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RESUMO

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

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

Fluconazol, Hidrogel.



ABSTRACT

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

Keywords: Vulvovaginal candidiasis, Nanostructured Lipid Carrier, Curcumin,

Fluconazole, Hydrogel
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1. INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

em géis termorresponsivos no tratamento de candidiase vulvovaginal.
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1. Considerac0es finais

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

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

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

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

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

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

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

anti-inflamatéria demonstradas.
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