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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) € o tipo mais comum de vaginite aguda entre as mulheres, causada
por fungos do género Candida spp. A Candida albicans ¢ a espécie responsavel por 80-90% dos
casos, contudo nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de casos envolvendo outras espécies,
sendo a Candida glabrata, a segunda mais reportada e mais resistente aos tratamentos convencionais.
As terapias existentes para CVV apresentam desvantagens devido aos efeitos colaterais dos agentes
antifingicos convencionais além da resisténcia fingica prevalente. Como alternativa, compostos
naturais como o acido p-cumarico (p-AC) vém sendo estudados devido a sua potencial atividade
antifingica. Todavia, seu carater lipofilico dificulta sua solubilidade em &4gua, diminuindo sua
eficacia. A incorporagdo do p-AC em um sistema de liberacdo de farmacos (SLF), como os cristais
liquidos (CLs), pode auxiliar na sua administracdo tdpica, e assim aumentar sua solubilidade,
eficdcia, reduzir efeitos colaterais sist€émicos e potencializar sua a¢do na mucosa vaginal. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver sistemas liquido-cristalinos com propriedades
mucoadesivas para liberagdo controlada do acido p-cumadrico no tratamento de candidiase vulvovagi-
nal, via administragdo topica. A atividade antiflingica do p-AC foi avaliada a partir dos ensaios de
concentragdo inibitéria minima (CIM), concentragdo fungicida minima (CFM) , formacdo de
biofilme e ensaio in vivo contra cepas de C. albicans (SC5314), C. glabrata (ATCC 2001) e C. krusei
(ATCC 6258). Para o desenvolvimento das formulagdes, foram construidos dois diagramas de fases
constituidos por acido oleico e colesterol (5:1), uma dispersdo de poloxamer a 16% e uma fase
surfactante. Em relacao a esta fase, duas substancias foram testadas: trietanolamina (TEA) e oleato de
trietanolamina (TEA-Oleato). Apds uma pré avaliagdo dos pontos selecionados de cada diagrama,
dois sistemas (P24 e P29) do diagrama TEA-Oleato foram caracterizados visualmente, por microsco-
pia de luz polarizada, reologia, analise de perfil de textura, andlise de mucoadesdo in vitro e perfis de
liberagdo, permeagdo e retencdo. Além dos sistemas originais, foram avaliadas suas respectivas
diluigdes em muco artificial vaginal (30 e 100% MVA), a fim de mimetizar o sitio de aplicagdo e
verificar possiveis modificagdes nos CLs quando em contato com o ambiente vaginal. Os valores de
CIM foram de 5000pg.mL™" para p-AC, 1,0pg.mL™" para anfotericina B (Anf. B) e ambas cepas
foram resistentes ao fluconazol (Fluco). O valor de CFM para o p-AC foi 6000ug.mL™. A partir dos
resultados in vitro, observou-se que o p-AC demonstrou melhor inibigdo dos biofilmes maduros que
Anf. B e Fluco. p-AC inibiu 98% do biofilme de C. albicans e 92% de C. glabrata apenas com o seu
valor da CFM enquanto que a Anf. B demonstrou taxas de inibi¢do de 96% e 65% respectivamente,
porém com seu valor de CIM aumentado em 1000x. A 1mg.mL", Fluco ainda apresentou menor
eficdcia, inibindo apenas de 30-40% dos biofilmes. Os sistemas incorporados apresentaram perfil
mucoadesivo, mesofases liquido-cristalinas (presen¢a de cruzes de Malta e estrias), alta organizagao
estrutural e pseudoplasticidade, parametros desejaveis para formulacdes topicas. Eles também
apresentaram perfis de liberagdo controlados em 12h (46% - 50% de p-AC liberado) quando
comparado ao farmaco livre (87%) assim como diminuiram a permeacdo do composto na mucosa
vaginal de 38% para 9%, o que pode evitar efeitos sistémicos. No ensaio in vivo, os CLs aumentaram
a atividade antifingica do Fluco e do p-AC, diminuiram a presenca de formas filamentosas, além de
que, os sistemas incorporados com p-AC apresentaram resultados similares aqueles incorporados
com Fluco. A partir dos resultados obtidos, o p-AC demonstrou ser um composto natural com
atividade antifungica contra espécies do género Candida spp. A partir do presente trabalho foi
possivel obter CLs com propriedades desejaveis para administragdo vaginal topica do p-AC como
potencial SLF para tratamento da candidiase vulvovaginal.

Palavras-chave: Acido p-cumarico, candidiase vulvovaginal, sistemas liquido-cristalinos, Candida

albicans, Candida glabrata, biofilme.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is the most common type of acute vaginitis among women, caused
by fungi of the genus Candida spp. Candida albicans is the species responsible for 80-90% of cases,
however in recent years, there has been an increase in the number of cases involving other species,
with Candida glabrata being the second most reported and most resistant to conventional treatments.
Existing therapies for VVC have disadvantages due to the side effects from conventional antifungal
agents besides the prevailing fungal resistance. As an alternative, natural compounds such as p-
coumaric acid (p-CA) have been studied due to their potential antifungal activity. However, its
lipophilic character hinders its solubility in water, reducing its effectiveness. The incorporation of p-
CA into a drug delivery system (DDS), such as liquid crystals (LCs), can assist in its topical
administration, therefore increase its solubility, effectiveness, reduce systemic side effects and
enhance its activity on the vaginal mucosa. Thus, this work aimed to develop liquid-crystalline
systems with mucoadhesive properties for controlled release of p-CA in the treatment of vulvovagi-
nal candidiasis, via topical administration. The antifungal activity of p-CA was analysed by assays of
minimum inhibitory concentration (MIC), minimum fungicidal concentration (MFC), biofilm
formation and in vivo assay against strains of C. albicans (SC5314), C. glabrata (ATCC 2001) and
C. krusei (ATCC 6258). For the development of the formulations, two phase-diagrams were
constructed consisting of oleic acid and cholesterol (5:1), a dispersion of poloxamer 16% and a
surfactant phase. Regarding this phase, two substances were tested: triethanolamine (TEA) and
triethanolamine oleate (TEA-Oleate). After a pre-evaluation of the selected points from each
diagram, two systems (P24 and P29) from the TEA-Oleato diagram were characterized visually, by
polarized light microscopy, rheology, texture profile analysis, in vitro mucoadhesion analysis and
release, permeation and retention profiles. In addition to the original systems, their respective
dilutions in artificial vaginal mucus (30 and 100%AVM) were evaluated in order to mimic the
application site and verify possible changes in the LCs structure when in contact with the vaginal
environment. MIC values were 5000ug.mL™" for p-CA, 1.0pg.mL™" for amphotericin B (Amph. B)
and both strains were resistant to fluconazole (Fluco). The MFC value for p-CA was 6000pg.mL-".
From the in vitro results, it was observed that p-CA demonstrated better inhibition of mature biofilms
than Amph. B and Fluco. p-CA inhibited 98% of the C. albicans biofilm and 92% of C. glabrata,
only with its CFM value, while Amph. B exhibited inhibition rates of 96% and 65% respectively, but
with its MIC value increased by 1000x. At Img.mL-', Fluco was still less effective, inhibiting only
30-40% of biofilms. p-CA loaded systems presented mucoadhesive profile, liquid crystalline
mesophases (presence of Maltese crosses and striated structures), high structural organization and
pseudoplasticity, desirable parameters for topical formulations. They also presented controlled
release profiles in 12h (46% - 50% of released p-CA) when compared to the free drug (87%) as well
as decreased the permeation of the compound in the vaginal mucosa from 38% to 9%, which may
avoid systemic effects. In the in vivo therapeutic assay, LCs increased the antifungal activity of Fluco
and p-CA, decreased the presence of filamentous forms, besides that p-CA loaded formulations
showed similar results to those loaded with Fluco. From the obtained data, p-CA proved to be a
natural compound with antifungal activity against species of the genus Candida spp. From the present
work, it was possible to obtain LCs with desirable properties for p-CA topical vaginal administration
as a potential drug delivery system for the treatment of vulvovaginal candidiasis.

Keywords: p-coumaric acid, vulvovaginal candidiasis, liquid-crystalline systems, Candida albicans,
Candida glabrata, and biofilm.
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1. INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infec¢do da vulva e da vagina, causada por fungos
comensais das mucosas vaginal e digestiva, os quais, devido a alteragdes do ambiente vaginal,
tornam-se patogénicos. De acordo com Fidel (2002) e Holanda et al. (2007), ¢ também considerada
uma das formas mais comuns de infecgdes fingicas oportunistas € o tipo mais comum de vaginite
aguda nos paises tropicais. A CVV atinge cerca de 75% das mulheres entre a fase da puberdade e a
menopausa, pelo menos uma vez na vida, sendo que aproximadamente 50% dessas apresentam ao
menos um episodio de recidiva da doenca. A maioria dos fungos relacionados a essa patologia
pertence ao género Candida, sendo a espécie C. albicans responséavel por cerca de 90% dos casos de
CVV. (MINOOEIANHAGHIGHI; SEPEHRIAN ; SHOKRI, 2017; BHESANIA ; NARA-
YANKHEDKAR, 2017).

O tratamento da CVV apresenta limitagdes relacionadas ao uso indiscriminado dos antifingi-
cos, efeitos adversos, toxicidade e intera¢cdes medicamentosas, proporcionando o desenvolvimento de
cepas resistentes aos antifungicos (PAZ-CRISTOBAL et al., 2013). Deste modo, o estudo de
moléculas bioativas de fontes naturais capazes de superar tais limitagdes, se faz extremamente
necessario. Dentre essas moléculas, os compostos fendlicos se destacam como uma promissora classe
de agentes antifungicas naturais, visto que ha muitos estudos demonstrando a atividade antimicrobia-
na de uma variedade destes metabolitos, como ¢ o caso do acido p-cumarico (p-AC).

O p-AC ¢ um 4acido hidroxicinamico que pertence a uma classe importante de metabolitos se-
cundarios amplamente encontrados em plantas superiores e também em bebidas, como chas, vinhos e
café (TEODORO et al., 2015). Grande parte do interesse no p-AC esta relacionado as suas atividades
antioxidante e antitumoral (ZANG et al., 2000; ESPINOSA et al, 2015), entretanto, sua baixa
toxicidade, facilidade de ser encontrado na natureza e agdo antimicrobiana faz dele um componente
vantajoso para ser utilizado no tratamento de CVV (PEI et al., 2016). Todavia, as propriedades
bioldgicas do p-AC podem ser afetadas pela sua baixa solubilidade em solventes aquosos (FERREI-
RA et al.,2018), o que resulta em sua baixa biodisponibilidade oral. Dessa forma, a fim de superar
este obstaculo, estratégias nanotecnologicas sdo necessdrias para aprimorar a utilizagdo deste
composto fendlico no tratamento da CVV.

Sistemas de liberagdo de fArmacos (SLF) sdo alternativas promissoras para a administragao va-
ginal de farmacos hidrofobicos, uma vez que a liberacdo sustentada tende a diminuir sua toxicidade,
melhorar a estabilidade fisico-quimica, aumentar o tempo de permanéncia no local alvo, reduzir os

efeitos adversos e assim, contribuir para a adesdo do paciente ao tratamento (KOLENYAK-SANTOS
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et al., 2015). Um exemplo de SLF sdo os cristais liquidos (CLs), os quais apresentam propriedades de
liquidos como fluidez, mobilidade e regides desorganizadas, mas também de so6lidos, como rigidez,
ordem estrutural e ligagdes definidas (CHORILLI et al., 2009). Tratando-se da aplicagdo vaginal, é
interessante que esses sistemas apresentem propriedades mucoadesivas, de modo a evitar o vazamen-
to das formulagdes devido a dilui¢do do sistema em contato com as secre¢des vaginais ou a agao
auto-limpante do trato vaginal (OKADA; HILLERY, 2001; PEREIRA; BRUSCHI, 2011). Para isso,
polimeros podem ser adicionados a fase aquosa, como ¢ o caso do Poloxamer 407, um copolimero
tri-bloco que consiste em um bloco hidrofébico central de polipropileno glicol, flanqueado por dois
blocos hidrofilicos de polietileno glicol (PEG) e que, em concentragdes entre 20-30% gelifica a
temperatura ambiente e corporal, mas liquefaz quando resfriado a 4°C (BENTLEY et al., 1999;
CAFAGGI et al., 2005; RAMOS et al.,2015).

Portanto, tendo em vista os efeitos adversos causados pelo atual tratamento convencional de
CVV a base de antifungicos, pretendeu-se avaliar se o potencial antifungico do 4cido p-cumaérico
incorporado em sistemas liquido-cristalinos contra cepas de Candida spp. Suas propriedades
biologicas fazem dele um componente vantajoso para ser utilizado, ademais, ndo ha relatos na
literatura de sua incorporagdo em cristais liquidos, a qual pode promover uma acdo sinérgica,

aumentando a atividade antifingica deste composto fenolico.
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7. CONCLUSOES

Os sistemas desenvolvidos com TEA-Oleato demonstraram propriedades de viscosidade,
mucoadesdo e caracteristicas liquido-cristalinas (como a visualizacdo de estrias e cruzes de malta)
interessantes para aplicacdo topica na mucosa vaginal. A utilizagdo do MVA em diferentes propor-
cdes nos sistemas forneceu um insight de como o ambiente vaginal pode alterar as propriedades e as
mesofases dos CLs. Ademais, ambos P24 e P29 TEA-Oleato apresentaram perfis de liberagdo
controlada do farmaco, diminuindo sua permeabilidade na mucosa e propiciando sua retencao pela
mesma.

O acido p-cumarico apresentou atividade fungicida e fungistatica contra cepas de referéncia
(ATCC) de C. albicans, C. glabrata e C. krusei. Os resultados obtidos nos ensaios in vitro foram
promissores porque observou-se uma redug¢do quase total dos biofilmes, tanto no tratamento
utilizando o farmaco livre quanto ele incorporado nos sistemas. Em relacdo ao ensaio in vivo, as
formulagdes P24 e P29 TEA-Oleato incorporadas com p-AC mostraram um desempenho positivo no
tratamento da CVYV, visto que reduziram significativamente a carga de fungos, diminuiram a
presenca de formas filamentosas e consequentemente proporcionaram uma melhora no edema e
eritema presentes nas regides vaginais dos animais. A partir dos resultados obtidos com o fluconazol
incorporado nos CLs em comparacdo com sua forma livre (em solucdo), as formulacdes desenvolvi-
das também aumentaram a sua eficdcia. J& o p-AC incorporado, apenas com seu valor de CFM,
apresentou um resultado semelhante ao do fluconazol (1000x CIM) no ultimo dia de tratamento para
ambos os sistemas. Este resultado mostra o potencial deste composto fenodlico em ser utilizado no
tratamento de CVV. De maneira geral os sistemas desenvolvidos demonstram ser uma abordagem

interessante e inovadora para o tratamento de candidiase vulvovaginal.
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