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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) € uma infec¢do fingica causada tipicamente por
Candida albicans, a qual apresenta resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento.
Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) com hipericina (HIP) encapsulada
dispersos em hidrogéis (HG) de geleificacdo in situ demonstram ser uma opg¢ao
interessante para viabilizar o tratamento da CVV, associada a métodos alternativos,
como a terapia fotodinamica (TFD). Este trabalho visa avaliar o potencial dos CLN com
e sem HIP encapsulada dispersos em HG, associados a TFD para administragdo vaginal.
Os CLN sem (F6.5) e com HIP encapsulada (F6.5_0,05, F6.5_0,25 e F6.5_0,5) foram
obtidos por sonicacdo a 35% de amplitude por Smin, contendo poloxamer 407 e na fase
oleosa, estearato de polioxietileno, triglicérides do acido caprico/caprilico, 6leo de
ricino hidrogenado, etoxilado e/ou HIP. Os HG foram constituidos de poloxamer 407 e
quitosana, sendo acrescidos de CLN com e sem HIP encapsulada em diferentes
propor¢des de CLN:HG dando origem as formulacoes CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-
HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e CLN_HIP-HGS. Os sistemas F6.5, F6.5_0,05,
F6.5_0,25 e F6.5_0,5 caracterizados por espalhamento de luz dindmico, apresentaram
diametros nanométricos com baixa polidispersdo, e revelaram excelente estabilidade
fisica. A formulacdo F6.5 apresentou na andlise de rastreamento de nanoparticulas
distribuicdo unimodal com predominancia de particulas de 151 nm. Na microscopia
eletronica de transmissdo foram observadas particulas de morfologias praticamente
esféricas e em escalas nanométricas. A eficiéncia de encapsulacao da HIP foi de 89,3%.
A microscopia eletronica de varredura dos HG acrescidos de CLN com HIP
encapsulada obtidos em diferentes propor¢des, revelou valores médios de rugosidade
superficial sem diferencga estatistica entre os sistemas. A reologia continua mostrou que
praticamente todos os sistemas tiveram um comportamento Newtoniano; enquanto na
reologia oscilatéria a maioria dos sistemas apresentou valores de G’ superiores a G,
com excecdo de CLN_HIP-HGI. O HG livre e os sistemas CLN_HIP-HG1 e
CLN_HIP-HG?2 apresentaram satisfatérias propriedades mucoadesivas, além de valores
de seringabilidade que comparados a relatos da literatura podem conferir a facilidade de
estes serem aplicados na via vaginal. O ensaio de calorimetria exploratéria diferencial
evidenciou eventos endotérmicos com picos similares e caracteristicos a componentes
presentes nas formulacdes. Os dois métodos analiticos validados para quantificar a HIP
(HIP solubilizada em metanol e HIP na solucdo receptora composta de meio tampao
fosfato com 3% de Tween 80) mostraram-se condizentes aos valores preconizados pela
ANVISA. O perfil de liberacao in vitro da HIP liberada a partir de CLN_HIP-HGI,
indicou comportamento de liberacdo sustentada do composto ativo durante as 12h de
andlise, e que os principais mecanismos de liberagao seguem os modelos de Peppas e de
Higuchi. Tais sistemas ndo apresentaram permeacao na mucosa vaginal suina, além de
baixos valores de retencdo. Os CLN com e sem HIP encapsulada dispersos ou nao em
HG revelaram potente acdo antiftingica frente a cepa de C. albicans ATCC 10231 e
comportamento fungistitico frente a levedura. Os CLN com e sem HIP encapsulada
dispersos ou ndo em HG, tratados com TFD, reduziram significativamente as culturas
planctonicas de C. albicans variando de aproximadamente 1 a 2 logio (UFC/mL)
comparados a0 YNB; enquanto a TFD mediada pelos sistemas F6.5_0,05 e CLN_HIP-
HG1 apresentaram diminui¢des na viabilidade do biofilme de C. albicans de 2 e 1,2
logio (UFC/mL), respectivamente, em relacdo ao PBS. Na analise de SOSG, a solugdo
de HIP livre, bem como os CLN com HIP encapsulada dispersos em HG foram capazes
de fornecer efetivamente oxigénio a solucao de metanol. Na anélise antifungica in vivo
associada ou nao a TFD, o antifingico e os grupos tratados com TFD apresentaram uma



predominancia de células fungicas de diferentes tamanhos, além disso, CLN_HIP-
HG1/TFD se destacou entre os grupos tratados com TFD obtendo uma melhora
significativa do perfil terapéutico comparado ao grupo infectado. Assim, os resultados
evidenciaram o potencial antifingico dos sistemas in situ para a administracdo vaginal
da HIP demonstrando serem capazes de contribuir no tratamento da CVV.

Palavras-chave: Candida albicans; hipericina; atividade antifingica; terapia
fotodinamica.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection typically caused by Candida
albicans, which is resistant to the drugs used in the treatment. The hypericin (HYP)-
loaded nanostructured lipid carrier (NLC) dispersed in situ hydrogels (HG) proves to be
an interesting option for the treatment of VVC, associated to alternative methods such
as photodynamic therapy (PDT). This work aims to evaluate the potential of HYP-
loaded and empty NLC or NLC dispersed in the HG, associated to PDT for vaginal
administration. The empty NLC (F6.5) and HYP-loaded NLC (F6.5_0.05, F6.5_0.25
and F6.5_0.5) and were obtained by sonication at 35% amplitude for Smin, containing
poloxamer 407 the aqueous phase and in the oil phase, polyoxyethylene stearate,
capric/caprylic acid triglycerides, ethoxylated hydrogenated castor oil and/or HYP. The
HG were composed of poloxamer 407 and chitosan, being incorporated into HYP-
loaded and empty NLC in different proportions of NLC:HG giving rise to formulations
NLC_HYP-HGI1, NLC_HYP-HG2, NLC_HYP-HG3, NLC_HYP-HG4 and NLC_HYP-
HGS. The F6.5, F6.5_0.05, F6.5_0.25 and F6.5_0.5 systems, characterized by dynamic
light scattering, presented nanometric diameters with low polydispersity and showed
excellent physical stability. Formulation F6.5 showed unimodal distribution in the
nanoparticle screening with predominance of 151 nm particles. Transmission electron
microscopy showed particles of practically spherical morphologies and nanometric
scales. The HYP encapsulation efficiency was 89.3%. Scanning electron microscopy of
the HG and HYP-loaded NLC in different proportions of NLC:HG, revealed average
values of surface roughness without statistical difference between the systems.
Continuous rheology showed that all systems had Newtonian behavior; while in
oscillatory rheology most systems showed G’ values higher than G’’, except of
NLC_HYP-HGI. The HG and the NLC_HYP-HG1 and NLC_HYP-HG2 systems
showed satisfactory mucoadhesive properties, in addition to syringability values that,
compared to reports in the literature, showed their ease of application in the vaginal
route. Differential scanning calorimetry showed endothermic events with similar peaks
and characteristics to components present in the formulations. Two analytical methods
were validated to quantify the HYP (HYP solubilized in methanol and HYP in the
receiving solution of phosphate buffered medium with 3% Tween 80), being consistent
with the values recommended by ANVISA. The in vitro release profile of HYP released
from NLC_HYP-HGI, indicated a sustained drug release behavior during the 12h of
analysis, and that the main release mechanisms follow the Peppas and Higuchi models.
Such systems showed no permeation in the porcine vaginal mucosa, in addition to low
retention values. The NLC with encapsulated HYP dispersed or not in HG, showed
potent antifungal action against the strain of C. albicans ATCC 10231 and fungistatic
behavior against yeast. The HG incorporated into HYP-loaded and empty NLC in
different proportions, treated with PDT, significantly reduced the planktonic cultures of
C. albicans ranging from approximately 1 to 2 logio (CFU/mL) compared to YNB;
while the PDT mediated by the F6.5_0.05 and NLC_HYP-HGI systems showed
decreases in the viability of the C. albicans biofilm of 2 and 1.2 logio (CFU/mL),
respectively, in relation to the PBS. In the SOSG analysis, the free HYP solution, as
well as the HYP-loaded NLC dispersed in HG were able to effectively supply oxygen to
the methanol solution. In the in vivo antifungal analysis associated or not with PDT, the
antifungal and groups treated with PDT showed a predominance of fungal cells of
different sizes, in addition, NLC_HYP-HG1/PDT stood out among the groups treated
with PDT, obtaining a significant improvement in the therapeutic profile compared to
the infected group. Thus, the results showed the antifungal potential of in situ systems



for the vaginal administration of HYP, demonstrating that they are capable of
contributing to the treatment of VVC.

Keywords: Candida albicans; hypericin; antifungal activity; photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) € responsédvel por aproximadamente 95% das
infec¢des do trato genital feminino. Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Satde (OMS)
aproximadamente 75% das mulheres entre a fase da puberdade e a menopausa sao
acometidas pela infeccdo ao menos uma vez durante a vida, sendo que 40 a 50% destas
apresentam pelo menos um episodio de recidiva da doenca (LEAL et al., 2016).

Esta alta incidéncia pode ser justificada pela flexibilidade morfoldgica da
Candida albicans, o principal agente etioldgico responsavel pela doencga. C. albicans é
um organismo eucaridtico, de morfologia esférica, ovéide ou alongada de aspecto
rugoso, no qual sua proliferacio é favorecida em temperaturas que variam entre 20°C e
38°C e em pH acido (SANTANA et al., 2013).

Nos estdgios de infecc¢do, C. albicans se adere a superficie da mucosa na forma
de leveduriforme ou em formas filamentosas denominadas hifas, as quais se aderem as
células epiteliais e causam danos, induzidos provavelmente por enzimas hidroliticas
(ZHU; FILLER, 2010).

O tratamento de escolha para a CVV emprega o uso de antifiingicos como os
farmacos azdlicos (fluconazol, cetoconazol e miconazol) e os poliénicos (nistatina e
anfotericina B). Contudo, o uso indiscriminado pode apresentar risco de resisténcia
antifiingica e toxicidade especialmente nefrotoxicidade, comprometendo a utiliza¢do na
terapia antifingica (ZHANG et al.,2006; VIEIRA; SANTOS, 2017).

Dessa forma, as pesquisas estao sendo direcionadas na busca de novas moléculas
bioativas para desenvolver preparacdes farmacéuticas que apresentem menores efeitos
adversos que os farmacos convencionais. As fontes naturais estdo disponiveis em
abundancia e oferecem 6timas possibilidades de compostos de interesse terapéutico
(BONIFACIO et al., 2014).

Neste contexto, a espécie Hypericum perforatum L. popularmente conhecida
como Erva de S3o Jodo, é uma planta herbicea perene da familia Hypericaceae
encontrada na Asia, Europa e Norte da Africa (PENG et al., 2005).

Dentre as classes de compostos biologicamente ativos do H. perforatum destaca-
se a hipericina (HIP), uma naftodiantrona derivada da antraquinona (FIGUEIR() et al.,
2010). A HIP ¢ um composto fotossensibilizante (FS) natural de carater hidrofébico que
ttm apresentado atividade terapéutica antidepressiva, antitumoral, antiviral e

antimicrobiana (KARIOT; BILIA, 2010). Assim, sua incorporacdo em sistemas de
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liberacdo sustentada objetivando administracdo vaginal, demonstra ser uma opg¢ao
interessante para viabilizar o tratamento da doenca em questao.

A via vaginal € uma atrativa rota de administracdo de farmaco ou compostos
ativos, por apresentar uma elevada permeabilidade do epitélio vaginal e drea de
superficie da mucosa vaginal, 6timo fornecimento de sangue, além de auséncia do efeito
hepatico de primeira passagem (SILVA et al., 2014; ENSIGN et al., 2014).

No entanto, as principais formas farmacéuticas destinadas a aplicagdo vaginal
(principalmente cremes, pomadas e géis) apresentam limitagdes como desconforto ao
paciente relacionado a baixa distribui¢do e retenc¢do no epitélio vaginal, a auto-inser¢ao
de objetos na vagina, a remocdo involuntiria da forma farmac€utica apds a sua
administracao, além de prolongado tempo de tratamento, os quais podem influenciar na
aceitabilidade da forma farmacéutica, comprometendo a eficicia da terapia
(KESHWANI et al., 2014; JOHAL et al., 2016).

Logo, visando superar as limitacOes terapéuticas relacionadas ao tratamento
convencional da CVV e assim, garantir uma maior adesdo do paciente ao tratamento, o
desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) dispersos em
hidrogéis (HG) de geleificacdo in situ pode ser uma promissora estratégia para a
liberacao sustentada de HIP na terapia antiftingica.

Os CLN apresentam uma matriz composta por uma mistura de lipidio liquido e
lipidio sdlido a temperatura ambiente, dando origem a uma matriz lipidica imperfeita
com cristais estruturalmente desorganizados, os quais proporcionam maiores espacos
para a compartimentalizacdo de farmacos ou compostos ativos hidrofébicos (DAS et al.,
2012; KOLENYAK-SANTOS et al., 2014). Neste requisito, podem ser excelentes
sistemas de liberacao sustentada para a encapsulacdo da HIP.

Os HG constituem-se de redes poliméricas tridimensionais formadas por
macromoléculas interligadas por meio de interacdes fisicas (emaranhados moleculares,
cristalitos, ligagdes de hidrogénio ou interagdes de Van der Waals) ou quimicas
(ligagcdes covalentes). Este sistema possui a capacidade de se expandir em contato com a
agua, ser biocompativel, apresentar elevada porosidade, auxiliar na libera¢do controlada
de farmacos ou compostos ativos, além de incorporar polimeros sintéticos e naturais
(PEPPAS et al., 2000; HOFFMAN, 2012).

Neste contexto, a associa¢do de polimeros sintéticos como P407 e naturais como

a QS que apresentam propriedades termo-reversiveis e mucoadesivas, respectivamente,
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pode ser uma excelente estratégia para desenvolver HG de geleificacdo in situ para
contribuir na terapia da CVV (CHOI; YOO, 2010; LIU et al., 2017).

Desta forma, os CLN com HIP encapsulada dispersos em HG geleificacdo in situ
normalmente se apresentam fluidos no momento da administracio, mas sofrem
transicdo de fase mediante a temperatura do meio fisiolégico vaginal, tendo sua
viscosidade alterada (CARVALHO et al., 2014).

Em virtude de suas propriedades termo-reversiveis e mucoadesivas podem
apresentar uma adequada viscosidade para aplicacdo tdpica, capaz de facilitar a adesdo
do sistema ao local de aplicacdo, prolongar seu tempo de permanéncia na mucosa
vaginal, liberar de forma sustentada firmacos ou compostos hidrofébicos e assim,
reduzir a frequéncia de administracio (HANI; SHIVAKUMARAN, 2013; JOHAL et
al., 2016).

Logo, a combinagao de terapias adjuvantes, como a terapia fotodinamica (TFD)
para os pacientes com CVV pode ser uma alternativa a ser explorada para potencializar
o tratamento de infecc¢des fungicas induzida por C. albicans.

A TFD baseia-se na administrac@o topica ou sistémica de um FS que estimulado
por uma fonte de luz em um comprimento de onda apropriado, reage com o oxigénio
presente nos tecidos, induzindo a producdo de oxigénio singlete (!O2) e de espécies
reativas de oxigénio (ROS) através de reacdes cataliticas, as quais conduzem a
inativacao celular e/ou a morte do microrganismo (PERUSSI, 2007; MACHADO-DE-
SENA et al., 2014).

Além de apresentar atividade terap€utica antimicrobiana, estudos demonstram
que a HIP apresenta efeitos fototéxicos provavelmente devido ao elevado rendimento
quantico do estado triplete e geracdo de oxigénio singlete apds a estimulacdo de luz
(KARIOTT; BILIA, 2010; BORGHI-PANGONI et al., 2017). Com isto, o potencial FS
pode contribuir no tratamento de infec¢des fungicas como a CVV utilizando como
estratégia alternativa a TFD.

Portanto, buscando otimizar tal infec¢do fingica, este estudo objetivou
desenvolver CLN dispersos ou ndo em HG de geleificacdo in situ associados a aplicagcao

da TFD, para administra¢ao vaginal de HIP.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candidiase vulvovaginal e C. albicans

A candidiase vulvovaginal (CVV) € uma infec¢do fingica oportunista do trato
geniturindrio inferior feminino, caracterizada principalmente por corrimento vaginal,
prurido, edema e eritema na vulva e na vagina (BOATTO et al., 2007).

Tido como um dos problemas ginecolégicos mais frequentes, a CVV ¢ a
segunda infec¢do genital mais comum no Brasil, ficando atrds da vaginose bacteriana
(ROBATTO et al., 2017). Neste caso, microrganismos como Gardnerella vaginallis
Atopobium vagina e Mobilun cusmulieri substituem as espécies de Lactobacillus
presentes na microbiota normal (GAYDOS et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) aproximadamente 75% das
mulheres entre a fase da puberdade e a menopausa sdo acometidas pela infec¢do ao
menos uma vez na vida, sendo que 40 a 50% dessas apresentam pelo menos um
episddio de recidiva da doenga (LEAL et al., 2016).

A microbiota vaginal normal € rica em Lactobacillus, responsdvel pela producao
de 4cido lactico, o qual propicia um pH vaginal 4cido que mantém as secre¢des vaginais
e protege o ambiente vaginal de microrganismos patogénicos (SHIOZAWA et al.,
2007).

A infeccdo é comumente causada por leveduras comensais que fazem parte da
microbiota normal dos individuos sadios e permanecem na mucosa vaginal como
colonizantes. Determinadas condi¢des tendem a perturbar o ambiente vaginal e a
Candida pode se tornar patogé€nica. Assim, a CVV sintomética ocorre em virtude de a
Candida acelerar seu processo de multiplica¢do e invadir a mucosa oral, gastrointestinal
e vaginal (FURTADO et al., 2018)

Estima-se que cerca de 60 a 90% dos casos de CVV sdo causados pela espécie
Candida albicans. Esta € caracterizada como um organismo eucariético, em que as
células leveduriformes apresentam forma esférica, ovéide ou alongada de aspecto
rugoso, cujo seu crescimento € favorecido em pH &cido e temperaturas que variam entre
20°C e 38°C (SANTANA et al., 2013).

A aderéncia da C. albicans na superficie das mucosas € um fator preocupante ao
considerar que morfologicamente, a levedura pode se desenvolver como leveduriforme

ou hifa. Na infeccao, suas formas filamentosas denominadas de pseudo-hifas e/ou hifas,
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tendem a se aderir as células epiteliais causando danos, induzidos provavelmente por
enzimas hidroliticas; além de proporcionar o aumento da resisténcia a fagocitose
quando comparada a forma leveduriforme (ZHU; FILLER, 2010; TSANG et al., 2012).
Embora os agentes antifingicos poli€nicos (nistatina e anfotericina B) e azdlicos
(fluconazol, cetoconazol e miconazol) empregados na terapia de escolha sejam eficazes,
o uso indiscriminado pode apresentar toxicidade, especialmente nefrotoxicidade e risco
de resisténcia da levedura aos antifiingicos (ZHANG et al.,2006; VIEIRA; SANTOS,
2017). Tais limitacdes comprometem a utilizacdo destes farmacos e conseqiientemente,

a eficdcia do tratamento da CVV, o que refor¢a a necessidade de promissoras estratégias

terapéuticas e nanotecnoldgicas.

2.2 Sistemas de liberaciao de farmacos para administra¢ao vaginal

A vagina é um importante 6rgao do sistema reprodutor feminino, que promove a
capacidade reprodutiva. Caracterizada como um canal fibromuscular, anatomicamente a
vagina se estende do colo uterino a vulva, sendo localizada entre o reto, a bexiga e a
uretra (FERREIRA et al., 2015).

Histologicamente a parede vaginal € composta por trés camadas celulares que
lhe confere uma extensa elasticidade, vascularizacdo e permeabilidade. O epitélio
vaginal mucosal é uma camada revestida internamente com numerosas pregas e rugas,
constituida por um epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado. A camada
muscular é composta de duas camadas de musculo liso, circular interna e longitudinal
externa contendo coldgeno e elastina. Enquanto o tecido adventicio € o revestimento
externo constituido de um tecido conjuntivo denso rico em vasos sanguineos, feixes de
nervos e fibras eldsticas (NAYAK ez al., 2010; ARAUJO-PEREIRA; BRUSCH, 2012;
BRAY et al., 2017).

Assim, a via vaginal para administragdo de farmacos ou compostos ativos de
efeito topico ou sist€mico vem se destacando, por apresentar elevada permeabilidade do
epitélio vaginal e drea superficie da mucosa, além de 6timo suprimento sanguineo
(SILVA et al., 2014).

Comparada a via de administragdo oral, a administracdo vaginal é vantajosa por
impedir o efeito hepatico de primeira passagem e a interferéncia na absor¢ao de farmaco

pelo trato gastrointestinal, além de possibilitar uma menor freqiiéncia de doses e de
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efeitos adversos dos farmacos (ENSIGN et al., 2014; PALMEIRA-DE-OLIVEIRA, et
al., 2014; MACHADO et al., 2017).

No entanto, limitagdes como desconforto ao paciente relacionado a baixa
distribuicdo e retencdo no epitélio vaginal, a auto-insercdo de objetos na vagina,
remog¢ao involuntdria da forma farmacéutica convencional apds a sua administracao
(principalmente cremes, pomadas e géis), e prolongado tempo de tratamento sdo fatores
que podem influenciar na aceitabilidade da forma farmacéutica e entdo, comprometer a
adesdo ao tratamento (KESHWANI et al., 2014; JOHAL et al., 2016).

Na tentativa de contornar tais problemas de forma a contribuir na terapia
antifungica, o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos em escalas
nanométricas, para administracio vaginal tém sido alvo de pesquisas
(ANTIMISSIARIS; MOURTAS, 2015).

Entre os sistemas, as nanoparticulas lipidicas de primeira e de segunda geracao
como nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN), respectivamente, t€ém atraido notdvel interesse na comunidade cientifica
(CASSANO et al., 2016; MOAZENI et al., 2016).

As NLS sao obtidas por lipidios sélidos a temperatura ambiente, estabilizadas
por agentes tensoativos que formam uma matriz com estruturas cristalinas ordenadas.
Deste modo, permitem uma liberacdo sustentada de farmaco/compostos ativos
hidrofébicos, apresentam estabilidade fisico-quimica e produ¢do em larga escala
(NASERI et al., 2015).

Entretanto, as estruturas cristalinas ordenadas das NLS possibilitam uma baixa
encapsulacdo de farmaco, devido a uma eventual transi¢cdo polimorfica. Apds a sua
formacao os lipidios se auto organizam em uma estrutura de alta energia (o ou ’) com
imperfei¢des, assim, durante o periodo de armazenamento tendem a entrar em uma
conformacdo de baixa energia e mais organizada (), que ocasiona a expulsio do
farmaco/compostos ativos (MULLER et al., 2002; JAISWAL et al., 2014).

Proposto como uma alternativa para melhorar a estabilidade fisico-quimica e a
eficiéncia de encapsulacdo de farmacos devido a possivel transi¢ao polimérfica, os CLN
foram desenvolvidos a partir da mistura de lipidios liquidos e sélidos a temperatura
ambiente, formando uma matriz lipidica imperfeita com cristais estruturalmente
desordenados. Com isto, a transicao polimoérfica tende a ser retardada, o que minimiza a

expulsio de farmaco durante o armazenamento, possibilitando uma excelente
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estabilidade fisico-quimica ao CLN (MULLER et al., 2007; DAS et al., 2012; YANG et
al.,2014).

Neste contexto, os CLN apresentam-se como vantajosos sistemas de liberacao
para administracdo vaginal de farmacos/compostos ativos, devido principalmente ao
rearranjo da composicao lipidica, que proporciona uma maior compartimentalizacdo do
farmaco na matriz e consequentemente, uma eficiente encapsulacio, além de reducao da
toxicidade e das reacOes adversas do farmaco, protecio da degradacdo, liberacdo
sustentada do farmaco no seu sitio de acdo e excelente estabilidade fisico-quimica
(SOUTO et al, 2007, SELVAMUTHUKUMAR; VELMURUGAN, 2012;
KOLENYAK-SANTOS et al., 2014).

2.2.1 Hidrogel

Os hidrogéis (HG) constituem-se de redes poliméricas tridimensionais formadas
por macromoléculas interligadas por meio de interagdes fisicas que surgem a partir de
entrelacamentos da cadeia polimérica (emaranhados moleculares, cristalitos, interacdes
de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio ou hidrofébicas) ou quimicas por meio de
ligacdes covalentes ou ligagdes “permanentes”. Este sistema possui a capacidade de se
expandir em contato com a dgua, ser biocompativel, apresentar elevada porosidade,
auxiliar na liberacdo controlada de farmacos/compostos ativos, podendo incorporar
polimeros sintéticos e naturais (PEPPAS et al., 2000; HOFFMAN, 2012).

Em virtude a tais caracteristicas, os HG t€m sido consideravelmente investigados
para aplicacdo farmacéutica apds sua expansdo em contato com a 4gua ou em resposta a
estimulos fisiolégicos como forga idnica, pH e temperatura. Os HG formados in situ sdo
liquidos no momento da administracdo, mas sofrem transi¢do de fase a medida que a
temperatura aumenta, de modo a formar um gel viscoeldstico (MOON et al., 2012;
CARVALHO et al., 2014).

Podem ser constituidos por polimeros sintéticos como os poliésteres e/ou
naturais como os polissacarideos (CHOI; YOO, 2010). Aafinidade do HG as moléculas
de dgua pode ser atribuida principalmente a grupamentos hidrofilicos (OH, CONH,
CONH: e SOsH) normalmente presentes no interior dos polimeros, que formam
estruturas de HG (HAMADI et al., 2008).

Entre os polimeros sintéticos mais utilizados para a obten¢ao de sistemas termo-

reversiveis dependente da temperatura, destaca-se o poloxamer 407 (P407). Este € um
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copolimero ndo idnico estruturalmente formado por dois blocos hidrofilicos poli-
(oxietileno) (PEO) e um bloco hidrofébico poli-(oxipropileno) (PPO). Abaixo da
temperatura de transi¢ao, apresenta-se como solucao, mas a medida que a temperatura
aumenta a regido hidrofébica do bloco PPO se desidrata em que os mondmeros do P407
se arranjam podendo formar micelas constituidas por um nicleo de PPO e uma
superficie de PEO e assim, ocasionar a transi¢do do estado sol para gel (UR-REHMAN
etal.,2011; DEVIet al., 2013).

No entanto, os HG a base de P407 normalmente apresentam propriedades
mucoadesivas restrita. Visando aumentar o tempo de permanéncia do sistema no
ambiente vaginal, o P407 pode ser associado a quitosana (QS).

A QS ¢é um polissacarideo catidnico natural obtido a partir da quitina pela reacao
de desacetilagdo. Apresenta propriedades biodegraddveis, biocompativeis, uma
potencial atividade antimicrobiana e antifingica, além de mucoadesiva de carater
cationico pH-dependente. A protonacdo dos grupos amino possibilita se manter
insolivel em meio aquoso neutro, mas solivel em meio 4cido. Neste contexto, tais
propriedades conferem a QS um potencial uso para aplicacdo biomédica e farmacéutica
para veiculacao de liberacdo de farmacos (PATEL et al., 2010; BOSTAN et al., 2013).

Em virtude de suas propriedades termos-reversiveis € mucoadesivas, O
desenvolvimento de HG de geleificacdo in sifu pode ser uma excelente estratégia
terapéutica, uma vez tende a apresentar mudanca da sua viscosidade com a geleificacdo
in situ no meio fisiol6gico. Assim, podeser capaz de facilitar a adesdao ao local de
aplicagdo, liberar de forma sustentada farmacos/compostos ativos hidrofobicos,
prolongar seu tempo de permanéncia na mucosa vaginal e com isto, reduzir os efeitos
adversos, bem como sua frequéncia de administracio (HANI; SHIVAKUMARAN,
2013; KLOUDA, 2015; JOHAL et al., 2016).

2.3 Terapia fotodinamica e Hipericina

A terapia fotodindmica (TFD) baseia-se em reagdes de oxidag¢ao induzidas por
uma fonte de luz, que conduzem a foto-inativagdo do microrganismo. Para que essas
reacoes ocorram, € necessdrio que um composto fotossensibilizante (FS) seja
estimulado por uma fonte de luz em um comprimento de onda apropriado, onde ocorre a

absorc¢do pelo FS utilizado (KHARKWAL et al., 2011).
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A combinacdo FS e luz na presenca de oxigénio no estado fundamental (°0»),
induz a producdo de oxigénio singlete (!02) ou de espécies reativas de oxigénio (ROS)
através de reagOes cataliticas, que conduz a inativacdo celular e/ou a morte do
microrganismo por dano oxidativo (PERUSSI, 2007; MACHADO-DE-SENA et al.,
2014).

Neste contexto, o mecanismo da TFD tende a atuar por duas vias. Na reagdo do
Tipo I, o FS no estado triplete excitado reage diretamente com o substrato ou uma
moléculapor transferéncia de elétrons ou dtomos de hidrogénio, podendo produzir
radicais livresou fons radicais. Deste modo, t€m-se comoprincipais produtos desta
reducdoas ROS, como perdxido de hidrogénio, anion superdxido e radical hidroxila. Na
reacdo do Tipo II ocorrea transferéncia de energia do FS no estado triplete excitado para
o estado triplete fundamental do oxigénio, ocasionado como principal produto a
obtencdo de oxigé€nio singlete no estado excitado. Embora ambos os mecanismos
possam ocasionar a destruicdo celular, este ultimo normalmente € o principal
responsavel pela foto-inativacdo de microorganismos (CASTANO et al., 2004;
RIBEIRO et al., 2007).

Dessa forma, muitas pesquisas estdo sendo direcionadas no sentido de
desenvolver estratégias alternativas no tratamento da CVV, dentre elas a busca de novos
compostos bioativos (WILLIAMS et al., 2011). As fontes naturais podem oferecer
Otimas possibilidades de substiancias de interesse terapéutico, inclusive para o
tratamento de infec¢des fungicas.

O Hypericum perforatum L. popularmente conhecido como Erva de Sdo Joao, é
uma planta herbdcea perene da familia Hypericaceae, encontrada na natureza no Norte
da Africa, Asia e Europa (PENG et al., 2005).

Dentre as classes de compostos biologicamente ativos do H. perforatum
encontra-se a hipericina (HIP), a qual se situa principalmente no interior das glandulas
escuras das pétalas edas folhas do H. perforatum (SOUZA et al., 2006). A Figura 1
representa a estrutura quimica da HIP obtida pelo Software Advanced Chemistry

Development/Structure Elucidator (versao 2017).
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Figura 1. Estrutura quimica da hipericina.

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2020).

A HIP pertence ao grupo das naftodiantronas derivada da antraquinona,
possuindo como propriedades fisico-quimicas, massa molecular 504,4 g/mol e LogP de
5,7 (National Center for Biotechnology Information, 2020). A intensa absorcdo na
regido visivel do espectro eletromagnético da HIP apresenta o pico de absorcdo
principal em cerca de 590 nm (WANG et al., 2019).

A HIP tem apresentado atividade terapéutica antitumoral, antiretroviral,
antidepressiva, antivirale antibacteriano (GUEDES et al., 2005). Seu efeito fotot6xico
tem sido relatado em diversos estudos antimicrobianos demonstrando sua capacidade
em inativar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de cepas de C. albicans
(REZUSTA et al., 2012; DE MELO et al., 2013; NAFEE et al.,, 2013; PAZ-
CRISTOBAL et al., 2014; ALVES et al., 2018).

O mecanismo de atividade biol6gica da HIP ainda ndo estd elucidado, todavia,
sugere-se que seus efeitos fototdxicos provavelmente se devemaoelevado rendimento
quantico do estrado triplete e formacao de oxigénio singlete (predominantemente reagao
do Tipo II) (KARIOTT; BILIA, 2010; BORGHI-PANGONI et al., 2017). Mediante tais
caracteristicas, a HIP tem se apresentado um promissor FS natural a ser utilizado na

TFD.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o potencial de carreadores lipidicos nanoestruturados com hipericina
dispersos em hidrégeis de geleificacdo in situ, bem como verificar a potencializacdo do
efeito antifingico destes sistemas, associado ou ndo a terapia fotodindmica no

tratamento da candidiase vulvovaginal.

3.2 Objetivos especificos

o Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados com e sem hipericina
encapsulada e caracterizd-los por espalhamento de luz dinamico, microscopia eletronica
de transmissao, rastreamento das nanoparticulas e calorimetria exploratéria diferencial;

o Avaliar a eficiéncia de encapsulacao da hipericina;

° Desenvolver  hidrogéis  acrescidos de  carreadores lipidicos
nanoestruturados com e sem hipericina e caracteriza-los por microscopia eletronica de
varredura de alta resolugdo, reologia continua e oscilatéria, mucoadesdo in vitro,
seringabilidade e calorimetria exploratoria diferencial;

. Desenvolver e validar a metodologia analitica para quantificacdo da
hipericina por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

. Avaliar a solubilidade da hipericina na solucdo receptora constituida de
tampado fosfato (pH 5) com 3 % de Tween 80, e o perfil de liberacdo in vitro da
hipericina livre e do carreador lipidico nanoestruturado com hipericina encapsulada
disperso em hidrogel;

o Realizar o ensaio de permeacgdo e de retencdo in vitro da hipericina livre
e do carreador lipidico nanoestruturado com hipericina encapsulada disperso em
hidrogel utilizando mucosas vaginais suinas;

. Determinar a concentracao inibitéria minima e a concentracdo fungicida
minima da hipericina livre e do carreador lipidico nanoestruturado com hipericina

encapsulada disperso ou ndo em hidrogel, frente a C. albicans ATCC 10231;

P .
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° Medir indiretamente a producdo de oxigénio singleto aplicando a terapia
fotodinamica na solug@o de hipericina livre e nos carreadores lipidicos nanoestruturados
com e sem hipericina encapsulada dispersos ou ndo em hidrogéis;

. Avaliar a eficdcia da terapia fotodindmica a solu¢@o de hipericina livre e
aos carreadores lipidicos nanoestruturados com e sem hipericina encapsulada dispersos
ou ndo em hidrogéis, frente a culturas planctonicas e biofilmes de C. albicans ATCC
90028;

. Realizar o ensaio antifiingico in vivo associado ou ndo a terapia
fotodinamica (linhagem de camundongo C57BL/6) na solucao de hipericina livre e nos

carreadores lipidicos nanoestruturados com e sem hipericina encapsulada dispersos ou

nao em hidrogéis, contra biofilmes de C. albicans ATCC 10231.

P .
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Principais reagentes e matérias-primas

. Agua ultrapura (Milli-Q® Merck Millipore);

o Acetonitrila grau CLAE (J.T. Baker®);

. Acetato de amonio P.A (Dindmica);

° Acido 3-[N-morfino] propanossulfonico (Sigma Aldrich®);

. Anfotericina B (Sigma Aldrich®);

o Agar sabouraud dextrose (Sigma Aldrich®);

. Agar sabouraud dextrose +cloranfenicol (Difco®);

. Base de nitrogénio para levedura suplementado com D-(+)-glicose
(Sigma Aldrich®);

. Corante May-Griinwald giemsa (Merck);

o Dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich®);

o Estearato de polioxietileno 40 (Sigma Aldrich®);
o Fluconazol (Sigma-Aldrich®);

o Fosfato de sédio dibasico (Synth®)

. Fosfato de potdssio monobdsico (Synth®);

. Hipericina (Hypericin, pureza 98,7% - Hangzhou APIChem Technology

Co);

o Metanol grau CLAE (J.T. Baker®);

. Membrana de polissulfona 0,45 um (Tuffryn® Polysulfone Membrane);

. Meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®);

° Oleo de ricino hidrogenado, etoxilado (Eumulgin HRE® 40,
PharmaSpecial);

U Poloxamer 407 (Pluronic® F-127, Sigma Aldrich®);

° Quitosana de baixo peso molecular (Sigma Aldrich®);
. Rosa bengala (Sigma-Aldrich®);

. Solucdo de resazurina (Sigma Aldrich®);

. Sensor de oxigénio singleto (Singlet Oxygen Sensor Green, Invitrogen®);
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Triglicérides do acido cédprico/caprilico (Via Farma);

Tween™ 80 (Synth®)

4.1.2 Principais equipamentos

Instruments®);

Agitador magnético com aquecimento, modelo 752 (Fisatom);
Analisador de textura, modelo TA-XTplus (Stable Micro Systems®) ;
Balanga semi-analitica, modelo AW220 (Shimadzu);

Banho ultra-sonico, Ultrassonic Cleaner (Unique);

Calorimetro  exploratério diferencial, modelo DSC Q100 (TA

Cromatdgrafo liquido de alta eficiénciacom detector UV-Vis

(PerKinElmer®);

Coluna C18 (Luna® Phenomenex);

Célula de difusdao modificada de Franz, modelo Microette-Plus (Hanson

Research Corporati0n®);

¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢

Centrifuga Sorvall®, modelo TC6 (Sorvall);

Estufa microbiolégica (Fanem®);

Espectrofotdmetro Cytation 3 (Biotek®);

Espectrofotdmetro modelo Cary Eclipse (Agilent Technologies®);
Homogeneizador (Phoenix® AP22);

Incubadora Function Line CO> (Heraeus®);

LED LDO1 (LED Fenix™);

Microcentrifuga, modelo Spectrafuge™ 16M (Labnet®);
Microscoépio eletronico de transmissdo, modelo JEOL JEM-100 CXII;
Microscoépio eletronico de varredura, modeloJSM-7500F (JEOL);
Microplaca de 96 pocos (Kasvi®);

Microplaca de 96 pogos (Sarstedt);

NanoSight NS300 (Malvern Instruments);

Redmetro, modelo AR2000 (TA Instruments®);

Sonicador, modelo Q700 (Qsonica);

Ultra-Turrax, modelo T25 (Ika®);

ZetaSizer Nano-ZS (Malvern Instruments)
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4.2 Métodos

4.2.1 Sintese da HIP

A HIP foi sintetizada e fornecida pelo grupo de pesquisa do Prof. Anderson

Orzari Ribeiro, da Universidade Federal do ABC (AIGNER; FALK, 2008).

4.2.2 Desenvolvimento dos CLN com e sem HIP encapsulada

A metodologia de obtencdo e os parametros experimentais dos CLN foram
delineados no mestrado da candidata (SATO et al., 2017). Concentragdes fixas da fase
lipidica composta do lipidio sélido, estearato de polioxietileno 40 (EP, 2,07%) e dos
lipidios liquidos, triglicérides do acido cdprico/caprilico (TGACC, 2,05%) e 6leo de
ricino hidrogenado, etoxilado 40 (OE, 0,88%), foram pesados em uma balanca semi-
analitica (modelo AW?220, Shimadzu) em béqueres separados do componente da fase
aquosa, poloxamer 407 (P407, 3,50%) e 4gua ultrapura.

A fase aquosa foi aquecida em aproximadamente 70°C e vertida sob constante
agitacdo na fase lipidica aquecida a 5°C-10°C acima do ponto de fusdo dos lipidios
(agitador magnético com aquecimento, modelo 752, Fisatom), dando origem a pré-
emulsdo. Durante todo o processo de sonicagdo (Sonicator Qsonica, modelo Q700), as
formulacdes foram mantidas em banho de gelo, de forma a ocasionar a cristalizagao
lipidica e consequentemente, originar os CLN.

Em seguida foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10min (microcentrifuga,
modelo Spectrafuge™ 16M, Labnet®), acondicionadas em frascos Ambares e mantidas
em geladeira (4°C+2°C), para eliminar possiveis residuos de titdnio desprendido da
haste do sonicador, e visualizar presenca ou auséncia de separacdo de fase (RIGON et
al., 2016).

Seguindo tal metodologia de obtencdo, os CLN sem HIP encapsulada foram
desenvolvidos em diferentes amplitudes e tempos de sonicagdo como 8, 15, 20, 25,30 e
35% durante 5, 10, 15 e 20 min., respectivamente, utilizando uma probe /16 de

diametro, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Nomenclatura dos CLN sem HIP encapsulada submetidos a diferentes amplitudes (%) e tempos
de sonica¢do (minutos).

Grupo de Sigla do CLN Amplitude do Smin 10min 15 min 20 min
sistema sonicador (%)

Fl1 F1.20 8 X
F2.5 15 X

F2 F2.10 15 X
F2.15 15 X
F2.20 15 X
F3.5 20 X

F3 F3.10 20 X
F3.15 20 X
F3.20 20 X
F4.5 25 X

F4 F4.10 25 X
F4.15 25 X
F4.20 25 X
F5.5 30 X

F5 F5.10 30 X
F5.15 30 X
F5.20 30 X

Fo6 F6.5 35 X
F6.10 35 X

Na seqiiéncia os CLN foram avaliados quanto a estabilidade fisica através da
técnica de espalhamento de luz dindmico e posteriormente, F6.5 foi selecionada para a
incorporacdo da HIP. Esta foi incorporada na fase lipidica do CLN durante a etapa de
pré-emulsdo (LIMA et al., 2013), seguindo a mesma metodologia de obtencdo dos
CLN. Trés diferentes concentragdes de HIP foram testadas, sendo 0,05%, 0,25% e 0,5%

(m/v), como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Nomenclatura e composicio dos CLN com trés diferentes concentra¢des de HIP encapsulada.

Concentracao de componente (%, m/v)

Sigla do CLN EP*  TGACC* OE* P407* HIP* Agua
ultrapura

F6.5_0,05 2,07 2,05 0,88 3,50 0,05 gsp*

F6.5_0,25 2,07 2,05 0,88 3,50 0,25 gsp*

F6.5_0,5 2,07 2,05 0,88 3,50 0,50 gsp*

Abreviacao: EP, estearato de polioxietileno 40; TGACC, triglicérides do acido caprico/caprilico; OE,
6leo de ricino hidrogenado, etoxilado 40; P407, poloxamer 407; HIP, hipericina; gsp, quantidade
suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulagao.
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Os CLN sem HIP encapsulada e previamente selecionados foram representados
pelo prefixo F6.5, acrescidos dos sufixos _0,05, _0,25 e _0,5, que correspondem as
concentracdes de HIP encapsulada no CLN, sendo 0,05%,0,25% e 0,50% (m/v),

respectivamente.

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica dos CLN com e sem HIP encapsulada

4.2.3.1 Andlise de espalhamento de luz dindmico

A técnica espalhamento de luz dindmico (Dynamic light scattering — DLS -
ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments), foi realizada para determinar o didmetro
hidrodinamico médio (nm) e o indice de polidispersidade (Ipd) dos CLN com e sem
HIP encapsulada (Tabelas 1 e 2, Secao 4.2.2). Os CLN foram analisados em triplicata a
25°C, diluidos em dgua ultrapura (1:100), mantidos em frascos fechados. A estabilidade
dos sistemas foi analisada nos dias 1, 2, 7, 15 e 30 de armazenamento. O potencial zeta
(PZ) das particulas foi analisado utilizando o mesmo equipamento e parametros acima.
Durante o periodo da andlise, os CLN com e sem HIP encapsulada (Tabelas 1 e 2)
foram acondicionados em frascos ambares e mantidos em geladeira (4°C£2°C). Os
resultados de diametro hidrodindmico médio, Ipd e de PZ foram dados como médias e

desvios padrao de triplicatas.

4.2.3.2 Andlise de rastreamento das nanoparticulas

A técnica de rastreamento das nanoparticulas (Nanoparticle tracking analysis —
NTA-NanoSight NS300, Malvern Instruments) analisou o tamanho e a concentracdo de
particulas dispersas em um volume conhecido, em tempo real. Para isto, a formulagdo
F6.5 foi diluida em 4gua ultrapura (1:2000) e analisada no dia 2 de armazenamento a
25°C. Com auxilio de uma seringa de 1 mL a amostra foi introduzida na bomba de
amostra (taxa de infusdo de 80s) e visualizada na camara (tipo sCMOS) a um laser
verde a 532 nm. O resultado foi apresentado como média de tamanho e de moda (nm),

média de concentragdo de particulas por mL e desvio padrao
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4.2.3.3 Microscopia eletronica de transmissdo

As andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas
na Faculdade de Medicina—USP, de Ribeirao Preto, utilizando o microscépio eletronico
de transmissdo modelo JEOL JEM-100CXII.

Uma pequena aliquota do CLN selecionado F6.5 e dos CLN com HIP
encapsulada (Tabela 2, Secdo 4.2.2) foi colocada em uma grade de niquel e o excesso
removido por um papel filtro. A contratacdo negativa foi realizada colocando 1 gota de
solucdo de acetato de uranila a 1% (m/v) sobre cada amostra. Apés 10min, o excesso de
liquido foi novamente removido e a amostra seca a temperatura ambiente; segundo Eloy
et al. (2016) adaptado. As fotomicrografias foram analisadas no microscopio a uma

voltagem de 50 e 100 kV.

4.2.3.4 Eficiéncia de encapsulacdo da HIP

A %EE foi realizada pelo método de filtragdo conforme Fachinetti et al. (2018)
adaptada, empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) como descrito
na Secdo 4.2.6. Para a avaliacdo da concentracdo experimental total de HIP foi
adicionado metanol (1:19) a 100 uL do sistema F6.5_0,05. O sistema foi submetido a
ultrassom por Smin (Ultrassonic Cleaner, Unique) e filtrado utilizando uma membrana
PVDF 0,22 pm. A HIP livre soldvel foi quantificada por meio da centrifugacdo da
formulacdo em ultrafiltros Amicon (50.000 Da), a 10.000 rpm por 10min. A %EE foi

calculada conforme a Equacao 1:

% EE = HIP (total) — HIP (livre soluvel) x 100 Equagao 1

HIP (total)

4.2.4 Desenvolvimento dos HG de geleificacao in situ acrescidos de CLN

com e sem HIP

A dispersdo de quitosana (QS) foi preparada a 1% (m/m) em solucio de acido
acético a 0,5% (v/v), mantida em agitacdo mecanica de 5.000 rpm por 24h e pH 5. Em
seguida, 16% (m/m) de P407 foram acrescidos na solu¢do de QS em banho de gelo,
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permanecendo sob agitacdo mecanica de 150 rpm (agitador magnético, modelo 752,
Fisatom) até sua completa dissolu¢do, conforme Gratieri et al. (2010) adaptado. Os HG
prontos foram armazenados em tubos Falcon® e condicionados em geladeira (4°C+2°C).

Ap6s a obtengdo dos CLN com e sem HIP encapsulada, estes foram dispersos
em HG sob agitagao magnética a temperatura ambiente até a completa homogeneizagao
das misturas, e acondicionados em frascos dmbares sob refrigeracdo (4°C£2°C).

O CLN sem HIP encapsulada (F6.5) disperso em HG foi nomeado CLN-HG e os
HG acrescidos de CLN contendo HIP nas diferentes propor¢des (%, m/v), foram
denominados de CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e
CLN_HIP-HGS, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Nomenclatura dos HG acrescidos de CLN com HIP, em diferentes propor¢des de mistura (%,
m/v).

Sigla do CLN com HIP Proporcao de sistema (%, m/v)
encapsulado disperso em HG F6.5 0,05 HG
CLN_HIP-HG1 50 50
CLN_HIP-HG2 40 60
CLN_HIP-HG3 30 70
CLN_HIP-HG4 20 80
CLN_HIP-HGS5 10 90

4.2.5 Caracterizacao fisico-quimica dos HG de geleificacao in situ acrescidos

de CLN com e sem HIP

4.2.5.1 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo

As andlises de microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-
FEG, modelo JSM-7500F, JEOL) foram realizadas no Departamento de Fisico-Quimica
do Instituto de Quimica — UNESP, de Araraquara em colaboracdo com o Prof. Dr.
Marcelo Orlandi.

Os HG acrescidos de CLN com e sem HIP (Tabela 3, Secdo 4.2.4) foram
previamente liofilizados por 48h. Apds esta etapa, as amostras foram dispostas sobre
um suporte metélico que foi revestido com o material condutor, carbono. Os valores de

rugosidade média foram analisados pelo software Scaning WSxM 5.0.
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4.2.5.2 Andlises reologicas continuas e oscilatorias

As reologias continuas e oscilatérias (Redmetro TA Instruments®, modelo
AR2000) foram realizadas no Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de
Quimica—UNESP, de Araraquara em colaboracio com os professores Dr. Celso

Valentim Santilli e Dra. Sandra Pulcinelli.

4.2.5.2.1 Reologia continua

As andlises reoldgicas continuas dos HG acrescidos de CLN com e sem HIP
(Tabela 3, Secdo 4.2.4) foram realizadas empregando a geometria cone/placa com 40
mm de didmetro e gap de 52 um. Uma aliquota de cada sistema foi cuidadosamente
colocada na placa inferior do redmetro, aguardando 30s de repouso. A taxa de
cisalhamento utilizada foi de 0 a 100s™! para a curva ascendente e de 100 a Os! para a
curva descendente, durante 120s cada a temperatura de 37°C. A andlise foi realizada em

triplicata. Os indices de consisténcia e de fluxo foram determinados pela Equacao 2:

T=k(y)m Equagao 2
onde “7” é a forca de cisalhamento, “y” € a taxa de cisalhamento, “k” € o indice de

consisténcia e “n” € o indice de fluxo (CALIXTO et al., 2015).

4.2.5.2.2 Reologia oscilatéria

As andlises reoldgicas oscilatérias dos HG acrescidos de CLN com e sem HIP
(Tabela 3, Se¢ao 4.2.4) foram realizadas no mesmo equipamento utilizando geometria e
temperatura das andlises reoldgicas continuas, segundo Calixto et al. (2015) adaptado.
Realizou-se uma varredura de tensdo para determinacdo da regido viscoeldstica das
formulacdes e em seguida, o teste de varredura de freqiiéncia para determinagdo do
moddulo elastico (G”) e médulo viscoso (G"). Este ultimo seguiu uma faixa de freqiiéncia
de 0 a 10 Hz, a tensdo de 1 Pa a temperatura de 37°C. A andlise foi realizada em

triplicata.



44

4.2.5.3 Ensaio de mucoadesdo in vitro

A mucoadesdao dos HG acrescidos ou nao de CLN com HIP (HG, CLN_HIP-
HG1 e CLN_HIP-HG2, respectivamente) foi verificada empregando o analisador de
textura, modelo TA-XTplus (Stable Micro Systems®). As mucosas vaginais bovinas
foram aderidas com fita adesiva na extremidade inferior da sonda cilindrica de 10 mm
de didmetro. Para simular o ambiente vaginal, as mucosas vaginais utilizadas foram
imersas no muco vaginal artificial preparado conforme adaptagdes metodoldgicas
(OWEN; KATZ, 1999; VERMANI et al., 2002).

O HG e os sistemas CLN_HIP-HG1 e CLN_HIP-HG?2 foram acondicionados em
tubos falcon®, colocados dentro de um béquer d“dgua e monitorado a 37°C+0,5°C. A
sonda cilindrica foi abaixada a uma velocidade de 1 mm/s até que a mucosa vaginal
entrasse em contato com a superficie das amostras. Instantaneamente, uma forca para
baixo de 0,05 N foi aplicada por 60s para assegurar o contato intimo entre a amostra e a
mucosa vaginal. Durante toda a andlise a temperatura foi monitorada a 37°C+0,5°C.
Apobs esse tempo a sonda cilindrica subiu a uma velocidade de 1 mm/s até ocorrer o
destacamento da mucosa vaginal sobre a amostra. As curvas de trabalho mucoadesivo
(N.sec) e de forca de mucoadesdo (N) versus o tempo foram calculadas. Os resultados

foram apresentados através dos valores médios e desvios padrdo de seis replicatas.

4.2.5.4 Determinacdo de seringabilidade

A seringabilidade do HG e dos sistemas CLN_HIP-HG1 e CLN_HIP-HG?2 foi
realizada pelo analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems®), conforme a
metodologia adaptada de Ferreira et al. (2017).

Um volume de 3 mL das amostras (CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-HG2, CLN-HG)
foi colocado em uma seringa pléstica de 3 mL a uma altura de 3 mm, para evitar ao
maximo a presenca de bolhas. O émbolo da seringa foi movimentado em moddulo de
compressdo a uma velocidade constante de 2 mm.s! percorrendo uma distancia de 40
mm. O trabalho necessario para o sistema percorrer 40 mm pela seringa foi determinado
pela drea do gréfico de forca versus distancia registrada para a compressao do émbolo.
Todas as amostras foram analisadas a 25°C£0,5°C e os resultados foram apresentados

através dos valores médios e desvios padrdo de seis replicatas.
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4.2.5.5 Andlise de calorimetria exploratoria diferencial

As andlises de calorimetria exploratéria diferencial (Differential scanning
calorimetry — DSC, modelo DSC Q100, TA Instruments®) foram realizadas no
Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica — UNESP, de Araraquara em
colaboracdo com os professores, Dr. Celso Valentim Santilli e Dra. Sandra Pulcinelli.

Os CLN com e sem HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG foram liofilizados
por 48h. Uma quantidade de 5 mg de cada amostra foi colocada em um cadinho de
aluminio selado e no calorimetro em um intervalo de temperatura de -40°C a 350°C com

taxa de aquecimento de 10 °C/min. e atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.

4.2.6 Validacao da metodologia analitica para quantificacio de HIP por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

As andlises cromatogréficas foram realizadas no Laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, de Araraquara em colabora¢do com os
professores Dra. Natdlia Valadares de Moraes e Dr. André Gonzaga dos Santos.

Duas metodologias analiticas foram realizadas para a quantificacdo da HIP por
CLAE, as quais se diferenciaram pela auséncia e presenca de tensoativo, sendo este
ultimo utilizado para amostras provenientes dos ensaios de solubilidade (Secao 4.2.7.1),
de liberagao (Secao 4.2.7.2), permeagao e retengao in vitro (Se¢ao 4.2.7.3).

No método I as amostras foram constituidas de solu¢do estoque de HIP diluidas
em metanol, segundo Kamal et al. (2012). No método I, as amostras foram diluidas em
tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80, segundo adaptacdo do estudo de Gupta et
al. (2011). Ambos as andlises utilizaram o equipamento PerKin Elmer com detector

UV-Vis, seguindo as condi¢des cromatogréficas da Tabela 4.

Tabela 4. Parametros empregados na metodologia analitica.

Parametro
Fase estaciondria Coluna HPLC Luna®Phenomenex C18(250
mm x 4.6mm, Spum)
Fase mével Acetonitrila:metanol:tampao acetato de
amonio 10 mM (pH 5,05), (54:36:10%, v/v/v)
Fluxo 1 mL/min.
A de detecgdo 590 nm
Volume de injecao 20 uL
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De acordo com as especificacdes da RDC N° 166, 24/07/2017 da ANVISA
(BRASIL, 2017) e as diretrizes do guia Harmonised Tripartite Guideline (ICH, 2005)
foram determinados: conformidade do sistema cromatografico, linearidade, precisio,
exatidao/recuperagdo, especificidade/seletividade, limite de deteccdo e limite de

quantificacdo e robustez.

4.2.6.1 Conformidade do sistema cromatogrdfico

Para que os resultados fossem aceitdaveis e confidveis, foi realizada a andlise de 3
injecdes da solugdo estoque de HIP a 160 pg.mL™' preparada conforme o método I
(Secao 4.2.6). A partir dos picos cromatograficos de cada inje¢do, foram avaliados os
seguintes parametros: tempos de retengdo, fator de retengdo, assimetria do pico, fator de

cauda e nimero de pratos tedricos.

4.2.6.2 Linearidade

Foram construidas 3 curvas analiticas tragando a area dos picos em fung¢do da
concentracdo. Para o método I, a solucdo estoque de HIP em metanol foi preparada a
160 ug.mL! e a partir desta foram feitas 7 concentracdes, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 160
ug.mL!. A curva utilizando o método II foi construida a partir da solucdo estoque de
HIP a 160 pg.mL'em meio tampdo fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80, preparadas 8
concentracdes, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 160 ug.mL'l. Para cada concentragdo,
foram realizadas 3 injecdes previamente filtradas em membrana PVDF 0,22 um. As

estatisticas foram calculadas pela andlise de variancia (ANOVA).

4.2.6.3 Precisdo

As andlises de precisdo intracorida/repetibilidade e de intercorrida/intermedidria
foram realizadas nas concentracdes 20, 60 e 120 pg.mL"!, a partir da solucdo estoque de
HIP em metanol (método I) e em tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80 (método
I). As amostras foram previamente filtradas em membrana PVDF 0,22 pm. Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados determinados em percentual de desvio

padrao relativo (%D.P.R).
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4.2.6.4 Exatiddo/Recuperacdo

Para os métodos, I e II, as andlises de exatidao/recuperagcdo foram realizadas por
adicdo de padrdo ao placebo (solugdo de HIP a 160 pug.mL! + F6.5), utilizando as
concentracdes 20, 60 e 120 ug.mL‘l, em triplicada, filtradas em membrana PVDF 0,22
um. A exatiddo foi obtida pela relacdo entre a concentracio média experimental e a

tedrica dada por meio da Equacgdo 3. Considerou-se a faixa de trabalho de 80% a 120%.

% Recuperacdo = Concentracao média experimental x 100 Equagao 3

Concentragdo tedrica

4.2.6.5 Especificidade/Seletividade

Visando garantir a auséncia da interferéncia do pico do placebo no pico da HIP,
bem como dos componentes utilizados nas formulagdes, foram realizadas injecdes dos
sobrenadantes de: HIP I (HIP diluida em metanol), HIP II (HIP diluida em meio tampao
fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80), HIP e CLN_HIP-HGI1 extraidos por metanol no
ensaio de retencdo vaginal e a fase movel (acetonitrila:metanol:tampao acetato de
amonio 10 mM (pH 5,05)). Para verificar a influéncia destes na drea do pico da HIP, as
amostras foram centrifugadas, filtradas em membrana PVDF 0,22 um e analisadas por

CLAE.

4.2.6.6 Limite de detec¢do e limite de quantifica¢do

Limite de detec¢dao (LD) verifica a menor quantidade do analito presente em
uma amostra (podendo ndo ser necessariamente quantificada). O limite de quantificagdo
(LQ) analisa a menor quantidade do analito em uma amostra, conferindo precisdao e
exatidao aceitdveis.

No caso de CLAE, os LD e LQ dos métodos, I e II foram determinados pelas

Equagdes 4 e 5, respectivamente:

LD =DPax3/IC Equacgao 4

LQ=DPax 10/IC Equacao 5
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onde “LD” € o limite de detec¢do, “LQ” € o limite de quantificacdo, “DPa” é o

desvio padrao do intercepto com o eixo do Y, e “IC” € a inclinacdo da curva de

calibracao.

4.2.6.7 Robustez

As alteragdes dos parametros analiticos descritos na Tabela 4 (Secdo 4.2.6)
foram: comprimento de onda de 589 e 591 nm, fluxo da fase mével 0,90 e 0,95
mL/min., concentracdo da fase modvel, acetonitrila:metanol:tampao acetato de amonio
10 mM nas proporgdes 53:37:10 e 55:35:10, e fase mével em pH 5,04 e pH 5,06. Além
disso, realizou-se a estabilidade das solugdes analiticas nos tempos de 24, 48, 72 e 96h.
As diferentes condi¢des citadas foram realizadas apenas para o método I na
concentragdo de 60 pg.mL'. Cada amostra foi filtrada em membrana PVDF 0,22 pm,

em triplicata. A faixa de trabalho considerada foi entre 80%-120%.

4.2.7 Avaliacao do perfil de liberaciao in vitro de HIP

4.2.7.1 Estudo de solubilidade da HIP

Para garantir a condi¢@o sink nos ensaios de libera¢do, permeacdo e retengao in
vitro, primeiramente, foi necessdrio testar a solubilidade da HIP na soluc@o receptora
constituida de meio tampao fosfato (pH 5) com 3 % de Tween 80. Um excesso de HIP
foi adicionada ao meio até observar precipitacdo, em que ficou sob agitacdo mecanica a
50 rpm por 24h (homogeneizador, Phoenix® AP22), protegida de luz. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30min, coletando-se o
sobrenadante e filtrando-o em membrana polietérsulfona (PES 0,2 um). O sobrenadante
foi diluido, analisado por CLAE seguindo as condi¢des cromatograficas validadas

(Tabela 4, Secao 4.2.6) e quantificado a partir da equacdo da reta do método II.
4.2.7.2 Perfil de liberagdo in vitro de HIP
Atendendo as condi¢des sink determinadas pelo estudo de solubilidade, o ensaio

de liberacdo foi realizado utilizando células de difusdo modificadas de Franz

(Microette-Plus, Hanson Research Corporation®) com drea de exposi¢io de 1,77 cm? e
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volume de 7 mL no compartimento receptor. Entre os compartimentos, doador e
receptor da célula de Franz foram colocadas membranas sintéticas de polissulfona poro
0,45 um (Tuffryn® Polysulfone Membrane), hidratadas por aproximadamente 16h na
solugdo receptora composta de tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80.

Um volume de 3000 pL de HIP (500 pg.mL™") solubilizada na solucdo receptora
e do sistema CNL_HIP-HGI1 foi adicionado nos copos dosadores dispostos sobre as
membranas sintéticas. Os compartimentos receptores foram preenchidos com a solucao
receptora constituida de tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80. Durante a andlise,
a solucdo receptora permaneceu em agitacdo por meio de placa magnética agitadora e
em banho circulante a 300 rpm, 37°C+0,5°C (ARAIjJ Oetal., 2019).

Para avaliar a cinética de liberacdo 1,5 mL de cada amostra foi coletado nos
intervalos de 5, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 e 720min, filtrada em membrana PES 0,2
um e determinada por CLAE utilizando a curva analitica validada (Secdo 4.2.6). A
partir dos dados de liberacdo, a cinética de liberacdo in vitro foi avaliada aplicando os
diferentes modelos matematicos: Weibull; Baker & Lonsdale, Korsmeyer-Peppas,
Hixon & Crowell, Higuchi e Primeira ordem, os quais foram empregados pelo software

Sigma Plot (versao 10.0).

4.2.7.3 Ensaio de permeagdo e de reten¢do in vitro da HIP

O ensaio de permeacgao seguiu as mesmas condi¢cdes experimentais utilizados no
ensaio de liberacdo (Secdo 4.2.7.2), contudo, foram utilizadas mucosas vaginais suinas
como membranas. As mucosas vaginais foram adicionadas na célula de Franz e
posteriormente, as amostras, 3000 pL de HIP (500 pg.mL™!) na solucdo receptora e o
sistema CNL_HIP-HG1 foram adicionados no compartimento doador. Enquanto, os
compartimentos receptores da célula de Franz foram preenchidos com a solugdo
receptora constituida de meio tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80.

As condigdes de agitacao, temperatura e intervalos de coletadas foram mantidas
conforme o ensaio de liberacdo (Secdo 4.2.7.2). As amostras foram filtradas utilizando
membrana PES 0,2 um e armazenadas a -20°C. Os experimentos foram realizados em
sextuplicata e a quantificagdo foi realizada por CLAE utilizando a curva analitica
validada (Sec¢do 4.2.6).

Ao final do ensaio de permeagdo in vitro, as mucosas (dreas expostas as

amostras) foram levemente limpas com gaze embebida em 4gua destilada para remover
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o excesso de amostra, picotadas com o auxilio de uma tesoura e seus fragmentos
colocados em tubo falcon® contendo 4 mL de metanol, este foi levado ao Ultra-Turrax
(Ultra-Turrax, modelo T25, 1ka®) por 2min. Posteriormente, foram centrifugados a
3.000 rpm por 10min (Centrifuga Sorvall®). O sobrenadante foi filtrado utilizando
membrana PES 0,45 um, as amostras armazenadas a -20°C, e quantificados por CLAE

utilizando a curva analitica do método validado (Secdo 4.2.6).

4.2.8 Ensaios antifiingicos in vitro

Os ensaios antiftingicos in vitro foram realizados em parceria com a Profa. Dra.
Tais Maria Bauab do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas—UNESP, de Araraquara.

4.2.8.1 Concentragdo inibitoria minima e da concentra¢do fungicida minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada empregando a técnica
de microdilui¢do, conforme o documento M27-A3 da CLSI (2008), com adaptacdes.
Primeiramente, 100 pL do meio RPMI 1640 (pH 7, Sigma-Aldrich®) associado ao
tampdo MOP’s (4cido 3-[N-morfolino] propanossulfonico; Sigma-Aldrich®) foram
adicionados a microplaca de 96 pogos. Em seguida 100 pL da solu¢cdo de HIP (a partir
de 800 pg.mL™!) solubilizada em dimetilsulféxido 20% (DMSO, Sigma-Aldrich®) e dos
sistemas F6.5_0,05 e CLN_HIP-HG]1 (a partir de 800 pg.mL™') foram adicionadas e as
diluicdes seriada realizadas. Em seguida, 100 pL das suspensdes de C. albicans ATCC
10231 foram distribuidas na microplaca de 96 pogos. Os grupos foram compostos de
controle positivo (anfotericina B e fluconazol), controle de esterilidade (meio de
cultura), controle negativo (DMSO 20% em meio de cultura), HIP, F6.5, F6.5_0,05,
CLN_HIP-HGI, para as cepas de C. albicans. A microplaca foi incubada a 37°C+0,5°C
por 48h e os ensaios realizados em triplicata.

Ap6s o periodo de incubagdo das amostras, determinou-se a concentracao
fungicida minima (CFM), segundo adaptacdes de Aratdjo ef al. (2013). A mistura de
cada pogo foi repicada em Agar sabouraud dextrose (em inglés, Sabouraud Dextrose
Agar, Sigma Aldrich® - ASD), utilizando palitos de madeira estéreis e entdo, incubados
a 37°C+0,5°C por 48h. Apds este periodo, observou-se se houve crescimento ou

auséncia das cepas de C. albicans ATCC 10231.
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4.2.8.2 Leitura com revelador

Depois do periodo de incubagdo das amostras de CIM a 37°C+0,5°C por 48h e
da realizac@o do ensaio de CFM (Sec¢ao 4.2.8.1), 30 uLL do revelador resazurina (Sigma
Aldrich®) foram adicionados em cada poco das microplacas e incubados a 37°C+0,5°C
por 4h. O mecanismo deste revelador ocorre por redu¢ido da resazurina de coloracdo
azul para resorufina de cor rosa, os quais representam auséncia e presenca de
crescimento de microrganismo, respectivamente. A quantificacdo foi determinada
utilizando leitura espectrofotométrica em leitor de microplacas Cytation 3 (Biotek®;

filtros: 530nm de excitacdo e 595 nm de emissao).

4.2.9 Ensaios biologicos in vitro associados a terapia fotodinamica

Os ensaios bioldgicos in vitro associados a TFD frente a culturas planctonicas
associados ou ndo a TFD foram realizados na Ulster University (Coleraine, Irlanda do
Norte) durante o BEPE da candidata perante a orientagao dos professores John Callan e

Anthony McHale.

4.2.9.1 Cepa de C. albicans

Para isto foram utilizadas cepas de C. albicans ATCC 90028, conforme a
metodologia adaptada de Alves et al. (2018). A C. albicans foi mantida em base de
nitrogénio para levedura (em inglés, Yeast Nitrogen Base - YNB, Sigma Aldrich®)
suplementado com 100 mM de D-(+)-glicose (Sigma Aldrich®). Para o crescimento das
coldnias, a cepa foi subcultivada em placas contendo ASD e incubada a 37°C por 48h

(Functionline CO; incubator, Heraeus®).

4.2.9.2 Eficdcia da terapia fotodindmica contra culturas planctonicas

Nos ensaios bioldgicos in vitro analisados no escuro e associados a TFD, a
solugc@o de HIP foi solubilizada em DMSO 20% (gsp PBS) e de Rosa Bengala (RB) em
PBS. Os grupos experimentais foram denominados: controles negativos (YNB, PBS e

DMSO 20%), FS (HIP), sistemas sem HIP (F6.5, HG e CLN-HG), sistemas com HIP
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(F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI1) e controles positivos (RB_2,5 ¢ RB_5), como mostra
Tabela 5.

Tabela 5. Especificagdes dos grupos experimentais e respectivos tratamentos do ensaio bioldgico in vitro
realizado no escuro e associado a TFD, frente as culturas planctdnicas de C. albicans ATCC 90028.

Condicao experimental: Escuro e TFD

Especificacao do grupo Tratamento

Controles negativos YNB e Solugdo de PBS

Controle do solvente Solucdo de DMSO (20%)
Controle do CLN F6.5
Controle do HG HG

Controle do CLN disperso em HG CLN-HG
Tratamento 1: Solugdo de HIP HIP (a partir de 1000 pg.mL™")
Tratamento 2: CLN com HIP encapsulada F6.5_0,05 (a partir de 1000 pg.mL™")
Tratamento 3: CLN com HIP encapsulada disperso  CLN_HIP-HGI (a partir de 1000 pg.mL")
em HG
Controles positivos: Solugdo de RB RB_2,5 (a partir de 5 uM)

RB_5 (a partir de 10 uM)

Os FS empregados, HIP e RB apresentam absorbancia mdaxima em
comprimentos de onda de 590 nm e 560 nm, respectivamente. A RB € uma substancia
FS derivada da fluoresceina, a qual foi utilizada como controle positivo em virtude de
sua baixa toxicidade (UMEMURA et al., 1999) e acdo antifingica contra C. albicans
elucidada (COSTA et al., 2012; FREIRE et al., 2014; ALVES et al., 2018).

Para a condicao no escuro, 100 pLL do inéculo de levedura foi adicionado a cada
poco da microplaca de 96 pocos estéril (Sarstedt) com 100 pL de cada grupo (Tabela 5)
e submetidos ao escuro por 30min. Para determinar a sobrevivéncia da levedura, as
aliquotas de cada poco foram diluidas em série em PBS. Triplicatas de 10 pL. foram
espalhadas sobre as superficies das placas contendo ASD, e incubadas aerobiamente a
37°C por 24h. O nimero de unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL) foi
transformado em logio.

Para TFD mediada pelos grupos acima (Tabela 5), 100 pL. do in6culo de
levedura foi adicionado a cada poco de microplaca com 100 pL de cada solug¢do. Depois

de incubadas no escuro por 30min, as amostras foram irradiadas com luz LED (Fenix™,
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LDO1, 113 J.cm™), por 5Smin. Para determinar a sobrevivéncia da levedura, as aliquotas

de cada pogo foram diluidas em série em PBS seguindo os parametros descritos acima.
Os controles negativos YNB e PBS foram utilizados para comparar os

resultados. Os ensaios bioldgicos in vitro realizados no escuro ¢ a TFD frente as

culturas planctonicas de C. albicans foram realizados em triplicata.

4.2.9.3 Eficdcia da terapia fotodindmica contra biofilmes

Os ensaios bioldgicos in vitro associados a TFD frente a biofilmes de C.
albicans ATCC 90028 foram realizados durante o BEPE da candidata, como informado
na se¢do 4.2.9.2.

Na eficicia da TFD contra biofilmes, as solucdoes de HIP e de RB foram
solubilizadas em DMSO 20% (qsp PBS) e em PBS, respectivamente. Segundo a Tabela
6, os grupos experimentais foram: controles negativos (YNB, PBS e DMSO 20%), FS
(HIP), sistemas sem HIP (F6.5, HG e CLN-HG), sistemas com HIP (F6.5_0,05 e
CLN_HIP-HG1) e controles positivos (RB_5 e RB_10).

Tabela 6. Especificagdes dos grupos experimentais e respectivos tratamentos do ensaio bioldgico in vitro
realizado no escuro e associado a TFD, contra biofilmes de C. albicans ATCC 90028.

Condicao experimental: Escuro e TFD

Especificacao do grupo

Tratamento

Controles negativos

Controle do solvente
Controle do CLN
Controle do HG
Controle do CLN disperso em HG
Tratamento 1: Solugdo de HIP

Tratamento 2: CLN com HIP encapsulada

Tratamento 3: CLN com HIP encapsulada
disperso em HG

Controles positivos: Solu¢do de RB

YNB e Solugdo PBS
Solug¢do de DMSO (20%)
F6.5
HG
CLN-HG
HIP (a partir de 1000 pg.mL™)
F6.5_0,05 (a partir de 1000 pg.mL™")

CLN_HIP-HGI (a partir de 1000 pg.mL")

RB_5 (a partir de 10 uM)
RB_10 (a partir de 20 uM)

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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Para a fase de adesdao do biofilme uma aliquota de 100 pL. do indculo de
levedura foi adicionada aos pocos da microplaca de 96 pogos estéril (Sarstedt), e
incubada a 37°C por 2h. Apds este tempo, os pocos foram lavados 2 vezes com PBS
para remover as células ndo aderidas. Entdo, 200 uLL de YNB foram adicionados em
cada poco e a placa foi incubada a 37°C por 48h, para a formagao do biofilme de C.
albicans. Em seguida, a suspensdo de cada pogo foi removida e o biofilme foi lavado 2
vezes com PBS (RODERO et al., 2018).

Na sequéncia foram adicionados 100 puL de cada grupo (Tabela 6) e submetidos
ao escuro por 30min. O biofilme foi destacado esfregando a ponta da pipeta no fundo de
cada poco em direcdes, circular, vertical e horizontal por 30s (ALVES et al., 2018).
Para determinar a sobrevivéncia nos biofilmes e calcular o nimero de UFC/mL
transformado em logio, seguiram-se as metodologias utilizadas no ensaio de culturas
planctonicas (Se¢do 4.2.9.2).

Para a TFD, 100 pL de cada grupo testado (Tabela 6) foram adicionados a cada
poco da microplaca de 96 pogos, sendo submetidos ao escuro por 30min, e irradiados
com luz LED (Fenix ™, LDO1, 113 J.cm™), por Smin. Apds o tratamento, o biofilme foi
destacado esfregando a ponta da pipeta no fundo de cada poco nas mesmas direcoes
acima por 30s. As etapas posteriores foram realizadas seguindo as metodologias de
culturas planctonicas (Se¢do 4.2.9.2). Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os dados dos controles negativos YNB e PBS foram comparados aos resultados

de biofilme de C. albicans.

4.2.10 Producao de oxigénio singleto

Para medir indiretamente a produ¢@o de oxigénio singleto, 200 uL da solucao de
HIP a 500 pg.mL! (solubilizada em DMSO 20%), dos sistemas F6.5_0,05 (500 pg.mL"),
CLN_HIP-HGI1 (500 pg.mL"), F6.5, HG e CLN-HG, foram adicionados a solugdo
padrao de sensor de oxigé€nio singleto (Singlet oxygen sensor green- SOSG,
Invitrogen®) a 2,5 pM em metanol (1800 pL). A solucdo de HIP e os sistemas foram
avaliadas no escuro e por TFD (Fenix ™, LDO1, 113 J .cm?), por 30min. A intensidade
de fluorescéncia do SOSG foi registrada em espectrofotdometro Cary Eclipse (Agilent
Technologies®) a 525 nm em intervalos de Smin. As andlises foram realizadas em

duplicatas, e os aumentos nos percentuais de fluorescéncia do SOSG foram calculados.
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4.2.11 Ensaios antifingicos in vivo associados ou nao a terapia fotodinamica

O ensaio terapéutico experimental de CVV para os camundongos fémeas foi
realizado em parceria com a Profa. Dra. Tais Maria Bauab do Departamento de Ciéncias
Biolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas—UNESP, de Araraquara, perante a
aprovacio da Comissio de FEtica no Uso de Animais desta Universidade

(CEUA/FCFAR) obtido pelo protocolo N° 45/2018 (Anexo 1, Secao 8).

4.2.11.1 Cepa de C. albicans e Linhagem animal

Para o crescimento das coldnias, a cepa foi subcultivada em placas contendo
Agar Sabouraud + cloranfenicol (ASD+clo) (Difco®) e incubada a 37°C por 48h (Estufa
microbiolégica, Fanem®). Os camundongos fémeas de linhagem C57BL/6 estavam
entre 8 a 10 semanas, pesando entre 20-25 g. Sete dias anteriores ao inicio do
experimento, os animais foram ambientados no biotério do departamento Ciéncias
Biolégicas/Microbiologia desta Universidade. Neste periodo e durante todo o ensaio, 0s
animais permaneceram no biotério com temperatura controlada, ventilacdo adequada,
ciclo claro/escuro de 12h, em gaiolas forradas com maravalha esterilizada, com livre

consumo de dgua e de alimento (RODERO et al., 2018).

4.2.11.2 Ensaio terapéutico in vivo de candidiase vulvovaginal

O ensaio terapéutico in vivo de CVV envolveu os grupos controles (G1, G2, G3,
G4, G5, G6, G10) e os grupos de tratamento (G7, G8 e GY), que foram analisados no
escuro, além dos grupos de tratamentos submetidos a TFD (G7L, G8L e G9L), em que a
letra L corresponde a luz. A Tabela 7 descreve os grupos experimentais e as

especificacdes terapéuticas seguidas no ensaio.
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Tabela 7. Grupos experimentais e respectivas especificagdes de tratamentos do ensaio terapéutico de CVV
causado por C. albicans ATCC 1023 1em camundongos fémeas.

Grupo Especificacao Tratamento
experimental
Grupo 1 Controle negativo de infec¢ao Solucgdo de PBS
Grupo 2 Controle positivo de infeccio Infectado (Suspensao de C. albicans)
Grupo 3 Controle do antifingico Creme antifingico*
Grupo 4 Controle do CLN F6.5
Grupo 5 Controle do CLN disperso em HG CLN-HG
Grupo 6 Controle do HG HG
Grupo 7 Tratamento 1: Solucdo de HIP HIP (500 pg.mL")
Solubilizada em DMSO 20%
Grupo 8 Tratamento 2: CLN com HIP encapsulada F6.5_0,05 (500 pg.mL™")
Grupo 9 Tratamento 3: CLN com HIP encapsulada CLN_HIP-HG1 (500 pg.mL")
disperso em HG
Grupo 7L Tratamento 4: Solugdo de HIP associado a HIP/TFD (500 pg.mL")
TFD Solubilizada em DMSO 20%
Grupo 8L Tratamento 5: CLN com HIP encapsulada F6.5_0,05/TFD (500 pg.mL™)

associado a TFD

Grupo 9L Tratamento 6: CLN com HIP encapsulada ~ CLN_HIP-HG1/TFD (500 pg.mL™")
disperso em HG associado a TFD

Grupo 10 Controle do solvente Solucdo de DMSO (20%)

*Creme vaginal comercial a base de benzoilmetronidazol (250 mg./4 g), nistatina (100.000 U.L/4g) e
cloreto de benzalconio (5mg/4g) (ELOFAR®, BR).

O ensaio terapéutico in vivo foi realizado utilizando C. albicans ATCC 10231
conforme a metodologia adaptada de Rodero et al. (2018). A Figura 2 exemplifica o
periodo (dias) que cada etapa foi realizada no ensaio experimental utilizando os

camundongos fémeas.
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Figura 2. Cronograma do modelo de ensaio terapéutico in vivo de CVV utilizando camundongos fémeas
linhagem C5BL/6.

Abreviacao: E, estradiol; I, infec¢do; LV, lavado vaginal.

Fonte: Autora (2020).

Nas primeiras etapas do ensaio (dias -5 e -2), os animais foram induzidos ao
estado de pseudo estro, em que receberam via subcutanea 100 pL de solug¢do de -
estradiol-17-valerato (2 mg.mL) solubilizados no azeite de gergelim. No dia O foi
realizada a infeccdo intravaginal, sendo inoculado nos animais 20 pL. da suspensdo de
C. albicans ATCC 10231 a 2,5x10% células/mL preparada em solucdo tamponada de
PBS (Figura 2).

Dois dias ap6s a administragdo do indculo fungico, foi realizada a etapa de
lavagem vaginal utilizando um total de 280 pL. de solu¢do PBS tamponada estéril, a
qual se repetiu quatro dias apds a infeccao fungica (Figura 2). Em dias alternados a estas
etapas, foram realizados os tratamentos, administrando na vagina 20uL. dos sistemas e
dos controles (Tabela 7), 2 vezes ao dia durante os 8 dias. A Figura 3 demonstra a
imagem de uns dos sistemas. Para manter a fase pseudo-estro, os animais receberam

uma nova dose de estradiol nos dias 2 e 4 apds a infeccao de C. albicans.

\

Figura 3. Sistemas (HG, CLN-HG e F6.5_0,05) administrados no canal vaginal dos camundongos
fémeas.
Fonte: Autora (2020).
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A TFD mediada pelos grupos G7L (HIP/TFD), GSL (F6.5_0,05/TFD) e G9L
(CLN_HIP-HGI1/TFD) seguiu a mesma metodologia experimental dos grupos
analisados no escuro. Apds a administracdo vaginal de 20uL. dos CLN com e sem HIP
encapsulada dispersos ou ndo em HG, os animais foram mantidos no escuro por 30min
e os grupos tratados por TFD posteriormente, foramirradiados pelo LED (Fenix ™,

LDO01, 113 J.cm'2), por Smin.

4.2.11.3 Andlise da eficdcia do tratamento

Apés a obtencdo do fluido vaginal, o material foi subcultivado em placas
contendo ASD+clo e incubadas a 37°C por 48h.Em cada dia da andlise de tratamento,
calculou-se o nimero de UFC transformado em logjo.

Além disto, foram realizadas andlises microscépicas Opticas da morfologia
celular encontrada no fluido vaginal dos camundongos fémeas para verificar presenca
ou auséncia de células leveduriformes livres. As laminas com as células leveduriformes
foram coradas com uma solucdo de May-Griinwald Giemsa (Merck) (1:10) por 7min.
Ap6s este periodo o excesso de Giemsa foi removido por dgua ultrapura e colocado para

secar. As fotomicrografias foram realizadas por microscopia Optica em aumento de 40x.

4.2.12 Analise estatistica

Dados estatisticos referentes as andlises de caracterizagdo fisico-quimica, bem
como aos valores de UFC/mL e de UFC transformados em logjo dos ensaios bioldgicos
in vitro e in vivo, respectivamente, foram analisados por ANOVA one-way e pds-teste
de Turkey. O software utilizado foi GraphPad Prisma (versao 5.01, 2007). Em todos os

ensaios, valores de p<0,05 foram utilizados para indicar significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento dos CLN com e sem HIP encapsulada

A etapa inicial de desenvolvimento do sistema € extremamente importante, posto
que influencie diretamente no diadmetro hidrodindmico médio e no Ipd das
nanoparticulas que estdo diretamente correlacionados a estabilidade fisica do sistema
coloidal.

Os componentes da fase aquosa, poloxamer 407 (P407, Pluronic® F-127), da fase
lipidica sélida, estearato de polioxietileno 40 (EP) e lipidica liquida, triglicérides do dcido
caprico/caprilico (TGACC) e ¢6leo de ricino hidrogenado, etoxilado 40 (OE), foram
escolhidos para a obtencdo dos CLN, por serem seguros, aplicados em formulacdes
cosméticas e farmacéuticas, podendo ser empregados no desenvolvimento de sistemas
de liberagdo controlada de farmacos (ROWE et al., 2009).

Visando manter as caracteristicas fisico-quimicas dos CLN obtidos no mestrado
da candidata, a etapa inicial deste trabalho partiu de adaptacdes de metodologias para
testar as diferentes amplitudes e tempos de sonicacdo (DAS et al., 2012; KULKARNI et
al., 2015; RIGON et al., 2016; SATO et al., 2017). Assim, os grupos de CLN
desenvolvidos foram preparados por 8% (F1) durante 20min de sonicagdo, 15% (F2),
20% (F3), 25% (F4) e 30% (F5) por 5, 10, 15 e 20min, sendo denominados de F1.20;
F2.5, F2.10, F2.15, F2.20; F3.5, F3.10, F3.15, F3.20; F4.5, F4.10, F4.15, F4.20 e F5.5,
F5.10, F5.15, F5.20, respectivamente, e por 35% (F6) a 5 e 10min de sonicac¢do, dando
origem a F6.5 e F6.10, respectivamente (Tabela 1, Secao 4.2.2).

Depois de prontos os CLN sem HIP foram avaliados quanto ao diametro
hidrodinamico médio e Ipd (Figura 4, Secdo 5.2.1), e o PZ (Figura 5, Secdo 5.2.1),
ambos durante os 30 dias de armazenamento. Tais resultados foram determinantes para
selecionar o CLN (F6.5) em que posteriormente, a HIP foi encapsulada.

A etapa seguinte foi obtida respeitando as condi¢des experimentais citadas
anteriormente, de modo que a HIP foi encapsulada na fase lipidica durante a etapa de
pré-emulsdo. Trés concentragdes de HIP foram testadas, 0,05 %, 0,25 % e 0,50 % (m/v)
sendo denominados de F6.5_0,05, F6.5_0,25 e F6.5_0,5, respectivamente.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica dos CLN com e sem HIP encapsulada
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5.2.1 Analise de espalhamento de luz dinAmico dos CLN

Os 21 CLN sem HIP encapsulada preparados pelo método de sonicacido foram
avaliados quanto ao didmetro hidrodindamico médio e Ipd durante 30 dias de
armazenamento, através do teste estatistico ANOVA, utilizado para medidas repetidas
adotando o nivel de significancia de p<0,05.

A Figura 4 representa o didametro hidrodindmico médioe o Ipd (barras e linhas,
respectivamente) dos grupos F1, F2, F3, F4, F5 e F6 analisados nos dias 1, 2, 7, 15 e 30

de armazenamento.
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De acordo com a Figura 4, o CLN F1.20 apresentou diametro hidrodindmico
médio que diminuiu significativamente de 138,47+0,68para 126,60+1,21 nm entre o dia
1 (dia de preparo) e 30 de armazenamento. A andlise de Ipd apresentou no dia 1 um
valor de 0,42+0,01 que diminuiu significativamente para 0,17£0,01 em 30 dias de
armazenamento, indicando que ao longo do tempo as particulas foram se distribuindo
homogeneamente na dispersdo de CLN.

Os CLN preparados a 15% de amplitude (F2.5, F2.10, F2.15 e F2.20)
diminuiram significativamente o diametro médio entre os dias 1 e 30, que foram de
157,17+£1,25 para 147,57+0,68 nm, de 224,60+2,17 para 145,27+0,81 nm, de
206,604+4,48 para 130,56+0,59 nm e de 150,03+5,07 para 122,03+1,11 nm,
respectivamente. Dentre estes, as formulagdes F2.10 e F2.20 ndo apresentaram
alteracdes significativas de diametro médio entre os dias 2 e 30 de armazenamento,
variando de 145,30+2,61 para 145,27+0,81 nm e de 122,7743,33 para 122,03+1,11 nm.

Os valores de Ipd de F2.5, F2.10, F2.15 e F2.20 foram significativamente
alterados entre os dias 1 e 30 de armazenamento de 0,28+0,01, 0,31+0,04, 0,36+0,01 e
0,46+0,14, para 0,17+0,01, 0,15+0,01, 0,13+£0,01 e 0,17+0,02, respectivamente, 0s quais
revelaram tamanhos de particulas distribuidas homogeneamente.

Em relacdo a 20% de amplitude, o didmetro médio de F3.10, F3.15 e F3.20
apresentaram alteracdes significativas entre o dia 1 e 30 de armazenamento, que
variaram de 171,23+7,84, 96,89+2,33 e 165,03+£5,59 para 130,27£2,51, 118,50+£2,55 e
113,03+£2,98 nm, respectivamente; exceto F3.5 (149,17+1,19 - 146,67£1,03 nm). No
entanto, as formulacdes F3.10, F3.15 ndo apresentaram alteracdes significativa de
diametro médio entre os dias 2 e 30 variando de 139,83+0,68 para 130,27+2,51 nm e de
114,70+1,04 paral 18,50£2,55 nm, respectivamente.

Quanto ao Ipd F3.5, F3.10, F3.15 e F3.20 diminuiram significativamente ao
longo de 30 dias, em que variaram de 0,26+0,01, 0,43+0,02, 0,46+0,01 e 0,49+0,01,
para 0,1620,02, 0,16+0,01, 0,19+£0,01 e 0,15+0,01, respectivamente; predizendo que as
os tamanhos de particulas encontram-se distribuidos de forma monodispersa.

Os CLN F4.5, F4.10, F4.15 e F4.20 preparados a 25% de amplitude
apresentaram alteracdes significativas de diametro médio entre 1 e 30 dias, os quais
variaram de 179,03+£2,08, 109,46+3,76, 141,33+0,59 e 161,20 +1,01 para 151,87+1,01,
129,37+0,38, 175,13+7,51 e 142,3344,10 nm, respectivamente.

Tais sistemas apresentaram alteracdes de Ipd variando de 0,35+0,01, 0,37+£0,01 e

0,38+0,01 no dia 1 para 0,1940,01, 0,33+0,02 e 0,26+0,01 no dia 30, com excecdo de
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F4.15 (0,26+0,01 - 0,28+0,03); revelando uma baixa polidispersdo dos tamanhos de
particulas.

Os sistemas preparados a 30% de amplitude, F5.15 e F5.20 sofreram mudancas
significativas de diametro hidrodindmico médio entre os dias 1 e 30, os quais variaram
de 136,43+2,54 e 198,97+26,13 para 127,87+1,02 e 113,87£1,56 nm, respectivamente;
exceto F5.5 (164,57+3,86 - 169,57+4,13 nm) e F5.10 (163,17£2,17 - 163,90+6,84 nm).
Além disso, F5.20 ndo apresentou alteracdo significativa de didmetro médio entre os
dias 2 e 30 (101,87+1,00 - 113,87+1,56 nm).

F5.10, F5.15 e F5.20 apresentaram diminuicdes nos valores de Ipd entre os dias
1 e 30, variando de 0,41+0,04, 0,32+0,04 e 0,28+0,03 para 0,28+0,01, 0,21+0,01 e
0,13+0,02, respectivamente; o que garante a baixa polidispersdo dos tamanhos de
particulas; exceto para F5.5 (0,35+0,04 - 0,32+0,02).

F6.5 e F6.10 preparados a 35% de amplitude apresentaram diminui¢des
significativas de diametro médio entre os dias 1 e 30 de armazenamento com valores de
189,10+2,96 e 157,03+4,35 para 136,10+£2,00 e 114,90+1,57 nm, respectivamente. No
entanto, F6.10 nao sofreu alteragdo significativa entre o dia 2 (111,17+1,43 nm) e 30
dias (114,90£1,57 nm).

Em relacdo aos valores de Ipd, F6.5 e F6.10 diminuiram significativamente entre
1 e 30 dias de armazenamento de 0,39+0,05 e 0,44+0,08 para 0,16+0,02 e 0,16+0,02,
respectivamente. Contudo, entre os dias 2 e 30, o Ipd destes sistemas mostraram-se
estaveis sem alteragOes significativas com valores de 0,22+0,02 e 0,25+0,02 para
0,16+0,02 e 0,1620,02, respectivamente; revelando tamanhos de particulas distribuidas
homogeneamente na dispersdo, possivelmente sem presenca de aglomerados.

A maioria dos sistemas exibiu um nivel de significancia de p<0,05 para a andlise
de didmetro médio ao longo dos 30 dias de armazenamento, contudo, F2.10, F2.20,
F3.10, F3.15, F5.20 e F6.10 apresentaram um nivel de significincia de p>0,05 entre os
dias 2 e 30 de armazenamento. Em relacdo ao Ipd praticamente todos os CLN exibiram
um nivel de significancia de p<0,05, de modo que neste periodo (dias 2 e 30), F6.5 e
F6.10 permaneceram estdveis sem alteragdes significativas.

Este resultado € extremamente satisfatério, considerando que o Ipd é um
parametro essencial que determina a distribuicdo de tamanho de particulas, em que Ipd
menores ou até 0,3 indicam tamanhos de particulas distribuidos homogeneamente

(KRAUSE et al., 2010; NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).
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Tais resultados corroboram com Marcato (2009), em que o didmetro
hidrodinamico médio e a polidispersdo das particulas podem ser influenciados por
parametros como a metodologia e as condi¢des de obtengdo, tempo e temperatura, por
exemplo.

Outra anélise extremamente relevante para acompanhar a estabilidade fisica de
sistemas coloidais é o PZ. Este estudo permite avaliar o potencial elétrico entre a
superficie da particula e o meio especifico. O PZ indica o grau de repulsio/atracdo entre
as particulas adjacentes, assim, maiores valores numéricos de PZ (mV) revelam uma
maior estabilidade fisica das particulas, devido uma maior forca de repulsao
eletrostdtica que ocorre entre as mesmas, enquanto valores menores |£30! visam uma
maior tendéncia a desestabilizacOes dos sistemas oriundas de possiveis aglomeragdes
(DAS; CHAUDHURY, 2011).

Entretanto, o estabilizante ndo i6nico (P407) apresenta uma estabilidade fisica
ocasionada por arranjo estérico entre a superficie da particula e o meio especifico, e nao
por repulsdo eletrostatica (LOURENCO et al.,1996).

Assim como na andlise de diametro hidrodinamico médio e Ipd, os CLN sem

HIP encapsulada foram avaliados quanto ao PZ, como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Potencial zeta dos CLN sem HIP encapsulada, desenvolvidos em diferentes amplitudes e

tempos de sonicacao versus tempo em dia. Média+D.P; n=3.
Fonte: Dados da pesquisa.

O PZ do CLN F1.20 diminuiu significativamente de -24,67+1,12 para
-18,27+0,61mV, entre os dias 1 e 30de armazenamento. Contudo, ndo foram observadas
mudanca significativa entre 2 e 30 dias de armazenamento (-19,93+1,31 --18,27+0,61
mV).

F2.5, F2.10 e F2.15 apresentaram alteracdes significativas de PZ entre os dias 1
e 30, que variaram de -21,17£0,38, -26,10+2,36 e -24,33+2,03mV, para-15,73+1,04,
-14,03£0,45 e -19,57+1,24 mV, respectivamente; exceto F2.20 (-14,50+0,89 -

-18,87+0,61 mV). Entretanto, F2.15 e F2.20 ndo apresentaram alteracdes significativas
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de PZ entre os dias 2 e 30 de armazenamento, variando de -17,33+0,29 e -19,07+2,59
mV para -19,57+1,24 e -18,87+£0,61 mV, respectivamente.

Com excecdo F3.20 que nao mostrou alteracdes de PZ entre os dias 1 e 30 de
armazenamento (-16,83+1,08 - -19,30+2,19 mV), os CLN F3.5, F3.10 e F3.15 tiveram o
PZ alterados significativamente ao longo deste periodo de -21,37+0,91, -38,10+3,35 e
-9,00+£0,70 mV para -18,77+£0,49, -16,23+£0,45 e -18,73+0,12 mV, respectivamente.
Entre os dias 2 e 30, F3.5 e F3.20 ndo apresentaram alteracOes significativas de PZ
variando de -16,97+0,90 e -19,77£0,55 para -18,77+£0,49 e -19,30+£2,19 mV,
respectivamente.

F4.5 e F4.15 diminuiram significativamente o de PZ entre 1 e 30 dias, variando
de -22,73+1,91 e -29,73+1,88 para -16,20+0,79 e -22,33+0,51 mV, respectivamente;
exceto F4.10 e F4.20 que variaram de -19,37+0,64 e -22,00+0,50 para -19,60+£1,30 mV
e -21,30£1,13 mV, respectivamente. Do mesmo modo, F4.10 ndo apresentou alteragao
significativa de PZ entre os dias 2 e 30 (-18,37£0,57 - -19,60+1,30 mV).

Os CLN, F5.10 e F5.15 sofreram mudancas significativas de PZ entre 1 e 30
dias, variando de -16,03+£0,21 e -38,73+0,65 para -26,00+0,87 e -28,47+1,26 mV,
respectivamente; com excecdo de F5.5 e F5.20, que variaram de -13,20 0,72 e
-25,83+0,49 para -11,67+£0,86 e -27,17+£0,55 mV, respectivamente.

As formulacdes F6.5 e F6.10 apresentaram mudancas significativas de valores
de PZ de -31,97+0,21 para -18,43+4,01 mV e de -38,87+2,32 para -27,17+0,47 mV
entre 1 e 30 dias, respectivamente. No entanto, nao foi observada alteragao significativa
entre os dias 2 e 30 de armazenamento para F6.5 (-20,73+0,32 - -18,43+4,01 mV).

Embora a maioria das formulagdes apresente um nivel de significancia de PZ de
p<0,05 entre o 1° e o 30° dia de armazenamento, os sistemas F1.20, F2.15, F2.20, F3.5,
F3.20, F4.10 e F6.5 exibiram p>0,05 entre os dias 2 e 30 de armazenamento, indicando
auséncia de alteragdes significativas de PZ conferindo a boa estabilidade fisica dos
CLN, ocasionada por arranjo estérico entre a superficie da particula e o meio especifico.

Ainda que alguns CLN sem HIP obtidos em diferentes condi¢des de amplitude e
de tempo de sonicagdo, tenham apresentado alteragdes significativas nas andlises de
diametro, Ipd e de PZ, determinou-se como critério de selecao do sistema, o Ipd e o PZ
das particulas.

De acordo com os resultados estatisticos, apenas F5.5 e F6.5 apresentaram um
nivel de significancia de p>0,05 em ambas as andlises (Ipd e PZ); no entanto, entre

estas, F6.5 resultou em um menor valor de Ipd, além de um maior PZ, ao longo dos 30
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dias de andlises. Portanto, pode-se inferir que entre as diferentes condicdes testadas e
analisadas por DLS, 35% de amplitude e Smin de sonicacdo foi acondi¢cdo mais
adequada para a obten¢do de um sistema distribuido de forma monodispersa e estdvel

fisicamente durante 30 dias de armazenamento.

5.2.2 Analise de rastreamento das nanoparticulas

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) objetiva verificar o tamanho
e a concentracdo de particulas dispersas no sisttma em um volume conhecido, em
tempo real (RIBEIRO et al., 2018).

Mediante os resultados estatisticos de diametro hidrodinamico médio e Ipd e de
PZ dos 21 CLN sem HIP, em que F6.5 ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
de Ipd e de PZ entre os dias 2e 30 de armazenamento, este foi posteriormente analisado

por NTA no 2° dia de armazenamento, como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Relacdo entre distribuiciio de tamanho de particulas e concentragcdo, medida por NTA (diluicdo
de 2000 x).
Fonte: Dados da pesquisa.

O CLN F6.5 analisado por NTA indicou uma distribuicao de tamanho médio de
particulas de 183,3+1,10 nm, resultando em uma moda de 151,1+2,80 nm a uma
concentracdo de 1,53.10'% particulas/mL, como mostra a Figura 6 obtida pelo software
do préprio equipamento de andlise.

Conforme observado no gréfico, F6.5 apresentou distribuicio unimodal,

demonstrando nanoparticulas com dimensdes de 100 a 350 nm, mas com predominancia
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de aproximadamente 151 nm; enquanto a andlise de DLS resultou em valores de
didmetro hidrodindmico médio de 142,23 nm e de Ipd de 0,22 no dia 2 de
armazenamento. Correlacionando ambos os resultados, podemos concluir que o sistema
apresentou tamanho médio com baixa polidispersao de particulas e provavel auséncia de
aglomerados na dispersao, o que reforca o resultado obtido por DLS.

Tais dados foram criteriosamente decisivos para que F6.5 fosse selecionado para
dar prosseguimento ao trabalho, visto que ambos as analises certificaram tamanhos de
particulas distribuidos homogeneamente na dispersdo, além disso, vale ressaltar que
F6.5 apresentou um valor de PZ de -20,73 mV neste periodo, conferindo assim, a

estabilidade fisica do sistema.
5.2.3 Analise de espalhamento de luz dinimico dos CLN contendo HIP

Depois de obtido e correlacionado os resultados de DLS e de NTA, F6.5 foi o
CLN selecionado para a incorporagcdo da HIP. Assim, 3 concentracdes diferentes foram
testadas (0,05%, 0,25% e 0,5%), denominados de F6.5_0,05, F6.5_0,25 e¢ F6.5_0,5,
respectivamente, e analisadas por DLS assim como descrito na Sec¢ao 5.2.1.

A Figura 7 mostra os resultados de diametro e Ipd representados por barras e

linhas, respectivamente, e a Figura 8§ a anélise de PZ destes sistemas.
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Figura 8. Potencial zeta dos CLN com HIP encapsulada versus tempo em dia. Média+ D.P; n=3.
Fonte: Dados da pesquisa.

A incorporacdo de 0,05%, 0,25% e de 0,50% de HIP em F6.5 provocou
alteracdes significativas de didmetro hidrodindmico médio entre os dias 1 e 30 de
armazenamento, que variaram de 140,23%0,15 para 133,20+£1,68 nm, de 110,77+0,15
para 122,00+£0,44 nm e de 117,37+0,15 para 104,87+0,35 nm, respectivamente.

Na andlise de Ipd, F6.5_0,05, F6.5_0,25 e F6.5_0,5 apresentaram mudangas
significativas entre os dias 1 e 30 variando de 0,27£0,01 para 0,18+0,02, de 0,25+0,01
para 0,18+0,01 e de 0,28+0,01 para 0,43+0,05, respectivamente. Com excecdo de
F6.5_0,5 que apresentou maior valor de Ipd, que pode caracterizar uma alta
polidispersdao de distribuicdo de particulas. Os demais sistemas estdo coerentes aos
relatos da literatura, em que Ipd <0,3 sugere distribuicio homogénea das particulas
(MARCATO, 2009; NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).

Em contrapartida, 0,05% e 0,25% de HIP nao sofreram alteracdes significativas
de PZ entre os dias 1 e 30, variando de -31,03+0,29 e -23,87+0,40 para -30,70+2,18 e
-22,50+0,26 mV, respectivamente. Ora, F6.5_0,5 apresentou mudanca significativa de
PZ neste periodo variando de -39,70+0,53 para -23,53+0,50 mV. A negatividade dos
valores de PZ pode ser decorrente as estruturas quimicas do lipidio s6lido EP e dos
lipidios liquidos, TGACC e OE, isto €, os grupamentos carboxilicos livres existentes na
superficie da particula.

Embora F6.5_0,05 tenha apresentado diferencga estatisticamente significativa de

diametro médio e Ipd, os tamanhos de particulas apresentaram baixa polidispersdo, uma
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vez que foram obtidos valores de didmetro médio <300 nm e de Ipd <0,3. Ademais,
F6.5_0,05 e F6.5_0,25 ndo apresentaram alteracdes significativas nos valores de PZ
(»>0,05) entre os dias 1 e 30 de armazenamento. Contudo, entre estes F6.5_0,05 exibiu
um maior valor de PZ, revelando sua excelente estabilidade fisica ocasionada por
arranjo estérico entre a superficie das particulas e o meio.

Além de tais parametros apontados serem determinantes para a selecio do
sistema, o fato de F6.5_0,05 conter uma menor concentracio de HIP reforcou a
hipétese, uma vez que a HIP € consideravelmente mais eficaz em baixas concentragdes,
sendo que elevadas concentra¢des de FS podem ocasionar a agregagdo em meio aquoso

na forma monomérica (KARIOTTI; BILIA, 2010; NAGATA et al., 2012).

5.2.4 Microscopia eletronica de transmissao

A morfologia e o tamanho dos CLN com e sem HIP encapsulada foram
analisados por MET. A Figura 9 mostra as fotomicrografias do CLN F6.5 e dos CLN
com HIP encapsulada em trés concentragdes, 0,05%, 0,25% e 0,5%, denominados de

F6.5_0,05, F6.5_0,25 e F6.5_0,5, respectivamente.

Figura 9. Fotomicrografias de F6.5 (A), F6.5_0,05 (B), F6.5_0,25 (C) e F6.5_0,5 (D). A e C em aumento
de 50x. B e D em aumento de 100x.
Fonte: Autora (2020).
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Na Figura 9 foi possivel observar que os CLN com e sem HIP encapsulada
apresentaram morfologias praticamente esféricas e distribuidas em tamanhos
nanométricos. Os tamanhos corroboram com os valores encontrados pelas técnicas de
DLS e NTA estando em uma faixa de 100 a 350 nm com predominio de particulas em

~200 nm.

5.2.5 Eficiéncia de encapsulacio da HIP

Depois de realizadas as caracterizacdes fisico-quimicas, a %EE de HIP foi
determinada pelo método de filtracdo conforme Fachinetti er al. (2018) adaptada. A
eficiéncia de encapsulagdo de F6.5_0,05 correspondeu a 89,3+0,4%, revelando que uma
grande parte da HIP foi incorporada no CLN. Este resultado foi similar ao estudo de
Lima et al. (2013), que incorporou HIP (0,1% m/v) em NLS, obtendo uma EE de 83,5%
através da técnica de ultrafiltragdo. Assim, pode-se predizer que o método possibilitou

encapsular eficientemente a HIP no CLN desenvolvido.

5.3 5.3 Caracterizacao fisico-quimica dos HG de geleificacio in situ acrescidos de

CLN com e sem HIP

5.3.1 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucao

A andlise MEV-FEG foi realizada para verificar a rugosidade da superficie de
CLN_HIP-HGI1, CLN_HIP-HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e¢ CLN_HIP-HGS5
(Tabela 3, Secao 4.2.4). As imperfeicdoes e irregularidades da superficie dos HG
acrescidos de CLN com HIP foram medidas e expressas como valor de rugosidade
média (RMS).

A Figura 10 apresenta as fotomicrografias do HG e dos sistemas liofilizados,

CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 ¢ CLN_HIP-HGS.
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Figura 10. Fotomicrografias dos sistemas CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-
HG4 e CLN_HIP-HGS. Aumento de 150x.
Fonte: Autora (2020).

O HG livre e os sistemas CLN_HIP-HG1 (CLN:HG 50:50), CLN_HIP-HG2
(CLN:HG 40:60), CLN_HIP-HG3 (CLN:HG 30:70), CLN_HIP-HG4 (CLN:HG 20:80)
e CLN_HIP-HG5 (CLN:HG 10:90), apresentaram valores de RMS de 37,4, e de 28;
27,5; 30,6; 38,5 e 39, respectivamente.

As fotomicrografias do HG e dos sistemas (Figura 10) apresentaram superficies
rugosas e porosas com estruturas semelhantes a uma folha, indicando que a dgua ficou
retida no interior das estruturas dos HG (liofilizados) (LANCELOTTI, 2014). Além
disso, as médias das dreas de rugosidade entre todas as amostras analisadas
microscopicamente nao apresentaram alteracdes significativas, provavelmente devido

ao processo de liofiliza¢ao que retirou a d4gua interna dos sistemas.
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5.3.2.1 Reologia continua
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A andlise reoldgica continua avalia o comportamento de fluxo do material,

correlacionando a tensao de cisalhamento (Pa) e a taxa de cisalhamento (1/s), quando

submetido a uma determinada tensdo (SAVIC et al., 2011). Desta forma, o aumento da

taxa de cisalhamento € representado pela curva ascendente, enquanto a diminui¢cdo da

taxa de cisalhamento, por curva descendente (CALIXTO et al., 2015).
Os diagramas das curvas de fluxo do HG e de CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-HG2,
CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e CLN_HIP-HGS, encontram-se na Figura 11.
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Os reogramas de cisalhamentos continuos (Figura 11) do HG e dos HG contendo
CLN com HIP encapsulada, praticamente ndo apresentaram alteracdes nos perfis das
curvas ascendentes e descendentes.

O HG e os sistemas CLN_HIP-HG1 (CLN:HG 50:50), CLN_HIP-HG2
(CLN:HG 40:60), CLN_HIP-HG3 (CLN:HG 30:70), CLN_HIP-HG4 (CLN:HG 20:80)
e CLN_HIP-HGS5 (CLN:HG 10:90), apresentaram um comportamento Newtoniano, nao
sendo possivel observar drea de histerese nos reogramas; indicando que a viscosidade
dos sistemas se manteve constante, uma vez que nao foi alterada com o aumento da taxa
de cisalhamento.

Em comportamentos Newtonianos, a viscosidade do fluido € constante a uma
dada pressdo e temperatura, uma vez que a tensdo de cisalhamento é diretamente
proporcional a taxa de cisalhamento aplicada (CARVALHO et al., 2012).

Assim, a partir da equacdo t = k-(y)" (Equagdo 2, Secdo 4.2.5.2.1) parametros
foram calculados para descrever o comportamento reolégico dos fluidos, tendo K como
o indice de consisténcia e n como oindice do comportamento do fluxo (CALIXTO et
al., 2015).

Os valores de indice de consisténcia (K) e de comportamento do fluxo (n) do HG

e de tais sistemas se encontram na Tabela &.

Tabela 8. Indice de consisténcia do fluxo (K) e indice do comportamento do fluxo (n) do HG e dos HG
acrescidos de CLN com HIP, analisados a 37°C. Média+D.P; n=3.

Sistema K n
HG 0,1+0,01 0,9+0,01
CLN_HIP-HGI1 0,08+0,01 0,9+0,01
CLN_HIP-HG2 0,05+0,01 0,9+0,01
CLN_HIP-HG3 0,05+0,01 0,8+0,03
CLN_HIP-HG4 0,03+0,01 0,9+0,01
CLN_HIP-HG5 0,06+0,01 0,9+0,01

Para o fluido se comportar como Newtoniano os valores de n devem ser
proximos ou iguais a 1 (CALIXTO et al., 2016) e de K iguais a 0, resultado observado
para os diferentes sistemas (Tabela 8). Para o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo controlada de firmaco para administracdo vaginal, tais resultados de fluidos
Newtonianos podem ser satisfatérios, sugerindo-se que os HG acrescidos de CLN com
HIP encapsulada, provavelmente manterdo as viscosidadesconstantes no meio

fisiol6gico independentes das tensdes aplicadas.
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5.3.2.2 Reologia oscilatoria

A andlise reologia oscilatéria analisa a viscoelasticidade da formulacdo,
fornecendo parametros sobre o comportamento estrutural e dindmico do sistema, que
implica diretamente no seu desempenho (LEITE er al., 2013). Para isto, sdo obtidas
respostas em moddulo eléstico (G’) ou médulo de armazenageme em moédulo viscoso

(G”’) ou médulo de perda de energia (PENZES et al., 2004).
Os reogramas do HG e dos sistemas CLN_HIP-HGI, CLN_HIP-HG2,

CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e CLN_HIP-HGS, estao representados na Figura 12.
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Figura 12. Comportamento reoldgico oscilatério dos valores de G’ e G’ em funcédo da freqiiéncia (Hz)
para os sistemas. Simbolos cheios indicam médulo elastico (G’) e simbolos vazios, médulo viscoso (G*’).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Nos reogramas da Figura 12, observa-se que houve aumentos dos valores G’ e
G” (Pa) em func¢do da freqiiéncia (Hz), o que relata a forte influéncia das caracteristicas
sobre o comportamento reolégico dos CLN com HIP encapsulada dispersos em HG,
analisados a 37°C.

O HG e os sistemas CLN_HIP-HG2 (CLN:HG 40:60), CLN_HIP-HG3
(CLN:HG 30:70), CLN_HIP-HG4 (CLN:HG 20:80) e CLN_HIP-HG5 (CLN:HG
10:90), apresentaram valores de G’ superiores a G’’, para os maiores valores de
freqiiéncia aplicados, indicando que os CLN com HIP encapsulada dispersos em HG,
possuem uma caracteristica de liquido viscoso com comportamento predominantemente
eléstico. O ligeiro aumento do médulo eléstico (G) destes sistemas pode ser explicado
por uma organizagdo estrutural interna apds a dispersdao de diferentes proporcdes de
CLN com HIP nos HG (40:60, 30:70, 20:80 e 10:90).

Diferentemente CLN_HIP-HG1 (CLN:HG 50:50) apresentou um moddulo
viscoso (G’’) maior que moédulo eldstico (G’) em funcdo da freqiiéncia aplicada,

caracterizando um sistema predominantemente fluido.

5.3.3 Ensaio de mucoadesao in vitro

O ensaio de mucoadesdo para novos sistemas de liberacdo de farmacos ¢é
extremamente relevante ao considerar que suas propriedades mucoadesivas sao
analisadas em uma membrana bioldgica que simula o ambiente vaginal. Isto possibilita
demonstrar a capacidade do sistema se aderir a membrana da mucosa vaginal
(KHUTORYANSKIY, 2011).

O desempenho mucoadesivo in vitro do HG e dos HG acrescidos de CLN com
HIP (CLN_HIP-HG1 e CLN_HIP-HG?2) utilizando mucosa vaginal bovina previamente
hidratada no muco artificial vaginal, foi avaliado utilizando um método de tracao.

A Figura 13 mostra os resultados de trabalho de for¢ca de mucoadesao (N.sec) e
de forca de mucoadesdo (N) para separar os sistemas da sonda contendo a mucosa

vaginal bovina, que foram calculados com a ajuda do software Texture Exponent

Software, do préprio equipamento de andlise.
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Figura 13. Resultados de trabalho de for¢a de mucoadesdo (N.sec) e de for¢a de mucoadesao (N) do HG
e dos sistemas. MédiaxD.P; n=6.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os sistemas CLN_HIP-HG1 e CLN_HIP-HG2 quando submetidos a andlise
mucoadesiva in vitro utilizando mucosa vaginal bovina, apresentaram valores de
trabalho de for¢ca mucoadesiva de 0,029+0,004 e 0,026+0,004 N.sec., respectivamente,
sem diferencas significativas em relacdo ao HG livre, 0,024+0,005 N.sec (Figura 13).

Os valores de trabalho de forca mucoadesiva (N.sec) de CLN_HIP-HGI1 e
CLN_HIP-HG2 possuem a mesma magnitude ou até mesmo superior comparados a
valores de estudos que prepararam sistemas mucoadesivos como precursor de cristal
liquido (SALMAZI et al., 2015; ARAUJO et al., 2019), os quais seguiram
metodologias similares.

As forgcas de mucoadesdo dos sistemas CLN_HIP-HG1 e CLN_HIP-HG2 nao
apresentaram alteracdes significas comparadas ao HG livre, com valores de 0,45+0,08,
0,46+0,05 e 0,38+0,04 N, respectivamente (Figural3). Tais resultados foram superiores
a valores resultantes do estudo de Bruschi ef al. (2007) que prepararam sistemas
semissoOlidos seguindo uma metodologia similar, no entanto, utilizando disco de mucina
como modelo de substrato.

Presume-se que os grupamentos quimicos dos polimeros constituidos nos
sistemas, QS (OH e NHz) e P407 (OH), que possuem propriedades mucoadesiva e
termo-responsivo, respectivamente, possivelmente ocasionaram interacdes eletrostaticas
com o muco carregado negativamente e/ou interagiram com a superficie da mucosa

vaginal por ligacdes de hidrogénio (KHUTORYANSKIY, 2011; PARK et al., 2012).
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Embora diversas teorias de mucoadesdo possam justificar os mecanismos
envolvidos, provavelmente valores tdo similares de for¢ca de mucoadesdo entre os
sistemas mostram que a capacidade de intumescimento possa estar relacionada a
interpenetracdo/difusdo das cadeias poliméricas dos HG nas glicoproteinas da mucina
existente na superficie da mucosa (ANDREWS et al., 2009).

A propriedade mucoadesiva dos sistemas pode garantir um maior tempo de
contato deste com a mucosa vaginal, bem como do fiarmaco com a barreira epitelial da
mucosa. Consequentemente, o sistema podera interagir via ligagdes quimicas e/ou fisica
de forma mais eficiente com a mucosa vaginal e com isto, reduzir a freqiiéncia de
administracao; contribuindo assim, para o desempenho clinico (SENYIGIT et al., 2014;

ARAUJO et al., 2019).

5.3.4 Determinacao de seringabilidade

A seringabilidade realizada utilizando um analisador de textura no modo de
compressao avalia a for¢a necessdria para que ocorra a extrusdo dos HG acrescidos de
CLN com HIP, a partir de um dispositivo apropriado. Em suma, determina a forca do
fluxo e o trabalho necessdrio para que o sistema seja aplicado no ambiente vaginal
através de uma seringa (KELLY et al., 2004).

Os valores de trabalho requerido (N.mm) obtidos na seringabilidade do HG e

dos sistemas CLN_HIP-HG1 e CLN_HIP-HG?2, estao representados na Figura 14.
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Figura 14. Trabalho de seringabilidade (N.mm) para extrusao de sistemas através de seringas pldsticas de
3 mL. Média+D.P; n=6.

*Diferenca estatisticamente significativa entre as médias (p<0,05).

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de trabalho requerido (N.mm) dos sistemas CLN_HIP-HGI e
CLN_HIP-HG?2 foram 15,7444,75 e 6,694£3,54 N.mm, em que CLN_HIP-HG1 conferiu
uma maior injetabilidade que CLN_HIP-HG2; contudo, ambos ndo apresentaram
alteracoes significativas comparados ao HG livre (10,55+4,83 N.mm).

Estudos tém revelado valores de seringabilidade maiores que 20 N.mm para
extrusdo de sistemas utilizando uma seringa (KELLY et al., 2004; CAMPANA-
SEOANE et al., 2014). Entretanto, Bruschi et al. (2007) demonstraram que resultados
menores que 20 N.mm podem ser apropriados, devido a facilidade de administracao
local.

Além disso, a seringa de 3 mL utilizada neste estudo para mimetizar um
aplicador vaginal comercial, possui um didmetro menor que o orificio de um aplicador
semissdlido vaginal. Sendo assim, quando inserida em um aplicador vaginal comercial,
possivelmente os valores de seringabilidade serdo menores (FERREIRA et al., 2017).
Tal capacidade em eliminar sistemas com propriedades mucoadesivas tende a propiciar

adesdo ao tratamento e conforto ao paciente no momento da administragao.
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5.3.5 Analise de calorimetria exploratéria diferencial

A andlise térmica realizada pela técnica de DSC € amplamente utilizada para
determinar informacdes qualitativas e quantitativas de propriedades fisico-quimicas da
amostra, através do processo de aquecimento/resfriamento, tais como ponto de fusio,
variacdo de entalpia de fusdo, processos endotérmicos e exotérmicos (BERNAL et al.,
2002).

Os componentes utilizados no preparo dos sistemas, HIP, P407 e QS foram
analisados inicialmente, como mostra a Figura 15 e a Tabela 9. Eventos endotérmicos

indicam a temperatura de fusdo.
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Figura 15. Termogramas dos componentes analisados individualmente.
Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 9. Valores de temperaturas de fusdo dos picos da HIP e da QS analisados individualmente.

Componente do sistema Ttusao (°C)
QS 114
HIP 200,4

As curvas de DSC dos componentes utilizados para a obtencao dos CLN (P407,
EP e OE) foram previamente analisadas no mestrado da candidata, em que apresentaram
eventos endotérmicos coerentes a relatos da literatura (SATO et al., 2017).

A curva de DSC da HIP apresentou evento endotérmico em aproximadamente

200°C. Enquanto o termograma da QS analisada individualmente mostrou um pico
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endotérmico em aproximadamente 114°C, relacionado provavelmente a evaporagio de
substancias volateis (dgua e grupos hidroxilas da QS), além de um evento exotérmico
proximo de 300°C, que pode ser indicativo de inicio de degradacdo.

A Figura 16 apresenta os termogramas dos CLN com e sem HIP encapsulada

dispersos ou nao em HG.

—— CLN_HIP-HG1
——HG
——F6.5_0,05
——F6.5

Fluxo de calor (wg)

Endo

=

T T T T T T T T T T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

Figura 16. Termogramas dos sistemas.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de temperatura de fusdo dos CLN com e sem HIP encapsulada

dispersos ou nao em HG, estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de temperatura de fusdo dos picos dos sistemas: F6.5, F6.5_0,05, HG e CLN_HIP-
HGI.

Sistema Ttusio (°C)
F6.5 54,5
F6.5_0,05 55,3
HG 60,1
CLN_HIP-HG1 55,3

Os termogramas dos sistemas F6.5, F6.5_0,05, HG e CLN_HIP-HG1 (Figura
16) apresentaram picos endotérmicos nitidos e definidos em aproximadamente 54,5°C,

55,3°C, 60,1°C e 55,3°C, respectivamente. Os eventos endotérmicos caracterizaram
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picos similares aos componentes contidos nos CLN com e sem HIP dispersos ou ndo em
HG, como o EP e o P407, conforme o estudo de Sato et al. (2017) as temperaturas de
fusdo apresentadas foram cerca de 52,4°C e 55,6°C, respectivamente.

Do mesmo modo, o HG evidenciou um pico de fusdo caracteristicos do P407,
sugerindo que os picos definidos podem ser decorrentes destes componentes estarem em
maiores concentracdes para a obtengdo dos sistemas.

O HG manteve o evento exotérmico préximo de 300°C, correspondente a QS
presente no sistema. Nao foi possivel detectar o evento correspondente a fusdo da HIP
em F6.5_0,05 e no HG acrescido de CLN com HIP, provavelmente devido a sua baixa

concentracdo presente no CLN.

5.3.6 Selecao dos HG de geleificacio in situ acrescidos de CLN com HIP

Um dos sistemas (HG acrescidos de CLN com HIP) foi selecionado de acordo
com os resultados mais promissores das andlises reoldgicas, continuas e oscilatdrias,
mucoadesao in vitro e seringabilidade.

Na andlise reoldgica continua, o HG e os sistemas CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-
HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e CLN_HIP-HGS5, apresentaram um
comportamento Newtoniano, em que os valores de n foram préximos a 1 e de K iguais a
0. Na anélise reoldgica oscilatéria, CLN_HIP-HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e
CLN_HIP-HGS5 apresentaram valores de mddulos elésticos (G’) predominantemente
superiores aos moédulos viscosos (G’’) para os valores de freqii€ncia aplicados (Hz);
enquanto CLN_HIP-HGI1 apresentou G’’ maior que G’.

Embora os resultados reolégicos continuos e oscilatérios tenham mostrado a
efetiva formacao in situ dos HG acrescidos de CLN com HIP, quando os resultados dos
ensaios in vitro foram analisados em conjunto, o sistema CLN_HIP-HGI se destaca,
pois, apesar de ser um sistema com comportamento predominantemente fluido, ndo
apresentou diferenca significativa de trabalho de for¢ca mucoadesiva in vitro comparada
ao HG livre, mas umvalor de for¢ca de mucoadesdo significativamente maior que o HG
livre. Além disso, o valor de trabalho de seringabilidade mostrou-se adequado,
demonstrando ser um sistema facilmente administrado no local. Portanto, CLN_HIP-
HGI1 foi selecionado para dar continuidade as posteriores técnicas de caracterizacdo in

vitro, bem como o0s ensaios bioldgicos in vitro e in vivo associados ou ndo a TFD.
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5.4 Validacao da metodologia analitica para quantificacao da HIP por CLAE

Metodologias analiticas para quantificacio da HIP utilizando CLAE sédo
relatadas na literatura, no entanto, estudos destacam limitacdes dentre elas a
interferéncia de outros constituintes nos extratos, longos tempos de execugdo e fase
movel normalmente constituida por misturas de solventes (SIRVENT; GIBSON, 2000).

Visando garantir um método analitico preciso para quantificacdo da HIP por
CLAE, as condicdes cromatograficas foram estabelecidas e validadas conforme relatada
na Tabela 4 (Secdo 4.2.6). Dois métodos analiticos foram testados, no método I, as
amostras foram constituidas de solu¢do estoque de HIP diluida em metanol, conforme o
estudo de Kamal et al. (2012). O método II, contendo meio tampao fosfato (pH 5) com
3% de Tween 80, partiu de adaptacdes metodoldgicas do estudo de Gupta et al. (2011)
que testaram meio tampao fosfato de sédio em diferentes concentra¢des de Tween 80. O
método II foi realizado para que os resultados provenientes dos ensaios de liberacao,

permeacao e retengdo in vitro, fossem analisados.
5.4.1 Conformidade do sistema
Inicialmente realizou-se o espectro de absor¢do da HIP solubilizada em metanol

por CLAE, estabelecendo absor¢cio médxima da HIP no comprimento de onda de 590

nm, demonstrado na Figura 17.
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Figura 17. Cromatograma de HIP por CLAE.
Fonte: Dados da pesquisa.
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A conformidade do método cromatografico mostrou que HIP possui um pico
caracteristico com maxima absorcdo no comprimento de onda de 590 nm. Os resultados
obtidos no estudo de conformidade apresentaram valores médios de fator de assimetria
dos picos e de fator de cauda de 1,14 e 1,18, respectivamente, menores que o limite
preconizado de 2,0. O nimero de pratos tedricos de 8500,39 foi maior que o valor
recomendado, de 2000. Assim, as médias dos valores foram adequadas, revelando que o

método analitico desenvolvido € adequado para a quantificagdo da HIP.

5.4.2 Linearidade

A curva analitica foi construida tracando a drea dos picos versus a curva em
funcdo da concentracdo, obtida a partir da média dos valores das dreas no comprimento
de onda de 590 nm.

Foram construidas duas curvas, sendo a curva analitica de HIP em metanol
(método I) e a curva em meio tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80 (método II),
em que foram testados os seguintes pontos, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 160 ug.mL‘1 e 10,
20, 40, 60, 80, 100, 120 e 160 ug.mL‘l, respectivamente, como mostram as Figuras 18 e

19. Cada concentra¢do do analito foi aplicada em triplicata.
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Figura 18. Representacéo grafica da curva analitica do método I para quantificagdo de HIP por CLAE.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 19. Representacédo grafica da curva analitica do método II para quantificagdo de HIP por CLAE.
Fonte: Dados da pesquisa.

A avaliacdo da linearidade visa demonstrar se os resultados obtidos estdo
diretamente proporcionais a concentracao do analito da amostra dentro de um intervalo
de concentracdes definido (BRASIL, 2017). Na Figura 18 a equagdo da reta calculada e
o coeficiente de correlacdo (12) foram: y=38563x+10075 e 0,999; e a Figura 19
apresentou y=52508x-22398 e 0,992; respectivamente.

De acordo com os resultados os métodos, I e II apresentaram linearidade nas
faixas de concentragdes entre 20-160 ug.mL"! e 10-160 pg.mL! respectivamente, uma
vez que os dois métodos obtiveram o critério minimo aceitdvel do r? condizente ao valor
preconizado pela RDC N° 166, 24/07/2017 de 0,99 (BRASIL, 2017).

A partir da curva analitica de HIP os dados dos métodos, I e II foram analisados
estatisticamente pela variancia ANOVA (Tabelas 11 e 12, respectivamente) e a partir do
teste estatistico foram obtidos os graficos de dispersoes de residuos padroes (Figuras 20

e 21, respectivamente).

Tabela 11. Analise de varidncia ANOVA dos valores das dreas da curva analitica I.

Variacao Graus de Liberdade Soma Quadratica F Tabelado Fcalculado
Regressio 01 6,22E+13 2997.02 2.24E2
Residuo 19 3,94E+!!
Total 20 6,25E+13

* Significativo para p<0,05



Tabela 12. Analise de varidncia ANOVA dos valores das dreas da curva analitica II.
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Variacao Graus de Liberdade Soma Quadratica F Tabelado Fcalculado
Regressio 01 1,53E+ 2185,76 1,63E?%
Residuo 22 1,54E+12
Total 23 1,55E+4

* Significativo para p<0,05

2,5
2
15 A *
1
0,5
0 [ ]
0,5 0 * 5 10 o %‘7. 20 25
1 ®
1,5
2
2,5
3

Figura 20. Grafico de dispersdo de residuo padrdo derivado da curva analitica I.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 21. Grafico de dispersdo de residuo padrdo da curva analitica II.
Fonte: Dados da pesquisa.

Tais resultados indicaram uma regressao linear significativa entre as varidveis,

uma vez que ambos os métodos apresentaramum valor de F calculado menor que de F

tabelado e homocedasticidade, de modo os residuos se mostraram distribuidos de forma

homogeénea, revelando-se adequados para a quantificacao da HIP.

¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢
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5.4.3 Precisao

A precisdo intracorida e a precisdo intercorrida dos métodos I e II foram
determinadas visando garantir que os resultados das inje¢des individuais se apresentem
com precisao e coeréncia as injecdes de uma série de padroes.

A precisdo intracorrida mostra a repetibilidade do método, sendo analisada no
mesmo dia, sob as mesmas condi¢des de andlise, analista e equipamento. A precisao
intercorrida € a intermedidria, em que analisa amostras em dias diferentes, por analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes (BRASIL, 2017).

Para ambos os métodos, as precisdes foram realizadas a partir da solugdo
estoque de HIP nas concentracdes 20, 60 e 120 ug.mL. As Tabelas, 13 e 14 exibem os

valores obtidos pela precisao intracorrida dos métodos, I e I, respectivamente.

Tabela 13. Precisdo intracorrida para quantificacdo de HIP por CLAE — método 1.

Concentracao tedrica Média %D.P.R
(ng-mL")
20 861479,52 2,61
60 2274753,66 1,88
120 4902228,40 1,87

Abreviacdo: %D.P.R, percentual de desvio padrdo relativo.

Tabela 14. Precisdo intracorrida para quantificagdo de HIP por CLAE — método II.

Concentracao teorica Média %D.P.R
(ng.mL™)
20 764723,52 3,71
60 2863554,93 3,80
120 6209590,68 2,25

Abreviacao: % D.P.R, percentual de desvio padrao relativo.

Os valores das precisoes intercorridas dos métodos, 1 e II estio demonstrados

nas Tabelas, 15 e 16, respectivamente.

Tabela 15. Precisdo intercorrida para quantificagdo de HIP por CLAE — método I.

Concentracao teodrica Média %D.P.R
(ng.mL™)
20 711272,39 1,31
60 2548569,83 1,00
120 4790314,11 0,94

Abreviacao: %D.P.R, percentual de desvio padrio relativo.
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Tabela 16. Precisio intercorrida para quantificacdo de HIP por CLAE — método I1.

Concentracao tedrica Média %D.P.R
(ng.mL")
20 737643,09 1,06
60 2861418,70 4,63
120 6404124,51 1,61

Abreviacao: %D.P.R, percentual de desvio padrio relativo.

Os %D.P.R resultantes da determinacdo da precisdo intracorrida e de
intercorridados métodos, I e II foram menores que o percentual preconizado pelas
diretrizes (ICH, 2005; BRASIL, 2017); portanto os métodos desenvolvidos foram

precisos.

5.4.4 Exatidao/Recuperacao

A exatiddo € analisada para garantir a proximidade dos resultados obtidos no
método analitico em relacdo ao valor tedrico real. Os resultados dos métodos, I e II se

encontram nas Tabelas 17 e 18, respectivamente.

Tabela 17. Percentual de exatidao obtido entre as concentragdes tedricas e experimentais das solucdes de
HIP — método .

Concentracio teérica (ng.mL™) Concentraciao média % Exatidao
experimental (ug.mL™")
20 18,88 94,39
60 56,89 94,82
120 119,44 99,54

Tabela 18. Percentual de exatiddo obtido entre as concentragdes tedricas e experimentais das solugdes de
HIP — método II.

Concentracio tedrica (ng.mL™) Concentracao média % Exatidao
experimental (ug.mL™)
20 19,94 99,72
60 57,51 95,85
120 124,35 103,63

Os valores de exatidao obtidos nos métodos, I e II se encontram préximos a
100%, estando dentro da faixa de trabalho que permite variagdes entre 80-120%
(ANVISA, 2017), demonstrando que ambas as metodologias analiticas desenvolvidas se

foram aceitdveis para a quantificacdo da HIP.
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5.4.5 Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade € um pardmetro relevante, pois avalia uma
substdncia em presenca de outros componentes, de modo que ndo apresente
interferéncia no resultado da andlise.

As amostras analisadas foram: HIP I (HIP em metanol), HIP II (HIP em meio
tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80), HIP e CLN_HIP-HGI1 extraidos por
metanol no ensaio de retengdo vaginal, fase movel (acetonitrila:metanol:tampao acetato

de amo6nio 10 mM (pH 5,05)); como mostra a Figura 22.
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Figura 22. Cromatogramas dos sobrenadantes das diferentes amostras.
Fonte: Dados da pesquisa.
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De acordo com os cromatogramas (Figura 22) os componentes utilizados para a
obtencdo dos CLN com e sem HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG ora no método
I, ora no método II, suas respectivas solucdes receptoras, a fase mdvel e a solucio
extratora utilizada no ensaio de retenc@o vaginal, ndo apresentaram picos de absorcao na
regido do UV-Vis que interferissem na quantificacgdo da HIP; garantindo as

especificidades dos métodos desenvolvidos.

5.4.6 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os valores de limite de detec¢do (LD) e de limite de quantificacdo (LQ)
calculados a partir do método I foram de e 246 pgmL' e7,47 pgmL?,
respectivamente, enquanto o método II apresentou valores de 1,17 ng.mL! e 3,54
ug.mL!, respectivamente. Tais valores demonstraram que os métodos, I e II

desenvolvidos foram capazes de detectar e quantificar baixas concentragdes de HIP.

5.4.7 Robustez

As alteragcdes nos parametros analiticos foram realizadas na concentracdo média
de 60 ug.mL'I: comprimento de onda de 589 e 591 nm, fluxo da fase mével 0,90 e 0,95
mL/min., concentracdo da fase modvel acetonitrila:metanol:tampao acetato de amonio
nas propor¢des 53:37:10 e 55:35:10 e fase movel em pH 5,04 e pH 5,06, as quais estdao

demonstradas na Tabela 19.

Tabela 19. Alteracdes para a avaliacdo da robustez — método 1.

Parametro Concentracao Concentracao %0 Recuperacao
alterado tedrica experimental (pg.mL™")
(ng-mL")
A de deteccao 589 nm 60 62,84 104,73
A de deteccdo 591 nm 60 66,54 111,90
Fluxo daFM 0,95ml./min 60 64,65 107,75
Fluxo daFM 0,90mL/min 60 66,85 111,42
FM 53:37:10 60 57,54 95,90
(ACN:MET:Tampao)
FM 55:35:10 60 55,58 92,64
(ACN:MET:Tampao)
pH 5,04 60 60,81 101,34
pH 5,06 60 64,04 106,74
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A Tabela 19 mostra que os valores de robustez avaliados se encontram dentro da
faixa de trabalho, de 80% a 120% preconizado pela ANVISA (BRASIL, 2017), de
modo que nenhumas das altera¢des realizadas comprometeram o método I ao ponto de
alterar o resultado da andlise.

Neste contexto, outro parametro relevante investigado foi a estabilidade das

solucdes analiticas, cujo seus valores estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Estabilidade da solug@o analitica analisada por 96h — método 1.

Tempo (h) Concentracao Concentracao % Recuperacao
tedrica (ug.mL™) experimental (ug.mL™)
96 60 66,48 110,80
72 60 58,71 97,85
48 60 63,01 105,02
24 60 60,20 100,33

Os resultados (Tabela 20) demonstraram que as solu¢des analisadas durante 24,
48, 72 e 96h possuem estabilidade e que o método I, possivelmente ndo sofreu
alteracdes significativas relacionadas a degradacdo quimica da HIP; mostrando-se

adequado para a quantificagdo da HIP.

5.5 Avaliacao do perfil de liberacao in vitro de HIP

5.5.1 Estudo de solubilidade da HIP

O estudo da solubilidade da HIP na solugdo receptora constituida de meio
tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80, foi realizado para garantir a condi¢do
sinkdo experimento. A andlise cromatografica demonstrou que a solubilidade da HIP
em meio tampdo fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80 foi de 2124,15 pg.mL"!.

Esse resultado revelou que a solucdo receptora foi capaz de solubilizar o
composto ativo incorporado na formulacdo em uma concentracio maior que sua
saturacdo, podendo entdo, ser utilizada com precisdo nos ensaios de liberagao,

permeacao e retencao in vitro.
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5.5.2 Perfil de liberacao in vitro de HIP

Os perfis de liberacdo in vitro da HIP livre e do sistema CLN_HIP-HG1 estao

demonstrados na Figura 23.
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Figura 23. Perfil de liberagéo in vitro da HIP livre e do CLN_HIP-HGI.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados demonstraram que apds lh de ensaio a HIP livre difundiu 28,5%
atingindo 72,7%ap6s 12h, enquanto a taxa de liberagcdo da HIP a partir do sistema
CLN_HIP-HGI1 foi de 8,3% ap6s 1h, atingindo 28,5% ap6s 12h.

O comportamento de liberacdo da HIP livre e encapsulada no CLN disperso em
HG pode ter sido influenciado por fatores como a composi¢do do sistema considerando
a utilizacdo de diferentes componentes lipidicos para a obtencdo do CLN, bem como a
concentracdo e a afinidade do composto ativopelo sistema (BADEA et al., 2015).

No entanto, os resultados podem ser vantajosos considerando a administracao
vaginal de farmacos/compostos ativos com propriedades mucoadesivas, na qual a HIP
estd dispersa homogeneamente na matriz polimérica do HG, sendo liberada de forma
lenta e sustentada a partir do CLN e do HG no ambiente vaginal, em longo prazo; uma
vez que tende a possibilitar uma reducido considerada na frequéncia de aplicacdo do

sistema via vaginal.
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A partir da curva de liberagdo in vitro da HIP a partir do sistema CLN_HIP-
HGI, foi possivel determinar usando modelos matematicos adequados, os mecanismos
de liberagcdo envolvidos no controle da liberacido do farmaco.

Os modelos Weibull, Baker & Lonsdale, Peppas, Hixon & Crowell, Higuchi e
Primeira Ordem mostram equacdes que traduzem matematicamente a curva obtida em
funcdo de parametros relacionados a forma farmac€utica. A Tabela 21 mostra os

modelos mateméticos que foram aplicados ao perfil de liberagao.

Tabela 21. Modelos matemadticos aplicados para a andlise cinética de liberag@o.

Modelo matematico Equacao r
Weibull m = 1-e [-(t-ti))/a] 0,9956
Baker &Lonsdale 2/3[1-(1-(F/100))**1-(F/100) = kg 0,9978
Peppas F =k, t" 0,9991
Hixon & Crowell F = 100*(1-(1-k*t)?) 0,9280
Higuchi F = kint+b 0,9988
Primeira ordem F= 100(1-e*"") 0,9353

Abreviacdo: m, quantidade de farmaco liberada no tempo; #i, intervalo de tempo antes do inicio do
processo de liberacao; o, parametro escala; b, pardmetro de forma; F, quantidade de farmaco liberado no
tempo #; ker, kp, ku, « ki, constantes da taxa de liberag@o para diferentes equagdes; n e b, expoentes de
liberagdo do farmaco.

O critério usado para escolha do modelo mais apropriado foi o valor do
coeficiente estatistico de determinacdo (r?). Os resultados dos modelos matematicos
utilizados na andlise de cinética de liberacdo (Tabela 21) mostraram que o sistema
CLN_HIP-HG1 segue o modelo proposto por Peppas, uma vez que o valor de 7 foi de
0,9991.

Conforme descrito no modelo de Peppas para amostras com geometria filme, o
mecanismo de liberagdo do farmaco para a solucdo receptora € determinado pelo valor
do expoente n. Valor do expoente n da equacdo de Peppas, menor que 0,5 indica que o
principal mecanismo de liberacdo da HIP a partir do sistema é a difusdao Fickiana
(OSHIRO-JUNIOR et al., 2017). Valores entre 0,5 e 1,0 a liberacdo é regida por
transporte andmalo, evalores de n maiores que 1,0 correspondem a liberacdo de
transporte de caso II (KORSMEYER et al., 1983).

O valor de n resultante da HIP em CLN_HIP-HG1 foi 0,51924+0,01 sendo

assim, o valor do expoente n foi maior do que 0,5, onde o intumescimento e a difusdo
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Fickiana sao os principais mecanismos envolvidos na liberacdo do farmaco (transporte
ano6malo).

Contudo, a equacdo de Peppas foi desenvolvida para sistemas poliméricos,
apresentando assim, limitagcdes na interpretacdo dos resultados de mecanismos de
liberacdo de farmaco, uma vez que o sistema analisado se apresenta diferente aos
utilizados na elaboracao das equacdes dos modelos mateméticos (LAO et al., 2011).

Deste modo, pode-se sugerir que além do modelo de Peppas, CLN_HIP-HG1
pode ser condizente ao modelo matematico proposto por Higuchi, por apresentar
elevados valores de 7° de 0,9988, indicando que o mecanismo de liberacdo do farmaco

pela matriz pode ser realizado por meio de difusdo controlada.

5.5.3 Ensaio de permeacao e retencao in vitro da HIP

No ensaio de permeacgdo in vitro, a HIP livre e o sistema CLN_HIP-HG1 nao
apresentaram permeacao da mucosa vaginal suinanos tempos analisados, uma vez que a
HIP nao foi detectada nem quantificada por CLAE nos tempos analisados.

Em relacdo ao ensaio de retencdo in vitro, apos 12h de experimento, observou-se
que as mucosas vaginais referentes a HIP livre e CLN_HIP-HGI apresentavam
coloracdo escura avermelhada pertencente a HIP. No entanto, apds 12h de experimento
as porcentagens de HIP e de CLN_HIP-HGI1 retidas foram baixas, como apresentado na

Tabela 22.

Tabela 22. Retencdo vaginal de HIP e de CLN_HIP-HG1.

Amostra HIP retida na mucosa vaginal (%)
Média+D.P
HIP 11,88+2,30
CLN_HIP-HG1 6,14+0,93

Os baixos valores de retencdo provavelmente se devem ao tempo do
experimento (12h), o qual pode ndo ter sido suficiente para liberar o composto ativo. No
entanto, o resultado pode ser favoravel para administragao vaginal local, de modo que
se a Candida estiver aderida nas células epiteliais presentes na superficie da mucosa, o
composto ativo (HIP) serd capaz de atuar no local, ndo havendo, portanto, a necessidade

de uma reten¢do vaginal.
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5.6 Ensaios antifingicos in vitro

5.6.1 Concentracao inibitéria minima e da concentracao fungicida minima

Os resultados de CIM da HIP, F6.5, F6.5_0,05, CLN_HIP-HGI1 e dos controles
positivos anfotericina B e fluconazol, contra a cepa de C. albicans ATCC 10231, estdo

representados na Tabela 23.

Tabela 23. Atividade antiftingica contra a cepa de C. albicans ATCC 10231.

.....

Cepade C. albicans HIP F6.5 F6.5_0,05 CLN_HIP-HG1 anfotericina B fluconazol

ATCC 10231 50 --—-- 50 50 0,0019 0,06

Conforme a Tabela 23, o CLN sem HIP encapsulada (F6.5) ndo apresentou
atividade contra C. albicans. Contudo, a HIP e os CLN com HIP encapsulada disperso
em HG (F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI, respectivamente), apresentaram atividades
antifingicas frente 4 cepa analisada, em que os valores de CIM foram de 50 ug.mL"!
para ambos os sistemas.

Pode-se constatar que o resultado obtido foi promissor, uma vez que a HIP
(hidrofébica e de baixa solubilidade) apresenta baixo indice terapéutico, no entanto,
quando encapsulada no CLN, sua atividade terapéutica frente a C. albicans foi mantida,
indicando que o sistema ndo interferiu e/ou modificou a atividade do FS.

Os farmacos antifingicos anfotericina B e fluconazol foram escolhidos neste
ensaio como controles positivos, por serem comumente aplicados na terapéutica clinica
de doengas oportunistas como a CVV, em que revelaram excelente acdo antifingica
frente a4 cepa de C. albicans com valores de CIM de 0,0019 e 0,06 pg.mL’,
respectivamente.

Ap6s o ensaio de CIM, retirou-seuma aliquota de cada po¢o da microplaca de 96

pocos para determinar o CFM, como mostra a Figura 24.
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Figura 24. Crescimento das colonias de C. albicans ATCC 10231 ap6s 48h de incubagio.
Fonte: Autora (2020).

Na Figura 24 foi possivel observar que houve crescimento das colOnias deC.
Albicans ATCC 10231 em todas as concentra¢des testadas (>200 pg.mL'). O resultado
constata o comportamento fungistitico da HIP encapsulada no CLN, frente a cepa de C.
albicans ATCC 10231, uma vez que se observou o desenvolvimento do crescimento

fingico, sem ocasionar a morte do microrganismo.

5.7 Ensaios biologicos in vitro associados a terapia fotodinamica

5.7.1 Eficacia da TFD contra culturas planctonicas

Os ensaios bioldgicos in vitro no escuro, e associados a TFD foram empregados
nos seguintes grupos: controles negativos (YNB, PBS e DMSO 20%), FS (HIP), CLN
sem HIP encapsulada dispersos ou nao em HG (F6.5, HG e CLN-HG), CLN com HIP
encapsulada dispersos ou ndo em HG (F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI1) e controles
positivos (RB_2,5 e RB_5) (Tabela 5, Secdo 4.2.9.2). Os controles negativos YNB e
PBS foram utilizados como comparativos dos resultados.

Os valores médios e DP do nimero de Logio (UFC/mL) de culturas plancténicas
de C. albicans analisadas no escuro etratadas com TFD pelos sistemas e controles,

estdoapresentados na Figura 25.
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Figura 25. Valores médios e DP do Logio (UFC/mL) de culturas planctonicas de C. albicans analisadas
no escuro e tratadas com TFD, mediados pelos diferentes grupos.
Fonte: Dados da pesquisa.

O efeito da exposi¢do de culturas planctonicas de C. albicans no escuro foi
avaliado, como mostra com a Figura 25. A condi¢do no escuro mediada pelos FS, HIP,
RB_2,5 e RB_5, e pelos CLN com e sem HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG,
apresentaram alteragdes significativas (p<0,05) de logio (UFC/mL), com reducdes na
viabilidade de C. albicans que variaram de aproximadamente 0,3 a 1 logio (UFC/mL),
em relacdo ao grupo controle negativo YNB.

A eficicia da TFD frenteas culturas planctonicas de C. albicansalcangou
resultados satisfatérios, de modo que os grupos relacionados a HIP e aos CLN com e
sem HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG, apresentaram alteracdes significativas
com diminui¢des que variaram aproximadamente del a 2 logio (UFC/mL), comparadas
ao controle negativo YNB, e cerca de 0,3 a 1,3 logio (UFC/mL) em relacdo ao PBS
(Figura 25), quando irradiados por luz LED.

Em relacio a TFD mediada pela solucio RB_2,5 a reducdo foi de 3 logio
(UFC/mL) comparada ao grupo controle YNB e de 2,3 logio (UFC/mL) ao PBS;
enquanto a RB_5 erradicou as culturas planctonicas de C. albicans através da TFD. Tais
resultados foram superiores aos apresentados por Costa et al. (2012) em que a TFD
mediada por RB a uma concentracido de 10 uM apresentou um valor médio de reducdo
na viabilidade de culturas planctonicas de C. albicans ATCC 18804 de 1,9 logio
(UFC/mL). No estudo de Alves et al. (2018) a solu¢do de RB a uma concentragado de 5
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uM ocasionou uma reducao significativa de culturas planctonicas de C. albicans ATCC
90028 em cerca de 5,3 logio (UFC/mL).

Embora o mecanismo de atividade biol6gica da HIP ainda ndo esteja elucidado,
sugere-se que os danos oxidativos ocasionaram as reducdes na viabilidade do
microrganismo, bem como a inativacdo das culturas planctonicas de C. albicans, que
podem ser justificados pelos mecanismos fotodindmicos dos FS (predominantemente
reacdo do Tipo II) (PERUSSI, 2007; KARIOTI; BILIA, 2010).

Assim, nossos resultados demonstram que a aplicacdo da TFD nas solucdes de
HIP e de RB, bem como nos CLN com HIP encapsulada dispersos em HG podem

favorecer a entrega de FS hidrofébicos, como a HIP no ambiente vaginal.

5.7.2 Eficacia da TFD contra biofilmes

Os biofilmes de C. albicans ATCC 90028 analisados no escuro (5min) e na TFD
(luz: LED branca, 113 J.cm™), por 5min foram tratados pelos seguintes grupos:
controles negativos (YNB, PBS e DMSO 20%), FS (HIP), CLN sem HIP (F6.5, HG e
CLN-HG), CLN com HIP dispersos ou ndo em HG (F6.5_0,05 e CLN_HIP-HG1) e
controles positivos (RB_5 e RB_10) (Tabela 6, Secdo 4.2.9.3). Os resultados foram
comparados aos controles negativos YNB e PBS.

Os valores médios e DP do nimero de Logio (UFC/mL) de biofilmes de C.
albicans analisados no escuro etratados com TFD pelos sistemas e controles estdo

representados na Figura 26.
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Figura 26. Valores médios e DP do Logio (UFC/mL) de biofilmes de C. albicans analisados no escuro
etratados com TFD, mediados pelos diferentes grupos.
Fonte: Dados da pesquisa.

A exposi¢do dos biofilmes de C. albicans ao escuro mediado por solucdes de
HIP e de RB, dos sistemas sem HIP (CLN, HG e CLN-HG) e dos CLN com HIP
dispersos ou nao em HG (F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI1), apresentaram reducdes na
viabilidade do microrganismo que variaram de aproximadamente 0,05 a 1 logio
(UFC/mL), em relagdo ao grupo controle negativo PBS.

Conforme observado na Figura 26, a aplicacdo da luz LED nas solucdes de
RB_5 e RB_10 reduziram significativamente (p<0,05) a viabilidade do microrganismo
em aproximadamente 1,3 logio cada, comparados ao YNB e cerca de 2 logio cada, em
relacdo ao grupo controle negativo PBS.

Os sistemas F6.5_0,05 e CLN_HIP-HG1 tiveram uma diminuicdo significativa
(p<0,05) de 1,2 e 0,5 logio (UFC/mL), respectivamente, comparado ao grupo YNB,
enquanto, ao grupo PBS a viabilidade do microrganismo reduziu-se para
aproximadamente 2 e 1,2 logjo, respectivamente.

A matriz extracelular do biofilme que envolve as células microbianas pode atuar
como uma barreira fisica (RAMAGE et al., 2012). Considerando ser um estudo inicial
em que o efeito da TFD mediada pelos CLN com e sem HIP dispersos ou ndo em HG,
foi avaliada frente a biofilmes de C. albicans, tais sistemas foram capazes de superar a

matrix extracelular do biofilme, uma vez que a eficicia da TFD contra biofilmes de C.
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albicans foi revelada principalmente para a solu¢do de HIP e de RB, além dos sistemas
F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI.

O aumento da permeabilidade da membrana fingica induzida pela afinidade
entre os sistemas e as células fungicas (RAMOS et al., 2016), podem justificar nossos
resultados, por promover aumento no tempo e na capacidade dos FS atuarem no
biofilme, em que provavelmente a adicdo dos sistemas, favoreceu o efeito antifingico

dos FS testados (HIP ¢ RB).

5.8 Producao de oxigénio singlete

A producdo de oxigénio singlete estd estritamente relacionada a aplicagdo da
TFD, por conseguir danificar componentes celulares biolégicos. A solugcdo padrio,
SOSG foi medida indiretamente para estimar a producao de oxigénio singlete da HIP.

Os sistemas sem o composto ativo (F6.5, HG e CLN-HG), a solu¢do de HIP
(0,05 mg.mL™") e os CLN com HIP dispersos ou ndo em HG (0,05 mg.mL™) (F6.5_0,05
e CLN_HIP-HG1) foram submetidos ao escuro e 2 TFD (luz: LED branca, 113 J.cm™)
para medir indiretamente o SOSG, em metanol a 2,5 uM.

As curvas de aumento percentual da intensidade de fluorescéncia do SOSG dos

sistemas com e sem HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG estdao representadas na

Figura 27.
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Figura 27. Curvas de aumento percentual da fluorescéncia do SOSG para as amostras submetidas ao
escuro e a TFD versus tempo em minutos.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Conforme a Figura 27, os CLN com HIP encapsulada dispersos ou ndoem HG
(F6.5_0,05 e CLN_HIP-HG1) e a solu¢do de HIP, analisados pela TFD apresentaram
um percentual de fluorescéncia do SOSG maior que as condicdes no escuro.

Os valores médios dos sistemas F6.5 0,05 e CLN_HIP-HG1 analisados no
escuro, variaram de 24,5+0,44 a 179+1,02 e de 80,5+0,08 a 114,5+0,01,
respectivamente, entre os tempos de 5 a 30min.

As medidas indiretas das amostras contendo HIP, ora em solucdo, ora
encapsulada nos sistemas (F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI1), submetidas a TFD,
apresentaram maiores valores de percentual de fluorescéncia do SOSG que as andlises
no escuro. No tempo de 5 a 30min., as amostras HIP, F6.5_0,05 e CLN_HIP-HGI1
foram de 863,4+1,97 para 1320,6+2,37, de 468,9+1,03 para 1598+0,17, e de 696,5+0,41
para 1064,5+0,22, respectivamente.

Podemos sugerir que a solucdo de HIP, bem como os CLN com HIP
encapsulada dispersos em HG forneceram efetivamente oxigénio a solu¢do de metanol,
para a producdo de oxigénio singlete quando ativados pela luz LED. Tais resultados
podem decorrer das atividades dos pigmentos fotossensibilizantes da HIP, a qual
apresenta um sistema croméforo da classe quimica das fenantroperileno quinonas

(BORGHI-PANGONI et al., 2017).

5.9 Ensaios antifingicos in vivo associados ou nao a terapia fotodinamica

Ensaios terapéuticos de CVV em modelo animal possibilitam analisar o
comportamento de novos compostos antiftingicos de maneira segura e eficaz, por se
tratar de um organismo vivo. Assim, o ensaio antifingico foi realizado para avaliar os
efeitos e a aplicabilidade da TFD mediada pelo FS, HIP livre e encapsulado no CLN
disperso em HG, para o tratamento de infec¢des fingicas in vivo de CVV.

A levedura faz parte da microbiota natural dos seres humanos, encontrada na
mucosa, pele ou trato gastrointestinal; entretanto, as espécies de Candida nao pertencem
ao organismo do camundongo. Por isso, foi necessario criar nos camundongos fémeas
condi¢cdes hormonais adequadas ao estado patolégico que possibilite a proliferacdo de
C. albicans (CASSONE et al., 2016)

Para isto, cada camundongo fémea foi induzido ao ciclo estral, ou seja, ao estado
pseudo-estro (falso cio), por administracdes subcutaneas dep-estradiol-17-valerato. A

Figura 28 refere-se ao lavado vaginal de umcamundongo fémea, em aumento de 40x.
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Figura 28. Células do epitélio vaginal dos camundongos fémeas. Aumento de 40x.
Fonte: Autora (2020).

O estado pseudo-estro dos camundongos fémeas foi confirmado com a
microscopia do lavado vaginal (Figura 28), sendo possivel observar a predominancia de
células cornificadas e anucleadas.

Uma vez induzido o falso cio, os animais foram infectados com C. albicans
ATCC 10231(2,5x108 células/mL). A Figura 29 apresenta a imagem do lavado vaginal

de um dos camundongos fémeas infectadas com CVV.

Figura 29. Imagens de lavados vaginais com presenga de células fingicas de CVV em camundongos
fémeas, corados por meio da coloragio de Giemsa. Aumento de 40x.
Fonte: Autora (2020).

Mediante a Figura 29 observamos que o processo de infec¢do flngica foi bem
estabelecido apds administracdo intravaginal da suspensdo de C. albicans (2,5x108

células/mL) nos animais em estado pseudo-estro, visto que a forma filamentosa
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denominada hifa, € tida como o maior fator de viruléncia de C. albicans (MIR() et al.,
2017).

Em dias alternados as etapas de inoculag¢do fungica e lavagem vaginal, foram
realizados os tratamentos. Os lavados vaginais dos grupos controles G2 (infectado), G3
(antifingico), G4 (F6.5), G5 (HG), G6 (CLN-HG), G10 (DMSO), foram analisados

microscopicamente na etapa final do experimento como apresentados na Figura 30.

Figura 30. Lavados vaginais dos grupos controles com presenca de células fingicas de CVV em
camundongos fémeas oito dias ap6s a infec¢@o fingica. Aumento de 40x.

Abreviac¢ao: Grupos: G2, infectado; G3, antifiingico; G4, F6.5; G5, HG; G6, CLN-HG e G10, DMSO.
Fonte: Autora (2020).

Do mesmo modo, os lavados vaginais dos grupos tratados com sistemas, G7
(HIP), G8 (F6.5_0,05) e G9 (CLN_HIP-HG1), e dos sistemas mediados por TFD G7L
(HIP/TFD), G8L (F6.5_0,05/TFD) e GY9L (CLN_HIP-HGI1/TFD), se encontram na
Figura 31.
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Figura 31. Lavados vaginais dos grupos tratados com sistemas na presencga de células fungicas de CVV
em camundongos fémeas oito dias ap6s a infec¢o fungica. Aumento de 40x.

Abreviacdo: Grupos: G7, HIP; G8, F6.5_0,05; G9, CLN_HIP-HG1; G7L, HIP/TFD; GS8L,
F6.5_0,05/TFD; e GO9L, CLN_HIP-HG1/TFD.

Fonte: Autora (2020).

De acordo com as Figuras 30 e 31, os animais pertencentes aos grupos G2
(infectado), G4 (F6.5), G5 (HG), G6 (CLN-HG), G10 (DMSO), G7 (HIP), G8
(F6.5_0,05) e G9 (CLN_HIP-HG1) apresentaram no 8° dia de infec¢do fungica uma
predominancia de células flingicas leveduriformese/ou hifas (indicadas pelas setas) em
meio as células epiteliais cornificadas e anucleadas, enquantoo grupo G3 (antifiingico) e
os grupos TFD, G7L (HIP/TFD), G8L (F6.5_0,05/TFD) e GOL (CLN_HIP-HG1/TFD)
revelaram uma predomindncia de células fungicas leveduriformes de diferentes
tamanhos em meioas células epiteliais cornificadas e anucleadas.

Durante os 8 dias de experimento, os animais foram tratados por 4 dias e a cada
2 dias, os fluidos vaginais foram coletados e plaqueados. Apds 48h, analisou-se o

crescimento das colOnias nas placas que foram transformados em Logio (UFC), como

mostra a Figura 32.
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Figura 32. Valores médios e DP dos nimeros de leveduras em Logio (UFC) dos grupos controles e de
tratamento no escuro € mediado pela TFD.
Fonte: Dados da pesquisa.

A acdo terapéutica de CVV dos camundongos fémeas infectadas e tratadas com
0os CLN com e sem HIP encapsulada disperso ou ndo em HG, foi avaliada no escuro e
mediante a TFD (luz LED branca, 113 J.cm?), por Smin.

De acordo com a Figura 32, observa-se que todos os animais se mantiveram
infectados com a inoculacao fungica de C. albicans, até o final do experimento. O grupo
antifungico apresentou redugdes significativas das cargas fingicas (p<0,05) entre os
dias 2 e 8 apo6s a infec¢do, que variaram de aproximadamente de 1,1 a 1,5 logio (UFC),
respectivamente, comparado ao grupo infectado. Entre os grupos controles de sistema
sem HIP, os sistemas F6.5 ¢ HG apresentaram valores de UFC semelhantes entre o 2° e
o 8°dia de infeccdo com reducdes significativas (p<0,05) das cargas flngicas que
variaram aproximadamente de 1 a 0,1 logio (UFC), respectivamente, em relacdo ao
grupo infectado.

Os grupos de animais tratados com HIP e com CLN contendo HIP, F6.5_0,05
apresentaram valores de UFC semelhantes, com reducdes das cargas fungicas que
variaram cerca de 1 a 0,1 logio (UFC) entre os dias 2 e 8 apds a infecgdo,
respectivamente, comparados ao grupo infectado. Quando este sistema foi disperso em

HG (CLN_HIP-HG1), as reducdes das cargas fungicas variaram significativamente
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(p<0,05) de aproximadamente 1 a 0,4 logio (UFC) entre o 2° e o 8° dia de infecgao,
respectivamente, em relacdo ao grupo infectado.

Quando o tratamento foi associado a TFD, HIP/TFD reduziu significantemente
as cargas fungicas (p<0,05) entre os dias 2 e 8 apdés a infec¢do, variando
aproximadamente de 1,2 a 0,2 logio (UFC), respectivamente, comparada ao grupo
infectado. Enquanto F6.5_HIP/TFD apresentou reducdes significativas (p<0,05) entre o
2° e o 8° dia de infec¢do variando cerca de 1,2 a 0,6 logio (UFC), respectivamente,
comparado ao grupo infectado.

Entre os grupos tratados pelos sistemas, a eficicia da TFD in vivo foi revelada
principalmente para CLN_HIP-HG1/TFD. Nota-se na Figura 32, uma maior tendéncia
de melhora do perfil terapéutico deste grupoem relacdo ao infectado, com reducdes
significativas das cargas fungicas (p< 0,05) que variaram de aproximadamente 1,2 a 0,8
logio (UFC) entre o 2° e o 8° dia de infec¢do, respectivamente.

Ainda que nenhum grupo animal tenha apresentado perfil de cura nestes dias de
tratamentos mediados ou nao a TFD, os resultados indicaram que o creme antifliingico e
os sistemas mediados pela TFD especialmente CLN_HIP-HGI1/TFD, foram eficazes
contra o patégeno.

No estudo de Ramos ef al. (2016) a encapsulagdo do extrato Syngonanthus
nitens (Bong.) Rhulland em sistema liquido cristalino foi avaliada em ratos fémeas
Wistar, a qual demonstrou eficdcia no tratamento da CVV com C. albicans a partir do
2° dia de tratamento, sendo mais eficaz que a anfotericina B.

O ensaio terapéutico in vivo de Rodero et al. (2018) em linhagem de
camundongo C57BL/6, revelou que a curcumina encapsulada em sistema liquido
cristalino denominado F13-CUR, inibiu o crescimento de C. albicans a partir do 4° dia
de tratamento.

O tratamento com o FS, HIP especialmente quando encapsulada no CLN
disperso em HG, apresentou resultados motivadores frente as culturas planctonicas e de
biofilmes de C. albicans, além de promissores resultados de efeitos antifingicos em
modelo animal (linhagem de camundongo C57BL/6). Possivelmente, a HIP foi capaz de
gerar oxigénio singlete e induzir a formacdo de espécies reativas quando irradiada pelo
LED.

Assim, a aplicacao da TFD em CLN dispersos em HG para infec¢des induzidas

por C. albicans, pode ser considerada uma satisfatéria abordagem terap€utica para



106

controlar infec¢des fingicas como a CVV no canal vaginal, além de contribuir na busca

de novos sistemas de liberacao de farmacos.

P .
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6 CONCLUSOES

Os CLN com e sem HIP encapsulada obtidos por sonicacdo, apresentaram
particulas nanométricas, esféricas e dispersas homogeneamente e estdveis fisicamente,
durante os 30 dias de armazenamento.

Nas imagens de MET os CLN com e sem HIP encapsulada apresentam
morfologias praticamente esféricas e em escalas nanométricas, em que o CLN sem HIP
apresentou na andlise de NTA uma distribui¢do “unimodal” com particulas de diferentes
tamanhos, mas com predominancia de 151 nm. A %EE mostrou que grande percentual
de HIP foi encapsulada no CLN.

Na andlise MEV-FEG as médias dos valores de rugosidade entre os CLN
dispersos em HG em diferentes proporc¢des, ndo apresentam alteragdes significativas,
provavelmente devido ao processo de liofiliza¢do que retirou a d4gua interna do sistema.

Os estudos reoldgicos dos HG acrescidos de CLN evidenciaram um
comportamento Newtoniano, que pode ser favordvel para administracdo vaginal da HIP,
uma vez que a viscosidade do fluido se mantém independente da taxa de cisalhamento
aplicada. Além disso, os resultados mostraram G’>G” para os maiores valores de
frequéncia aplicadosrevelando um comportamento predominantemente elastico dos
sistemas, com excecao de CLN_HIP-HGI.

Os HG acrescidos de CLN com e sem HIP apresentaram uma excelente
capacidade mucoadesiva, podendo otimizar seu tempo de contato na mucosa vaginal, e
possivelmente reduzir a frequéncia de administragao.

Os valores dos HG acrescidos de CLN com e sem HIP resultantes da
determinacdo da seringabilidade foram adequados, garantindo a facilidade de
administracao no ambiente vaginal.

As curvas de DSC dos componentes isolados utilizados para a obten¢do dos
sistemas apresentaram eventos endotérmicos coerentes a literatura, enquanto os eventos
endotérmicos dos CLN com e HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG, evidenciaram
eventos endotérmicos caracteristicos a componentes constituidos nos sistemas (EP e/ou
P407).

Os métodos analiticos, I e II foram desenvolvidos para quantificagdo da HIP
utilizando CLAE de acordo com os parametros preconizado pela RDC N° 166 da
ANVISA (2017) e pelas diretrizes do guia Harmonised Tripartite Guideline (ICH,
2005).
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O estudo da solubilidade da HIP na solucdo receptora constituida de meio
tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80 garantiu a condicdo sink do experimento.
A HIP liberada a partir do sistema CLN_HIP-HGI1 apresentou uma liberacdo
sustentada, tendo como principais mecanismos o intumescimento e a difusdo
controlada; no entanto nio apresentaram permeac¢do da mucosa vaginal suina, além de
baixos valores de retenc¢do in vitro.

Nos ensaios antiftingicos in vitro os sistemas analisados, ndo modificaram a
atividade antifingica do FS, além disso, evidenciaram uma acdo fungistitica frente a
cepa de C. albicans.

Os ensaios antifiingicos in vitro associados a TFD contra as culturas
planctonicas de C. albicans almejou resultados satisfatérios, em que grande parte dos
grupos irradiados por luz LED apresentou uma diminuicdo significativana viabilidade
do microrganismo. Do mesmo modo, a eficicia da TFD contra biofilmes de C. albicans
foirevelada na maioria dos grupos, mas principalmente para F6.5_0,05 e CLN_HIP-
HGI.

Na andlise de SOSG a solu¢ao de HIP, bem como os CLN com HIP encapsulada
dispersos em HG, mostraram-se capazes de fornecer efetivamente oxigénio a solucdo de
metanol para a producdo de oxigénio singlete, quando ativados pela luz LED.

No ensaio antifingico in vivo, ocreme antifingico (controle) e os grupos tratados
com TFD apresentaram predominancia de células fungicas leveduriformes de diferentes
tamanhos. Entre os sistemas, uma melhora significativa do perfil terapéutico foi
observada especialmente para CLN_HIP-HG1/TFD comparado ao grupo infectado.

Tais resultados evidenciaram a potencial aplicabilidade dos CLN dispersos em
HG de geleificacdo in situ, associados ou ndo a TFD, para a administracdo vaginal da
HIP capaz de contribuir no tratamento de infec¢des fingicas induzidas por C. albicans,

como a CVV.
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