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RESUMO

Candidiase vulvovaginal (CVV) é uma patologia que acomete boa parte da populacao de sexo
feminino. O tratamento com agentes azdlicos é amplamente prescrito e 0 nimero de isolados
resistentes vem crescendo. Desta forma, se faz necesséria a pesquisa de novas alternativas
terapéuticas. Curcumina (CUR) demonstra ser uma alternativa promissora visto a sua
bioatividade versétil e amplamente discutida na literatura. Em estudos, a associagédo de CUR
com outros insumos farmacéuticos ativos (IFAs), como o fluconazol (FL) proporcionou
otimizacdo de atividade. Em virtude da baixa solubilidade da CUR, sua incorporacdo em
sistemas de liberacdo nanoestruturados, como carreador lipidico nanoestruturado (CLN) pode
ser interessante, de forma a otimizar sua agéo biolégica. Considerando a alta fluidez de CLN
e aplicacéo intravaginal, o estudo avaliou a sua dispersdo em hidrogel termorresponsivo.
Desta forma, este projeto buscou avaliar o potencial de CLN para co-encapsulacdo de CUR e
FL dispersos em hidrogéis termorresponsivos no tratamento de CVV. O desenvolvimento do
CLN foi realizado com a abordagem Quality by Design (QbD) com intuito de obter um
desenvolvimento baseado na qualidade. Desta forma, um estudo Box-Behnken (33) foi
conduzido. Diferentes técnicas de caracterizagédo fisico-quimicas foram abordadas e foi
possivel obter CLN monodispersa, com didametro hidrodindmico médio de 142,5 nm, com alta
eficiéncia de encapsulagdo de CUR e FLU, liberacdo prolongada, indice de cristalinidade
reduzido e forma esférica. Os hidrogéis foram obtidos utilizando CLN como fase aquosa (H-
CLN) e a avaliagdo das propriedades mecéanicas de H-CLN demonstrou que cada hidrogel
teve um comportamento diferente de acordo com a CLN utilizada. A atividade da combinacéo
CUR e FLU, a nanoestruturada (CLNFC) e hidrogel (H-CLNFC) foi avaliada em modelos in
vitro com células plancténicas. Avaliacao in vitro com biofilmes de C.albicans e C.glabrata, in
vivo em modelo de Galleria melonella e anti-inflamatdria in vitro (doseamento de TNF-alfa, IL-
6, IL-10, IL-2) foram realizados com CLNFC. Os resultados indicaram o potencial anti-candida
da combinagcédo CUR + FL e a otimizacéo da atividade quando em CLNFC. Os resultados de
H-CLNFC demonstraram reducdo do potencial antifangico demonstrado por CLNFC. A
citotoxicidade das amostras foi avaliada indicando que CLNFC nédo se apresentou toxica em
linhagens de macréfagos murinos e de células epiteliais de mucosa vaginal, além de exercer
atividade anti-inflamatéria. Desta forma, o sistema desenvolvido tem potencial no tratamento
de CVV, visto as atividades antifingica e anti-inflamatéria demonstradas.

Palavras-chave: Candidiase vulvovaginal, Carreador Lipidico Nanoestruturado, Curcumina,

Fluconazol, Hidrogel.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (CVV) is a pathology that affects a large part of the female
population. Treatment with azole agents is widely prescribed and the number of isolates
resistant to these agents has been growing. Thus, it is necessary to research new
therapeutic alternatives. Curcumin (CUR) proves to be a promising alternative given its
versatile bioactivity. In other studies, the combination of CUR with other APIs provided
activity optimization. Thus, the present study evaluated the potential of the combination of
CUR and fluconazole (FL) against strains of Candida spp. in a nanostructured lipid carrier
(NLC), in view of the potential optimization intermediated by CLN. Considering the high
fluidity of CLN and intravaginal application, the study evaluated its dispersion in
thermoresponsive hydrogel. Thus, this project sought to evaluate the potential of CLN for
co-encapsulation of CUR and FL dispersed in thermoresponsive hydrogels in the
treatment of CVV. The development of CLN was carried out with the Quality by Design
(QbD) approach in order to obtain a development based on quality. In order to obtain a
working region based on the established quality criteria, a Box-Behnken study (33) was
conducted. Different physicochemical characterization techniques were approached and
it was possible to obtain monodisperse CLN, with an average hydrodynamic diameter of
142.5 nm, with high encapsulation efficiency of CUR and FLU, prolonged release, reduced
crystallinity index and spherical shape. The hydrogels were made using CLN as the
aqueous phase (H-CLN) and the evaluation of the mechanical properties of H-CLN
showed that each hydrogel had a different behavior according to the CLN used. The
activity of the combination CUR and FLU, and the same nanostructured (CLNFC) was
evaluated in in vitro models with planktonic cells and biofiims of C. albicans and
C.glabrata, as well as in vivo model. The results indicated the anti-candida potential of the
CUR + FL combination and the optimization of the activity when in CLNFC. The cytotoxic
potential of the samples was evaluated and it indicated that CLNFC is innocuous in murine
macrophage and epithelial cells of the vaginal mucosa. The anti-inflammatory activity was
evaluated by the determination of TNF-alpha, IL-6, IL-10, IL-2, in which anti-inflammatory
activity of CLNFC was evidenced. Thus, the developed system has potential in the
treatment of CVV, given the antifungal and anti-inflammatory activities demonstrated.

Keywords: Vulvovaginal candidiasis, Nanostructured Lipid Carrier, Curcumin,

Fluconazole, Hydrogel
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1. INTRODUCAO

Candidiase Vulvovaginal (CVV) é uma patologia cujos sinais e sintomas estédo
relacionados a inflamacg&o em resposta a presenca de Candida spp.. A sintomatologia
€ inespecifica e pode ser confundida com uma gama de patologias vaginais tais como
tricomoniase, gonorreia e outras infec¢cdes bacterianas. Prurido vulvonar, ardéncia
seguida de irritacdo vaginal, dor durante o contato intimo e disuria, sdo os sintomas
mais comuns presentes em casos de CVV. Também ha relatos de eritema, edema e
fissuras vaginais e vulvonares. Apesar da CVV néo estar associada a mortalidade, a
patologia pode afetar a esfera social da paciente.

O tratamento antimicotico de CVV dispbe de apresentacdes topicas e orais, sendo
0s agentes azolicos orais 0s mais prescritos. Contudo, esse grupo de medicamentos
possui uma gama de efeitos adversos quando administrado por via oral e sdo pouco
eficazes em CVV ocasionada por candida nao-albicans, as quais sao capazes de
desenvolver alta resisténcia a estes agentes. Vale a pena ressaltar que, em
comparacao com as terapias antibacterianas, a terapia antifGngica apresenta poucas
opcbes de medicamentos. Desta forma, se faz necessario a busca de novas
estratégias terapéuticas eficazes, com reducéo de efeitos adversos.

A curcumina (CUR) vem tomando ateng¢do da comunidade cientifica visto a sua
bioatividade de ampla aplicacéo, incluindo atividade antimicrobiana de amplo espectro
(antibacterianas, antivirais, antifingicas) e anti-inflamatoria. Visando otimizar a terapia
antimicrobiana de agentes ja comercializados, e tendo em vista a atividade promissora
da CUR, diferentes estudos avaliaram a associacdo destes agentes comprovando o
potencial desta associacdo. Nesses estudos, foi avaliada a associagcao de CUR e
fluconazol (FLU) contra cepas resistentes a esse agente, onde foi observada

otimizagdo da sua atividade.
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Contudo, a CUR é insolavel em meio aquoso o que dificulta a sua dissolucéo, o
acesso ao local de acéo e reduz a sua biodisponibilidade no organismo. Visto isso, a
utilizacao de sistemas de liberacdo de farmacos para proporcionar maior solubilidade
e protecdo deste bioativo demonstra ser uma alternativa promissora.

Pesquisas focadas na tecnologia farmacéutica tém sido realizadas com o intuito
de otimizar a dissolucdo de farmacos e moléculas bioativas. Entre as estratégias
desenvolvidas, a nano-veiculagdo destas moléculas tem sido utilizada como
alternativa para aumentar a solubilizacéo e promover a liberacéo controlada destas.

Nanocarreadores sdo materiais compreendidos em escala nanométrica os quais
sdo capazes de transportar mualtiplos farmacos e/ou agentes de imagem e
biomoléculas. Ao transportar os insumos farmacéuticos ativos (IFAS) em seu interior,
0s nanocarreadores usados como drug-delivery systems (DDS) podem promover a
liberacdo prolongada dos mesmos e impedir a sua degradacgao no sistema biolégico.

Entre os nanocarreadores mais estudados pode-se citar os baseados em lipidios
tais como lipossomas, micro e nanoemuldes e nanoparticulas lipidicas. Os
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo considerados a segunda geracao
das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), pois surgiram com o intuito de aprimorar
as suas caracteristicas. Diferentemente das NLS, os CLN apresentam em sua
composi¢cdo ao menos um lipidio liquido além do lipidio solido em temperatura
ambiente estruturalmente responsavel pela organizacédo da particula. A presenca do
lipidio liquido promove aumento da desorganizagédo estrutural do nucleo apolar da
nanoparticula, favorecendo a encapsulacdo de farmacos apolares e impedindo a
expulsdo dos mesmos. Os CLN sdo desenvolvidos com a utilizacéo de acidos graxos,
triglicerideos e ceras como componentes de sua matriz, e de tensoativos como

estabilizantes coloidais, tornando capaz de carregar moléculas hidrofilicas e lipofilicas.
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Alguns estudos relatam a possibilidade de co-delivery de moléculas bioativas por
CLN, e tendo em vista as caracteristicas previamente citadas este nanossistema
demonstra ser um candidato promissor para veicular CUR e FL simultaneamente. Por
outro lado, CLN sédo nanossuspensdes, o que dificulta a aplicacdo intravaginal visto a
sua baixa viscosidade e alta escoabilidade, reduzindo o tempo de contato do sistema
com a mucosa vaginal. Portanto € necessario o emprego de alternativas tecnolégicas
para aumentar a viscosidade destes sistemas.

Os hidrogéis vém sido vastamente empregados como uma alternativa para
veiculacao de farmacos de administracéo topica, devido a sua versatilidade e conforto
em comparacao a outros veiculos. Assim, a utilizacdo deste sistema em conjunto com
CLN é uma alternativa para otimizar o tempo de contato dos nanossistemas com a
mucosa vaginal, com consequente aumento do valor terapéutico.

Desta forma, neste trabalho pretende-se avaliar o potencial de carreadores
lipidicos nanoestruturados para co-encapsulacéo de curcumina e fluconazol dispersos

em géis termorresponsivos no tratamento de candidiase vulvovaginal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Candidiase vulvovaginal

2.1.1. Patogénese e dados epidemioldgicos

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma patologia cujos sinais e sintomas estao
relacionados a infeccdo e ao processo inflamatorio decorrente da presenca de
Candida spp. (SANGAMITHRA et al., 2013). As leveduras de Candida spp. compdem
a microbiota de seres humanos e estdo presentes em mucosas, cavidade oral, unhas
e pele (FREDLUND et al.,, 2013). A permanéncia desses microrganismos como
componentes da microbiota vaginal é garantida pelos seus mecanismos de defesa,
como a presenca de lactobacilos e respostas imunes (FERRER, 2000). Fatores
internos e externos que possam prejudicar esse equilibrio podem favorecer o
desenvolvimento de CVV. Entre esses fatores pode-se citar variacdes hormonais,
diabetes, uso de antibidticos, imunodepresséao e estresse (GONCALVES et al., 2016).

A patogénese e o0 progresso da CVV sao mediados por fatores de viruléncia, 0os
quais incluem formacéao de biofilme, adeséo, troca fenotipica (de levedura para hifa) e
excrecdo de proteases (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019a; TAMURA et al.,
2007). As espécies mais comuns associadas a CVV sao Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei, sendo a maioria
dos casos ocasionados por C. albicans seguida por C. glabrata (GONCALVES et al.,
2016).

Depois da vaginose bacteriana, a CVV é a causa mais comum de vaginite, e
estima-se que cerca de 70-75% das mulheres irdo manifesta-la em algum momento
da vida (ANDERSON et al., 1989; DONDERS; SOBEL, 2017). Segundo a revisao de

Gongalves et al. (2016) as incidéncias de CVV variam entre paises e o Brasil
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apresenta o terceiro maior indice global (AMOURI et al., 2011; ANDRIOU et al., 2009;
OKUNGBOWA; ISIKHUEMHEN; DEDE, 2003). Em uma revisao sistematica realizada
pelo nosso grupo de pesquisa, a prevaléncia estimada de CVV no Brasil € de 18%,
podendo ser uma porcentagem maior tendo em vista a subnotificacdo por nao se tratar
de uma doenca de notificacdo compulsoria (CARVALHO et al., 2021). Recentemente,
um subtipo cronico da CVV tem sido relatado na literatura, denominado como
candidiase vulvovaginal recorrente (RCVV). A RCVV ¢ arbitrariamente definida pelo
namero de quatro ou mais episodios de CVV ao ano, e sua patogénese € pouco
conhecida tendo indicios de um componente genético associado (DENNING et al.,

2018; SOBEL, 2016).

2.1.2. Sintomatologia e tratamentos

A sintomatologia que acompanha a CVV é inespecifica, o que muitas vezes pode
ser confundida com outras infeccdes vaginais, tais como tricomoniase e gonorreia
(ANDERSON; KLINK; COHRSSEN, 2004). Os sintomas mais comuns associados a
CVV séo: prurido vulvonar, ardéncia, dor durante o contato intimo e disuria. Ha
também relatos de eritema, edema e fissuras vaginais e vulvonares (ANDERSON;
KLINK; COHRSSEN, 2004; SOBEL, 2017). A CVV pode promover dor e grande
desconforto, afetando a esfera social da paciente, desempenho no trabalho e, em
casos de pacientes imunocomprometidos, pode gerar infec¢des sistémicas graves
(ASCIOGLU et al., 2002; DONDERS; SOBEL, 2017).

O tratamento antimicotico de CVV dispbe de apresentagdes topicas e orais, sendo
0s azOis orais 0s mais prescritos (SHIOZAWA et al., 2007; VASCONCELOS et al.,
2016). A terapia oral ou topica com uso de azbis apresenta taxa de cura de 80 a 95%

(DE CASSIA ORLANDI SARDI et al., 2021; FELIX; DE BRITO RODER; DOS SANTOS
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PEDROSO, 2019). Contudo, quando a espécie responsavel pela infeccao é resistente
ou possui sensibilidade reduzida, outras alternativas terapéuticas e terapias
complementares devem ser consideradas (FELIX; DE BRITO RODER; DOS SANTOS
PEDROSO, 2019). Para casos de CVVR, o esquema terapéutico inclui agentes azois
orais e sistémicos, ou como alternativa, uso concomitante de agentes azois orais e
topicos (DE CASSIA ORLANDI SARDI et al., 2021; FELIX; DE BRITO RODER; DOS
SANTOS PEDROSO, 2019). Farmacos como FLU, miconazol e cetoconazol, sdo
considerados como primeira escolha para o tratamento de infec¢cdes ocasionadas por
C.albicans (DE CASSIA ORLANDI SARDI et al., 2021).

Na Tabela 1 pode ser observado o tratamento preconizado pelo Protocolo
Brasileiro para Infecgcbes Sexualmente Transmissiveis 2020 (DE CARVALHO et al.,
2021).

Tabela 1. Tratamento de candidiase vulvovaginal de acordo com Protocolo Brasileiro

para Infec¢cdes Sexualmente Transmissiveis 2020.

Classificacao Tratamento Observacoes

Miconazol creme a 2% ou outros _ _
_ o _ _ Parceiros sexuais
derivados imidazodlicos, via vaginal, um . _
. o _ n&o precisam ser
o aplicador cheio, a noite ao deitar-se, por
Primeira opgéo _ o tratados, exceto 0s
7 dias OU Nistatina 100.000 Ul, uma _ .
L _ o _ sintomaticos.
aplicacéo, via vaginal, a noite ao deitar-

se, por 14 dias ,
E comum durante

_ a gestacéo,
Fluconazol 150mg, via oral (VO), dose
Segunda opcéo o podendo haver
unica OU lItraconazol 100mg, 2 o
o _ _ recidivas pelas
comprimidos, VO, 2x/dia, por 1 dia L
condicbes

Candidiase propicias do pH

vulvovaginal vaginal que se
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complicada e Inducéo: fluconazol 150mg, VO, 1x/dia, estabelecem
recorrente nos dias 1, 4 e 7 OU Itraconazol 100mg, nesse periodo.
2 comprimidos, VO, 2x/dia, por 1 dia OU
Miconazol creme vaginal topico diario Tratamento em
por 10-14 dias gestantes e

. lactantes: somente
Manutencéo: fluconazol 150mg, VO, ) )
_ por via vaginal. O
1x/semana, por 6 meses OU Miconazol
. o tratamento oral e o
creme vaginal tépico, 2x/semana OU o
. ] . uso de triazois
Miconazol 6vulo vaginal, 1x/semana, ]
esta
durante 6 meses o
contraindicado.

2.2. Antifungicos azoéis e fluconazol

Os antifingicos azGis abrangem duas grandes classes, os imidazéis e os triazois.
A acgdo antifungica dessa classe de medicamentos advém da inibicdo 14a-esterol
desmetilase, comprometendo a biossintese do ergosterol presente na membrana
plasmatica fungica, e promove 0 aumento da concentracdo de 14-a-metilesterois, que
por sua vez interferem na permeabilidade celular (GOODMAN; GILMAN, 2010).

O FL, CAS 86386-73-74, € um triazolico ou bistriazolico fluorado (Figura 1)
(CASALINUOVO; DI FRANCESCO; GARACI, 2004). O FL possui coeficiente de
particdo octanol/agua (LogP) entre 0,4 e 0,5 e coeficiente de solubilidade (LogS) de -
2,3, ponto de fusado entre 138 e 140°C, e macroscopicamente se apresenta como po
branco cristalino (BHESANIYA; NANDHA; BALUJA, 2014; BLOKHINA et al., 2020;

CORREA; SALGADO, 2011; ORGOVAN; KELEMEN; NOSZAL, 2016).
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Figura 1. Férmula estrutural do fluconazol.

Segundo o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB), o FL ¢é classificado
como Classe lll (Tabela 2) considerando alta solubilidade e baixa permeabilidade
intestinal (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004). Contudo, a sua solubilidade em
meio aquoso varia conforme a faixa de pH em que se encontra, conforme € apontado
pela Figura 2, na qual pode ser observado que a solubilidade de FL decai
significativamente em uma ampla faixa de pH, o que pode comprometer 0 seu uso por

diferentes vias de administragao.

350
300
250

200

mg/ml

150

100

50

pH

Figura 2. Solubilidade do FL em diferentes pH. Dado disponivel em Chemicalize -

Instant Cheminformatics Solutions”, 2023.
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Do ponto de vista terapéutico, o FL possui menor toxicidade em comparacao a
anfotericina B, o que tem contribuido para seu amplo uso (CASALINUOVO; DI
FRANCESCO; GARACI, 2004). Contudo, observa-se um aumento de isolados clinicos
de C.albicans bem como de espécies nao-albicans com baixa sensibilidade a esse
farmaco (CASALINUOVO; DI FRANCESCO; GARACI, 2004; GONCALVES et al.,
2016; MARCHAIM et al., 2012). Vale a pena ressaltar que, em comparacdo com as
terapias antibacterianas, a terapia antifingica apresenta poucas opc¢des de farmacos
(DOS SANTOS RAMOS et al., 2019; RODERO et al., 2018).

Estudos clinicos relatam que na auséncia de tratamento ou em casos de
tratamento ineficaz de CVV as pacientes podem apresentar complicacdes associadas,
tais como doenca inflamatdria pélvica, abscesso pélvico, aborto espontaneo e até
mesmo infertilidade (GONCALVES et al., 2016). Desta forma, se faz necessaria a

busca de novas estratégias terapéuticas eficazes.

2.3. Produtos naturais e curcumina para tratamento de CVV

Historicamente, produtos de origem natural tem sido explorados para a descoberta
de novas terapéuticas. Essa busca decorre da alta biodiversidade e da sua
capacidade de produzirem espécies moleculares diferenciadas frente a estimulos
ambientais (MISHRA; TIWARI, 2011). Atualmente, com o desenvolvimento
tecnoldgico, somos capazes de isolar espécies moleculares, bem como desenvolver
novas moléculas com base nessas (MISHRA; TIWARI, 2011). Segundo a revisao de
Rycher e colaboradores, (2020) as moléculas de origem natural permanecem como
uma das melhores fontes para a descoberta de moléculas bioativas para tratamento
de doencas infecciosas, em decorréncia da alta biodiversidade associada a

descoberta de novos mecanismos de acdo (DE RYCKER et al., 2020).
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Como exemplo de produtos naturais usados como tratamento alternativo encontra-
se a curcumina (Figura 3), ou diferulonilmetano (CAS 458-31-7), que € uma molécula
encontrada no rizoma da espécie Curcuma longa (L) e possui aspecto cristalino em
cor amarelo vibrante (AJAZUDDIN et al., 2014; NOORAFSHAN; ASHKANI-
ESFAHANI, 2013) . A CUR possui ainda LogP entre 3,29 e 3,69, baixa solubilidade
em agua, e ponto de fusdo de aproximadamente 183°C (LESTARI; INDRAYANTO,
2014). Ainda, de acordo com o SCB a CUR é classificada como Classe IV (Tabela 2),

baixa solubilidade e baixa permeacao intestinal (BHAT et al., 2019).

Tabela 2. Classificacdo da curcumina e do fluconazol de acordo com o Sistema de
Classificacado Biofarmacéutica (SCB), bem como as propriedades de solubilidade e
permeabilidade dos farmacos alocados em cada classe.

Insumo

_ o Solubilidade e _
Farmacéutico Classificagao . Referéncia
_ Permeabilidade
Ativo

_ (Lindenberg; Kopp;

Fluconazol Classe llI Alta/Baixa
Dressman, 2004)
Curcumina Classe IV Baixa/Baixa (Bhat et al., 2019)

Figura 3. Férmula estrutural da curcumina.
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Do ponto te vista terapéutico, a CUR vem despertando a atencdo da comunidade
cientifica visto a sua bioatividade de ampla aplicacdo, para qual foi possivel observar
atividade antimicrobiana de amplo espectro, incluindo atividades antibacterianas,
antivirais, antifingicas; além de atividade antioxidantes e anti-inflamatérias que podem
promover alivio de sintomas provocados por infeccbes (ZOROFCHIAN
MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

O potencial anti-Candida spp. da curcumina foi observado em diversos estudos
nos quais a molécula apresentou atividade fungicida frente a 4 cepas de ATCC e 10
isolados clinicos, assim como em 38 espécies diferentes de isolados clinicos
resistentes a FL (KHAN et al., 2012). A literatura relata diferentes formas pelas quais
a CUR induz efeito anti-Candida spp. No estudo de Lee et al., (2014) foi observado
gue a biomolécula promove alteracbes na membrana plasméatica de C. albicans
(ATCC 90028). Sharma et al. (2010) avaliaram o comportamento de cepas de C.
albicans e nao-albicans ap6s o tratamento com CUR e observaram aumento da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio e mRNAs relacionados ao estresse
oxidativo, assim como inibicdo do desenvolvimento de hifas por inibicdo de TUP1
(captacdo de timidina 1). Adicionalmente, no estudo de Khan et al. (2012) foi
demonstrado que a curcumina promoveu inibicdo do efluxo de H* levando a
acidificacao intracelular e morte de diferentes tipos de Candida spp.

Outros estudos ainda descreveram que a associacdo da CUR com outros
compostos apresentou um efeito mais significativo em relagdo ao farmaco isolado,
podendo ser utilizada em terapia combinada (GALLATE et al.,2018; JAVAN et al.,
2019; LI et al., 2019; TSAO; YIN, 2000; YANG et al., 2018). Garcia-Gomes et al.,
(2012) demonstraram em seu estudo o potencial sinérgico de CUR e FL frente a

C.albicans resistentes aos azois.
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Apesar do potencial da associacdo de CUR e FLU, alguns aspectos devem ser
considerados para viabilidade de sua aplicacdo intravaginal. O FL apresenta reducao
de solubilidade em pH acido-vaginal e a CUR é insoluvel em meio aquoso, tornando
necessario o uso de DDS para explorar adequadamente efeitos biolégicos dessa
associacao.

2.4. Nanocarreadores

Pesquisas na area de Tecnologia Farmacéutica estdo sendo conduzidas com o
intuito de otimizar a aplicacdo de farmacos e moléculas bioativas. Entre as estratégias
desenvolvidas, a utilizagdo de nanoparticulas como DDS tem sido pesquisada como
alternativa para aumentar a solubilidade, liberagdo modificada, e aumento de
estabilidade de IFAs (BEHBAHANI et al., 2019; EKAMBARAM; SATHALI;
PRIYANKA, 2012; GERA et al., 2017; PEER et al., 2007a).

A nanociéncia € uma éarea de estudo multidisciplinar, idealizado por Richard
Feynman em 1959, que integra diferentes areas do conhecimento visando uma
variedade de estruturas submicrométricas (KOOPMANS; AGGELI, 2010). Entre os
objetos de estudo da nanociéncia, pode-se citar o desenvolvimento de
nanocarreadores para o tratamento de patologias (PEER et al., 2007b).

Os nanocarreadores sao materiais compreendidos em nanoescala e sdo capazes
de transportar farmacos e/ou agentes de imagem (OCHEKPE; OLORUNFEMI;
NGWULUKA, 2009). O transporte de farmacos em nanoestrutura pode prevenir a
degradacgéo do farmaco em contato com o sistema biolégico, aumentar estabilidade e
solubilidade, promover a manutengdo da janela terapéutica e, em alguns casos,
contornar mecanismos de resisténcia de microrganismos (PEER et al., 2007a). Entre

0S hanossistemas destinados ao carreamento de farmacos podemos citar as
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nanoparticulas metalicas, nanoparticulas de silica mesoporosa, nanoparticulas
poliméricas, nanossistemas a base de lipidios, entre outros.

Uma diversidade de nanossistemas a base de lipidios pode ser encontrada na
literatura, com diferentes caracteristicas que podem ser exploradas de acordo com o
alvo e a resposta terapéutica almejados. Entre 0os nanossistemas dessa classe pode-
se citar os lipossomas, niossomas, nano e microemulsdes, nanoparticulas lipidicas
sélidas, etc, os quais apresentam caracteristicas fisico-quimicas distintas (ARAUJO
et al., 2020a).

2.4.1. Carreador Lipidico Nanoestruturado

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo considerados como a
terceira geracdo de nanoemulsdes e a segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLS). Sdo sistemas coloidais, compreendidos em nanoescala, com nucleo
hidrofébico dispersos em meio aquoso e estabilizados por moléculas tensoativas,
tornando-os capazes de carrear moléculas lipo e hidrofilicas (DOKTOROVOVA;
SOUTO; SILVA, 2014).

Os métodos de obtencao, caracterizacdo e biocompatibilidade de CLN sao muito
semelhantes aos de NLS (PARDESHI et al., 2012; SHAH; KAKUMANU; BANSAL,
2006), mas a substituicdo parcial do lipidio sélido (LS) por liquido lipidio (6leo), fornece
vantagens ao CLN sobre seus antecessores (ARAUJO et al., 2020b; PARDESHI et
al., 2012). Essa substituicdo parcial, além de associar as vantagens da presenca de
LS que inclui maior resisténcia e liberagéo controlada de farmacos, também reduz os
eventos cristalinos causados por eles, evitando a expulsdo do farmaco durante o
desenvolvimento e armazenamento (Figura 4), bem como aumenta a capacidade do
sistema de carrear farmacos (GARCES et al., 2018; SAEDI et al., 2018; WEBER;

ZIMMER; PARDEIKE, 2014).
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’ Tensoativo

. Farmaco

3 Lipidio sélido

O Oleo

Figura 4. Representacdo esquematica de: 1) Nanoparticula lipidica soélida, 2)
Carreador lipidico nanoestruturado, 3) Transicao polimdrfica para estado de menor
energia com expulsdo do farmaco. Figura baseada no trabalho de (ARAUJO et al.,
2020c).

Em decorréncia das caracteristicas supracitadas, o CLN vem sido idealizado

visando vérias vias de administracdo, incluindo vaginal.

2.5. Administracdo vaginal de sistemas de entrega de farmacos (SEF)

A administracao intravaginal de sistemas de entrega de farmacos (SEF) demonstra
ser uma via alternativa promissora para tratamentos de acéo local, visto que a mesma
evita o metabolismo de primeira passagem impedindo a inativacdo dos farmacos,
reduz incidéncia de efeitos adversos e de interagdes medicamentosas, € de facil
administragéo, e reduz o numero de doses necessarias (ALEXANDER et al., 2004).
Apesar de seu potencial, observa-se que esta via de administracéo € pouco explorada
(HUSSAIN; AHSAN, 2005). Alexander e colaboradores (ALEXANDER et al., 2004)

descreveram as caracteristicas ideais de DDS para administracao intravaginal como:
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facil aplicacéo, indolor, dispensa auxilio profissional para aplicacédo, impacto minimo
no cotidiano, e alta biocompatibilidade. Adicionalmente, a administrac&o intravaginal
de SEF proporciona atividade local do farmaco bem como a capacidade de promover
a absorcao e gerar efeitos sistémicos (ALEXANDER et al., 2004; HUSSAIN; AHSAN,
2005).

A via intravaginal tem sido tradicionalmente explorada para a administracéo local
de agentes antibacterianos, antifingicos, antiprotozoarios, antivirais, espermicidas, e
horménios sexuais (EL-HAMMADI; ARIAS, 2021). O processo de desenvolvimento de
DDS para aplicacdo intravaginal deve levar em consideracdo as caracteristicas
fisiolégicas, como o pH acido (= 4,5), a microbiota, e as alteracgodes fisioldgicas ciclicas
e relacionadas a idade da paciente (HUSSAIN; AHSAN, 2005; LINHARES et al.,
2011), para garantir a eficacia e seguranca do tratamento proposto.

Considerando esses aspectos, a utilizacdo de nanocarreadores como DDS para
aplicacdo vaginal é promissora, visto que os mesmos sao capazes de reduzir a
influéncia dos fatores fisiolégicos vaginais sobre o IFA, bem como preservar o
microambiente de aplicacdo (ENSIGN; CONE; HANES, 2014; RAMOS et al., 2015).

No capitulo de El-Hammadia e Arias (EL-HAMMADI; ARIAS, 2021) os autores
discorrem que algumas caracteristicas de nanossistemas determinam o sucesso do
uso de nanoparticulas (NPs) para aplicacéao intravaginal, como o tamanho, a carga e
modificacdes de superficie. Contudo, assim como as formula¢des convencionais para
uso intravaginal, as nanossuspensdes estao associadas a baixa retencéo no epitélio
vaginal, apresentando alta escoabilidade, o que favorece o vazamento e a reducéo do
tempo de contato do farmaco com a regidao de aplicacdo causando desconforto do

usuario (HUSSAIN; AHSAN, 2005). Desta forma, atualmente os estudos destinados
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ao desenvolvimento de DDS para aplicacdo intravaginal vém utilizando polimeros

bioadesivos em formas farmacéuticas semi-solidas para contornar tais problemas.

2.6. Hidrogéis

Os hidrogéis sdo uma alternativa interessante para incorporar sistemas que
tenham alto escoamento, como 0os CLN (AKA-ANY-GRAH et al., 2010; REGINA et al.,
2012). Hidrogéis séo estruturas tridimensionais poliméricas com capacidade de
intumescer em agua ou em fluidos biolégicos sem a quebra de sua estrutura (WANG
et al., 2019; MOHAMMED et al., 2017). Os hidrogéis termorresponsivos tém ganhado
destaque visto a sua facil aplicacdo com fluxo livre em temperatura ambiente, e
geleificacdo a temperatura fisiologica (32—-37 °C), permitindo sua aplicacdo por spray
ou injetdvel (WANG et al.,, 2019). Os sistemas termossensiveis com base em
Polaxamer (Pluronic®) sdo amplamente descritos pela literatura em virtude da sua
capacidade de promover adesdo de nanoestruturas em mucosas, com consequente
aumento no valor terapéutico (CORREA et al., 2021; LEROUX; RUEL-GARIE, 2004).
Ainda, observa-se na literatura, o acréscimo de matérias-primas com propriedades
mucoadesivas para otimizar as propriedades de hidrogéis termorresponsivos, como a

guitosana (ARAUJO et al., 2021).

2.6.1. Quitosana

A quitosana é um polimero obtido ap0s a desacetilacdo da quitina, um
polissacarideo presente na estrutura de fungos, insetos e crustaceos (WANG; LI,
YAO, 2011). A mucoadeséo promovida pela quitosana decorre da interagdo entre o
biopolimero e a mucina, envolvendo interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e

efeitos hidrofébicos (SOGIAS; WILLIAMS; KHUTORYANSKIY, 2008). Em decorréncia
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desta capacidade, a quitosana tem sido empregada para aumentar a mucoadesao de

diferentes DDS destinados a aplicacéo vaginal, incluindo hidrogéis (ARAUJO et al.,

2021).

3. OBJETIVO

O objetivo principal do presente trabalho é avaliar o potencial de carreadores
lipidicos nanoestruturados para co-encapsulagéo de curcumina e fluconazol dispersos
em géis termorresponsivos no tratamento de candidiase vulvovaginal.
3.1.0bjetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e Desenvolver CLN utilizando o racional de QbD;

e Auvaliar o potencial sinérgico de CUR e FL in vitro por checkerboard;

e Caracterizar sob o aspecto fisico-quimico o CLNFC desenvolvido;

e Caracterizar fisicamente os hidrogéis desenvolvidos;

e Realizar avaliacdo antifungica in vitro do CLNFC e H-CLN desenvolvidos;

e Avaliar in vitro o potencial do CLNFC em biofilmes;

¢ Realizar avaliacdo antifungica in vivo do CLNFC em modelo de Galleria melonella;
e Determinar a toxicidade in vitro de CLNFC;

e Determinar o potencial anti-inflamatério de CLNFC.
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1. INTRODUCAO

A qualidade baseada no projeto (Quality by design, QbD) € uma abordagem
sistemética na qual a qualidade € construida com profundo conhecimento do produto,
do processo e dos riscos inerentes a sua fabricacdo, a fim de mitigar os riscos
atrelados (BEZERRA; RODRIGUES, 2017). A Conferéncia Internacional de
Harmonizacao (ICH), por meio do documento técnico ICH Q8(R2) (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2009) estabelece as diretrizes para
implementagdo do QbD no desenvolvimento farmacéutico, e por meio do ICH Q9
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2005) aborda o
gerenciamento de riscos da qualidade e ferramentas que podem ser empregadas com
este objetivo.

O QbD é€ iniciado com a definicdo de objetivos, com foco no produto, € no
entendimento do processo, baseado em conhecimento cientifico sélido e no
gerenciamento de risco. Para isso, deve haver a determinacdo do perfil do produto
(quality target product profile, QTPP), dos atributos criticos de qualidade (critical
quality atributes, CQASs), atributos criticos de material (critical material atributes,
CMAS) e parametros criticos de processo (critical processes parameters, CPPs), bem
como a andlise de risco, com intuito de identificar atributos de material e parametros
de processo que podem potencialmente afetar os CQAs do produto (KOVACS et al.,
2017). O fluxograma da abordagem QbD no desenvolvimento de formulacdes pode

ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Fluxograma das etapas contempladas na abordagem por QbD no

desenvolvimento de um produto.

Segundo Elliott et al., (2013), o QbD promove beneficios que incluem: o melhor
desenvolvimento de produto, reducdo de problemas durante o desenvolvimento,
compreensao e mitigacao de riscos, reducédo de custos de producdo, promoc¢ao da
melhoria continua, entre outros. Desta forma, o presente estudo buscou incorporar em
seu escopo de desenvolvimento das nanoestruturas com a abordagem por QbD a fim

de obter um desenvolvimento racional e baseado na qualidade.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Definicdo dos QTPPs

O primeiro passo para o desenvolvimento de um produto com base no QbD é
definir o perfil do produto almejado (QTPPs) fundamentado nos requisitos regulatorios,
expectativas do paciente e aspectos industriais. Nesta etapa, deve ser definida a via
de administracdo desejada, forma farmacéutica, doses maximas e minimas,
aparéncia, etc. Visto a definicdo prévia, se faz necessario o levantamento de

caracteristicas fundamentais para assegurar a qualidade, seguranca e eficacia do
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produto idealizado, como estabilidade, perfili de dissolucdo, atributos
farmacocinéticos, etc (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION,

2009).

2.2. Determinacao dos CQAs

O proximo passo no QbD é resumir os atributos de qualidade do produto que
devem ser assegurados durante o desenvolvimento a fim de atingir a qualidade
almejada do produto. Os CQAs abordam propriedades fisico-quimicas e biologicas
gue devem estar dentro de limites determinados para garantir a qualidade desejada

do produto (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2009).

2.3. Determinacao dos CMAs e CPPs

O terceiro passo no desenvolvimento baseado em QbD é definir os atributos do
material (CMAS) e os parametros criticos de processo (CPPs) que podem influenciar
nos CQAs. Nesta etapa, sdo abordadas propriedades do IFA, dos excipientes e
parametros de processo (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION,

2009).

2.4. Avaliacao de risco prévia

A avaliacdo de risco consiste na identificacéo e avaliacao de riscos detectados a
uma determinada formulacdo. Esta avaliagdo pode ser feita por diferentes
ferramentas que permitem discriminar as fontes de variagdo de um sistema e priorizar
os pontos de investigacdo de um processo (BEZERRA; RODRIGUES, 2017;

INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2005).
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2.5.Estudo de pré-formulacao
O estudo de pré-formulacdo contempla anéalises que sdo empregadas a fim de

auxiliar no desenvolvimento do produto em questéao.

2.5.1. Avaliacédo de cristalinidade por microscopia de luz polarizada

Tendo em vista que o alto potencial cristalino do colesterol (COL), foi realizada a
combinac¢éo com 6leo de ricino (OR) e miristrato de miristila (MM). A cristalinidade dos
lipideos foi avaliada pela microscopia de luz polarizada utilizando o equipamento Leica
DM2700M. Para este estudo foi realizada avaliacdo da cristalinidade do colesterol
isolado, colesterol com OR (60:40 m/m), colesterol com MM (60:40 m/m), colesterol
com OR e MM (36:24:40 m/m). As amostras foram inicialmente aquecidas a 90°C e
misturadas por 5 min. Apés a solidificacdo em temperatura ambiente, as amostras

foram depositadas em laminas e avaliadas em aumento de 20 vezes.

2.5.2. Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A andlise de DSC foi realizada usando um calorimetro Q10 DSC (TA Instruments),
ar seco dinamico foi usado para TGA-DSC a uma taxa de fluxo de 50 mL/min. Uma
taxa de aguecimento de 10°C/min foi adotada, com amostras pesando cerca de 10
mg em cadinhos de alumina. Para esta técnica foi utilizada uma faixa de temperatura

de 25°C a 250°C.

2.6.Desenvolvimento dos CLN
As amostras foram preparadas pelo método de homogeneizagéo por cisalhamento
a guente, como previamente descrito por Araujo e colaboradores (ARAUJO et al.,

2020b). A fase oleosa (CL, MM, TW20 e OR) e fase aquosa (dgua deionizada) foram
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aguecidas separadamente a 90°C. Os farmacos foram adicionados na fase oleosa a
uma concentracdo de 1 mg/mL de CUR e 100 pug/mL de FLU. Apos completa fuséao
do colesterol, verteu-se a fase aquosa sobre a oleosa com seguido cisalhamento em
Ultra-Turrax IKA® (Staufen, Alemanha) a uma rotacdo de 10.000 rpm por 5 min.
Posteriormente, a pré-emulsdo formada foi submetida a agitacdo magnética branda
até o arrefecimento do sistema a temperatura ambiente e subsequente formacéo dos

CLN.

2.7.Box-Behnken (BB) para otimizacdo dos CLN e determinacdo do Design

Space (DS)

O desenho experimental BB esta entre os métodos estatisticos Uteis para a
modelagem e analise de variaveis em formulacdo, com objetivo principal de otimizar
as respostas frente a varios parametros, bem como um dos métodos estatisticos mais
utilizados para otimizagcdo de CLN (JAZULI et al.,, 2019; KUDARHA et al., 2015;
SOUTO et al., 2020). Adicionalmente, este tipo de projeto quantifica a relacdo entre
as variaveis independentes e dependentes (KUDARHA et al., 2015).

No presente trabalho, o BB (3°) foi utilizado para avaliar o efeito combinado da
proporcao entre colesterol e miristrato de miristila (CL:MM), a propor¢éo entre LS e
OR, e proporcao entre fase lipidica total e quantidade de tensoativo (Tween 20), em
parametros como diametro hidrodinamico médio (HD), indice de polidisperséo (Pdl) e
eficiéncia de encapsulamento (EE%) de CUR e FLU. Para o desenvolvimento deste
estudo foi fixada a relagédo de 7,5% (m/m) de fase organica, e as concentragfes de 1
mg/mL de CUR e 100 pg/mL de FLU, com base nos resultados microbiolégicos
prévios.

As amostras foram preparadas pelo método de homogeneizagéo por cisalhamento

a guente, como previamente descrito por Araujo e colaboradores (ARAUJO et al.,
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2020b). A fase oleosa (CL, MM, TW20 e OR) e fase aquosa (dgua deionizada) foram
aguecidas separadamente a 90°C. Os farmacos foram adicionados na fase oleosa a
uma concentracdo de 1 mg/mL de CUR e 100 pug/mL de FLU. Apos completa fuséao
do CL, verteu-se a fase aquosa sobre a oleosa com seguido cisalhamento em Ultra-
Turrax IKA® (Staufen, Alemanha) a uma rotacdo de 10.000 rpm por 5 min.
Posteriormente, a pré-emulsao formada foi submetida a agitacdo magnética branda
até o arrefecimento do sistema a temperatura ambiente e subsequente formacéo dos

CLN.

2.8.Diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade, e potencial zeta

O diametro hidrodinamico médio das goticulas (DH), assim como Indice de
Polidispersao (PDI) foram determinados pelo método de dispersao dinamica de luz e
o potencial zeta (PZ) método de mobilidade eletroforética, utilizando o equipamento
Zetasizer (Malvern, EUA). As amostras foram diluidas na proporcéo de 1:100 (v/v) em

agua deionizada.

2.9.Validacao do método analitico para quantificacao de fluconazol e curcumina

Desenvolveu-se um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para deteccdo simultanea de FL e CUR, validado de acordo com a Conferéncia
Internacional de Harmonizacéo (Requisitos Técnicos para Registro de Medicamentos
para Uso Humano) — Q2 (R1) e Food and Drug Administration - Guidance for
Bioanalytical Method. O método utilizado para a validacdo bem como os parametros

estdo descritos detalhadamente no artigo apresentado no apéndice.

2.10. Eficiéncia de encapsulagédo e drug-loading
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A eficiéncia de encapsulacdo indica a porcentagem de farmaco adicionado que
esta presente dentro do DDS. Para a determinacéo desta porcentagem, foi realizado
o0 método indireto descrito por Bahrami & Farhadian, 2020 (BAHRAMI; FARHADIAN,
2020) e por Araujo e colaboradores, 2020 (ARAUJO et al., 2020b), com modificacdes.
As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos a temperatura
ambiente, em seguida o sobrenadante contendo as nanoestruturas foi coletado e
diluido em acetonitrilo promovendo o rompimento do nanossistema e liberacdo dos
farmacos mantidos em seu interior. Posteriormente a solucédo formada foi filtrada em
filtro PTFE de 0.22 um, e a quantificacdo foi realizada por HLPC através do método
previamente validado. A eficiéncia de encapsulacéo e o drug-loading foram calculados

de acordo com as Equacfes 1 e 2.

Concentracido obtida

EE% = ( ) x 100 (1)

Concentracgdo teérica

Massa de farmaco encapsulada

DL% = ( ) x 100 )

Massa do conteudo lipidico total)

2.11. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Todas as amostras foram diluidas 1:10.000 com &gua bidestilada. A NTA foi
realizada com microscopio digital LM10 HS System (NanoSight, Wiltshire, UK). As
amostras diluidas foram injetadas com seringas estéreis na camara de amostra
equipada com laser de diodo 640 nm (vermelho). Todas as amostras foram medidas
em um unico obturador e modo de ganho por 90 s com obturador manual, ganho,
brilho e ajustes de limiar em temperatura ambiente. As imagens de video das
particulas, movendo-se sob movimento browniano, foram capturadas e analisadas
pelo software de andlise de imagem NTA 2.0 NanoSight LM10 HS (NanoSight Ltd.,

Minton Park, Amesbury, Wiltshire SP47RT, Reino Unido), laser de 635 nm com uma
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camera de alta sensibilidade (EMCCD). Os valores médios de tamanho e SD obtidos
pelo software NTA foram baseados nos valores aritméticos calculados com os
tamanhos de todas as particulas analisadas pelo software para determinar o D10,
D50, D70 e D90 como distribuicdes de tamanho de diametros médios numéricos. O
valor Span de distribuicéo foi calculado com base na Equacéao 3.

Span = D90 — D10/D50 (3)

2.12. Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A anélise DSC foi realizada usando um calorimetro Q10 DSC (TA Instruments). Ar
seco dinamico foi usado para TGA-DSC a uma taxa de fluxo de 50 mL mint. Uma
taxa de aquecimento de 10 °C min min™! foi adotada, com amostras pesando cerca de
10 mg analisadas em cadinhos de alumina. Para esta técnica foi utilizada uma faixa
de temperatura de 25°C a 250°C. Os indices de recristalizacao (IR) foram calculados
de acordo com o estudo de Freitas & Miiller (FREITAS; MULLER, 1999) pela Equac&o
4.

IR(%) = (AHcun pispersio/AHLipideo solido X Fase lipidicay,) X 100 (4)

2.13. Estudo de difuséo in vitro

O estudo de difusao foi realizado usando células de difusdo vertical do tipo Franz
(area de difusdo de 1,77 cm?). O sistema foi equipado com membrana de
poliestersulfona de 0,45 um, como modelo de barreira a fim de separar a amostra do
compartimento aceptor. A solugcdo aceptora selecionada para o estudo foi uma
solucédo hidroalcoolica a 10% (v/v) com 1% (m/v) de TW20, para qual foi realizada a
avaliacao previa de condicéo sink para ambos os IFAs em estudo. A solucdo aceptora
foi mantida em agitacdo branda (300 rpm) a 37°C durante todo o periodo do teste.

Coletas de 2,0 mL de meio aceptor eram realizadas em tempos pré-definidos (0,5, 1,0,
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1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 16,0, 20,0 e 24,0 horas). CUR e FL foram
quantificados por CLAE, cujas especificacfes de andlise foram validadas conforme
item 2.9 e ANEXO 1.

A fim de avaliar o mecanismo de liberacdo de CUR e FL, diferentes modelos de
cinética (Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Weibull, Korsmeyer-
Peppas e Peppas-Sahlin) foram aplicados aos dados de difusdo obtidos

experimentalmente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Definicdo do QTPP e CQAs para CLN de uso intravaginal

O presente estudo buscou desenvolver CLN contendo FL e CUR para aplicacao
tratamento de candidiase vulvovaginal, e para isso, optou-se por utilizar o
desenvolvimento por QbD a fim de obter um sistema robusto.

Como previamente mencionado, a determinacdo do perfil do produto (QTPP) € o
primeiro passo para o desenvolvimento baseado em QbD, em que séo elencadas
caracteristicas do produto que seréo alcancadas para garantir a qualidade desejada,
levando em consideracdo a seguranca e eficacia (INTERNATIONAL CONFERENCE
ON HARMONIZATION, 2009; KOVACS et al., 2017). Na Tabela 3 podem ser

observados os parametros de QTPP, bem como o alvo e as justificativas da escolha.
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Tabela 3. Perfil do produto (QTPP) para CLN contendo FL e CUR.

Parametros de
QTPP

Alvo

Justificativa

Forma
farmacéutica

Nanossuspenséo - CLN

Como amplamente descrito na literatura, nanoestruturas tem sido
utilizado como DDS para promover otimizacao na terapia de farmacos ja
prescritos. CLN s&o nanossistemas biocompativeis, de estabilidade
elevada, capazes de incorporar altas concentracbes de farmacos
lipossolaveis e farmacos hidrossoluveis.

Via de
administracao

Intravaginal

Via de administragdo promissora para tratamentos locais, visto que a
mesma evita 0 metabolismo de primeira passagem impedindo a
inativacdo dos farmacos, reduz incidéncia de efeitos adversos e de
interacbes medicamentosas, € de facil administracdo, e reduz o nimero
de doses necessarias.

Efeito terapéutico

Anti-candida

O FL é um triazol utilizado para o tratamento de candidiases, porém o
namero de espécies pouco sensiveis ou resistentes a esse farmaco vem
crescendo. A CUR é uma molécula de origem natural com potencial anti-
Candida spp. amplamente descrito na literatura. Ha estudo evidenciando
0 potencial sinérgico da associacdo de CUR e FL frente a C.albicans
resistentes aos azois.
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Estabilidade
(fisico-quimica e
biolégica)

Sem sinais de agregacao apos
um més de preparo e
armazenamento em temperatura
ambiente

A estabilidade é necesséria a fim de manter o efeito terapéutico do
farmaco e indispensavel para comercializacao.

Perfil de liberagcao

Liberacéo prolongada

A liberacdo prolongada possibilita a manutengdo da concentragao de
farmaco na janela terapéutica reduzindo a probabilidade de efeitos
adversos, bem como a reducédo do niumero de doses necessarias.

Dose

> ClIMao

>CFKFM

in vivo

Tendo em vista que o potencial da combinacao entre CUR e FL sera
testado de maneira empirica, a dose sera determinada com base em
dados in vitro e in vivo.
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ApoOs a analise e determinacdo dos parametros de QTPP, se faz necessario a
identificacdo dos atributos criticos de qualidade (CQAs) os quais devem ser
preservados para assegurar a qualidade do produto em estudo. Neste momento foram
avaliados aspectos fisico-quimicos, biolégicos e microbiologicos que devem estar em
um limite, faixa ou distribuicdo apropriados para garantir a qualidade do produto
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2009). No Quadro 1 séao
elencados os CQAs que potencialmente oferecem riscos a qualidade do produto

desenvolvido.
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Quadro 1. Atributos de qualidade e CQAs para CLN contendo FL e CUR.

Atributos de

Alvo

E considerado

Justificativa

qualidade um CQA?
Dispersao
Caracteristicas amarelada, NAO O atributo nao é tido como CQA visto que o mesmo nao oferece
macroscopicas opalescente e sem risco a eficacia e seguranca do paciente.
odor.
O tamanho de particula acima da faixa descrita, descaracteriza o
sistema como CLN e como nanoestrutura. O tamanho de particula
Tamanho de ! : o ~ o )
Tamanho de articula em torno SIM esta relacionado com maior interagdes bioldgicas (SHANG;
particula pd 100 a 200 NIENHAUS; NIENHAUS, 2014). Ainda, o tamanho esta relacionado
e radnm a0 contato da nanoestrutura com o muco (EL-HAMMADI; ARIAS,
2021).
Distribuicéo do Valores baixos de PDI indicam monodispersédo da suspenséo. A
tamanho de PDI<0,2 SIM monodispersdo de nanossistemas lipidicos esta relacionada a maior
particula estabilidade de armazenamento.
Necessario para obter liberagcdo prolongada dos IFAs, e desta forma
Perfil de liberacéo Prolongada SIM manter os beneficios terapéuticos atrelados a nanoestruturas
utilizadas como DDS.
Eficiéncia d~e 90% a 110% SIM Indicativo da concentracdo de farmaco efetivamente incorporado na
encapsulacdo nanoestrutura.
Sistemas ideais para aplicacao intravaginal ndo podem ser capazes
oH <45 NAO alterar o pH vaginal (HUSSAIN; AHSAN, 2005; LINHARES et al.,

2011). A nanossuspensdo nao sera feita em meio tamponado,
incapaz de interferir no pH vaginal.
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3.2. Andlise derisco prévia

Diagrama de causa e efeito, ou diagrama de Ishikawa, € uma ferramenta que
permite identificar variaveis que podem ter impacto no atributo de qualidade desejado
e auxilia na estruturacao da gestao de riscos e na organizacdo dados, facilitando na
tomada de decisdes (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION,
2005).

O diagrama de Ishikawa foi desenvolvido no presente trabalho a fim de evidenciar
a relacédo de causa-e-efeito entre variaveis de processo e de material aos atributos do

CLN, o qual esta representado na Figura 6.

oo | [ weromo |

IFA \ Chapa
7 IFA / Aquecedora
Caracteristicas fisico-quimicas Solubilidade Aquecimenta (°C)
Lipidio Concentragao Manutengdo da T°C
sélido 7 7 .
Tipo Concentragéo Lipid -7 7 Ultraturrax
Lipidio Proporgdo  m/m (%)
liquido T-‘?‘ 7 Velocidade (rpm)
po Concentragao Tem
po de
T i Surfactante Agitagao (min)
ensoative — 7 Proporgao mim (%)
Tipo Concentragéo Agitador
Agua v 7 Agua Magnético
Tipo Concentragao Tempo (mir) ATRIBUTOS
> DE
QUALIDADE
Tamanho e DE CLN
distribuigao Contrastagéo
Diluigao Diluigao .
Diluigda
DLS NTA Desenvolvedor
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EE% e DL% ﬁ—)

CLAE

Analista
Cristalinidade /

\ MAO-DE-OBRA \

Dissolugéo

/ /

Permeador CLAE

| ANALISES ‘

Figura 6. Diagrama de Ishikawa evidenciando a relagdo de causa-e-efeito entre

variaveis de processo e material aos atributos do CLN.

ApoOs mapeamento das variaveis que podem impactar nos atributos de qualidade

utilizando o diagrama de Ishikawa, foi elaborada uma planilha de analise de risco
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prévia visando descrever o0s riscos e classifica-los. A analise de risco prévia pode ser
observada no Quadro 3, onde o risco classificado como “aceitavel” é aquele que
representa risco baixo e ndo precisa de maiores investigacdes, “moderado” é aquele
gue oferece risco médio onde investigacdes mais detalhadas ndo sdo necessarias e
“critico” é aquele que oferece risco alto tornando necesséaria investigacao detalhada.

A classificac&o do risco foi realizada conforme a matriz do Quadro 2.

Quadro 2. Matriz utilizada para classificagéo de risco.

Impacto Muito baixo Baixo Médio Alto Muito alto

Muito Alto Moderado Moderado Critico Critico Critico

Alto Aceitavel Moderado | Moderado Critico Critico
3
(1]
]

5 Médio Aceitavel Moderado | Moderado Critico Critico
s
4
o

Baixo Aceitavel Aceitavel Moderado | Moderado Critico

Muito baixo Aceitavel Aceitavel Aceitdvel Moderado | Moderado




Quadro 3. Analise de risco prévia.

ANALISE DE RISCO PREVIA
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Risco inerente (sem controles) Risco residual (com controles)
Classificagao
. . - . - Classificagao Probabilidade | Impacto .
Atributo Risco Descricao e CQA impactado | Probabilidade | Impacto I I - Controles .I : p do risco
do risco Residual residual .
residual
No presente
estudo serdo
utilizados IFAs de
_— lote.
A variagdo polimdrfica pode me§mo ote
_ . Ainda, as
Variagao alterar a propriedade de variacBes
polimorfica do solubilidade do IFA. CQAs Muito Baixo | Muito Alto| Moderado o, g Muito baixo | Muito baixo | Aceitavel
. . - polimdrficas dos
IFA. impactados: taxa de dissolugdo
IFAs em estudo
e EE%. ~
ndo apresentam
n impacto
< significativo em
E sua solubilidade.
< Degradacdo dos lipidios pode
= ~ s
promover alteragdo de Os lipidios
propriedades quimicas. utilizados serdao
AlteragGes fisico-quimicas de armazenados de
Degradacio dos lipidios utilizados como matriz acordo com a
g” id?os da CLN podem impactar Médio Muito Alto descricdo do Baixo Alto Moderado
P ' estruturalmente no sistema fabricante a fim
final. CQAs impactados: de reduzir a
tamanho de particula e possibilidade de
distribuicdo, taxa de dissolucdo sua degradacdo.
e EE%.




A degradagdo do tensoativo
impede com que 0 mesmo
exerca a sua fungdo de reduzir

O tensoativo
utilizado sera
armazenado de
acordo com a
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Moderado

Degradacdo do | atensado superficial e formagao Ly . - .
& <;_ P , ¢ Médio Muito Alto descricdo do Baixo Alto
tensoativo. das nanoparticulas. CQAs . .
. fabricante a fim
impactados: tamanho de .
, o de reduzir a
particula e distribuicdo, taxa de e
. - possibilidade de
dissolucdo e EE%. ~
sua degradagdo.
Agua com contaminagdo
Agua com particulada ou microbiolégica Sera utilizada
contaminagdes ode impactar nas analises de - - agua ultrapura a . .
. ¢ P P . Médio Médio Moderado g . p Baixo Baixo
particulares e tamanho a serem feitas. CQAs fim de mitigar o
microbioldgicas. impactados: tamanho de risco pontuado.
particula e distribuicdo.
A proporgao
entre lipidio
liquido e sdlido
sera definida
com base na
A proporgao A proporc¢do ndo-ideal entre literatura.
,2 nao-ideal entre lipidio liquido e sdlido pode Contudo, por se
:;" lipidio liquido e | inviabilizar a formacdo de CLN, tratar de uma
5 sélido, bem ou formar outros sistemas. Alto Muito Alto formulagdo Alto Alto
E como sua CQAs impactados: tamanho de inovadora,
o concentragcdo em | particula e distribuicdo, taxa de maiores

formula (m/m).

dissolugdo e EE%

investigacdes
serdo necessarias
afimde
investigar o
impacto em
CQAs




A proporgao
ndo-ideal entre
tensoativo e

A proporg¢do ndo-ideal entre
tensoativos e lipidios pode
inviabilizar a formacgdo de CLN,

A proporgao
entre tensoativo
e lipidios serd
definida com
base na
literatura.
Contudo, por se
tratar de uma
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lipidios, bem ou formar outros sistemas. Alto Muito Alto formulagao Alto Alto
como sua CQAs impactados: tamanho de inovadora,
concentragdo em | particula e distribuicdo, taxa de maiores
formula (m/m). dissolugdo e EE% investigagdes
serdo necessarias
afimde
investigar o
impacto em
CQAs
A quantidade de
agua sera
definida com
base em dados
A quantidade de 4gua da literatura.
. insuficiente pode inviabilizar a Mesmo se
A quantidade de formacdo de CLN. CQAs tratando de uma
agua . ' Alto Muito Alto . Baixo Alto Moderado
insuficiente. u:npactad‘os:.tarpaﬂnho de ' formulagao
particula e distribuicdo, taxa de inovadora, esse
dissolugdo e EE% componente nao
oferece alto
impacto em CQA
utilizando dados
da literatura.
A concentragao
A concentragdo | A concentragdo insuficiente de de IFA na
insuficiente de IFA acarretando na ineficacia Alto Muito Alto formulagdo sera | Muito baixo Alto Moderado

IFA.

terapéutica.

feita com base
em estudos in




vitro prévios

associados a
dados da
literatura.
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METODO

Aquecimento e
manutencdo de

O aquecimento é um
parametro fundamental para o
desenvolvimento de CLN pelo
método selecionado. Caso
aquecimento ineficiente,

A temperatura
utilizada sera
baseada no que é
amplamente
descrito na
literatura
(minimo 5°C
acima da

Baixo

Alto

Moderado

~ Alto Muito Alto temperatura de
temperatura compromete a formagdo de fusio do lipidio
ineficientes. CLN. CQAs impactados: s6lido). Durante
tamanho de particula e ) x
distribuicdo, taxa de dissolugdo ° p?rocesso., seNrao
o EE%. feitas avaliagOes
periddicas de
temperatura com
termémetro
infravermelho.
A velocidade e tempo de
rotacdo, utilizando Turrax, sdo
parametros fundamentais para A velocidade e
Velocidade e a foNrmaf;ﬁo de CLN \{isto qu‘e jcemNpo deN
tempo de estaQ diretamente !lgédos a . aglt.a?ao serdo
rotacio quan.tldade de en‘ergla.ll'pposta Alto Muito Alto deflnldols (?om
ineficiente. no sistema. Caso insuficientes, testes prévios e
inviabiliza a formacdo de CLN. dados da
CQAs impactados: tamanho de literatura.

particula e distribuicdo, taxa de
dissolugdo e EE%.

Baixo

Alto

Moderado




Tempo de
agitacdo para
arrefecimento

insuficiente.

Tempo de agitacgdo insuficiente
para o arrefecimento do
sistema pode promover

formagdo heterogénea de CLN.

CQAs impactados: tamanho de
particula e distribui¢do.

Médio

O controle de
temperatura
para
arrefecimento do
sistema a
temperatura
ambiente sera
feito com auxilio
de um
termoémetro
infravermelho.

Alto

Muito baixo

Baixo
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Baseado na analise de risco prévia (Quadro 3), os riscos residuais classificados
como moderados foram acompanhados durante o desenvolvimento. Os riscos
classificados como criticos, foram avaliados detalhadamente com auxilio de um

desenho experimental (33) posteriormente descrito.

3.3.Estudos de pré-formulacéo

Os CLN sao sistemas com alta complexidade devido a suas caracteristicas Unicas
as quais variam de acordo com cada composicao e proporcées dos componentes. No
presente trabalho o colesterol (COL) foi selecionado como lipidio solido (LS) com base
na sua similaridade com o ergosterol presente na membrana dos fungos, a fim de
aumentar a interacao do sistema com as cepas. Contudo, este esterol apresenta alto
ponto de fusdo e organizacao cristalina estavel o que poderia reduzir a capacidade do
sistema de compartimentalizar dois farmacos (SUHALIM et al., 2012). Desta forma,
optou-se por um segundo LS, o miristrato de miristila (MM), que possui baixo ponto
de fusdo e aumentaria a desorganizacdo interna do sistema (TOFANI;
SUMIRTAPURA; DARIJANTO, 2016). Considerando ainda que o método utilizado
para desenvolver as CLN foi o de cisalhamento a quente, o 6leo de ricino (OR) foi
utilizado devido a sua alta resisténcia térmica.

Desta forma, com base nos aspectos citados, foi realizada a avaliacdo da
cristalinidade por microscopia de luz polarizada do colesterol e suas combinacoes,

com MM e OR, apés a fuséo dos LS (Figura 7).
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Figura 7. Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada de: (a) colesterol; (b)

colesterol e 6leo de ricino; (c) colesterol e MM; (d) colesterol, MM e 6leo de ricino.

Como pode ser observado na Figura 7a o COL apresentou-se altamente cristalino,
assim como sugerido pela literatura (SUHALIM et al., 2012). A mistura com MM e 6leo
de ricino (Figuras 7b e 7c) separadamente, suprimiu a formacéo de cristais mais
organizados em comparacdo ao COL isolado. Quando realizada a analise com a
mistura dos trés lipideos, foi possivel observar reducdo significativa de eventos
cristalinos, com formacéo de estruturas mais amorfas (Figura 7d). Desta forma, a
mistura realizada dos componentes suprime os eventos cristalinos do COL assim

como o almejado.
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ApOs a avaliacdo das estruturas cristalinas, foi realizada a analise do
comportamento térmico dos componentes por calorimetria diferencial exploratoria
(Figura 8).
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Figura 8. Curvas de calorimetria obtidas apos a analise dos analitos fluconazol (FL),

curcumina (CUR), miristrato de miristila (MM) e colesterol (COL).

Como ilustrado na Figura 8, os eventos endotérmicos ocasionados pela fusédo do
COL, CUR e FL (147,76°C, 183°C, e 137°C) corroboram o observado na literatura
(148°C, 183°C, e 138°C), sugerindo a qualidade das matérias-primas utilizadas
(CAROLINA ALVES et al., 2019; DARWESH; ALDAWSARI; BADR-ELDIN, 2018;

WILLIAMS; MAHAGUNA; SRIWONGJANYA, 1998). Para MM observa-se um evento
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endotérmico ndo definido a partir do 38°C, 0 que corrobora com o seu baixo ponto de
fusdo descrito na literatura (BARBOSA et al., 2013).

3.4. Desenvolvimento dos CLN

Baseado na analise de risco prévia (Quadro 3), os riscos classificados como
criticos aos atributos criticos de qualidade foram avaliados detalhadamente com
auxilio de desenhos experimentais.

Desta forma, a fim de explorar inicialmente o produto almejado, foi realizado um
desenho experimental de triagem de trés niveis e dois fatores (32), utilizando o
software Minitab Verséo 18.1, para avaliar a viabilidade e o impacto da proporcao dos
lipideos na formulacéo. Os testes de triagem séo aplicados para avaliar e determinar
as variaveis mais influentes, bem como determinar a faixa de variacéo entre os fatores
mais apropriada para seguir em estudo de otimizagdo (CARLSON, 2001).

As proporcoes de referéncia foram baseadas no estudo de Araujo e colaboradores,
2020 (ARAUJO et al., 2020b), adotando 7,5% (m/m) de fase organica e 1:1 (m/m) de

tensoativo em relacédo a lipideos utilizados.

Tabela 4. Variaveis testadas no estudo de filtragem.

L Niveis
Variaveis independentes ") 0 z)
A: COL:MM 50:50 60:40 70:30
B: LS:OR 70:30 60:40 50:50
Variaveis dependentes (CQAS) Almejado
Diametro hidrodinamico médio (DH) 100 a 200 nm
indice de polidisperséo (Pdl) PDI < 0,2

Onde, “COL” colesterol; “MM” miristrato de miristila, “LS” lipideos sdlidos” e “OR” éleo
de ricino.

A equacéao gerada pelo modelo (Equacéao 5) encontra-se a seguir:

Y = bo + b1A + b2B + bsA? + bsB? + b7AB (5)
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O desenho experimental gerou 13 experimentos distintos, e por meio destes foram
obtidas nanoparticulas com caracteristicas que variavam de 129,25 a 440,36 nm e
PDI de 0,098 a 0,515. Ressalta-se que os critérios de avaliacédo dos resultados obtidos
foram baseados nos CQAs previamente definidos (Quadro 1), onde o diametro
almejado esteja na faixa de 100 a 200 nm e PDI < 0,2.

O aumento da concentracdo de OR proporcionou aumento significativo (p < 0,05)
do DH (R2 = 0,869), bem como o aumento do PDI (R2 = 0,956) sugerindo a saturacao
deste 6leo na matriz lipidica soélida, levando a formacédo de nanossuspensdes de
tamanho heterogéneo. Ainda em relacdo ao PDI, observa-se que a proporcao entre
0os LS impactou significativamente nesta variavel, onde o nivel intermediario gerou
valores mais baixos deste parametro. Sugere-se que tal comportamento decorre da
miscibilidade entre estes LS.

Com base nos resultados obtidos, notou-se que as variaveis testadas impactaram
significativamente nos CQAs e consequentemente nos atributos de qualidade
almejados, tornando necessario o uso de estudos mais detalhados e robustos a fim
de determinar as melhores condi¢cdes de desenvolvimento, tendo como base as faixas
estudadas.

Ap0s avaliagdo das variaveis significativas, bem como estudo da faixa de variacéo,
um estudo de otimizacao foi performado. Os testes de otimizagédo tem como objetivo
prever valores de resposta para todas as combinacdes possiveis de fatores dentro da
regido experimental e identificar uma regiao experimental 6tima (CARLSON, 2001).

O desenho experimental Box-Behnken (BB) esta entre os métodos estatisticos
Uteis para a modelagem e analise de variaveis em formulacdo, com capacidade de
otimizar as respostas frente a varios parametros, bem como um dos métodos

estatisticos mais utilizados para otimizacdo de CLNs (JAZULI et al., 2019; KUDARHA
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et al., 2015; SOUTO et al., 2020). Adicionalmente, este tipo de projeto quantifica a
relacdo entre as variaveis independentes e dependentes, auxiliando na determinacao
do design space (KUDARHA et al., 2015).

Com intuito avaliar o impacto das variaveis nos CQAs e obter uma regido 6tima de
trabalho, a fim de preservar os atributos criticos de qualidade do produto, foi realizado
um delineamento BB. Para este estudo foram selecionadas como variaveis
independentes a proporcao entre COL e MM (m/m), propor¢éo entre LS e OR (m/m)
e proporcao entre conteudo lipidico (FL) e tensoativo (TW20). (Tabela 5) A equacéo
obtida com o modelo é descrita pela Equacdo 6. As variaveis dependentes
selecionadas para estudo foram diametro hidrodinamico (HD), indice de polidispersao
(PDI) e eficiéncia de encapsulamento (EE%), com base nos CQAs previamente

elencados.

Tabela 5. Variaveis usadas no estudo de BB.

L Niveis
Variaveis independentes 1 0 z)
A: COL:MM 70:30 60:40 50:50
B: LS:OR 55: 45 60:40 70:30
C: TW20:FL 2:1 1.5:1 1.1
Variaveis dependentes (CQAS) Almejado
Diametro hidrodinamico (DH) Minimizar
indice de polidisperséo (PDI) Minimizar
Eficiéncia de encapsulacéo (EE%) Maximizar

Onde: “COL:MM” — proporcao entre colesterol e miristrato de miristila; “LS:OR” —
proporgcao entre lipidios solidos totais e 6leo de ricino; “TW20:FL” proporcéo entre

Tween 20 e fase lipidica total.

Y = bo + b1A + b2B + b3C ++ baA? + bsB? + beC? + b7AB + bsAC + boBC (6)

Tendo em vista as variaveis supracitadas, foi desenvolvida uma matriz de

planejamento contendo um total de 15 experimentos, com trés pontos centrais e 1
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repeticdo. O planejamento foi idealizado com auxilio do software Design Expert
Versao 13.0.
A primeira variavel dependente avaliada com o modelo BB foi o diametro

hidrodinamico médio (DH), cujo sumario estatistico encontra-se descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Sumario estatistico apds analise com BB da variavel “DH”.

Fonte F-valor p-valor
Model 24,59 <0,0001
A-COL:MM 0,0061 0,9398
B-LS:OR 1,56 0,2470
C-TW20:FL 97,62 <0,0001
AB 23,34 0,0013
A2 11,39 0,0097
cz 15,40 0,0044
Falta de ajuste 18,13 0,0532
R2 0,94896
R2 ajustado 0,910
R2 previsto 0,7096
Precisédo Adeq 13,4774

Onde, “COL:MM” — proporgcao entre colesterol e miristrato de miristila; “LS:OR” —
proporcao entre lipidios sélidos totais e 6leo de ricino; “TW20:FL” propor¢cao entre

Tween 20 e fase lipidica total.

O F-valor de 24,59 implica que o modelo para a variavel avaliada é significativo, e
ha apenas 0,01% de chance de que o modelo possa ser impactado por ruido. Valores
de p inferior a 0,050 indicam quais os termos do modelo s&o significativos. Neste caso,
a variavel isolada “C” e interagdes “AB”, “A?”, “C?” sdo termos significativos do modelo.
Os termos sem significancia foram removidos do modelo para melhor adequacéo.

A falta de ajuste ndo demonstrou ser significativo a adequabilidade do modelo. A
precisdo, parametro que mede a relacdo sinal-ruido, apresentou valor superior a 4

sendo desejavel. Por fim, considerando a precisao obtida de 13,477, que indica um
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sinal adequado, e todos os parametros supracitados, o modelo se torna elegivel para
analise da variavel estudada e construcédo do Design Space (DS).

Apos avaliacdo da adequabilidade do modelo, foi realizada a analise das variaveis
independentes significativas a variavel DH. Para auxiliar na analise, foram construidos
dois graficos considerando como variaveis fixas “A: COL:MM” e “B: LS:OR”, com

alteracdo de -1 (Figura 9a) e +1 (Figura 9b) da variavel significativa “C: TW20:FL”.
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Figura 9. Gréaficos de superficie obtido com a andlise da variavel DH, com alteracdo
de -1 (a) e +1 (b) da variavel “C: TW20:FL".

Com analise dos graficos de superficie, observa-se que o aumento das
concentracdes de tensoativo proporcionou reducgao proporcional de DH. Na Figura 9a,
onde temos a menor concentracdo de TW20 (nivel -1), observa-se obtencdo de
particulas de até 800 nm, enquanto com a maior concentracao (nivel +1) observa-se
homogeneidade inferior da variacdo de DH mesmo sob alteracdo das outras variaveis.
A obtencdo destes resultados corroboram com um comportamento amplamente
descrito na literatura, em que o aumento da concentracdo do tensoativo promove
reducdo do DH, visto que o componente em questdo é capaz de reduzir a tensédo

superficial entre as fases imisciveis (WAGHULE et al., 2019).
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Posteriormente, foi feita analise da variavel PDI, a qual esta relacionada ao CQA
de distribuicdo de tamanho de particula. O sumario estatistico do modelo aplicado a

variavel encontra-se descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Sumario estatistico apds analise com BB da variavel “PDI”.

Fonte F-valor p-valor

Modelo 97,10 <0,0001

A-COL:MM 25,42 0,0040

B-LS:OR 264,29 <0,0001

C-TW20:FL 265,66 <0,0001

AB 144,23 <0,0001

AC 10,16 0,0243

BC 93,61 0,0002

A? 43,34 0,0012

B2 13,91 0,0136

Cz2 10,35 0,0236

Falta de ajuste 8,45 0,1076
R2 0,9943
R2 ajustado 0,9841
R2 previsto 0,9147
Precisdo Adeq 37,7878

Onde, “COL:MM” — proporgcao entre colesterol e miristrato de miristila; “LS:OR” —
proporgcao entre lipidios solidos totais e 6leo de ricino; “TW20:FL” proporcéo entre
Tween 20 e fase lipidica total.

O valor F do modelo de 97,10 implica que o modelo € significativo e ha apenas
0,01% de chance de que o modelo possa impactado pelo ruido. Valores de p inferiores
a 0,05 indicam que os termos do modelo séo significativos. Neste caso, A, B, C, AB,

AC, BC, A2, B?, C2 sao termos significativos do modelo.
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A falta de ajuste ndo demonstrou ser significativo a adequabilidade do modelo. A
precisao, parametro que mede a relacdo sinal-ruido, apresentou valor superior a 4
sendo desejavel. Por fim, considerando a precisdo obtida de 37,788 que indica um
sinal adequado, e todos os parametros supracitados, 0 modelo se torna elegivel para
analise da variavel estudada e construcédo do Design Space (DS).

ApoOs avaliacdo da adequabilidade do modelo, foi realizada analise das variaveis
independentes significativas a variavel PDI. Para auxiliar na analise, foram
construidos dois graficos considerando como variaveis fixas “A: COL:MM” e “B:

LS:OR”, com alteracédo de -1 (Figura 10a) e +1 (Figura 10b) da variavel “C: TW20:FL”.
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Figura 10. Gréficos de superficie obtido com a andlise da variavel PDI, com alteracédo
de -1 (a) e +1 (b) da variavel “C: TW20:FL".

Observa-se que as variaveis “B: LS:OR” e “C: TW20:FL” impactaram
significativamente e de maneira antagdnica, onde o aumento da concentracéo de 6leo
de ricino aumenta a polidispersado do nanossistema e o0 aumento da concentracéo de
tensoativo reduz (Figura 10). Estima-se que este comportamento decorre de dois
fatores, da miscibilidade entre os componentes lipidicos e dos eventos cristalinos

decorrentes desta interagcdo, o que corrobora com o estudo anterior. Desta forma, o
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aumento de PDI proporcional a concentracéo de 6leo de ricino sugere uma possivel
saturacao do Oleo utilizado na matriz lipidica, levando a formacéo nanoestruturas de
tamanhos e até mesmo de tipos diferentes (SUHALIM et al., 2012).

A analise da variavel EE% CUR, a qual esta relacionada ao CQA de eficiéncia de
encapsulacdo de curcumina, foi também avaliada. O sumario estatistico do modelo

aplicado a variavel encontra-se descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Sumario estatistico apds analise com BB da variavel “EE% CUR”.

Fonte F-valor p-valor
Modelo 9,35 0,0023
A-COL:MM 6,08 0,0314
C-TW20:FL 18,55 0,0012
C2 3,42 0,0916
Falta de ajuste 8,37 0,1112
R? 0,7267
R2 ajustado 0,6522
R2 previsto 0,4242
Precisdo Adeq 9,3027

Onde, “COL:MM” — proporgao entre colesterol e miristrato de miristila; “TW20:FL”

proporcao entre Tween 20 e fase lipidica total.

O valor F do modelo de 9,35 implica que o modelo é significativo para qual ha
apenas 0,23% de chance de ser impactado pelo ruido. Valores de p inferiores a 0,05
indicam que os termos do modelo sao significativos e, neste caso, apenas “A:
COL:MM” e “C: TW20:FL” sdo termos significativos. A falta de ajuste ndo demonstrou
ser significativo a adequabilidade do modelo. A precisdo, parametro que mede a
relacdo sinal-ruido, apresentou valor superior a 4 sendo desejavel. Por fim,

considerando a precisao obtida de 9,3027, que indica um sinal adequado, e todos 0s
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parametros supracitados, o modelo se torna elegivel para analise da variavel estudada
e construcdo do Design Space (DS).

Apos avaliacdo da adequabilidade do modelo, foi realizada analise das variaveis
independentes significativas a variavel EE% CUR. Para auxiliar na analise, foram
construidos dois graficos considerando como variaveis fixas “A: COL:MM” e “B:

LS:OR”, com alteracéo de -1 (Figura 11a) e +1 (Figura 11b) da variavel “C: TW20:FL”.

EE% CUR (%) EE% CUR (%)
Design Points: —T Design Points:
@ Above Surface @ Above Surface
© Below Surface 120 © Below Surface

365351 [ 21263 - 36,5351 [ 921263

X1 = A:CLMM X1 = A CLMM
X2 = B:LSOR X2 = B:LS:OR

EEN CUR (%

Actual Factor
C:TW20FL = -1

Actual Factor v
%
C: TW20iFL = 1 e,
&l iy

S s A T
5

B: LS:0R (m/m)
A CLIMM (m/m)
05

T A: CLEMM [m/m)
B: LS:OR (m/m]

Figura 11. Gréficos de superficie obtido com a analise da variavel EE% CUR, com
alteracéo de -1 (a) e +1 (b) da variavel “C: TW20:FL".

Com auxilio dos graficos de superficie e avaliacdo de adequabilidade do modelo,
observa-se que “A: COL:MM” e “C: TW20:FL” exerceram impacto significativo, onde o
aumento da concentracdo de colesterol reduziu a eficiéncia de incorporacdo de
curcumina, enquanto o aumento de Tween 20 promoveu aumento deste parametro.

Sugere-se que a reducdo da EE% CUR com o aumento da concentracdo de
colesterol decorre do grande numero de eventos cristalinos promovidos por este
(SUHALIM et al., 2012), o que reduz a capacidade da nanoparticula de armazenar

maiores quantidades de farmaco. O aumento da eficiéncia de encapsulagédo



68

proporcional a quantidade de tensoativo € amplamente descrita na literatura, cuja
explicacdo também se resguarda na cristalinidade, onde o tensoativo também suprime
0 numero de eventos cristalinos (HAN et al., 2008). Resultado similar foi observado
por Madane & Mahajan 2016 (MADANE; MAHAJAN, 2016), no qual o aumento de
Tween 80 proporcionou maior EE% de curcumina nas CLNs desenvolvidas.

Por fim, foi realizada a analise da variavel EE% FL, a qual esta relacionada ao
CQA de eficiéncia de encapsulacao de fluconazol. O sumario estatistico do modelo

aplicado a variavel encontra-se descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Sumario estatistico apds analise com BB da variavel “EE% FL”.

Fonte F-valor p-valor
Modelo 10,39 0,0024
A-COL:MM 4,71 0,0508
C-TW20:FL 16,08 0,0017
Falta de ajuste 2,51 0,3185
R2 0,6340
R2 ajustado 0,5730
R2 previsto 0,3702
Precisao Adeq 9,7702

Onde, “COL:MM” — proporgao entre colesterol e miristrato de miristila; “TW20:FL”

proporcao entre Tween 20 e fase lipidica total.

O valor F do modelo de 10,39 implica que o modelo é significativo e ha apenas
0,24% de chance do resultado ser impactado pelo ruido. Valores de p inferiores a
0,0500 indicam que os termos do modelo sao significativos e, neste caso, apenas “C:
TW20:FL” foi significativo para o modelo. A falta de ajuste ndao demonstrou ser

significativo & adequabilidade do modelo. A precisdo, parametro que mede a relacéo
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sinal-ruido, apresentou valor superior a 4 sendo desejavel. Por fim, considerando a
precisdo obtida de 9,7702, que indica um sinal adequado, e todos os parametros
supracitados, o modelo se torna elegivel para analise da variavel estudada e
construcdo do Design Space (DS).

ApoOs avaliacdo da adequabilidade do modelo, foi realizada analise das variaveis

~

independentes significativas a variavel EE% FL. Para auxiliar na analise, foram
construidos dois graficos considerando como variaveis fixas “A: CL:MM” e “B: LS:OR”,

com alteracdo de -1 (Figura 11a) e +1 (Figura 11b) da variavel “C: TW20:FL".

EE% FLU (%) EE% FLU (%)
Design Points: Design Points:

@ Above Surface @ Above Surface
O Below Surface 100 | & © Below Surface 100

s6.22 ]I 100 s6.22 [ 100

X1 =ACLMM X1 = A:CLMM
X2 = B: LS:OR X2 = B:LS:OR

Actual Factor
C: TW20FL = -1

Actual Factor
C:TW20FL=1

A: CLLMM (m/m) A: CLIMM (m/m}

B: LS:0R {m/m) B: LS:0R {m/m})

Figura 12. Gréficos de superficie obtido com a analise da variavel EE% FL, com
alteracéo de -1 (a) e +1 (b) da variavel “C: TW20:FL".

Com auxilio dos graficos de superficie e avaliacdo de adequabilidade do modelo,
observa-se que “C: TW20:FL” exerceu impacto significativo, onde o aumento da
concentracdo de Tween 20 favoreceu obtencdo de valores superiores de EE% FL
(>70%) independentemente das outras variaveis estudas. Demonstrando que, nesta
quantidade, o farmaco apresentou altas taxas de incorporacdo e sugerindo alta

miscibilidade do FL na matriz lipidica.



70

3.5.0btencéo do design-space e sele¢cdo do CLN

Com base no estudo das variaveis descrito no item anterior, foi determinado o
design space (DS). O DS € um espaco de variacdes permitidas no qual ndo ha risco
aos CQAs e consequentemente a qualidade do produto. A construcdo do DS conta
com a combinacao multidimensional e interacédo de variaveis de entrada e parametros
de processo que demonstraram fornecer garantia de qualidade (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2009). O DS é uma ferramenta utilizada para
determinar até onde séo permitidas variacdes sem impactar na qualidade do produto.
Desta forma, o DS obtido para o presente estudo encontra-se representado Figura

13.
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Figura 13. DS obtido com avalicdo dos CQAs com auxilio do modelo BB.

Para auxiliar na construgcao e compreensao do DS, a variavel “C: TW20:FL” foi
fixada em seu maior nivel (+1), visto que a mesma nesse nivel promoveu manutencao
das variaveis estudadas dentro da faixa pré-definida dos CQAs. O DS corresponde a

faixa amarela representada pela Figura 13, indicando a faixa de variagcao permitida

com base nos CQAs.
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3.6.Desenvolvimento de CLN-controle e resumo de caracterizacéo

Tendo em vista o DS obtido, uma formulacéo contendo as proporc¢des de 60:40
(m/m) de COL:MM, 70:30 (m/m) de lipideos sélidos e 6leo de ricino, e 2:1 (m/m) de
TW20 em relacdo aos lipideos totais, foi selecionada para os testes posteriores.

Com base nas proporcdes selecionadas, foram desenvolvidos CLNs com
fluconazol (CLNF) e curcumina (CLNC) separadamente, bem como um nanossistema
sem farmaco (CLNBLANK). A Tabela 10 sumariza os resultados de DH e PDI obtidos
pela técnica de DLS, eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e drug-loading (DL%), bem
como o tamanho, concentracdo de particulas por mililitro e valor Span obtidos pela
técnica de NTA.

Como pode ser observado na Tabela 10, as nanoparticulas desenvolvidas
apresentaram DH e tamanho menores que 200 nm, monodispersas tendo em vista 0s
baixos valores de PDI e indice Span, e alta concentracdo de particulas por mililitro.
Observa-se também que as CLN apresentaram alta capacidade de carga de CUR e
FL (>11%), separadamente e em conjunto, indicando a eficiéncia do sistema
desenvolvido de promover o carregamento simultaneo dos farmacos em estudo. A alta
eficiéncia de incorporacao observada no estudo pode estar relacionada a composi¢cao
complexa e reducao de eventos cristalinos, assim como amplamente descrito na
literatura para CLNs (NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015), visto que EE%
e DL% depende da composicéao lipidica e do estado cristalino da estrutura (BUNJES,

2011).



Tabela 10. Resultados obtidos ap0s caracterizacdo coloidal das CLN, bem como a eficiéncia de encapsulagéo e drug-loading.
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Amostras
Resultados
CLNBLANK CLNC CLNF CLNFC
DH (nm) 129,9 + 0,550 161,7 + 2,542 128,7 + 0,513 142,56 + 1,401
PDI 0,099 + 0,040 0,161 + 0,014 0,106 + 0,005 0,131 + 0,004
CUR: 92,126 = 0,156
EE% - 83,252 £ 0,021 91,572 + 0,902
FL: 93,892 + 0,026
CUR:12,283 £ 0,021
DL% - 11,100 + 0,003 12,124 + 0,120
FL:12,518 + 0,003
Tamanho (nm) 106,1 +0,8 137,0+2,8 110,9+0,8 145,8 +5,2
Particulas/mL 7,84 x 108 3,31 x 108 7,89 x 108 2,72 x 108
Valor Span 0,656 0,549 0,682 0,508

Onde: Diametro hidrodindmico (DH), indice de polidisperséo (PDI), Eficiéncia de encapsulacio (EE%) e Drug-loading (DL%).
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3.7.Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

Os resultados obtidos a partir da analise do colesterol, curcumina, fluconazol, bem
como dos nanossistemas desenvolvidos podem ser observados na Tabela 11 e das
curvas de DSC na Figura 6.

Tabela 11. Resultados obtidos com analise de DSC do colesterol, dos farmacos e das
CLNSs.

Analito Ponto de Fuséo (°C) AH (Jg?b) l.R. (%)
Colesterol 147,76 68,31 -
Curcumina 183,91 136,6 -
Fluconazol 137,47 115,7 -
CLNBLANK 103,77 1804 10,56

CLNC 105,34 1356 7,94
CLNF 83,50 1081 6,33
CLNFC 93,23 1455 8,52

Onde: CLN sem farmaco (CLNsLank), CLN com fluconazol (CLNF), CLN com

curcumina (CLNC), CLN com fluconazol e curcumina (CLNFC).
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Figura 14. Termogramas obtidos apds analise de DSC das amostras: colesterol (COL), miristrato de miristila (MM), curcumina (CUR),
fluconazol (FL), CLNBLANK, CLNC, CLNF, e CLNFC.
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Ao comparar os resultados apresentados pela analise de colesterol (bulk) com as
CLNs, observa-se que as nanoestruturas apresentam ponto de fusdo menor, o que
indica supressado dos efeitos cristalinos do colesterol e formacdo de estruturas mais
amorfas. Este resultado corrobora com os IR calculados com base no comportamento
térmico, os quais demonstraram cristalinidade inferior a 11%, perfil esperado e
amplamente descrito na literatura para este tipo de sistema (ARAUJO et al., 2020Db,
2020c; BELOQUI et al., 2016).

Segundo Siekmann e Westesen, 1994 essa reducéo de ponto de fusdo pode ser
explicado por alguns fatores. O material em bulk, no caso o COL, estd em sua
conformacdo de menor estado de energia (B) e presenca de tensoativos altera a
conformacao cristalina. Essa variacao de temperatura também pode estar relacionada
ao tamanho nanomeétrico, visto que nesse cenario, devido a alta area superficial onde
moléculas do LS estdo mais expostas e em estado de energia maior do que no bulk
(SIEKMANN; WESTESEN, 1994; WESTESEN; SIEKMANN; KOCH, 1993).

Nas curvas obtidas pela analise das nanoparticulas com os farmacos, observa-se
auséncia dos pontos de fusdo caracteristicos dos IFAs. Este comportamento indica
gue a CUR e o FL estdo molecularmente dispersos nas nanoestruturas (ARAUJO et
al., 2020b; CHEN et al., 2006; CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006). Observa-
se ainda que o FL promoveu reducéo significativa do ponto de fuséo e da cristalinidade
do nanossistema em comparacdo a CLNBLANK, o que por sua vez possa ter
contribuido para o aumento da EE% de CUR pela CLNFC (92.126%) comparado a

CLNC (83.252%).
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3.8. Microscopia eletrénica de transmisséo
A técnica de microscopia de transmissao (MET) foi empregada no presente
trabalho com o intuito de avaliar o tamanho e morfologia das nanoestruturas

desenvolvidas. As imagens obtidas pela técnica estao presentes na Figura 15.

Figura 15. Micrografias obtidas por MET das amostras CLNBLANK (A), CLNF (B),
CLNC (C), e CLNFC (D).

Como pode ser observado na Figura 15, nota-se que as CLN desenvolvidas
apresentaram morfologia esférica, e auséncia de formas cubicas ou de bastbes
correspondentes a conformagéao polimorfica B, sugerindo que as estruturas formadas
estdo em conformacgao a e consequentemente mais amorfas (BUNJES, 2011).

Em relacdo as medidas, CLNBLANK apresentou tamanho médio de 81 nm, CLNF
de 64 nm, CLNC de 140 nm, e CLNFC de 86 nm. Os tamanhos obtidos pela técnica
de MET apresentaram propor¢cdes menores comparado aos resultados obtidos pela

técnica de DLS. Tal comportamento ja era esperado e amplamente descrito na
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literatura, visto que o preparo de amostra para a MET torna necesséria a secagem da
amostra, enquanto a técnica de DLS avalia a nanoestrutura em suspensao e
considera a camada de solvatacdo em seus resultados (ARAUJO et al., 2020b; HAN
et al., 2008).

Desta forma, os resultados de MET corroboram com as caracteriza¢des anteriores,
as quais apontavam a formacdo de nanoestruturas, monodispersas e com

caracteristica amorfa.

3.9.Liberacéo de curcumina e fluconazol in vitro

Conforme previamente apontado, a liberacdo dos IFAs foi classificada como CQA
para qual o parametro almejado seria a liberacdo prolongada, tendo em vista as
caracteristicas do produto em desenvolvimento a fim de explorar os beneficios
atrelados ao uso de CLNs como sistema de entrega de farmacos. Desta forma, a
liberacédo foi avaliada em um periodo de 24h, os resultados podem ser observados na

Figura 16.
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Figura 16. Perfil de liberacdo comparativo dos farmacos em solucdo e em CLN.

Foi realizada a analise da liberacdo dos IFAs em suspenséo (Sol. Fluconazol e
Sol. Curcumina) e dos IFAs dispersos na nanoestrutura (CLNFC) Figura 17. Como
pode ser observado, os IFAs em suspensao demonstraram maior porcentagem de
liberacao final em comparacéo ao perfil de liberagédo promovido por CLNFC.

Por outro lado, analisando o perfil como um todo, observa-se um controle na
liberacdo dos IFAs em suspensao. Sugere-se que este comportamento tenha ocorrido
em virtude da baixa solubilidade da CUR em suspensdo. A CUR tem um
comportamento de agregacdo em meios nos quais a mesma possui baixa solubilidade
(BHATIA et al., 2016), o que impossibilita a difusédo dos IFAs através da membrana.
Esse comportamento € evidenciado ao estabelecer um comparativo entre os perfis de
Sol. Curcumina e CUR em CLNFC, no qual € possivel observar maior liberacao de
CUR pela CLNFC nos primeiros momentos. Sugere-se que esse comparativo
exemplifica as vantagens da utilizacdo da nanoestrutura, no qual os IFAs estao

molecularmente dispersos na estrutura o que favorece a sua difusao.
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Com o objetivo de avaliar a cinética de liberacdo dos IFAs do CLNFC desenvolvido,
modelos matematicos foram investigados (ordem zero, primeira ordem, segunda
ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Weibull e Peppas-Sahlin). O
modelo mais bem ajustado foi selecionado de acordo com o coeficiente de regressao
(R?). Os resultados podem ser observados nas Tabela 12 e Tabela 13 para CUR e

FL respectivamente.

Tabela 12. Modelos matematicos aplicados a liberacdo de curcumina.

Modelo Valor de R? k (mg/mL.h1) b n M
Ordem Zero 0,550 4,919 - - -
Primeira Ordem 0,720 0,132 - - -
Higuchi 0,724 21,970 - - -
Hixson-Crowell 0,681 0,036 - - -
Weibull 0,921 - 0,348 - -
Korsmeyer-Peppas 0,857 40,806 - 0,259 -

Peppas-Sahlin 0,935 k1= 52,676 - - 0,450

k2= -8,782

Tabela 13. Modelos mateméticos aplicados a liberacéo de fluconazol.

Modelo Valor de R2 k (mg/mL.h"1) b n M
Ordem Zero 0,881 1,368 - - -
Primeira Ordem 0,890 0,015 - - -
Higuchi 0,929 5,622 - - -
Hixson-Crowell 0,887 0,005 - - -
Weibull 0,931 - 0,307 - -
Korsmeyer-Peppas 0,937 8,537 - 0,316 -

Peppas-Sahlin 0,951 ki=7.789 - - 0,450

k>=-0,450

Conforme avaliado, 0 modelo de Peppas-Sahlin € o que melhor descreve o perfil
de liberacdo obtido com ambos os IFAs. O modelo de Peppas-Sahlin descreve a
cinética de liberacéo influenciada por dois efeitos, difuséo Fickiana ou Caso 1 (ocorre

pela difusdo molecular usual do farmaco devido a um gradiente de concentracéo entre
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0s sistemas) e transporte caso Il (ocorre devido e transicdo de estado da estrutura,
incluindo o desemaranhamento e erosdo) (RATHBONE; HADGRAFT; BRUSCHI,
2015; SINGHVI; SINGH, 2011). A constante k; indica a contribuicdo por difuséo e k>
esta associado a erosdo. Caso a razao de ki/ k2 for > 1 a liberagéo é determinada por
difusdo, caso a razdo for < 1 a liberacdo impactada principalmente por erosao
(MEHRAN; MASOUM; MEMARZADEH, 2020; REZAEI et al.,, 2016; UNAGOLLA;
JAYASURIYA, 2018).

Desta forma, considerando que a razdo das constantes calculadas foi > 1 para
ambos os IFAs, sugere-se que a liberacéo foi principalmente controlada por difuséo,
um comportamento amplamente observado na literatura para este tipo de
nanoparticula. Um resultado similar obtido pelo estudo de Zhao e colaboradores, ao
avaliarem o perfil de liberacdo de CUR e doxorrubicina de nanoparticulas lipidicas
(ZHAO et al., 2014). Mendes e colaboradores observaram o0 mesmo comportamento

de liberagédo de miconazol em CLN (MENDES et al., 2013).

4. Resumo de resultados — CLN: Desenvolvimento e caracterizacéo

Tendo em vista os resultados obtidos no CAPITULO 2 nota-se que foi possivel
obter um desenvolvimento de CLN com processo robusto, com atributos criticos de
qualidade preservados, conforme descrito na Tabela 14, e determinacao de uma area
otima de desenvolvimento (DS) a fim de assegurar a qualidade do produto mesmo

sob pequenas variagoes.
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Tabela 14. Atributos Criticos de Qualidade versus CLN obtida no final do estudo de

desenvolvimento.

Atributos Critico de

qualidade Alvo Obtido

Tamanho de particula em torno de

Tamanho de particula 142,56 + 1,401

100 a 200 nm
Distribuicdo d,o tamanho de PDI < 0.2 0,131 + 0,004
particula
Taxa de liberacao Prolongada Prolongada
CUR: 92,126
Eficiéncia de encapsulacéo 90% a 110% 0,156
FL: 93,892 +
0,026

Desta forma, considerando todos os resultados obtidos com a abordagem QbD
adotada, uma amostra de CLNFC foi considerada para dar continuidade aos demais

estudos no trabalho.
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Desenvolvimento e caracteriza¢ao dos hidrogéis termorresponsivos

83



84

1. INTRODUCAO

O presente capitulo destina-se ao desenvolvimento e caracterizagao dos hidrogéis
termorresponsivos contendo as nanoestruturas obtidas e avaliadas no Capitulo 2.

A definicdo de géis possui atualmente uma complexidade na qual envolve suas
caracteristicas moleculares e macroscopicas. De acordo com Hermans (HERMANS,
1949), géis sdo sistemas dispersos, coerentes e compostos por pelo menos dois
componentes que demonstram propriedades mecanicas de estado solido. Por sua vez,
hidrogel pode ser definido como sistema constituido por dois ou mais componentes,
com rede polimérica tridimensional dispersa em um liquido, formando intersticios
(ARAUJO et al., 2021).

Os hidrogéis termorresponsivos demonstram ser uma alternativa interessante para
tratamentos topicos, incluindo aplicagBes intravaginais, tendo em vista a sua facil
aplicacdo, bem como a capacidade de aumentar a viscosidade sob estimulo de
temperatura, que por sua vez, impossibilita seu escoamento do sistema.

Contudo, as propriedades fisicas de um hidrogel sdo variaveis de acordo com a
composicdo e a propor¢cao de seus constituintes e ainda, a composicdo do hidrogel
destinado a aplicacéo intravaginal deve possuir compatibilidade com o ambiente alvo
(SRIKRISHNA; CARDOZO, 2013). Desta forma, o presente capitulo contempla o
desenvolvimento e caracterizacdo de hidrogéis termorresponsivos com intuito de

otimizar a aplicacédo intravaginal das CLN previamente desenvolvidas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Desenvolvimento dos hidrogéis
Os hidrogéis termorresponsivos foram desenvolvidos com base no estudo de

Gratiere e colaboradores (GRATIERI et al., 2010), com modificacdes. Duas
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proporcdes de Pluronic® F-127 (PL) foram avaliadas, 16% e 20% m/m, com
porcentagem fixa de quitosana (1% m/m) e acido acético (1% m/v), g.s.p 100% m/m
com CLN. As nanossupensodes preparadas (CLNs) foram utilizadas como fase aquosa
para o preparo do hidrogel. Inicialmente, foi adicionada a quantidade requerida de
acido aceético e quitosana na nanossuspensdo, em seguida realizada a agitacao
magnética vigorosa por 3 horas. Apos a dispersdo da quitosana, a suspensao obtida
foi mantida em banho de gelo para adicdo gradual do PL sob agitacdo magnética até
completa dispersdo. As amostras foram armazenadas a 4+1°C por um periodo de 24h
antes de ser realizada qualquer analise fisica.

2.2.Teste de inverséo de tubo

A principio, a transicao sol-gel dos hidrogéis desenvolvidos foi realizado através
do teste de inversao de tubo. As solucdes previamente preparadas foram colocadas
em frascos a temperatura ambiente. e 37 °C (condicdo fisiolégica) e a
fluidez/viscosidade dos hidrogéis foi avaliada visualmente através da inversdo do
frasco (MORELLO et al., 2021).
2.3.Perfil de andlise de textura (TPA)

Para a andlise de TPA, foram pesados 7g de cada amostra em tubos de plasticos,
posteriormente foi realizada centrifugacao (3600 rpm por 20 minutos) para retirada de
ar e nivelamento de superficie, e em seguida armazenados a uma temperatura de 37
+ 1°C por 20 minutos para simular a condicao fisiolégica. O estudo foi realizado com
auxilio do equipamento TA-TX plus e analise pelo software Texture Exponent Lite para
obtencéo dos parametros de dureza, adesao e coesdo. Para este teste, as amostras
(n = 5) foram submetidas a dois ciclos de compressdo com auxilio de uma sonda
analitica (10 mm), penetrando a amostra a uma profundidade de 5 mm, com

velocidade de 0,5 mm/s. Para avaliacdo dos resultados, foi realizada o teste estatistico
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one-way ANOVA e pos-teste Tukey, considerando o nivel de significancia de 5%, e

utilizando o software GraphPad Prism 7.0.

2.4.Avaliacdo da forca mucoadesiva por disco de mucina

A forca mucoadesiva foi obtida por meio da quantificacéo da forca necesséria para
a remocéao do disco de mucina apos o contato com a amostra. A analise foi realizada
utilizando o equipamento TA-TX plus e analise pelo software Texture Exponent Lite,
para obtencéo dos parametros de forca (N) e trabalho (N.s) de mucoadeséo.

Os discos de mucina foram preparados por meio da compressao de Mucina tipo Il
de estbmago suino (Sigma-Aldrich), com peso médio de 250mg. Apds a sua formacao,
os discos foram aderidos na sonda analitica utilizando fita adesiva e umedecidos com
10uL de tampéo fosfato (pH 4,5) por 60s, considerando o pH vaginal (LINHARES et
al., 2011). As amostras foram previamente armazenadas (n = 5) a uma temperatura
de 37+1°C por 20 minutos, a fim de simular a temperatura fisiol6gica. O contato do
disco com a superficie da amostra (10 mm) foi aplicado pela sonda com forca de 0,5
N por 60s, e posteriormente elevada a uma velocidade constante de 1,0 mm/s. Para
avaliacdo dos resultados, foi realizado o teste estatistico one-way ANOVA e poOs-teste
Tukey, considerando o nivel de significAncia de 5%, e utilizando o software GraphPad
Prism 7.0.
2.5.Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A obtencédo das imagens de MEV dos hidrogéis desenvolvidos foi realizada com
base no método descrito por Ruel-Gariépy et al.,(2000), com modificacbes. Amostras
de 1 mL foram colocadas em tubos Falcon de 15 mL, aquecidas a 37°C em banho-
maria (marca QUIMIS) por 15 min. Posteriormente foi congelado em nitrogénio liquido

por 10 minutos e levado ao liofilizador (de marca LIOTOP modelo L101) por 48 horas.
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Em seguida, as amostras foram metalizadas com ouro por 60 segundos, utilizando o
metalizador marca LEICA modelo EM SCD 500. A analise foi realizada em

microscopio eletrénico de varredura marca JEOL modelo JSM-7001F.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Desenvolvimento dos hidrogéis e avaliacdo do perfil de andlise de textura

(TPA)

No primeiro momento foram desenvolvidos dois hidrogéis contendo CLNFC como
fase aquosa, um com 16% m/m de PL e o outro com 20% m/m. A fim de avaliar a
responsividade das amostras geradas a estimulo térmico, e como teste de triagem, as
amostras foram depositadas em tubo plastico e mantidas em banho-maria com
temperatura de 37 + 1°C por 5 minutos, em seguida foi feita a inversao do tubo.

O teste previamente mencionado permitiu avaliar a transi¢do sol-gel analisando
visualmente a fluidez/viscosidade dos hidrogéis através da inversédo do tubo, tanto a
temperatura ambiente como a 37°C.

As amostras contendo 16% m/m de PL demonstraram alta fluidez visual no teste
de inversao de tubo, o que destoa do estudo Gratieri e colaboradores no qual hidrogéis
desenvolvidos com essa concentragcdo de PL apresentaram ganho de viscosidade
significativo apos estimulo térmico (GRATIERI et al., 2010). Contudo, sugere-se que
este comportamento diferenciado ocorra pela alta concentracdo de nanoparticulas
lipidicas encontradas na nanossuspensao utilizada como fase aquosa.

Por outro lado, a amostra contendo 20% m/m de PL apresentou ganho de
viscosidade significativo e baixa fluidez apds estimulo térmico, o aumento da

viscosidade proporcional ao aumento da concentracdo de polimero é amplamente
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descrito na literatura (MORELLO et al., 2021). Desta forma, a amostra contendo 20%
m/m de PL foi selecionada para realizacdo dos demais testes.
3.2.Perfil de andlise de textura (TPA)

Apos selecdo do hidrogel, as propriedades mecéanicas das amostras foram
avaliadas em temperatura ambiente e apds estimulo térmico de 37 + 1°C. As
propriedades estudadas foram a dureza (forca necessaria para promover deformacao
na amostra), adesao (trabalho necessario para romper a forca atrativa entre a sonda
e a amostra), e coesdo (indica como as moléculas do material em analise estdo
organizadas entre si).

Em temperatura ambiente (25 £ 1°C) os hidrogéis desenvolvidos apresentaram
alta fluidez o que por sua vez impossibilitou a quantificacdo das propriedades em
estudo. Desta forma, as andlises foram conduzidas somente apds estimulo térmico
de 37+1°C.

ApOs o estimulo térmico, as amostras demonstraram valores de dureza e adeséo
distintos entre si (p <0,05), sendo os maiores valores observados na amostra H-CLNC,
e menores na amostra H-CLNF, Figura 17A. A dureza é um parametro que indica a
resisténcia da amostra a forca de compressdo, bem como a rigidez da mesma.
Diferentes estudos indicam o aumento da dureza de hidrogéis na presenca de NLS,
corroborando com os valores obtidos no presente estudo (AMASYA; INAL; SENGEL-
TURK, 2020; NUR et al.,, 2020). Adicionalmente, € observado que H-CLNC
apresentou maior rigidez apés o estimulo térmico em relacdo as demais amostras.
Sugere-se que tal caracteristica decorre do maior tamanho de nanoparticula (161.7 +
2.5 nm) em comparacao as outras produzidas, o que pode resultar na expansao da
rede polimérica com formacéo de sistemas mais rigidos devido a maior ocupacéo dos

espacos vazios entre as cadeias de polimero.
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A coesdao é um parametro relacionado as propriedades estruturais da amostra em
resposta a tensdo empregada. Os valores obtidos no presente estudo (0,89 — 0,94),
Figura 17C, se assemelham aos encontrados no estudo de Amasya e colaboradores
(AMASYA; INAL; SENGEL-TURK, 2020), em que realizou-se o desenvolvimento de
hidrogéis de carbopol para incorporacédo de NLS. No estudo de Oktay e colaboradores
(NUR et al., 2020) foram observados valores altos de coesdo como os observados
para as amostras desenvolvidas no presente trabalho, indicando a manutencao da
forma do gel durante a aplicacéo de tensédo, o que permite sua integridade e residéncia
do local de aplicacéao.

A adesdo é um parametro que indica o trabalho requerido para superar a forca
atrativa entre a superficie da amostra e a sonda, estando relacionada a mucoadesao.
Os valores obtidos de adeséo (Figura 17B) foram maiores que os observados pelos
hidrogeis de Amasya e colaboradores (AMASYA; INAL; SENGEL-TURK, 2020) e
Oktay e colaboradores (NUR et al., 2020), nos quais foram desenvolvidos géis de
HPMC e Carbopol. Por outro lado, os resultados corroboram com os resultados de
Gratieri e colaboradores (GRATIERI et al., 2010), no qual foi utilizada porcentagem
semelhante de quitosana. Desta forma, sugere-se que este resultado decorre da
presenca de quitosana, a qual confere propriedades adesivas ao hidrogel

desenvolvido.
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Figura 17. Propriedades mecanicas, Dureza (A), Adeséo (B) e Coesao (C), dos
hidrogéis formados (H-CLNBLANK, H-CLNC, H-CLNF, e H-CLNFC).

3.3.Avaliacdo da forca mucoadesiva com disco de mucina

Hidrogéis mucoadesivos demonstram ser uma alternativa promissora para o
tratamento local de doencgas infeciosas vaginais, prolongando o tempo de residéncia
do farmaco no local de acdo (ARAUJO et al.,, 2020a; CORREA et al., 2021; DOS
SANTOS et al., 2020). A quitosana € um biopolimero vastamente empregado para
conferir propriedades mucoadesivas a hidrogéis. Esta propriedade decorre da forca
de atragdo entre quitosana e mucina resultante de ligacdes de hidrogénio, forcas
hidrofébicas e forgcas couldmbicas provenientes da carga positiva da quitosana e
negativa da mucina (ARAUJO et al., 2021). Considerando estes aspectos, a quitosana

foi utilizada para compor os hidrogéis a fim de otimizar a mucoadeséo.
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A forca mucoadesiva e o trabalho de mucoadesdo foram avaliados utilizando
discos de mucina. A forca mucoadesiva indica a forca necessaria para destacar o
disco de mucina da amostra ap0s o contato, enquanto o trabalho de adesao considera
a forca de desprendimento versus o perfil de deslocamento (POPESKI-DIMOVSKI,
2015; ROSSI et al., 2014).

Como pode ser observado na Figura 18, a forca mucoadesiva apresenta
similaridade entre todas as amostras, corroborando com o trabalho de Gratieri e
colaboradores (GRATIERI et al., 2010) no qual foi desenvolvido hidrogéis com 1%
m/m de quitosana, o que indica o alto potencial mucoadesivo do sistema desenvolvido.
Quanto ao trabalho de adeséo, é observada diferenca estatistica (p < 0,05) apenas
entre CLNBLANK e CLNFC. O trabalho de mucoadeséo € dado pela transferéncia de
energia que ocorre apods a aplicacdo de uma forca seguido por deslocamento. Desta
forma, para amostra CLNFC a sonda despendeu-se com maior quantidade de energia
para que o deslocamento ocorresse. Essa maior energia pode estar relacionada com
a maior coesividade, tornando necessaria um emprego maior de forca para o

rompimento de tais interacoes.
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Figura 18. Forca de mucoadesdo e trabalho de mucoadesao avaliados com disco de
mucina dos hidrogéis formados (H-CLNBLANK, H-CLNC, H-CLNF, e H-CLNFC).

3.4.Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura foi empregada com o intuito de avaliar

possiveis variacdes estruturais entre os hidrogéis desenvolvidos. As imagens obtidas

pela técnica estédo contidas na Figura 19.
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Figura 19. Micrografias obtidas por MEV das amostras H-CLNBLANK (a), H-CLNF
(b), H-CLNC (c), e H-CLNFC (d).

Como observado na Figura 19, notam-se estruturas porosas assim como O
esperado para a amostra em analise, tendo em vista a manutencdo das malhas
poliméricas ap0s a secagem. Uma avaliagcdo comparativa utilizando o software
ImageJ permitiu observar que as amostras H-CLNBLANK, H-CLNF, e H-CLNFC
apresentaram poros de média de 2,164 + 0,708 um, enquanto a amostra H-CLNC
apresentou poros medios de 0,008 + 0,001 um. A presenca de malhas poliméricas
mais justapostas na mostra H-CLNC corroboram com os resultados obtidos pela
analise de TPA, onde a mesma amostra demonstrou maiores valores de dureza

(resisténcia da amostra a forga de compressao).



94

4. Resumo de resultados — Desenvolvimento e caracterizacdo de hidrogéis

Baseado nos resultados obtidos e a discussdo presente no CAPITULO 3, que

consistiu no desenvolvimento e caracterizacéao fisica dos hidrogéis contendo CLN, foi

possivel observar diferentes pontos:

A avalicdo da responsividade térmica por teste de inversdo de tubo
proporcionou observar viscosidade superior da amostra contendo maior
concentracdo de PL (20% m/m) a 37°C;

As propriedades mecanicas dos hidrogéis desenvolvidos (H-CLNBLANK, H-
CLNC, H-CLNF e H-CLNFC) foram investigadas com a técnica de TPA e
parametros como dureza, adesédo e coesao foram estudados, para o quais
foram obtidos valores distintos de acordo com o CLN utlizado na
COMpOsIcao;

Considerando as propriedades bioadesivas da quitosana, a avaliacdo
mucoadesiva foi feita utilizando disco de mucina. Os resultados de forca
corroboraram com os descritos na literatura para hidrogéis similares,
enquanto os valores de trabalho variaram em funcdo da coesividade
apresentada pela amostra;

Avaliacdes por MEV foram feitas a fim de avaliar a microestrutura dos
hidrogéis desenvolvidos. Como resultados, foi possivel observar tamanho
de poros semelhantes com excecao da amostra H-CLNC a qual demonstrou
malha polimérica mais justaposta, corroborando com as analises fisicas

previamente realizadas.

Considerando os resultados apresentados ao decorrer do CAPITULO 3, a amostra

H-CLNFC demonstrou-se ser promissora para as demais avaliacdes do trabalho.



CAPITULO 4

Avaliagdes in vitro e in vivo
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1. INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma patologia cujos sinais e sintomas sao
relacionados a infeccdo e ao processo inflamatorio decorrente da presenca de
Candida spp., e as espécies mais comuns associadas a CVV sédo Candida albicans e
Candida glabrata (DONDERS; SOBEL, 2017). A patogénese e o progresso da CVV
sao mediados por fatores de viruléncia os quais incluem formacéao de biofilme, adesao,
formacdao de hifas, troca fenotipica e excrecao de proteases (UPPULURI; EDWARDS,
2017).

Biofilmes s&o definidos como estruturas complexas de microrganismos e matriz
extracelular formadas apds a adesdo a uma superficie de contato. Essas estruturas
sao consideradas como fatores de viruléncia e sdo capazes de conferir resisténcia a
terapia antifingica, tendo em vista sua complexidade de formacdo e mecanismo de
resisténcia. Desta forma, se faz necessaria compreensao dos biofilmes bem como o
desenvolvimento de novas terapias contra esse importante fator de viruléncia
(O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000) .

A formacao de biofilmes consiste em quatro passos: adeséo, iniciacdo, maturacao

e dispersédo, assim como o esquematizado na Figura 20.

J

Gda , 5%2%6

MATURACAO — DISPERSAO

ADESAO ——— INICIACAO

Figura 20. Fases de formacé&o de biofilme.

A fase de adeséo consiste na adesado de cepas a uma superficie por interagdo nao

especifica, as células aderidas se reproduzem e formam micro comunidades com



97

condi¢cBes nutricionais adequadas. Na fase de iniciacdo, as células aderidas formam
micro colénias e tubos germinativos se formam para dar inicio a formacéo de hifas e
formacdo de massas fungicas. Na fase de maturacdo encontra-se uma estrutura
organizada e altamente resistente composta por leveduras, hifas e pseudomicélio.
Tendo em vista que biofilmes ndo podem crescer indefinidamente, enzimas que
podem degradar matriz extracelular sdo produzidas aumentando a mobilidade das
células, mudando de biofilme para células plancténicas favorecendo a adesdo em
outros locais (IKUMA; DECHO; LAU, 2015; KALAN et al.,, 2017; NETT, 2018;
RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019b).

Desta forma, o presente capitulo é destinado em avaliar o potencial dos sistemas
desenvolvidos nos CAPITULOS 2 e 3 contra cepas de Candida spp., bem como

biofilmes, a toxicidade e a avaliacdo do potencial anti-inflamatorio.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Cultivo das cepas estudadas

As cepas C.albicans ATCC 18804 e C.glabrata ATCC 2001 foram mantidas em -
80°C em meio RPMI suplementado com 20% glicerol. Para a ativacdo, apés
descongelamento, uma aliquota da cepa original foi inoculada em agar sabouraud
seguido de incubacdo a 37°C por 48h. ApOs incubacéo, a placa foi mantida em
geladeira (4-8°C) e, para cada ensaio, uma colonia foi reativada em agar sabouraud
e incubada a 37°C por 48h.
2.2.Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacéo da CIM foi realizada pela diluicio em microplacas de 96 pocos de
acordo com a norma M27-A3 do CLSI (2008) e Duarte et al. (2005), com modificacdes.

Em cada pocgo, 100 uL de RPMI-1640 (tamponado com MOP’s) e 100 yL das solugdes
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dos farmacos em teste (CUR, FL e anfotericina B), para ser realizada a diluicdo
seriada. Para este teste foi ainda utilizado o controle positivo anfotericina B, controle
de meio de cultivo e controle negativo, contendo apenas o solvente. Apds incubacéao
a 37 °C por 48h, as placas foram lidas a absorbancia (595 nm), em espectrofotdmetro
de microplacas para a determinacdo de CIM, sendo a menor concentracdo capaz de

inibir = 90% da multiplicagdo microbiana.

2.3.Estudo de combinacao (Checkerboard)

A atividade in vitro das amostras em combinacéo (CUR e FL), foi avaliada através
do ensaio checkerboard de acordo com o método descrito no CLSI, 2008 e LaFayette
et al, 2010, utilizando as cepas C.albicans e C.glabrata. Em uma microplaca de 96
pocos com fundo redondo foram adicionados 50 pL do meio de cultura RPMI 1640 em
todos os pocos das colunas 2 a 10 (linhas A-H). Entao, foram adicionados 100 yL da
amostra A (curcumina) na coluna 1 inteira e, realizada a diluicdo seriada (50 pL) da
coluna 1 a 9. Em uma segunda microplaca, foram adicionados 50 uL de RPMI 1640
em todos os pogos das linhas B a H e, 100 yL da amostra B (fluconazol) foram
adicionados na linha A (coluna 1 a 10), a qual foi diluida seriadamente da linha A a G.
As concentragbes da amostra B foram transferidas para os respectivos pocos da
microplaca contendo a amostra A. Dessa maneira, a linha H (colunas 1-9) e coluna 10
(linhas A-G) representam as amostras A e B sozinhas, respectivamente. A suspensao
de leveduras (100 pL) foi adicionada em todos os pocgos das colunas de 1 a 11
(concentracdo final de 1x10° cels/mL) e, entédo, as microplacas foram incubadas a 37
°C por 48 horas. As colunas 11 e 12 representam os controles de crescimento e meio.
Os valores de CIM foram avaliados pela analise visual e confirmada por

espectrofotometria (490 nm) em um leitor de microplacas (Epoc 2, Bio-Rad®, CA).
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Os resultados foram analisados de acordo com o indice da concentracao inibitéria
fracionada (ICIF), como definido pela equacéo:

ICIF = CIM, combinado/CIM, sozinho + CIMg combinado/CIMg sozinho (6)

2.4.Inibicdo da formacéao de biofilmes

O potencial das amostras desenvolvidas de inibir a formacédo de biofilmes de
C.albicans e C.glabrata foi avaliado. Desta forma, 50 uL de meio RPMI 1640 foram
adicionados em cada poc¢o de uma microplaca de 96 pocos, as amostras (suspensao
de CUR, suspensdo de FL, suspensdo CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) foram
adicionadas em volume similar e posteriormente feita diluicdo seriada. Em seguida,
foram adicionados 50 pL da suspenséo de levedura previamente padronizada (2 x 10°
células/mL), e em seguida as microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Ap0Os
o periodo de incubacéo, o meio de cultivo foi retirado e cada poco foi lavado com PBS
(100 pL) por duas vezes para remocao de células ndo aderentes. A andlise da
atividade metabdlica apo6s o tratamento foi mensurada utilizando 100 pL da solucéo
de XTT contendo 0,01% de menadiona, apds a deposicdo da solucdo em cada poco
a microplaca foi incubada por 2 horas a 37°C. Em seguida, 90 uL do sobrenadante da
microplaca incubada foram transferidos para outra e nesta foi realizada a leitura
espectrofotométrica (490 nm) em um leitor de microplacas (Benchmark, Bio-Rad®, CA).
2.5.Atividade em biofilmes pré-formados

O potencial das amostras contra biofilmes de C.albicans e C.glabrata previamente
formados foi avaliado. No presente trabalho, foi realizada analise de biofilmes
formados ap0s 24, 48 e 72 horas.

Para a realizacdo do teste, 100 pL da suspensao das amostras de leveduras

previamente padronizada contendendo cepas (1 x 10° células/mL) foram adicionados



100

em cada poco de uma microplaca de 96 pocos, em seguida foi incubada por 24 horas
a 37°C. Apos esse periodo, cada poco das microplacas foi cuidadosamente lavado
com 100 pL de PBS para remocéo das células ndo aderentes.

Para os biofilmes com 48 horas de formacdo, os pocos foram novamente
preenchidos com meio RPMI e incubados por mais 24 horas, 0 processo se repetiu
para os biofilmes com 72 horas. Em outra microplaca, as amostras (suspensao de
CUR, suspenséo de FL, suspensdo CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) foram diluidas
em meio RPMI, e 100 pL desta solucao foi transferido para a microplaca com os
biofilmes previamente formados. Apds 24 horas de incubacéo, o meio de cultivo foi
retirado e cada poco foi lavado com PBS (100 pL) por duas vezes para remocao de
células ndo aderentes.

A analise da atividade metabdlica apés o tratamento foi mensurada utilizando
100pL da solucdo de XTT contendo 0,01% de menadiona, apés a deposicdo da
solucdo em cada poco a microplaca foi incubada por 2 horas a 37°C. Em seguida, 90
puL do sobrenadante da microplaca incubada foi transferido para outra e nesta foi
realizada a leitura espectrofotométrica (490 nm) em um leitor de microplacas

(Benchmark, Bio-Rad®, CA).

2.6.Analise da atividade em biofilmes pré-formados com microscopia confocal
Biofilmes de C.albicans e C.glabrata apds 24 horas de formagéo foram avaliados
utilizando microscopia confocal. Inicialmente, 1 mL da suspensdo previamente
padronizada contendendo as cepas (1 x 10° células/mL) foi adicionado em cada poco
de uma microplaca de 12 pocos, em seguida a microplaca foi incubada por 24 horas
a 37°C. Apos esse periodo, cada poco das microplacas foi cuidadosamente lavado

com 1 mL de PBS para remocao das células ndo aderentes. Em outra microplaca, as
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amostras foram diluidas em meio RPMI, e 1 mL desta solucéo foi transferido para a
microplaca com os biofilmes previamente formados. Apds 24 horas de incubacao, o
meio de cultivo foi retirado e cada poco foi lavado com PBS (1 mL) por duas vezes
para remocao de células ndo aderentes.

Depois do preparo, foi realizada a avaliacdo de cepas vivas e mortas nas estruturas
tridimensionais do biofilme apés o tratamento. O ensaio Live and Dead foi preparado
de acordo com as instrucdes do fabricante (LIVE/DEAD™ BacLight™, Thermo
Scientific). Apés 24 horas da formacédo dos biofilmes, foi realizada marcacdo com
Syto9 e lodeto de Propidio (PI) por 30 min. Apds este tempo, as sondas foram
removidas e as amostras foram retiradas para analise CLSM (LSM 800 Confocal
Microscope, Carl Zeiss). O modo de aquisi¢ao foi de 10% de poténcia do laser de 488
nm, faixa de deteccao espectral de microrganismos vivos marcados por Syto9 de 488
a 530 nm (verde) e faixa de deteccao espectral de organismos mortos marcados com
Pl de 575 a 630 nm (vermelho). As imagens foram adquiridas utilizando a ferramenta

Z stack e reconstruidas utilizando o Software Zen Blue 2.3 (Carl Zeiss).

2.7. Ensaio in vivo alternativo com Galleria mellonella
2.7.1. Condicdes de infeccdo da G.mellonella

As larvas de G. mellonella foram cultivadas em ambiente em Biochemical Oxygen
Demand (B.0O.D.) a 27 °C até atingir peso entre 200 mg e 400 mg. O inéculo de C.
albicans ATCC 18804 foi padronizado em solucao salina estéril (0,85%) seguindo a
escala de McFarland 1 (5 x 10* células/larva). Por fim, 10 pyL do in6culo padronizado
foram administrados a ultima proleg esquerda de cada larva com o auxilio de uma
Seringa Hamilton Microliter™, com incubacédo a 37 °C (MARENA et al., 2022).

2.7.2. Quantificacdo da eficacia terapéutica anti-C.albicans na hemolinfa.
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Os grupos experimentais avaliados encontram-se descritos na Tabela 15. Cada
grupo consistiu de 20 larvas (n = 20). O tratamento e a infec¢cao foram semelhantes
aos itens anteriores. Apds a incubacédo e analise fisico-motora, duas larvas de cada
grupo experimental foram selecionadas para retirada da hemolinfa. Este procedimento
foi repetido por 5 dias apos a administracdo das amostras em analise. Apos a selecéo
das larvas, foi realizada assepsia com alcool 70% no local de coleta, e as larvas foram
mantidas em repouso até secarem. Uma agulha estéril Vacuplast (13 x 0,33 mm) foi
usada para perfurar a regiao dorsal da larva. Em seguida, 20 yL de hemolinfa foram
coletados e transferidos para solucao salina estéril (diluicdo 1:10). Posteriormente, 50
ML dessa solugdo com hemolinfa foram transferidos para Agar Sabouraud Dextrose +
cloranfenicol e incubados a 37 °C por 24 h. Apds a incubacéo, o numero de UFC das
amostras coletadas de cada larva foi quantificado e os dados obtidos neste ensaio
foram utilizados para definir a atividade terapéutica das amostras, comparadas ao

grupo positivo de infecgéo.

Tabela 15. Grupos experimentais avaliados pelo modelo em G.mellonella

Grupo

- Especificacao Tratamento
experimental
Grupo 1 Controle positivo 10puL de solugéo salina estéril
10pL de solucao de metanol a
Grupo 2 Controle solvente iy
Grupo 3 Tratamento CLNBLANK ~ TOHL CLNBEQI'i\r']'; em solucéo
Grupo 4 Tratamento Sol. FL 10pL de solucédo de FL a 12,15
mg/kg
Gruno 5 Tratamento Sol. CUR + 10pL de solugdo de CUR+FL a
P FL 7,07 mg/kg
Grupo 6 Tratamento CLNFC 10pL de solugéo de CLNFC a 7,07

mg/kg
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Durante o experimento a morte foi avaliada considerando: cor, melanizacdo e

perda total da mobilidade apds estimulo fisico.

2.8. Cultivo de células RAW 264.7 e CRL-2616

As células de linhagem de macréfagos murinos RAW 264.7 foram estocadas em
nitrogénio liquido no Laboratério de Analises Clinicas da Universidade de Brasilia e,
conforme necessario, descongeladas uma semana antes do ensaio, e aclimadas em
um frasco para cultivo (25 cm2, TPP, EUA) contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco
modified Eagle's Minimal Essential Medium) suplementado com 1% de solugéo
antibiotica (penicilina e estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantido
em incubadora imida a 37 °C e 5% de COs-.

Apds as células atingirem confluéncia ideal (cerca de 1000.000) para 0s
experimentos, as células foram removidas dos frascos e semeadas em placas de
cultura. Inicialmente, o meio de cultura DMEM foi descartado e as células lavadas com
uma PBS. Em seguida, as células foram incubadas com solucdo de tripsina EDTA
(Gibco, USA) por 4 minutos a 37 °C. Apés esse periodo, colocou-se meio DMEM para
neutralizar a acdo da tripsina, e a suspensao de células obtida foi centrifugada por 3
minutos a 300 g. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e o pellet de
células foi ressuspendido em meio DMEM (1 a 3 mL). Em seguida, uma aliquota da
suspensao de células foi usada para contagem de células em camara de Neubauer
utilizando-se o método de exclusdo por azul de Tripan (Sigma) para distingdo de
células viaveis e nao viaveis.

A linhagem celular vaginal ATCC CRL-2616 foi desenvolvida originalmente de

tecido da mucosa vaginal normal retirado de paciente na pré-menopausa. As células
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foram mantidas e propagadas usando meio soro de queratindcitos - Keratinocyte
Serum-Free Medium (KSFM) (Invitrogen,Missisauga, Canadd). Cada mL de meio
KSFM foi suplementado com 50 ug de extrato de hipdfise bovina; 0,1 ng de fator de
crescimento epidérmico e 100 U de solucao antibiética (penicilina e estreptomicina a
37°C com 5,0% de CO:2. As condi¢cbes de passagem e contagem das células foram
semelhantes as das células RAW 264.7, exceto pelo meio de propagacéo utilizado
(KSFM).

2.9. Ensaio de viabilidade celular

Os grupos experimentais foram divididos em: CLNC, CLNFC, CLNBLANK,
curcumina e o controle negativo (sem a formulacédo), para ambas as linhagens
celulares. Os tratamentos foram realizados em triplicata. As células foram transferidas
para uma microplaca de cultura de 96 pocos (3000 células/poco) e tratadas com
variadas concentracdes das amostras, partindo-se de uma concentracdo de 1 mg/mL
e foram incubadas com os tratamentos por 24 horas.

Em seguida, o meio de cultura das placas foi removido e 150 uL de solugao de uso
de MTT (15 pL de MTT 5 mg/mL diluidos em 135 pyL de DMEM completo) foram
adicionados.

Apos 3 horas de incubagédo em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2, o meio de
cultura foi removido e 200 yL de DMSO foram adicionados em cada poco para
dissolver o produto formado. A quantificacdo da viabilidade celular foi determinada
apos a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 570 nm.

Foram executadas analises da repetibilidade dos dados pelo célculo do Intervalo
de Correlacdo Intraclasse a 95% e calculos de ICso foram executados pela

metodologia do ajuste a curva de dose resposta-sigmoidal. Os programas estatisticos
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utilizados foram o SPSS versédo 22.0 e o GraphPadprism versdo 6.0. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

2.10. Estudo em cultura de macrofagos RAW 264.7 e propriedades anti-
inflamatorias

A solucdo aquosa com CLNC, CLNFC, CLNBLANK e curcumina (1 g/L) foram
armazenadas em tubos Falcon de 15 mL e acondicionados na geladeira (8°C). Esta
suspensao foi produzida conforme a necessidade do uso nos ensaios de ELISA. A
partir da suspensao estoque foram entéo realizadas diluicdes seriadas para obtencao
da concentracdo selecionada para o tratamento das células (25 pug/mL, escolhido
conforme ensaio de viabilidade celular).

Assim, o experimento para atividade anti-inflamatéria (dosagem de citocinas)
iniciou com a semeadura das células em placas de 96 pocos (TPP) contendo 3 x 103
células/poco cultivadas em DMEM. Adicionou-se 0s 25 pug/mL da solucédo aquosa com
as amostras (1 g/L) em placas diferentes, e o controle negativo ficou caracterizado
como as células sem tratamento, além do grupo LPS. Apés 2h de contato das
formulacbes com as células, as amostras foram estimuladas com endotoxicina
bactéria. (LPS) de  Escherichia  coli  (Lipopolysaccharide B  from
Escherichia coli 0111:B4- Sigma, MO, USA), na concentragdo de 2 pg/mL. As
amostras foram incubadas por 24, 48 ou 72h.

ApoOs os periodos de tratamento das células com as suspensdes descartou-se 0
meio e foi congelado a —-20°C. A concentragdo das citocinas liberadas no
sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA. As citocinas avaliadas foram TNF-
alfa, IL-6, IL-10, IL-2 conforme as instrucdes do fabricante (ThermoFisher). As doses
minimas detectaveis foram determinadas experimentalmente como 4,8 pg/mL para

TNF-a, 1,1 pg/mL for IL-6, 2,0 pg/mL “para IL-10, e 1,0 pg/mL para IL-2. As medi¢des
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de todas as citocinas resultaram em coeficientes médios intra-ensaio de variacao
abaixo de 5%.

Todos os experimentos foram feitos em quadruplicata em 3 dias experimentais. O
teste estatistico utilizado foi ANOVA, observadas as pressuposicées de normalidade.

O nivel de significancia adotado foi 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacdo inicial da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida minima (CFM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracéo fungicida minima (CFM)
foram avaliadas para C.albicans ATCC 18804 e C.glabrata ATCC 2001. Os valores
obtidos com os ensaios encontram-se na Tabela 17.

Como pode ser observado, os valores de ClMgo atribuidos a suspensédo de FL
tanto para C.albicans (GARCIA-GOMES et al., 2012; KELIDARI et al., 2017) como
para C.glabrata (KELIDARI et al., 2017) indicam que as cepas utilizadas no estudo
produziram respostas condizentes com o descrito na literatura. Enquanto para a
suspensao de CUR, observa-se diferentes valores de ClMgo na literatura para as
espécies em estudo (ANDRADE et al., 2019; GARCIA-GOMES et al., 2012; MARTINS
et al.,, 2009; RODERO et al.,, 2018; SHARMA et al.,, 2010), o que pode estar
relacionado ao teor em que 0 composto se encontra, visto que a maioria dos estudos
utiliza CUR a 65% (m/m).

No estudo de Sharma e colaboradores (SHARMA et al., 2010) os autores
investigaram os possiveis mecanismos de acdo da CUR em cepas de C.albicans e
nao-albicans, e por meio deste foram observados dois mecanismos: i) efeito

antifngico promovido pela via de sinalizacdo de ROS levando a apoptose precoce e
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de timidina 1).

Outro mecanismo também discutido é a interacdo da CUR com ergosterol.
Andrade e colaboradores (ANDRADE et al., 2019), sugerem que esta interacéo
favorece alteracdo na permeabilidade da membrana levando a ruptura da célula, mas
enfatizam que este ndo € 0 Unico mecanismo associado. Khan et al. (2012)
demonstraram em seu estudo que a CUR foi capaz de inibir o efluxo de H* levando a

acidificacao intracelular e morte de diferentes tipos de Candida spp..

3.2. Ensaio combinatorio

Com base nos valores de CIM previamente obtidos o ensaio combinatério
(checkerboard) foi realizado, e o ICIF foi interpretado como sinérgico (ICIF < 0,5),
sinergia parcial (ICIF 0,5 - 0,75), aditivo (ICIF 0,76 - 1,0), indiferente (ICIF 1,0 — 4,0),
e antagonismo (ICIF > 4,0) (RAKHOLIYA; KANERIA; CHANDA, 2013). Os resultados
obtidos podem ser observados na Tabela 16.

Tabela 16. Resultados do ensaio combinatdrio entre curcumina e fluconazol utilizando
as cepas de C. albicans 18804 e C.glabrata 2001.

C. albicans 18804 C.glabrata 2001
Amostra
CSIQA CCI:':A ICIF Classificagéo CSI*M CCI:EA ICIF Classificagéo
Curcumina 23,43 6,25 Si . 7,6 6,25
0,587 INErgismo 0,982 Aditivo
parcial

Fluconazol 2,43 0,78 9,75 1,56

*valores expressos em pg/mL. CIM S — Concentragéo inibitoria minima do composto
sozinho; CIM C — Concentragdo inibitéria minima do composto combinado; ICIF —

indice da concentracao inibitoria fracionada.

Tendo em vista os valores de ICIF expressos na Tabela 13, observa-se que a

combinacéo entre CUR e FL apresentou efeito parcialmente sinérgico para C.albicans
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(ICIF 0,5 - 0,75) e aditivo para C.glabrata (ICIF 0,76 - 1,0). O sinergismo &
caracterizado pela interacdo de compostos que promove a otimizacdo mutua de
atividade de maneira mais significativa que a simples soma de atividade destes
compostos, enquanto o efeito aditivo ocorre quando a atividade resultante é
equivalente a soma dos efeitos dos compostos separadamente.

Sharma e colaboradores (SHARMA et al., 2010) por meio de seu estudo
previamente mencionado, indicaram que um dos possiveis mecanismos de acdo da
CUR seria a formacao de estresse oxidativo na levedura levando a apoptose. No
mesmo trabalho os autores apontam que azois promovem aumento de ROS em
espécies suscetiveis. Desta forma, como base no exposto, sugere-se que 0S
resultados observados decorrem deste mecanismo partilhado por ambas moléculas.
Adicionalmente, Garcia-Gomes et al., (2012) avaliaram o potencial sinérgico desta
combinac¢éo em isolados clinicos de C.albicans resistentes a fluconazol, com énfase
na resisténcia promovida por bombas de efluxo. Os autores observaram que a CUR é
capaz de modular a bomba de efluxo (MDR1), promovendo a otimiza¢do da terapia

com FL contra as espécies resistentes.

3.3. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcéao
Fungicida minima (CFM) das amostras desenvolvidas

Apés avaliagdo dos dados anteriores (Item 3.2.), os CLN foram desenvolvidos.
Posteriormente, foi realizada a avaliagédo da CIM e CFM das amostras desenvolvidas,
cujo resultado encontra-se descrito na Tabela 17.

Para C.albicans os nanossistemas foram capazes de otimizar a atividade de
fluconazol (de 2,43 para 0,78 pug/mL), e de curcumina (de 23,43 para 3,9 ug/mL). Esse
resultado pode estar relacionado ao maior uptake celular beneficiado pelas

nanoparticulas, as quais favorecem este fenbmeno tendo em vista a sua alta area
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superficial. O mesmo p6de ser observado com C.glabrata, com excecdo da CLNF.
Sugere-se que tal resultado tenha ocorrido visto que a C.glabrata apresenta menor
sensibilidade ao farmaco, e o tempo de contato entre o microrganismo e o sistema
nao tenha sido suficiente para a CLN liberar o farmaco a uma concentracéo eficaz.

Ao analisar os resultados de CLNFC, observa-se que para ambas as cepas a
nanoestrutura apresentou atividade superior aos farmacos em solucdo e nas CLN
separadamente, 0 que reitera os resultados de sinergismo parcial e adicdo obtidos
pelo teste de combinacéo, aliados a vantagem de um sistema nanoestruturado. A
manutencdo da eficacia, bem como a otimizacdo pela veiculagdo de farmacos
utilizando nanoestruturas foram observados na revisdo bibliografica publicada
previamente pelo nosso grupo (ARAUJO et al., 2020a). Quanto aos resultados de
CFM, observa-se que houve manutencéo dos valores de CFU atribuidos a CLNFC o
gue corrobora com a hipotese de aumento de internalizacédo celular promovido pelas
nanoestruturas.

Tendo em vista que a dispersao das nanoestruturas em um hidrogel pode fornecer
propriedades antimicrobianas distintas, foi realizada a avaliacédo da CIM e CFM dos
nanossistemas dispersos em hidrogéis (Tabela 17).

Para C.albicans, somente o hidrogel com a fluconazol (H-Flu) e a combinacao de
fluconazol e curcumina (H-CurFlu) foram capazes e de reduzir o crescimento das
cepas em 90%. Por outro lado, para C.glabrata, somente o hidrogel com curcumina
(H-Cur) e a combinacdo H-CurFL foram capazes de promover ClMoo. Corroborando
com os resultados de CIM apresentados pelos farmacos em solugéo e evidenciando
baixa responsividade de C.glabrata ao FL. Cabe ressaltar que a combinacdo de
fluconazol e curcumina (H-CurFlu) promoveu reducédo de CIM em comparagdo aos

farmacos isolados dispersos nos hidrogeéis.
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Quando avaliadas as nanoestruturas dispersas em hidrogéis, somente a
nanoestrutura contendo ambos farmacos apresentou CIM, e os valores apresentaram-
se maiores em comparacao aos farmacos diretamente dispersos no hidrogel. Sugere-
se que este comportamento ocorra em decorréncia do hidrogel ser uma matriz viscosa,
nesse caso contendo 20% m/m de PL, e consequentemente aumenta tempo de
liberacdo dos farmacos e reduz o contato do CLN com o microrganismo. Ao observar
a CFM, nota-se que somente a combinacdo de ambos os farmacos promoveu
comportamento fungicida, o que corrobora com a hipétese previamente mencionada.
Quanto aos testes realizados com C.glabrata nota-se também que a dispersédo dos
CLN em hidrogéis promoveu aumento da CIM e CFM.

A maioria dos estudos encontrados na literatura que utilizam CLN e NLS dispersos
em hidrogéis, avaliaram o potencial antifingico de seus sistemas utilizando modelos
in vivo, ou estabelece uma comparacao direta com um produto comercial (ARAUJO
et al., 2020a; ESPOSITO et al., 2013; KENECHUKWU; ATTAMA; IBEZIM, 2017).
Desta forma, nota-se a necessidade de maiores avaliagées quanto ao potencial de H-

CLNFC por outros modelos in vitro.



Tabela 17. Valores de CIM e CFM obtidos.
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CIMgo (pg/mL)

CFEM (pug/mL)

Amostra C.albicans 18804

C.glabrata 2001

C.albicans 18804 C.glabrata 2001

SOL curcumina 23,43 7,6
Fluconazol 2,43 9,6
CLNBIlank + +

CLNC 3,9 1,95
CLNF 0,78 +
Cur: 3,9 Cur: 1,95
CLNFC Flu:0,39 Flu:0.195
H-Cur + 12,18
H-Flu 4,88 +
Cur: 12,18 Cur: 6,9
H-CurFlu Flu:1,22 Flu:1,21
H-CLNBLANK + +
H-CLNC + +
H-CLNF + +
H-CLNEC Cur: 48,75 Flu:4,88 Cur: 24,37

Flu:2,43

62,5 62,5
+ 64
+ +
+ +
1,56 +
Cur: 3,9 Cur: 1,95
Flu:0,39 Flu:0,195
+ +
+ +
Cur: 24,37 Cur: 6,9
Flu:2,43 Flu:1,21
+ +
+ +
+ +
+ Cur: 24,37
Flu:2,43

“+” indica crescimento total nas concentragdes testadas; CIM — Concentracdo inibitéria minima; CFM — Concentracdo fungicida

minima
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3.4. Atividade em biofilme

Os biofiimes séo caracterizados como comunidades de microorganismos
organizados que promovem resisténcia aos agentes antimicrobianos (RODRIGUEZ-
CERDEIRA et al., 2019b). A formacé&o de biofilme inicia quando células plancténicas
encontram uma superficie e aderem a esta. Desta forma, foi avaliada a adeséo de
C.albicans (Figura 21A) e C.glabrata (Figura 22A) na presenca das amostras
nanoestruturadas. Cabe ressaltar, que em decorréncia dos resultados apresentados
pelas amostras H-CLN no estudo de CIM, bem como a alta viscosidade da amostra,
a avaliacao do biofilme nao foi realizada com H-CLN.

Na maior concentracao testada (25 pg/mL de FL e 250 pg/mL de CUR), todos os
grupos testados demonstraram reducédo significativa da adesdo das cepas, enquanto
o fluconazol na segunda maior concentracéo (12,5 pg/mL) ja nao foi capaz de reduzir
a adesdo. Em C.albicans foi observada que as CLNF e CLNC promoveram reducao
da adesao das cepas na placa até na concentracdo de 0,78 pg/mL de FL e 7,8 ug/mL
de CUR, com destaque para a CLNC. Sugere-se que esta atividade seja relacionada
pelo impedimento estérico da CLN, bem como a atividade antifingica previamente
observada.

Adicionalmente, na revisao de Shariati et al., (2022) dados mostram que a CUR
tem uma atividade anti-adesiva sobre C. albicans e interfere na expressao de genes
associados a adeséo e ao biofilme, e ainda é capaz de inibir a formacéo de hifas
(SHARMA et al., 2010). Quanto a C.glabrata (Figura 22A), destaca-se o potencial
combinatorio da CUR e do FL nanoestruturados (CLNFC) até a concentracdo de 1,56
png/mL de FL e 15,6 pg/mL de CUR, reforcando a hipdtese que a reducéo da adeséao
tenha ocorrido pelo impedimento estérico combinado com a atividade anti-candida da

associacao.
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ApOs o ensaio anterior, foi realizada a avaliacdo da quantidade de células viaveis
por meio do plaqueamento. Tanto para C.albicans (Figura 21B) como para C.glabrata
(Figura 22B), as maiores concentracdes testadas das amostras demonstraram
reducdo das células viaveis, contudo nas duas menores foi observado destaque da
combinacdo entre FL e CUR na nanoestrutura (CLNFC), corroborando com os

resultados observados de CIM e CFM previamente realizados.
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Figura 21. Efeito das amostras (suspensao de CUR, suspensao de FL, suspensao
CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) sobre a adesao do biofilme (A) e a viabilidade (B)
do mesmo de C.albicans 18804.
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Figura 22. Efeito das amostras (suspensdo de CUR, suspensao de FL, suspensao
CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) sobre a adesao do biofilme (A) e a viabilidade (B)
do mesmo de C.glabrata 2001.

Apoés a adesao, as cepas levam um periodo de 24-72 h para formar um biofilme
maduro com composicdo complexa e que por sua vez resulta na resisténcia a terapia
ja vigente (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019b). Desta forma, no presente estudo
foi realizada a avaliacdo da atividade dos farmacos isolados e nanoestruturados,

separados e em associagdo, em biofilmes formados apos 24h, 48h e 72h.
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Figura 23. Efeito das amostras (suspensao de CUR, suspensao de FL, suspensdo CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) sobre biofilme

pré-formado apés 24h (A), e o plaqueamento (B), de C.albicans 18804.
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Figura 24. Efeito das amostras (suspensao de CUR, suspenséao de FL, suspensdo CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) sobre

biofilme pré-formado apos 24h (A), e a acdo fungicida (B), de C.glabrata 2001.
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Figura 25. Atividade das amostras (suspensdo de CUR, suspenséao de FL, suspensdo CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) contra
biofilmes de C.albicans 18804 apés 48h (A) e 72h (B) de desenvolvimento.
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Figura 26. Atividade das amostras (suspensdo de CUR, suspenséao de FL, suspensdo CUR+FL, CLNF, CLNC e CLNFC) contra
biofilmes de C.glabrata 2001 ap6s 48h (A) e 72h (B) de desenvolvimento.
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Para biofilmes com 24h de formagéo foi observado que na maior concentracao
testada (25 pg/mL de FL e 250 pg/mL de CUR), todos os grupos avaliados
demonstraram reducéo significativa no metabolismo das cepas de C.albicans (Figura
23). A reducdo metabdlica foi significativa para os farmacos livres, separadamente e
em conjunto, em todas as concentracfes testadas. Observou-se ainda que as CLNs
apresentaram eficiéncia igualmente similar, com excecédo da CLNC. Ressalta-se ainda
gue os resultados apresentados corroboram com os obtidos pelos ensaios de CIM e
CFM. O plagueamento ap6s o tratamento indicou que as nanoestruturas até na
concentracdo de 6,25/62,6 ug demonstraram capacidade de preservar a atividade da
CUR na reducéao de células viaveis, e otimizar a atividade do FL.

Enquanto para C.glabrata, observa-se que nas maiores concentracfes testadas
somente as amostras contendo curcumina ndo apresentaram impacto significativo no
metabolismo da cepa. Por outro lado, as amostras contendo a combinac¢éo, tanto
isolada como em CLN, demonstraram reducédo significativa até mesmo nas menores
concentracbes avaliadas, indicando a eficiéncia do tratamento proposto. O
plagueamento do biofilme apds o tratamento demonstrou comportamento similar ao
avaliado pela atividade metabdlica, dando destaque a eficiéncia na nanoestrutura
contendo ambos os farmacos.

Para biofilmes maduros de C.albicans formados apds 48h (Figura 25A) foi
observado que somente as nanoestruturas na maior concentragéo testada foram
capazes de promover reducéo significativa da viabilidade, e somente a CLNFC foi
eficaz na concentracdo de 12,5 pg/mL de FL e 125 pg/mL de CUR, indicando o
potencial da associagdo nanoestruturada. Enquanto, em biofilme maduro apdos 72h
(Figura 25B) somente CLNF e CLNFC demonstraram reducdo significativa da

viabilidade, com destaque para a CLNFC a qual demonstrou-se eficaz até a
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concentracdo de 3,125 pg/mL. Sugere-se que este resultado decorre do menor DH
apresentado por esta nanoestrutura, proporcionando maior permeacédo pelo biofilme
(110,9 + 0,8 nm) (PEULEN; WILKINSON, 2011). Enquanto para C.glabrata , destaca-
se o potencial da associa¢do do FL com a CUR, o qual demonstrou maior a eficacia
dos tratamentos testados em biofilme formado apds, 24h, 48h e 72h.

O efeito de inibicdo dos biofilmes podem estar relacionados a capacidade da CUR
sozinha ou em combinag¢do com FL de suprimir a formacéo de biofilme e a transicéo
morfologica de levedura para hifa em C. albicans. Além disso, a CUR combinada com
FL tem a capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana e reduzir a

producdo de ATPase intracelular (DONG et al., 2021; SHARIATI et al., 2022).

3.5.Analise da atividade contra biofilmes pré-formados por microscopia

confocal

A microscopia confocal foi empregada no presente estudo com o objetivo de
avaliar, por meio de outra técnica, o potencial do tratamento proposto contra biofilmes
pré-formados apds 24 horas. Neste estudo foi empregado o ensaio Live and Dead,
onde sao indicadas células vivas e mortas por meio da integridade de membrada e
permeacdo de sondas fluorescentes. A diferenciacdo de células mortas € indicada
pela capacidade do iodeto de permear pela membrana de células danificadas, em
vermelho (DA SILVA et al.,, 2021). Ainda, por meio desta técnica, foi avaliada a
espessura do biofilme apds o tratamento (Figura 29). Os resultados obtidos podem
ser observados na Figura 27 e Figura 28 para C.albicans e C.glabrata,
respectivamente.

Para os testes realizados, foram avaliados os controles de crescimento, solucao

utilizada para solubilizar os farmacos (1% v/v etanol), nanoestrutura sem ativos



121

(“blank”), e controle de morte (“dead”) para qual foi utilizado solugéo de anfotericina B
(25 pg/mL).

Na Figura 27 nota-se os resultados obtidos com C.albicans. Ao compararmos 0s
grupos CUR e FL com o controle crescimento “CT”, ndo foi observado aumento
significativo de eventos amarelos/vermelhos que indicam a morte do microrganismo.
O mesmo é observado quando a espessura do biofilme é analisada, Figura 29.
Contudo, apo6s o tratamento com a solucdo de fluconazol e curcumina (CUR+FL),
observa-se aumento do nimero de eventos amarelos/vermelhos. Estabelecendo um
comparativo direto dos IFAs em suspensdo (CUR e FL) versus os IFAs
nanoestruturados (CLNC e CLNF) nota-se um aumento significativo de eventos
amarelos/vermelhos promovidos pela nanoveiculacdo. Quanto a combinacéo
nanoestruturada de ambos os IFAs (CLNFC) nota-se o maior nimero de eventos
amarelos/vermelhos, com menor numero de microrganismos e com reducao
significativa de espessura do biofiime de C.albicas, Figura 29. Esse resultado
corrobora com o previamente observado nos estudos de CIM demonstrados no item
3.3.

Na Figura 28 s&o observados os resultados obtidos com C.glabrata. De uma
maneira similar o observado com C.albicans, a combinacdo de CUR e FL demonstrou
maior numero de eventos amarelos/vermelhos, indicando morte do microrganismo, e
com maior reducao de espessura do biofilme. O nanocarreamento dos IFAs promoveu
otimizacao significativa em comparacdo aos IFAs em suspensdo. Enquanto a
combinagdo nanoestruturada favoreceu ao maior numero de eventos
amarelos/vermelhos, com menor nimero de microrganismos e reducao de espessura

do biofilme.
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A otimizacdo de atividade de IFAs nanoveiculados em biofilmes é amplamente
descrito na literatura e se resguarda principalmente na alta superficie de contato
devido ao tamanho submicrométrico desses sistemas, bem como na sua capacidade
de aumentar solubilidade de IFAs (QAYYUM; KHAN, 2016).

Ainda, de acordo com lIkuma e colaboradores (IKUMA; DECHO; LAU, 2015) as
interacOes entre nanoparticulas e biofilmes pode ser compreendido em trés etapas: 1)
Trajetoria das nanoparticulas até as proximidades do biofilme; 2) adeséo a superficie
do biofilme; e 3) penetracdo através do biofilme. A cada etapa ha uma interacéo
complexa entre caracteristica de composi¢do e fisico-quimicas do nanossistema,
microambiente do biofilme e parametros ambientais nos quais se é estudada essa
interacdo. O que torna a interacdo entre 0 hanossistema um material rico e promissor

para estudo, em virtude da singularidade de cada caso.

Figura 27. Integridade da membrana e biomassa de C.albicans ATCC 18804 por
microscopia confocal com coloragédo Live and Dead. Verde: Microrganismo vivo
marcado positivamente com Syto9. Amarelo/Vermelho: Microrganismo morto

marcado positivamente com iodeto de propidio. Onde, a) Controle crescimento, b)
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Controle morte; ¢) CUR; d) FL; e) CUR e FL; f) Controle solucdo; g) CLNBLANK; h)
CLNC; i) CLNF; e j) CLNFC.

Figura 28. Integridade da membrana e biomassa de C.glabrata ATCC 2001 por
microscopia confocal com coloragdo Live and Dead. Verde: Microrganismo vivo
marcado positivamente com Syto9. Amarelo/Vermelho: Microrganismo morto
marcado positivamente com iodeto de propidio. Onde, a) Controle crescimento, b)
Controle morte; ¢) CUR; d) FL; e) CUR e FL; f) Controle solucdo; g) CLNBLANK; h)
CLNC; i) CLNF; e j) CLNFC.
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Figura 29. Graficos com espessuras dos biofilmes de (A) C.albicans ATCC 18804 e
(B) C.glabrata ATCC 2001, obtidos pela técnica de confocal, em contato com as

amostras avaliadas.
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3.6.Ensaio in vivo em modelo alternativo de Galleria mellonella

Os resultados relacionados ao estudo do potencial terapéutico de CLNFC podem
ser observados na Figura 30. Como demonstrado, os grupos-controle S (solvente), e
CLNBLANK nao demonstraram atividade significativa ao ser comparado com o grupo
controle crescimento (CL). Esses resultados demonstram que o solvente, na
concentracdo e condicdo testadas, utilizado na suspensdo dos farmacos livres e
nanocarreador branco (CLNBLANK) n&o demonstram atividade antifingica,
corroborando com os resultados in vitro previamente discutidos e excluindo potencial
interferéncia nos resultados dos tratamentos propostos.

Na condicdo testada, concentracao de 12,15 mg/kg, o grupo FL ndo demonstrou
reducao significativa de UFC até ultimo dia do teste, em compara¢ao ao grupo controle
crescimento. Por outro lado, os grupos FL+CUR e CLNFC demonstraram reducao
significativa de UFC logo apos o primeiro dia de estudo a uma concentracao de 7,07
mg/kg. Concentracdo menor do que a testada pelo grupo FL, indicando a otimizagao
da atividade antifingica pela associacdo de FL e CUR, corroborando com os
resultados in vitro previamente avaliados.

No ultimo dia do estudo, foi possivel observar que a atividade antifingica da
combinacdo de FL e CUR foi mais expressiva quando dispersos na nanoestrutura
(CLNFC). Isso indica que nanoestrutura foi capaz de otimizar o potencial da
combinac¢ao proposta, o que corrobora com os resultados in vitro obtidos no presente
trabalho, bem como com a otimizacao da atividade de IFAs por nanocarreamento, 0
que é amplamente descrito na literatura (ARAUJO et al.,, 2020a; OCHEKPE;
OLORUNFEMI; NGWULUKA, 2009).

No estudo de Li et al., (2013) foi empregado um modelo de infeccado de Galleria

mellonella utilizando C.albicans em condicdes similares ao adotado pelo presente
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trabalho. Neste trabalho foi avaliado o efeito antifingico de alguns antifingicos
comerciais, incluindo fluconazol 16 mg/kg. De-Dong Li observou resultados entre 4 e
5 Logio UFC/larva nos grupos tratados com FLU, similar ao observado nos grupos
tratados anfotericina B (6,4 mg/kg) apds 12 dias de estudo. Desta forma, ao
compararmos com os resultados obtidos no presente trabalho, nota-se uma atividade
superior de CLNFC visto que a mesma aplicada a 7,07 mg/kg em um periodo de 5

dias apresentou 0,45 Logio UFCl/larva.
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Figura 30. Tratamento in vivo em modelo alternativo de infec¢cdo de G.mellonella por

C.albicans.

3.7.Viabilidade celular
Os resultados obtidos com o ensaio de viabilidade celular utilizando as linhagens
RAW 264.7 (macréfagos murinos) e CRL-2616 (células epiteliais de mucosa vaginal

humana) podem ser observados na Tabela 18.
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Tabela 18. Viabilidade celular nas linhagens RAW 264.7 e CRL-2616. IC50=

concentracdo do composto necessaria para 50% de viabilidade.

Linhagem Estatistica CUR CLNC CLNFC Controle
negathO

IC50
RAW 264.7 __ (ug/ml) 5232 5329 5498 6352
Intervalo de 3554 7535 3335.7088 3145-7455 4255-8933

confianca

IC50
CRL-2616 __(ug/ml) 5832 56545 5799 6122
Intervalo de 5149 7198 4385-8323 3455-7144 4285-8736

confianca

Para analise do presente estudo, os critérios de citotoxicidade foram baseados nos
parametros estabelecidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI).
Segundo NCI, para uma amostra ser considerada in6cua ao ser humano, em ensaios
preliminares, a amostra deve apresentar IC50 > 1000 ug/mL (BAZAID et al., 2012).

Desta forma, seguindo os critérios do NCI e tendo em vista que as amostras
testadas apresentaram IC50 > 1000 pg/mL, as formulagcdes desenvolvidas bem como
a solucdo de CUR podem ser consideradas indcuas. Os resultados observados
corroboram com o encontrado na literatura, os quais indicam a baixa toxicidade de
curcumina e de CLN(LIMA et al., 1982), em virtude de sua composicdo (SOUTO et al.,
2020; WEBER; ZIMMER; PARDEIKE, 2014).

3.8. Atividade anti-inflamatoria

Tendo em vista que a sintomatologia associada a CVV esta relacionada a
processos inflamatérios e o potencial anti-inflamatério da CUR amplamente descrito
na literatura, o presente trabalho buscou avaliar o potencial anti-inflamatério da CUR
em CLN e na CLNFC (LIMA et al., 1982; MENON; SUDHEER, 2007).

A Figura 31 mostra a avaliagdo dos niveis da citocina TNF-a em células tratadas
com CLNC, CLNFC, CLNBLANK, curcumina em suspensao (1 g/L), controle negativo

— células cultivadas no meio sem o tratamento, e controle positivo com células em
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contato com LPS. A avaliacdo da citocina TNF-a foi realizada nos tempos 24, 48 e
72h. Conforme pode ser observado na Figura 31, foi possivel verificar o sensivel
reducdo dos niveis da citocina produzida nos grupos tratados com solucdo das
diferentes formulacdes, quando comparados ao grupo LPS. TNF-a € uma citocina proé-
inflamatoria, um importante agonista da resposta inflamatoria e presente na ativacao
da resposta inflamatéria (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; STRIETER;

KUNKEL; BONE, 1993).
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Figura 31. Niveis de producédo da citocina TNF-a em sobrenadantes da linhagem
celular RAW 264.7 tratadas ou ndo com as formula¢des (P<0,001, ANOVA).

A Figura 32 mostra a avaliacdo dos niveis da interleucina IL-6. A avaliacdo de IL-
6 foi realizada nos tempos 24, 48 e 72h. IL-6 é outra citocina que é liberada na durante
a resposta inflamatoria, sendo capaz de induzir secre¢ao de proteinas de fase aguda
pelo figado, bem como fator de crescimento e diferenciacdo de linfécitos B
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Como pode ser observado na Figura 32,
as amostras contendo CUR foram capazes de reduzir significativamente a produgéo

de IL-6 em comparacado ao grupo LPS.
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Figura 32. Niveis de producéo da citocina IL-6 em sobrenadantes da linhagem celular
RAW 264.7 tratadas ou ndo com as formulac¢des (P<0,001, ANOVA).

A Figura 33 mostra a avaliacdo dos niveis da interleucina IL-2. A avaliacdo de IL-
2 foi realizada nos tempos 24, 48 e 72h. A citocina IL-2 é produzida por células T e
promove proliferacdo de linfocitos, macrofagos e células NK. IL-2 também é
importante na diferenciacdo de células T CD4+ em Thl e Th2. Desta forma, IL-2
possui um papel importante tanto na inducdo como na resolucdo de respostas
inflamatorias (HOYER et al., 2008). Assim como observado para TNF-a e IL-6, as
amostras contendo CUR foram capazes de reduzir significativamente a producédo de

IL-2 em comparagéo ao grupo LPS.



129

% Xk

%k %k |

1
*xk kK
[ 1|
100000 *%
80000 Hm Control
Ea Curcumina
g Hm CLNC
g = CLNFC
o B LPS
=
= CLNBLANK

Figura 33. Niveis de producédo da citocina IL-2 em sobrenadantes da linhagem celular

RAW 264.7 tratadas ou ndo com as formulacdes (P<0,001, ANOVA).

Por fim a Figura 34 mostra a avaliacdo dos niveis da interleucina IL-10. A avaliacdo
de IL-10 foi realizada nos tempos 24, 48 e 72h. Ao contrario das interleucinas
previamente avaliadas, a IL-10 é conhecida como citocina anti-inflamatéria capaz de
suprimir o microambiente pro-inflamatério (CHATTERJEE et al., 2014). Como pode
ser observado na Figura 34, inversamente proporcional ao observado pelas
interleucinas previamente avaliadas, as amostras contendo CUR promoveram

aumento significativo na secrec¢éo de IL-10.
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Figura 34. Niveis de producdo da citocina IL-10 em sobrenadantes da linhagem
celular RAW 264.7 tratadas ou ndo com as formula¢des (P<0,001, ANOVA).

Desta forma, considerando que as amostras contendo CUR promoveram
supressdo nos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-2 com aumento na secrec¢do de IL-10,
sugere-se que CUR em suspenséo e dispersa em CLN (CLNC e CLNFC) exibe um
potencial anti-inflamatério significativo capaz de reduzir os sintomas de CVV
associados a processos inflamatérios. Os resultados obtidos corroboram com os
resultados observados na literatura, onde demonstram que a CUR é capaz de inibir o
processo inflamatorio em diferentes niveis, incluindo inibicdo de LPS e supresséo dos
niveis de citocinas e interleucinas pro-inflamatorias (LIMA et al., 1982; PANAHI et al.,
2018).

4. Resumo de resultados — Avaliagcdes in vitro e in vivo

O CAPITULO 4 do presente estudo buscou compreender o potencial do
tratamento proposto (CUR +FL) em modelos in vitro e in vivo. Inicialmente foi realizada
a avaliacdo da CIM dos IFAs isolados bem como o impacto da sua combinacao pelo

estudo de Checkerboard em duas cepas C.albicans 18804 e C.glabrata 2001, e por
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meio deste estudo foi possivel observar CIM dentro do esperado para as amostras
isoladas, sinergismo parcial para a combinacdo em C.albicans e potencial aditivo para
C.glabrata.

Com base nesse resultado, as CLN e os hidrogéis foram desenvolvidos, e o
impacto no potencial antifungico foi avaliado por meio do CIM e CFM. Como resultado,
as CLN apresentaram atividade superior em comparacdo aos IFAs em suspensao,
enquanto os H-CLN demonstraram leve supressédo desse potencial, sugere-se que
esse perfil possa estar relacionado ao fato do hidrogel oferecer uma barreira fisica a
liberacdo dos IFAs e ao contato das nanoestruturas com o microrganismo.

A fim de compreender o impacto da combinacdo nanoestruturada em biofilmes de
C.albicans e C.glabrata, diferentes métodos foram utilizados para este fim. Como por
exemplo, avaliacdo in vitro de filmes em formacdo e ja formados, e estudo de
microscopia confocal em biofilmes ja formados. Os resultados obtidos demonstraram
gue CLNFC apresentou atividade significativa sobre essas estruturas.

Adicionalmente, o potencial citotoxico do sistema desenvolvido foi avaliado em
linhagem de macré6fago murino e de células epiteliais de mucosa vaginal, o que por
sua vez indicaram que as amostras testadas sédo consideradas nao citotoxicas de
acordo com os critérios do NCI. A fim de avaliar o efeito da curcumina em CLN na
resposta inflamatoria responsavel pela sintomatologia da CVV, o presente estudo
avaliou o doseamento de interleucinas e citocinas, que por sua vez demonstrou
reducao significativa de espécies pro-inflamatérias e aumento de IL-10 com potencial
anti-inflamatoério. Sugerindo o potencial das amostras em agir contra 0os sintomas da

CVV.
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CAPITULO 5

Consideracoes finais
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1. Considerac0es finais

O desenvolvimento do carreador lipidico nanoestruturado (CLN) contendo
curcumina (CUR) e fluconazol (FLU) foi realizado pela abordagem de QbD, a fim de
obter um desenvolvimento racional baseado na qualidade. Desta forma, diferentes
ferramentas foram aplicadas para contribuir com esse racional, como analise de risco
prévia e determinacao de design space pelo desenho experimental Box-Behnken (33).
Com base em critérios pré-estabelecidos, foi possivel selecionar um CLN para dar
seguimento ao estudo. Por meio de diferentes técnicas de caraterizacdo, e
considerando a sele¢cdo de uma CLN, foi possivel obter uma nanossuspensao
homogénea de diametro hidrodinamico médio de 142,5 nm, com alta eficiéncia de
encapsulacao, liberacdo prolongada, indice de cristalinidade reduzido e forma esférica.

Visando a aplicacdo intravaginal e a alta escoabilidade de CLN, hidrogéis
termorresponsivos foram desenvolvidos tendo como fase aquosa as CLN em estudo.
Diferentes concentracdes de polimero foram avaliadas tendo como critério 0 aumento
de viscosidade sob estimulo térmico. Apdés obtencdo de um hidrogel com
responsividade térmica desejada, as caracteristicas fisicas do sistema foram
avaliadas. Com o estudo foi possivel observar caracteristicas fisicas diferentes de
acordo com a CLN utilizada na fase aquosa.

A fim de avaliar o potencial antifingico da combinag&o nanoestruturada de CUR e
FLU, diferentes estudos in vitro foram conduzidos em células planctbnicas e em
biofimes de C.albicans e C.glabrata. Com as avaliagbes foi possivel observar
sinergismo parcial para a combinacdo CUR+FL em C.albicans e potencial aditivo para
C.glabrata. A avaliagdo de CLN em células plancténicas indicaram otimiza¢do do
efeito combinatdrio com IFAs dispersos na nanoestrutura. Por outro lado, quando
dispersos no hidrogel (H-CLN), foi observado supressdo do potencial antifingico,

sugerindo que o hidrogel oferece uma barreira para liberagdo dos IFAs e para o
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contato do CLN com o microrganismo. Estudos in vitro com biofilmes de C.albicans e
C.glabrata demonstraram impacto significativo da combinacdo CUR+FL no
desenvolvimento e em biofilmes ja maduros, com otimizacdo promovida pela
dispersdo em CLN. A avaliacdo do potencial antifingico de CLNFC in vivo em modelo
de Galleria melonella, corroborou com os resultados obtidos nos modelos in vitro.

A atividade antifungica de CUR pode ser atribuida a diferentes mecanismos
descritos na literatura. Sugere-se que a CUR possui efeito apoptético promovido pela
via de sinalizacdo de ROS, e promove alteracdo de permeabilidade de membrana por
interacdo com ergosterol, inibicdo do efluxo de H* levando a acidificacdo intracelular
e inibicdo dos niveis de TUP1 impedindo o desenvolvimento de hifas, o que impacta
na formacdo de biofilmes. Tendo em vista o potencial da combinacdo CUR e FL
sugere-se, com base em estudos presentes na literatura, que esse potencial possa
estar relacionado ao mecanismo compartilhado por ambas moléculas na promocéao
do aumento de ROS intracelular, inibicdo de bomba de efluxo e reducdo da
permeabilidade de membrana promovida pela CUR, favorecendo a acédo de FLU. A
otimizacdo com a nanoveiculacédo de CUR e FL pode estar relacionado a alta rea de
superficie encontrada nas nanoestruturas, favorecendo o uptake celular.

O potencial citotéxico do CLNFC foi avaliado utilizando linhagem de macréfago
murino e de células epiteliais de mucosa vaginal, como resultado foi possivel observar
gque a amostra é considerada como in0cua seguindo os critérios do NCI. Ainda,
visando estudar o impacto no processo inflamatorio causador dos sintomas
relacionados a CVV, o doseamento de interleucinas e citocinas foi avaliado apos o
tratamento com CLNFC, e o mesmo indicou reducéo significativa de espécies pro-
inflamatorias e aumento de interleucina com atividade anti-inflamatéria sugerindo o

potencial anti-inflamatério do CLNFC.Com base nos dados apresentados, o sistema
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desenvolvido tem potencial no tratamento de CVV, visto as atividades antifungica e

anti-inflamatéria demonstradas.
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Abstract

Vulvovaginal candidiasis is a public health problem with a high incidence among
female patients. Currently, there is an increase in the identification of Candida
spp. resistant to current therapy, making it necessary to search for new ther-
apeutic alternatives. The synergistic potential of curcumin with fluconazole is
described in the literature. However, due to its high lipophilicity, it is necessary
to use drug-delivery systems to adequately explore its potential, among which is
the nanostructured lipid carrier. However, to date, there is no validated method
of high-performance liquid chromatography for simultaneous determination of
fluconazole and curcumin in the literature. Thus, the present work developed a
high-performance liquid chromatography method for simultaneous determina-
tion of fluconazole and curcumin co-encapsulated in nanostructured lipid carrier
which was validated according to the International Conference on Harmoniza-
tion (Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use) — Q2 (R1) and the Food and Drug Administration - Guidance for Bioanalyt-
ical Method. The method was applied to determine the encapsulation efficiency
and drug-loading of curcumin and fluconazole in nanostructured lipid carriers.
The developed method proved to be selective, precise, accurate, and robust for the
simultaneous determination of both drugs, enabling the quantification of encap-
sulation efficiency and drug-loading of curcumin and fluconazole in nanostruc-
tured lipid carriers.

KEYWORDS
curcumin, fluconazole, nanostructured lipid carriers, simultaneous detection

1 | INTRODUCTION

Article Related Abbreviations: CUR, curcumin; FDA, Food and
Drug Administration; FL, fluconazole; ICH, International Conference
on Harmonization; NLC, nanostructured lipid carrier; OLSM, ordinary
least squares method; RS, resolution; VVC, vulvovaginal candidiasis

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a disease which signs
and symptoms are caused by inflammatory processes
resulting from the presence of Candida spp. [1-5]. After
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bacterial vaginosis, VVC is the most common cause of
vaginitis and it is estimated that around 70-75% of women
will have this disease at some point in their lives [6-8].
The treatment of VVC includes topical and oral admin-
istration of antimycotic agents, and oral administration
of azole agents is the most prescribed [9-12]. However,
this group of drugs has a range of adverse effects and
the number of strains resistant to these alternatives is
growing.

Fluconazole (FL) is a triazole drug and its mechanism
of action involves the inhibition of 14a-sterol demethylase,
interfering with ergosterol synthesis and altering cell per-
meability [13]. FL has lower toxicity than amphotericin B,
and favorable pharmacokinetics, which has contributed to
its wide therapeutic use [13]. However, there is an increase
in clinical isolates of C.albicans resistant to this drug, in
addition to an increase in the incidence of VVC caused by
non-albicans species, which are naturally resistant to the
azole class [13,14]. Thus, it is necessary to search for new
effective therapeutic strategies, reducing adverse effects.

Diferuloilmethado or curcumin (CUR) is found in the
phytochemical profile of Curcuma longa, popularly known
as turmeric [15,16]. This molecule has been attracting the
attention of the scientific community due to its wide bioac-
tivity, for which it was possible to observe broad-spectrum
antimicrobial activity, including antibacterial, antiviral,
antifungal activities; in addition to anti-oxidant and anti-
inflammatory activity [17].

Garcia-Gomes et al. [18] noted the synergistic potential
between CUR and FL against FL-resistant clinical isolates
of C.albicans. However, both biomolecules are lipophilic,
which makes it necessary to use drug delivery systems to
adequately explore their potential. As previously described
by our group, nanoparticles are drug delivery systems that
demonstrate to be a promising alternative for the treatment
of candidiasis [19].

Among the NPs, there are the nanostructured lipid car-
riers (NLC), which are considered the second generation
of solid lipid nanoparticles. NLCs present in its composi-
tion liquid lipid (oil) in addition to solid lipid at room tem-
perature - structurally responsible for the organization of
the particle [20-24]. The partial replacement of solid lipid
by oil promotes an increase in the structural disorganiza-
tion of the non-polar core of the nanoparticle, promoting
greater storage capacity for non-polar drugs and prevent-
ing its expulsion.

HPLC is a separation technique that has high efficiency
and versatility, and when coupled to a detector it is used
for quantitative determinations [25]. Furthermore, HPLC
is a very sensitive technique and is extensively used in ana-
lytical determinations, and is widely used for the quantifi-
cation of drugs delivered by nanostructures [26,27]. This
method must be precise, accurate, and robust. Thus, vali-

dation is used to demonstrate that the analytical technique
provides reliable results through a systematic evaluation of
the method [25]. Several methods are found in the litera-
ture for the quantification of CUR [28-30] and FL [31-34]
by HPLC. However, to date, there is no simple, fast and
sensitive analytical method for the simultaneous quantifi-
cation of FL and CUR in the literature, neither in solution
nor in nanostructures.

Thus, this study aims to develop and validate a method
for simultaneous quantification of FL. and CUR in NLC by
HPLC, to assess the potential of this nanocarrier to per-
form the co-delivery of both drugs. The method was val-
idated according to the International Conference on Har-
monization (ICH) (Technical requirements for registration
of pharmaceuticals for human use) — Q2 (R1) and the Food
and Drug Administration (FDA) - Guidance for bioanalyt-
ical method [35,36].

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemical and reagents

Cholesterol, Tween 20, and Castor Oil (Merck, Germany).
The myristyl myristate (Crodamol) was kindly donated
by Croda (Brazil). Curcumin (INLAB, Brazil) and FL
(APIChem, China). HPLC grade ACN and HPLC Grade
acetic acid (JTBaker, Brazil).

2.2 | Preparation of reference standard
solution

The CUR stock solution was prepared using ~10 mg of the
biomolecule in a 25 mL flask, completing a volume with
ACN and obtaining a concentration of 400 ug/mL. While
for the preparation of the FL stock solution, ~10 mg of the
drug was used and deposited in a 10 mL flask, obtaining a
concentration of 1000 ug/mL. Calibration curves were pre-
pared at concentrations of 20, 18, 16, 14,12, 10, and 8 pug/mL
of CUR, and 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20 ug/mL of FL, from the
addition of the necessary volume of the stock solution of
both drugs in a 10 mL flask in ACN. All solutions were fil-
tered through a 0.45 um Polytetrafluoroethylene filter (Mil-
lipore) before injection. Tests were performed in indepen-
dent triplicates.

2.3 | HPLC system and chromatographic
conditions

A Waters™ e2695 liquid chromatography with a PDA/
UV-visible detector was used. The mobile phase was
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determined based on the studies by Fonseca-Santos et al.
[30], Abdel-Moety et al. [32], and Khorshidi et al. [37],
with modifications. The detector was set to 261 nm and the
peak areas were automatically integrated using Empower
software. The selection of the wavelength for detection
(261 nm) of FL was made based on that described in
the Brazilian Pharmacopoeia monograph [38] and based
on previous studies, as well as on the ability of CUR
to be detected at this wavelength [32,39]. The Zorbax
Eclipse Plus C-18 column (4.6 X 250 mm, 5 pm particle
size) Agilent Technologies was used for chromatographic
separation with a mobile phase consisting of ACN and
deionized water acidified with 2% acetic acid (60:40 v/v),
in isocratic mode, a flow rate of 1.4 mL/min, and injection
volume of 20 L. The analysis was performed at room tem-
perature (25 + 1°C). The mobile phase components were
previously filtered on 0.45 um filters and subsequently
degassed for 30 min.

2.4 | Validation of HPLC method

The method was validated according to the ICH (Techni-
cal Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use) - Q2 (R1) and the FDA - Guidance for Bioan-
alytical Method to determine the parameters of specificity,
linearity, precision, accuracy, LOD, LOQ, and robustness
[35,36].

2.41 | System suitability test

The system suitability test was performed using the
midpoint of the curves (14 pug/mL of FL and 35 pg/mL
of CUR) by quintuplicate injections. The parameters
evaluated were a capacity factor, relative retention, res-
olution, tail factor, and column efficiency, according to
the 1994 FDA chromatographic method validation guide
[36].

2.4.2 | Linearity

Linearity was evaluated by developing three analytical
curves, determined by analyzing seven concentration
levels on different days, in independent triplicate. The
working ranges used in the present study were prepared
at concentrations of 20, 18, 16, 14, 12, 10, and 8 ug/mL of
CUR, and 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20 ug/mL of FL. Linearity
was evaluated by visual analysis of the response as a
function of analyte concentration, evaluation of data
homoscedasticity (Cochran test), regression statistics
(correlation coefficients and determination), straight
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equation obtained by the ordinary least squares method,
and evaluation of the significance of the angular and linear
coefficients. The statistical study was used through the
analysis of homoscedasticity and one-way ANOVA with
a = 95%.

243 | Precision

The intra-day repeatability precision was determined by
the agreement of the results obtained with six independent
analyses of the solutions of 14 ug/mL of CUR and 35 ug/mL
of FL (midpoint of the curves). To assess the inter-day pre-
cision, this procedure was performed again and the agree-
ment of the results obtained on two different days was eval-
uated. The RSD was calculated based on the series of mea-
surements performed.

2.4.4 | Accuracy

Accuracy was assessed by recovering the analytes in the
samples by adding known concentrations of CUR (20, 14,
and 8 pg/mL) and FL (50, 35, and 20 ug/mL) to the empty
NLC solution contemplating the linear range. The samples
were prepared in independent triplicates and the recovery
percentage was determined as the amount of drug recov-
ered concerning the added amount expressed as a relative
percentage, as expressed in Equation (1), followed by deter-
mination of the RSD.

PR = (MEC/TC) x 100 1)

Where, MEC represents the mean of the experimental con-
centration, and TC represents the theoretical concentra-
tion.

245 | LODand LOQ

LOD and LOQ were determined using the mean values
of three independent analytical curves based on the stan-
dard deviation of the response and the slope of the curve
obtained by the linear regression model, according to the
following Equations (2) and (3).

LOD = 3.3 (c/S) 2
LOQ = 10(a/S) (3)
where o represents the standard deviation of the y-

intercept obtained with linear regression and S indicates
the slope of the regression line.
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TABLE 1 Variables used in the robustness study
Variables Levels
Wavelength 261 nm (A)
260 nm (a)
Acidifier concentration 2.0% (B)
1.9% (b)
Proportion of mobile 40:60 (C)45:55 (¢)
phase (acidified
water:ACN)
Different batches of the =~ Zorbax Eclipse Plus C-18, Agilent
chromatographic Technologies (D)
column
Zorbax Eclipse XDB C-18, Agilent
Technologies (d)
Dissolution method Manual (E)
Ultrassom, 5 min (e)
Oven temperature 25°C (F)
26°C (f)
Mobile phase flow 1.4 mL/min (G)
1.3 mL/min (g)

Uppercase letters represent nominal analysis conditions and lowercase letters
represent deliberate changes employed in the study.

TABLE 2 Combination of various levels for the preparation of
each sample
Samples
Variables 1 2 3 4 5 6 7 8
Aa A A A A a A a a
B,b B B b b B B b b
C,c C [¢ C [¢ C c C c
D,d D D d d d d D D
E,e E e E e e E e E
Ff F f f F F f f F
G,g G g g G G G g
2.4.6 | Robustness

To verify whether the method withstands small analytical
variations, the method proposed by Youden and Steiner
[40] was used. Eight samples were analyzed, varying dif-
ferent parameters (Tables 1 and 2). Percentages of recov-
ery for each of the samples were calculated. The variables
used in this study, as well as the studied combinations, are
described in Tables 1 and 2, respectively.

2.4.7 | Selectivity

The selectivity was determined by the chromatograms
obtained after analysis of the free-drugs NLC solution, pre-

viously dissolved with ACN at a ratio of 1:10 v/v and filtered
through a 0.45 um PTFE filter. Additionally, the stress test
was used to verify if the validated method would be able to
adequately quantify the analytes in the presence of possible
degradation products. For this purpose, using concentra-
tions of 35 ug/mL of FL and 14 pg/mL of CUR, the samples
were exposed to solutions of NaOH (0.1 M), HCL (0.1 M),
and H202 (0.3 M) for 1 h. The samples were also subjected
to photolysis exposed to UV light for 1 h.

2.5 | Application of the method

2.51 | Preparation of NLC

NLCs were prepared by the hot shear homogenization
method, as previously described by Araujo et al [28]. The
oil phase (cholesterol, myristyl myristate, Tween 20, and
castor oil) and aqueous phase (deionized water) were
heated separately at 90°C, to obtain the nanostructure with
the drugs (NLCgc) the biomolecules were dispersed in the
oil phase. After complete fusion of cholesterol, the aqueous
phase was poured under the oil with followed by shearing
in Ultra-Turrax IKA (Staufen, Germany) at a rotation of 10
000 rpm for 5 min. Subsequently, the formed pre-emulsion
was subjected to gentle magnetic stirring until the system
was cooled to room temperature and subsequent formation
of NLCs.

252 |
by NLC

FL and CUR encapsulation efficiency

The samples were centrifuged at 14 000 rpm for 30 min
at room temperature, then the supernatant containing the
nanostructures was collected and diluted in ACN, promot-
ing the disruption of the nanosystem and release of drugs
kept inside. Subsequently, the solution formed was filtered
through a 0.22 um Polytetrafluoroethylene filter, and the
quantification was performed by HLPC, according to the
previously validated analytical method and in triplicate.
Encapsulation efficiency and drug-loading were calculated
according to Equations (4) and (5).

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | System suitability parameters

The chromatographic system demonstrated suitability for
the quantification of CUR and FL simultaneously. The
FL had a retention time of 2.63 + 0.04 min and a CUR
of 6.04 + 0.13 min. The resolution (RS) is the parameter
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TABLE 3 Statistical analysis performed on linearity

Parameters

Visual evaluation
Homoscedasticity (Cochran Test)
Calculated C

Tabuled C

Result

Regression Statistics

Correlation coefficient (r)
Determination coefficient (7%)
Slope Significance (F-test, ANOVA)
Calculated F

Tabuled F

Result

Significance of the intercept (T-test)
Calculated T

Tabulated T

Result

Fluconazole

Apparent linear relationship

Curcumin

Apparent linear relationship

0.528 0.450

0.616 0.561
Homoscedastic Homoscedastic
0.9994 0.9995

0.9988 0.9990

3707.49 11302.74

4.49 4.38

Slope is non-zero

0.580
2.120

Intercept equal to zero

Slope is non-zero

—1.509
2.093

Intercept equal to zero

that indicates how far two peaks are separated, the resolu-
tion between the FL and CUR peaks showed RS of 5.82 +
0.217, which indicates a significant separation between the
peaks, as the FDA recommends RS > 2 [36]. The tail fac-
tor (T) was also calculated as the precision of the method
can be affected by the tailing of the peak, since the integra-
tor may find it difficult to integrate the peak with the tail.
The T obtained for FL was 0.996 + 0.01 and CUR of 1.01 +
0.03, considering that the indicated is T < 2 [36], the peaks
presented adequate symmetry.

3.2 | Method validation
3.21 | Linearity

Linearity indicates the ability of the analytical method to
provide results directly proportional to the concentration
of the analyte. For the evaluation of this parameter, visual
analysis, verification of the homoscedasticity of the data
(Cochran test), evaluation of the angular coefficient with
the F-test (analysis of variance (ANOVA)), and significance
of the intercept were performed. As described in Table 3, it
is observed that for both biomolecules the absorbances as
a function of concentrations show an apparent linear rela-
tionship, with homoscedasticity (calculated C < critical C),
high correlation and determination factor, with an angular
coefficient different from zero (Feajculated > Fiabulated)> and
intercept equal to zero (calculated T < tabulated T). The
analytical curves obtained for FL and CUR are shown in
Figure 1 and its chromatograms in Figure 2.

3.2.2 | Sensitivity

The LODs calculated for FL and CUR were 2.10 and
0.83 ug/mL respectively, while the LOQs calculated for FL
and CUR were 6.38 and 2.5, respectively, which shows that
the method can identify and quantify analytes even at low
concentrations (Table 4).

3.2.3 | Precision

The quantification of analytes at concentrations equiv-
alent to the 100% point of the analytical curves was
carried out independently (n = 6) on the same day
(intra-day precision), as well as on two different days
(inter-day precision), after which the RSD was calcu-
lated (%RSD) of each experiment. As seen in Table 4,
%RSD values were less than 2% intra-day and less than
5% inter-day, confirming the precision of the method
[35,36,41].

3.2.4 | Accuracy

Accuracy was evaluated by the percentage of recovery of
analytes at three levels: 50, 100, and 150% of FL. and CUR
in contact with empty NLC (Table 4). According to the
results presented in Table 4, the analytical method presents
satisfactory accuracy for both CUR and FL present in the
NLC matrix, as they presented percentages of recoveries
between 95 and 105% [40].
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FIGURE 2 Fluconazole and curcumin chromatograms obtained for the linearity test, where (A-G) represents the increasing

concentration of curcumin (8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 ug/mL), and fluconazole (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 pg/mL)

3.2.5 | Robustness

The robustness of an analytical method refers to its ability
to quantify the analyte against variations, and this char-
acteristic was analyzed by quantification after applying
small deliberate variations, as described in RDC 166/17 [42]
and as proposed by Youden and Steiner [40]. The results
obtained with the variables applied and described above
are shown in Table 5. As can be seen, even with the vari-
ations it was possible to obtain a high percentage of the
recovery. When analyzing separately, it is observed that the
mobile phase flux was the parameter that most impacted
the quantification of FL (5.75%), while the column lot

more in the quantification of CUR (10.30%), which may be
related to uses previews of it. Considering the acceptance
criteria of 95-105% recovery, it can be seen that the determi-
nation of CUR was significantly affected by the alteration
of the chromatographic column and the proportion of the
mobile phase [40].

3.2.6 | Selectivity

Selectivity is a parameter that indicates the ability of the
method understudy to measure the analyte in the pres-
ence of other compounds without interfering with the final
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TABLE 4 Parameters of analytical validation for fluconazole
(FL) and curcumin (CUR) by HPLC method

Parameters FL CUR
Linearity

Linearity range (ug/mL) 20-50 8-20
Correlation coefficient (1) 0.9988 0.9990
Sensitivity

LOD (ug/mL) 2.10 0.83
LOQ (ug/mL) 6.38 2.5
Precision (%RSD)

Repeatability (intra-day) 0.63 0.96
Intermediated (inter-day) 2.35 1.70
Accuracy (%recuperation)

50% 97.21 100.48
100% 98.18 97.07
150% 97.21 96.51

TABLE 5 Results of recuperation and impact of every variable
obtained after the robustness test

Fluconazole Curcumin

Mean Mean

Recuperation Impact Recuperation Impact
Variable* (%) (%) (%) (%)
Ala 100.47 2.75 98.04 0.64
B/b 99.82 1.45 97.49 0.45
C/c 101.62 5.06 101.03 6.62
D/d 98.07 2.06 92.56 10.30
E/e 99.05 0.09 97.88 0.33
F/f 98.78 0.63 97.56 0.30
G/g 96.22 5.75 94.57 0.29

analysis [26]. The percentage recovery of FL and CUR in
the blank nanoformulation was 98.18 + 0.74% and 97.07 +
0.43%, respectively, indicating the method selectivity in the
quantification of biomolecules in the matrix.

3.2.7 | Stress test

After subjecting the drugs to stress at alkaline pH, aci-
dophilus pH, oxidation (H,0, 35%), and photolysis (Fig-
ure 3), the CUR peak preserved its definition, while the
FL peak in oxidative stress (Figure 3b) showed compro-
mised definition due to the presence of co-elution with
molecule from FL degradation. Thus, observing the chro-
matograms, it is noted that the analytical method proposed
in this work is not suitable for the quantification of FL after
oxidative stress. Additionally, it was possible to verify sig-
nificant interference for recovery of FL and CUR, as can be
observed in Table 6. Admitting the previously mentioned

TABLE 6 Mean recuperation percentage of fluconazole and
curcumin in presence of null formulation and after the stress test

Mean recuperation (%)

Interfering Fluconazole Curcumin
NLCypank 98.18 + 0.74 97.07+0.43
NaOH (0.1 M) 97.22 +1.34 8.45+0.36

HCI (0.1 M) 91.27 + 1.87 85.58 + 3.89
H,0, (35%) 4222 +3.72 84.24 +1.78
Photolysis 79.35 £ 0.82 84.16 + 0.65

AOAC acceptance criteria, the developed method is not
able to adequately determine the drugs after their degra-
dation [40,42], except FL exposure at alkaline pH. It is sug-
gested that the low percentage of recovery after the stress
study is due to the high degradation of FL and CUR under
the analyzed conditions, similar to that was observed in the
studies conducted by Jebaliya et al.[43], and Syed et al. [44].
Thus, based on the results obtained, the proposed method
is not suitable for the quantification of CUR and FL under
conditions of photolysis, oxidative damage, and degrada-
tion in alkaline and acidophilic mediums.

4 | APPLICATIONS OF THE VALIDATED
METHOD

After observing that the proposed method is satisfactory
in all analytical validation parameters, the encapsulation
efficiency and drug-loading analysis of NLC containing
FL (100 pug/mL) and CUR (1000 ug/mL) were performed.
The concentrations of CUR and FL described composing
the NLC were selected based on in vitro microbiological
results (data not shown). After quantifying the supernatant
obtained after centrifugation and performing calculations
based on Equations (4) and (5), it was possible to observe
%EE and %DL of 77.36 + 0.250 and 10.46 + 0.03 for CUR,
and 94.61 + 0.664 and 14.63 + 0.08 for FL. These values
demonstrate the high capacity of the developed NLC to
deliver both biomolecules simultaneously.

5 | CONCLUSION

The HPLC method proposed by the study was validated
according to the ICH (Technical Requirements for Reg-
istration of Pharmaceuticals for Human Use) - Q2 (R1)
and the FDA - Guidance for bioanalytical method, for
the simultaneous quantification of FL and CUR in NLC
composed of cholesterol, castor oil, myristyl myristate and
Tween 20. The results showed that the developed analyti-
cal method is linear, selective, precise, accurate, sensitive,
and robust, as it presented results that met the criteria
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(C), and alkaline medium (D)

required in all parameters for the validation of analytical
methods. Additionally, the method proved to be fast, capa-
ble of quantifying FL and CUR in a 7-min analysis. The
suggested method was able to accurately and accurately
provide the contents of CUR and FL encapsulated in NLCs.
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