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RESUMO 
 
A candidíase vulvovaginal (CVV) é uma infecção fúngica causada tipicamente por 
Candida albicans, a qual apresenta resistência aos fármacos utilizados no tratamento. 
Carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) com hipericina (HIP) encapsulada 
dispersos em hidrogéis (HG) de geleificação in situ demonstram ser uma opção 
interessante para viabilizar o tratamento da CVV, associada a métodos alternativos, 
como a terapia fotodinâmica (TFD). Este trabalho visa avaliar o potencial dos CLN com 
e sem HIP encapsulada dispersos em HG, associados à TFD para administração 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 sonicação a 35% de amplitude por 5min, contendo poloxamer 407 e na fase 
oleosa, estearato de polioxietileno, triglicérides do ácido cáprico/caprílico, óleo de 
rícino hidrogenado, etoxilado e/ou HIP. Os HG foram constituídos de poloxamer 407 e 
quitosana, sendo acrescidos de CLN com e sem HIP encapsulada em diferentes 
proporções de CLN:HG dando origem às formulações CLN_HIP-HG1, CLN_HIP-
HG2, CLN_HIP-HG3, CLN_HIP-HG4 e CLN_HIP-HG5. Os sistemas F6.5, F6.5_0,05, 
F6.5_0,25 e F6.5_0,5 caracterizados por espalhamento de luz dinâmico, apresentaram 
diâmetros nanométricos com baixa polidispersão, e revelaram excelente estabilidade 
física. A formulação F6.5 apresentou na análise de rastreamento de nanopartículas 
distribuição unimodal com predominância de partículas de 151 nm. Na microscopia 
eletrônica de transmissão foram observadas partículas de morfologias praticamente 
esféricas e em escalas nanométricas. A eficiência de encapsulação da HIP foi de 89,3%. 
A microscopia eletrônica de varredura dos HG acrescidos de CLN com HIP 
encapsulada obtidos em diferentes proporções, revelou valores médios de rugosidade 
superficial sem diferença estatística entre os sistemas. A reologia contínua mostrou que 
praticamente todos os sistemas tiveram um comportamento Newtoniano; enquanto na 
reologia oscilatória a maioria dos sistemas apresentou valores de G’ superiores a G’’, 
com exceção de CLN_HIP-HG1. O HG livre e os sistemas CLN_HIP-HG1 e 
CLN_HIP-HG2 apresentaram satisfatórias 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 exploratória diferencial 
evidenciou eventos endotérmicos com picos similares e característicos a componentes 
presentes nas formulações. Os dois métodos analíticos validados para quantificar a HIP 
(HIP solubilizada em metanol e HIP na solução receptora composta de meio tampão 
fosfato com 3% de Tween 80) mostraram-se condizentes aos valores preconizados pela 
ANVISA. O perfil de liberação in vitro da HIP liberada a partir de CLN_HIP-HG1, 
indicou comportamento de liberação sustentada do composto ativo durante as 12h de 
análise, e que os principais mecanismos de liberação seguem os modelos de Peppas e de 
Higuchi. Tais sistemas não apresentaram permeação na mucosa vaginal suína, além de 
baixos valores de retenção. Os CLN com e sem HIP encapsulada dispersos ou não em 
HG revelaram potente ação antifúngica frente à cepa de C. albicans ATCC 10231 e 
comportamento fungistático frente à levedura. Os CLN com e sem HIP encapsulada 
dispersos ou não em HG, tratados com TFD, reduziram significativamente as culturas 
planctônicas de C. albicans variando de aproximadamente 1 a 2 log10 (UFC/mL) 
comparados ao YNB; enquanto a TFD mediada pelos sistemas F6.5_0,05 e CLN_HIP-
HG1 apresentaram diminuições na viabilidade do biofilme de C. albicans de 2 e 1,2 
log10 (UFC/mL), respectivamente, em relação ao PBS. Na análise de SOSG, a solução 
de HIP livre, bem como os CLN com HIP encapsulada dispersos em HG foram capazes 
de fornecer efetivamente oxigênio à solução de metanol. Na análise antifúngica in vivo 
associada ou não à TFD, o antifúngico e os grupos tratados com TFD apresentaram uma 



predominância de células fúngicas de diferentes tamanhos, além disso, CLN_HIP-
HG1/TFD se destacou entre os grupos tratados com TFD obtendo uma melhora 
significativa do perfil terapêutico comparado ao grupo infectado. Assim, os resultados 
evidenciaram o potencial antifúngico dos sistemas in situ para a administração vaginal 
da HIP demonstrando serem capazes de contribuir no tratamento da CVV. 
 
Palavras-chave: Candida albicans; hipericina; atividade antifúngica; terapia 
fotodinâmica. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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 5min, 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-HG1, NLC_HYP-HG2, NLC_HYP-HG3, NLC_HYP-HG4 and NLC_HYP-
HG5. 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-HG1. 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-HG1, 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 log10 (CFU/mL) compared to YNB; 
while the PDT mediated by the F6.5_0.05 and NLC_HYP-HG1 systems showed 
decreases in the viability of the C. albicans biofilm of 2 and 1.2 log10 (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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A candidíase vulvovaginal (CVV) é responsável por aproximadamente 95% das 

infecções do trato genital feminino. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

aproximadamente 75% das mulheres entre a fase da puberdade e a menopausa são 

acometidas pela infecção ao menos uma vez durante a vida, sendo que 40 a 50% destas 

apresentam pelo menos um episódio de recidiva da doença (LEAL et al., 2016). 

Esta alta incidência pode ser justificada pela flexibilidade morfológica da 

Candida albicans, o principal agente etiológico responsável pela doença. C. albicans é 

um organismo eucariótico, de morfologia esférica, ovóide ou alongada de aspecto 

rugoso, no qual sua proliferação é favorecida em temperaturas que variam entre 20ºC e 

38ºC e em pH ácido (SANTANA et al., 2013). 

Nos estágios de infecção, C. albicans se adere à superfície da mucosa na forma 

de leveduriforme ou em formas filamentosas denominadas hifas, as quais se aderem às 

células epiteliais e causam danos, induzidos provavelmente por enzimas hidrolíticas 

(ZHU; FILLER, 2010). 

O tratamento de escolha para a CVV emprega o uso de antifúngicos como os 

fármacos azólicos (fluconazol, cetoconazol e miconazol) e os poliênicos (nistatina e 

anfotericina B). Contudo, o uso indiscriminado pode apresentar risco de resistência 

antifúngica e toxicidade especialmente nefrotoxicidade, comprometendo a utilização na 

terapia antifúngica (ZHANG et al.,2006; VIEIRA; SANTOS, 2017). 

Dessa forma, as pesquisas estão sendo direcionadas na busca de novas moléculas 

bioativas para desenvolver preparações farmacêuticas que apresentem menores efeitos 

adversos que os fármacos convencionais. As fontes naturais estão disponíveis em 

abundância e oferecem ótimas possibilidades de compostos de interesse terapêutico 

(BONIFÁCIO et al., 2014). 

Neste contexto, a espécie Hypericum perforatum L. popularmente conhecida 

como Erva de São João, é uma planta herbácea perene da família Hypericaceae 

encontrada na Ásia, Europa e Norte da África (PENG et al., 2005). 

Dentre as classes de compostos biologicamente ativos do H. perforatum destaca-

se a hipericina (HIP), uma naftodiantrona derivada da antraquinona (FIGUEIRÓ et al., 

2010). A HIP é um composto fotossensibilizante (FS) natural de caráter hidrofóbico que 

têm apresentado atividade terapêutica antidepressiva, antitumoral, antiviral e 

antimicrobiana (KARIOT; BILIA, 2010). Assim, sua incorporação em sistemas de 
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liberação sustentada objetivando administração vaginal, demonstra ser uma opção 

interessante para viabilizar o tratamento da doença em questão. 

A via vaginal é uma atrativa rota de administração de fármaco ou compostos 

ativos, por apresentar uma elevada permeabilidade do epitélio vaginal e área de 

superfície da mucosa vaginal, ótimo fornecimento de sangue, além de ausência do efeito 

hepático de primeira passagem (SILVA et al., 2014; ENSIGN et al., 2014).  

No entanto, as principais formas farmacêuticas destinadas à aplicação vaginal 

(principalmente cremes, pomadas e géis) apresentam limitações como desconforto ao 

paciente relacionado à baixa distribuição e retenção no epitélio vaginal, à auto-inserção 

de objetos na vagina, a remoção involuntária da forma farmacêutica após a sua 

administração, além de prolongado tempo de tratamento, os quais podem influenciar na 

aceitabilidade da forma farmacêutica, comprometendo a eficácia da terapia 

(KESHWANI et al., 2014; JOHAL et al., 2016). 

Logo, visando superar as limitações terapêuticas relacionadas ao tratamento 

convencional da CVV e assim, garantir uma maior adesão do paciente ao tratamento, o 

desenvolvimento de carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) dispersos em 

hidrogéis (HG) de geleificação in situ pode ser uma promissora estratégia para a 

liberação sustentada de HIP na terapia antifúngica.  

Os CLN apresentam uma matriz composta por uma mistura de lipídio líquido e 

lipídio sólido à temperatura ambiente, dando origem a uma matriz lipídica imperfeita 

com cristais estruturalmente desorganizados, os quais proporcionam maiores espaços 

para a compartimentalização de fármacos ou compostos ativos hidrofóbicos (DAS et al., 

2012; KOLENYAK-SANTOS et al., 2014). Neste requisito, podem ser excelentes 

sistemas de liberação sustentada para a encapsulação da HIP. 

Os HG constituem-se de redes poliméricas tridimensionais formadas por 

macromoléculas interligadas por meio de interações físicas (emaranhados moleculares, 

cristalitos, ligações de hidrogênio ou interações de Van der Waals) ou químicas 

(ligações covalentes). Este sistema possui a capacidade de se expandir em contato com a 

água, ser biocompatível, apresentar elevada porosidade, auxiliar na liberação controlada 

de fármacos ou compostos ativos, além de incorporar polímeros sintéticos e naturais 

(PEPPAS et al., 2000; HOFFMAN, 2012).  

Neste contexto, a associação de polímeros sintéticos como P407 e naturais como 

a QS que apresentam propriedades termo-reversíveis e mucoadesivas, respectivamente, 
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pode ser uma excelente estratégia para desenvolver HG de geleificação 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 geleificação in situ 

normalmente se apresentam fluidos no momento da administração, mas sofrem 

transição de fase mediante a temperatura do meio fisiológico vaginal, tendo sua 

viscosidade alterada (CARVALHO et al., 2014). 

Em virtude de suas propriedades termo-reversíveis e mucoadesivas podem 

apresentar uma adequada viscosidade para aplicação tópica, capaz de facilitar a adesão 

do sistema ao local de aplicação, prolongar seu tempo de permanência na mucosa 

vaginal, liberar de forma sustentada fármacos ou compostos hidrofóbicos e assim, 

reduzir a frequência de administração (HANI; SHIVAKUMARAN, 2013; JOHAL et 

al., 2016). 

Logo, a combinação de terapias adjuvantes, como a terapia fotodinâmica (TFD) 

para os pacientes com CVV pode ser uma alternativa a ser explorada para potencializar 

o tratamento de infecções fúngicas induzida por C. albicans.  

A TFD baseia-se na administração tópica ou sistêmica de um FS que estimulado 

por uma fonte de luz em um comprimento de onda apropriado, reage com o oxigênio 

presente nos tecidos, induzindo a produção de oxigênio singlete (1O2) e de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) através de reações catalíticas, as quais conduzem a 

inativação celular e/ou à morte do microrganismo (PERUSSI, 2007; MACHADO-DE-

SENA et al., 2014). 

Além de apresentar atividade terapêutica antimicrobiana, estudos demonstram 

que a HIP apresenta efeitos fototóxicos provavelmente devido ao elevado rendimento 

quântico do estado triplete e geração de oxigênio singlete após a estimulação de luz 

(KARIOTI; BILIA, 2010; BORGHI-PANGONI et al., 2017). Com isto, o potencial FS 

pode contribuir no tratamento de infecções fúngicas como a CVV utilizando como 

estratégia alternativa a TFD. 

Portanto, buscando otimizar tal infecção fúngica, este estudo objetivou 

desenvolver CLN dispersos ou não em HG de geleificação in situ associados à aplicação 

da TFD, para administração vaginal de HIP. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Os CLN com e sem HIP encapsulada obtidos por sonicação, apresentaram 

partículas nanométricas, esféricas e dispersas homogeneamente e estáveis 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 análise de NTA uma distribuição “unimodal” com partículas de diferentes 

tamanhos, mas com predominância de 151 nm. A %EE mostrou que grande percentual 

de HIP foi encapsulada no CLN. 

Na análise MEV-FEG as médias dos valores de rugosidade entre os CLN 

dispersos em HG em diferentes proporções, não apresentam alterações significativas, 

provavelmente devido ao processo de liofilização que retirou a água interna do sistema. 

Os estudos reológicos dos HG acrescidos de CLN evidenciaram um 

comportamento Newtoniano, que pode ser favorável para administração 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 

frequência aplicadosrevelando um comportamento predominantemente elástico dos 

sistemas, com exceção de CLN_HIP-HG1. 

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 frequência de administração. 

Os valores dos HG acrescidos de CLN com e sem HIP resultantes da 

determinação da seringabilidade foram adequados, garantindo a facilidade de 

administração no ambiente vaginal. 

As curvas de DSC dos componentes isolados utilizados para a obtenção dos 

sistemas apresentaram eventos endotérmicos coerentes à literatura, enquanto os eventos 

endotérmicos dos CLN com e HIP encapsulada dispersos ou não em HG, evidenciaram 

eventos endotérmicos característicos a componentes constituídos nos sistemas (EP e/ou 

P407). 

Os métodos analíticos, I e II foram desenvolvidos para quantificação da HIP 

utilizando CLAE de acordo com os parâmetros preconizado pela RDC Nº 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 solução receptora constituída de meio 

tampão fosfato (pH 5) com 3% de Tween 80 garantiu a condição sink do experimento. 

A HIP liberada a partir do sistema CLN_HIP-HG1 apresentou uma liberação 

sustentada, tendo como principais mecanismos o intumescimento e a difusão 

controlada; no entanto não apresentaram permeação da mucosa vaginal suína, além de 

baixos valores de retenção in vitro. 

Nos ensaios antifúngicos in vitro os sistemas analisados, não modificaram a 

atividade antifúngica do FS, além disso, evidenciaram uma ação fungistática frente à 

cepa de C. albicans. 

Os ensaios antifúngicos in vitro associados à TFD contra as culturas 

planctônicas de C. albicans almejou resultados satisfatórios, em que grande parte dos 

grupos irradiados por luz LED apresentou uma diminuição significativana viabilidade 

do microrganismo. Do mesmo modo, a eficácia da TFD contra biofilmes de C. albicans 

foirevelada na maioria dos grupos, mas principalmente para F6.5_0,05 e CLN_HIP-

HG1. 

Na análise de SOSG a solução de HIP, bem como os CLN com HIP encapsulada 

dispersos em HG, mostraram-se capazes de fornecer efetivamente oxigênio à solução de 

metanol para a produção de oxigênio singlete, quando ativados pela luz LED. 

No ensaio antifúngico in vivo, ocreme antifúngico (controle) e os grupos tratados 

com TFD apresentaram predominância de células fúngicas leveduriformes de diferentes 

tamanhos. Entre os sistemas, uma melhora significativa do perfil terapêutico foi 

observada especialmente para CLN_HIP-HG1/TFD comparado ao grupo infectado.  

Tais resultados evidenciaram a potencial aplicabilidade dos CLN dispersos em 

HG de geleificação in situ, associados ou não à TFD, para a administração vaginal da 

HIP capaz de contribuir no tratamento de infecções fúngicas induzidas por C. albicans, 

como a CVV. 
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