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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma infec¢do fungica causada tipicamente por
Candida albicans, a qual apresenta resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento.
Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) com hipericina (HIP) encapsulada
dispersos em hidrogéis (HG) de geleificacdo in situ demonstram ser uma opg¢ao
interessante para viabilizar o tratamento da CVV, associada a métodos alternativos,
como a terapia fotodinamica (TFD). Este trabalho visa avaliar o potencial dos CLN com
e sem HIP encapsulada dispersos em HG, associados a TFD para administragao vaginal.
Os CLN sem (F6.5) e com HIP encapsulada (F6.5 0,05, F6.5 0,25 e F6.5 0,5) foram
obtidos por sonicagdo a 35% de amplitude por Smin, contendo poloxamer 407 e na fase
oleosa, estearato de polioxietileno, triglicérides do éacido céaprico/caprilico, 6leo de
ricino hidrogenado, etoxilado e/ou HIP. Os HG foram constituidos de poloxamer 407 ¢
quitosana, sendo acrescidos de CLN com e sem HIP encapsulada em diferentes
propor¢des de CLN:HG dando origem as formulagdes CLN HIP-HG1, CLN_ HIP-
HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 ¢ CLN_HIP-HGS. Os sistemas F6.5, F6.5 0,05,
F6.5 0,25 e F6.5 0,5 caracterizados por espalhamento de luz dinamico, apresentaram
didmetros nanométricos com baixa polidispersdo, e revelaram excelente estabilidade
fisica. A formulacdo F6.5 apresentou na analise de rastreamento de nanoparticulas
distribui¢do unimodal com predominancia de particulas de 151 nm. Na microscopia
eletronica de transmissao foram observadas particulas de morfologias praticamente
esféricas e em escalas nanométricas. A eficiéncia de encapsulagdo da HIP foi de 89,3%.
A microscopia eletronica de varredura dos HG acrescidos de CLN com HIP
encapsulada obtidos em diferentes proporgdes, revelou valores médios de rugosidade
superficial sem diferencga estatistica entre os sistemas. A reologia continua mostrou que
praticamente todos os sistemas tiveram um comportamento Newtoniano; enquanto na
reologia oscilatoria a maioria dos sistemas apresentou valores de G’ superiores a G’
com excecdo de CLN HIP-HGI. O HG livre e os sistemas CLN HIP-HGI1 e
CLN_HIP-HG?2 apresentaram satisfatérias propriedades mucoadesivas, além de valores
de seringabilidade que comparados a relatos da literatura podem conferir a facilidade de
estes serem aplicados na via vaginal. O ensaio de calorimetria exploratoria diferencial
evidenciou eventos endotérmicos com picos similares e caracteristicos a componentes
presentes nas formulagdes. Os dois métodos analiticos validados para quantificar a HIP
(HIP solubilizada em metanol e HIP na solucdo receptora composta de meio tampao
fosfato com 3% de Tween 80) mostraram-se condizentes aos valores preconizados pela
ANVISA. O perfil de liberacdo in vitro da HIP liberada a partir de CLN_HIP-HGI,
indicou comportamento de liberagao sustentada do composto ativo durante as 12h de
analise, e que os principais mecanismos de liberagcdo seguem os modelos de Peppas e de
Higuchi. Tais sistemas ndo apresentaram permeagao na mucosa vaginal suina, além de
baixos valores de retencdo. Os CLN com e sem HIP encapsulada dispersos ou ndo em
HG revelaram potente acdo antifingica frente a cepa de C. albicans ATCC 10231 e
comportamento fungistatico frente a levedura. Os CLN com e sem HIP encapsulada
dispersos ou ndo em HG, tratados com TFD, reduziram significativamente as culturas
planctonicas de C. albicans variando de aproximadamente 1 a 2 logio (UFC/mL)
comparados ao YNB; enquanto a TFD mediada pelos sistemas F6.5 0,05 e CLN_HIP-
HGI1 apresentaram diminui¢des na viabilidade do biofilme de C. albicans de 2 e 1,2
logio (UFC/mL), respectivamente, em relagcdo ao PBS. Na andlise de SOSG, a solugao
de HIP livre, bem como os CLN com HIP encapsulada dispersos em HG foram capazes
de fornecer efetivamente oxigénio a solucdo de metanol. Na anélise antifungica in vivo
associada ou ndo a TFD, o antifingico e os grupos tratados com TFD apresentaram uma



predominancia de células fungicas de diferentes tamanhos, além disso, CLN HIP-
HGI1/TFD se destacou entre os grupos tratados com TFD obtendo uma melhora
significativa do perfil terap€utico comparado ao grupo infectado. Assim, os resultados
evidenciaram o potencial antifingico dos sistemas in sifu para a administracdo vaginal
da HIP demonstrando serem capazes de contribuir no tratamento da CVV.

Palavras-chave: Candida albicans; hipericina; atividade antifingica; terapia
fotodindmica.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection typically caused by Candida
albicans, which is resistant to the drugs used in the treatment. The hypericin (HYP)-
loaded nanostructured lipid carrier (NLC) dispersed in situ hydrogels (HG) proves to be
an interesting option for the treatment of VVC, associated to alternative methods such
as photodynamic therapy (PDT). This work aims to evaluate the potential of HYP-
loaded and empty NLC or NLC dispersed in the HG, associated to PDT for vaginal
administration. The empty NLC (F6.5) and HYP-loaded NLC (F6.5 0.05, F6.5 0.25
and F6.5 0.5) and were obtained by sonication at 35% amplitude for Smin, containing
poloxamer 407 the aqueous phase and in the oil phase, polyoxyethylene stearate,
capric/caprylic acid triglycerides, ethoxylated hydrogenated castor oil and/or HYP. The
HG were composed of poloxamer 407 and chitosan, being incorporated into HYP-
loaded and empty NLC in different proportions of NLC:HG giving rise to formulations
NLC _HYP-HGI1, NLC_HYP-HG2, NLC_HYP-HG3, NLC HYP-HG4 and NLC _HYP-
HGS. The F6.5, F6.5 0.05, F6.5 0.25 and F6.5 0.5 systems, characterized by dynamic
light scattering, presented nanometric diameters with low polydispersity and showed
excellent physical stability. Formulation F6.5 showed unimodal distribution in the
nanoparticle screening with predominance of 151 nm particles. Transmission electron
microscopy showed particles of practically spherical morphologies and nanometric
scales. The HYP encapsulation efficiency was 89.3%. Scanning electron microscopy of
the HG and HYP-loaded NLC in different proportions of NLC:HG, revealed average
values of surface roughness without statistical difference between the systems.
Continuous rheology showed that all systems had Newtonian behavior; while in
oscillatory rheology most systems showed G’ values higher than G’’, except of
NLC HYP-HGI1. The HG and the NLC HYP-HG1 and NLC HYP-HG2 systems
showed satisfactory mucoadhesive properties, in addition to syringability values that,
compared to reports in the literature, showed their ease of application in the vaginal
route. Differential scanning calorimetry showed endothermic events with similar peaks
and characteristics to components present in the formulations. Two analytical methods
were validated to quantify the HYP (HYP solubilized in methanol and HYP in the
receiving solution of phosphate buffered medium with 3% Tween 80), being consistent
with the values recommended by ANVISA. The in vitro release profile of HYP released
from NLC HYP-HGI, indicated a sustained drug release behavior during the 12h of
analysis, and that the main release mechanisms follow the Peppas and Higuchi models.
Such systems showed no permeation in the porcine vaginal mucosa, in addition to low
retention values. The NLC with encapsulated HYP dispersed or not in HG, showed
potent antifungal action against the strain of C. albicans ATCC 10231 and fungistatic
behavior against yeast. The HG incorporated into HYP-loaded and empty NLC in
different proportions, treated with PDT, significantly reduced the planktonic cultures of
C. albicans ranging from approximately 1 to 2 logio (CFU/mL) compared to YNB;
while the PDT mediated by the F6.5 0.05 and NLC HYP-HGI1 systems showed
decreases in the viability of the C. albicans biofilm of 2 and 1.2 logio (CFU/mL),
respectively, in relation to the PBS. In the SOSG analysis, the free HYP solution, as
well as the HYP-loaded NLC dispersed in HG were able to effectively supply oxygen to
the methanol solution. In the in vivo antifungal analysis associated or not with PDT, the
antifungal and groups treated with PDT showed a predominance of fungal cells of
different sizes, in addition, NLC _HYP-HG1/PDT stood out among the groups treated
with PDT, obtaining a significant improvement in the therapeutic profile compared to
the infected group. Thus, the results showed the antifungal potential of in situ systems



for the vaginal administration of HYP, demonstrating that they are capable of
contributing to the treatment of VVC.

Keywords: Candida albicans; hypericin; antifungal activity; photodynamic therapy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica da hipericina............cccceeeeueeriieniieniieeieeiie e 33
Figura 2. Cronograma do modelo de ensaio terapéutico in vivo de CVV utilizando
camundongos fémeas linhagem CSBL/6............ccciiiiiiiiiiiiceeceece e 57
Figura 3. Sistemas (HG, CLN-HG e F6.5 0,05) administrados no canal vaginal dos
CAMUNAONZOS TRMEAS. ... .eiiiieiiieiieiie ettt ettt e et e e teesaeeesbeeseaesseesaeeens 57
Figura 4. Diametro hidrodindmico médio e Ipd dos CLN sem HIP encapsulada,
desenvolvidos em diferentes amplitudes e tempos de sonicacdo versus tempo em dia.
MEAIAED.P; MT3 .ottt e ettt e e e s s e ettt r e e e e e s e aaaaa e 60
Figura 5. Potencial zeta dos CLN sem HIP encapsulada, desenvolvidos em diferentes

amplitudes e tempos de sonicagdo versus tempo em dia. MédiaxD.P;

Figura 6. Relacdo entre distribuicdo de tamanho de particulas econcentracdo, medida
por NTA (diluiga0 de 2000 X)...ueeeuieriieeiieniieeiiesiie ettt ettt eeeesieeebeeseesseesaeeenseenenes 66
Figura 7. Diametro hidrodindmico médio e Ipd dos CLN com HIP encapsulada versus
tempo em dias. ME€dia£D.P; N=3......cccuiiiiiie e 67

Figura 8. Potencial zeta dos CLN com HIP encapsulada versus tempo em dia. Média+

Figura 9. Fotomicrografias de F6.5 (A), F6.5 0,05 (B), F6.5 0,25 (C) e F6.5 0,5 (D).

A e C em aumento de 50x. B e D em aumento de 100X..........ccceeeriiniininnieniieninniennns 69
Figura 10. Fotomicrografias dos sistemas CLN_ HIP-HG1, CLN_HIP-HG2, CLN_HIP-
HG3, CLN_HIP-HG4 e CLN_HIP-HGS5. Aumento de 150X.......cccccoveeverienieneniennenne. 71

Figura 11. Reogramas dos sistemas. Simbolos cheios indicam curvas ascendentes e
SImbolos vazios, curvas deSCENAENTES. ..........uvvvieieiiiiiiiiriiiiieeeeeeeerieee e e e e e e 72
Figura 12. Comportamento reoldgico oscilatorio dos valores de G’ e G*” em fungao da
freqiiéncia (Hz) para os sistemas. Simbolos cheios indicam moédulo elastico (G’) e
simbolos vazios, MOAUlO VISCOSO (G77) .icuuiieiiieeiiieeeiie ettt e 74

Figura 13. Resultados de trabalho de for¢a de mucoadesdo (N.sec) e de forca de

mucoadesao (N) do HG e dos sistemas. MédiaxD.P; n=6..........cc.cccccvveevvievcieenrieenen. 76
Figura 14. Trabalho de seringabilidade (N.mm) para extrusdo de sistemas através de
seringas plasticas de 3 mL. Média£D.P; N=0..........cccieviiriiiniiiiieieeeeee e 78
Figura 15. Termogramas dos componentes analisados individualmente....................... 79

Figura 16. Termogramas dos SISEEIMAS.........c.eeervreerieeeiiieeiieeeieeeeieeesreeesreeeseseesnneeens 80



Figura 17. Cromatograma de HIP por CLAE..........ccooooiiiiiieee e 82

Figura 18. Representagdo grafica da curva analitica do método I para quantificacdo de

HIP POT CLAE .ottt ettt et e et e et e e e b e e eanee s 81
Figura 19. Representacao grafica da curva analitica do método II para quantificagdao de
HIP POT CLAE ...ttt ettt ettt st e be et esaeebeeneenseens 83
Figura 20. Grafico de dispersdo de residuo padrao derivado da curva analitica L.......... 84
Figura 21. Grafico de dispersdo de residuo padrao da curva analitica Il....................... 85
Figura 22. Cromatogramas dos sobrenadantes das diferentes amostras......................... 88
Figura 23. Perfil de liberacao in vitro da HIP livre e do CLN_HIP-HGI...................... 91

Figura 24. Crescimento das colonias de C. albicans ATCC 10231 apos 48h de
INCUDAGAO. ...c.eviiieiiie et ettt et e ettt e et e et e e et e e e et eeeeaseeeetsee e aseeesseeesseessseeessseesasseesseaenns 95
Figura 25. Valores médios ¢ DP do Logio (UFC/mL) de culturas planctonicas de C.

albicans analisadas no escuro e tratadas com TFD, mediados pelos diferentes

Figura 26. Valores médios ¢ DP do Logio (UFC/mL) de biofilmes de C. albicans
analisados no escuro etratados com TFD, mediados pelos diferentes grupos................. 98
Figura 27. Curvas de aumento percentual da fluorescéncia do SOSG para as amostras
submetidas ao escuro € a TFD versus tempo em mMinutoS.........c.cecveeeveerieeireeneeeiveennenns 99
Figura 28. Células do epitélio vaginal dos camundongos fémeas. Aumento de 40x...101
Figura 29. Imagens de lavados vaginais com presenca de células fingicas de CVV em
camundongos fémeas, corados por meio da coloracao de Giemsa. Aumento de 40x...101
Figura 30. Lavados vaginais dos grupos controles com presenca de células fungicas de
CVV em camundongos fémeas oito dias apds a infec¢do fungica. Aumento de 40x...102
Figura 31. Lavados vaginais dos grupos tratados com sistemas na presenga de células

fungicas de CVV em camundongos fémeas oito dias apos a infec¢ao fungica. Aumento

Figura 32. Valores médios e DP dos ntimeros de leveduras em Logio (UFC) dos grupos

controles e de tratamento no escuro € mediado pela TFD.........ccccccevvveviiiinciiieecieeeen. 104



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Nomenclatura dos CLN sem HIP encapsulada submetidos a diferentes
amplitudes (%) e tempos de sonicagao (MINULOS)......eeeveerueerrieeriieaieeniieeieenieeeieeneee e 39

Tabela 2. Nomenclatura e composicao dos CLN com trés diferentes concentragdes de

HIP encapsulada.........ccoiiiiiiiiiiiiieiecie ettt ettt ettt e 39
Tabela 3. Nomenclatura dos HG acrescidos de CLN com HIP, em diferentes
propor¢des de MIStUTa (Y0, TN/V).co.eiieiiiieiiieiieee ettt 42
Tabela 4. Parametros empregados na metodologia analitica.............ccceeevveeerneeenneeenee. 45

Tabela 5. Especificagdes dos grupos experimentais e respectivos tratamentos do ensaio
biologico in vitro realizado no escuro e associado a TFD, frente as culturas planctonicas
de C. albicans ATCC 90028........oo ittt et e 52
Tabela 6. Especificacdes dos grupos experimentais e respectivos tratamentos do ensaio
biologico in vitro realizado no escuro e associado a TFD, contra biofilmes de C.
albicans ATCC 90028......cc.oooiiieiieitee ettt sttt ettt s e bt 53
Tabela 7. Grupos experimentais e respectivas especificagdes de tratamentos do ensaio

terapéutico de CVV causado por C. albicans ATCC 10231em camundongos

Tabela 8. indice de consisténcia do fluxo (K) e indice do comportamento do fluxo ()

do HG e dos HG acrescidos de CLN com HIP, analisados a 37°C. Média+D.P;

Tabela 9. Valores de temperaturas de fusdo dos picos da HIP e da QS analisados
INAIVIAUAIMENTE.......oviiiiiiiiiieee ettt s 79
Tabela 10. Valores de temperatura de fusao dos picos dos sistemas: F6.5, F6.5 0,05,
HG € CLN_HIP-HGI.....oiiiiiiieeee ettt e 80
Tabela 11. Analise de variancia ANOVA dos valores das areas da curva analitica I....84
Tabela 12. Analise de varidncia ANOVA dos valores das areas da curva analitica II...85
Tabela 13. Precisao intracorrida para quantificagao de HIP por CLAE — método I......86
Tabela 14. Precisao intracorrida para quantificagao de HIP por CLAE — método II.....86
Tabela 15. Precisao intercorrida para quantificagao de HIP por CLAE — método I......86
Tabela 16. Precisdo intercorrida para quantificagdo de HIP por CLAE — método II.....87
Tabela 17. Percentual de exatiddo obtido entre as concentragdes tedricas e

experimentais das solugdes de HIP — método L..........ccceveiiiieiiiiiiiiicieececee e 87



Tabela 18. Percentual de exatiddo obtido entre as concentragdes teoricas ¢

experimentais das solugdes de HIP — método IL..........ccceeviiiiiiiniiiiiiniieieieeeeeee, 87
Tabela 19. Alteragdes para a avaliagdo da robustez — método L..........cccevviiiiininnenene 89
Tabela 20. Estabilidade da solugdo analitica analisada por 96h — método I................... 90
Tabela 21. Modelos matematicos aplicados para a analise cinética de liberagao........... 92
Tabela 22. Retencdo vaginal de HIP e de CLN_HIP-HGI ........ccccoiviiiiiiiiniiiiee, 93

Tabela 23. Atividade antifungica contra a cepa de C. albicans ATCC 10231............ 94



LISTA DE EQUACOES

Equacao 1- % EE = HIP (total) — HIP (livre soluvel) x 100 / HIP (total)...................... 41
Rre L To TR Al N (74 L A RS US 43
Equagado 3- % Recuperacao = Concentracdo média experimental x 100 / Concentragao
110 5 (2 OO UUTORUPTRURR 47
Equacdo 4- LD = DPa X 3/ IC ..oioiiiiiieieeeee ettt e 47

Equacdo 5- LQ =DPa X 10/ TC ..ottt ettt 47



ANVISA
ASD
ASD+clo
MOP’s
Cvv
CLN
CLAE
CIM
CFM
DSC

FS

LED

D.P
D.P.R
%EE

EP

ROS
ICH

HIP

HG

Hz

h

Ipd

LD

LQ
Método 1
Método II

G’
G"

MET
MEV-FEG

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
Agar Sabouraud Dextrose

Agar Sabouraud + Cloranfenicol

Acido 3-[N-morfolino] propanossulfonico
Candidiase Vulvovaginal

Carreadores Lipidicos Nanoestruturados
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Concentragado Inibitéria Minima
Concentracdo Fungicida Minima
Calorimetria Exploratéria Diferencial
Composto Fotossensibilizante

Diodo emissor de luz

Desvio Padrao

Desvio Padrao Relativo

Eficiéncia de Encapsulagao

Estearato de Polioxietileno 40

Espécies Reativas de Oxigénio

Guia Harmonised Tripartite Guideline
Hipericina

Hidrogéis

Hertz

Hora

Indice de Polidispersidade

Limite de Detecgao

Limite de Quantificagao

M¢étodo Analitico Constituido de Solu¢ao de HIP em Metanol
M¢étodo Analitico Constituido da Solu¢do de HIP em Meio
Tampao Fosfato com 3% de Tween 80
Modulo Elastico

Moédulo Viscoso

Microscopia Eletronica de Transmissao

Microscopia Eletronica de Varredura de Alta Resolucao



min
NTA
nm
OE
OMS
30,
10,
PES
PZ
P407
QS
qsp
RES
RDC

TGACC
TFD

Micrometro

Micromolar

Microlitros

Minuto

Nanoparticle tracking analysis
Nanometro

Oleo de Ricino Hidrogenado, Etoxilado 40
Organizag¢ao Mundial da Saude
Oxigénio no Estado Fundamental
Oxigénio Singlete

Poliétersulfona

Potencial Zeta

Poloxamer 407

Quitosana

Quantidade Suficiente Para

Resazurina

Resolucao Diretoria Colegiada

Segundos

Triglicérides do Acido Caprico/Caprilico

Terapia Fotodinamica



SUMARIO

LTINTRODUGAQ .....ooiioiiiiiierieeie ettt 24
2 REVISAO DA LITERATURA .......ooooimiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.1 Candidiase vulvovaginal e C. albicans ..................cc.cccoeevveeevveeescieeiieeeieeennn. 27
2.2 Sistemas de liberacio de farmacos para administracio vaginal ..................... 288
220 HIArogel ......c..oooiiieeee e 30
2.3 Terapia fotodinamica e Hipericina.................ccccocoiiiiiiiiiicceeeeee e, 31
SBOBIETIVOS et ettt ettt e b e st 34
3.1 ODJetivos SEraiS ........ccccooiiiiiiiiiiiiiieiiiceeee ettt et 34
3.2 ODjetivos eSPeCIfICOS. ..........oiiiiiiiiiieiicecee e 34
4 MATERIAL E METODOS .......oooooiiimiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 36
41 VIAterial ...t 36
4.1.1 Principais reagentes e matérias-primas............c...ccocceevveninnieniceneenn. 36
4.1.2 Principais equipamentos ...............coocueeriiiiiniiiieniie et 37
4.2 IMIEEOAOS ...ttt ettt ettt et ettt e b et eneeas 38
4.2.1 Sintese da HIP............cooiiiiii e 38
4.2.2 Desenvolvimento dos CLN com e sem HIP encapsulada..................... 38

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica dos CLN com e sem HIP encapsulada ...

......................................................................................................................................... 40
4.2.3.1 Analise de espalhamento de luz dindmico ...............cccoeevuveeecueeecveneniennanns 40
4.2.3.2 Analise de rastreamento das nanoparticulas .................cccecceeeeeecenanen. 40
4.2.3.3 Microscopia eletronica de transmisSao ............ccoccceeceeeceeeceeeseenceeennn 41
4.2.3.4 Eficiéncia de encapsulagcdo da HIP..................ccooeeeueeeecueeeciieeecieeneeeeanns 41

4.2.4 Desenvolvimento dos HG de geleificacdo in situ acrescidos de CLN
comesem HIP ... 41

4.2.5 Caracterizacao fisico-quimica dos HG de geleificacio in situ acrescidos

de CLN com e sem HIP ...t 42
4.2.5.1 Microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo ........................ 42
4.2.5.2 Analises reologicas continuas € 0SCIlAtOriAS..........ccueeevuveeeveeeeieenerenanns 43
4.2.5.2.1 Re0logia CONTINUA ......eeeriieeiieiieeiieiie ettt s 43
4.2.5.2.2 Re0logia 0SCIAtOTIA ....cc.ueeiieeiieiieciieie et 43
4.2.5.3 Ensaio de mucoadeSsao i VIFO .............cccouceeieeniueaiianiiisienieesiee e 44

4.2.5.4 Determinagdo de seringabilidade....................ccceeevueeeveineiiianiinanirenanns 44



4.2.5.5 Analise de calorimetria exploratoria diferencial ................ccccuveeuennn. 45

4.2.6 Validacdo da metodologia analitica para quantificacio de HIP por

cromatografia liquida de alta eficiéncia ......................ccooiiiiiiiii, 45
4.2.6.1 Conformidade do sistema cromatografiCo ............cccceevveeevueesevueencenanns 46
4.2.6.2 Linearidade ................ccoceeiiiioiiiiiiiiiiiiieee et 46
G.2.6.3 PYOCISAO ..ottt ettt 46
4.2.6.4 EXAtidA0/RECUPEIACAO ..........coceeeeeeeiiaiiaaieeeieeeieeiee e esiee e eaee e e 47
4.2.6.5 Especificidade/Seletividade ..................cccoocvuimvvieeiiiieciiiniiieeiieesiienens 47
4.2.6.6 Limite de detecgdo e limite de quantificAgao...............ccoueeecueeeeeveneuenanns 47
4.2.0.7 RODUSEEZ ..ottt 48
4.2.7 Avaliacio do perfil de liberacao in vitrode HIP ................................... 48
4.2.7.1 Estudo de solubilidade da HIP ...............c..ccccccoovimioiinoiiiiiniiaiianeanne. 48
4.2.7.2 Perfil de liberagdo in vitro de HIP ...............c..cooveeeevueeeeiiieiieeeiieeeeieenns 48
4.2.7.3 Ensaio de permeagdo e de retengdo in vitro da HIP............................... 49
4.2.8 Ensaios antifin@iCos i7 Vitro ...............cccccoovviieviiiiiiieiiiieeiieeiee e 50

4.2.8.1 Concentragdo inibitoria minima e da concentragcdo fungicida minima

......................................................................................................................................... 50
4.2.8.2 Leitura com revelador ................ccocuevevoiiniiniiiiinieniisieseesieeieseesie s 51
4.2.9 Ensaios biolégicos in vitro associados a terapia fotodinamica............. 51
4.2.9.1 Cepa de C. QlDICANS ..........cccouveeeeieaeieeeeieeeeee et eae e ereesvae e 51
4.2.9.2 Eficacia da terapia fotodinamica contra culturas planctonicas ............ 51
4.2.9.3 Eficdcia da terapia fotodinamica contra biofilmes ..................ccccuenn.... 53
4.2.10 Producio de oxigénio singleto..................cccoeevieiiiiiiiiiieniieieieee 54
4.2.11 Ensaios antifungicos in vivo associados ou nao a terapia fotodinamica
........................................................................................................................................ 55
4.2.11.1 Cepa de C. albicans e Linhagem animal ...................ccccoceveuveneencuennne.. 55
4.2.11.2 Ensaio terapéutico in vivo de CVV........c.cccooveeveeiienieeiieeieesiieeieenienn 55
4.2.11.3 Andlise da eficdcia do trat@mento .................ccoueeeeeeeevueeeccueencieenieeans 58
4.2.12 Analise estatiStica..............occoiiiiiiiiiii 58
5 RESULTADOS E DISCUSSAO ........ooooviiioeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59
5.1 Desenvolvimento dos CLN com e sem HIP encapsulada.................................... 59
5.2 Caracterizacio fisico-quimica dos CLN com e sem HIP encapsulada............... 59

5.2.1 Anailise de espalhamento de luz dindmico dos CLN



5.2.2 Analise de rastreamento das nanoparticulas ....................cccoccveeennenne. 66

5.2.3 Anailise de espalhamento de luz dinimico dos CLN contendo HIP

......................................................................................................................................... 67
5.2.4 Microscopia eletronica de transmissao ................ccccoeeveeriieeniieencnieenns 69
5.2.5 Eficiéncia de encapsulacdo da HIP ..................cccoooviiiiiiiiniiiiieee, 70
5.3 Caracterizacio fisico-quimica dos HG de geleificacio in situ acrescidos de CLN
comesem HIP ... 70
5.3.1 Microscopia eletronica de varredura de alta resolugéo....................... 70
5.3.2 Analises reologicas continuas e oscilatorias ......................ccccoeeieennnn, 72
5.3.2.1 Reologia CONIMUA ........ccueeeeeeieeiieeiieiieeie ettt 72
5.3.2.2 Reologia OSCIAIOTIA ..........c.oeveeeieeiieiieeieceeee et 74
5.3.3 Ensaio de mucoadesao in Vitro .................cccccoeceeviieiniiiiiniieiniieeneees 75
5.3.4 Determinacio de seringabilidade .....................ccocooiiiiiiininni 77
5.3.5 Analise de calorimetria exploratoria diferencial ................................ 79

5.3.6 Selecao dos HG de geleificacio in situ acrescidos de CLN com HIP .. 81
5.4 Valida¢ao da metodologia analitica para quantificacdo da HIP por CLAE .... 82

5.4.1 Conformidade do sistema...................ccooceiiiiiiiiiiiiniiiineeeceeee 82
S5.4.2 Linearidade ...........c.coooiiiiiiiiiiiiiii e 83
Si4.3 PIeCISAD ...c.ooomiiiiiiiiiiiiieeic ettt e 86
5.4.4 Exatid2o/ReCuperaco..............cceoevuiiiieniiiieeeiiiieeeeiiee et e e 87
5.4.5 Especificidade/Seletividade..................coccoiiiniiiiiiiniiiiiee e 88
5.4.6 Limite de deteccao e limite de quantificacio ...................ccoccceeiinnn. 89
S5:4.TRODUSEEZ ...t 89
5.5 Avaliacao do perfil de liberacdo in vitro de HIP ..................cccoooviiiiiiiiiiieees 90
5.5.1 Estudo de solubilidade da HIP ... 90
5.5.2 Perfil de liberacao in vitrode HIP.....................ccccevvveiiiiiiiiiiinieeennn, 91
5.5.3 Ensaio de permeacio e retencao in vitroda HIP .................................. 93
5.6 Ensaios antifingicos in Vitro ..................cccccovveviiieiiiieciie et 94

5.6.1 Concentracao inibitéria minima e da concentracio fungicida minima

......................................................................................................................................... 94
5.7 Ensaios biolégicos in vitro associados a terapia fotodinamica........................... 95
5.7.1 Eficacia da TFD contra culturas planctonicas..................ccccoeeeennnnnen. 95
5.7.2 Eficacia da TFD contra biofilmes..................ccccccoeeiiiiiiiiiniiieieees 97

5.8 Producao de oxigénio singlete .................cccviiiiiiiiiiiiiie e 99



5.9 Ensaios antifingicos in vivo associados ou nao a terapia fotodinAmica

.......... 100
6 CONCLUSOES ... oo 107
TREFERENCIAS .......oooiiiiiiioeeeeeeeeeeeeeee e 109
8 ANEXO 1



24

1 INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ responsavel por aproximadamente 95% das
infec¢des do trato genital feminino. Segundo a Organizacao Mundial da Satide (OMS)
aproximadamente 75% das mulheres entre a fase da puberdade e a menopausa sdo
acometidas pela infec¢do ao menos uma vez durante a vida, sendo que 40 a 50% destas
apresentam pelo menos um episddio de recidiva da doenga (LEAL et al., 2016).

Esta alta incidéncia pode ser justificada pela flexibilidade morfoldgica da
Candida albicans, o principal agente etiologico responsavel pela doenga. C. albicans ¢
um organismo eucariotico, de morfologia esférica, ovdide ou alongada de aspecto
rugoso, no qual sua proliferagdo ¢ favorecida em temperaturas que variam entre 20°C e
38°C e em pH acido (SANTANA et al., 2013).

Nos estagios de infeccdo, C. albicans se adere a superficie da mucosa na forma
de leveduriforme ou em formas filamentosas denominadas hifas, as quais se aderem as
células epiteliais e causam danos, induzidos provavelmente por enzimas hidroliticas
(ZHU; FILLER, 2010).

O tratamento de escolha para a CVV emprega o uso de antifingicos como os
farmacos azdlicos (fluconazol, cetoconazol e miconazol) e os poliénicos (nistatina e
anfotericina B). Contudo, o uso indiscriminado pode apresentar risco de resisténcia
antifingica e toxicidade especialmente nefrotoxicidade, comprometendo a utilizacdao na
terapia antifungica (ZHANG et al.,2006; VIEIRA; SANTOS, 2017).

Dessa forma, as pesquisas estdo sendo direcionadas na busca de novas moléculas
bioativas para desenvolver preparagdes farmacéuticas que apresentem menores efeitos
adversos que os farmacos convencionais. As fontes naturais estdo disponiveis em
abundancia e oferecem Otimas possibilidades de compostos de interesse terapéutico
(BONIFACIO et al., 2014).

Neste contexto, a espécie Hypericum perforatum L. popularmente conhecida
como Erva de S3ao Jodo, ¢ uma planta herbacea perene da familia Hypericaceae
encontrada na Asia, Europa e Norte da Africa (PENG et al., 2005).

Dentre as classes de compostos biologicamente ativos do H. perforatum destaca-
se a hipericina (HIP), uma naftodiantrona derivada da antraquinona (FIGUEIRO et al.,
2010). A HIP é um composto fotossensibilizante (FS) natural de carater hidrofobico que
tém apresentado atividade terap€utica antidepressiva, antitumoral, antiviral e

antimicrobiana (KARIOT; BILIA, 2010). Assim, sua incorporacdo em sistemas de
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liberacdo sustentada objetivando administracdo vaginal, demonstra ser uma opg¢ao
interessante para viabilizar o tratamento da doenga em questao.

A via vaginal ¢ uma atrativa rota de administragdo de farmaco ou compostos
ativos, por apresentar uma elevada permeabilidade do epitélio vaginal e area de
superficie da mucosa vaginal, 6timo fornecimento de sangue, além de auséncia do efeito
hepatico de primeira passagem (SILVA et al., 2014; ENSIGN et al., 2014).

No entanto, as principais formas farmacéuticas destinadas a aplicacdo vaginal
(principalmente cremes, pomadas e géis) apresentam limitagdes como desconforto ao
paciente relacionado a baixa distribuicao e retencao no epitélio vaginal, a auto-inser¢ao
de objetos na vagina, a remoc¢do involuntiria da forma farmacéutica apds a sua
administragdo, além de prolongado tempo de tratamento, os quais podem influenciar na
aceitabilidade da forma farmacéutica, comprometendo a eficicia da terapia
(KESHWANI et al., 2014; JOHAL et al., 2016).

Logo, visando superar as limitacdes terapéuticas relacionadas ao tratamento
convencional da CVV e assim, garantir uma maior adesdo do paciente ao tratamento, o
desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) dispersos em
hidrogéis (HG) de geleificacdo in situ pode ser uma promissora estratégia para a
liberagdo sustentada de HIP na terapia antifungica.

Os CLN apresentam uma matriz composta por uma mistura de lipidio liquido e
lipidio sdlido a temperatura ambiente, dando origem a uma matriz lipidica imperfeita
com cristais estruturalmente desorganizados, 0s quais proporcionam maiores espagos
para a compartimentalizacdo de fArmacos ou compostos ativos hidrofobicos (DAS et al.,
2012; KOLENYAK-SANTOS et al., 2014). Neste requisito, podem ser excelentes
sistemas de liberagao sustentada para a encapsulacao da HIP.

Os HG constituem-se de redes poliméricas tridimensionais formadas por
macromoléculas interligadas por meio de interagdes fisicas (emaranhados moleculares,
cristalitos, ligacdes de hidrogénio ou interagdes de Van der Waals) ou quimicas
(ligagdes covalentes). Este sistema possui a capacidade de se expandir em contato com a
agua, ser biocompativel, apresentar elevada porosidade, auxiliar na liberacao controlada
de farmacos ou compostos ativos, além de incorporar polimeros sintéticos e naturais
(PEPPAS et al., 2000; HOFFMAN, 2012).

Neste contexto, a associacao de polimeros sintéticos como P407 e naturais como

a QS que apresentam propriedades termo-reversiveis e mucoadesivas, respectivamente,
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pode ser uma excelente estratégia para desenvolver HG de geleificagdo in situ para
contribuir na terapia da CVV (CHOI; YOO, 2010; LIU et al., 2017).

Desta forma, os CLN com HIP encapsulada dispersos em HG geleificagao in situ
normalmente se apresentam fluidos no momento da administragdo, mas sofrem
transi¢do de fase mediante a temperatura do meio fisiologico vaginal, tendo sua
viscosidade alterada (CARVALHO et al., 2014).

Em virtude de suas propriedades termo-reversiveis e mucoadesivas podem
apresentar uma adequada viscosidade para aplicagdo tdpica, capaz de facilitar a adesao
do sistema ao local de aplicagdo, prolongar seu tempo de permanéncia na mucosa
vaginal, liberar de forma sustentada farmacos ou compostos hidrofobicos e assim,
reduzir a frequéncia de administracio (HANI; SHIVAKUMARAN, 2013; JOHAL et
al., 2016).

Logo, a combinacao de terapias adjuvantes, como a terapia fotodinamica (TFD)
para os pacientes com CVV pode ser uma alternativa a ser explorada para potencializar
o tratamento de infec¢des fungicas induzida por C. albicans.

A TFD baseia-se na administragdo topica ou sistémica de um FS que estimulado
por uma fonte de luz em um comprimento de onda apropriado, reage com o oxigénio
presente nos tecidos, induzindo a produgio de oxigénio singlete (!0,) e de espécies
reativas de oxigénio (ROS) através de reacdes cataliticas, as quais conduzem a
inativacao celular e/ou a morte do microrganismo (PERUSSI, 2007; MACHADO-DE-
SENA et al., 2014).

Além de apresentar atividade terapéutica antimicrobiana, estudos demonstram
que a HIP apresenta efeitos fototoxicos provavelmente devido ao elevado rendimento
quantico do estado triplete e geracdo de oxigénio singlete apos a estimulacao de luz
(KARIOTT; BILIA, 2010; BORGHI-PANGONI et al., 2017). Com isto, o potencial FS
pode contribuir no tratamento de infec¢des fingicas como a CVV utilizando como
estratégia alternativa a TFD.

Portanto, buscando otimizar tal infeccdo fungica, este estudo objetivou
desenvolver CLN dispersos ou nao em HG de geleificacdo in situ associados a aplicagao

da TFD, para administra¢ao vaginal de HIP.
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6 CONCLUSOES

Os CLN com e sem HIP encapsulada obtidos por sonicagdo, apresentaram
particulas nanométricas, esféricas e dispersas homogeneamente e estaveis fisicamente,
durante os 30 dias de armazenamento.

Nas imagens de MET os CLN com e sem HIP encapsulada apresentam
morfologias praticamente esféricas e em escalas nanométricas, em que o CLN sem HIP
apresentou na analise de NTA uma distribui¢do “unimodal” com particulas de diferentes
tamanhos, mas com predominincia de 151 nm. A %EE mostrou que grande percentual
de HIP foi encapsulada no CLN.

Na andlise MEV-FEG as médias dos valores de rugosidade entre os CLN
dispersos em HG em diferentes proporcdes, ndo apresentam alteragdes significativas,
provavelmente devido ao processo de liofilizagcdo que retirou a agua interna do sistema.

Os estudos reoldgicos dos HG acrescidos de CLN evidenciaram um
comportamento Newtoniano, que pode ser favoravel para administragdo vaginal da HIP,
uma vez que a viscosidade do fluido se mantém independente da taxa de cisalhamento
aplicada. Além disso, os resultados mostraram G’>G” para os maiores valores de
frequéncia aplicadosrevelando um comportamento predominantemente elastico dos
sistemas, com exce¢do de CLN_HIP-HGI.

Os HG acrescidos de CLN com e sem HIP apresentaram uma excelente
capacidade mucoadesiva, podendo otimizar seu tempo de contato na mucosa vaginal, e
possivelmente reduzir a frequéncia de administragao.

Os valores dos HG acrescidos de CLN com e sem HIP resultantes da
determinagdo da seringabilidade foram adequados, garantindo a facilidade de
administracdo no ambiente vaginal.

As curvas de DSC dos componentes isolados utilizados para a obtengdo dos
sistemas apresentaram eventos endotérmicos coerentes a literatura, enquanto os eventos
endotérmicos dos CLN com e HIP encapsulada dispersos ou ndo em HG, evidenciaram
eventos endotérmicos caracteristicos a componentes constituidos nos sistemas (EP e/ou
P407).

Os métodos analiticos, I e II foram desenvolvidos para quantificacdo da HIP
utilizando CLAE de acordo com os parametros preconizado pela RDC N° 166 da
ANVISA (2017) e pelas diretrizes do guia Harmonised Tripartite Guideline (ICH,
2005).
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O estudo da solubilidade da HIP na solugdo receptora constituida de meio
tampao fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80 garantiu a condicdo sink do experimento.
A HIP liberada a partir do sistema CLN HIP-HG1 apresentou uma liberagdo
sustentada, tendo como principais mecanismos o intumescimento e a difusdo
controlada; no entanto nao apresentaram permeacao da mucosa vaginal suina, além de
baixos valores de retengao in vitro.

Nos ensaios antifngicos in vitro os sistemas analisados, ndo modificaram a
atividade antifingica do FS, além disso, evidenciaram uma ac¢do fungistatica frente a
cepa de C. albicans.

Os ensaios antifungicos in vitro associados a TFD contra as culturas
planctonicas de C. albicans almejou resultados satisfatorios, em que grande parte dos
grupos irradiados por luz LED apresentou uma diminui¢do significativana viabilidade
do microrganismo. Do mesmo modo, a eficacia da TFD contra biofilmes de C. albicans
foirevelada na maioria dos grupos, mas principalmente para F6.5 0,05 e CLN_HIP-
HGI.

Na anélise de SOSG a solugao de HIP, bem como os CLN com HIP encapsulada
dispersos em HG, mostraram-se capazes de fornecer efetivamente oxigénio a solucao de
metanol para a produ¢do de oxigénio singlete, quando ativados pela luz LED.

No ensaio antifingico in vivo, ocreme antiflingico (controle) e os grupos tratados
com TFD apresentaram predominancia de c€lulas fungicas leveduriformes de diferentes
tamanhos. Entre os sistemas, uma melhora significativa do perfil terapéutico foi
observada especialmente para CLN_HIP-HG1/TFD comparado ao grupo infectado.

Tais resultados evidenciaram a potencial aplicabilidade dos CLN dispersos em
HG de geleificacao in situ, associados ou ndo a TFD, para a administracao vaginal da
HIP capaz de contribuir no tratamento de infec¢des fungicas induzidas por C. albicans,

como aCVV.
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