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Resumo

A candidose bucal é causada principalmente pela levedura oportunista Candida
albicans. O tratamento envolve a administracdo de antifungicos de uso topico ou
sistémico, para 0os quais se tem observado casos de resisténcia. Pesquisadores
estdo buscando métodos alternativos, como a terapia fotodindmica
antimicrobinana e a descoberta de substancias de origem natural que possam
apresentar interesse terapéutico no tratamento da candidose bucal, como a
curcumina, cuja acdo antifungica pode ser potencializada pelo emprego da luz,
uma vez que atua também como fotossensibilizador. Todavia, esse farmaco
apresenta caracteristicas fisico-quimicas limitantes, como baixa solubilidade
aquosa. Logo, sua incorporacdo em sistemas precursores de cristais liquidos
(SPCL) acrescidos de polimeros mucoadesivos demonstra ser uma opgao
interessante para viabilizar o seu uso. O trabalho objetiva a avaliagdo de SPCL
mucoadesivos para administragdo bucal de curcumina, bem como verificar o
efeito do tratamento da candidose bucal com o uso da terapia fotodinamica,
empregando estudos in vitro e in vivo. Para isso, foram desenvolvidos SPCL
compostos de &cido oleico, alcool cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl® AWS)
e dispersao polimérica de poloxamer (16%) e/ou polietilenoimina (0,5%), capazes
de incorporar a curcumina, 0s quais foram caracterizados empregando
microscopia de luz polarizada (MLP), reologia, espalhamento de raios X de baixo
angulo (SAXS) e mucoadesao in vitro, antes e apos a diluicdo com saliva artificial.
Foram realizados estudos de liberacdo in vitro, permeacdo e retencdo ex vivo,
além de ensaios biolégicos in vitro e in vivo para a avaliacdo da curcumina
incorporada em SPCL frente a Candida albicans. Na MLP, foi possivel a
visualizacdo da transicdo dos SPCL, caracterizado como campo escuro, para
mesofases hexagonais e lamelares, caracteristicas de sistemas liquido-cristalinos.
Os resultados reoldgicos evidenciaram que 0s sistemas obtidos apresentaram-se
inicialmente como Newtonianos e ap0s a adicdo da saliva artificial mostraram-se
como ndo Newtonianos, pseudoplasticos. Os resultados de SAXS corroboraram
com os resultados de MLP. No ensaio de mucoadeséo in vitro foi observado que
houve maior for¢ca de atragdo entre a mucosa e a formulagdo nas amostras que
continham a unido dos dois polimeros e apés a adicdo da saliva artificial. No
ensaio de liberacdo in vitro foi observado que os sistemas modificaram o perfil de
liberacdo da curcumina quando comparado com o farmaco em solu¢do. No ensaio
de permeacdo ex vivo foi observado que os sistemas nao foram capazes de
permearem a membrana esofagica; contudo, quantidade significativa de
curcumina foi detectada no ensaio de retencédo. No ensaio de viabilidade celular
evidenciaram que apo6s 24h do SPCL em contato com as células testadas, estas
ainda apresentaram 75% de células viaveis quando comparado ao controle de
células vivas. O ensaio in vivo mostrou que apos 24h de tratamento ndo houve
efeito antimicrobiano em relacdo ao controle positivo. Contudo, os dados obtidos



dos animais analisados apés 7 dias do ultimo tratamento, mostram promitentes,
uma vez que em alguns dos animais ndo tiveram crescimento de colonias no
grupo PP-CUR-PDT. Na andlise histolégica dos animais analisados apo6s 24h do
altimo tratamento, foi observada a presenca de pseudo-hifas de Candida albicans
no tecido epitelial dos animais tratados apenas PP-CUR sem irradiagao de luz;
todavia, os animais tratados com a formulagéo de curcumina em associagao a luz
ndo apresentaram a levedura segundo andlise histologica. Logo, os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que os sistemas desenvolvidos e caracterizados
apresentaram caracteristicas almejadas no tratamento da candidose bucal, de
modo a facilitar a aplicacdo e permanéncia na mucosa da boca, sendo também
capaz de controlar a liberacdo da curcumina.

Palavras-chave: sistemas precursores de cristais liquidos; terapia fotodinamica;
curcumina; candidose bucal.



Abstract

Oral candidiasis is caused mainly by the opportunistic yeast Candida albicans.
Treatment involves the administration of topical or systemic antifungal for which
resistance has been observed. Researchers are looking for alternative methods,
such as photodynamic therapy and the discovery of substances of natural origin
that may be of therapeutic interest in the treatment of oral candidiasis, such as
curcumin, whose antifungal action may be enhanced by the use of light, it also
acts as a photosensitizer. However, this drug has limiting physical-chemical
characteristics, such as low aqueous solubility. Therefore, its incorporation in liquid
crystal precursor systems (LCPS) plus mucoadhesive polymers proves to be an
interesting option to make its use feasible. The objective of this study is to
evaluate the LCPS mucoadhesive for buccal administration of curcumin, as well as
to verify the effect of oral candidosis treatment with the use of photodynamic
therapy, using in vitro and in vivo studies. For this, LCPS compounds of oleic acid,
ethoxylated and propoxylated cetyl alcohol (Procetyl® AWS) and polymer
dispersion of poloxamer (16%) and/ or polyethyleneimine (0.5%), capable of
incorporating curcumin, were developed. The compounds were characterized by
using polarized light microscopy (PLM), rheology, scattering small angle X-ray
scattering (SAXS) and mucoadhesion in vitro, before and after dilution with
artificial saliva. In vitro release, permeation and retention ex vivo studies were
carried out, as well as in vitro and in vivo biological assays for the evaluation of
curcumin incorporated in LCPS versus Candida albicans. In PLM, it was possible
to visualize the transition of LCPS, characterized as dark field, for hexagonal and
lamellar mesophases, characteristics of liquid-crystalline systems. The rheological
results evidenced that the systems obtained were initially Newtonian and after the
addition of the artificial saliva were shown as non-Newtonian, pseudoplastic.
SAXS results corroborated the results of PLM. In the in vitro mucoadhesion assay
it was observed that there was greater force of attraction between the mucosa and
the formulation in the samples that contained the union of the two polymers and
after the addition of the artificial saliva. In the in vitro release assay it was
observed that the systems modified the release profile of curcumin as compared to
the drug in solution. In the ex vivo permeation assay it was observed that the
systems were not able to permeate the esophageal membrane; however,
significant amount of curcumin was detected in the retention assay. In the cell
viability assay they showed that after 24 hours of the LCPS in contact with the
tested cells, they still presented 75% of viable cells when compared to the control
of living cells. The in vivo assay showed that after 24 hours of treatment there was
no antimicrobial effect in relation to the positive control. However, data obtained in
the animals analyzed after 7 days are promising, since complete Kkilling was
observed in some animals from the PP-CUR-PDT group. The histological images
reveled presence of Candida albicans pseudo-hyphae in the epithelial tissue of the



animals treated with PP-CUR in the absence of light irradiation. However, animals
treated with the curcumin formulation in association with light did not present
indicatives of yeast. Therefore, the results obtained in this work suggest that the
developed and characterized systems presented characteristics desired in the
treatment of oral candidosis, in order to facilitate the application and permanence
in the mucosa of the mouth, being also able to control the release of curcumin.

Keywords: liquid crystal precursor systems; photodynamic therapy; curcumin; oral
candidiasis.
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1. INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sao os agentes etioldgicos da candidose,
tais quais podem estar presentes em diversas regibes do corpo humano, como
por exemplo a boca, onde a espécie mais frequentemente encontrada é a
Candida albicans (DE ROSSI & CIARROCCA, 2017; SCHERMA et al., 2004). A
candidose bucal pode acometer todas as faixas etarias, porém criancas, idosos e

pessoas imunodeficientes sdo mais afetados.

Atualmente, pesquisadores expressam uma preocupacao relevante quanto
a relacdo entre infeccdes causadas por este microrganismo oportunista e o
cancer. Muitos estudos apontam associacédo entre Candida albicans e processos
cancerosos por varios mecanismos, como a producdo de subprodutos
cancerigenos, desencadeamento de inflamacgfes, inducdo da resposta Thl7 e
mimetismo molecular. Para isso, constantes pesquisas estdo em busca do
controle desse tipo de infeccdo, com o intuito de estudar novas abordagens
terapéuticas para, consequentemente, se evitar o efeito pré-tumoral desta espécie
(RAMIREZ-GARCIA et al., 2014).

Um dos grandes problemas enfrentados pela terapia envolvendo a
administracdo de antifungicos € a alta resisténcia que estes microrganismos tém
apresentado contra os farmacos usualmente empregados (LOHSE et al., 2018).
Sendo assim, € de suma importancia o desenvolvimento de novas possibilidades
de tratamento para infeccdes, dentre elas a busca de novas moléculas bioativas
(COUTINHO et al., 2004).

Fontes naturais apresentam um vasto campo de estudo para a descoberta
de novos compostos medicinais. E possivel observar pesquisas de compostos
vegetais em fase clinica, inclusive no tratamento terapéutico de doencas
causadas por infecgbes microbianas na cavidade bucal (BHAVANA et al., 2017;
WILLIAMS et al., 2011; PIZZO et al., 2008)
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A curcumina é um composto natural isolado do acafrdo, apresenta baixa
solubilidade em agua e éter, muito solavel em etanol, dimetilsulféxido, acetona e
outros solventes organicos (CHASSAGNEZ et al., 1997; SHARMA et al., 2005).

Pesquisadores estudaram a acao fungicida in vivo da curcumina frente a
Candida em espécies albicans e n&o-albicans e observaram uma reducgéo
significativa da carga fangica (SHARMA et al., 2010). Martins e colaboradores
(2009) avaliaram o efeito inibitorio da curcumina sobre a adesao de espécies de
Candida em ceélulas epiteliais bucais (CEB) e observaram que, quando
comparado ao fluconazol, a curcumina foi mais eficiente em inibir a aderéncia de
espécies de Candida em CEB, principalmente de cepas isoladas da mucosa de

pacientes imunodeprimidos.

Apesar das promissoras atividades farmacologicas da curcumina, depara-
se com algumas caracteristicas fisico-quimicas tais como fotossensibilidade,
hidrolise rapida em pH alcalino e reduzida solubilidade aguosa em condi¢Ges de
pH &cido e fisiolégico, que podem restringir seu emprego como um agente
terapéutico (FONSECA-SANTOS, 2015; SHARMA et al., 2005).

Wang et al. (1997) revelaram, em estudos in vitro que, em condicdes
fisiologicas, mais de 90% da curcumina é degradada. Em pH &cido a curcumina
tem sua estabilidade grandemente aumentada, devido a manutencéo da estrutura
dieno conjugada da molécula. Quando os valores de pH sdo ajustados para
neutro ou alcalino, o préton do grupamento fendlico é removido, levando a
destruicdo desta estrutura. Desta forma, a incorporagdo da curcumina em um
sistema de liberacdo clinicamente adequado, seguro e efetivo visando a sua
administracdo bucal demonstra ser vantajosa para promover 0 Seu uso no
tratamento da candidose bucal, objetivando aumentar a sua substantividade no

local de acéo, de forma a diminuir a dose.

A mucosa bucal é robusta, ou seja, permite recuperacédo rapida apos o
estresse ou dano, além de apresentar um 6timo fornecimento de sangue e
auséncia do efeito de primeira passagem, 0 que evita o metabolismo pré-

sistémico do farmaco pelo trato gastrointestinal.
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Sendo assim, observa-se que a cavidade bucal é uma via interessante para
o tratamento de doencas, possibilitando a aplicacdo de farmacos em sistemas de
liberacdo e consequentemente prolongamento da sua permanéncia in situ
(VERMA & GARG, 2001).

Apesar de apresentar essa série de vantagens, a administragcdo bucal
apresenta algumas limitagGes, devido, principalmente, a secrecdo continua da
saliva, o que pode levar a diluicdo e possivel ingestdo do farmaco causando
eliminacao da forma farmacéutica (HEARNDEN et al., 2012; CALIXTO, 2013).

Os sistemas precursores de cristais liquidos (SPCL) apresentam-se como
sistemas de liberacdo promissores para administracdo bucal de farmacos. Eles
possibilitam a incorporacdo de farmacos lipofilicos, promovem a liberacdo
controlada de farmacos, protegem farmacos sensiveis a degradacéo térmica ou
fotodegradacdo (OLIVEIRA et al., 2009), além de apresentarem excelente
potencial mucoadesivo (CARVALHO et al., 2012).

Esses sistemas, quando inseridos na cavidade bucal, incorporam a saliva
presente no ambiente e sdo capazes de transitarem para sistemas liquido-
cristalinos de mesofases mais viscosas, promovendo uma maior substantividade
do farmaco (BRUSCHI et al., 2008; FONSECA-SANTOS, 2013).

O emprego de polimeros na fase aquosa dos SPLC também colabora para
0 aumento da mucoadesdo. A exemplo, o poloxamer tem sido cada vez mais
explorado para essa finalidade, sendo muito conhecido por suas propriedades
termorreversiveis, em que a transicdo do estado sol-gel é dependente da
temperatura. A termogelacdo € resultante das interacbes entre os diferentes
segmentos do copolimero. A medida que a temperatura aumenta, este polimero
agrega-se em micelas devido a desidratacdo do bloco hidrofébico, a qual é
seguida pela transicdo da fase sol para gel (BAEK et al., 2012; DUMORTIER et
al., 2006). Ha polimeros que promovem a internalizacdo celular de farmacos,
como a polietilenoimina, que tem sido muito investigada por sua capacidade de
interagir, por forcas de atragdo, com proteinas extracelulares de membrana, que
apresentam carga negativa, em razdo da expressao elevada de fosfatidilserina,
um fosfolipidio aniénico (JERE et al, 2009).
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Embora as terapias com moléculas bioativas, como a curcumina, tenham
se mostrado promissoras, a incidéncia da candidose bucal ainda € bastante alta.
Logo, a combinagédo de terapias para pacientes com candidose bucal pode ter
papel fundamental na reducdo das manifestacbes e na adesdo do paciente ao
tratamento (ANDRADE et al., 2013). A terapia fotodinamica (TFD, em inglés PDT
- photodynamic therapy) tem sido sugerida promissoramente como alternativa
para o tratamento de infec¢Bes fungicas, apresentando bons resultados e baixo
custo (DOVIGO et al.,, 2013). Esta terapia baseia-se na utilizacdo de uma
substancia fotossensibilizante (FS) e luz para provocar um dano seletivo no objeto
alvo, sendo a seletividade essencial para o sucesso do tratamento (SCHMITT et
al., 2012).

O mecanismo de acdo da PDT inicia-se com a absorcdo de luz pelo
fotossensibilizador, seguido pela elevacdo do seu estado fundamental a um
estado triplete fotoativo. Neste estado, as moléculas do FS podem passar seus
elétrons para biomoléculas que estdo ao seu redor. Este evento pode seguir dois
tipos de mecanismos: o mecanismo tipo |, que trabalha com substrato local,
produzindo radicais citotbxicos e o mecanismo Il, que opera com a geracao
molecular de oxigénio no estado singlete, o qual é capaz de reagir com
membranas celulares, acidos nucleicos e peptideos. Este oxigénio € altamente
reativo, sendo de difusividade delimitada, o que melhora a resposta localizada
sem danificar os tecidos circunvizinhos (GONZALES & MAISCH, 2012).

Uma vez que a curcumina apresenta alta capacidade da absorcao de luz
em comprimentos de onda préximos ao azul, ela pode ser usada como um
potencial FS para o tratamento de lesdes superficiais, como a candidose bucal,
uma vez que estas ndo requerem profunda penetracédo da luz nos tecidos para o
seu tratamento (DOVIGO et al, 2011). Dovigo et al. (2011) observaram a
susceptibilidade de isolados clinicos de Candida spp. a efeitos fotodinamicos da
curcumina. Dovigo et al. (2013) verificaram também que a curcumina pode mediar
a fotoinativagdo de Candida albicans em camundongos com candidose bucal
(DOVIGO et al., 2013). Em ambos os estudos, os autores utilizaram DMSO para
veicular a curcumina, em virtude de sua baixa solubilidade em agua. Todavia,
trata-se de um veiculo inadequado do ponto de vista bioldgico. Um outro aspecto

relacionado aos FS que merece destaque é que eles podem ser absorvidos e
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distribuidos pelo corpo, levando a fotossensibilizacdo generalizada e fraca
aceitacdo por parte dos pacientes ao tratamento. Uma maneira de evitar este
efeito consiste em veicular o FS em um sistema de liberagc&o para melhorar o seu

direcionamento as células-alvo (ROSSETTI et al., 2011).

Assim, nesse estudo foi sugerida a incorporacao de curcumina em SPLC
mucoadesivos, oferecendo uma promissora ferramenta para o tratamento da

candidose bucal associada a PDT.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistemas de cristais liquidos e precursores

O primeiro relato sobre cristais liquidos se deu em 1888, feito pelo
austriaco Friedrich Reinitzer, quando em um estudo observou que benzoato de
colesterila quando fundido apresentou-se como um liquido turvo e, ap6s um
aumento da temperatura, apresentou-se um liquido transparente. Porém, o termo
“cristais liquidos” foi utilizado um ano depois, pelo pesquisador alemdo Otto
Lehmann, quando observou que os compostos oleato de aménio e p-azoxi-fenetol
se fundiam transitando para um estado intermedial, liquidos com birrefringéncia.
Esse estado intermedial foi chamado de mesofase, em que o prefixo grego
“‘meso” tem o significado de “intermediario” As mesofases sédo subdivididas em
duas classes: termotropicas, que sao formados por influéncia da temperatura e
liotropicas, dependentes dos solventes relacionados (CHORILLI et al.,, 2009;
BECHTOLD 2005; FORMARIZ et al., 2005; LEHMANN, 1889; REINITZER 1888).

Sistemas de cristais liquidos sdo preparacfes que exibem propriedades
fisicas caracteristicas de liquidos, porém concomitantemente, também a de
estruturas de sélidos cristalinos. Os cristais liquidos do tipo liotropico apresentam
trés principais tipos na classificacédo estrutural de mesofases, como apresentado
na Figura 1: as cubicas, hexagonais e lamelares, as quais influenciam para o
posicionamento do farmaco, tamanho de particula e viscosidade no sistema. Eles
sdo considerados versateis, uma vez que sdo compativeis com farmacos hidro e
lipofilicos, oferecendo em muitos casos, protecdo a degradacao (RAJABALAYA et
al., 2017).

Os sistemas com mesofases cubicas sdo de organizacdo mais complexa,
apresentam em sua maioria um arranjo de simetria cubica, ndo sendo capazes de
desviar um plano de luz incidente, por isso sdo caracterizados como isotropicos,
apresentando campo escuro. As mesofases hexagonais sdo formadas pelo
arranjo de agregados em forma de cilindros longos formando estruturas bi ou
tridimensionais, sdo anisotropicas, ou seja, quando submetidas a um feixe de luz
sdo capazes de desvia-lo, sendo possivel a observagédo de estrias. Ao se formar

camadas intercaladas de tensoativos e solvente (geralmente @&gua),



26

estabelecendo uma rede uni ou bidimensional, sdo designadas como mesofases
lamelares, que por meio da anélise em microscépio de luz polarizada é possivel a

visualizagéo de cruzes de malta (CHORILLI et al., 2009).

Figura 1- Representacdo organizacional das mesofases cubica, hexagonal e
lamelar e suas respectivas estruturas microscopicas, campo escuro, cruzes de

malta e estrias.

Hexagonal

Lamelar

(Fonte: adaptado de Bernegossi et al., 2016).

Para sistemas de liberacdo de farmacos, os cristais liquidos tem sido uma
ampla area de pesquisa, podendo ser de via oral, tépica, intravenosa e
transdérmica (RAJABALAYA et al., 2017; DOS SANTOS RAMOS et al., 2015).

Estudo realizado por Nesseem (2001) descreve a formagédo de um sistema
liguido cristalino para a veiculacdo do antifingico itraconazol, contendo éter
estearilico de polioxietileno (21) como tensoativo, alcool cetoestearilico como co-
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tensoativo, silicone como fase oleosa e fase aquosa contendo agua,
propilenoglicol e conservante. Para a formacao do sistema, o pesquisador fundiu
a fase oleosa a 70 °C em banho-maria e incorporou 1% de itraconazol, e
transferida gota a gota para a fase aquosa, previamente aquecida na mesma
temperatura e sob agitacdo em alta velocidade. O sistema foi arrefecido e
armazenado em temperatura ambiente durante 48h para caracterizacao, teste de
sensibilidade in vivo e atividade in vitro contra Candida albicans. Na analise em
microscopio de luz polarizada, observou-se cruzes de malta, caracteristicas de
sistemas liquido-cristalinos de mesofase lamelar, as quais mantiveram-se
estaveis durante um més apds o preparo da formulagdo. Apdés dez minutos da
aplicacdo em pele humana, a formulagédo foi removida com agua e nao houve
nenhum sinal de eritema. Andlise de calorimetria exploratéria diferencial mostrou
um pico maior de transicdo em 120 °C e na analise de espectrofotometria de
absorcdo no infravermelho transformada de Fourier ndo se observou qualquer
interacdo do itraconazol com o tensoativo. Na analise antimicrobiana, realizada
por mensuracao do halo de inibicdo, o sistema liquido cristalino apresentou maior
inibicdo de Candida albicans (30,4 = 1,14 mm) que as outras formulagbes
controle, composta por gel de hidroxietilcelulose (19,6 + 1,14 mm) e
monoestearato de glicerila (14,8 £ 0,83 mm) (NESSEEM, 2001).

Boyd e colaboradores (2006) estudaram dispersées de hexossomas para a
veiculacéo de irinotecano contendo 9,4% (p/p) de glicerato de oleila, 0,6% (p/p) de
acido oleico, 0,75% (p/p) de poloxamer 407, 0,5%(p/p) de base de irinotecano e
88,75% (p /p) de &gua para injecdo contendo 5% (p/p) de sorbitol. A disperséo foi
preparada aquecendo a fase lipidica, poloxamer 407 e o farmaco a 60 °C, até a
obtencdo de uma solucéo limpida e vertida na fase aquosa, também aquecida a
60 °C e agitada durante 1,5 min em homogeneizador UltraTurrax a 11.000 rpm
com haste dispersora e em seguida transferida para homogeneizador
termostatico, mantendo a temperatura de 60 °C. Posteriormente a formulagéo foi
submetida a agitacdo magnética por 30 minutos e consequentemente, arrefecida
até temperatura ambiente. Na caracterizacdo por espalhamento de luz a baixo
angulo e microscopia crio-eletronica (ap0s sete dias de seu preparo), eles
constataram a presenca de estrutura hexagonal, com média do tamanho das
particulas de 188,6 + 0,9 nm. No ensaio de liberagéo, foi possivel observar que o

irinotecano teve sua liberacdo controlada apds dez minutos (aproximadamente
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80%) e manteve-se em niveis constantes até uma hora do experimento realizado.
Tal estudo mostrou que a formulagéo de irinotecano em hexossomas a base de
glicerato tem grande potencial de melhorar a retencdo do farmaco na forma de
lactona a pH quase neutro. O tamanho das particulas obtidas apresentou
adequado para futuras projecdes em estudo de modelo animal com administracéo
intravenosa (BOYD et al., 2006).

Em outro estudo realizado em 2007, sistemas liquidos cristalinos para
aplicacdo via transdérmica foram investigados por Lopes e colaboradores,
viabilizando a administracdo da vitamina K (vitK). Eles analisaram a penetracéo
de formulacBes a base de monooleina (MO), gel e nanodispersdo, comparando
com uma terceira diferente formulagdo a base de vaselina liquida. As
formulag@es, vaselina liquida, gel de fase hexagonal (MO-vitK-agua a 77,5/ 2,5/
20, p/ p/ p) e nanodispersado de fase hexagonal (MO-vitK-poloxamer-agua a 15/
2,5/ 0,9/ 81,6, p/ p/ p/ p), foram avaliadas em pele de orelha de porco em sistema
de célula de difusdo de Franz. Os autores observaram que a formulacdo de
vaselina entregou a VitKk apds 12h de analise, principalmente no estrato corneo
(9,50 + 0,97 pg/cm?), enquanto que 4,90 + 1,28 pg/cm? de VitK foi entregue para a
epiderme (E) + derme (D) no mesmo periodo. Enquanto que a vitKk em gel e
nanodispersdo tiveram um aumento de aproximadamente duas vezes mais no
estrato cérneo, quando comparado com a vaselina liquida e 2,0-3,7 vezes mais
vitK para o E + D. A distribuicdo transdérmica da vitK foi aumentada trés vezes

guando incorporada na nanodispersao (LOPES et al., 2007).

Chorilli e colaboradores (2009) publicaram um estudo de desenvolvimento
e caracterizacdo de sistemas liquido-cristalinos usando diferentes tipos de
silicones. Eles desenvolveram cinco sistemas diferentes com a elaboracdo de
diagrama ternario de fases; trés, contendo silicone fluido de co-polimero glicol
como fase oleosa, dgua e apenas se diferenciavam no tensoativo, poliéter
funcional siloxano, trilauril-4-fosfato ou polissorbato 80. E outros dois sistemas
contendo adipato de diisopropila como fase oleosa, agua e diferenciando os
tensoativos, poliéter funcional siloxano ou silicone fluido de co-polimero glicol. Os
sistemas foram preparados por mistura direta dos componentes, e quando
apresentavam alta viscosidade eram aquecidos em banho termostatizado a 45 °C

para melhor homogeneizacdo e posteriormente, leve homogeneizacdo com a
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utilizacdo de bastdo de vidro. Os sistemas foram caracterizados visualmente
como sistema liquido transparente, sistema viscoso transparente, sistema
semitransparente, sistema liquido opaco, sistema viscoso opaco e separacdo de
fases. As formulacdes que ndo mostraram separacdo de fases foram analisadas
em microscéopio de luz polarizada. Apds as analises, concluiram que tanto o
sistema contendo silicone fluido de co-polimero glicol, poliéter funcional siloxano e
dgua, quanto o sistema contendo adipato de diisopropila, poliéter funcional
siloxano e agua, apresentaram fases liquido-cristalinas do tipo lamelar em sua
estrutura e que apos 15 dias mantidas em estufa (37 °C), as formulacdes
apresentaram arranjo hexagonal, sugerindo que a temperatura influencia na
organizacgéo do sistema liquido-cristalino obtido.

Carvalho e colaboradores (2010) desenvolveram sistemas liquido-
cristalinos para liberacdo do antirretroviral, zidovudina. Os sistemas foram
constituidos de &lcool cetilico de polioxietileno (20) polioxipropileno (5) como
tensoativo, acido oleico como fase oleosa e agua. Apds o preparo dos sistemas
por titulacdo aquosa e agitacdo manual com bastéo de vidro, eles foram avaliados
por microscopia de luz polarizada e espalhamento de luz a baixo angulo,
apontando que foi possivel a obtencdo de sistemas de microemulsao (55%
tensoativo (T), 35% fase oleosa (FO) e 10% fase aquosa (FA) e 55% T, 25% FO e
20% FA e lamelar (55% T, 25% FO e 20% FA). Na andlise reoldgica de fluxo,
constataram que as microemulsées se comportavam como fluidos newtonianos e
os de mesofase lamelar, ndo newtonianos como fluido pseudoplastico. Em
seguida, foi realizado o ensaio de liberagédo da zidovudina, a qual apresentou uma
liberacdo exponencial, demonstrando o modelo matematico Weibull, ou seja, que
acontece por difusdo. Sendo assim, apds essas constatacdes, concluiram que o

sistema apresentou como potenciais vetorizadores do antirretroviral.

O sistema liquido cristalino pode ser obtido diretamente e também de
maneira indireta, ou seja, o desenvolvimento de sistemas conhecido como
precursores de cristais liquidos. Carvalho e colaboradores (2013) propuseram um
sistema de liberagcdo para a zidovudina que fosse um precursor de cristais
liguidos de baixa viscosidade para via nasal. A formulacdo contendo os mesmos
componentes que o estudo anterior, com 55, 30, 15% (p/p) de tensoativo, fase

oleosa e fase aquosa, respectivamente, apresentando em analise com
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microscopio de luz polarizada, campo escuro. Os autores realizaram entdo uma
diluicdo de 1:1 (p/p) da formulagdo preparada em muco nasal artificial, o qual
apresentou anisotropia, logo, caracteristico de cristais liquidos de mesofase
lamelar. Realizaram também o ensaio de mucoadeséo in vitro, usando mucosa
nasal suina ou discos de mucina, o qual quando comparado 0 sistema precursor
com o sistema ja adicionado o muco nasal artificial, a forca mucoadesiva exercida
foi triplicada. No ensaio de permeacéao in vitro, foi realizada a comparacao entre
amostras de zidovudina em solucdo aquosa e incorporada na formulacdo diluida
em muco nasal artificial, exibindo um aumento de 18 vezes na permeabilidade
qguando incorporada na formulacdo. Os autores realizaram também avaliacdo in
Vivo para a deteccao da concentracao plasmatica apos a administracao intranasal
da formulacdo de zidovudina a uma dose de 8 mg/kg. Tal ensaio apontou que a
formulacdo apresentou rapida absorcdo (Tmax= 6,70 min), sendo promissora para

entrega sistémica de farmacos, como a exemplo, a zidovudina.

Salmazi e colaboradores (2015) estudaram 0S mesmos componentes,
porém substituindo a fase aquosa por hidrogel de quitosana, visando a
incorporacdo de curcumina. Eles observaram que apdés a adicdo de simulado de
muco vaginal em sistemas de microemulsfes, estes transitaram para sistemas
liquido cristalinos, exibindo um maior trabalho de mucoadesao in vitro, testado
com mucosa vaginal suina. Em andlise reolégica de fluxo continuo a formulagéo
ainda antes de ser diluida com muco vaginal artificial apresentou comportamento
newtoniano, caracteristico de um sistema pouco estruturado e apds a diluicdo
passou a exibir comportamento de fluido ndo newtoniano, pseudoplastico o que é
desejavel para medicamentos destinados a via vaginal. Ainda testaram a
concentracdo minima inibitéria da formulacdo precursora de cristal liquido
incorporada de curcumina contra uma cepa de Candida albicans ATCC 18804 e
outra clinica CAV2, a qual foi dezesseis vezes mais potente contra a cepa ATCC
e duas vezes mais potente contra a cepa clinica, quando comparada a curcumina
livre. Eles concluiram que a unido dos resultados demonstrou que a formulacao
precursora de cristais liquidos € viavel para a administracao vaginal de curcumina

€ uma alternativa promissora para o tratamento da candidose vaginal.

Estudos realizados por Bernegossi e colaboradores (2016) também

evidenciaram que ao elevar a concentracdo de fase aquosa de microemulsdes
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compostas de acido oleico e alcool etilico etoxilado e propoxilado para a
incorporacdo de um peptideo antimicrobiano, tinham sua estruturagcdo alterada
para cristais liquidos de mesofase lamelar (7,85 nm), confirmadas pela técnica de
microscopia de luz polarizada e SAXS. Também observaram 0sS mesmos
resultados que os estudos anteriores relacionados com precursores de cristais
liguidos, o aumento da forca de mucoadesédo, a transicdo de comportamento
Newtoniano para ndo Newtoniano. No teste de inibicdo de biofilme multiespécie
salivar, a formulacdo com baixas concentracdes de fase aquosa, caracterizada
como microemulsao incorporada com 1 mg/mL do peptideo KSL-W inibiu 100% o
crescimento das unidades formadoras de colbnias, quando comparadas ao
controle positivo.

2.2. Candidose bucal

Na microflora humana, é facilmente encontrada leveduras como a do
género Candida sp., variando em relevancia de crescimento dependendo da
regido do corpo, podendo ser interferido pelo sistema imunolégico comprometido
ou mesmo quando em processo de antibioticoterapia (BRUNETTI, 2004). Na
cavidade oral, a espécie Candida albicans é a mais frequentemente encontrada, a
qual se destaca por se aderir em mucosas superficiais orais e também em
aparelhos ortodénticos e protéticos. O poder de adesao desse fungo oportunista
esta relacionado a diversos fatores como fluxo salivar, pH, a presenca de
bactérias e formacao de hifas, associada a forcas hidrofébicas e eletrostéticas.
Destacam-se também que outros fatores como mudancas de habitos alimentares,
tabagismo, mé higiene bucal, alteracdes sistémicas como hormonais, o uso de
alguns medicamentos, imunossupressao, AIDS, radioterapia, quimioterapia e,
como prépria doenca sistémica, a diabetes mellitus, aumentam a incidéncia da
Candida albicans na boca. Além de Candida albicans, também s&o encontradas
outras espécies como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida kefyr,
Candida krusei e Candida guilliermondii, na cavidade oral. Essas espécies
também sdo comensais, ou seja, se beneficiam do organismo de maneira

harmoniosa e nao resulta em prejuizo para o hospedadeiro, no sistema digestivo
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e genital feminino (WEBB et al., 1998; ALVARES et al., 2007, STRAMANDINOLI
et al., 2010).

O desequilibrio entre a Candida e o hospedeiro foi relatado pela primeira
vez na Alemanha, em novembro de 1839, pelo professor universitario Bernhard
von Langenbeck, que publicou em “Neue notizen aus dem Gebiete der Natur -
und Heilkunde” a descricdo de um fungo como agente etioldgico da candidose
orofaringea e esofagica, ap6s uma autépsia realizada em um cadaver que morreu
de febre entérica que apresentava manchas membranosas na cavidade oral
(KNOKE & BERNHARDT, 2006).

A doenca pode acometer toda mucosa bucal, palato e dorso da lingua,
podendo apresentar sintomas moderados de acordo com sua intensidade, como a
sensacao de paladar desagradavel, dificuldade em deglutir e sensacdo de
gueimacédo (SCHERMA et al., 2004).

Pesquisadores tém buscado protocolos em modelos animais para a
aplicacao de testes de novos insumos ativos contra a candidose bucal. Takakura
e colaboradores (2003) se dedicaram em estabelecer um novo modelo de
candidose oral em ratos, mimetizando uma infec¢cdo natural em humanos. Neste
protocolo desenvolvido eles obtiveram a formacéo de biofilmes, em diferentes
intensidades, 0s quais eram macroscopicos sobre o dorso das linguas dos
animais testados. A instalacdo da infeccdo e consequentemente a formacédo do
biofilme permitiu que fosse estimada a carga fungica nos tecidos infectados. Eles
iniciaram o protocolo com a aplicacdo injetavel subcutanea de prednisolona (100
mg/kg) nas ratas de seis semanas de vida. Ja nessa etapa eles introduziram o
fornecimento de cloridrato de tetraciclina 0,83 mg/mL na agua disponivel para a
ingestao dos animais, tal procedimento ocorreu até o término do estudo. Apds trés
dias da imunossupressdo, os animais foram anestesiados com 50 pL de
clorpromazina a uma concentracdo de 2 mg/mL, intramuscular na regido do fémur
e em seguida, eles inoculavam utilizando swab embebido em uma suspenséao de
isolado clinico de Candida albicans (TIMM2640) sobre o dorso da lingua dos
animais. O isolado, apds ser coletado do paciente com candidose bucal, foi
congelado a -80°C em meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose, contendo 0,5%
de extrato de levedura e 10% de glicerol. Apés a reativacdo em placas contendo

agar, colonias foram transferidas para meio de cultura RPMI1640 aditivado de
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2,5% de soro fetal bovino e padronizada a 2,5 x 107 células/mL. Apés eles
realizaram a avaliagcdo macroscopica da infeccdo, categorizando as lesdes em
uma escala de 0 a 4, onde: 0= tecido com aparéncia normal; 1= manchas brancas
em menos de 20%; 2= manchas brancas em menos de 90%, mas acima de 21%;
3= manchas brancas em mais de 91%; 4= manchas brancas espessas como
pseudomembranas em mais de 91%. Na intencdo de avaliar a progresséo da
doenca, eles realizaram friccbes com swab e transferiram para 5 mL de solucéo
salina estéril, levaram ao vortex e realizaram diluicdes seriadas (100 Xx),
plaguearam em agar e incubaram a 37 °C por 20h. Realizaram também a analise
histopatolégica. Na avaliagdo microbiolégica, constataram uma recuperacdo de
10%-10% UFC em cada animal experimental infectado e no estudo histopatolégico
observaram fungos invadindo a camada epitelial (TAKAKURA et al., 2003).

2.3. Fototerapia e curcumina

A Terapia Fotodindmica, em inglés Photodymic Therapy (PDT), tem se
destacado como um método alternativo no tratamento de diversos tipos de
doencas. Apesar da PDT ser vista como uma nova possibilidade de tratamento, o
emprego da luz no campo da ciéncia da vida, se revela em aparicdes nos tempos
pré-histéricos, em que o homem conferia a repercussédo de resultados benéficos
da luz a alguns fatos religiosos, mitol6gicos e até mesmo sobrenaturais
(BAGNATO, 2008).

O principio da PDT se da com a unido de necessariamente 3 componentes:
fotossensibilizador, uma fonte de luz visivel no comprimento de onda ideal e
oxigénio. O fotossensibilizador é aplicado no local desejado (ou via sistémica) e,
em seguida, aplicada a fonte de luz, que em contato com o oxigénio presente nas
membranas celulares, elevara o estado fundamental do FS para excitado e
havendo assim a transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producédo de
radicais livres, que recebe o nome de reacgéo do tipo I, ou pode ocorrer também a
reacao do tipo I, que ocorre por transferéncia de energia ao oxigénio, levando a
formacdo de oxigénio singlete (*02). A literatura afirma que estes dois
mecanismos podem ocorrer de maneira concomitante, de modo que levam a

morte celular e o dano no tecido afetado. Todo esse processo gera 0s
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hidroperoxidos, que por sua vez podem levar a formacéo de espécies reativas de
oxigénio. Essas espécies reativas de oxigénio reagem com moléculas organicas
ndo especificas, sendo assim, quaisquer macromoléculas no interior das células
viram alvo acessivel a terapia. A multiplicidade desses alvos impede a ocorréncia
de resisténcia celular (CIEPLIK et al., 2018).

Ha relatos cientificos de que sua utilizac&o iniciou-se em meados de 1400,
com a pratica de tratamento de vitiligo, com o uso de plantas medicinais
associadas a exposicdo ao sol. Porem, em 1903, o prémio Nobel foi destinado a
Niels Finsen, que estudou o tratamento de lapus vulgar, dando assim, inicio as
constatacdes cientificas registradas da acéo da irradiacdo UV. O uso da radiacao
solar foi relatado para o tratamento de Ulceras traumaticas na Primeira Guerra
Mundial (1914-1918). Goekerman iniciou estudos de tal terapia para o tratamento
de psoriase em 1925. Um consideravel avanco foi dado apés a retratacdo que a
estreita faixa de UVB (entre 311 e 313 nm) possibilita melhores resultados no
tratamento de psoriase que UV (DUARTE et al., 2006).

Estudos realizados em 1988 avaliaram um método fotodindmico para o
tratamento de contaminantes virais presentes no sangue estocado em bancos, de
modo a torna-lo seguro para sua aplicacdo em transfusfes. No estudo, os autores
utilizaram derivado de hematoporfirina para a sensibilizacdo do virus Herpes
simplex do tipo 1 (HSV-1) e em seguida realizaram a fotoativacdo com luz visivel
a 630 nm a 5 J/ cm2. Os autores observaram que além do virus em questao, o
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), foram inativados (MATHEWS et al.,
1988).

Como ja dito anteriormente, sabe-se que a PDT tem sido explorada em
diversas areas da saude, mantendo um destaque contra infec¢cdes causadas por
bactérias, fungos e leveduras, sendo assim nomeada como terapia fotodinamica
antimicrobiana (PDTa) (HOKARI et al., 2018; AMESCUA at al., 2017; BAGNATO,
2008).

Mima e colaboradores (2010) realizaram estudo com 71 camundongas (6
semanas de vida) portadores de candidose oral, ocasionada por
imunossupressdo seguida de inoculacdo de Candida albicans (107 UFC/mL) e

concomitante fornecimento de tetraciclina na agua potavel. Apds a infeccéo
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instalada (4 dias), os animais tinham o dorso de suas linguas tratados com
porfirina (Photogem®) associada a aplicacdo de luz LED (305 J/cm?) a 455 nm
para a LED azul e 630 nm para LED vermelha (n = 5 cada). Apos, eles coletaram
com swabs estéreis das linguas dos animais as células que resistiram ao
tratamento realizado e apds essa recuperacdo determinaram as UFC/mL com
posterior comparacdo com o0 grupo controle (ndo tratados). As linguas dos
animais foram removidas cirurgicamente e realizada a avaliagcdo histologica para
observacdo de leveduras e/ ou reacdes inflamatérias. Eles relataram que o
tratamento com Photogem® associada a PDT, luz LED azul, reduziu
significativamente o niumero de Candida albicans recuperadas, quando aplicada
400, 500 e 1000 mg/L do fotossensibilizador, 1,04, 1,39 e 1,41 logao,
respectivamente, porém estatisticamente os valores de logio ndo se diferiram,
mostrando ser indiferente as concentracdes testadas. Os resultados com a luz
LED vermelha promoveram redugbes de 1,05, 1,59 e 1,40 logio, usando
respectivamente 400, 500 e 1000 mg/L de Photogem®, nédo havendo diferenca
significativa entre as LEDs azul e vermelha. Na avaliacéo histologica foi possivel

concluir que nao houve prejuizo ao tecido da lingua.

Um estudo realizado por Gonzalez-Delgado e colaboradores (2016)
avaliaram, in vitro, o 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)-porphyrin tetra-
iodide (TMPyP), potente sensibilizador hidrossolivel conhecido por sua agéo
antimicrobiana. ApGs sua encapsulacdo em nanoparticulas de poli (4cido latico-
co-acido glicdlico) (PLGA) para administracao tépica, avaliaram as caracteristicas
fisico-quimicas da formulacédo obtida. Os resultados relatados mostraram que a
formulacdo apresentou caracteristicas desejaveis, tal como boa fotoestabilidade
(até 20 minutos), tamanhos de nanoparticulas (em média 130 nm), eficiéncia de
encapsulacdo (93%) e morfologia (esférica). Também realizaram analise
histologica das orelhas de porco para visualizagdo de possiveis prejuizos ao
tecido que pudessem ser causados apdés a aplicacdo do fotossensibilizador
incorporado as nanoparticulas. Os autores relataram que o tratamento com a

formulacgé&o € viavel, uma vez que os tecidos ndo apresentaram danos.

Carmello e colaboradores (2016) realizaram um estudo in vivo avaliando o
efeito da terapia fotodinamica antimicrobiana no tratamento de candidose bucal

em camundongos. Para isso, realizaram a aplicacdo de Photodithazine®
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incorporado em hidrogel de carboxietilcelulose, uma vez ao dia, durante 5 dias,
em uma concentragdo de 100 mg/L. Associaram ou ndo o uso da luz (LED
vermelha) no comprimento de onda de 660 nm e 22,3 mW e utilizaram como
controle negativo a nistatina. Eles observaram que o tratamento com terapia
fotodinamica realizada com o Photodithazine® apresentou resultados semelhantes
aos do grupo nistatina, sendo capaz de reduzir 3,0 e 3,2 logsio, respectivamente
(CARMELLO et al., 2016).

Os fotossensibilizadores mais utilizados em casos clinicos sdo os
derivados de hematoporfirina, considerados de primeira geracdo, oS quais sao
compostos de mono, di e oligbmeros de até 8 unidades de porfirina juntas por
ligacOes éter ou éster. Esses derivados apresentam 5 bandas de absor¢éo, sendo
1 em 370 nm a qual é designada como banda de Soret e outras 4, em maiores
comprimentos de onda porém de menor intensidade, chamadas de bandas-Q.
Embora apresentem bons resultados para uma vasta variedade de tumores, 0s
derivados de hematoporfirinas também apresentam efeitos indesejaveis como a
fotossensibilizacdo cutédnea dos pacientes, fazendo necesséaria a eliminacdo da
exposicao solar durante 4 semanas apds sua aplicacdo, uma vez que essa € lenta
cinética de eliminacdo desse FS. H& também os FSs de segunda geracao,
semelhantes a estrutura das porfirinas, mas com comprimentos de onda de 650
nm ou maiores e que induzem a uma menor fotossensibilizagdo cutdnea. Sao
divididos em trés diferentes classes, as purpurinas, as clorinas e bacterioclorinas
e também as ftalocianinas e naftalocianinas. Ademais, o precursor metabdlico da
protoporfirina, o acido 5-aminolevulinico (ALA), age como um pro-farmaco, a qual
estimula a formacdo de porfirina endégena. Também é possivel encontrar
produtos naturais fotoativos como os derivados de psoralenos que se destacam
pela inativacdo de virus, as perilenoquinonas, tendo como exemplo a hipericina

como exemplo dessa classe de composto (BAGNATO, 2008).

H& muitos estudos sendo realizados empregando produtos naturais, como
exemplo a curcumina, como fotossensibilizador. Ela é derivada do rizoma da
Curcuma longa, amplamente utilizada como tempero, principalmente na regiao
peninsular do Sul da Asia onde se situam os estados da india, Paquistéo,
Bangladesh, Nepal e Butdo. A curcumina € um corante de cor amarelo intenso,

isolada do acafréo aproximadamente no século XIX. A 1900 anos antes de Cristo,
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a curcumina ja apresentava diversas aplicacées medicinais, na época para dores,
feridas, tor¢des, problemas no figado e dermatolégicos (AGGARWAL et al.,
2007). Contudo, pesquisadores se deparam com algumas desvantagens
apresentadas pela curcumina, principalmente no momento de sua aplicacdo
clinica. Sua baixa biodisponibilidade, restrita hidrofilia e metabolismo hepatico de
primeira passagem, sao desafios a serem contornados para sua administragdo
(SUETH-SANTIAGO et al., 2014).

A curcumina apresenta atividade antimicrobiana j& descrita na literatura,
sendo assim de grande interesse de estudo para a area farmacéutica (MAIA,
2004). Contudo, had um interesse por potencializar seu efeito por meio de sua

aplicacdo como FS.

Dovigo e colaboradores (2011a) realizaram estudos utilizando a curcumina
como FS associada a PDT contra suspensdes de Candida albicans ATCC 90028,
além de ensaio de citotoxicidade em macrofagos. A curcumina foi testada em
solucdo preparada inicialmente em DMSO e em seguida, diluiam em solucéo
fisiolégica até que o DMSO atingisse a concentracdo de 10% da solucdo estoque
(200 uM). Foram testadas nove concentracdes diferentes (0,005, 0,01, 0,05, 0,1,
0,5, 1,5, 10 e 20 uM), com 37,5 J/cm?de luz LED com comprimento de onda de
455 nm, das quais observou que nas concentracées de 5, 10 e 20 uM obtiveram
os melhores resultados. ApOGs essa constatacao, utilizando apenas essas trés
concentracbes de curcumina, aplicaram variadas doses de luz (1,32; 2,64; 3,96;
5,28; 6,6; 13,2; 26,4 J/cm?), sendo que com a dose de 5,28 J/cm?e concentracdo
de 20 pM obtiveram a total inativacdo de Candida albicans. No ensaio citotoxico
(MTT), eles observaram que quando comparado ao controle negativo,
considerado 100% de viabilidade celular, houve uma reducéo significativa de
7,13%, 17,22%, 82,51%, 73,26% e 86,39% quando aplicada a solucdo de
curcumina sobre a cultura celular nas concentracoes de 0,5; 1, 5; 10 e 20 ym,

respectivamente.

Dovigo e colaboradores também realizaram um outro estudo in vitro contra
quinze isolados clinicos de Candida, sendo cinco de Candida albicans, cinco de
Candida tropicalis e cinco Candida glabrata, tanto em formas plancténicas quanto

em biofilmes. As suspensdes de Candida, independente da espécie, foram
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padronizadas com 107 células/mL de meio de cultura. Apés testes preliminares em
suspensao planctonica para a sele¢do da melhor concentragédo de curcumina (5;
10 e 20 pM) e dose de luz (5,28; 18; 25,5 e 37,5 Jicm?), selecionaram o0s
melhores resultados que foi utilizando a concentracao de 20 UM de curcumina em
solucdo e as doses de luz 5,28 e 18 J/cm? para prosseguirem com 0 experimento
da levedura em biofilmes. Além desses parametros, adicionaram outras duas
concentracbes de curcumina, 30 e 40 pM. Para a formacdo do biofilme, eles
realizaram a transferéncia de 100 puL de uma suspensdo padronizada em 10’
células/mL (meio RPMI) para uma placa de 96 pocos, sob agitacdo orbital de 75
rpm em uma temperatura de 37°C. Apos 90 min, para a chamada fase de adeséo,
0 meio de cultura era aspirado e substituido por 150 uL de meio estéril e levado
para mais 48h de incubacédo a 37°C. Antes da aplicacdo das amostras testadas,
eles realizaram duas lavagens com 200 pL de PBS e entdo, finalmente a
aplicacao de 100 pL da solugéo de curcumina nas diferentes concentracées. Em
seguida, deixaram por 20 minutos a placa ao abrigo de luz, para o chamado
tempo de pré-irradiacdo e em seguida realizaram a aplicacdo da luz. Apds, a
viabilidade celular foi conferida por meio do ensaio de XTT, em que mensuraram
a absorbéancia de 100 pL do meio de cultura transferido para uma nova placa de
cultura de 96 pocos. Avaliaram também a biomassa do biofilme por meio do teste
de coloracao de cristal violeta. Eles observaram que na concentracdo maxima de
curcumina testada (40 pM) e com dose de 18 J/cm?, ocorreu uma reducdo da
atividade metabdlica em 85%, 85% e 73% dos biofilmes formados com Candida
albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis, respectivamente. Na avaliacdo do
teste de coloracdo de cristal violeta, eles observaram que todas as espécies de
isolados clinicos tiveram sua biomassa diminuida e também constaram que o
isolado de Candida albicans era melhor formador de biofilmes que os isolados de
Candida glabrata e Candida tropicalis (DOVIGO et al., 2011b).

Dovigo e colaboradores (2013) realizaram experimentos in vivo, utilizando
modelo de camundongos acometidos de candidose oral. Eles testaram como
fotossensibilizador a curcumina em solucdo de DMSO 10%, nas concentracoes
de 20, 40 e 80 uM e irradiada com luz LED azul (455 nm). Os animais foram
inicialmente imunossuprimidos e no dia seguinte, realizada a inoculacdo da

suspensdo de Candida albicans (107 UFC/mL). Apés quatro dias da infeccéo, os
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animais foram novamente imunossuprimidos de modo a garantir que a infeccao
permanecesse instalada. Apos sete dias da aplicacdo do tratamento proposto, as
células presentes na lingua dos animais foram recuperadas com swabs e
plagueadas em meio de cultura agar Saboraud Dextrose e incubadas a 37 °C por
48h. Os autores observaram que houve reducdo em todas as concentracfes de
curcumina utilizadas no tratamento, porém a concentracdo de 80 uM foi capaz de
induzir a maior reducdo, que se deu em 4 logio. Eles também realizaram a
avaliacdo histologica, e constataram que ndo houve prejuizo nos tecidos.
Observaram que houve uma leve resposta inflamatdria no tecido subjacente
mediada por células mononucleadas, tanto nos animais considerados controle
positivo (apenas infectados, mas que nao receberam nenhum tipo de tratamento),
guanto nos animais que receberam o tratamento com a solucdo de curcumina e
luz. Eles puderam concluir que a curcumina associada a terapia fotodinamica foi

capaz de retroceder a infecgdo nos animais.

Nesse contexto, o estudo e desenvolvimento de sistemas como oS
precursores de cristais liquidos se mostram promissores, uma vez que esses
sistemas apresentam potencial para a incorporacdo de farmacos lipossolluveis,
como a curcumina. Além disso, a aplicacdo da terapia fotodinamica ainda pode

causar efeito sinérgico ao tratamento.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial da utilizacdo de sistemas precursores de cristal liquido
mucoadesivos para administragdo bucal de curcumina, bem como verificar a
associacdo do efeito da curcumina com o emprego da PDT no tratamento da

candidose bucal, empregando estudos in vitro e in vivo.

3.2. Objetivos Especificos

- Desenvolver e caracterizar SPCL para incorporacdo de curcumina utilizando as
técnicas de microscopia de luz polarizada, reologia, espalhamento de raios X de

baixo angulo (SAXS) e mucoades&o in vitro;

- Realizar ensaios de liberacdo, permeacdo e retencdo in vitro da curcumina

incorporada nas formulagdes desenvolvidas;

- Quantificar a curcumina presente na solugcéo receptora dos compartimentos da

célula de Franz por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

- Determinar a concentracdo inibitéria minima e avaliar a atividade in vitro sobre
biofilme utilizando a curcumina incorporada ou ndo ao sistema, comparando com

o antifangico miconazol,

- Avaliar a viabilidade celular (HaCat) in vitro de curcumina incorporada ou ndo em

SPCL, para a avaliacéo da toxicidade;

- Realizar ensaios in vivo em modelo murino para a avaliacdo da eficacia do

tfratamento proposto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Matérias-primas, reagentes e solugcdes

Acetona P.A.-A.C.S. (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

Acetonitrila (J.T. Baker®, Estados Unidos);

Acido oleico P.A. (Synth®, Brasil);

Alcool cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl AWS — Croda®, Brasil);

Agua deionizada em sistema Milli Q® com condutividade 18,2uS.cm?;

Alamar Blue (Invitrogen- Thermo Fischer Scientific®);

Alca de inoculacao 1 pL, estéril (Global,Monte Alto, Brasil)

Alca de inoculacdo 10 pL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil)

Alcool cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl AWS — Croda®, Brasil);
Cloreto de Potéassio (Panreac, Diadema, SP, Brasil);

Cloreto de Sédio (Synth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Cubeta de 1,5 mL (Brand®, Germany);

Cubeta de 4,5 mL (Olen®, China);

Cultura de Candida albicans obtida da American Type Culture Collection (ATCC
90028);

Curcumina em p6 (Sigma- Aldrich®, Estados Unidos);

Diclorometano (Sigma- Aldrich®, Estados Unidos);

Etanol PA (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Frasco coletor universal translicido estéril 80 mL (Cral, Cotia, SP, Brasil);
Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Laminas para microscopia (Precision® Glass Line, Cotia, SP, Brasil);
Laminulas para microscopia (Precision® Glass Line, Cotia, SP, Brasil);

Meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA) de alta glicose;

Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com clorofenicol (Acumedia
Manufactures, Baltimore, MD, EUA);
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Meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, Ml, EUA);
Membrana de polissulfona (Pall® Corporation, México);

Menadiona (Sigma- Aldrich® Estados Unidos);

Microtubos tipo Eppendorfs Graduado 2 mL (Axygen, Curitiba, PR, Brasil);
Parafilme (Laboratory Film, Chicago, IL, EUA);

Placas de 96 pocos de fundo chato e estéril (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

Poloxamer 407 (Sigma Aldrich®, Estados Unidos);

Ponteiras brancas para micropipeta 10 pL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 pL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA);

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);
Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);
Polietilenoimina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

Sal de Tetrazélium (XTT - Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

Seringas plasticas de 1,0 mL (BD®, Argentina);

Sistema de filtracdo a vacuo estéril (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suica);

Solucéo tampéao HEPES (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

Tubos cdnicos tipo Falcon de 15 e 50 mL estéreis (BD® Argentina);

4.1.2. Instrumentos

Béquer graduado (Vidrolabor, S&o Paulo, SP, Brasil);

Bico de Bunsen (J.Prolab Industria e Comeércio de Produtos para Laboratério
Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

Contador de células automatico/countess Il FI- Life Technologies

Bisturi (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

Erlenmeyer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);
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Micropipeta de 0,1-10 uL (Eppendorf, modelo Research);

Micropipeta de 20-200 pL (Eppendorf, modelo Research);

Micropipeta de 100-1000 pL (Eppendorf, modelo Research);

Micropipeta de 1-5 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 1-10 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta Multicanal MultiMate®, 8 Canais, 20-200 uL (HTL, Warsaw, Polonia);
Pinca clinica (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

Proveta graduada (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.1.3. Equipamentos

Analisador de textura TA.XT Plus — Stable Micro Systems®;

Agitador mecanico — Marconi®; Balanca analitica — Owa labor®;
Autoclave Vertical - Phoenix®, Araraquara;

Balanca semi-analitica — Gehaka®;

Bio Table 450 nm — Grupo de Optica

Cabina de Seguranca Bioldgica Bioseg 09® Grupo Veco;

Camara Incubadora com Agitagdo Orbital (Shaker) - Quimis®;
Centrifuga modelo TC 6 Du Pont — Sorvall TC®;

Centrifuga epperdorffs — Microhemato, modelo 2410, Fanem®, SP, Brasil;
Centrifuga com refrigeracdo — 5810 R, Eppendorf®;

Coluna analitica de fase reversa (Phenomenex® Ltda, Sdo Paulo, Brasil);
Cromatografo — System Agilent®;

Espectrofotdmetro - Biospectro®;

Espectrofotdmetro — EZ Read 400, Microplate Reader, Biochrom®;
Estufa Bacterioldgica TE-392/2 - Tecnal®;

Estufa Bacterioldgica — Nova Etica®:;

Camara de fluxo laminar vertical — Modelo PA 115, 12898, Pachane®;
Estufa de cultura de células — Modelo 002CB, Fanem®;

Microscopio éptico - Oleman®;

Microscopio de luz polarizada Axioskop — Zeizz®;

Redmetro, modelo AR2000ex -TA Instruments®;
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Sistema automatico com célula de difuséo vertical de Franz — Microette Plus —
Hanson Research Corporation®;

Sistema de purificacdo de agua Millipore®, Milli - Q Plus;

Ultrassom Ultra Sonic Cleaner — Unique®;

Vortex - Vixar®;

4.2. Métodos

4.2.1. Desenvolvimento de sistemas precursores de cristais liquidos

4.2.1.1. Preparo da disperséo de polietilenoimina

Foi preparada dispersdo de polietilenoimina na concentracdo de 5,0%
(m/m), em temperatura ambiente, adicionando o polimero em agua purificada em

béquer, seguido de agitacdo mecéanica por 4 horas.

4.2.1.2. Construcao dos diagramas de fases

Trés diferentes diagramas de fases foram elaborados, levando o mesmo
tensoativo e fase oleosa, alterando apenas a combinacao de polimeros na fase
aquosa. Sendo assim, todos continham &cido oleico como fase oleosa, éalcool
cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl® AWS) como tensoativo e na fase
aguosa foi utilizada dispersao de poloxamer 407 a 16% no sistema denominado
como PLU, dispersdo de polietilenoimina a 5% previamente preparada como
descrito no item 4.2.1.1., no sistema designado como PEI e a unido desses dois
polimeros, no sistema nomeado como PP.

Para o preparo de cada diagrama, foram realizadas 36 diferentes
combinacdes de propor¢cdes dos componentes propostos, variando de 10 a 80%
(m/m), seguindo o direcionamento do esquema do diagrama, como exemplo da
Figura 2, onde aponta-se como exemplo um ponto que contera 10% de fase
oleosa, 10% de tensoativo e 80% de fase aquosa (BERNEGOSSI et al., 2016;
SALMAZI et al., 2015; CARVALHO et al., 2010).
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Figura 2 — Instrucdo para interpretacdo de um diagrama de fases ternario. A
constituicdo para o ponto em destaque corresponde a 10 % de X (m/m), 10 % de
Y (m/m) e 80 % de Z (m/m).

0 20 30 40 5 60 70 80 90 100
% X (m/m)

Para o preparo do sistema PLU, em temperatura ambiente, o0s
componentes previamente pesados (m/m), de fase oleosa, tensoativo e
dispersbes de poloxamer 407 foram adicionados em recipientes de vidro
transparentes.

De modo semelhante, o preparo do sistema PEI se deu apos a unido do
tensoativo e fase oleosa e 10% das dispersdes de polietiienoimina (5%), que
foram adicionados em recipientes de vidro transparentes, completando-se o
volume com gquantidade suficiente de agua ultrapura Milli-Q®, para atingir a
proporcdo desejada de fase aquosa, de modo que a formulacdo final
apresentasse a concentracao de 0,5% de disperséo de polietilenoimina.

Para o preparo das formulagbes PP, nas mesmas condi¢cdes que os dois
outros sistemas anteriormente citados, primeiramente foi pesada a fase oleosa e
0 tensoativo, 16% de poloxamer e 10% das dispersdes de polietilenoimina (5%)

completando-se com agua, quando foram necessarios.
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Posteriormente, todos os frascos foram levados para agitacdo manual, com
espatula de aco inox, e em seguida, levados ao agitador magnético a 250 rpm,
até completa homogeneizacao, durante 20 — 24 horas, em temperatura ambiente.

Em seguida, as formulacdes permaneceram em repouso durante 24 horas,
e posteriormente foram visualmente classificadas em separacdo de fases,
sistemas liquidos ou viscosos opacos, translicidos ou transparentes (CHORILLI
et al., 2009) e desse modo, delimitado as diferentes regides dos sistemas obtidos.
Logo, apés essa classificacdo e determinacdo, foram selecionados os sistemas
de interesse para o trabalho em questdo — 0s quais se apresentaram na regiao de
microemulsdes com potencial transicdo e reestruturacdo apés adicdo de fase

aquosa - para posterior caracterizacao fisico-quimica.

4.2.2. Caracterizacéo dos sistemas por microscopia de luz polarizada (MLP)

Todas as formulagfes foram avaliadas em microscopio de luz polarizada.
Para o preparo das amostras, utilizou-se uma lamina de vidro com uma gota da
formulacdo a ser analisada e recoberta com uma laminula. Para a captacdo das
imagens, foi acoplada uma camera Fuijifilm® com a lente de aumento de 40 vezes.

As amostras foram avaliadas em temperatura ambiente.

4.2.3. Selecado dos sistemas precursores de cristais liquidos (SPCL)

Selecionou-se uma formulacédo de cada diagrama, considerando-se alguns
critérios, como baixa viscosidade e organizacdo estrutural com diluicdo aquosa e
mantendo-se fixa a concentracdo da fase aquosa (10%), oleosa (30%) e
tensoativo (60%) (Tabela 1). Para observacdo do efeito da saliva artificial na
estrutura do SPCL selecionado, foram adicionados 30, 50 e 100% (m/m) da saliva
artificial nas formulacbes selecionadas. A composicao da saliva artificial utilizada
foi de 8 g/L de cloreto de sodio (NaCl), 0,19 g/L de fosfato monobasico de
potassio (KH2POa4), 2,38 g/L de fosfato dissédico (Na:HPOs) com pH 6,8
(MARQUES et al., 2011; SALMAZI et al., 2015).



47

Tabela 1 - Composicdo das formulacdes selecionadas a serem caracterizadas
dos diagramas previamente construidos.

(%) m/m
Alcool cetilico Acido Dispersao Dispersao Disperséao de
Formulacdo  etoxilado e Oleico  polietilenoimina de polietilenoimina 0,50%
propoxilado 0,50% poloxamer e poloxamer 16%
16%
PEI 30 60 10 - -
PLU 30 60 - 10 -
PP 30 60 10 - 10

4.2.4. Incorporagédo da curcumina nos sistemas selecionados

A incorporacdo da curcumina na concentracdo de 80 uM foi realizada na
fase oleosa dos sistemas até sua total solubilizacdo (aproximadamente 30
minutos), sob agitacdo com barras magnéticas (5 x 15 mm), em temperatura
ambiente ao abrigo de luz. Em seguida, os outros componentes foram
adicionados e homogeneizados. A concentracdo de curcumina utilizada foi
baseada em dados obtidos na literatura, a qual foi efetiva frente aos biofilmes de
Candida albicans (DOVIGO et al., 2013).

4.2.5. Caracterizagao fisico-quimica dos sistemas

4.2.5.1. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

Para a realizagdo das medidas de SAXS, as amostras foram preparadas e
analisadas apos 24h. Esse ensaio foi realizado no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS-Brasil) na linha SAXSL1. Esta linha é equipada com um detector
vertical localizado cerca de 1,5 m da amostra, um monocromador (A= 1.488 A) e
um analisador multicanal para registrar a intensidade do espalhamento I(q), em
funcdo do vetor de espalhamento, g. O espalhamento das micas e do ar foram
subtraidos da intensidade total espalhada. Os espectros foram coletados durante
45 segundos cada (MANAIA, 2012; BERNEGOSSI et al., 2016).
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4.2.5.2. Analise reoldgica continua

A analise reoldgica de fluxo continuo foi realizada no Laboratério de Fisica |
- Engenharia Quimica, do Departamento de Bioquimica e Tecnologia do Instituto
de Quimica da UNESP - Araraquara. As amostras com e sem curcumina foram
avaliadas empregando reémetro AR2000ex (TA Instruments®) no modo fluency
(flow) e, de acordo com a consisténcia de cada formulacao, foram selecionadas
as geometrias (cone/placa ou placa/placa). As formulacdes foram colocadas na
base inferior do redmetro e esperou-se trés minutos para adaptacdo da amostra
na temperatura desejada (37 °C). Para a curva ascendente foi utilizada a taxa de
cisalhamento de 0 a 100 s e para a curva descendente, de 100 a 0 sL. Este teste
foi realizado em quintuplicata (BERNEGOSSI et al., 2016; CARVALHO et al.,
2013).

4.2.5.3. Forca mucoadesiva in vitro

Para a avaliacdo da forga mucoadesiva in vitro foi utilizado analisador de
textura TAXT plus. Foram empregadas mucosas de es6fago de suinos néo
escaldadas obtidas do Frigorifico Olhos d’agua (lpua - SP). O método para a
manipulacéo das mucosas foi adaptado de Mazzarino e colaboradores (2015). As
mucosas esofagicas foram isoladas utilizando bisturi e em seguida lavadas com
soro fisiologico (Figura 3). ApOs esse procedimento, as extremidades espessas
das mucosas foram descartadas. Em seguida, foram seccionadas em tamanhos
de aproximadamente 5x5cm e mantidas a uma temperatura de -10 °C até o

momento de uso.
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Figura 3 - Foto do preparo das mucosas esofagicas.

As mucosas foram afixadas na sonda analitica cilindrica com o auxilio de
elasticos de borracha, de modo que a superficie da mucosa ndo apresentasse
enrugamentos e/ou sobras. Apds, a mucosa foi umedecida com saliva artificial
durante 5 segundos e em seguida, retirado o excesso. Aproximadamente 5g de
das amostras foram previamente centrifugadas (1400g, 4 min.) acondicionadas
em recipientes de vidro, permanecendo em banho-maria em uma temperatura de
37 °C durante a analise. Apds a sonda envolta pela membrana esofagica, esta
desceu até encostar na superficie da formulacdo (velocidade de constante de 1
mm/s), a mesma foi introduzida 0,5 mm de profundidade, permanecendo em
contato com a formulagdo em andlise durante 60 segundos (velocidade de retorno
da sonda 0,5 mm/s). A forca méaxima necesséria para que a mucosa Se

destacasse da amostra foi observada. Esta analise foi realizada com n= 10.

4.2.5.4. Avaliagéo da liberagéo in vitro da curcumina

O estudo da liberacéao in vitro foi feito em células de Franz (Microette Plus)
com capacidade interna de 7 mL. Foi utilizada como solucdo receptora tampao
fosfato (pH 6,8) acrescido de 1% de polissorbato 80 (v/v), 15% de propilenoglicol
(1,2-propanediol) (v/v) e 5% etanol absoluto grau para CLAE (v/v) (GONCALEZ,
2015; KOORP et al., 2015), garantindo a condi¢cdo sink durante todo o ensaio. A
solucdo receptora apos preparada foi filtrada em sistema a vacuo e levada ao

ultrassom (Ultra Sonic Cleaner — Unique®) para a retirada de possiveis bolhas.
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Foram utilizadas membranas sintéticas de polissulfona com porosidade de 0,45
pum, 25 mm de didmetro e espessura média de 145 um, de modo que estas foram
dispostas sobre as células de Franz previamente ambientalizadas em solucéo
receptora, de maneira que impedisse a formacdo de bolhas. Em seguida, foi
colocado o anel dosador (com éarea de 1,77 cm? e as amostras
(aproximadamente 300 mg) foram adicionadas sobre as membranas sintéticas. A
concentragdo de curcumina nas amostras analisadas foi 10 vezes maior que a
concentracdo selecionada para os demais ensaios de caracterizacdo, ou seja,
800 uM. Esse aumento foi realizado para que fosse possivel a quantificacdo da
curcumina apos a sequéncia de diluicbes realizadas durante todo o experimento.
O ensaio foi mantido sob agitacdo de 300 rpm e a temperatura utilizada foi de 37
+ 1 °C. Nos tempos pré-determinados (5 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 16h,
20h e 24h) foram coletadas aliquotas de 1,5 mL das células de Franz e
imediatamente o0 meio foi reposto com mesmo volume de solucdo receptora. Em
seguida, as aliquotas foram levadas imediatamente para serem injetadas em
CLAE. Neste teste, foi avaliada a curcumina (800 uM) solubilizada em meio

receptor como controle. As analises foram realizadas em n=3.

4.2.5.5. Avaliacdo da permeacéo ex vivo

4.2.5.5.1. Teste de permeacdo ex vivo utilizando célula de difuséo tipo Franz

De maneira semelhante ao experimento anterior, descrito no item 4.2.5.4,
neste teste também foi utilizado o permeador com células de Franz (Microette
Plus), porém substituindo a membrana sintética por membranas esofagicas
suinas. As mucosas esofagicas suinas, de acordo com a literatura, melhor
mimetizam a mucosa da cavidade oral humana (MAZZARINO et al. 2015). A
solucdo receptora utilizada foi composta de solucdo tampao fosfato (pH 7,4)
contendo 1% de polissorbato 80 (v/v), 15% de propilenoglicol (1,2-propanediol)
(v/v) e 5% etanol absoluto grau para CLAE (v/v) (GONCALEZ, 2015; KOOP et al.,
2015), a qual foi adicionada no béquer jaquetado do sistema de célula de difusdo
vertical (Microette Plus). Previamente, as membranas esofagicas suinas foram

acondicionadas em solucéao fisiologica a 0,9%, durante aproximadamente 20
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minutos e com o auxilio de uma pinga, transferidas sobre as 6 células de Franz

com o lado externo da mucosa para cima, conforme Figura 4.

Figura 4 - Imagem de uma célula de Franz no preparo para o ensaio de
permeacao e retencgao.

Posteriormente as membranas esofagicas foram presas com anel dosador
e presilhas. Sobre as membranas presas, adicionou-se na area de 1,77cm?
disponivel no interior do anel dosador, cerca de 300 mg de amostra contendo
curcumina. As amostras liquidas foram acondidionadas em dispositivos de copos.
Os compartimentos internos das células de Franz foram agitados constantemente
a 300 rpm, onde circulava a solucao receptora a 37 + 1 °C. O equipamento foi
programado para realizar coletas em 10 tempos pré-determinados (5 min, 30 min,
1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 16h, 20h e 24h). As amostras coletadas foram imediatamente
fitradas em filtros de seringa PTFE de 0,45 um e injetadas em CLAE para
construcdo de um grafico de concentracdo permeada em funcdo do tempo. As
formulacbes analisadas foram comparadas com uma solu¢do de curcumina em
solugéo receptora como controle. A concentracdo de curcumina em todas as

amostras foi de 800 uM.

4.2.5.5.2. Teste de retencao ex vivo

ApOs 0 ensaio de permeacdo, as membranas esofagicas suinas foram

retiradas do equipamento e colocadas em uma placa de vidro ao abrigo de luz.
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Em seguida, foram preparadas para a realizacdo da retencéo, iniciando com a
cautelosa remocéo do excesso de formulacdo sobre as peles, utilizando papel fino
e absorvente. Em seguida, a area que a formulacdo estava em contato com a
pele foi recortada (Figura 5) e fragmentadas, utilizando uma tesoura cirargica.
Logo apds, ainda ao abrigo de luz, a pele foi colocada em tubos de ensaio
contendo 2 mL de acetonitrila e triturada em ultraturrax, os quais foram agitados
em vortex por 2 minutos, sonicados em banho de ultrassom (Ultra Sonic Cleaner
— Unique®); durante 30 minutos e centrifugados durante sete minutos em 3000
rom. O sobrenadante foi entdo filtrado e analisado em CLAE para quantificacao
da curcumina retida.

Figura 5 - Foto da preparacdo das membranas esofagicas no teste de retencao.

4.2.5.5.3. Método analitico para quantificagdo da curcumina

O método utilizado para quantificacdo da curcumina foi validado
anteriormente por Fonseca-Santos e colaboradores (2016), em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Varian®, com detector
espectrofotométrico ProStar®-330-UV-VIS-PDA e Rheodine-VC-125, com auto
mostrador, Varian- ProStar® modelo 410 e injecdo automatica de 20 pL. A coluna
cromatografica utilizada foi C18 de 250 mm x 4,6 mm com tamanho de particula
de 5 um.
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A proporcdo de fase movel (agua acidificada contendo 2% de acido
aceético:acetonitrila) foi de 50:50, fluxo de fase mével de 1,2 mL por minuto,
comprimento de deteccdo no UV de 425 nm e temperatura do forno de 33 °C.

Foi construida uma curva analitica utilizando 8 pontos entre as
concentracfes de 0,5-15 pg/mL de curcumina em acetonitrila. As solucfes foram
injetadas no cromatografo e os valores obtidos da &rea sob a curva foram
aplicados na equacao da curva analitica.

4.2.6. Fotodegradacao da curcumina por UV

Este ensaio foi realizado no Instituto de Fisica de S&o Carlos, no Centro de
Otica e Fotbnica, na Universidade Estadual de S&o Paulo. As medidas foram
efetuadas em espectrofotdmetro de leitor de placas, Termo Scientific, Multiskan™
GO no comprimento de onda de 570 nm. As amostras utilizadas foram DMSO,
PEI-0%, PLU-0% e PP-0% sem e com a incorporacdo de curcumina 80 pM.
Foram adicionados 100 pL de cada formulacdo em pocos de placa de poliestireno
(n=6). As amostras foram aferidas antes e apo0s a irradiacdo em tempos pré-
determinados como descritos na Tabela 2, juntamente com a dose (J/cm?) a que
correspondem. Foram integradas as curvas de absorcdo utilizando o software
Microcal Origin 7.5 TM.
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Tabela 2 - Tempos pré-determinados de irradiacdo das amostras de DMSO, PEI-
0%, PLU-0% e PP-0% sem e com a incorporacdo de curcumina 80 pM e as
respectivas doses de luz (J/cm?).

Tempos de irradiagdo (min) Dose de luz (J/cm?)
1 2,01
2 4,02
3 6,04
4 8,06
5 10,07
8 16,12
10 20,15
20 40,30
30 60,44

4.2.6.1. Medida de Fluorescéncia

A fluorescéncia induzida com excitagdo em 405 nm foi mensurada no
espectrofluorimetro HITACHI F-4500. A emissdo das amostras de DMSO, PEl,
PLU e PP sem e com a incorporacdo de curcumina 80 uM foi coletada em 500
nm. Da mesma maneira como realizada no estudo de fotodegradacédo da
curcumina por UV, as amostras foram aferidas antes e apds a irradiacdo em

tempos pré-determinados (1, 2, 3, 4, 5,8, 10, 20 e 30 minutos).

4.2.7. Testes microbioldgicos in vitro

4.2.7.1. Pré-in6culo e in6culo

Os ensaios microbiolégicos in vitro foram realizados na Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” de
Araraguara, no Laboratério de Microbiologia Aplicada. Todas as etapas descritas
a seguir, foram realizadas assepticamente. Para o preparo do pré-inéculo, cepa
padrdo de Candida albicans ATCC 90028 foi mantida congelada a -80 °C até o

momento do experimento. Para reativacao, foi inoculado 1 pL em placa de cultura
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com meio especifico Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol (0,01%),
utilizando a técnica por esgotamento e em seguida, incubada a 37 °C por 48
horas. Com o auxilio de uma algca de inoculacdo descartavel estéril, foram
transferidas cinco colbnias isoladas para um tubo c6nico contendo 10 mL de meio
Yeast Nitrogen Base (YNB) estéril e levado para o vortex durante 15 segundos e,
posteriormente, incubado a 37 °C por 16-18h com a tampa entreaberta. Apds o
periodo de incubacéo, foi preparada uma lamina com uma aliquota do pré-indculo
e observada em microscopio Optico, para certificacdo de auséncia de
contaminacgdo. Logo, foram realizadas duas diluicdes do pré-inéculo obtido (1:10 e
1:20) para a obtencdo de um inoculo. Foi realizada a verificagdo da densidade
Optica em espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 540 nm. O valor da
densidade o6ptica no tempo Oh foi registrado e, posteriormente, subtraido da
leitura subsequente, realizada apos 8h de incubacéo do inéculo a 37°C, em estufa
bacteriol6gica estatica. Como referéncia foram usados os dados da curva de
crescimento do microrganismo em estudo, para determinagdo do meio da fase de
crescimento exponencial (fase mid-log), foi escolhido o in6culo com a DO entre
0,52-0,56, correspondente a concentracdo de 10’ UFC/mL para a formacédo de
biofilmes. Apo6s a padronizagdo do in6culo, foram realizadas duas lavagens com
solucédo salina 0,85% e centrifugacdo a 5000g durante 10 minutos, a 4°C. A
seguir, na Figura 6 esta representado em forma de esquema ilustrativo todo o

processo descrito.
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Figura 6 - Esquema dos procedimentos realizados para obtencédo do pré-inoculo e

inoculo.
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4.2.7.2. Determinagdo da concentracédo inibitéria minima (CIM) da curcumina

no sistema desenvolvido

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicdo de
acordo com a metodologia descrita segundo o documento M27A3 da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) 2008, com modificacbes (SALMAZI et al.,
2015). Em cada orificio das microplacas (96 pocos) foi acrescentado meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640, ajustado ao pH 7,0
com tampdo HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanolsulfénico) e
esterilizado por membrana filtrante 0,22 um. Adicionalmente foram acrescentados
100 uL da solugdo de curcumina em DMSO a 10%, PP-CUR-0% e miconazol em
10% de DMSO e realizada a diluicdo seriada. Em seguida foram distribuidos 100
ML da suspensao do microrganismo em cada orificio das microplacas, de modo as
concentragdes finais das amostras com curcumina testadas foram de 4,88 a 625

pMg/mL (solugédo e formulagédo) e do controle negativo miconazol, de 6,9 a 780
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png/mL. Esse procedimento foi realizado em duas placas diferentes, de forma que
uma foi a placa escura e a outra a placa PDT. Também foi realizado o controle do
meio de cultura estéril e controle positivo (crescimento de Candida albicans). As
microplacas foram incubadas em estufa microbiolégica a 37°C por 48 horas. Em
seguida, a placa PDT com todas as amostras acondicionadas foi irradiada com
LED azul durante dez minutos (dose 10,07 J/cm?), enquanto a placa escura

permaneceu reservada ao abrigo de luz (SALMAZI et al., 2015).

4.2.7.2.1. Leitura com revelador cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio

ApoOs o término da incubacgéo foram adicionados 20 pL de solugdo aquosa
de 2% de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC), e incubacdo a 37°C por trés
horas. A inativacdo do crescimento da levedura mantém as solu¢bes dos pocgos
intactos, contudo a coloracdo avermelhada aponta sua proliferacdo (DUARTE et
al., 2005).

4.2.7.3. Formacao de biofilmes

Em 2 placas de 96 pogos com fundo chato, foram transferidos 150 pL do
in6culo (em meio de cultura RPMI) em cada poco e incubadas por 90 minutos,
referente ao periodo de adesdo (CHANDRA et al, 2001). Em seguida, o0 meio de
cultura foi retirado, e cada poco lavado duas vezes com tampéao fosfato-salino
(PBS do Inglés Phosphate-buffered saline) pH 7,3, estéril, e apés a lavagem,
adicionou-se 150 pL de meio de cultura liquido estéril. A placa foi incubada por 48
horas, onde apds 24 horas houve a renovacao de 75 pL de meio (ANDRADE et
al, 2013).
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4.2.7.3.1. Tratamento do biofilme

Apbés os biofilmes serem cultivados nas placas, as mesmas foram
nomeadas como placa 1: escura e placa 2: PDT. Ambas tiveram todo meio de
cultura retirado dos pocos, lavadas duas vezes com PBS e, posteriormente, ao
abrigo de luz, os pocos contendo os biofilmes formados receberam 150 pL, em
triplicata, dos seguintes tratamentos: formulagdo PP-0% com curcumina 80 uM,
formulacdo sem curcumina, solucdo em DMSO 10% curcumina 80 uM, e PBS
estéril, como controle. Apés 20 minutos, tempo de pré-irradiacdo, a placa 2 foi
irradiada com LED durante 10 minutos (dose 10,07 J/cm?). Em seguida, todo
contetdo dos pocos de ambas as placas foram retirados. Todos 0s poc¢os foram
lavados duas vezes com PBS e adicionados 100 pL de solucéo salina estéril a
qual foi coletada por mini swabs estéreis, realizando movimentos circulares para a
total retirada do biofilme pés-tratamento. Logo em seguida, os swabs foram
transferidos para microtubos contendo 900 pL de solucédo salina, e agitados em
vortex durante 30 segundos para o desprendimento das células, com posteriores
diluicbes seriadas (10! a 10°). Aliquotas das diluicbes foram plagueadas em
placas de Petri contendo SDA com cloranfenicol. Apés 24 horas de incubacado a
37 °C, realizou-se a contagem das colbnias crescidas nas placas e foi calculado o

numero de UFC/mL.

4.2.7.5. Ensaio para quantificacdo da atividade metabdlica (XTT)

Apbs o preparo do pré-indculo e inéculo como descrito no item 4.2.7.1.,
foram realizadas duas lavagens com solucdo salina 0,85%, em seguida,
ressuspendida em solucao salina e transferido 100 pL para placas de 96 pogos
estéreis, e incubado em shaker a 37°C por duas horas a 80 rpm, para que
houvesse a adesédo do biofilme. ApOs esse periodo, foi retirado todo o
sobrenadante com muita cautela, de modo que assegurasse a permanéncia do
biofilme. Foram adicionados 100 pL de meio RPMI em cada pog¢o, com posterior
incubacdo em shaker a 37°C durante 48h. Contudo, apés 24h foi realizada a
renovagao do meio de cultura. Em seguida, foi removido o sobrenadante e lavado

com 200 pL de salina, cuidadosamente, e realizada a aplicacdo dos tratamentos,
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com posterior incubacdo em shaker a 37°C por 24h. Ressalta-se que o0s
tratamentos testados foram preparados previamente em microtubos de 2 mL,
estéreis, de modo que foram compostos por 500 pL de meio de cultura RPMI
estéreis e 500 pL dos tratamentos, os quais foram: formulacdo PP-CUR-0%, PP-
0%, miconazol em DMSO 10%, curcumina em DMSO 10% e a solucdo de DMSO
10%. Destaca-se que as formulagbes PP-CUR-0%, PP-0% foram selecionadas
pois apos avaliacdo dos resultados dos testes de caracterizacdo, foram as que
apresentaram melhor mucoadesividade. Tais amostras foram preparadas apenas
em condi¢cOes asseépticas.

Posteriormente, foram adicionados aos pocos, ainda com as amostras
incubadas, 200 pL de solucdo de XTT e incubado por mais trés horas. Finalizado
o tempo de incubacdo, ao abrigo de luz, foram transferidos 150 pL para
microtubos e levados a centrifugacédo por 20 minutos a 10000 rpm. Em seguida,
100 pL do sobrenadante de cada amostra centrifugada foram transferidos para
uma placa estéril e levada para leitura a 492 nm em espectrofotdmetro, onde
foram coletadas as absorbancias de cada poco (DE FOGGI et al. 2016; DOS
SANTOS RAMOS et al., 2015).

4.2.7.6. Avaliacdo da viabilidade celular de queratindcitos por intermédio do

revelador de crescimento Alamar Blue

A avaliacdo do efeito citotoxico da formulacdo com e sem a incorporacao
de curcumina (PP-0% e PP-CUR-0%) foi analisada em células do tipo
queratinécitos saudaveis (HaCat), no Laboratério de Cultura de Células e
Engenharia de Tecidos da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Brasil.

Para a deteccdo do dano celular, o corante Alamar Blue foi utilizado por
sua capacidade de alteracéo de cor para azul (NOCIARI et al., 1998).

Foram cultivadas em placas de poliestireno estéreis com 24 pocos (100000
células/pocgo), em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) de alta glicose, contendo 10% de soro
fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina, 100 mg/mL e estreptomicina, e 2 mmol/L de
glutamina, durante 24-48 horas, a 37°C em estufa com 5% de CO2, até que

atingisse a confluéncia 80%.
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Em seguida, as células foram lavadas com PBS e todo meio de cultura foi
substituido por 800 uL de meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) com 10% de Alamar Blue. As formulacdes a serem testadas (200 pL de
PP-0%, PP-CUR-0%, CM, CV) foram adicionadas no interior de dispositivos
Transwell® (10 um), os quais posteriormente foram transferidos para o interior dos
pocos para a realizacdo do experimento (Figura 7). Neste experimento a
concentracdo de curcumina incorporada na formulagdo PP-0% foi de 80 pg/mL,
conforme resultados obtidos na determinacdo da CIM. Para efeito e comparacéo
foi utilizado como controle de morte (células inviaveis), o Triton X-100 a 9% e o
controle vivo, apenas meio de cultura com Alamar Blue. Ressalta-se que também
foram realizados os brancos de todos 0s grupos experimentais, de modo a
descontar do valor final obtido.

A viabilidade celular foi avaliada apos 24 e 48h que as formulacdes
entraram em contato com as células. A fluorescéncia foi mensurada utilizando um
fluorimetro de microplacas (Fluoroskan, Lab Systems) em 544 nm de excitacdo e

590 nm de emissao. Os ensaios foram realizados em trés dias diferentes (n=9).

Figura 7 - Imagem do dispositivo Transwell® para inser¢cdo das amostras em
contato com as células cultivadas em placa de 24 pogos.
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4.2.8. Testes microbioldgicos in vivo

Foram utilizados 101 camundongos Swiss fémeas, livre de patdgenos,
entre 20-25 g, nos experimentos descritos abaixo. Os animais foram alocados por
randomizacdo em grupos experimentais antes de cada experimento. A sala foi
mantida com temperatura controlada (23 + 2°C), com alimentacdo e agua a
vontade. O projeto e protocolo de pesquisa deste estudo foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (23/2017). Os camundongos, com
aproximadamente 6 semanas de vida, foram provenientes do Biotério de Botucatu
(UNESP). Os animais foram protegidos em mini-isoladores individuais, e
alimentados com racdo triturada e Umida e agua ad libitum. Previamente aos
experimentos, foi analisada a presenca de leveduras do género Candida na lingua
de todos os animais, por intermédio de coleta realizada com swab estéril
umedecido em solugdo salina e friccionado sobre a lingua de cada animal
(CARMELLO et al., 2016).

4.2.8.1. Cultivo do microrganismo e obtencéo da suspenséo celular

Para a inducdo da candidose oral nos camundongos, foi utilizada a cepa de
referéncia Candida albicans ATCC 90028 (Rockville, MD). A cepa foi
descongelada e reativada em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) a
37 °C durante 48 horas. Apés, a cultura foi reativada em tubos com 5 mL de RPMI
1640 a 37°C durante 18 horas, sob agitacdo em shaker, a 150 rpm. Os tubos
foram centrifugados a 10.000 rpm x 10 min e lavados em solucdo salina estéril e
ressuspensas no mesmo volume, novamente em solugdo salina estéril, a

concentracdo final da suspenséo foi de 107 células/mL (CARMELLO et al., 2016).

4.2.8.2. Inducédo de candidose em lingua de camundongos

Para inducédo da candidose bucal nos animais, foi utlizada uma
metodologia jA descrita na literatura (CARMELLO et al.,, 2016). Os autores

averiguaram 0s requisitos necessarios para se estabelecer em camundongos a
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candidose bucal, e nesse estudo eles observaram macroscopicamente no dorso
das linguas dos animais a presenca de lesbes brancas e pseudomembranas,
tipicas da doenca.

Para isso, os animais foram imunossuprimidos com injecfes subcutaneas
de metilprednisolona, na dose de 100 mg/kg de massa corporal, nos dias 1, 5,9 e
13 do experimento. Foram utilizadas seringas de insulina descartaveis (Bd Ultra-
Fine) com agulha 0,3 x 8 mm, para todas as administracdes injetaveis.
Tetraciclina (0,83 mg/mL) foi administrada na agua disponibilizada aos animais,
durante todo periodo experimental. No dia 2, os animais foram sedados com uma
injecao intramuscular de 50 pL de cloridrato de clorpromazina 0,1 mg/mL em cada
fémur e em seguida foram inoculados com a suspenséo fangica na concentracdo
de 107 UFC/mL. Para isso swabs estéreis foram embebidos nas solugbes e

passados sobre o dorso da lingua dos animais por 30 segundos.

4.2.8.3. Tratamento e avaliacdo microbioldgica

No sétimo dia, a infeccédo foi verificada por inspecdo visual e os animais
foram divididos aleatoriamente em grupos. Os tratamentos foram realizados
diariamente do dia 7 ao 11. Para isso, 0os animais foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal de ketamina na concentracdo de 100 mg/Kg do peso corporal do
animal e xilazina 10 mg/Kg do peso corporal.

Protocolo F+L+: Vinte e quatro animais pertenceram a esse grupo e foram
submetidos a PDT. As linguas dos animais foram cuidadosamente levadas para
fora da cavidade bucal do animal para a aplicacdo de 50 pL da curcumina
incorporada em sistema precursor de cristal liquido mucoadesivo a 1250 pug/mL
(PP-CUR-0%). Destaca-se que os procedimentos foram realizados ao abrigo de
luz, uma vez que a curcumina é um ativo fotossensivel.

Os animais permanecem em ambiente escuro durante 20 minutos (tempo
de pré-irradiacdo). Depois desse periodo, as linguas dos animais foram expostas
a luz LED por 70 segundos resultando em uma dose de 10,07 J/cm? (Grupo F+
L+).

Protocolo F+L-: Vinte e quatro animais pertenceram a esse protocolo. As

linguas dos animais foram cuidadosamente levadas para fora da cavidade bucal
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do animal para a aplicacdo de 50 puL da curcumina incorporada em sistema
precursor de cristal liguido mucoadesivo a 1250 pug/mL. Neste grupo, 0s animais
receberam tratamento apenas com a curcumina, sem irradiagdo. Entdo, animais
permaneceram com a curcumina em contato com a superficie lingual por 20 min e
70 segundos, em ambiente sem qualquer iluminacao.

Protocolo F-L-: Vinte e quatro animais pertenceram a esse protocolo. Nao
receberam nenhum tratamento. Grupo considerado controle positivo.

Protocolo Nis: Vinte e quatro animais pertenceram a esse protocolo. Os
animais receberam tratamento com 50 pL de Nistatina 100000 Ul/mL, uma vez ao
dia, durante cinco dias. O farmaco foi adquirido comercialmente, produzido pelo
Laboratério Farmacéutico Neo Quimica® A Nistatina tem sido amplamente
utilizada para o tratamento de candidose oral, servindo como tratamento padrao
para comparacao.

Protocolo CN: Cinco animais nao inoculados pertenceram a esse grupo. Os
animais deste grupo nao receberam inoculacdo de Candida albicans e nenhum
tratamento. Grupo considerado controle negativo; animais saudaveis.

Os protocolos de tratamentos foram aplicados diariamente (do sétimo ao
décimo primeiro). Em seguida, a avaliagdo microbiolégica por esfregaco, a
avaliacdo macroscopica e a remoc¢dao da lingua para andlise histopatologica foram
realizadas vinte e quatro horas e sete dias apds o término dos tratamentos
(décimo segundo e décimo oitavo dia).

Assim, os animais submetidos a cada um dos protocolos F+L+, F+L-, F-L- e
Nis foram aleatoriamente divididos em dois grupos (24h e 7d, os quais foram
avaliados apés, 24 horas e 7 dias ao ultimo tratamento, respectivamente), de
acordo com o periodo de avaliacdo (dia 12 ou dia 18). A tabela 3 descreve o0s

grupos avaliados.
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Tabela 3- Descricdo do numero de animais em cada grupo avaliado, na avaliacao

do sistema PP-CUR-0% no tratamento da candidose bucal.

Quantidade de animais n=12 para 0s grupos:
utilizados por grupo na pesquisa F+L+ 24h;

F+L- 24h;

F-L- 24h;

Nis 24h;

F+L+ 7d;

F+L- 7d;

F-L- 7d;

Nis 7d;

n=5 para o grupo CN

Total de grupos 9

Total de animais 101

Os animais do grupo CN foram avaliados somente no dia 12, ou seja, vinte
e guatro horas ap6s o ultimo tratamento. As lesdes na lingua dos animais foram
avaliadas antes do inicio dos tratamentos propostos e apés 24 horas e 7 dias da
ultima aplicagéo (analise macroscoépica das lesdes de candidose).

As linguas foram cuidadosamente esfregadas por 1 minuto com cotonete
estéril (analise microscépica). Os cotonetes foram entédo transferidos para tubos
contendo 1 mL de solugéo salina e agitados em vértex por 1 minuto para retirada
as células de Candida albicans. Apds, foram feitas diluicbes em série a partir das
amostras contidas nos tubos e plagueadas em duplicata sobre meio de cultura
SDA com 0,01% de cloranfenicol. Apés 48 horas de incubacdo a 37 °C, as
colbnias viaveis foram contadas e os valores de UFC/mL foram determinados. Os
animais foram eutanasiados 24 horas (dia 12) ou 7 dias (dia 18) apds a ultima
aplicacao dos tratamentos propostos, por meio de inje¢édo intramuscular na regido
femoral, com dose de ketamina (200 mg/kg) e xilazina 10 mg/Kg do peso corporal.
ApoOs a eutanasia, a lingua de cada animal foi removida cirurgicamente e foram
realizados cortes transversais para realizagdo da analise histologica. A Figura 8
mostra os dias em que os procedimentos foram realizados, para melhor

entendimento.
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Figura 8 — Esquema cronoldgico dos procedimentos de inoculagdo, imunossupressao, tratamentos, recuperacdo com posterior
plagueamento das células de Candida albicans inoculadas nas linguas dos animais e eutanasia, do experimento realizado em
camundongas Swiss mice.

Recuperacdo e plagueamento/
‘ \ Eutandsia
Imunossupresso

Inoculacdo

(Fonte: adaptado de SAKIMA, 2017).
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4.2.8.4. Analise histoldgica

Logo depois da fixagdo em formol & 10%, as linguas foram seccionadas em
série de seis micrometros de espessura (amostras previamente tratadas com
parafina, montadas em laminas de vidro e coradas com reagente acido periodico
de Schiff e também com hematoxilina-eosina). As laminas foram examinadas sob
microscépio de luz com ampliacdo de 36, 125 e 250 vezes. Foram avaliadas
quatro laminas de vidro por amostra. As alteracdes histoldgicas foram avaliadas
guanto a presenca de células inflamatérias, modificacdo das células presentes no
tecido conjuntivo, epitelial e substancia fibrosa intercelular. A avaliagdo foi
realizada por um Unico examinador cego para cada grupo experimental de acordo

com os diferentes intervalos de tempo em estudo.

4.3. Analises estatisticas

Os dados da forca de mucoades&o in vitro tiveram o pressuposto de
normalidade atendido em 11 grupos (p=0,067) de acordo com o teste de Shapiro-
Wilk e os dados apresentaram heterocedasticidade de acordo com o teste de
Levene (p<0,001). Optou-se por utilizar a analise paramétrica dos dados, com
correcdo de Welch. Assim, os dados foram submetidos a Analise de Variancia a
dois critérios (Formulacédo e Saliva), seguida do pés-teste de Games Howell. O

nivel de significancia adotado foi de 0,05.

Os testes de liberacdo e permeacdo in vitro foram estatisticamente
analisados utilizando o teste ANOVA de um critério com pés teste de Tukey usado

para comparar as médias entre os grupos (a=0,05).

Para o ensaio da determinagéo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
no ensaio de avaliagdo da viabilidade celular foram os resultados avaliados pela
ANOVA a um fator com corre¢cdo de Welch, seguida do pos-teste de Games
Howell (a=0,05).

Testes microbioldgicos in vivo tiveram os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade checados. Os outros grupos mostraram distribuicdo normal

(p=0,149), com excegao do grupo NIS (p=0,040) que teve sua decisado préxima do
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limiar de significancia. A homocedasticidade foi verificada com o teste de Levene
(p=0,382). Assim, os dados foram submetidos a ANOVA a um fator e pos-teste de
Tukey (a=0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacéao fisico-quimica

5.1.1. Microscopia de luz polarizada

As 108 formulacdes foram observadas em plano de luz polarizada,
objetivando analisar a estruturacdo organizacional dessas amostras. As
fotomicrografias dos sistemas selecionados podem ser observadas na Figura 9.
Foi possivel verificar a presenca de campo escuro, indicativo de microemulsdes, e
a presenca de estruturas semelhantes a cruzes-de-malta e estrias, indicativas de

fase lamelar e hexagonal.
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Figura 9 - Fotomicrografias dos sistemas PEI-0%, PEI-30%, PEI-50%, PEI-100%,
PLU-0%, PLU-30%, PLU-50%, PLU-100%, PP-0%, PP-30%, PP-50% e PP-100%
sob microscopio de luz polarizada.

PEI PLU PP

0%

50%

As setas apontam cruzes-de-malta nas imagens, as quais séo indicativas de sistema de
cristal liquido de mesofase lamelar. PEL: Formulacdo contendo Polietilenoimina 0,5%; PLU:
Formulacdo contendo Pluronic® 16%; PP: Formulagéo contendo Polietilenoimina 0,5% e
Pluronic® 16%.

Como pode-se observar, a formulagdo PEI, sem adicdo de saliva artificial,
foi classificada como isotrGpica, ou seja, a amostra nao foi capaz de ocasionar
desvio da luz polarizada, o que indica fortemente a formagdo de um sistema
microemulsionado, corroborando com a avaliagdo macroscopica realizada
anteriormente. Apds a adicdo da saliva artificial, foram visualizadas estrias nas

amostras PEI-30% e PEI-50%, indicativas de mesofases hexagonais. Na amostra
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PEI-100%, além das estrias, constatou-se a presenca de cruzes-de-malta,
indicativas de fase lamelar. E possivel observar que, & medida em que se
adicionou saliva artificial, os sistemas passaram de microemulsdes para cristais
liquidos, comportamento este também observado por Salmazi e colaboradores
(2015) ao adicionar muco vaginal simulado em um sistema constituido por acido
oleico, &lcool cetilico etoxilado e propoxilado e dispersdo de quitosana e
poloxamer.

As amostras PLU-0% e PP-0% apresentaram igualmente campo escuro,
também corroborando com as avaliacbes sugeridas na analise visual. Nas
amostras PLU-30%, PLU-50%, PP-30%, PP-50% e PP-100% foi possivel
observar a presenca concomitante de estrias e cruzes-de-malta, caracteristicas
de mesofases hexagonal e lamelar, respectivamente; na amostra PLU-100%

observou-se apenas estrias, sendo classificada como cristal liquido hexagonal.

5.1.2. Diagrama de fases ternario ap0s caracterizacao por MLP

ApOs a caracterizacdo por microscopia de luz polarizada, foi possivel
observar que as formulacdes anteriormente classificadas por analise visual como
sistemas liquidos transparentes apresentaram campo escuro, indicativo de
microemulsfdes. As regides de sistema opaco também apresentaram campo
escuro. Os sistemas translicidos apresentaram na MLP a presenca de cruz-de-
malta e estrias, caracteristico de sistemas liquido-cristalinos de mesofase lamelar
e hexagonal, respectivamente. Para 0s sistemas transparentes Vviscosos
observou-se a presenca de campo escuro, 0 que sugere a formacéo de mesofase
cubica, a qual foi confirmada por espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS).
Dessa forma, a analise por microscopia de luz polarizada corroborou com a
analise visual, realizada anteriormente. Os diagramas podem ser observados na

Figura 10.



71

Figura 10 - Diagramas de fases ternario A, B e C, classificados segundo microscopia de luz polarizada onde: cristal liquido (CL),

emulsdo (EM), microemulsédo (ME) e separacédo de fases (SF).
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Pode-se observar nos diagramas formados que a alteracédo dos polimeros
na fase aquosa foi capaz de exercer modificacdes nas regides de dominio do
diagrama. Em diagramas contendo dispersdo de PEl (A e C), as regides de
microemulsdes foram mais estreitas (0-25% de fase aquosa). No diagrama B foi
possivel observar que apenas com a utilizacao de dispersao de poloxamer houve
maior faixa de formacdo de sistemas microemulsionados (0-35% da disperséo).
Consequentemente, a regido de formacgdo de cristais liquidos teve sua regido
estendida (0 a 85% de fase aquosa e de 10-100% de tensoativo). Em estudo
realizado anteriormente por Bernegossi e colaboradores (2016) também foi
observado o mesmo perfil da regido de dominios de transicdo de microemulsées
para sistemas liquido-cristalinos para um sistema em que se empregou como fase
aguosa concentracdes crescentes de dispersdo de poloxamer (0,5, 0,75 e 1%).
Fonseca-Santos (2015) obteve um aumento na regido de dominio de sistemas
liguido-cristalinos apdés empregar dispersao de poloxamer 0,5% associada de
dispersédo de quitosana 0,5% como fase aquosa. Pode-se observar, dessa forma,
gue as regides de microemulsdo sdo promissoras como precursoras de cristais
liquidos, uma vez que a adicdo de fase aquosa pode promover a transicdo para
regides de formacédo de sistemas liquido-cristalinos.

Houve também uma diminuicdo da regido de separacdo de fases quando
utilizada a dispersao de poloxamer nos diagramas B e C (0-20% de fase aquosa,
10-25% de tensoativo e de 65-100% de fase oleosa) em relacdo ao diagrama A
(0-25%, 0-30% e 55-100%).

Apbs tais observacdes comportamentais dos sistemas, foi escolhida uma
formulacdo de cada diagrama, como pode ser observado nas Figuras 9A, 9B e
9C, considerando-se a baixa viscosidade das formulagdes, que viabiliza os
ensaios microbiolégicos in vitro, e promissora organizagdo estrutural com a
diluicdo aquosa. As formulagbes foram nomeadas como PEI, PLU e PP, todas
com a mesma proporcao de fase aquosa, oleosa e tensoativo, como pode ser
observado na Tabela 4, assim como as diluicbes em saliva artificial, realizadas
3:1, 2:1, 1:1, que foram igualmente caracterizadas (Figura 11).

Esse método possibilitou a identificagcdo do nivel de organizacéo estrutural

das mesofases, observando se houve anisotropia, ou seja, se na presenca de um
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plano de luz polarizada a amostra foi capaz de desviar a luz incidente, ou se

houve isotropia, ou seja, se ndo houve o desvio da luz polarizada.
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Tabela 4 - Composicao das amostras precursoras de cristal liquido selecionadas e suas respectivas diluicbes com saliva artificial e

adicao de curcumina.

Componentes % (m/m)

Alcool cetilico Acido Dispersio Agua Poloxamer Saliva CUR

Formulacdes propoxilado e etoxilado  Oleico PEI 5% purificada artificial (UM)
PEI 30 60 10 - - - -
PEI-30% 30 60 10 - - 30 -
PEI-50% 30 60 10 - - 50 -
PEI-100% 30 60 10 - - 100 -
PLU 30 60 - 10 16 - -
PLU-30% 30 60 - 10 16 30 -
PLU-50% 30 60 - 10 16 50 -
PLU-100% 30 60 - 10 16 100 -
PP 30 60 10 - 16 - -
PP-30% 30 60 10 - 16 30 -
PP-50% 30 60 10 - 16 50 -
PP-100% 30 60 10 - 16 100 -
PEI-CUR 30 60 10 - - - 80
PEI-CUR-30% 30 60 10 - - 30 80
PEI-CUR-50% 30 60 10 - - 50 80
PEI-CUR-100% 30 60 10 - - 100 80
PLU-CUR 30 60 - 10 16 - 80
PLU-CUR-30% 30 60 - 10 16 30 80
PLU-CUR-50% 30 60 - 10 16 50 80
PLU-CUR-100% 30 60 - 10 16 100 80
PP-CUR 30 60 10 - 16 - 80
PP-CUR-30% 30 60 10 - 16 30 80
PP-CUR-50% 30 60 10 - 16 50 80

PP-CUR-100% 30 60 10 - 16 100 80
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Figura 11 - Imagens dos sistemas e suas respectivas diluicdes com saliva artificial sem curcumina; onde: A) PEI-0%, PEI-30%,
PEI-50% e PEI-100%, B) PLU-0%, PLU-30%, PLU-50% e PLU-100% e C) PP-0%, PP-30%, PP-50% e PP-100%.

A) B) C)

PEI 0% 30% 50% 100% PLU 0% 30% 50% 100% PP 0% 30% 50% 100%

PEI: Formulagdo contendo Polietilenoimina 0,5%; PLU: Formulacdo contendo Pluronic® 16%; PP: Formulag&o contendo Polietilenoimina 0,5% e Pluronic®
16%.
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Destaca-se ainda na Figura 11, a diferenciagdo da coloragédo das
formulacbes, onde é possivel observar que em todas as formulacbes antes de
serem diluidas com a saliva artificial (PEI-0%, PLU-0% e PP-0%), apresentavam-
se translicidas, caracteristica de microemulsfes e apds a diluigdo houve uma
transicado para sistemas opacos, caracteristicos de cristais liquidos. Isso porque a
elevacdo da proporcdo de fase aquosa em contato com o tensoativo, pode
ocasionar o empacotamento das micelas, derivando assim em estruturas
nanoestruturadas, como as mesofases lamelar, hexagonal e cubica (CARVALHO,
2012).

5.1.3. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

Apesar da microscopia de luz polarizada apresentar-se como uma
ferramenta adequada para caracterizacdo de sistemas liquido-cristalinos, se faz
necessario a confirmacdo da organizacdo estrutural com medidas de
espalhamento de raios X a baixo angulo. Essa € uma andlise amplamente
utilizada por diversos autores, pois é capaz de caracterizar microemulsées e
cristais liquidos de maneira mais precisa, assim como gerar informacdes
correspondentes as distancias interplanares com dimensdes nanométricas
(OYAFUSO et al, 2014; MANAIA, 2012).

As curvas com os valores dos picos obtidos nesta analise das amostras
PEI, PEI-30%, PEI-50%, PEI-100%, PLU, PLU-30%, PLU-50%, PLU-100%, PP,
PP-30%, PP-50% e PP-100% podem ser visualizadas na Figura 12.
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Figura 12 - Curvas de SAXS das formulacdes A) PEI, PEI-30%, PEI-50%, PEI-
100%, B) PLU, PLU-30%, PLU-50%, PLU-100% e C) PP, PP-30%, PP-50% e PP-
100% (n= 3).
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A relacdo dos picos de SAXS no vetor de espalhamento (q) fornece dados
relevantes, como as distancias nanométricas quando usada a Equacdo 1: d=
21/gmax. O valor de gmax € o valor de g no pico de refragdo. Também € possivel
sugerir a organizacao estrutural analisando a posic¢éo relativa dos picos, de modo
gue quando observa-se a relacdo de 1:2:3:4:5, tem-se mesofase lamelar, a
relagdo V1:¥3:¥4 é indicativa de fase hexagonal e v2: V3: V4 de fase cubica
(OYAFUSO et al, 2014; SALMAZI et al, 2015).

Para melhor apreciacdo dos dados, os valores das distancias calculadas

foram expostos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Razédo entre as distancias interplanares (d2/d1 e d3/dl), distancia do
espacamento (nm) entre duas camadas adjacentes para as mesofases lamelares
e a distancia entre as arestas dos cilindros para as mesofases hexagonais das
amostras PEI, PEI-30%, PEI-50%, PEI-100%, PLU, PLU-30%, PLU-50%, PLU-
100%, PP, PP-30%, PP-50% e PP-100% e suas estruturas.

Amostra d2/d1 d3/d1 nm Estrutura
PEI-0% - - - Microemulséo
PEI-30% 2,02 3,02 0,89 Lamelar
PEI-50% 2,00 3,00 1,04 Lamelar
PEI-100% 2,04 3,11 1,49 Lamelar
PLU-0% - - - Microemulséo
PLU-30% 1,62 2,02 1,69 Hexagonal
PLU-50% 1,71 2,05 1,79 Hexagonal
PLU-100% 2,03 3,06 2,16 Lamelar
PP-0% - - - Microemulséo
PP-30% 1,62 3,05 1,69 Lamelar
PP-50% 1,67 2,05 1,84 Hexagonal
PP-100% 1,73 2,00 2,09 Hexagonal

Observou-se pela Tabela 5, juntamente com as Figuras 12A, 12B e 12C,
gue os resultados obtidos de SAXS para as formula¢des PEI-0%, PLU-0% e PP-
0% corroboraram com as avaliacdes feitas na avaliacdo visual e em MLP (campo
escuro), uma vez que apresentam um pico alargado, tipico de microemulsdes. As
amostras PEI-30%, PEI-50% e PEI-100%, representadas na Figura 12A,
apresentaram caracteristicas de mesofase lamelar, pois apresentaram a relacéo
dos picos de 2:3; todavia, na andlise microscépica foram classificados como
cristais liquidos de mesofase hexagonal, uma vez que apresentavam predominio
de estrias. Com isso, pode-se sugerir que esses sistemas estdo em transicao de

mesofase lamelar para mesofases mais estruturadas, como as hexagonais.

Pela Figura 12B, observou-se a curva de SAXS da amostra PLU-0%.
Verificou-se um unico pico alargado, indicativo de microemulsdes, confirmando a
analise realizada em MLP, para a qual se havia observado campo escuro. As

amostras PLU-30% e PLU-50% apresentaram a relacdo entre 0s picos
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caracteristicos de mesofase hexagonal, também corroborando com os resultados
de MLP. Ainda na Figura 12B, pode-se observar para a amostra PLU-100% a
presenca de mesofase lamelar, ndo corroborando com as andlises por
microscopia de luz polarizada. Nesta amostra, pode-se observar que o sistema
PLU transitou sua organizacdo de microemulsdo para cristal liquido de mesofase
hexagonal com 30 e 50% de saliva artificial, e que apds a adicdo de 100%,
passou para uma fase menos estruturada dos cristais liquidos, que foi a lamelar.
Sugere-se que houve uma excessiva diluicdo com a saliva artificial de modo a
mudar da mesofase hexagonal para lamelar.

E por fim, na Figura 12C, pode-se sugerir pelas curvas de SAXS de PP-
30% uma transicdo para mesofase lamelar, que de certa forma corrobora com as
fotomicrografias desta mesma amostra, que apresentava tanto estrias como cruz-
de-malta. As amostras PP-50% e PP-100% apresentaram relacéo entre os picos
indicativa de mesofase hexagonal, confirmando o observado em MLP. Visando a
aplicacao na cavidade bucal, local que possui constante producédo de saliva, esse
comportamento pode ser interessante considerando a estruturacdo conforme a
adicao de saliva no sistema precursor de cristais liquidos, que pode levar a uma
maior mucoadesédo (CARVALHO et al., 2009).

Quanto a distancia do espacamento entre duas camadas adjacentes para
as mesofases lamelares e a distancia entre as arestas dos cilindros para as
mesofases hexagonais, esta variou de 0,89 a 1,49 nm para as amostras de PEI,
de 1,69 a 2,16 nm para as amostras de PLU e de 1,69 a 2,09 nm para as de PP.
Observou-se, desta forma, que a adi¢cdo da saliva artificial em todos os sistemas
ocasionou aumento da distancia interplanar entre as estruturas das mesofases.

Os resultados obtidos demonstraram que a andlise de microscopia de luz
polarizada oferece uma sugestéo rapida e na maioria das vezes, mais acessivel,
da possivel estruturacéo do sistema, a qual pode ser confirmada por uma técnica
mais conclusiva, como o SAXS. Sendo assim, estas técnicas se complementam
ao trazer informagfes quanto a caracterizacdo estrutural do sistema (CHORILLI et
al, 2009).
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5.1.4. Andlise reoldgica continua

As amostras dos sistemas precursores de cristais liquidos foram
submetidas as medidas reoldégicas de fluxo continuo afim de caracteriza-las
guanto ao seu escoamento, propriedade importante para possibilitar a aplicacao
na cavidade bucal. Esta andlise permite a observacdo da deformacdo de
materiais quando se aplica uma tensdo (SAVIC et al., 2011; CARVALHO, 2012).
O resultado é representado graficamente em curvas de fluxo, correlacionando a
taxa de cisalhamento em funcdo da tensdo de cisalhamento, tendo uma curva
ascendente, a qual sinaliza o aumento da taxa de cisalhamento e a curva
descendente, que por sua vez, representa a diminuicdo da taxa (PESTANA, 2009;
SCHRAMM, 2006).

Observando a curva ascendente € possivel classificar a amostra analisada
como Newtoniana e ndo Newtoniana. Caso a amostra apresente-se como néo
Newtoniana, realiza-se uma segunda etapa de classificagcdo, podendo ser nao
Newtoniana pseudoplastica, plastica ou dilatante. As amostras classificadas como
pseudoplasticas apresentam a diminuicdo de sua viscosidade com o aumento da
velocidade de cisalhamento. Nas amostras plésticas, € necessario que haja uma
forca maior aplicada para superar a for¢a de reticulagéo e iniciar o escoamento, e
finalmente, para as dilatantes ocorre aumento da viscosidade com o aumento da
velocidade de cisalhamento (LAHOUD e CAMPOS, 2010).

A curva descendente pode ser classificada como reopética (ou tixotropica
negativa), quando a tensdo de cisalhamento é diminuida e ainda assim, a
viscosidade aparente € aumentada, ou tixotropica, quando sua viscosidade é
diminuida com a diminuicdo da tensdo (CALIXTO, 2013).

O material com curva ascendente Newtoniana apresenta viscosidade
constante, uma vez que a velocidade de cisalhamento é diretamente proporcional
a tenséo de cisalhamento exposta.

Os reogramas de fluxo obtidos estéo representados na Figura 13.
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Figura 13 - Reogramas das amostras: A) PEI-0%, PEI-30%, PEI-50%, PEI-100%,
B) PEI-CUR-0%, PEI-CUR-30%, PEI-CUR-50%, PEI-CUR-100%, C) PLU-0%,
PLU-30%, PLU-50%, PLU-100% D) PLU-CUR, PLU-CUR-30%, PLU-CUR-50%,
PLU-CUR-100%, E) PP, PP-30%, PP-50% e PP-100% e F) PP-CUR-0%, PP-
CUR-30%, PP-CUR-50% e PP-CUR-100%. Os simbolos fechados representam

as curvas ascendentes e os abertos, as curvas descendentes.
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Figura 13 - continuacéo

Taxa de cisalhamento (1/s) Taxa de cisalhamento (1/s)

Pode-se observar que nos reogramas das Figuras 13A e 13B, as amostras
de PEI-0%

comportamento

com e sem a incorporacdo de curcumina apresentaram

Newtoniano. Sistemas com comportamento Newtoniano
apresentam valores de tensdo e taxa de cisalhamento constantes partindo da
origem zero, mostrando uma linha linear, indicando que a viscosidade do fluido
nao varia com as alteracées na taxa de cisalhamento (ISAAC et al., 2008). Ja as
amostras PEI-30%, PEI-CUR-30%, PEI-50% e PEI-CUR-50%

comportamento nao Newtoniano pseudoplastico, uma vez que necessitaram de

mostraram

uma tensdo minima necessaria para iniciar 0 seu escoamento. Suas curvas
descendentes demonstraram comportamento tempo dependente para voltar ao
estado inicial da amostra, com area de histerese, sendo assim caracterizadas
como tixotropicas. As formulacdes PEI-100% e PEI-CUR-100% apresentaram
comportamento semelhante ao das formulagcbes PEI-30%, PEI-CUR-30%, PEI-
50% e PEI-CUR-50%, porém houve uma diminuicdo da é&rea de histerese,
mostrando que 0 tempo necessario para que a formulacdo volte ao seu estado
inicial € menor.

Nas Figuras 13C e 13D, € possivel visualizar que as amostras PLU-0% e
PLU-CUR-0% apresentaram comportamento Newtoniano, da mesma maneira que

as de PEI ndo acrescidas de saliva artificial; quando adiciona-se 30% de saliva.
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Ambas as amostras passam a se comportarem como pseudoplasticas, com
formacao de area de histerese, mostrando-se tixotropicas logo apds a diminui¢ao
da tensdo e com uma suave tixotropia negativa antes de voltar ao seu estado
inicial. Estes dados demonstram que apos a formulacdo sofrer uma forca
aplicada, em seu retorno ha um leve aumento de sua viscosidade. Os mesmos
comportamentos sdo observados nas amostras PLU-100% e PLU-CUR-100%,
com um aumento de aproximadamente 10 Pa na tensdo de cisalhamento e nas
curvas descendentes, apresentando reopexia ao retornar para seu estado inicial.

As amostras PLU-50% e PLU-CUR-50% apresentaram comportamento
pseudoplastico, ndo havendo a necessidade de atingir maiores valores de tensdo
de cisalhamento. O mesmo foi observado para as amostras PLU-30% e PLU-
CUR-30% em suas curvas descendentes.

Nas Figuras 13E e 13F, as amostras PP-0% e PP-CUR-0%, assim como as
demais em que ainda n&o havia se adicionado saliva artificial, mostraram-se
Newtonianas, com uma visivel estruturacdo apoés a diluicdo de 3:1, 2:1 e 1:1 de
saliva. Essa estruturacao foi detectada uma vez que esses sistemas tiveram seu
comportamento alterado de Newtoniano para nédo Newtoniano com
comportamento pseudoplastico tanto nas formulagbes com curcumina, como nas
formulagbes sem a incorporacdo de curcumina. Contudo, apés a introducdo da
curcumina, essas amostras atingiram menores valores de tensdo de
cisalhamento. Com isso, sugere-se que a curcumina originou uma minima
desestruturacdo da conformacdo do sistema desenvolvido, ocasionando a
reducdo da viscosidade. Esse comportamento pode favorecer a administracéo da
formulacdo, uma vez que durante a forca de extrusdo da formulacdo a
viscosidade é reduzida e apds cessar a forca, a formulacéo ira retornar ao seu
estado inicial (JONES, WOOLFSON, BROWN, 1997).

No geral, com excecdo das amostras de PP, as formulacdes néo sofreram
alteragcbes em seu comportamento quanto ao perfil das curvas ascendentes e
descendentes. Todas as formulacdes primarias selecionadas corroboram que foi
possivel a obtencdo de sistemas precursores de cristais liquidos, pois de sistemas
Newtonianos, caracteristico de microemulsdes, passaram a se comportar como
pseudoplasticos, tipico de sistemas mais estruturados (SALMAZI et al, 2015;
BERNEGOSSI et al., 2016).
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5.1.5. Forca de mucoadesao in vitro

O teste para deteccéo da forca mucoadesiva de sistemas de liberacao de
farmacos é uma ferramenta importante quando se trata da busca por tais
sistemas visando aplicacdes pelas vias bucal, nasal e vaginal (YU, ANDREWS &
JONES, 2014).

Os resultados obtidos da forca mucoadesiva das formulagbes

desenvolvidas estdo representadas na Figura 14.

Figura 14 - Forca de mucoadesdo (N) in vitro dos SPCL PLU-0%, PLU-30%,
PLU-50%, PLU-100%, PEI-0%, PEI-30%, PEI-50%, PEI-100%, PP-0%, PP-30%
PP-50%, PP-100% (n= 10).
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procedéncia biolégica e que persistem unidos por um determinado tempo, é
chamada de mucoadeséao (VARUM et al, 2008).

A capacidade dos sistemas avaliados em permanecer na cavidade bucal foi
detectada pela constatacdo da for¢ca necessaria para romper a interacdo entre as

mucosas esofagicas suinas ex vivo e os SPCL desenvolvidos.
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Como pode-se observar na Figura 14, as amostras de PLU, PEI e PP, sem
a adicdo de saliva artificial, apresentaram as menores forcas (0,5 N) de
mucoadesdo quando comparados aos sistemas com 30, 50 e 100% de saliva
artificial. Além disso, o0s sistemas que continham apenas a dispersao de
poloxamer apresentaram maiores forcas mucoadesivas quando comparado as
amostras que eram compostas apenas pela dispersdo de polietilenoimina. Tal
propriedade do poloxamer também foi constatada por Jones e colaboradores
(2009) que estudaram hidrogéis mucoadesivos contendo o poloxamer 407 e
Carbopol® 974P e realizaram teste de mucoadesédo de varias amostras, variando
a concentracdo do poloxamer e mantendo as concentra¢des do Carbopol® fixas.
Os autores observaram que o poloxamer influenciou consideravelmente a
mucoadesao nos hidrogéis quando em contato com discos de mucina.

As formulacbes acrescidas de saliva foram significativamente mais
mucoadesivas, mostrando um aumento da for¢ca necessaria para o rompimento da
forca interfacial, visto que se estruturaram para cristais liquidos. Este resultado
indica que a mudanca de microemulsdes para uma mesofase com estrutura mais
rigida, como lamelar e hexagonal, proporcionam um aumento na forca
mucoadesiva, corroborando com o0s resultados obtidos por Carvalho e
colaboradores (2010).

Avaliando a alteracdo das composicfes das fases aquosas, também foi
possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa quando se compara
as amostras entre a mesma diluicdo, sendo que em todos o0s casos, as
formulacbes contendo a associacdo de poloxamer e polietilenoimina
apresentaram maior forca mucoadesiva. Porém quando avaliadas as formulacées
contendo apenas a dispersdo de poloxamer (PLU) e as formulacées contendo a
dispersédo de polietilenoimina (PEI), percebe-se que as que continham poloxamer
mostraram-se mais mucoadesivas (PP e PLU), sobretudo com a adicdo de 30%
de saliva artificial. Esses dados sugerem que a interacdo entre os polimeros foi
importante para que houvesse maior interagdo da mucosa esofagica suina com a
formulacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Cafaggi e colaboradores
(2004) que analisaram a forca mucoadesiva de preparacfes com a associacao de
poloxamer e quitosana em mucosa bucal suina e observaram aumento da forca

mucoadesiva com a associa¢do dos polimeros.
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A administracdo de farmacos na cavidade bucal € prejudicada por varios
fatores que diminuem extremamente o tempo de residéncia da forma
farmacéutica no local de acdo. A mastigacao, degluticdo, fala e a frequente
producado de saliva favorecem a reducéo do tempo de permanéncia nessa regiao.
Com isso, os sistemas SPCL mostram-se como potenciais carreadores, uma vez
que podem captar a saliva do ambiente bucal e transitarem para sistemas mais
mucoadesivos, como notado no teste.

Segundo Carvalho e colaboradores (2014), a efetividade terapéutica pode
ser melhorada com o aumento do tempo de contato do medicamento no local de
acdo, conciliada com aplicacdo da tecnologia na liberacdo do farmaco,

modificando sua entrega, permite diminuir a dose e frequéncia da administragao.

5.2. Método analitico para quantificacdo da curcumina

Foi construida uma curva analitica de modo a permitir a quantificacdo da
curcumina liberada das formulagbes estudadas, tanto no teste de liberacdo
quanto no teste de permeacdo in vitro. A curva foi elaborada segundo
metodologia descrita no item 3.2.1.

O grafico da curva analitica juntamente com a equacdo da reta e seu

coeficiente de correlacdo estdo apresentados na Figura 15.



88

Figura 15 - Curva analitica da curcumina, equacdo da reta (y) e o respectivo

coeficiente de correlacado (r) obtidos por meio do método de CLAE (n= 3).
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Foi possivel observar que a curva apresentou-se linear e com valor de r
(0,9999) dentro do determinado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria que
€ de no minimo 0,990 (BRASIL, 2017).

5.3. Teste de liberacéao in vitro

Os estudos de liberacdo in vitro proporcionam informac¢des importantes
sobre as caracteristicas de carreadores de farmacos para o entendimento da
cinética de liberacdo. Tais caracteristicas favorecem a correlacdo com o0s
componentes da formulagé&o.

Foi possivel observar a liberacdo de curcumina dos sistemas
nanoestruturados, os quais sao demonstrados em percentual na Figura 16. Para
comparacao dos resultados, foi realizada também a analise do perfil de liberagéo
de curcumina apenas em solucdo receptora, a qual é demonstrada na cor preta,

denominada como curcumina livre.
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Figura 16 - Perfil de liberacdo de curcumina em sistemas precursores de cristais
liguidos apés 24 horas de andlises, das amostras PP-CUR-0%, PP-CUR-50%,
PLU-CUR-0%, PLU-CUR-50%, PEI-CUR-0%, PEI-CUR-50% e em solucao
receptora, CUR livre (n= 3).
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Como observado na Figura 16, ambas as formula¢gbes analisadas, PP-CUR-
0% e PLU-CUR-0%, apresentaram inicio de liberacdo da curcumina, a partir do
tempo quatro horas de ensaio. Para as formulacbes PP-CUR-50%, PLU-CUR-
50%, PEI-CUR-0% e para a PEI-CUR-50% até o tempo 8 horas de ensaio, com
consequente liberacdo exponencial. Ja quando observada a curcumina em
solucéo, pode-se constatar que a partir da segunda coleta, ou seja, 30 min houve
uma liberacdo de 10%, finalizando o experimento apds 24h de andalise com um
total de 40% da massa de curcumina disponivel na solugcdo receptora coletada.
Como pode ser observado na Tabela 6, onde mostra a porcentagem total de
curcumina liberada das formulacdes estudadas, liberaram no maximo 4,33% da
massa de curcumina que havia sido incorporada, as quais foram estatisticamente

diferentes da liberacdo da curcumina considerada livre (40,47%).
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Fujimura (2014) observou uma baixa taxa (maximo 5%) de liberacdo de
trans-resveratrol incorporado em cristais liquidos. Estudos conduzidos por
Fonseca-Santos e colaboradores (2016) obtiveram os mesmos resultados no
ensaio de liberacdo de curcumina a partir de sistemas liquido-cristalinos
empregando membrana sintética de acetato de celulose, sugerindo que as baixas
concentracbes recuperadas ap0s o ensaio de liberacdo podem ser justificadas
devido a forte ligacao dos farmacos - uma vez que esses sao altamente lipofilicos-
com os componentes da fase oleosa e tensoativo dos sistemas liquido-cristalinos,

logo, prolongando a retencéo na forma farmacéutica.

Tabela 6 - Percentual de curcumina total liberada dos sistemas precursores de
cristais liquidos PP-CUR-0%, PP-CUR-50%, PLU-CUR-0%, PLU-CUR-50%, PEI-
CUR-0%, PEI-CUR-50%, apés 24 horas de analise.

Liberacdo de CUR (%)

Formulacao SAhoras
CUR-livre 40,47 + 3,042
PP-CUR-0% 2,93 +0,12°
PP-CUR-50% 3,82 +0,29°
PLU-CUR-0% 4,33 +0,11°
PLU-CUR-50% 3,55 + 0,05
PEI-CUR-0% 3,83 £ 0,95
PEI-CUR-50% 3,72 £0,18°

Letras iguais indicam médias sem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Ressalta-se que apesar do perfil de liberacdo apresentar-se modificado
entre as amostras com e sem saliva artificial, a porcentagem total final liberada
entre todas as formulagdes, ndo apresentou diferenga significativa.

Ha na literatura modelos matematicos que ajustam a curva de liberacao
experimental, podendo ser constatado pelo valor de r?, para que haja um melhor
entendimento quanto ao mecanismo de liberagao relacionado.

Pela mudanca estrutural consequente da diluicdo causada pelo tensoativo
presente nos sistemas, torna-se dificultoso o modelamento matematico da

liberacdo de farmacos compostos por este. Embora exista essa falta de
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referéncias encontradas, foram aplicadas equacdes ja apresentadas na literatura
que avaliaram formas farmacéuticas que continham polimeros. Foram aplicados
0s modelos mais utilizados e que melhor descrevem os fen6menos de liberacao,
como Higuchi (SIEPMANN e PEPPAS, 2011) e Weibull (PAPADOPOULOU et al.,
2006).

Os modelos matematicos sédo relacionados por meio de interpretacdes
tedricas do progresso da dissolucéo e liberacdo do farmaco em fungédo do tempo
estudado e relevando a forma farmacéutica em questdo (CARVALHO, 2012;
COSTA e SOUSA LOBO, 2001).

Na Tabela 7 é possivel observar os valores de r? obtidos apés a aplicacéo
dos modelos mateméaticos Weibull, de Primeira Ordem e Higuchi.
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Tabela 7 - Coeficiente de liberacdo in vitro da curcumina (24h) obtida, pelos de diferentes modelos mateméticos para as
formulagbes PP-CUR-0%, PP-CUR-50%, PLU-CUR-0%, PLU-CUR-50%, PEI-CUR-0%, PEI-CUR-50%.

Valor r quadrado (r?)

Modelos matematicos

PP-CUR- PP-CUR- PLU-CUR- PLU-CUR- PEI-CUR- PEI-CUR-

0% 50% 0% 50% 0% 50%
Weibull 0,9717 0,9993 0,9994 0,9972 0,9964 0,9942
Primeira Ordem 0,9151 0,9549 0,9902 0,9443 0,9638 0,9304

Higuchi 0,8609 0,7501 0,8699 0,7329 0,7701 0,7153
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Conforme observado na Tabela 7, o modelo matematico Weibull, também
conhecido como modelo de Rosin-Rammler-Sperling-Weibull (RRSW), foi o mais
ajustavel as curvas de liberagdo da curcumina em sistemas precursores de
cristais liquidos e também nos sistemas que continham saliva artificial em sua
composicdo, que como ja citado anteriormente neste trabalho, transitaram para
sistemas de cristais liquidos.

Esse modelo pode ser aplicado com éxito a quase todos os tipos de curvas
(Costa, 2002). Ele indica um mecanismo complexo de liberacdo, envolvendo
concomitantemente, a relaxacdo das cadeias poliméricas e a erosdo do polimero
no momento da liberagéo (RIGON, 2013).

5.4. Permeacéo e retencdo em mucosa de es6fagos suinos

Este experimento € de grande importancia para a avaliacdo de produtos
farmacéuticos tdpicos em desenvolvimento, uma vez que responde a capacidade
de permeacdo do farmaco em membranas biolégicas que mimetizam as humanas
da via de interesse, mucosa bucal.

Neste teste ndo foi constatada a permeacdo da curcumina a partir das
formulacbées PEI, PEI-50%, PLU, PLU-50%, PP e PP-50% apds 24 horas de
analise. Porém, foi observado que houve retencdo da curcumina na membrana
bioldgica apos 24 horas do teste ex vivo, Figura 17, de aproximadamente 27,5%
para todas as amostras de SPCL. A analise estatistica mostrou que houve
diferenca entre as médias de porcentagem entre a retencédo da curcumina livre e

as formulagoes.
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Figura 17 - Porcentagem de curcumina retida em mucosas suinas utilizadas
durante o ensaio de liberacéo ex vivo (n= 6).
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Letras iguais indicam médias sem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

No teste de retencdo ex vivo, pode-se observar que houve maior retencao
da curcumina testada em solucdo (curcumina livre) nas mucosas, quando
comparado com formulacdes. As variacbes da composicado das formulacbes, ou
seja, com e sem a adicdo de saliva artificial, e consequentemente a transicao de
SPCL para cristais liquidos, ndo foram capazes de interferirem significativamente
entre as amostras estudadas neste teste.

O fato da curcumina ter ficado retida na membrana pode ter sido motivado
pela alta afinidade com a mucosa (BARRY et al., 2009). Tal comportamento é tido
como vantajoso no caso da proposta do tratamento topico da candidose bucal,
com e sem a associacdo da terapia fotodinAmica, pois permite a acao in situ da
forma farmacéutica.

Resultados semelhantes foram observados no trabalho de Fonseca-Santos
e colaboradores (2016), que estudaram sistemas compostos por acido oleico,
alcool cetilico etoxilado e propoxilado e dispersdes de quitosana associados ou
ndo a poloxamer. Os autores observaram que apés 12h de ensaio de permeacao

a curcumina nao foi capaz de permear a mucosa esofagica, ficando assim retida
no tecido ex vivo.
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5.5. Fotodegradacédo da curcumina

Os espectros de absorcdo optica e emissédo de fluorescéncia obtidos no estudo da fotodegradacdo da curcumina estdo

representados nas Figuras 18 e 19, respectivamente.

Figura 18 - Espectros de absorbancia 6tica de DMSO, PEI, PLU e PP, com e sem curcumina 80 uM, degradado com LED em 450
nmem 1, 2, 3, 4,5, 8, 10, 20 e 30 minutos. Intensidade de 33,58 mW/cm?. Dose de irradiagdo variando de 0-60 J/cm?. Onde, A)
DMSO, B) Solugéo de curcumina em DMSO, C) PEI, D) PEI-CUR E) PLU, F) PLU-CUR, G) PP e H) PP-CUR (n= 3).
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Figura 18 - continuagéo
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Figura 18 - continuacéo
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Figura 18 - continuacéo
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Figura 19 - Espectros de intensidade de fluorescéncia de DMSO, PEI, PLU e PP, com e sem da Curcumina 80 uM, degradado
com LED em 450 nmem 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 20 e 30 minutos. Intensidade de 33,58 mW/cm?. Dose de irradiacéo variando de 0-60

Jlcm?.
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Pode-se observar claramente na Figura 18B que a curcumina em solucao
de DMSO apresenta maior intensidade de absorbancia (3,5 u.a.) que a curcumina
incorporada nas formulagbes PP, PLU e PEI. Esse acontecimento pode ser
devido a maior disponibilidade que a curcumina apresenta em solucdo que
quando comparado as amostras incorporadas nas formula¢des, uma vez que
esses sistemas podem apresentar protecao ao farmaco.

Observa-se também, nas Figuras 18C, 18E e 18G que as formulacfes sem
a incorporacdo da curcumina, apresentaram uma discreta absorcdo em
comparacao com o DMSO, intensidades de aproximadamente 0,18-0,28, e 0,06
para o ultimo solvente citado. Esses dados corroboram com o0 que podemos
observar na Figura 19, dos espectros de fluorescéncia, que apontam a
capacidade de fluorescéncia das amostras de SPCL, enquanto que o DMSO
permanece com intensidade de fluorescéncia nula, uma vez nédo foi capaz de
absorver luz. Apesar da CUR+DMSO ser capaz de melhor absorver luz, néo teve
sua intensidade de fluorescéncia elevada. A amostra PP-CUR foi a que revelou
maior intensidade de fluorescéncia apods ser irradiada.

Com base nos resultados obtidos, foi estipulado que a irradiacdo com LED
até o T10, que equivale a uma dose de luz de 10,07 J/cm?, para aplicacdo da
terapia fotodindmica nos proximos ensaios descritos nesse trabalho, garantindo

gue a curcumina ainda esteja fotoativa nas formulacdes.

5.6. Avaliacéo bioldgica in vitro

5.6.3. Determinacdo da concentragao inibitdria minima (CIM)

Foi realizado o ensaio para a determinacdo da CIM, de acordo com a
metodologia descrita por Salmazi e colaboradores (2015). Os resultados das oito

ocasides serdo apresentados a seguir, na Figura 20.

Figura 20 - Médias e desvio-padrdo dos valores de concentragdo minima
inibitéria segundo o tratamento, com e sem a aplicacdo de luz, obtidos em oito

dias diferentes (n=24).
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Letras diferentes apontam médias com diferenca estatisticamente significativa segundo o teste de
Games-Howell (p<0,054). PDT: amostras irradiadas com a dose 10,07 J/cm? de luz LED AZUL,;
Escuro: amostras ndo irradiadas com luz; DMSO-CUR: curcumina solubilizada em DMSO a 10%;
PP-CUR-0%: curcumina incorporada em PP-0%; Miconazol: tratamento realizado com o farmaco
miconazol em solu¢gdo de DMSO 10%.

Neste teste foi possivel observar que as maiores concentracdes inibitérias
minimas foram obtidas com as amostras de curcumina em DMSO-CUR com
irradiacdo de luz e DMSO-CUR e PP-CUR sem a aplicagcéo de luz, uma vez que
apresentaram médias estatisticamente iguais. Salmazi e colaboradores (2015),
como ja relatado, aplicando o mesmo protocolo de andlise, obtiveram resultados
semelhantes aos alcancados nesse trabalho quanto a amostra SPCL sem a
irradiacdo de luz, sendo a CIM encontrada pelos autores de 62,5 pug/mL de
curcumina frente a Candida albicans ATCC 18804. J4 quando a curcumina em
DMSO 20%, os autores obtiveram uma CIM de 1000 pg/mL, concentracdo 11

vezes mais elevada que a determinada neste trabalho.

Khan e colaboradores (2012) realizaram a determinagdo do ClMgo da
curcumina frente a Candida albicans ATCC 90028, que é definido como a menor
concentracdo do composto capaz de inibir = 90% do crescimento do
microrganismo em comparagao com os controles. Eles observaram que a ClMgo

variou de 250-650 ug/mL de curcumina.
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Soria-Lozano e colaboradores (2015) investigaram o efeito da terapia
fotodindmica com diferentes fotossensibilizadores em  microrganismos
cariogénicos in vitro, inclusive a curcumina frente a Candida albicans ATCC 1023.
Os autores realizaram ensaios para a determinacdo da concentracdo fungicida
minima do fotossensibilizador com trés diferentes tempos de pré-irradiacdo: 1
min, 1 e 2 horas com lampada de halide (37 J/cm?). Os autores ndo observaram
inibicdo do microrganismo mesmo com a maxima concentracdo de curcumina,
que foi de 1280 ug/mL, concluindo que o tempo para observar a inibicdo, nao foi

suficiente.

Avaliando apenas as amostras irradiadas (10,07 J/cm?), PP-CUR e
miconazol tiveram concentragdes inferiores as de DMSO-CUR, podendo inferir
que a incorporacao da curcumina no SPCL apresentou beneficio quanto a inibicdo
do microrganismo. Para o o miconazol, antifungico utilizado como comparativo, a
irradiacdo néo interferiu em sua efetividade, dado esse ja esperado, uma vez o

farmaco nao apresenta propriedades fotossensiveis.

Como também ja descrito nesse trabalho, Dovigo e colaboradores (2011a)
relataram que obtiveram resultados favoraveis na inibicdo de suspensdes
plancténicas de Candida albicans ATCC 90028 tratados com 5 a 20 uM de
curcumina em DMSO 10%, com a aplicacdo de luz (dose de 37,5 J/cm?) e sem a
associacdo da terapia fotodinamica. A inibicdo no crescimento de Candida
albicans se deu com 5 uM quando aplicada a luz LED, com decrescente inibicdo
conforme o aumento da concentracdo e totalmente inativada com 20 pM de
curcumina. Ja quando utilizadas as mesmas concentra¢des de curcumina (5 a 20

UM) porém sem a irradiacdo de luz, a inibicdo nao foi efetiva.

Apbés as 48h de incubacdo das amostras a serem testadas com a
suspensdao de de Candida albicans, foi possivel concluir que a curcumina
incorporada no sistema e irradiada com luz LED azul (10,07 J/cm?) apresentou a
mesma efetividade que o controle negativo. Observa-se que o tempo de

incubacé&o permitiu a liberagdo da curcumina e sua agao efetiva esperada.
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5.6.1. Resultados da avaliacdo da curcumina incorporada em SPCL frente ao

biofilme de Candida albicans

As Tabela 8 apresentam os resultados de dois dias independentes, obtidos

da avaliacdo da curcumina incorporada ou ndo em SPCL.
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Tabela 8 — Avaliacdo da acéo antibiofilme. Valores médios e desvio-padrdo em
Logio (UFC/mL) obtidos em dois dias diferentes (n=6), utilizando curcumina 80 uM
com tempo de pré-irradiacédo de 20 minutos e dose de luz de 10,07 J/cm?.

Placa Escuro

cetatistica | PP-CUR0%  PP-0%  CUR-DMSO 10% C?I;‘ég'e

Média 5,51 5,49 5,18 425

Desvio-padréo 0,04 0,23 0,11 1,56
Placa PDT

cetatisica  PPCUR-0%  PP-0%  CUR-DMSO 10% C?Fﬂ‘érg)'e

Média 5,53 5,45 3,57 5,41

Desvio-padréo 0,05 0,01 1,12 0,00

Os resultados obtidos demonstraram uma discreta reducédo nas unidades
formadoras de colbnias do biofilme de Candida albicans apenas para a amostra
de curcumina em solucéo de dimetilsulféxido a 10% irradiada com a luz, uma vez
que quando comparado ao grupo controle, apresentou a reducdo de
aproximadamente 2 logio, porém, salienta-se que com elevado desvio padrao que
torna o resultado inconclusivo. A curcumina quando incorporada no SPCL néo
apresentou o0 mesmo efeito, dado este que pode estar relacionado a fatores,
como baixa concentracdo de curcumina incorporada ou efeito retardado de
liberacdo das formulagcfes estudadas.

Esse resultado corrobora indiretamente com os dados obtidos no ensaio de
liberacdo, uma vez que nele foi observado que somente apds, no minimo 4 horas
em contato intimo com a membrana, houve inicio da liberagcdo da curcumina das
formulacdes testadas, por conseguinte, o tempo de contato com as células de
Candida albicans (20 min de tempo de pré-irradiagcdo) ndo seria suficiente para
haver efeito antifungico esperado.

Logo, devido aos resultados preliminares negativos obtidos nesse ensaio,

associado as limitacdes enfrentadas para a aplicacdo desse teste para analise de
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formulacdes farmacéuticas mucoadesivas, houve a necessidade de realizar outro
protocolo experimental que permitisse uma observagéo mais dinamica de forma a

detectar uma concentracao inicial de curcumina a ser testada.

5.6.2. Quantificacdo de atividade metabdlica (XTT)

Com o objetivo de determinar uma concentragdo de curcumina capaz de
inibir biofilmes, foi realizado o ensaio de quantificacédo de atividade metabdlica. Os

resultados dos dois dias de experimentos, estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9- Valores das médias da porcentagem de viabilidade dos biofilmes de Candida albicans, em RPMI a 37°C, por meio de

XTT.
Placa Escura
PP-CUR (ug/mL) DMSO-CUR (ug/mL) Miconazol (ug/mL
_ eF;';!avrlill e>s(tTéTriI Controle Dll\éI)OS/OO
Estatistica controle controle 1250 625 3125 156,25 PP-0% 1250 625 312,5 156,25 2081 1040,5 520,25 260,13
MEDIA 0,067 0,044 2,179 2,069 1,379 1,329 1939 0558 0,911 0,905 0,919 0,178 0,313 0,457 0,725 0,730 0,921
SAEgglE?O 0,004 0,002 0,165 0,139 0,165 0,073 0,198 0,187 0,107 0,043 0,060 0,056 0,076 0,086 0,235 0,102 0,048
Placa PDT
PP-CUR (ug/mL) DMSO-CUR (ug/mL) Miconazol (ug/mL)
_ ei[taévrlill e)s(tTéTriI Controle Di\g;O
Estatistica controle controle 1250 625 3125 156,25 PP-0% 1250 625 312,5 156,25 2081 1040,5 520,25 260,13
MEDIA 0,092 0,047 2202 2,263 1619 1352 1,763 0,117 0,280 0,165 0,228 0,133 0,324 0,394 0,556 0,830 0,904
EES\R/!E(\)O 0,009 0,001 0,145 0,190 0,217 0,069 0,110 0,043 0,237 0,042 0,059 0,063 0,183 0,068 0,126 0,048 0,044
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Conforme Salmazi e colaboradores (2015), a concentracdo inibitoria
minima da curcumina veiculada em sistemas precursores de cristais liquidos,
frente a cepa de Candida albicans ATCC 18804, sem a irradiacdo de luz, foi de
62,5 ug/mL. Sabe-se que 0s microrganismos, quando organizados em biofilmes,
apresentam maior resisténcia a farmacos, podendo ter a concentracao inibitoria
minima elevada de 10 a 1000 vezes, quando em sua forma plancténica (DICICCO
et al., 2012). Portanto, as concentracdes escolhidas para o ensaio foram 2,5, 10,5
e 20 vezes a concentracao inibitéria minima, resultando em 156,25, 312,5, 625 e

1250 pg/mL de curcumina.

Os valores de absorbancia expostos na Tabela 9 apontam que a amostra
de curcumina a 1250 pg/mL em solucdo de DMSO a 10%, sem irradiacédo de luz,
apresentou uma reducéo da viabilidade do biofilme de Candida albicans, uma vez
gue valores mais baixos de absorbancia, quando comparado aos encontrados
para o controle, podem ser relacionados diretamente com a baixa atividade
metabdlica do microrganismo. Para as amostras irradiadas com uma dose de luz
10,07 J/cm?, com concentracédo de curcumina de 156 a 1250 pg/mL, foi observada
a reducdo da viabilidade, quando comparado as amostras entre si de curcumina
em solucdo e em relacdo ao controle (Abs 0,830 + 0,048). Ressalta-se que o
controle de dimetilsulfoxido a 10% nédo apresentou nenhuma alteracdo na
viabilidade das células de Candida albicans, indicando n&do ser toxico ao
microrganismo nesta concentracdo. Também foi possivel observar uma reducao
da viabilidade do biofiime quando aplicado miconazol em solu¢do de DMSO a
10%, de acordo com concentracfes entre 2081 a 260,13 pg/mL, independente da

irradiacao.

Contudo, néo foi possivel observar diminuigdo da atividade metabdlica da
Candida albicans quando aplicadas a formulacdo PP-CUR-0% e PP-0%. Tal
evento pode ser dado por um falso positivo, ocasionado pela interferéncia dos
componentes da formulagédo, durante a leitura da absorbancia. Portanto, o teste

pode ser considerado limitado quando destinado para a analise de tais amostras.
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5.6.4. Viabilidade celular de queratinocitos por intermédio de Alamar Blue

Na Figura 21 mostra o grafico com os resultados obtidos no teste de
viabilidade de células do tipo queratinécitos saudaveis (HaCat), por intermédio do

reagente Alamar Blue.

Figura 21 - Médias e desvio-padrdo dos valores de viabilidade de células Hacat
segundo o reagente Alamar Blue em dois diferentes tempos de incubacédo com as

amostras testadas, 24 e 48h.
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Onde, CM representa o controle de morte das células, ou seja, tratados com Triton X-100 a 9%;
CV: controle de células vivas, tratadas com meio de cultura; PP-0%: apenas a formulacdo; PP-
CUR-0%: a curcumina incorporada na formulagéo.

A citotoxicidade pode ser estipulada de acordo com a comparacdo do
namero de células viaveis de um grupo considerado controle, ou seja, que nao
tenha sido exposto a nenhum tipo de tratamento. Para tal comparacdo a
normalizacdo dos dados, considerando a viabilidade do grupo controle como
100%, estima-se que uma viabilidade de 290% indica baixa toxicidade, de 89 a
60% moderada e <60% alta toxicidade (SHUBAR et al., 2008).

Foi possivel observar que no tempo 24h de incubacdo as células ainda

apresentavam-se viaveis. Porém, ressalta-se que o0s valores obtidos na
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viabilidade entre a formulacdo e o controle vivo de células apresentaram-se
significativamente diferentes.

No tempo 48h de incubacédo, observou-se que a viabilidade reduziu para
menos de 50% quando comparada aos valores obtidos no controle positivo com o
mesmo tempo de incubacdo. Logo, levando em consideracdo que a formulacao
serd aplicada na cavidade bucal, varios fatores como movimentos da fala ou
mastigacéo e fluxo salivar dificultariam a permanéncia por um tempo maior que
24h, sendo assim, o tempo 48h foi uma extrapolacédo na ocasido. No tempo 24h, a
viabilidade celular in vitro observada de aproximadamente 75%, conforme
protocolo adaptado utilizado, o qual permitia a avaliacdo da viabilidade celular
apo6s contato com a formulacdo sem qualquer tipo de dilui¢&o.

Zhang e colaboradores (2012) realizaram teste de citotoxicidade de
nanoparticulas de PLGA bioadesivas carreadora de insulina para administracao
oral. A formulacdo foi diluida em 3 diferentes concentracBes, as quais
permaneceram em contato com células Caco-2 durante 3h. Os autores relataram
gue apoOs esse tempo as células ainda apresentavam 85% de viabilidade, sendo
assim consideraram o sistema seguro de ser utilizado.

Na literatura, pode-se constatar a biocompatibilidade individual de cada
componente presente na formulacdo desenvolvida. O tensoativo utilizado na
composicdo da formulacdo PP-0% (PPG-5-Ceteth-20) também foi testado em
tecidos SkinEthic™ HCE (modelo composto de queratindcitos humanos
modificados, cultivados em filtro inerte de policarbonato), por Alépée e
colaboradores (2013). Eles observaram 77,7% de viabilidade celular quando
aplicadas amostras de PPG-5-Ceteth-20. Silva e colaboradores (2014) avaliaram
0 sistema transdérmico baseado em tensoativo para administracdo cutanea de
fluconazol contendo 40% de PPG-5-Ceteth-20, 50% de &cido oleico e 10% de
adgua. Eles observaram na avaliacdo de seguranca das formulagdes in vitro
(macrofagos J-774 de ratos) que a formulacdo (1-18,6 uM) sem a adigdo do
farmaco em questdo apresentava viabilidade celular de 95%. Harvey e
colaboradores (2010) investigaram a influéncia do acido oleico em ensaio de
inibicdo de crescimento e citotoxicidade em células endoteliais. O lipideo, que
também esta presente na membrana celular, mostrou uma viabilidade de 73,5 e
79,5% a concentracdes de 10 e 25 pM, respectivamente. O polimero poloxamer,

utiizado na formulagdo como potenciador da mucoadesdo, também foi
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investigado por Kwon e seu grupo de pesquisa (2005) em busca da resposta de
sua biocompatibilidade em um hidrogel a 25%. Han e colaboradores (2003)
realizaram testes in vivo e in vitro com hidrogel de poloxamer e concluiram que o
gel ndo é toxico. Borgheti-Cardoso e colaboradores (2015) desenvolveram e
caracterizaram carreadores para administracdo de siRNA localmente, com base
na polietilenimina (PEI). No estudo de biocompatibilidade em ratos concluiu-se
que PEI, apesar de ser um componente com propriedades irritantes, apresentou
pouca influéncia sobre o tecido, uma vez que os sistemas com e sem PEI tiveram
efeitos semelhantes. Além disso, o gel formado in situ apods injecdo subcutanea foi

biodegradavel e apresentou baixa toxicidade local.

5.7. Testes microbioldgicos in vivo

ApoOs a inducao de candidose com suspenséo de C. Candida causada nos
animais, foi constatada a lesdo causada, conforme pode ser observado na Figura
22.

Figura 22 - Imagens das linguas de camundongos fémeas. A: lingua de animal
saudavel. B e C: Manchas brancas ou pseudomembrana presentes no dorso da

lingua dos animais infectados com Candida albicans e ndo tratadas
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Os resultados obtidos apods o plagueamento das amostras coletadas dos
camundongos (n=79) apds o 24h do periodo de tratamento (5 dias), estédo
representados na Figura 23.

Figura 23 - Médias e desvio-padrdo dos valores de logioUFC/mL segundo a

recuperacao realizada em animais apés 24h do ultimo tratamento.
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Onde, CP representa o controle positivo; NIS: controle negativo, tratadas com suspenséao
de Nistatina; PP-CUR: formulagéo incorporada de CUR; PP-CUR-PDT: formulagéo incorporada de
CUR e irradiada com luz LED azul (dose 10,07 J/cm?). Letras diferentes apontam médias com

diferenca estatisticamente significativa segundo o teste de Tukey (p<0,013).

Os animais, apds 24h do udltimo dia de tratamento realizado com as
amostras propostas, apresentaram em geral uma reducdo ténue quando
comparado ao controle positivo. A analise estatistica demonstrou que os animais
tratados com Nistatina apresentaram reducao significativa em relacdo aos outros
grupos avaliados. O tratamento realizado com a formulagcdo PP-CUR-0% né&o
apresentou diferenca significativa apos a aplicacao da luz LED azul. Assim como
Nnos ensaios in vitro, sugere-se que nao houve tempo suficiente para a liberacéo e
sucessiva efetividade da curcumina incorporada no sistema. Uma vez que a
aplicacdo in vivo implica em barreiras fisiolégicas do modelo animal e como a
ingestdo de racdo e agua, dificultando a permanéncia da formulacdo na cavidade
bucal. Ressalta-se que o fluxo salivar nos camundongos € reduzido quando
comparado ao de humanos, sendo assim, outro fator limitante para a efetividade
da formulacdo, uma vez que se trata de um SPCL e necessitaria de saliva para

transitar de estruturacdo (de microemulsdo para sistema liquido-cristalino), de
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modo que aumentasse sua mucoadesividade, conforme observado no ensaio da
forca mucoadesiva in vitro.

Durante o percurso experimental, infelizmente, foi contabilizada a perda de
22 animais no grupo dos animais 7 dias. Ressalta-se que essa perda ndo sugere
nenhuma relacao decorrente a um possivel efeito adverso ao tratamento, uma vez
que houve perda inclusive de animais do grupo controle positivo (n=4). Nos
demais grupos, NIS, PP-CUR e PDT houve perda de 6, 5 e 7 animais,
respectivamente.

Contudo, apdés uma analise estatistica descritiva dos resultados obtidos,
expostos na Figura 24, com os animais eutanasiados apés sete dias do ultimo
tratamento, pode-se observar uma reducéo no niumero de UFC/mL promitente.
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Figura 24 - Mediana dos valores de logioUFC/mL segundo a recuperacao

realizada em animais apos sete dias do ultimo tratamento.

7.00

6.00 - T

5.00 - u T

A

o

o
1

w
o
o
1
I_

10g4o(UFC/ mL)

n

o

o
1

1.00 -

0.00 —
CP NIS PP-CUR PP-CUR-PDT

Grupos Experimentais

Onde, CP representa o controle positivo; NIS: controle negativo, tratadas com suspensdo de
Nistatina; PP-CUR: formulagdo incorporada de CUR; PP-CUR-PDT: formulac¢édo incorporada de
CUR e irradiada com luz LED azul (dose 10,07 J/cm?).

Os animais que receberam tratamento com a Nistatina tiveram a mediana
do logio (UFC/mL) reduzido quando comparado a mediana do controle positivo. O
grupo PP-CUR teve uma reducao ainda maior, sendo de 1,69 logio comparado ao
grupo controle, que nao recebeu nenhum tipo de tratamento. E por ultimo, a
diferenca entre o grupo controle e o grupo PP-CUR-PDT que apesar da elevada
variabilidade entre os resultados obtidos dentro desse grupo, foi o que teve maior
reducdo e ainda a maior efetividade entre todos os tratamentos, apresentando
inativacdo total das células de Candida albicans recuperadas em trés animais,
dos cinco estudados.

Essa possivel maior efetividade constatada nos animais avaliados apés
sete dias do ultimo tratamento em relacdo aos avaliados apos 24h do ultimo
tratamento corrobora os resultados obtidos analise microbiol6gica in vitro, uma
vez que ao aumentar o tempo de contato da formulacdo com a suspenséo de

Candida albicans, também houve melhoria no tratamento, corroborando também
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com os dados obtidos na liberacdo in vitro. Sendo assim, é necessario um tempo
maior que 24h para que o farmaco seja liberado e consequentemente aja no local
administrado.

Apos futura solicitacdo e aprovacdo ao Comité de Etica para o pedido de
mais 22 animais para a repeticdo do protocolo experimental, espera-se que esses
resultados se tornem conclusivos, uma vez que o numero amostral atual foi

insuficiente.

5.7.1. Andlise histolégica

Os resultados obtidos nas analises histologicas realizadas com as linguas
dos camundongos apés 24h do ultimo tratamento, descrito no item 4.2.8, estédo
representadas nas Figuras 24, 25, 26, 27 e 28.

No grupo controle (CN), onde biopsias foram obtidas de animais
saudaveis, os quais ndo foram infectados e nem receberam qualquer
tratamento, os tecidos analisados apresentam caracteristicas histolégicas de
normalidade (Figura 25a, 25b, 25c, 25d, 25e, 25f). De maneira geral, como
apontado por setas brancas, os cortes histologicos exibem epitélio pavimentoso
estratificado, com papilas recobertas por homogénea camada de queratina. O
tecido conjuntivo subjacente apresenta equilibrio entre células, pequenos vasos
sanguineos e matriz extracelular (Figura 25c). Na regido central da lingua ha a
presenca de fibras musculares intactas em meio a vasos sanguineos de amplo
calibre (Figura 25a, 25b, 25d, 25e). Os cortes histolégicos submetidos a
coloracéo de Schiff, demonstram que nao ha qualquer contaminacéo superficial
detectével por esta técnica laboratorial (Figura 25d, 25e, 25f).
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Figura 25 - Fotomicrografias das laminas do grupo controle negativo (CN).
Coloragdo hematoxilina-eosina (25a, 25b, 25c) e coloracdo de reativo de Schiff
(25d, 25e, 25f) dos animais eutanasiados apds 24h do ultimo tratamento. Onde,

ep=tecido epitelial; co= tecido conjuntivo e FM= fibras musculares.

Grupo CN (H/E)

No grupo controle positivo (C), em que biépsias foram obtidas de animais
infectados e que ndo receberam qualquer tratamento, os tecidos analisados
apresentam discretas alteragbes, sendo as mais intensas observadas no tecido
epitelial, indicado por setas brancas, o qual exibe areas de acantose associada a
hiperceratose (Figura 26a, 26b, 26¢, 26d, 26e, 26f). Este tecido de revestimento
exibe, ainda, alteracdes em sua estratificacdo, sendo que apesar da integridade
da camada basal, suas células apresentam aumento volumétrico consideravel
(Figura 26b, 26¢). O tecido conjuntivo subjacente, bem como as fibras
musculares, exibe caracteristicas normais. Os cortes histologicos submetidos a
coloracdo de Schiff, demonstram o acumulo de fungos nas areas mais
superficiais do epitélio, apontado por setas amarelas, particularmente na

espessa camada de queratina (Figura 26e, 26f).
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Figura 26 - Fotomicrografias das laminas do grupo controle positivo (C).
Coloragdo hematoxilina-eosina (26a, 26b, 26¢) e coloracdo de reativo de Schiff
(26d, 26e, 26f) dos animais eutanasiados apds 24h do ultimo tratamento. Onde,

ep=tecido epitelial; co= tecido conjuntivo e FM= fibras musculares.

Grupo C (H/E)

No grupo PP-CUR, onde bidpsias foram obtidas de animais infectados e
posteriormente tratados apenas com a formulacdo experimental de curcumina, 0s
tecidos analisados apresentam caracteristicas histolégicas de normalidade
(Figuras 27a, 27b, 27c), tal como observado no grupo CN. O epitélio integro,
indicado por setas brancas, apresenta-se recoberto por homogénea camada de
gueratina, sendo que o tecido conjuntivo subjacente e as fibras musculares
exibem caracteristicas normais. Porém, tal como observado para o Grupo C, os
cortes histolégicos submetidos a coloracdo de Schiff, demonstram a presenca de
fungos em suas variadas formas, nas areas mais superficiais do epitélio e

by

também em meio & camada de queratina que reveste o epitélio pavimentoso
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estratificado, evento este que foi apontado por setas amarelas (Figuras 27d, 27e,
271).

Figura 27 - Fotomicrografias das laminas do grupo PP-CUR. Coloracdo
hematoxilina-eosina (27a, 27b, 27c) e coloracdo de reativo de Schiff (27d, 27e,
27f) dos animais eutanasiados apds 24h do ultimo tratamento. Onde, ep= tecido
epitelial; co= tecido conjuntivo e FM= fibras musculares.

Grupo PP-CUR (H/E)

No grupo PP-CUR-PDT, onde biépsias foram obtidas de animais infectados
e entdo submetidos a terapia fotodindmica, os tecidos analisados nao
apresentam qualquer alteracdo da normalidade (Figura 28a, 28b, 28c, 28d, 28e,
28f). Tal como observado no grupo CN, os cortes histoldégicos exibem epitélio
pavimentoso estratificado integro, recoberto por homogénea camada de ceratina
(setas brancas). O tecido conjuntivo subjacente apresenta equilibrio entre
células, pequenos vasos sanguineos e matriz extracelular (Figura 28b, 28c),
sendo observada na porcdo central da lingua, fibras musculares intactas em

meio a vasos sanguineos de amplo calibre (Figura 28a, 28b, 28c). Os cortes
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BN

histologicos deste grupo experimental que foram submetidos a coloracao de
Schiff, exibem um epitélio intacto e recoberto por ceratina livre de contaminacao

fungica detectével por esta técnica laboratorial (Figura 28d, 28e, 28f).

Figura 28 - Fotomicrografias das laminas do grupo PP-CUR-PDT. Coloracao
hematoxilina-eosina (28a, 28b, 28c) e coloracao de reativo de Schiff (28d, 28e,
28f) dos animais eutanasiados apds 24h do ultimo tratamento. Onde, ep= tecido

epitelial; co= tecido conjuntivo e FM= fibras musculares.

Grupo PP-CUR-PDT (H/E)

=

P

Grupo PP-CUR-PDT (Schiff)

No grupo NIS, no qual biépsias foram obtidas de animais que foram
inicialmente infectados e posteriormente submetidos ao tratamento convencional
com Nistatina, é possivel observar um epitélio integro e homogéneo quanto a
espessura e morfologia (setas brancas), recobrindo o tecido conjuntivo subjacente
normal, sob o qual fibras musculares estdo bem dispostas (Figura 29a, 29b, 29c).
Estas caracteristicas histologicas de normalidade tecidual s&o semelhantes
aguelas observadas nos grupos controle negativo (Figura 29a, 29b, 29c) e
experimental PDT (Figura 29a, 29b, 29c). Os cortes histologicos submetidos a
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coloracdo de Schift exibem um epitélio continuo e homogéneo (setas brancas),
cujas papilas estdo recobertas por uma camada de ceratina onde nao sao
detectados fungos no local (Figura 29d, 29e, 29f).

Figura 29 - Fotomicrografias das laminas do grupo NIS. Coloracdo hematoxilina-
eosina (29a, 29b, 29c) e coloracdo de reativo de Schiff (29, 29e, 29f) dos animais
eutanasiados apos 24h do dltimo tratamento. Onde, ep= tecido epitelial; co=
tecido conjuntivo e FM= fibras musculares.

Grupo NIS (H/E)

Carlil AN B

Grupo NIS (Schiff)

Os resultados permitem afirmar que os tratamentos realizados com

curcumina incorporada no SPCL, com ou sem irradiacdo de luz LED azul, assim
como com a suspensdo de Nistatina, ndo provocaram altera¢cdes no tecido da
lingua dos animais. Apesar de no grupo PP-CUR-PDT nao ter tido uma reducéo
significativa no teste de recuperacdo das células coletadas e contabilizadas em
UFC/mL quando comparado aos animais do grupo NIS, o grupo ndo apresentou
fungos em nenhuma das camadas dos tecidos analisados conforme observado

nesta analise.
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Carmello e colaboradores (2015) realizaram estudos com o mesmo
protocolo para a avaliacdo do fotossensibilizador Photodithazine® associada a
terapia fotodindmica e também puderam observar que na analise histopatoldgica
a presenca de pseudo-hifenizagdo da Candida albicans no tecido do dorso da
lingua dos animais. Também relataram que no grupo de animais que apenas
receberam a irradiagédo de luz da terapia fotodindmica n&o afetou o a integridade
do tecido.

Em estudo realizado por Dovigo e colaboradores (2013) testaram a
curcumina em DMSO 10% em diferentes concentragbes camundongas e
constataram que na concentracdo de 80 UM com irradiacdo 37,5 J/cm?, apenas
um animal foi possivel a observacdo de alguma levedura no tecido observado,
porém no restante dos animais desse mesmo grupo (quatro animais) nao
evidenciaram qualquer presenca de levedura. Nos animais que foram inoculados
com Candida albicans e que o0s autores ndo aplicaram nenhum tipo de
tratamento, considerados como controle positivo, observou-se a presenca de
leveduras e pseudo-hifas na camada queratinizada do dorso da lingua dos
animais, mas nenhuma evidéncia de invasao em camadas profundas do epitélio.
Relataram também que no tecido conjuntivo subjacente dos animais considerados
controle positivo, exibiu resposta inflamatéria leve mediada por células

mononucleares.
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6. CONCLUSAO

Perante os resultados obtidos até o presente momento, conclui-se que:

- A obtencéo de sistemas precursores de cristais liquidos foi possivel utilizando
Procetyl AWS (tensoativo), acido oleico (fase oleosa) e dispersdo de
polietilenoimina 0,5% ou dispersdo de poloxamer 407 16% (fase aquosa), e
também com a unido desses dois polimeros, constituindo microemulsbes e
sistemas liquido-cristalinos a comecar com 10% de tensoativo e a elevacéo
sucessiva de fase aquosa, a qual foi correlacionada com a transicdo das

estruturacoes.

- ApoGs a adicdo da saliva artificial nos sistemas precursores de cristais liquidos,
foi possivel observar a transicéo para sistemas de cristais liquidos, aumentando a
forca mucoadesiva e tornando os sistemas mais favoraveis a serem aplicados na

cavidade bucal.

- Com base nos resultados obtidos, a irradiacdo com LED até o T10, para
aplicacdo da terapia fotodindmica garante que a curcumina ainda permaneca

fotoativa nas formulacdes.

- Todos os sistemas desenvolvidos (PEI-CUR-0%, PEI-CUR-50%, PLU-CUR-0%,
PLU-CUR-50%, PP-CUR-0% e PP-CUR-50%) apresentaram controle da liberacao

da curcumina em relacdo a solucao receptora.

- Nenhum dos sistemas avaliados (PEI-CUR-0%, PEI-CUR-50%, PLU-CUR-0%,
PLU-CUR-50%, PP-CUR-0% e PP-CUR-50%) foram capazes de permear a

mucosa esofégica suina durante as 24 horas de andlise.

- A determinacdo da concentragdo minima inibitoria apontou que a formulacao
PP-CUR-0% apresentou acdo contra a Candida albicans em suspensao
plancténica de no minimo 34,17 pg/mL sem luz e 20,25 pg/mL com a irradiacao
de luz LED 10,07 J/cm?.
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- O ensaio antifungico in vitro evidenciou que a curcumina incorporada, 80 uM, na
formulacdo PP-0%, com (20 min de TPI) ou sem a aplicagdo de luz e nao
apresentou acado em biofiime de Candida albicans. Com o aumento da
concentracdo da curcumina, utilizando a técnica de atividade oxidativa, foi
possivel observar uma reducdo na atividade metabdlica das células de Candida
albicans, com e sem a terapia fotodindmica, porém o0 ensaio apresentou

limitagOes para analisar sistemas de liberagdo que apresentem opacidade.

- A avaliacdo da citotoxicidade em células do tipo HaCat, mostrou que a
formulacdo PP-CUR e PP apresentaram viabilidade de 75% quando comparadas
as células controle positivo apés 24h em contato com as amostras no em

transwell.

- No ensaio in vivo, a formulagcdo PP-CUR associada ou ndo a terapia dinamica
teve resultado estatisticamente igual ao controle positivo, ndo sendo possivel a
observacdo de reducdo microbiana apés 24h ao tratamento. Porém, aferindo os
resultados obtidos até o0 momento com animais que foram eutanasiados apos 7
dias de tratamento, pode-se observar uma promitente reducdo em alguns dos
animais tratados com a formulacdo desenvolvida, tornando ainda assim,

promissor o tratamento proposto.

- A andlise histoldgica, mostrou que a formulacdo ndo apresentou qualquer
prejuizo nos tecidos avaliados dos animais saudaveis que foram tratados apenas
com a mesma, com isso, pode-se inferir de maneira indireta que a formulacdo

desenvolvida ndo apresentou citoxicidade no ensaio in vivo.

- Por fim, a formulacdo desenvolvida em geral apresenta-se promissora como
sistema de liberagdo de farmacos para estudos futuros, ndo s para aplicagdo na
via bucal, mas também para outras vias de administragdo que contenha fluidos

corporais, tais como via ocular, nasal, vaginal e retal.

- Diante disso, como perspectivas futuras, o sistema desenvolvido e caracterizado
deve ainda ter continuidade do ensaio in vivo, com o0 numero de animais perdidos

durante o experimento para maior seguranca dos resultados. Sugere-se também,
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visando a futura aplicacao clinica, a avaliagcdo da aceitabilidade, uma vez que a
adesdo do paciente ao tratamento esté inclusive relacionada a boa receptividade

quanto ao sabor, se fazendo talvez necessario a correcdo com edulcorantes.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo | — Certificado de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais.

- “POTENCIAL
D DA CURCUMINA INCORPORADA  EM
PRECURSOR ~ DE  CRISTAL  LIQUIDO
MUCOADESIVO PARA TRATAMENTO DE CANDIDIASE
BUCAL EM CAMUNDONGOS”", registrada com o n° 23/2017, sob a
tembﬂldiﬂe do(a) Prof(a). Dr(a). Livia Nordi Dovigo — que envolve
y engio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,

ata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-
0s preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do

e 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
‘ontrole da Experimentagiio Animal (CONCEA), e foi

DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA

JLOGIA DE ARARAQUARA em reunido de

—Tidate ( ) Ensino (X) Pemisa Cientifica
Ao 08 AUTOTIZAG Dezembro/2018 ,

Jinhsgemiasa_| CamundongoSwistvice
i \d ;






