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Resumo

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infecgéo fungica causada principalmente pela
espécie Candida albicans, sendo considerada a mais prevalente em mulheres com
idade fértil, acometendo cerca de 80-85% dos individuos ao menos uma vez na vida.
Um crescente interesse tem sido observado na utilizacdo de compostos de origem
natural, como a curcumina, de forma a atuar contra este microrganismo. Todavia,
algumas de suas propriedades fisico-quimicas, como baixa solubilidade aquosa,
dificultam a sua utiliza¢éo na terapéutica. Dessa forma, a sua incorporacdo em sistemas
liguido-cristalinos mucoadesivos (SLCM) objetivando administracdo vaginal pode ser
uma estratégia eficiente de tratamento, de forma a potencializar a acao do farmaco, bem
como oferecer maior permanéncia da formulacdo no local de acdo. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver SLCM constituidos por acido oleico e ergosterol (5:1) como fase
oleosa, acido cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl® AWS) como tensoativo e
dispersao polimérica de quitosana (1%) como fase aquosa, acrescidos de curcumina, e
caracteriza-los empregando microscopia de luz polarizada, espalhamento de raios-X de
baixo angulo (SAXS), reologia, analise de textura e mucoadesao in vitro.
Posteriormente, avaliou-se a agdo antimicrobiana in vitro e in vivo do sistema contra
cepas de C. albicans. Pelos ensaios de microscopia de luz polarizada as formulacdes
apresentaram estruturas semelhantes a cruz de malta e campo escuro, caracteristicas
de fase lamelar e microemulsdes, respectivamente, resultados que foram confirmados
por SAXS. Os ensaios de mucoadesdo in vitro evidenciaram aumento da forgca
mucoadesiva das formulagbes na presenca de concentracfes crescentes de muco
vaginal artificial (MVA), corroborando os resultados de reologia, que evidenciaram alta
viscosidade e elasticidade das formulagfes na presencga de MVA, o que pode contribuir
com a permanéncia da formulagdo no local de acdo. Os resultados de ensaios
microbioldgicos in vitro realizados para a forma plancténica e biofilme sugerem que a
curcumina teve sua agdo antimicrobiana contra C. albicans potencializada mediante a
sua incorporacdo em SLCM. Ensaios de ELISA evidenciaram diminuicdo das
interleucinas IL-1B e TGF- por meio do tratamento com SLCM-curcumina. O teste in
vivo para a candidiase vulvovaginal (CVV) evidenciou que o SLCM-curcumina
apresentou maior eficacia que o grupo controle. Os resultados sugerem que o sistema

obtido apresenta potencial para incorporacdo de curcumina no tratamento da CVV.

Palavras-chaves: curcumina; sistema liquido cristalino; mucoadeséo; C. albicans.



Abstract

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection mainly caused by the Candida albicans
species. The disease is being considered the most prevalent in women of childbearing age,
affecting approximately 80-85% of individuals at least once in life. An increasing interest has
been observed in the use of compounds of natural origin, such as curcumin, in order to act
against this microorganism. However, some of its physicochemical properties, such as low
agueous solubility, make it difficult to use in therapeutics. Thus, its incorporation into
mucoadhesive liquid-crystalline systems (MLCS), with vaginal administration, can be an
efficient treatment strategy in order to potentiate the action of the drug, as well as to offer a
longer permanence of the formulation at the site of action. The aim of this work was to develop
mucoadhesive liquid-crystalline systems consisting of oleic acid and ergosterol (5: 1) as oily
phase, ethoxylated and propoxylated cetylic acid (Procetyl® AWS) as a surfactant and
polymer dispersion of chitosan (1%) as aqueous phase, plus curcumin and characterize them
using polarized light microscopy, low-angle X-ray scattering (SAXS), rheology, texture
analysis and in vitro mucoadhesion. Subsequently, the antimicrobial action in vitro and in vivo
of the system against C. albicans strains was evaluated. By polarized light microscopy, the
formulations presented similar structures to the cross of malt and dark field, characteristics
of lamellar phase and microemulsions, respectively, the results were confirmed by low-angle
X-ray scattering. In vitro mucoadhesion assays demonstrated an increase in the
mucoadhesive strength of the formulations in the presence of increasing concentrations of
artificial vaginal mucus (AVM), corroborating rheology results, which showed high viscosity
and elasticity of the formulations in the presence of AVM, which may contribute to the
permanence of the formulation at the site of action. The results of in vitro microbiological
assays performed for the planktonic and biofilm form suggest that curcumin had its
antimicrobial action against C. albicans potentiated by its incorporation into MLCS. ELISA
assays showed a decrease in IL-18 and TGF-8 interleukins by treatment with MLCS -
curcumin. The in vivo test for vulvovaginal candidiasis (VVC) showed that MLCS -curcumin
was more effective than the control group. The results suggest that the obtained system

presents potential for incorporation of curcumin in the treatment of VVC.

Key-words: curcumin; liquid crystalline system; Mucoadhesion; C. albicans.
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1. INTRODUCAO

Dentre 0s muitos microrganismos responsaveis por promover estados
anormais, causando o declinio da saude humana, estd a Candida albicans,
levedura comensal do trato genital e do trato gastrointestinal que causa a
candidiase vulvovaginal (CVV), que apresenta como sinais clinicos corrimento
vaginal, irritacdo e prurido continuo, sendo estas as queixas ginecoldgicas mais
comuns entre as mulheres (MCGREAL et al., 2013; WOOD et al., 2013; AMOURI
et al., 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a CVV engloba cerca de
95% das infeccbes do trato genital feminino, caracterizando-se como uma
doenca de grande incidéncia; sendo necessarios diagnosticos e tratamentos
adequados para cada paciente (MORALES et al., 2012).

Cerca de 80% das mulheres com idade fértil sdo acometidas pelo menos uma
vez na vida com desordens vaginais ocasionadas por Candida sp. (TIYYAGURA
et al., 2013). Esta alta incidéncia se da devido a flexibilidade morfolégica da C.
albicans, sendo um fator determinante na sua viruléncia e desempenhando um
papel fundamental no processo de infeccdo. Nas infeccbes em mucosas, as hifas
invadem as células epiteliais e endoteliais, causando danos provavelmente pela
liberacdo de enzimas hidroliticas (ZHU et al., 2010).

Em muitos casos as terapias medicamentosas tornam-se ineficazes, devido
ao mecanismo natural de colonizacdo que se da pela formacédo de hifas,
aumentando, desta forma, a infestagdo em tecidos epiteliais e na mucosa vaginal
(ZHANG et al., 2006).

A parede vaginal consiste em trés camadas: a camada epitelial, o
revestimento muscular e tinica adventicia. O epitélio é escamoso, estratificado,
nao-cornificado e a sua espessura é dependente da idade. Com a atividade
hormonal, o epitélio vaginal aumenta de espessura, atingindo o apice na fase
proliferativa e o mais alto contetdo de glicogénio durante a ovulagcdo. A
espessura do epitélio também é dependente das diferentes fases da vida, como
recém-nascidos, criangas, adultos e ap0s a menopausa. O principal suprimento
de sangue para a vagina € através da sucursal vaginal da artéria uterina. A
vagina tem caracteristicas Unicas em termos de microflora, pois produz acido

lactico para manter as secrecbes vaginais, o valor de pH vaginal e a flora
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bacteriana impedem o crescimento descontrolado de fungos (VALENTA et al.,
2005).

Ultimamente vias alternativas para a administracdo de farmacos tém
ganhado bastante evidéncia. Dentre as inUmeras rotas alternativas, pode-se citar
a via vaginal, que permite a absor¢do de farmacos diretamente na circulagédo
sanguinea, evitando o metabolismo pré-hepatico, desvantagem esta presente na
administracdo oral de farmacos. Além disso, permite que as mulheres auto-
administrem a medicagdo continuamente por semanas ou meses (MACHADO et
al., 2012). Esta via propicia a administragdo de farmacos, tanto com efeito local,
como sistémico, por ser uma regido extremamente vascularizada, com grande
area de superficie, tendo elevado suprimento sanguineo, evitando o efeito de
primeira passagem de alguns farmacos. Assim, esta via permite o uso de
esquemas de dosagem prolongados, menores administracbes de doses e
liberacdo continua do farmaco (ALEXANDER et al., 2004).

Na iniciativa de controlar a infestacdo do fungo e sanar problemas com C.
albicans, normalmente sdo empregados pomadas e cremes vaginais. Porém,
estas formas farmacéuticas promovem incOmodo aos pacientes, em virtude da
facil eliminacao a partir da regido de aplicacdo (MERABET et al., 2005).

Desta forma, as formas farmacéuticas para administracdo vaginal
comercialmente disponiveis ndo séo totalmente adequadas as necessidades das
pacientes. Partindo deste principio, sistemas mucoadesivos facilitam a retencéo
local das formas farmacéuticas; potencializando a acdo do farmaco sem a
desvantagem das formula¢des tradicionais (ACARTURK et al., 2009).

Dentre os sistemas mucoadesivos se destacam o0s sistemas liquido-
cristalinos mucoadesivos (SLCM), que apresentam caracteristicas de estado
intermediario entre o solido e o liquido, denominado estado mesomorfico,
podendo ser classificados em duas classes gerais: termotropicos e liotropicos.
Os termotrépicos séao cristais liquidos em que sua estabilidade esta diretamente
relacionada a temperatura. Ja para os cristais liquidos liotropicos, com o
aumento da concentracdo de tensoativos, podem ser formadas diferentes formas
liquido-cristalinas: lamelares, hexagonais e cubicas (FORMARIZ et al., 2005).

Os cristais-liquidos liotropicos estdo atraindo cada vez mais a atencao pelas
suas propriedades fisico-quimicas e microestrutura unica. Moléculas bioativas

como farmacos e proteinas podem ser solubilizados tanto na fase aquosa quanto
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na fase oleosa, sendo protegidos de hidrélise ou oxidacdo, além de terem sua
liberacdo modulada (GUO et al., 2010).

Dessa forma, os SLCM podem ser uma estratégia adequada para a
administracdo vaginal de farmacos, protegendo o farmaco contra degradacoes,
possibilitando a sua liberagao no local de acado (KANG et al., 2009).

Dentre os inUmeros compostos que apresentam atividade contra C. albicans,
tem-se a curcumina. Estudos encontrados na literatura mostram que a Curcuma
longa apresenta atividade antifingica contra algumas espécies, como
Aspergillus, Fusarium e Candida (DHINGRA et al., 2007, HEGAZY et al., 2012,
FERREIRA et al., 2013).

Na Curcuma longa L. também conhecida como acafrdo, € encontrada a
curcumina; composto normalmente isolado do rizoma da cUrcuma que apresenta
pigmento amarelo. Apresenta ponto de fusdo de 183°C, absorcdo maxima em
420 nandmetros, formula C21H2006 e peso molecular de 368,37 g/mol. E
insolivel em &gua e éter, mas apresenta-se soluvel em etanol, dimetilsulfoxido
(DMSO), acetona e outros solventes organicos (SHARMA et al., 2005).

Estudos in vitro demostraram que a curcumina é degradada rapidamente em
condic0es fisioldgicas (tampéao fosfato isotbnico, pH 7,2 a 37°C). Sendo assim,
a estabilidade dela é muito elevada quando ocorre a reducédo do pH, pois ha uma
modificacdo na estrutura dieno conjugada da molécula. J& quando ocorre um
ajuste de pH para valores neutro ou alcalino, o préton do grupamento fendlico é
removido, provocando a destruicdo desta molécula (WANG el al., 1997, ANSARI
et al., 2005).

As propriedades fisico-quimicas da curcumina, como baixa solubilidade
aquosa, curta meia-vida e instabilidade quimica dificultam a sua utilizacdo na
terapéutica. Dessa forma, a sua incorporacdo em sistemas liquidos cristalinos
mucoadesivos (SLCM), pode possibilitar a melhora de suas propriedades
biofarmacéuticas.

Portanto, este trabalho visa desenvolver um SLCM, que possa auxiliar no
estudo de novas terapéuticas contra Candida albicans, visando a diminuicéo da
incidéncia de candidiase (HAHN et al., 2003, BERGOLD et al., 2004, SHEIKH et
al., 2013, XIE et al., 2014).
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6. CONCLUSOES

Foi possivel obter sistemas liquido-cristalinos utilizando Procetyl®-AWS
como tensoativo, acido oleico e ergosterol como fase oleosa e dispersao
de quitosana 1% como fase aguosa, observando-se regides lamelares e
hexagonais.

As formulacdes selecionadas (F13 e F19) demonstraram
comportamentos reologicos, mecanicos, térmicos e mucoadesivos
compativeis com sistemas de fase liquido-cristalina, favoraveis para
aplicacao vaginal.

O potencial antifungico da curcumina foi potencializado mediante a sua
incorporacdo em sistemas liquido-cristalinos.

A citotoxicidade das formulacdes testadas foi moderada, segundo os
ensaios de difusdo de agar.

A formulacdo F13CUR apresentou eficacia em ensaios in vitro e in vivo,
apresentando potencial no tratamento da CVV.
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