia na liberacdo sustentada e atividade
anticancerigena obtidas pela agregacdo da nanotecnologia e o tratamento para o cancer (KHAN

etal.,2021; PETRILLI et al., 2017; RATA et al., 2021).

Figura 4. Representacdo de diferentes tipos de lipossomas. (A) Lipossoma convencional. (B)
Transfersomas. (C) Niossomas. (D) Etossomas. (E) Invasomas. (F) Lipossomas revestidos.
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Fonte: Carita et al. (2018).

Os lipossomas sao vesiculas nanométricas, constituidas por bicamada lipidica
com o0 nucleo aquoso, que permitem ainda modificacdes na sua superficie, podendo ser
funcionalizados com anticorpos, proteinas, peptideos ou outros ligantes (EWERT DE
OLIVEIRA et al., 2021; YUAN et al., 2022). Descritos na literatura a partir década de 60, os
lipossomas sdo atoxicos, biodegradaveis e biocompativeis, além de excelentes nanocarreadores
adotados na terapia antitumoral, uma vez que sua versatilidade estrutural possibilita a entrega

de moléculas com carater lipofilico, quando alocadas na sua bicamada lipidica, como também
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sao otimas opgoes para o carreamento de farmacos com carater hidrofilico, como ¢ o caso do
5-FU (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021a; PETRILLI et al., 2017,
SHAH et al., 2020). Dessa forma, a superficie desse nanossistema possui lipofilicidade
semelhante a de membranas celulares, por isso tem notavel aplicacdo em terapias que requer
um maior direcionamento ¢ uma maior permeacgdo do farmaco através das camadas da pele,
como ¢ o caso dos procedimentos voltados para o carcinoma celular escamoso, além dos demais
beneficios ja citados atrelados ao uso da nanotecnologia (EWERT DE OLIVEIRA et al., 2021;
GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021b; PANDEY et al., 2021).

A capacidade de penetragdo e difus@o de farmacos encapsulados em lipossomas sdo
abordados em estudos e relatam a presenca de lipossomas em fluidos intersticiais adjacentes a
vasos tumorais (PADYA et al., 2021). Essas nanovesiculas, no caso de administragdo sistémica,
podem entregar o farmaco de forma passiva, através da permeabilidade e retencdo, ou
ativamente, quando adotados artificios que favorecem o direcionamento terapéutico, como
Carita e colaboradores (2018) que mencionam lipossomas modificados associados a polimeros,
como a quitosana, que atuam como facilitadores na permeagdo de farmacos, uma vez que sua
biocompatibilidade com as membranas bioldgicas possibilita que as nanoparticulas atravessem
as jungodes do estrato corneo (CARITA et al., 2018; EWERT DE OLIVEIRA et al., 2021).
Assim, ainda que os lipossomas convencionais ja sejam bastante elucidados na literatura, ha
mecanismos que podem oportunizar seu desempenho, prolongando seu tempo de circulagdo
sistémica e superando sua capacidade de penetracio (GUIMARAES; CAVACO-PAULO;
NOGUEIRA, 2021b; PANDEY et al., 2021).

3.5 Promotores de absorc¢ao cutinea

No contexto de permeagao cutanea para entrega de farmacos por via tdpica, o
estrato corneo ¢ um obstaculo, assim surgem diversos métodos que potencializam a penetragao
cutdnea, por meio da otimizagdo da passagem das moléculas de ativos por essa camada
semipermeavel da pele, podendo ser basicamente classificados como: métodos fisicos e
quimicos (NIKOLIC ef al., 2022; YUAN et al., 2022). Os métodos fisicos incluem o uso de
técnicas de pré-tratamento que atuam ativamente na liberagdo de farmacos através da pele,
podendo modificar sua superficie, como exemplo podem ser citadas iontoforese, sonoforese,
microagulhamento, eletroporacdo, microdermoabrasdo, dentre outras (BARRY, 2001;

DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018; YUAN et al., 2022).0 uso desses métodos combinados a



29

nanocarreadores atuam sinergicamente auxiliando a entrega terapéutica efetiva, como descrito
por Ahmed e colaboradores (2019) quando realizaram estudos associando o uso de
microagulhamento e lipossomas contendo doxorrubicina e celecoxib para tratamento de cancer
de pele e obtiveram consideravel efeito antitumoral, aumentando em 2 vezes a penetracao de
farmaco quando comparado ao tratamento passivo (AHMED et al., 2019; YUAN et al., 2022).
Em estudo que a iontoforese foi adotada com intuito de potencializar a entrega de
nanoparticulas de quitosana, carreando oxaliplatina, para tratamento topico de tumores orais, a
combinagdo gerou uma penetragdo 6 vezes maior do farmaco quando comparado com a entrega
passiva do farmaco ndo encapsulado (YUAN et al., 2022).

Em se tratando do método quimico, o principio consiste basicamente na difusdo
passiva do fadrmaco através da primeira barreira da pele, uma vez que a formulacdo foi
modificada quimicamente a partir da adicdo de intensificadores de penetragdo quimica,
permitindo maior permeabilidade da pele (NIKOLIC et al., 2022). Dentre as substancias
potenciadoras de penetracdo sdo citadas em literatura: sulfoxidos e seus analogos, terpenos,
acidos graxos, alcoois, alcoois graxos e glicois, tensoativos (BARRY, 2001; WILLIAMS;
BARRY, 2004). Outrossim, os farmacos podem ultrapassar as camadas da pele por meio de 3
rotas: rota intercelular, transcelular e apendicular (folicular) (ELMOWAFY, 2021; YUAN et
al., 2022). Particularmente, os tensoativos, também conhecidos por ativadores de bordas, sdo
em suma atoxicos, inertes farmacologicamente, biocompativeis, possuem funcionamento
unidirecional (evita perda de material enddgeno do organismo) e interagem em sua maioria com
o dominio lipidico da via intercelular do estrato corneo, podendo modificar ligagdes entre as
células e até mesmo alterar a natureza solvente dessa camada epitelial, potencializando a
penetragdo cutanea de formulagdes (WILLIAMS; BARRY, 2004; ZAKI et al., 2022).

Diante disso, os tensoativos também s3o amplamente utilizados na industria
farmacéutica em diversos contextos, tanto como componente em formulagdes cosméticas e
mais atualmente associados em vesiculas nanocarreadoras com objetivo de contribuir com sua
funcdo terapéutica de direcionar a entrega de farmacos. Podem ser classificados em anidnicos,
cationicos € nao idnicos (BARRY, 2001). Dentre eles, os tensoativos ndo ionicos sao
considerados amplamente mais seguros ¢ produzem impedimento estérico, gerando maior
estabilidade fisica na formulagdo e melhorando sua permeacao (ELMOWAFY, 2021;
WILLIAMS; BARRY, 2004). Vyas e colaboradores (2005) propuseram o desenvolvimento de
vacinas para uso topico contra hepatite B, utilizando vesiculas nanométricas compostas de Span
85 (tensoativo ndo i6nico) e colesterol, e obtiveram um sistema estavel e potencialmente seguro,

com otimiza¢do da permeagdo cutanea devido a influéncia do tensoativo no estrato cérneo
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(VYAS et al., 2005). Estudiosos realizaram o desenvolvimento de niossomas, a partir de uma
combinacdo que incluiu Span 80, para servirem de nanocarreadores de 5-FU aplicado ao
tratamento do cancer de pele, o que tornou possivel evidenciar a melhora na entrega intracelular
do farmaco e, consequentemente, resultados otimizados do efeito citotoxico do mesmo
(PAOLINO et al., 2008).

O Span 20, ou monolaurato de sorbitano (Figura 5), ¢ um tensoativo, relativamente
lipofilico, ndo idnico, que possui cadeia alquil C12 capaz de interagir com os lipidios
intercelulares, fluidizando a rota para entrega de moléculas ativas, conforme sugerido por Lopez
e colaboradores (2000) (ELMOWAFY, 2021; LOPEZ et al., 2000). Ainda nesse estudo, foi
realizado o comparativo do Tween 20, Span 20 e Azone® no que diz respeito ao potencial desses
ativadores de bordas de contribuir com o aumento da permeabilidade da pele para a entrega de
farmacos, dentre eles o 5-FU, e os resultados foram favoraveis a ado¢do dos dois ultimos
tensoativos para induzir a passagem dos ativos entre as membranas biologicas (LOPEZ et al.,
2000). A semelhanca, pesquisadores investigaram paralelamente a influéncia tanto do Span 20

® nas monocamadas lipidicas do estrato cérneo e pontuaram que ambos

como do Azone
possuem capacidades compativeis e similares para atuar como promotores de penetragao
cutanea, por meio do aumento da fluidez da estrutura lipidica intercelular do estrato corneo
(LOPES-CASTELLANO et al., 2000).

Por fim, atualmente ja ¢ promovida a ado¢do do Span 20 associado a
nanocarreadores, corroborando sua eficiéncia e seu uso seguro (SHIMANOUCHI et al., 2021;
WILLIAMS; BARRY, 2004), assim como Criséstomo et al. (2022) que previamente
desenvolveram lipossomas a base de colesterol, SPC e Span 20 contendo 5-FU associando a
técnica de microagulhamento para otimizar a penetragao cutanea do farmaco, nesse estudo foi
possivel observar que usando exclusivamente o Span 20, promotor quimico de penetracdo, o
acumulo de 5-FU nas camadas da pele foi 1,4 vezes maior quando comparado com o lipossoma

convencional(sem Span 20) na entrega passiva, ou seja, antes mesmo de associar a técnica de

microagulhamento (CRISOSTOMO et al., 2022).
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Figura 5. Estrutura quimica do tensoativo Span 20.
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Fonte: PubChem (2022).

3.6 Hidrogéis e sua aplicacio na terapia oncologica

Os hidrogéis vem sendo reportado na literatura como uma estratégia vantajosa
quando associada a terapias topicas, em particular no tratamento do cancer de pele, além de ser
usados em diversos outros ambitos, como na medicina estética em enchimentos, produtos
farmacéuticos, engenharia de tecidos, ou ainda atrelados a fins de diagndstico e terapia
regenerativa (CAO et al., 2021; HOARE; KOHANE, 2008; SHARMA; TIWARI, 2020). Esses
sistemas de liberagdo sdo basicamente redes tridimensionais, constituidas por polimeros
hidrofilicos com grupamentos polares altamente transligados, contribuindo com sua
elevada capacidade de retencdo de agua (ZHANG et al., 2020). Podem ser classificados
basicamente em relag@o a natureza do polimero usado (sintético, natural ou hibrido), ou ainda
quanto a propriedades fisico-quimicas, como seu mecanismo de formagdo (ligagdes quimicas
ou fisicas), a natureza do grupo lateral (catidnico, aniénico ou neutro), biodegradabilidade
(degradavel ou ndo degradavel), e o grau de intumescimento (baixo, alto ou superabsorvente) e
porosidade (micro, macro ou super poroso) (MATHIYALAGAN et al., 2022).

Devido a até 99,5% da sua matriz ser de composi¢do aquosa, os hidrogéis sdo
bastante biocompativeis, considerando que se assemelham fisico-quimicamente ao meio
tecidual, possuem capacidade de se deformar ao se adequar ao local de aplicagdo, apresenta

baixo risco de toxicidade, o que minimiza a probabilidade de irritar a pele ao ser depositado



32

(ZHANG et al., 2020). Também, demonstram propriedades farmacocinéticas atrativas, uma vez
que pode ser adotado como transportador de elevadas concentragdes de ativos, carreando doses
suficientes para serem mantidas nos tecidos de interesse a serem liberadas lentamente por um
periodo prolongado, consequente acarreta na redugdo da necessidade de aplicagdes do farmaco
e oportuniza maior adesdo do paciente ao tratamento (ZHANG et al., 2020). Além disso, eles
podem ser responsivos a estimulos tais como pH, temperatura, luz, dentre outros fatores que
podem implicar da sua biodegradabilidade e possuem resisténcia mecanica quando comparados
formulagdes mais fluidas e ndo reticuladas (KASINSKI ez al., 2021; SHARMA; TIWARI,
2020; MATHIYALAGAN et al., 2022).

Dessa forma, sua aplicagdo na terapia oncoldgica ja € bastante elucidada na
literatura, por exemplo em estudos como o de Kasinski e colaboradores (2021) que trata do
desenvolvimento de hidrogel injetavel e termossensivel para liberagao de 5-fluorouracil (5-FU),
em que foi assegurada liberagdo controlada e a biosseguranga do paciente quando administrada
no tratamento antitumoral (KASINSKI et al., 2021). Enquanto isso, Rajinikanth e Chellian
(2016) trabalharam no desenvolvimento do hidrogel como carreadores de lipidios
nanoestruturados (NLC), avaliando seu potencial para a entrega topica de 5-FU
comparativamente ao gel e solu¢ao contendo o farmaco livre e, corroborando ainda acerca das
vantagens da associacdo do hidrogel com nanocarreadores uma vez que foi favorecida cerca de
2 vezes mais a retencdo da farmaco na pele, bem como aumentou a permeacdo do ativo
promovendo uma liberagao sustentada do mesmo, além de conferir o risco reduzido de irritagao

dérmica (RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016).

Figura 6. Esquema representando nanocarreadores lipossomicos incorporados em hidrogel.
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Fonte: Grijalvo et al.(2016).

Estudos prévios relataram que a incorporagao de paclitaxel encapsulado em micelas

para serem transportados em hidrogel de carbopol 940 e os autores obtiveram resultados
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positivos na entrega de farmaco para terapia local de melanoma, ademais pesquisadores
utilizam hidrogéis para entrega simultdnea de farmacos, sejam eles de diferentes polaridades ou
nao, com objetivo de potencializar o efeito antitumoral como associacdo de 5-FU e curcumina
destinados a terapia combinada para cancer colorretal, nesse estudo em questdo um farmaco foi
encapsulado enquanto o outro foi carreador na rede polimérica (SADEGHI-ABANDANSARI
etal.,2021; SUN et al., 2019; XU et al., 2020). Jain e outros pesquisadores (2019) otimizaram
a entrega de microesponjas carreadores de 5-FU em géis de carbopol 934 para obter maior
sucesso terapéutico no tratamento do cancer de pele, assim foram observados que houve a
reducdo de irritacdo dérmica do 5-FU quando atrelado aos sistemas de liberagdo,
comparativamente com o farmaco livre, além do aumento em cerca de 5,2 vezes em se tratando
da deposi¢do de 5-FU, demonstrando que hidrogéis sdo veiculos de facil preparo, baixo custo
e excelentes auxiliares na entrega dérmica de ativos (JAIN et al., 2019). Por fim, Rata e autores
(2021) relatam o desenvolvimento de hidrogéis baseados em écido hialurénico e alginato de
sodio para aplicagdo topica de 5-FU incorporados em nanocapsulas poliméricas funcionalizadas
para efeito antineoplasico, sendo verificado bom perfil de biosseguranga para o paciente e

comportamento nao-irritativo em ensaios in vitro (RATA et al., 2021).

3.6.1 Hidroxietilcelulose

Considerando que a natureza do polimero adotado para a producdo dos hidrogéis
sdo determinantes quando sdo envolvidas as propriedades fisico-quimicas desses
transportadores, os polimeros podem ser classificados como naturais, sintéticos ou hibridos
(também chamados de semissintéticos) (MARZI; ROSTAMI CHIJAN; ZARENEZHAD,
2022). Na categoria de polimeros naturais podem ser incluidos algumas proteinas e
polissacarideos, tais como alginato, quitosana, colageno, gelatina, acido hialurénico, dentre
diversos outros (TAVANO, 2015). Ainda que os polimeros naturais tenham adquirido grande
importancia na aplicagdo da biomedicina em decorréncia de fatores como sua
biocompatibilidade, multifuncionalidade, biodegradabilidade, capacidade de liberagdo
controlada do farmaco e custo-beneficio, os polimeros sintéticos foram sendo desenvolvidos
com promessas de maior tempo de vida util, maior potencial de realizar modifica¢cdes quimicas
diretas para otimizar fungdes, aumento da captacdo de agua (MATHIYALAGAN et al., 2022;
ZHANG; OSMALEK; MICHNIAK-KOHN, 2020), apresentam ainda propriedades fisicas
quimicas ou mecénicas ajustdveis e reprodutiveis (AHMED, 2015; ASWATHY;
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NARENDRAKUMAR; MANJUBALA, 2020; ZHU; MARCHANT, 2011; MARZI;
ROSTAMI CHIJAN; ZARENEZHAD, 2022)). Carbomeros e poloxameros sdo comumente
componentes dessa classe de polimeros, além de outros como alcool polivinilico (PVA),
poliacrilamida (PAM) e polietilenoglicol (PEG) (TAVANO, 2015; ZHANG et al., 2020).
Outrossim, os polimeros hibridos (ou semissintéticos) foram desenvolvidos com o intuito de
atender amplamente caracteristicas biomédicas, possuindo tanto os beneficios dos naturais
como dos sintéticos, uma vez que a associa¢do de ambos pode otimizar o desempenho mecanico
e biologico do hidrogel, além de contribuir com a redugdo da variabilidade da producdo
(ASWATHY; NARENDRAKUMAR; MANJUBALA, 2020; MARZI; ROSTAMI CHIJAN;
ZARENEZHAD, 2022; RISALITI et al., 2021).

A hidroxietilcelulose (Natrosol®) é um derivado da celulose, obtido a partir de
reacdo da celulose com o 6xido de etileno, gerando um po inodoro, insipido, incolor a levemente
amarelado e de baixo custo (NOREEN et al., 2020). A partir desse polimero soluvel em agua
(quente ou fria) e ndo i6nico, é possivel obter um hidrogel a semelhanga desse polissacarideo:
altamente biocompativel, biodegradavel e atoxico (CIOLACU; SUFLET, 2018; RISALITI et
al., 2021; SANNINO; DEMITRI; MADAGHIELE, 2009). Dentre suas inumeras
funcionalidades, pode atuar como espessante, estabilizante de formulagdes, suspensor,
emulsificante, aglutinante, contribuindo também com a viscosidade, assim possui uma gama de
aplicagdes na industria, no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, fraldas, insumos
téxteis, papel, revestimentos, cosméticos e até na agricultura (MURTAIJA et al., 2022;
NOREEN et al., 2020). Ainda se ressalta sua estabilidade em uma ampla faixa de pH (2-12),
podendo ter pequenas variagdes de viscosidade nesse intervalo, apresenta compatibilidade com
substancias anidnicas, ndo-idnicas, anfotéricas e¢ catidnicas (ROWE; SHESKEY; QUINN,

2009; VON ZUBEN, 2019).

Figura 7. Representacdo da estrutura de HEC.
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Fonte: Noreen, et al (2022).
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Isto posto, alguns hidrogéis apresentam propriedades bioadesivas, como o0s
polimeros a base de celulose, que contribuem para manter o farmaco em maior contato com as
membranas bioldgicas, devido a otimizagdo de sua acomodacdo por reté-los no local de agéo
por maiores periodos de tempo, a partir disso alguns estudos ainda afirmam que essa capacidade
adesiva de polimeros celuldsicos podem ser tidas como de alta performance, pois conseguem
estabilizar o farmaco na area de interesse independentemente de sua concentragdo (CASCONE;
LAMBERTI, 2020; HOARE; KOHANE, 2008; MANSOUR et al., 2008). Ainda, estudiosos
compreendem que as aplicagdes das propriedades mucoadesivas do hidrogéis podem ser
proveitosas em diversos aspectos, inclusive auxiliar no desenvolvimento de formulacdes para
locais de acdo de complexa permeagdo cutinea e de superficies ndo horizontais, como regides
bucais (BAUS et al., 2019), vaginais (DOS SANTOS et al., 2020), nasais (VON ZUBEN et al.,
2022), dente outras (CASCONE; LAMBERTI, 2020).

Nesse contexto, o uso dos hidrogéis, inclusive a base de hidroxietilcelulose (HEC),
podem ser associados a vesiculas nanoestruturadas com intuito de obter um efeito sinérgico das
vantagens de ambos sistemas, por exemplo Mourtas e estudiosos (2007) trabalharam no
desenvolvimento de lipossomas contendo calceina e griseofulvina incorporados em gel de HEC
e Carbopol, que n3o demonstraram incompatibilidade, além de promoverem liberacao
sustentada (MOURTAS et al., 2007).

O Natrosol™, um dos diversos nomes comerciais da HEC, é encontrado na
literatura em diferentes concentragdes para a producdo de inumeras formas farmacéuticas, como
géis de aplicacdo topica e transvaginal, por exemplo (MOURTAS et al., 2008). Jaigobind
(2020), ap6s investigagdo através de ensaios reologicos, optou pela concentracdo de 0,5% de
HEC para a produg@o de um gel-creme com finalidade cosmética (AMARAL JAIGOBIND,
2020). Em 2021, Chang e colaboradores realizaram ensaios com gel de HEC a 2, 5 e 10%,
dentre outros polimeros, associados a bacteriofagos para avaliar o potencial terapéutico
alternativo a uso de antimicrobianos no tratamento de infecgdes topicas (CHANG et al., 2021).

Risaliti e colaboradores (2021) produziram um hidrogel a base de
hidroxietilcelulose para ser usado de veiculo por nanovesiculas (ascossomas) contendo quelina
para terapia topica de acometidos por patologias dérmicas, assim alcancaram bons resultados
de perfil de seguranca em estudos in vivo, reduzido risco de toxicidade, entrega alvo-especifica,
liberacdo sustentada de cerca de 80% do ativo e considerdveis taxas de permeacdo cutanea
(RISALITI et al., 2021). Frank e pesquisadores (2017) obtiveram gel de hidroxietilcelulose
contendo nanocapsulas revestidas que exibiram satisfatorio desempenho de mucoadesdo e

aumento da permeacdo de imiquimod no tecido vaginal para tratamento do HPV (FRANK et
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al.,2017). Von Zuben et al. (2022) tiveram €éxito no desenvolvimento de hidrogéis a base de
hidroxietilcelulose (2%) contendo lipossomas para administracdo de insulina por via nasal,
demonstrando que se trata de uma formulagdo promissora principalmente devido ao seu
comportamento reoldgico que possibilita boa espalhabilidade, ao mesmo tempo que dificulta o
escoamento do nanosistemas e promove o aumento a retencao do farmaco no local de acdo
(VON ZUBEN et al., 2022).

Diante disso, o presente estudo consiste na incorporagdo de lipossomas com Span
20 carreando 5-FU em hidrogéis a base de hidroxietilcelulose (HEC) 2% (Figura 8) e na
avaliagdo da estabilidade e comportamento dessa forma farmacéutica apos a adicdo desses
nanocarredores. Em que o objetivo final ¢ a obteng@o de um sistema inovador capaz de otimizar
a entrega do farmaco e fornecer caracteristicas reologicas adequadas, para facilitar a
administracdo topica e favorecer o tempo de retengdo. Consequentemente, contribuindo

potencialmente com a adesdo do paciente e com a eficacia do tratamento do cancer de pele.

Figura 8. Representacdo da rede de hidrogel (HEC) carreando lipossomas com Span 20
contendo 5-FU.

® foog,
A T
a L .
L oa A
HNT Y g -t
L S 0'{ »
o* H ae
o ® S ®
.. > =
L
= |egenda:
:
sPC ;’t_;w " 55U
®

¥ COLESTEROL

V SPAN 20

Fonte: Autoria propria (2022), elaborado pelo MindGraph.
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparo de lipossomas

Os lipossomas foram desenvolvidos usando o método do filme lipidico (ELOY et
al.,2016; LARGE et al.,2021), compostos por SPC e colesterol (55:45) e Span 20, na proporgao
de 1:9 em relagdo a mistura lipidica (CRISOSTOMO et al., 2022). Em seguida, os constituintes
pesados foram dissolvidos em 2,5mL de cloroférmio, em um baldo de fundo redondo, e
mantidos em equipamento de rotaevaporagao (IKA — Modelo RV8), por 30 minutos a 65 ° C ¢
100 rpm, até evaporacdo do solvente orgénico. Posteriormente, o filme lipidico formado foi
hidratado com 5mL de PBS diluido 1 x (pH 7,4) contendo 5-fluorouracil (260 pg/mL), durante
1 hora a 100 rpm e 65°C. A dispersdo lipossomal foi colocada em banho ultrassénico por 10
minutos e finalmente submetida a sonicagdo em ultrassom de ponta (QSonica Sonicators Q500)
com os parametros de 20% de amplitude, auséncia de pulso e duragdo de 5 minutos

(CRISOSTOMO et al., 2022).

Figura 9. Esquema representativo do método de preparo dos lipossomas adotados.
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4.2 Caracterizacao Fisico-Quimica dos lipossomas

4.2.1 Tamanho de particula, indice de Polidispersio e Potencial Zeta

A analise do tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI) foi realizado
por meio da técnica de espalhamento dinamico da luz (DLS), utilizando o equipamento
ZetasizerNano 7S (Malvern Instruments), com diluicdo (1:10) das amostras em agua
MilliQ. Enquanto que o Potencial Zeta foi verificado através da técnica de

microeletroforese, utilizando o mesmo equipamento (CRISOSTOMO et al., 2022).

4.2.2 Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacio

Previamente, foi preparada uma curva de calibragdo a partir da solugdo de
0,5mg/mL de 5-FU em agua MilliQ, possibilitando a dilui¢do para obtencdo das concentracdes
de 0,25;0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ¢ 6,0 ug/mL (PETRILLI et al., 2018). Apés a leitura das amostras em
espectofotometro, em comprimento de onda de 265 nm, foi analisada a linearidade, a partir da
equacdo da reta e respectivo coeficiente de correlacdo linear resultantes dos dados da curva.
Com a finalidade de quantificar a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do 5-FU, foi associado o
método indireto, utilizando a técnica de ultrafiltracdo, com a analise em comprimento de onda
de 265 nm por espectrofotometria, possibilitando a quantificacdo do farmaco total e livre
(PETRILLI et al., 2018). Para quantificar o farmaco total foram utilizados 25 pL das amostras
e DMSO em tubo falcon, na mesma propor¢do, para romper os lipossomas, em seguida foram
submetidas a agitagdo em vortex por 2 minutos e colocadas em banho de ultrassom por 10
minutos, completando o volume para 5 mL com dgua MilliQ e finalmente filtrado com auxilio
do filtro PVDF 0,45 pm. Em paralelo, para quantificagdo do fairmaco livre foram utilizados
1000 pL das amostras em tubo Amicon (50 kDa) que haviam sido submetidas a centrifugacio
nas condic¢des de 3000 g por 15 minutos. A partir do filtrado, foi retirada uma aliquota de 50 pL.
para completar o volume para 50 mL com agua MilliQ e finalmente foram filtradas em PVDF

0,45 pm. Para o calculo da eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi adotada a equagao abaixo:

EE%=[(Farmaco total)—(Farmaco ultrafiltrado)

I'x100 (1)

(Farmaco total)
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4.3 Preparacio do hidrogel

Para preparo da base gelificante, foram pesados 200 mg de hidroxietilcelulose
(Natrosol), em balanga analitica. Em seguida, com auxilio de baldo volumétrico, foram
adicionados 10 mL de agua Milli-Q, contendo 0,2% de metilparabeno, previamente aquecidos
a 40°C durante 30 minutos, até a obtenc¢do de um gel ndo i6nico a 2% (m/v) (BRASIL, 2004).
Em seguida, a mistura foi mantida em repouso por 24 horas na temperatura de 2-8°C.
Posteriormente, uma aliquota de 2,5mL da dispersdo lipossomal foi incorporado a 8,0mL de

base (COSTA; COSTA; SILVA JUNIOR, 2021; HUSSAIN et al., 2015; VON ZUBEN, 2019).

4.4 Estabilidade preliminar da formulacao

4.4.1 Teste de centrifugacio e ensaio de estresse térmico

Os lipossomas (lipossoma branco, lipossoma com 5-FU, lipossoma branco
contendo Span 20 e lipossoma com 5-FU contendo Span 20) incorporados ao hidrogel de
hidroxietilcelulose (HEC) a 2%, foram submetidas a estudos preliminares de caracterizacdes
fisico-quimicas para a avaliacdo de estabilidade preconizados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (2004) em adicdo a andlises descritas na literatura (BRASIL,
2004).

Previamente ao estudo preliminar de estabilidade, foi realizado o teste de
centrifugacdo, ensaio de carater eliminatorio, uma vez que tem o intuito de verificar a
estabilidade fisico-quimica do produto, confirmando se a composigdo adotada foi satisfatoria
ou existe a necessidade de reformulag@o do produto. Assim, foram pesados 8,0 g de amostra do
gel contendo lipossomas, em tubos falcon de 15mL e submetidos a 3.000 rpm, durante 30
minutos, em temperatura ambiente. Entdo, caso garantida sua estabilidade, as amostras seriam
aprovadas, possibilitando a continuidade dos demais ensaios descritos abaixo (BRASIL, 2004;
COSTA; COSTA; SILVA JUNIOR, 2021; FERREIRA, 2019).

A priori, com intuito de avaliar qual seria o comportamento das formulacdes, os 5
grupos foram submetidos ao estresse térmico de 50°C durante 30 dias, sendo entdo analisados
em periodos de To (dia da produgdo), 1, 7, 15 e 30 dias (n=3 para cada grupo), em que foi

observada a manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas. A partir disso, para o estudo de



40

estabilidade, foram preparados cerca de 150 g de hidrogel para os 3 grupos selecionados
(Hidrogel; Hidrogel com lipossoma sem Span 20 contendo 5-FU e Hidrogel com lipossoma
com Span 20 contendo 5-FU), que foram envasadas em tubos falcon de plastico de 50 mL. As
formulagdes produzidas foram fracionadas e mantidas em aquecimento (50 + 2,0°C), durante o
periodo de 30 dias consecutivos, para serem avaliadas no que diz respeito as caracteristicas
organolépticas (possiveis alteracdes na aparéncia, cor, odor, homogeneidade, brilho, auséncia
de grumos ¢ precipitados), além da determinagdo do pH, espalhabilidade, viscosidade e
densidade (AMARAL JAIGOBIND, 2020). Em paralelo, amostras dos 5 grupos foram
mantidas a temperatura ambiente (25 + 2,0°C) para serem utilizadas como grupo controle nos
mesmos ensaios. Todos os ensaios de estabilidade foram realizados no dia de producdo das
amostras (To), além dos periodos de 1, 7, 15 e 30 dias ap6s producdo das mesmas (BRASIL,
2004; FERREIRA, 2019; MOREIRA; CORREA, 2021).

4.4.2 Determinacio do valor de pH

O pH das amostras do gel contendo os lipossomas, juntamente ao grupo controle,
foi aferido em triplicata (n=3) nos dias To, 1, 7, 15 e 30 em dispersoes das amostras em agua
destilada na proporcao 1:10 (p/v), com auxilio de equipamento previamente calibrado com
solugdes tampdo de pH 4, 7 ¢ 9, a temperatura ambiente (25°C) (COSTA; COSTA; SILVA
JUNIOR, 2021; GARCIA OLIVEIRA, 2020).

4.4.3 Analise da densidade

Conforme recomendado, na determina¢do da densidade de semissélidos, no caso
hidrogéis compostos de hidroxietilcelulose 2%, foi realizado o uso do picnémetro de aluminio
(BRASIL, 2004; MOREIRA; CORREA, 2021). Em balanga analitica, apo6s calibragdo do
aparato de aluminio limpo e seco, foi registrada sua massa em gramas (Mo). Em seguida, a
pesagem também foi feita para obtencdo de M; em gramas a partir do picndmetro contendo
agua MilliQ. Nas demais analises, foi realizada pesagem das amostras em estudo,
respectivamente, para obtencdo de Mz em gramas. Mediante os dados resultantes, foi possivel

aplicag@o da formula abaixo para densidade relativa:

_ My-M,
P= N, @
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4.4.4 Analise da espalhabilidade

Com base no método adaptado de Silva (2019), a determinagao da espalhabilidade
foi realizada a partir da pesagem de 0,3g das amostras em uma placa de vidro e, apds a
sobreposi¢ao de outra placa com massa conhecida e espera da acomodagdo da amostra, foram
adicionadas cargas de 50, 100 e 200g, respectivamente, com finalidade de simular condig¢Ges
de forca na aplicagdo topica dos hidrogéis (SILVA er al., 2019). Respeitando o intervalo regular
de 3 minutos entre os pesos, foi possivel realizar a leitura em triplicata (n=3) do diametro da
circunferéncia gerada através da espalhabilidade do hidrogel, com auxilio do sofiware ImagelJ.

Diante dos valores de didmetros obtidos, o analista aplicou a seguinte formula:

d’>.m
€=

Em que:
€: Espalhabilidade da amostra para o peso (cm?); d: didmetro médio (cm). (DARLENE;
ALVES, 2014; GARCIA OLIVEIRA, 2020).

4.4.5 Analise da viscosidade

Para determinag@o da viscosidade aparente, a leitura foi realizada em triplicata para
todas as amostras (30g de cada amostra), com auxilio do viscosimetro de Brookfield, modelo
digital MVD-8 da marca Marte Cientifica. O spindle 3 foi manipulado cuidadosamente ao entrar
em contato com as amostras, a fim de evitar a incorporacdo do ar, gerando a formagao de bolhas,
que pudessem comprometer as analises. Os resultados foram obtidos em mPa.s ¢ o ensaio foi
realizado a 30 rpm, com torque entre 27,8 ¢ 107%. O teste foi realizado nos periodos de To, 1,

7, 15 e 30 dias (GARCIA OLIVEIRA, 2020).

4.5 Avaliacao do perfil reolégico da formulacio

As propriedades reologicas dos hidrogéis foram avaliadas em um redmetro modelo
Discovery HR-1- TA Instruments, equipado com uma geometria cone/placa com didmetro de
40 mm, angulo 2° e gap de 52 um. Aliquotas das amostras foram dispostas delicadamente sobre

placa contida no inferior do equipamento, com um tempo de repouso de aproximadamente 3
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min para iniciar as analises. As analises foram realizadas com as seguintes amostras: hidrogel

puro, hidrogel contendo lipossoma branco, hidrogel contendo lipossoma carregado com 5-FU

e hidrogéis contendo lipossoma com Span 20, contendo ou ndo o farmaco.
Para determinar as propriedades de fluxo dos hidrogéis (reologia continua)
foi empregado uma taxa de cisalhamento de 0,1 a 100 s-! para a curva ascendente ¢ de 100
a 0,1s-! para a curva descendente, totalizando 120 s de analise, em uma temperatura de 32
°C, simulando temperatura do corpo humano (BINDER et al.,2019; VON ZUBEN, 2019).
Diante dos dados coletados, foi aplicada a lei da poténcia, para avaliar
quantitativamente o comportamento de fluxo a partir da determinagdo dos indices de
consisténcia e fluxo:

T =k.y"(4)

Em que:
“7” ¢ a forga de cisalhamento, “y” é a taxa de cisalhamento, “k” ¢ o indice de consisténcia
e “n” € o indice de fluxo (CALIXTO et al., 2016).

Para o ensaio reologico oscilatorio, primeiramente, foi realizada a varredura de
tensdo utilizando uma faixa de cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 Hz, para a
determinagdo da regido viscoelastica. Apds a obtencdo da tensdo de 1 Pa, foi realizado o
teste de varredura de frequéncia para determinagdo do modulo elastico (G”) e modulo
viscoso (G"). Para isso, foi utilizada uma faixa de frequéncia de 0,1 a 10 Hz, com uma
tensdo de 1 Pa, em uma temperatura de 32°C. Seguidamente, os dados coletados foram
submetidos a lei da poténcia descrita abaixo, onde G’ ¢ 0 mdédulo de armazenamento (Pa),
S ¢ a resisténcia/forca da formulacdo (Pa. s), @ ¢ a frequéncia de oscilagdo (Hz) eon € o

expoente de viscoelasticidade.

G' =S.0"(5)

4.6 Analise do perfil de textura (TPA)

O perfil de textura dos hidrogéis foi analisado utilizando um analisador de textura

TA-XT plus (Stable Micro Systems), programado para operar no modo TPA (Texture profile

analysis). As amostras (10 g) foram adicionadas em tubos de centrifuga conico de 50 mL e

centrifugadas a 4000 rpm durante 3 min, sendo mantidas em repouso por 24 h para eliminagéo
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de bolhas de ar e obtencdo de superficie lisa e homogénea. Em seguida, essas amostras foram
imersas em banho a 32 °C e inseridas abaixo da sonda analitica (10 mm de diametro) acoplada
no analisador de textura, realizando dois ciclos de compressdo da amostra (CALIXTO, 2017).
No primeiro ciclo, a sonda analitica desceu numa velocidade de 0,5 mm/s, penetrando na
amostra até a profundidade previamente definida (10 milimetros), retornando para sua
superficie na mesma velocidade. Apds 5 segundos de repouso, a segunda compressdo foi
iniciada utilizando os mesmos pardmetros. A partir dessa analise, foi possivel obter um grafico
de for¢a x tempo capaz de fornecer informagdes a respeito das propriedades mecéanicas como
dureza, compressibilidade, adesividade e coesividade. Todas as analises foram realizadas em
triplicata (SANTOS, 2015).

Figura 10. Representacdo do analisador de textura TA-XT plus, utilizado no teste de TPA
(Texture profile analysis) para obten¢@o do grafico de forca x tempo.

L
i

z)_ _ : ll. f Forca § Dureza
e
< - s Sonda analitica
=
S
< = = Amostra
~
<
-(“- - - ..

"HP yf\

Fonte: Santos (2015).

4.7 Ensaio de bioadesividade in vitro

A bioadesdo dos hidrogéis foi avaliada através da medida de forca maxima e
trabalho necessario para destacar os hidrogéis mantidos em contato com a pele de orelha de
porco, utilizando o analisador de textura TA-XT plus, operando no modo Adhesion Test. Peles
de orelha de porco foram previamente dermatomizadas na espessura de 500 um, com auxilio
de um dermatdmetro (Nouvag TCM 300). Posteriormente, elas foram hidratadas em solugdo
de NaCl 0,9% até o momento da analise. A pele de orelha de porco (aproximadamente 2 cm?)
foram anexadas a sonda analitica com o auxilio de elasticos de borracha. Em seguida, as
amostras foram armazenadas em tubos de centrifuga conico de 50 mL e dispostas abaixo da

sonda analitica em banho a 32 °C.
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Durante o ensaio, a sonda desceu a uma velocidade constante de 1 mm/s™! até
permitir a pele penetrar 1 mm de profundidade na superficie da amostra, garantindo o
contato entre ambas durante 60 segundos, sem aplicacdo de forca durante essa fase. Por
fim, a sonda analitica foi retirada numa velocidade de 0,05 mm/s™'® a separacio total da
pele e o sistema analisado, gerando um gréfico de forga x tempo (PIRONI, 2019; SANTOS,
2015). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por ANOVA com poés teste de

Tukey com nivel de significancia 0,05%.

Figura 11. Representagdo do analisador de textura TA-XT plus, utilizado no modo Adhesion
Test para ensaio de bioadesao in vitro.
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4.8 Analise estatistica

Para os resultados foi utilizado o GraphPad Prism 6 por ANOVA one-way ou
two- way juntamente ao pos-teste de Tukey, em que p<0,05 foi considerado o valor minimo

de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico quimica dos lipossomas

Com intuito de avaliar e garantir a performance dos lipossomas, sdo adotadas
técnicas para realizar sua caracterizagdo fisico-quimica, dentre os principais parametros
analisados, podem ser citados: analise do tamanho de particula (Size analysis, termo em ingl€s),
da distribuicao de tamanho e da carga superficial (DYMEK; SIKORA, 2022). Para a analise do
tamanho de particula, ¢ comum adotar a técnica de Dispersdo dindmica de luz (DLS, do termo
em inglés, Dynamic Light Scattering), uma vez que ¢ rapido, simples e eficaz. Essa técnica
consiste na analise do movimento browniano, que nada mais ¢ do que um movimento continuo
intrinseco a particulas (no caso, os lipossomas) que resulta na dispersao da luz emitida pelo
equipamento, possibilitando quantificar o tamanho desses nanocarreadores com base no
espalhamento dessa luz (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021). Enquanto
isso, a distribuicdo de particulas pode ser obtida através desse mesmo método, com a finalidade
obter o indice de polidispersividade (PDI) capaz de fornecer informagdes acerca do grau de
homogeneidade, ou seja, de distribuicdo de tamanho de determinada populagdes de
nanoparticulas. Por sua vez, a carga superficial de lipossomas pode ser definida pelo potencial
zeta, que verifica a estabilidade eletroestatica desses nanocarreadores dispersos (DYMEK;

SIKORA, 2022).

Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas com Span 20 contendo 5-FU.

Tamanho de particula (nm) 88,08 £ 1,06 nm
PDI 0,169 + 0,006

Potencial zeta (mV) -12,3 £ 1,04 mV

Eficiéncia de encapsula¢iao (%) 50,20% + 10,20%

Fonte: Autoria propria (2022).

Crisostomo e colaboradores (2022) realizaram ensaios com lipossomas, carreando
5-FU, constituidos por SPC e colesterol na proporcao de 55:45, 60:40 e 70:30, associando
promotores quimicos de penetragdo como Tween 80, Span 60, acido oleico e Span 20 na
propor¢ao de 9:1 de lipidio para tensoativos. Foi observado que as proporgoes entres os lipideos

constituintes interferem no encapsulamento, tamanho da nanoparticula e PDI, isto posto, apesar
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do tamanho do lipossoma ter sido menor na propor¢cdo de 70:30 (SPC e colesterol,
respectivamente), o que favoreceria sua entrega no local de acdo de interesse, o tamanho de
particula e PDI (131,0 = 2,48 nm e 0,476 £+ 0.011, respectivamente) foram mais adequados
quando SPC e colesterol estavam na proporcao de 55:45. Apds definida a composicao lipidica
dos lipossomas, foram analisadas as modificacdes geradas pelos diferentes tensoativos
estudados, quando utilizado o Span 20, os nanocarreadores apresentaram reducdo do PDI e
tamanho de particula e potencial zeta adequadas ao proposito, enquanto os lipossomas
constituidos por acido oleico, Span 60 ¢ Tween 80 tiveram PDI aumentando entre 1,4 ¢ 1,9
vezes, ou seja, apresentaram menor homogeneidade entre as nanoparticulas (CRISOSTOMO
et al., 2022). Portanto, os lipossomas na proporc¢ao de 55:45 de SPC e colesterol, associado ao
Span 20 também foram adotados no presente estudo, por apresentarem caracteristicas fisico-
quimicas interessante para veiculagdo do 5-FU, sugerindo uma excelente capacidade de entrega
do farmaco por via tdpica.

Verma et al., (2003) descreveram que lipossomas de até 300nm promovem Otima
entrega para camadas mais profundas da pele, portanto, os lipossomas aqui descritos
apresentam excelente tamanho para sua finalidade de veiculagao topica (VERMA et al., 2003).
De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), a formulagdo apresentou homogeneidade na
sua populagdo, uma vez que Danaei et al. (2018) evidenciou que valores iguais ou abaixo de
0,3 para PDI, seriam considerados aceitaveis para lipossomas (DANAEI et al., 2018). Enquanto
isso, Muller ez al. (2001) menciona que o potencial zeta para obtencao de nanodispersao estavel
eletrostaticamente deve ser de £30mV, assim € possivel correlacionar com os resultados obtidos
com os lipossomas desenvolvidos no presente estudo, uma vez que os resultados obtidos por
esses nanocarreadores respeitaram esse intervalo de interesse (MULLER et al., 2001).
Entretanto, outros parametros além do potencial zeta podem influencer na estabilidade, como
os constituintes existentes na formulagao, por exemplo, o colesterol que atua na manutencao da
integridade da membrana lipossomal, ou Span 20, também usado no presente estudo, capaz de
gerar impedimento estérico, aumentando a estabilidade fisica da formulacdo, ainda pode ser
citada a atuagdo de forgas dispersivas como forcas de van der Waals, existentes entres sistemas
coloidais, como os lipossomas (BHATTACHARIJEE, 2016; ELMOWAFY, 2021; NEMETH et
al.,2022; SAINAGA JYOTHI et al., 2022).

Por fim, a eficiéncia de encapsulacdo demonstrou que esses lipossomas sao
promissores veiculos para farmacos hidrofilicos, pois comparativamente a estudos como de
SEN et al, 2019 que relatou lipossomas carreando 5-FU com eficiéncia de encapsulagdo de 5-

FU de aproximadamente 38,6%, este estudou teve notavel capacidade de aprisionamento do
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farmaco (SEN; BANERJEE; MANDAL, 2019). Isso também ¢ evidenciado em estudos como
o proposto por Petrilli et al. (2018), em que lipossomos compostos por DSPC e colesterol
(proporgdo 55:45) foram produzidos para encapsular 5-fluorouracil e apresentaram tamanho de
particula, PDI e potencial zeta de 115+26 nm, 0,22+0,03 e -2+2mV, respectivamente, com
eficiéncia de encapsulagdo de 45,8 + 2,0% (PETRILLI et al., 2018). Além disso, o colesterol
presente na composicao dos lipossomas estudados, contribuem fortemente para a estabilidade
da bicamada lipidica, ¢ pode estar relacionado com esse efeito otimizado de encapsulagdo do

5-FU (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021; PETRILLI et al., 2017).

5.2 Incorporacio de lipossomas em hidrogel de HEC (2%)

Em um  estudo  prévio, Criséstomo e  colaboradores  (2022)
desenvolveram lipossomas compostos por colesterol, SPC e Span 20, em que esse ultimo
demonstrou atuar como um promotor de penetracdo cutdnea favorecendo uma entrega mais
efetiva do 5-Fluorouacil (5-FU) para o tratamento do carcinoma espinocelular (COVIELLO et
al., 2015; CRISOSTOMO et al., 2022; ZAKI et al., 2022). No entanto, neste € em numerosos
outros estudos, os lipossomas comumente sao desenvolvidos em meios aquosos, como solucdes
de tampao fosfato, o que inviabiliza sua administracdo direta sobre a pele em decorréncia de
suas baixas viscosidade e retencdo (HEMMINGSEN et al., 2021). Por esse motivo, surgiu a
demanda de aprimoramento terapéutico por meio da associagao de lipossomas contendo 5-FU
com um veiculo que pudesse realizar a entrega topica desse farmaco com adequados perfis de
seguranca e eficdcia, além disso seria necessario que a formulagdo fosse incorporada a uma
forma farmacéutica com adequadas caracteristicas reologicas e bioadesivas adequadas a fim de
facilitar sua administragdo topica e promover um tratamento eficaz (GUIMARAES; CAVACO-
PAULO; NOGUEIRA, 2021; LARGE et al., 2021).

Para esse proposito, os hidrogéis sdo frequentemente empregados, uma vez que
podem fornecer um perfil de liberagdo otimizado e um aumento do acimulo do farmaco no
tecido alvo (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021; HEMMINGSEN et al.,
2021; LARGE et al., 2021). Nesse contexto, géis a base de hidroxieticelulose (HEC) sdo
apontados como uma possibilidade de veiculo direcionada a essa aplicagdo, pois oferecem
adequada viscosidade ao sistema em uma ampla faixa de pH (2.0 a 12.0), além de serem
biocompativeis, atdoxicos e biodegradaveis (AMARAL JAIGOBIND, 2020; NOREEN et al.,

2020). No presente trabalho, as formula¢des lipossomais foram incorporadas a um hidrogel de
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hidroxietilcelulose (HEC) a 2% na proporg¢ao de 2,5 mL de formulagéo para 8,0mL de hidrogel.
Apo6s incorporagao imediata dos diferentes grupos de amostra aqui estudados (lipossoma
branco, lipossoma com 5-Fu, lipossoma branco contendo Span 20 e lipossoma com 5-Fu
contendo Span 20) ao hidrogel, foram obtidos géis com consisténcia satisfatoria, opalescente e
com odor caracteristico. As formulagdes resultantes foram submetidas a estudos preliminares
de caracterizagdes fisico-quimicas preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) (2004) junto a analises descritas na literatura, focados em avaliar a sua estabilidade

(BRASIL, 2004).

5.3 Estabilidade preliminar

Como preconiza a Anvisa (2004), ¢ imprescindivel promover a analise do
comportamento de formula¢des semissolidas, como o hidrogel hidrofilico aqui desenvolvido,
quando submetidas a condi¢gdes ambientais e extremas, potencializando possiveis modificacdes
da formulacdo a fim de avaliar se ha a necessidade da realizagdo de ajustes no seu
desenvolvimento (BRASIL, 2004). Jaigobind (2020) descreve a existéncia de fatores
extrinsecos e intrinsecos de influéncia na estabilidade de formula¢des, em que o primeiro diz
respeito a parametros como temperatura, luz e umidade, enquanto os intrinsecos estdo
relacionados a incompatibilidades fisica e quimica inerentes a natureza dos componentes das
formulagdes. Isto posto, torna-se possivel simular condi¢des de mercado as quais as
formulagdes podem ser expostas e, assim, prever quais aspectos poderiam ou ndo ser
comprometidos interferindo no resultado terapéutico (AMARAL JAIGOBIND, 2020).

O protocolo de estabilidade do produto deve ser estipulado conforme o
conhecimento técnico prévio do analista e baseado nos objetivos e atributos almejados para a
formulacdao final, existindo alguns documentos elaborados por orgaos regulatérios que
fornecem subsidios para direcionar o estudo de estabilidade (ISAAC et al., 2008). O presente
trabalho teve como base escritas cientificas, guias e manuais de 6rgaos regulatoérios para definir
previamente quais analises seriam realizadas. Comumente, os estudos de estabilidade se
baseiam nos testes de: estabilidade preliminar (ou teste de triagem), estabilidade acelerada
(normal ou exploratéria) ou tempo de prateleira (MOREIRA; CORREA, 2021). Visando obter
o maximo de informagdes possiveis em um curto periodo sobre a estabilidade do produto, foi
selecionada a estabilidade preliminar (ISAAC et al., 2008). Desse modo, pode-se investigar se

houve manutengdo das caracteristicas fisico-quimicas do hidrogel ap6s a incorporacdo do
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farmaco e, consequentemente, determinar se a composicao adotada para este € satisfatoria ou
requer adaptacdes (BRASIL, 2004). Para tanto, foram adotados os seguintes ensaios: teste de
centrifugacdo, ensaio de estresse térmico, ensaio de espalhabilidade, determinacao da densidade

e analise de viscosidade e determinacao do pH ao longo do tempo (ISAAC et al., 2008).

5.3.1 Teste de centrifugacio

Conforme realizado nos trabalhos de Mou et al (2008) e Ferreira (2019), e como
determinado pelo guia de estabilidade de cosméticos da Anvisa (2020), o teste de
centrifugacdo foi empregado neste estudo a fim de investigar a estabilidade fisica da
formulacdo (FERREIRA, 2019; MOU et al., 2008). Como descrito por estes, a instabilidade
da formulagao mediante estresse fisico causado pela centrifugacdo pode ser percebida pela
formagao de caking (aglomerado no fundo dos frascos), precipitagdo, separagdo de fases ou
coalescéncia. Desse modo, essa analise permite observar se houve formagdo de precipitados,
mudanca de coloragdo, separacdo de fases, coalescéncia, dentre outras alteragdes que
possam vir a ser indicativos de que o produto deve ser reformulado, ou seja, o ensaio em
questdo tem carater qualitativo, podendo determinar a aprovacdo ou reprovacao do produto

analisado (CAVALCANTE et al., 2022).

Figura 12. A) Amostras antes da centrifugacdo. B) Amostras apos centrifugacdo. Amostras
armazenadas a temperatura ambiente (25°C).
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Fonte: Autoria propria (2022).

Com base na avaliagdo macroscopica demonstrada (Figuras 12) para todos os
grupos (lipossoma branco, lipossoma com 5-Fu, lipossoma branco contendo Span 20 e
lipossoma com 5-Fu contendo Span 20), ao final deste teste de carater eliminatorio, ndo foi
revelado quaisquer indicios de inconformidade fisica, visto que todos os grupos mantiveram as
caracteristicas estaveis, ndo apresentaram separacdo de fase, precipitagdo ou oxidacdo, o que

possibilitou a continuidade do trabalho em questdo, uma vez demonstrada a compatibilidade
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entre a forma farmacéutica e os grupos lipossomais, conforme esperado (BRASIL, 2004;

COSTA; COSTA; SILVA JUNIOR, 2021).

5.3.2 Ensaio de estresse térmico

Diante da necessidade de avaliar o comportamento termodindmico do produto
em estudo, o mesmo pode ser submetido as variaveis condi¢des de temperatura, sendo elas:
teste em estufa, com temperaturas elevadas de 37, 40, 45 ou 50 £ 2°C; ensaio em geladeira de
5+2°C; ou ainda, em ciclos de revezamento entre temperaturas elevadas e temperatura baixas,
respectivamente, em intervalos regulares de tempo (24 horas, por exemplo) (BRASIL, 2004).
Conforme o protocolo de estabilidade adotada, dentre as recomendagdes da ANVISA (2004),
a condi¢@o de analise foi em teste de temperatura em estufa (50°C+2) e ambiente (25°C+), em
que uma quantidade suficiente para as analises das amostras foi previamente definida (BRASIL,
2004). Com o objetivo de investigar a estabilidade termodinamica dos sistemas de hidrogéis,
contendo ou ndo lipossomas, as formulagdes foram mantidas a 50°C pelos periodos de To, 1,
7,15 e 30 dias (n=3 para cada grupo), paralelamente o estudo teve como grupo controle
formulagdes armazenadas a 25°C (n=3 para cada grupo) durante o mesmo periodo, ao abrigo
da luz (FERREIRA, 2019). Ao final de cada tempo, o pH das formulagoes foi aferido em busca,
novamente, de alteracdes que sugerissem reagoes de degradacdo ou instabilidade quimica,
conforme mais bem detalhado no item 5.3.3.

As caracteristicas macroscopicas das formulacdes, isto €, suas propriedades
organolépticas, também foram documentadas apds a submissdo ao estresse térmico no que diz
respeito ao seu aspecto, cor e odor, como mostra as tabelas 12 ¢ 13. Como critério, foram
adotados os termos: (N) — Normal (sem alteragao), (LS) — Levemente separado, (LP) —
Levemente precipitado, (LT) — Levemente turvo, (S) — Separado, (P) — Precipitado, (T) — Turvo.
Quanto a cor e odor: (N) — Normal (sem alteragdo), (LM) — Levemente modificado, (M) —

Modificada e (IM) — Intensamente modificada (BRASIL, 2004).
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Figura 13. Grupo controle das formulagdes de estabilidade armazenadas a 25°C durante 30
dias.
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Tabela 2. Avaliagdo macroscopica dos diferentes grupos de hidrogéis armazenados a 25°C

durante 30 dias.

Temperatura ambiente (25°C)

Caracteristicas

Formulacio Organolépticas To Ti T, Tis T30
HP Cor (N) (N) N) N) ™)
Odor (N) (N) (N) N) M)

Aspecto (N) ™) ™) M) M)
HL 5FU Cor (LM) (LM) M) (LM) (LM)
Odor ™) () ™) M) M)

Aspecto (LT) (LT) (LT) (LT) (LT)

HL SPAN20 5FU Cor (LM) (LM) (LM) (LM) (LM)
Odor (N) (N) (N) N) M)

Aspecto (LT) (LT) (LT) (LT) (LT)

Fonte: Autoria propria (2022).



Figura 14. Grupo das formulagdes de estabilidade armazenadas a 50°C durante 30 dias.
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Tabela 3. Avaliacdo macroscopica dos diferentes grupos de hidrogéis armazenados a 50°C

durante 30 dias.

Temperatura ambiente (50°C)

Formulacao

HP

HL SFU

HL SPAN20 5FU

Caracteristicas
Organolépticas To
Cor (N)
Odor ™)
Aspecto (N)
Cor (LM)
Odor N)
Aspecto (LD
Cor (LM)
Odor ™)
Aspecto (LT)

T,
N)
N)
N)
(LM)
N)
(LT)
(LM)
M)

(LT

T7
(N)
N)
N)
(LM)
N)
(LT)
(LM)
(N)

(LT)

Tis
N)
M)
N)
(LM)
N)
(LT)
(LM)
)

(LD

Tso0
M)
N)
N)
(LM)

N)

(LT/LS)
(LM)
(N)

(LT/LS)

Fonte: Autoria propria (2022).

Diante dos resultados obtidos, podem ser relatadas como as caracteristicas

organolépticas e os aspectos macroscopicos, para os grupos de hidrogel e lipossomas, como

sendo levemente opalescente, em decorréncia da dispersao lipossomal. Diferentemente do

hidrogel puro (sem nanocarreadores), que se apresentou incolor e transparente. Ademais, todos

os 5 grupos analisados aparentemente mantiveram-se como um gel fluido, homogéneo e com o

odor caracteristico. Quanto as analises tatil, olfativa e visual, ressalta-se que apesar da aparéncia

levemente fragmentada do grupo do hidrogel com lipossomas armazenadas a 50°C constatada

no T30, ndo foram observadas mudancas expressivas em nenhuma das outras amostras no

periodo de 30 dias. Ademais, pode ser evidenciado o fato de que amostras submetidas a

temperaturas elevadas, tais como a utilizada, possuem aceitabilidade de pequenas variagdes no

que se diz respeito ao aspecto das formulagdes (MOREIRA; CORREA, 2021).
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5.3.3 Determinacio do pH

Conforme descrito no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (2021),
vale ressaltar que o gel fluido de hidroxietilcelulose apresenta-se estavel em uma ampla faixa
de pH (2,0 a 12,0), devido a isso possui indicagdo para substancias altamente reativas e
facilmente oxidaveis. Em contrapartida, sua estabilidade é reduzida em pH abaixo de 5, devido
a hidrolise, enquanto em pH elevado, pode sofrer oxidacdo (DARLENE; ALVES, 2014). Nesse
contexto, além da determinacdo do pH contribuir como um parametro para avalia¢do fisico-
quimica de estabilidade, ele permite verificar se as formulagdes apresentam compatibilidade
com o pH da via de administragdo de interesse, neste caso, visando o uso topico. Assim, a
literatura evidencia que o pH cutaneo corresponde entre 4,6 a 5,8 (DIAS SANTANA, 2017).
Contudo, o presente trabalho especifica o uso para tratamento do cancer de pele, desse modo,
estudos relatam que em se tratando de pele danificada, as formulagdes devem apresentar valores
de pH entre 5,0 e 8,0, ou seja, valores condizentes com os observados quando os lipossomas
carreados com 5-FU, com ou sem Span 20, sdo incorporados ao hidrogel (RISALITI et al.,
2021).

Figura 15. Graficos elaborados a partir dos valores médios de pH dos diferentes grupos de
amostras diluidas 1: 10 (p/v) em funcdo do tempo em dias. Grupos: Hidrogel puro (HP),
Hidrogel com Lipossoma contendo 5-FU (HL 5-FU) e Hidrogel com Lipossoma contendo 5-
FU com Span 20 (HL 5-FU Span 20) armazenados a 25°C durante 30 dias. Os niveis de

significancia estatistica foram obtidas em analise two way ANOVA com pos-teste de Tukey
(p=<0,05)*.

25°C
10+
-+ Hidrogel
9 - Hidrogel + Lipossoma 5-Fu
- Hidrogel + Lipossoma 5-Fu
T g (Span 20)
o
T -
E 1 ] I | I

Tempao (dias)

Fonte: Autoria propria (2022).
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Figura 16. Graficos elaborados a partir dos valores médios de pH dos diferentes grupos de
amostras diluidas 1: 10 (p/v) em fungdo do tempo em dias. Grupos: Hidrogel puro (HP),
Hidrogel com Lipossoma contendo 5-FU (HL 5-FU) e Hidrogel com Lipossoma contendo 5-
FU com Span 20 (HL 5-FU Span 20) armazenados a 50°C durante 30 dias. Os niveis de
significancia estatistica foram obtidas em analise two way ANOVA com pos-teste de Tukey
(p<0,05)*.

s50°C
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Fonte: Autoria propria (2022).

A partir dos graficos obtidos (Figuras 16 e 17), € possivel constatar que houve uma
redugdo no pH com variagdo estatistica significativa (p< 0,05) nos grupos de hidrogel contendo
lipossomas quando comparados ao hidrogel puro de HEC, tanto nas formula¢des armazenadas
em estufa, como nas amostras armazenadas em temperatura ambiente. Tal resultado pode estar
correlacionado ao pKa do proprio farmaco, que se aproxima de 8.0, o que indica que, nas faixas
de pH encontradas, a molécula do 5-FU encontra-se majoritariamente em sua forma nao
protonada, isto €, negativa (MERINO et al., 1999). As anélises também foram realizadas com
grupos de lipossomas brancos com e sem Span 20, armazenados por 24 horas, e ndo foram
observadas variacdes significativas destes em comparacgdo ao hidrogel puro, corroborando com
as alteragdes de pH devido a presenga do farmaco no sistema. Além disso, os grupos analisados
nas diferentes condi¢Ges apresentaram, em sua maioria, variagdes de pH estatisticamente
significativa entre si ao longo dos periodos das leituras realizadas, contudo, particularmente se
tratando do hidrogel carreando lipossomas contendo Span 20 com 5-FU, os valores de pH se
mantiveram dentro da faixa aceitavel (pH entre 5,0 e 8,0) para uso topico aplicado ao cancer de

pele (RISALITI et al., 2021).
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5.3.4 Determinacio de densidade

Para avaliar a densidade de semissolidos, como o hidrogel hidrofilico aqui
desenvolvido, ¢ utilizado o picndémetro de aluminio, em seguida os valores obtidos sdo
adicionados na equagdo 2, demonstrada no item 4.4.2.2. Geralmente, casos de alteragdes na
densidade sdo indicativos de perda de materiais volateis (exemplo, agua) existentes na
formulagdo, ou ainda a presenca de bolhas, ha casos também em que as mudangas na
viscosidade das amostras pode ser um fator determinantes na influéncia desse parametro

(MOREIRA; CORREA, 2021).

Tabela 4. Valores de densidades obtidos através das médias registradas ao longo de 30 dias a
temperatura ambiente.

Densidade
Formulagoes
HP HL SFU HL SPAN20 5FU
Temperatura
ambiente 0,9892 1,0413 1,0292
Estufa (50°C £2) 0,9811 1,0201 1,0274

Fonte: Autoria propria (2022).

Isto posto, foram encontrados os valores descritos (Tabela 4) em que mesmo apds
a incorporagao dos lipossomas no hidrogel de HEC, nao houve variacdo estatistica significativa
(p> 0,05). A literatura prevé a densidade relativa de 1,0033 para 2% p/v de solug@o aquosa de
hidroxietilcelulose, mesma concentragdo também adotada neste estudo. Apesar da pequena
variagdo observada na densidade do hidrogel puro, as demais formulagdes se mantiveram
dentro do valor de referéncia, configurando valores satisfatorios (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009). Nota-se que as algumas amostras submetidas a 50°C tiveram uma pequena reducao
(Figura 16), possivelmente decorrida da incorporagao de bolhas ou perda de agua, contudo essas
variagOes das densidades das formula¢des ndo foram significativas mesmo sob condi¢des de

estresse térmico, possibilitando constatar que o produto possui boa estabilidade.
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Figura 17. Representacdo grafica da densidade em func¢do do tempo em dias sob diferentes
condi¢Oes de armazenamento.
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Fonte: Autoria propria (2022).

5.3.5 Espalhabilidade

A literatura enquadra o ensaio de espalhabilidade como uma analise aplicada em
formulagdes semissolidas para uso topico, como € o caso dos hidrogéis, com intuito de avaliar
o comportamento de extensibilidade da formulagdo em uma superficie apos aplicacao de forga,
em func¢do de determinado tempo, em que esse parametro pode ser avaliado com as amostras
submetidas a diferentes condigoes de armazenamento (GARCIA OLIVEIRA, 2020; STEFANI
BORGHETTI; TERESINHA KNORST, 2006). Diante disso, foi avaliada o perfil de
espalhabilidade de hidrogéis contendo ou ndo lipossomas armazenados em temperatura
ambiente (25°C) e em estufa (50°C), nos tempos de To, 1, 7, 15 e 30 dias e, seguidamente, foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) entre os valores médios de espalhabilidade obtidos,

a fim de verificar a possibilidade de diferenca estatistica significativa (p<0,05).

De fato, foi observado que diferencas significativamente entre amostras de grupos
semelhantes ¢ em diferentes condicdes de armazenamento, com exce¢do dos hidrogéis
associados a lipossomas com Span20 contendo 5-FU que ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa, inclusive também foi o grupo que apresentou menores valores de espalhabilidade.
Vale ressaltar que a espalhabilidade ¢ inversamente proporcional a viscosidade, dessa forma
espera-se que os lipossomas com Span 20 contendo 5-FU seja um sistema mais fluido, menos
viscoso e, consequentemente corrobora com a reducdo os esfor¢os necessarios para
aplicabilidade das formulagdes, garantido otimizacdo terap€utica e maior aceitabilidade do
paciente (CAVALCANTE et al., 2022; GARCIA OLIVEIRA, 2020). Ao passo que o hidrogel

puro de HEC forneceu valores mais reduzidos de espalhabilidade, demonstrando ser mais
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consistente, assim nota-se que ha uma correlagdo entre esse parametro ¢ as propriedades
organoléptica e reoldgicas (FERREIRA, 2019). A principio, a espalhabilidade foi avaliada apds
24 horas do preparo (To), em que praticamente entre todos os grupos houve disparidades de
valores, com variacdo estatisticamente significativa, ao passo que essa diferenca foi menos
recorrente ao longo do periodo de 30 dias, possivelmente devido a ser o tempo necessario para o
semissolido estabelecer sua consisténcia final (ISAAC et al., 2008). Binder et al. (2019)
também observou mudancas no pH e na viscosidade, principalmente nos dias iniciais que
sucederam a produgdo de hidrogéis de HEC a 2.5, 5,0 ¢ 7,5% e concluiu que tais alteracGes

seriam devido ao tempo necessario para obter a estruturacao final do gel (BINDER ez al.,2019).

Figura 18. Representagdo grafica da analise da espalhabilidade das formulacdes sob diferentes
condi¢des, em que a area de espalhabilidade estd funcdo dos pesos aplicados, em diferentes
dias.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Nesse contexto, ¢ importante salientar que a espalhabilidade de dado produto esta
diretamente associada com seu potencial de cobertura da area da pele, uma vez que o proprio

emaranhado polimérico afeta a estabilidade fisica e, consequentemente, a formagao da camada
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de gel hidrofilico quando submetido a aplicagdo topica (AMARAL JAIGOBIND, 2020;
CORREA et al., 2005). Desse modo, ha influéncia na percepgo sensorial do consumidor e na
adesdo do paciente ao tratamento, sendo também um dos fatores determinantes na eficacia
terapéutica (CAVALCANTE et al., 2022). Dentre os fatores que podem resultar em mudangas
significativas desse parametro, podem ser citadas as variagdes das concentragdes de polimero,
uma vez que esta influéncia na disposi¢do das cadeias poliméricas e pontes de hidrogénio
formadas e, consequentemente, na espessura da camada formada apos a aplicagdo (DARLENE;
ALVES, 2014). Portanto, é fundamental a avali¢do do analista no que diz respeito a selegdo do
polimero e sua respectiva concentracdo nas formulagoes, visto que um produto com veiculagdo
topica ndo deve apresentar a espalhabilidade elevada a ponto de resultar em escoamento,
comprometendo seu tempo de retengdo na pele, e nem espalhabilidade reduzida, prejudicando
sua performance na abrangéncia por completo do local de agdo (CONTRERAS; SANCHEZ,
2002).

5.4 Analise de viscosidade

A analise da viscosidade foi obtida a partir da leitura das amostras (armazenadas
a 25°C e 50°C) no periodo de 30 dias (To — dia de producao, 1, 7, 15 e 30 dias), com auxilio
do viscosimetro rotacional (viscosimetro de Brookfield), responsavel por mensurar a
viscosidade através da tensdo necessaria para que o spindle (eixo rotacional) gire. A
viscosidade ¢ um parametro bastante relevante quando direcionado para a analise de
semissolidos destinados a via topica, uma vez que € uma propriedade que comunica a
resisténcia de fluir de um produto, dessa forma, quando maior a viscosidade, maior ¢ a
resisténcia para fluir (PACHECO, 2013). Entao, nas condi¢des de 30 rpm e torque entre
27,8 e 107%, ndo houve variagdo estatistica significativa (p>0,05) entre as amostras de
mesmo grupo armazenadas a 25° C e 50° C que se mantiveram estaveis durante 30 dias,
com excecdo do grupo de hidrogéis com lipossomas convencionais contendo 5-FU, que
apresentaram variag0es estatisticamente consideraveis, onde o grupo armazenado a 50°C
demonstrou reduzida viscosidade comparado ao grupo mantido a temperatura ambiente,
possivelmente em decorréncia de certa degradacdo polimérica induzida pelo aumento de
temperatura (MOREIRA; CORREA, 2021).

A viscosidade também esta diretamente relacionada com a espalhabilidade, sdo

variantes inversamente proporcionais, ou seja, quanto menor a viscosidade mais facilmente
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a formulagdo podera se espalhar na aplicagao (FERREIRA, 2019). Dito isso, prontamente
os resultados observados (Figura 20) nos permite verificar que as formulagdes com menor
valor de viscosidade foram os hidrogéis veiculando lipossomas com Span 20 contendo 5-
FU, ao passo que registram maior espalhabilidade, conforme apresentado no item 5.3.5,
possivelmente associado a dilui¢do do sistema (RATA ef al., 2021). Em contrapartida, o
hidrogel puro demonstrou-se mais viscoso, com valores mais proximos ao previsto pelo
fabricante (entre 4800 ¢ 6000 mPa.s) quando comparado com as demais formulagdes,
tornando-o mais resistente a aplicacdo topica, portanto a incorporagdo dos nanocarreadores
foi favoravel, pois forneceu um veiculo mais flexivel, capaz de preencher os sulcos e anexos
da pele, resultando no aumento do contato superficial e promovendo otimizagao terapéutica
com maior biodisponibilidade do fArmaco (ZHANG et al., 2020).

Figura 19. Representagdo grafica da viscosidade dos grupos analisados em fungdo do tempo,
com leitura realizada a 30 rpm em temperatura ambiente (25°C).
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Fonte: Autoria propria (2022).

5.5 Analises reolégicas dos sistemas

Areologia ¢ a ciéncia que descreve as propriedades de escoamento e capacidade de
deformagio da matéria, como fluidos e solidos (CORREA et al., 2005; PACHECO, 2013). Ela
pode ser avaliada a partir de instrumentos como viscosimetros ou redmetros, em que esse ultimo
¢ preferivel devido a sua alta sensibilidade e versatilidade, permitindo o controle de temperatura
e da taxa de cisalhamento, contribuido com resultados mais precisos obtidos em tempo real

(NASCIMENTO, 2007; QWIST et al., 2019). No caso de formulagdes semissolidas, como os
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hidrogéis, o perfil reoldgico ¢ um atributo que auxilia a prever a fluidez e o potencial de
espalhabilidade desses sistemas de liberagdo, fornecendo informagdes valiosas para o
desenvolvimento e controle de qualidade de um produto, conciliando a eficacia terapéutica e
aceitabilidade do paciente (HO et al., 2022; QWIST et al., 2019). Dessa forma, o
comportamento reologico pode ser caracterizado a partir de ensaios reologicos continuos e
oscilatorios, conforme realizado no presente estudo, e pode ser aplicado a diversos fins, seja
com intuito de verificar a logistica do bombeamento de um produto em um equipamento a nivel
industrial, seja para aprimorar o sensorial de uma formulagdo cosmética, ou ainda para garantir
a entrega adequada de um farmaco associados a sistemas poliméricos (AMARAL JAIGOBIND,
2020; CALIXTO et al., 2016; ISAAC et al., 2008).

5.5.1 Ensaio reoldégico continuo

O ensaio reoldgico continuo tem o objetivo de analisar o comportamento de fluxo
a partir de um grafico que correlaciona tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento, gerando
uma curva ascendente e uma curva descendente. A curva ascendente demonstra o
comportamento do material analisado quando submetido ao aumento da taxa de cisalhamento,
enquanto isso a curva descendente diz respeito ao comportamento da amostra quando ha uma
redugdo da taxa de cisalhamento (CALIXTO et al., 2016; PIRONI, 2019). Conforme o
desempenho observado na curva ascendente, um material pode ser classificado como
newtoniano ou nao newtoniano, em que esse ultimo pode ser subdividido em: pseudoplastico,
dilatante ou plastico (CORREA et al., 2005; VON ZUBEN, 2019). Quando a formulagéo possui
uma curva de fluxo representada por uma reta que passa pela origem linearmente, demonstrando
tensdo e taxa de cisalhamento constante, ela se configura com fluxo newtoniano, ou seja,
apresenta viscosidade constante conforme a Lei de Newton da viscosidade (COUSSOT, 2012;
DUARTE et al., 2020). Em contrapartida, quando o material possui fluxo ndo newtoniano, a
taxa de cisalhamento e a tensdo de cisalhamento ndo possuem relagdo proporcional, assim ha
varia¢Oes dos valores de viscosidade. Ademais, a curva descendente caracteriza a formulagao
como tixotrdpica ou reopética (CALIXTO, 2017; PACHECO, 2013).

Conforme pode ser observado no grafico (Figura 21), o hidrogel puro de HEC,
assim como os hidrogéis veiculando lipossomas, apresentaram comportamento de fluxo nio
newtoniano, uma vez que nao houve relagao linear entre a tensdo e a taxa de cisalhamento, e

assim a taxa de cisalhamento levou a alteracdes da viscosidade dos hidrogéis na temperatura de



64

32°C. Além disso, apos aplicada a lei da poténcia, o indice de fluxo obtido (n<1) confirmou que
todos os grupos analisados exibiram comportamento de fluxo pseudoplastico (Tabela 5). O
comportamento pseudoplastico € uma propriedade desejavel para formulagdes semissolidas
com destinagdo a via topica, inclusive comumente observada em géis (QWIST ez al., 2019),
uma vez que quando aplicada uma forga, a viscosidade do sistema diminui, resultando em uma
maior fluidez e melhor espalhabilidade da formulagdo na pele, obtendo a distribuicdo de uma
camada uniforme (DUARTE et al., 2020; SILVA et al., 2016). Esse efeito pode ser explicado
devido a alteragdes da estrutura interna do gel, que o rompimento dos pontos de contato,
resultando no rearranjo da rede polimérica e alinhamento das moléculas em dire¢cdo ao sentido
de escoamento, j4 que o aumento da taxa de cisalhamento resulta no afinamento por
cisalhamento ou shearthinning (CALIXTO, 2017; DO PRADO et al., 2022).

Pironi (2019) relatou que esse comportamento pode ser observado em polimeros de
alto peso molecular, uma vez que a quantidade de ligagdes formadas por carbonos tetraédricos
proporciona uma conformacdo rotacional em cada ligagdo, consequentemente ha uma maior
mobilidade das cadeias poliméricas, como ¢ o caso do hidrogel de HEC, derivado de
macromoléculas (PIRONI, 2019; RISALITI et al., 2021). A semelhanca de Risaliti e
colaboradores (2021), também utilizaram o hidrogel de HEC (3%) como matriz polimérica de
escolha para incorporagdo de nanocarreadores, e também classificaram suas formula¢des como
nao newtonianos pseudoplastico, a partir dos obtidos da equacdo de Herschel-Bulkley, que no
presente estudo apresentou Otimo coeficiente de regressdo linear (R> 0,999) (Tabela 5)
(RISALITI et al., 2021). Com base em relatados da literatura, configura uma vantagem desses
sistemas que possuem viscosidade mesmo quando ndo ¢é aplicada nenhuma forga, ou seja,
quando o sistema se encontra em repouso (AMARAL JAIGOBIND, 2020; COSTA; COSTA;
SILVA JUNIOR, 2021; VON ZUBEN, 2019).

A area que surge entre as curvas ascendentes e descendentes sdo chamadas de 4reas
de histereses, sdo obtidas a partir do aumento e redugdo sistematica da taxa de cisalhamento e,
permitem avaliar o comportamento das amostras durante a redugo da taxa de cisalhamento, no
caso de materiais com caracteristicas tixotropicas, geralmente, o grafico registra o sentido
horario da curva de fluxo (FLAVIA CHIVA CARVALHO, 2009; SILVA et al., 2016). De
acordo com os resultados avaliados (Figura 21), ndo foi possivel notar a formacgao de areas de
histereses, ja que ocorreu sobreposi¢des das curvas descentes sobre as ascendentes, segundo
Mewis e Wagner (2009) isso pode ser explicado devido ao experimento ter sido realizado mais
lentamente, o que gera redugdo na diferenca entre as curvas, posto que a estrutura tem mais

tempo para se aproximar do estado estacionario (MEWIS; WAGNER, 2009). Ainda assim, foi
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verificado o aumento da viscosidade conforme reduzida a taxa de cisalhamento, comprovando
que os hidrogéis analisados apresentaram comportamento tixotrépico do tipo independente,
como nomeado no estudo de Carvalho (2009), corroborando com o principio de estabilidade
desses sistemas uma vez que ndo houveram mudangas estruturais tdo consideraveis, isto €,
quaisquer alteragdes que os hidrogéis tenham sofrido foram rapidamente reversiveis (FLAVIA
CHIVA CARVALHO, 2009; PINTO, 2012). Entdo, a capacidade do sistema de prontamente
recuperar sua viscosidade e estrutura inicial, conforme foi sendo suspensa a forga aplicada,
resulta no aumento do seu tempo de contato no local de a¢do (HO et al., 2022; PINTO, 2012).

Ademais, baseado nos valores do indice de consisténcia (K), foi evidenciado que a
adi¢do dos lipossomas (com e sem Span 20 e contendo ou nao o 5-FU) nos hidrogéis, levou a
redugdo dos indices de consisténcias quando comparado ao hidrogel puro de HEC, sugerindo
que a dispersao lipossomal afetou nas liga¢des intermoleculares entre as cadeias poliméricas,
formando hidrogéis menos reticulados, resultando na diminui¢do da sua viscosidade. Rata e
colaboradores (2021) descreveram também que a incorporagdo de suspensdo de nanocapsulas
contendo 5-FU gerou uma reducdo da viscosidade aparente, possivelmente devido ao efeito de
diluicao (RATA et al., 2021). Todavia, a incorporacao de lipossomas nesse sistema de entrega
ainda ¢ benéfico no que diz respeito a obtencdo de uma viscosidade aceitavel, que facilite a
aplicag@o e proporcione maior tempo de retengdo na pele evitando que ocorra o escoamento das
formulagdes adotadas, promovendo também maior tolerancia e aceitabilidade dos pacientes,
além de atuar como uma espécie de reservatorio do farmaco, favorecendo entrega prolongada
e de maiores concentragdes do mesmo e, consequente contribuindo com o sucesso terapéutico

(BINDER et al., 2019; DRAGICEVIC et al., 2018; TAVANO, 2015).
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Figura 20. Reogramas de fluxo das formulacdes obtidos a partir da relagdo entre tensdo de
cisalhamento “shear stress” e taxa de cisalhamento “shear rate” a temperatura de 32 °C. Os
simbolos cheios representam as curvas ascendentes e simbolos vazios as curvas descendentes.
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Tabela S. Valores de indice de consisténcia, indice de fluxo (n) consisténcia (K) e coeficiente

de regressdo linear (R?) a temperatura de 32°C.

Formulacdes K n R?
HP 28,4319 0,3449 0,9999
HLB 9,9173 0,4210 0,9995
HLB SPAN20 9,7420 0,4071 0,9991
HL 5FU 10,7006 0,4075 0,9998
HL SPAN20 5FU 7,6521 0,4530 0,9999

Fonte: Autoria propria (2022).

5.5.2 Ensaio reoldgico oscilatorio

O ensaio reoldgico oscilatorio foi aplicado para determinagdo das propriedades

viscoelasticas dos hidrogéis, no qual as amostras foram submetidas a deformagdo em dois

sentidos alternados a fim de avaliar sua natureza estrutural. A priori, foi realizada a varredura

de tensdo para identificar a regido viscoeldstica, onde a estrutura do sistema ¢ preservada, ou

seja, regido em que os modulos G’ e G”’ independem da frequéncia. A partir disso, € possivel

obter um grafico da varredura dos modulos G’(elastico) e G*’(viscoso) em funcdo da frequéncia

(Hz) (AMARAL JAIGOBIND, 2020; FERREIRA, 2019).

Nesse contexto, o mddulo elastico ou de armazenamento (G’) se trata da energia

armazenada conforme a tensdo ¢ aumentada no periodo de deformacdo, ou da energia

perdida/liberada a medida que a tensdo aplicada ¢ reduzida, enquanto o modulo viscoso (G*”)
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diz respeito a performance viscosa, em que ndo ha energia armazenada, pois, a tensdo aplicada
resulta na deformacgao permanente ou irreversivel (PACHECO, 2013). Essa analise qualitativa
permite constatar se o sistema esta interligado quimicamente (por ligacdes covalentes), caso
G’>> (G”’, ou sugere que a estrutura do sistema esta associada a ligagdes secundarias (como,
pontes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals), considerando que G’> G’’, ademais as
interagdes moleculares das amostras podem ser por liga¢des fisicas (por exemplo, dipolo-dipolo
e dipolo induzido) quando G’< G’’(CALIXTO, 2017; DUARTE et al., 2020).

De acordo com os graficos analisados (Figura 18), constatou-se que o hidrogel puro
apresentou valores de G’ superiores a G’> em todo intervalo de frequéncia, indicando
comportamento predominantemente eléstico, sugerindo a formacdo de um hidrogel de HEC
com uma rede polimérica mais estruturada, do mesmo modo Jones et al. (1997) verificou que
hidrogéis de HEC (concentracdo de 3 a 12%) apresentaram maiores valores do modulo de
armazenamento (JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997). Entretanto, apés a adi¢do dos
lipossomas nos hidrogéis, os valores de G’ foram superiores ao G’, indicando que os hidrogéis
contendo lipossomas apresentaram caracteristica de um sistema fluido com comportamento
predominantemente viscoso. Do mesmo modo, Zuben (2019) verificou o carater mais viscoso
de hidrogéis de HEC 2% contendo lipossomas para tratamentos de diabetes por via nasal,
contribuindo para o contato prolongado e maior tempo de absor¢cdo do farmaco de interesse

(VON ZUBEN, 2019).
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Figura 21. Reogramas de variagdo do modulo de armazenamento G’ (cor azul) e de perda G”
(cor verde), representada no eixo y, em func¢ao da frequéncia (eixo X) a temperatura de 32°C.
(A) Hidrogel puro. (B) Hidrogel + lipossoma branco. (C) Hidrogel + lipossoma branco
contendo Span 20. (D) Hidrogel + lipossoma contendo 5-FU. (E) Hidrogel + lipossoma com
Span 20 contendo 5-FU.

(A) (B) ()

{m (E)

Fonte: Autoria propria (2022).

Quando aplicada a lei da poténcia nos resultados obtidos nesse ensaio, 0s
parametros n (expoente de viscoelasticidade) e S (resisténcia do hidrogel) sdo determinados
com o objetivo de caracterizar as amostras quanto ao grau de reticulagdo estrutural, em que
ambos sdo variantes inversamente proporcionais (PIRONI, 2019). Dessa forma, quanto maior
for o valor de S, mais reticulada e resistente sera a estrutura do material, havendo redugéo dos
valores de n, em contrapartida o aumento dos valores de n configuram um arranjo estrutural
mais enfraquecido (SAXENA; KALOTI; BOHIDAR, 2011). De fato, o valor de S foi maior
para o hidrogel puro, sofrendo um declinio nos hidrogéis contendo nanocarreadores, enquanto
isso os valores de n foram mais elevados para os grupos que continham lipossomas (Tabela 6),
corroborando que essa associacdo de hidrogel com lipossomas resultou em perda de
organizagdo estrutural e na redugdo da densidade de reticulagdo, conforme ja visualizado

também nos graficos ja expostos (FERREIRA et al., 2021; VICTORELLI et al., 2021).



69

Tabela 6. Valores do expoente viscoeldstico (n), resisténcia do gel (S) e do coeficiente de
regressao linear (R2) correspondente as suas respectivas amostras.

Formulacdes n S R?
HP 0,5301 6,469 0,983406
HLB 0,9855 4,454 0,9882
HLB SPAN20 0,9392 7,7378 0,9722
HL SFU 0,9334 4,7022 0,9926
HL SPAN20 SFU 0,9442 5,1377 0,9794

Fonte: Autoria propria (2022).

5.6 Analise do perfil de textura (TPA)

A andlise do perfil de textura se trata de uma técnica analitica instrumental, rapida
e direta que descreve informagdes a respeito das propriedades mecanicas de sistemas
semissolidos, como os hidrogéis (JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997). Assim, permite
verificar as implicagdes de tensdes que as amostras podem sofrer em condi¢des fisioldgicas e o
desempenho estrutural das formulagdes, como a facilidade em envase e retirada do meio de
acondicionamento, resisténcia ao atrito, questdes como o potencial de aplicabilidade e
espalhabilidade do produto, além do seu tempo de permanéncia no local de agdo (AMASYA et
al., 2019; FERREIRA et al., 2021). Nesse ensaio, a sonda analitica realiza dois ciclos de
compressao na amostra e sua leitura gera um grafico de forga x tempo que fornece os pardmetros
de dureza, adesividade, compressibilidade e coesdo (VICTORELLI et al., 2021).

Diante disso, a dureza consiste na forca maxima necessaria para que ocorra
deformacdo compressional da amostra, por sua vez essa caracterizagdo de resisténcia do
material € obtida pela sonda no primeiro ciclo de compressao (pico maximo de forga) e esta
associada com a aplicabilidade das formula¢des no local de a¢do (JONES; WOOLFSON;
BROWN, 1997). A compressibilidade configura no trabalho exigido pela amostra para que
ocorra sua deformacdo, esse parametro € verificado na primeira compressao efetuada, e a partir
dos dados ¢é possivel avaliar a facilidade de aplicagdo e grau de espalhabilidade dos hidrogéis
na superficie de interesse, além do escoamento no recipiente de armazenamento (AMASYA et
al., 2019; FERREIRA, 2019). Enquanto isso, a adesividade do produto ¢ mensurada pelo
trabalho (area negativa) empregado pelo equipamento, capaz de superar a for¢a de atragdo
existente entre o material estudado e uma superficie, no caso a sonda analitica (SANTOS,
2015). Por ultimo, a coesdo demonstra o potencial de recuperagdo do hidrogel a sua estrutura
inicial apds submetido a uma deformacdo, contribuindo com evidéncias da estabilidade dos

sistemas, ademais a determinagdo da coesdo ¢ baseada na razdo entre area resultante da segunda
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compressao pela area obtida da primeira compressao (PIRONI, 2019; VICTORELLI et al.,
2021).

Os resultados mostraram que a adi¢@o dos lipossomas (lipossomas branco, contendo
ou ndo Span 20, e lipossomas com Span20 contendo 5-FU) levou a redug@o nos valores de
dureza (p < 0,05) quando comparado ao hidrogel puro de HEC (Figura 19), devido ao efeito da
diluicdo gerado pela dispersdo lipossomal. Esses resultados eram esperados, uma vez que os
hidrogéis contendo lipossomas formaram um veiculo menos estruturado e reticulado, indicando
que esses hidrogéis apresentam uma menor resisténcia a deformagdo, corroborando com os
dados das analises de reologia oscilatoria. Por outro lado, os hidrogéis contendo lipossomas
apresentaram maiores valores de compressibilidade em relagdo ao hidrogel puro. A
compressibilidade ¢ um pardmetro relacionado ao trabalho requerido para deformar a
formulagao, ou seja, romper as ligagdes fisicas presente na amostra, indicando que mesmo com
uma mudanga estrutural, os hidrogéis contendo lipossomas apresentam organizagdo estrutural
com ligagOes estaveis entre si, demonstrando um grau de compressdo da formulagdo e
espalhabilidade adequados para a aplicacdo na pele (GUPTA et al., 2012).

Ja os valores de coesdao foram maiores para todos os grupos de hidrogéis associados
a lipossomas comparado ao hidrogel puro, com exce¢do do lipossoma convencional com 5-FU.
Considerando que esse pardmetro esta associado a interagdes intermoleculares dos sistemas,
esses maiores valores de coesdo demonstram que esses hidrogéis sdo mais estruturados, sendo
mais dificeis de romper durante os ciclos de compressdo, além de ter a capacidade de
restabelecer sua estrutura apds a deformacdo (FONSECA-SANTOS et al., 2019). Enquanto os
hidrogéis com menores valores de coesdo, indicam que houve uma desestruturacdo no primeiro
ciclo de compressdo, levando a uma menor forga para penetrar na amostra no segundo ciclo de
compressao.

Em relagdo ao pardmetro de adesdo, o hidrogel puro de HEC 2% apresentou
adesividade, enquanto esse parametro ndo foi observado para os hidrogéis contendo os
lipossomas. Apesar dos hidrogéis contendo os lipossomas ndo apresentarem adesdo, eles
mostraram dureza, resisténcia a compressio e coesdo, sendo parametros valiosos para aplicagdo
topica (SANTOS, 2015).

Além disso, adesividade esta relacionada com a energia necessaria para remover a
sonda analitica da superficie do sistema, ou seja, superar as forgas atrativas entre eles.
Provavelmente, a medida realizada pelo TPA néo foi suficiente para promover o trabalho total
requerido pelos hidrogéis contendo lipossomas. Desta forma, tal propriedade pode ser melhor

avaliada nos ensaios de bioadesdo descritos abaixo, uma vez que a ligagdes intermoleculares



71

existentes nesses grupos de formulagdes podem estar comprometendo a interacdo com a sonda

analitica e, consequentemente interferindo na leitura (JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997).

Figura 22. Graficos de perfil de textura das formulagdes a temperatura de 32°C. (A)Hidrogel
puro (B)Hidrogel + Lipossoma branco (C)Hidrogel + Lipossoma SFU (D)Hidrogel +
Lipossoma branco com Span20 (E)Hidrogel + Lipossoma SFU com Span 20. Os niveis de
significancia estatistica foram obtidas em analise one way ANOVA com pos-teste de Tukey
(p<0,05)*.
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Fonte: Autoria propria (2022).

5.6 Ensaio de bioadesio

A bioadesdo consiste no contato prolongado entre a superficie de dois materiais
através de forcas interfaciais, considerando que uma dessas superficies possui natureza
biologica. A titulo de observagdo, esse fendmeno se difere da adesio convencional por
considerar as caracteristicas fisiologicas dos tecidos (PEPPAS; BURI, 1985; SMART, 2005).
Esse processo ocorre basicamente em duas etapas: a fase de contato, em que ha aproximagao
entre o sistema e membrana bioldgica, e a fase de consolidacdo, em que envolve diversas teorias
no processo de biomucoadesdo entre elas a eletronica, adsor¢do, molhabilidade, difusdo e a

teoria de fratura (OLIVEIRA VARUM et al., 2008). Especificamente, quando a superficie



72

bioldgica se trata do muco ou da membrana mucosa, esse evento pode ser chamado de
mucoadesdo, mas a intercambialidade entre os termos descritos ¢ uma realidade, pois ha certa
ressalva na identificacdo de onde ocorrem as interagdes, dependendo do sitio biologico
(SANTOS, 2015). Sao inimeros os fatores que determinam essas propriedades bioadesivas,
dentre eles efeitos da morfologia da superficie, interacdes quimicas e até mesmo questdes
fisico-mecanicas (PALACIO; BHUSHAN, 2012). Os sistemas que possuem caracteristicas
bioadesivas sdo valiosos quando associados a formula¢des direcionadas a via topica, uma vez
que sdo capazes de prolongar o tempo de resisténcia da formulag¢do no local de acdo, resultando
no aumento da concentracdo do farmaco, o que promove a otimizagdo terapéutica, a medida
que reduz necessidade de reaplicacdo do produto e o tratamento terd maior adesdo pelo paciente
(PACHECO, 2013; SANTOS, 2015).

Diversas técnicas sdo descritas em literatura para analisar as propriedades
biomucoadesivas das formas farmacéuticas: o método de disco rotativo, o método do fluxo, o
método reolodgico, além do método de tragdo (KHUTORYANSKIY, 2011; SHAIKH et al.,
2011). Nesse ensaio, foram avaliadas as propriedades de bioadesao in vitro do hidrogel de HEC
2% apds a incorporacdo de lipossomas por meio da metodologia de tragdo, operando o
analisador de textura TA-XT plus no modo Adhesion Test, para obtencdo dos pardmetros de
forca maxima e trabalho de bioadesdo. Essas variaveis sdo diretamente proporcionais
e fornecem informagdes a respeito da capacidade de destacamento das amostras em contato
com a membrana biolédgica utilizada (FERREIRA, 2019). Para esses ensaios, foram usadas as
peles do dorso das orelhas de porco (dermatomizadas) com objetivo de simular a pele humana
(DO PRADO et al., 2022; PRACA et al., 2018), entretanto sdo inimeros os substratos
utilizados como membrana modelo no estudo de biomucoadesdo, inclusive membranas
sintéticas e semissintéticas (por exemplo, discos de mucina) ou tecidos animais (como porcos

e camundongos) (FLAVIA CHIVA CARVALHO, 2009; KHUTORYANSKIY, 2011).
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Figura 23. Graficos dos ensaios de bioadesividade das formulagdes a temperatura de 32°C.
(A)Hidrogel puro (B)Hidrogel + Lipossoma branco (C)Hidrogel + Lipossoma SFU
(D)Hidrogel+ Lipossoma branco com Span20 (E)Hidrogel + Lipossoma SFU com Span 20. Os
niveis de significancia estatistica foram obtidas em analise one way ANOVA com pods-teste de
Tukey (p<0,05)*.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Os resultados da forca e do trabalho de bioadesdao demonstraram que a adig@o de
lipossomas na matriz polimérica ocasionou redu¢ao das propriedades bioadesivas do hidrogel
de HEC 2%, isso pode ser constatado devido a diferenca estatistica significativa observada entre
o grupo do hidrogel puro e os demais grupos analisados (Figura 20). Isso era esperado, uma vez
que os valores do indice de consisténcia (K) e médulo elastico (G’) foram maiores para o
hidrogel puro, implicando em maiores valores de bioadesdo quando comparado as demais
formulagdes contendo nanocarreadores (CALIXTO, 2017).

Ainda assim, o hidrogel de HEC 2% ¢ excelente alternativa como veiculo de
dispersoes lipossomais destinado a aplicagdo topica devido a suas propriedades adequadas para
esse fim, como a propria capacidade bioadesiva, registrado por diversos autores na literatura,
como o estudo descrito por Gupta et al. (2012), que mencionam valores de forcas
mucoadesivas de 0,50 N em hidrogéis de HEC 6% e 0,39 N apds adicdo da dispersdo
lipossomal no mesmo estudo, ou no estudo proposto por Zuben (2019) ja citado que obteve
achados da ordem de 0,06 N apds incorporagdo dos lipossomas em hidrogel de HEC 2%
(GUPTA et al., 2012; VON ZUBEN, 2019). Destaca-se que em ambos os estudos, os valores
diferem dos achados para o hidrogel puro de HEC 2% no presente estudo, tanto devido a
variacdes de concentracdo do polimero usadas, como por conta das diferentes membranas

biolégicas adotadas, pois plausivelmente a pele da orelha de porco utilizada nesse ensaio de
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bioadesdo nao tera a presenga de mucinas tao acentuadas, como os discos de mucina suina ¢ a
mucosa nasal adotados, respectivamente, pelos autores ja citados, ou outros tecidos de porcos
comumente usados, como mucosa gastrica e bucal (BAUS et al., 2019; KHUTORYANSKIY,
2011). Por isso, estudos prévios relatam a importancia de verificar a mesma configuragio
experimental para fins comparativos das propriedades mucoadesivas, uma vez que a forca de
prensagem e diferencga na concentra¢do de mucinas no ensaio podem refletir em alteragdes nos
valores obtidos (BARTKOWIAK et al., 2022).

Além disso, Khutoryanskiy (2011) aborda que polimeros ndo i6nicos, como a
hidroxietilcelulose, de fato apresentam menor desempenho mucoadesivo quando comparado a
polimeros catidnicos (quitosana e derivados) e anidnicos (carboximetilcelulose e carbopol), isso
ocorre devido as interacdes de carater fraco que sdo formadas entre esses polimeros e as
glicoproteinas presentes nas células epiteliais, as mucinas (KHUTORYANSKIY, 2011). As
mucinas s3o macromoléculas, classificadas em secretoras ou delimitadas por membrana
(transmembrana), com natureza mucoadesiva que, sucintamente, contribui para protecao
epitelial contra agente externos, mas também auxilia na adesdo de substancias por ligagdes
quimicas (BANSIL; TURNER, 2006; DHANISHA et al., 2018).

Ademais, autores retratam que os polimeros ndo i6nicos, como a hidroxietilcelulose
(HEC) desempenham sua natureza bioadesiva, majoritariamente, a partir da difusdo de suas
macromoléculas, possibilitando maior permeagdo do farmaco nas camadas epiteliais, visto que
héa formacdo de uma camada interpenetrante dependente do peso molecular e flexibilidade das
moléculas do polimero (BRANNIGAN; KHUTORYANSKIY, 2019; KHUTORYANSKIY,
2011). Diferentemente, polimeros como a quitosana (carga positiva) interagem fortemente com
as mucinas (carga negativa), principalmente através de ligacdes eletroestaticas, contribuindo
para o seu alto potencial bioadesivo (KHUTORYANSKIY, 2011). Bartkowiak et al. (2022)
também comparou as propriedades mucoadesivas de diferentes polimeros em contato com
solugdo de mucina a 2% (p/p) pela técnica de tragdo, demonstrando que polimeros ndo i6nicos
como HEC e HPMC (hipromelose) apresentaram valores bem menores de for¢a e trabalho
bioadesivos em comparacdo com discos de polimeros anidnicos (exemplo: Carbopol), o que
traduz as diferentes interacdes entre esses polimeros e a mucina, enfaticamente se tratando da

HEC (BARTKOWIAK et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados discutidos, € possivel concluir que os lipossomas compostos
por colesterol, SPC e Span 20 demonstraram excelentes atributos para otimizacao da entrega
de 5-FU, com base no tamanho de particula, eficiéncia de encapsulacdo, PDI e potencial zeta
observados. Além disso, foi obtido éxito na incorporacdo desses nanocarreadores ao hidrogel a
base de hidroxietilcelulose a 2%, como verificado através dos resultados satisfatorios nos
ensaios de estabilidade preliminar, sem alteragdes preocupantes nas formulagdes, mesmo apos
as submetidas a condic¢oes extremas de armazenamento durante 30 dias.

Isto posto, o sistema desenvolvido apresentou comportamento pseudoplastico e
tixotropico, com predominio do médulo viscoso (G”’), o que corrobora com os achados nas
analises de espalhabilidade e viscosidade, concluindo que a facilidade de escoamento em
virtude das caracteristicas fluidas da formulagdo, oferecem maleabilidade suficiente para sua
aplicagdo topica, ao mesmo tempo que apresenta viscosidade moderada para favorecer a
retencdo e prolongamento do contato com a pele.

Concomitantemente, os parametros de textura alcancados contribuem para
afirmacdo de que o produto possui resisténcia mecénica reduzida sob compressdo, mas
conforme finalizada sua deformacdo, ele consegue retomar a estrutura inicial devido a suas
forgas coesivas. E ainda que, ocorra alteragdes na bioadesividade do hidrogel de HEC 2% apds
adi¢do dos lipossomas com Span 20 contendo 5-FU, ¢é possivel verificar que ele cumpre o
propésito, superando as limitagdes das caracteristicas mecénicas da dispersdo lipossomal,
mantendo seu comportamento pseudoplastico e tixotropico do hidrogel, ideal para formula¢des
semissolidas destinadas ao uso topico, portanto demonstrando intimeras caracteristicas
favoraveis ao seu potencial como sistema direcionado a terapia do cancer de pele.

Futuros trabalhos poderdo complementar o desenvolvimento deste promissor
sistema contendo nanocarreadores para tratamento do cancer de pele. Poderdo ser estudadas a
liberagdo de 5-FU a partir de matriz lipossomal com hidrogel, bem como a penetragdo cutanea
in vitro, contribuindo para verificar se houve ou ndo comprometimento significativo da
concentracdo do farmaco nas camadas da pele apos sua encapsulacdo em lipossomas e adi¢dao
em veiculo semissolido, e ainda ¢ valido verificar a manuteng@o da estrutura lipossomal no

hidrogel, com auxilio da microscopia eletronica de varredura (MEV).
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