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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, analise de mucoadesao 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 concentracdes 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.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Candidiase Vulvovaginal

Infecgdes fungicas ginecoldgicas como a candidiase vulvovaginal (CVV) afetam mulheres de
todas as idades e podem ser desencadeadas devido a varios fatores, como: caracteristicas socio-
demograficas, imunossupressdo, diabetes mellitus, falta de higiene pessoal, condigdes genéticas, o
uso de antibidticos e contraceptivos orais, atividades sexuais e até gravidez, entretanto, a maioria dos
episddios ndo apresenta um gatilho identificavel (NYIRJESY; SOBEL, 2003; DOVNIK et al, 2015;
BITEW; ABEBAW, 2018).

A CVV ¢ uma infecgdo da vulva e da vagina, causada por fungos comensais das mucosas vagi-
nal e digestiva, os quais, devido a alteracdes do ambiente vaginal, tornam-se patogénicos (DOVNIK
et al., 2015). E considerada uma das formas mais comuns de infeccdes fungicas oportunistas e
consequentemente um dos diagndsticos mais frequentes na area ginecologica (FIDEL, 2002; DEL-
CURA et al, 2011). A CVV ¢ causada por fungos do género Candida spp., podendo ser cutanea,
mucosa, cutaneomucosa ou visceral. Os sintomas mais comuns sao dor ardente e prurido da vulva,

podendo causar desconforto ao urinar e dispareunia em casos mais graves, além de mulheres também
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reportarem perda de confianga, autoestima e incapacidade de continuar com suas atividades fisicas
normais (DENNING et al., 2018). Dentre as variadas espécies que compdem esse género, 80-90%
das infec¢des sdo causadas por Candida albicans, contudo nos ultimos anos, houve um aumento no
niamero de casos envolvendo outras espécies, como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
krusei e Candida parapsilosis (NYIRJESY, 2001; HOLANDA et al., 2007; SARDI et al., 2013). A
patogenicidade dessas espécies ¢ dada por meio de fatores de viruléncia que auxiliam na invasao do
tecido hospedeiro a0 mesmo tempo que protegem o microrganismo dos mecanismos de defesa do
sistema imune (CALDERONE; FONZI, 2001; SILVA et al., 2012).

Por ndo ser uma doenca sempre relatada, muitos dados sobre a incidéncia de CVV sdo incom-
pletos ou baseados em estudos epidemiologicos que utilizam populacdes ndo representativas
(GONCALVES et al., 2016). Em escala global, ¢ considerada como a segunda maior causa de
vaginite, logo depois da vaginite bacteriana (ANDERSON, 2004). Na literatura, os casos de CVV sdo
classificados de duas maneiras: ndo complicados e complicados (PAPPAS et al., 2009; ACHKAR;
FRIES, 2010). A CVV nao complicada ¢ caracterizada por menos de quatro episoédios por ano, com
gravidade leve a moderada, causada por C. albicans em mulheres aparentemente saudaveis. A CVV
complicada inclui casos mais graves causados por outras espécies do género, como por exemplo a
candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR), caracterizada por quatro ou mais episddios por ano com
ocorréncia devido aos fatores de risco supracitados (gravidez, diabetes e imunossupressao) (PAPPAS
et al., 2009; ACHKAR; FRIES, 2010; GONCALVES et al,, 2016). Estima-se que 70-75% das
mulheres irdo apresentar CVV em algum momento durante a vida, 50% dessas mulheres infectadas
inicialmente, irdo sofrer um segundo caso de CVV e 5-10% desenvolverdao CVVR (SOBEL, 2007).

A CVV ¢ considerada um importante problema de satde publica, pois embora ndo esteja asso-
ciada a mortalidade, a morbidade relacionada a mesma, torna-a uma das principais causas de dor,
grande desconforto, autoestima alterada e ansiedade, prejudicando o desempenho no trabalho e
interferindo nas relacdes afetivas e sexuais (SOBEL, 2007). Outro problema também associado a
infeccdo sdo os elevados custos econdmicos, pois estima-se que, em 2013 o mercado global para
produtos ginecologicos destinados aos tratamento de CVV foi de US$ 600 milhdes (DENNING et
al., 2018). BENEDICT et al. (2019), fizeram um levantamento para estimar o valor nacional de
custos médicos associados a doencas fungicas, na perspectiva de um prestador de servigos de saude
nos Estados Unidos. A partir dos dados coletados, todos os custos foram ajustados para valores em
dolares referentes a 2017. De acordo com os autores, o gasto nacional com pacientes ambulatoriais e

hospitalizados devido a candidiase vaginal foi de US$ 368 milhoes.
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Por outro lado, caso ndo seja tratada, a CVV pode desencadear uma série de complicagdes co-
mo doenca inflamatoéria pélvica, infertilidade, gravidez ectopica, abscesso pélvico, aborto espontaneo

¢ disturbios menstruais (GONCALVES et al., 2016).

2.2. Microbiologia das espécies do género Candida spp.

O género Candida spp. tém ampla distribui¢do na natureza, podendo ser encontrado em
humanos, animais domésticos e selvagens (SIDRIM; ROCHA, 2004). Por pertencer a flora normal
dos seres humanos, as espécies de Candida sao organismos comensais caracterizados como oportu-
nistas, pois podem mudar de inofensivos para patogénicos com a variacdo das condi¢cdes do
hospedeiro (ASCIOGLU et al., 2002; GONCALVES et al,, 2016). Sdo capazes de colonizar as
mucosas dos tratos genital, urindrio, respiratorio e gastrointestinal, além da cavidade oral, unhas,
couro cabeludo e pele (DIGNANI et al., 2009). Lactobacilos, estrogénio e repostas imunes sao
elementos importantes para a manutencdo da microflora vaginal, como mecanismo de defesa do
corpo, pois eles mantém um equilibrio entre a taxa de leveduras de Candida permitindo que as
mesmas permanegam como comensais vaginais, evitando possiveis alteragdes no ambiente vaginal
do hospedeiro que possam desencadear a CVV (FERRER, 2000; NYIRJESY; SOBEL, 2003).

As espécies mais comuns de Candida associadas a CVV sdo C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis, respectivamente nesta ordem de importancia (FERRER, 2000;
BLOSTEIN et al., 2017; ). Como dito anteriormente, C. albicans ¢ de longe a espécie mais comum
identificada em mulheres com CVV (80-90% dos casos), seguida por C. glabrata (5 -15% dos casos).
Outras espécies como C. tropicalis € C. krusei também podem ser encontradas em aprox. 5% dos
casos, ja a C. parapsilosis raramente ¢ identificada e ¢ uma das espécies menos virulentas do género
(FERRER, 2000; KENNEDY e SOBEL, 2010; SILVA et al, 2011). A partir dos isolados de
pacientes, normalmente, uma unica espécie ¢ identificada, porém ja foram encontrados casos de
mulheres com CVV infectadas por duas ou mais espécies (1-10%), em sua maioria, infecgdes mistas
causadas por uma associagdo entre C. albicans e C. glabrata (RICHTER et al., 2005; PAULITSCH
et al.,2006; CETIN et al., 2007; AMOURI et al., 2011; MAHMOUDI et al., 2011).

O género Candida spp. pode ser encontrado no ambiente hospedeiro na forma filamentosa ou
leveduriforme (THOMPSON et al, 2011). Sob condi¢des ideais de nutrientes e temperatura, a
maioria das espécies cresce por brotamento na forma de blastoconidios, com formato esférico/oval e
medem aproximadamente 2—5 x 3—7um (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 1995; SILVA
et al., 2012). Durante a infeccdo, a forma de levedura (blastosporos) permite a rapida disseminagdo
pelas mucosas através de fluidos corporais (como saliva, secre¢des vaginais e d4gua no trato gastroin-

testinal), podendo chegar até mesmo a corrente sanguinea. J4 a formacao de hifas auxilia na fixagdo
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do fungo, formacao de biofilme, evasdo imunoldgica e invasdo de células epiteliais, como também de
outros tecidos (THOMPSON et al., 2011).

C. albicans ¢ um organismo polimérfico, com células de tamanho entre 4um - 6um, capaz de
crescer tanto na forma filamentosa (como hifas e/ou pseudo-hifas), como na forma leveduriforme
(blastosporos). De maneira oposta, C. glabrata possui um tamanho celular consideravelmente menor
que todas as outras espécies (1um - 4um) e ndo ¢ um organismo polimorfico, visto que seu cresci-
mento ocorre apenas com a formacdo de blastosporos. As espécies C. tropicalis, C. krusei e C.
parapsilosis produzem tanto blastoporos quanto pseudo-hifas, e suas células possuem respectivamen-
te tamanhos celulares de 4um - 8um; 2um - 6um e 2,5um - 9um (SILVA et al., 2012).

Na figura 1 estdo representadas as diferentes formas de crescimento morfologico das espécies
de Candida. Os blastosporos sdo esporos assexuados formados por brotamento ou gemulacio e que
representam a forma leveduriforme. As pseudo-hifas sdo células de levedura que se multiplicaram e
permaneceram unidas, assim cada novo crescimento permanece ligado a célula-mae, alongando-se, o
que resulta em filamentos com constri¢gdes nas jungdes célula-célula. J4 as hifas sdo filamentos de
células que se iniciam a partir de um tubo germinativo, alongam-se e se ramificam com septos

definidos, os quais dividem as hifas em unidades fingicas separadas (SILVA et al., 2012).

CrO
Ker
Leveduras Pseudohifas Hifas

Fig. 1. Principais morfologias das espécies do género Candida spp.

Fonte: Adaptado de Thompson et al., 2011.

Para o isolamento e cultivo das leveduras, ha varios meios de cultura disponiveis, os quais sdo
utilizados de acordo com a finalidade do cultivo, seja para o crescimento das células, formacao do
tubo de germinagdo, produgdo de clamidosporos, identificagdo morfoldgica, atividade hemolitica,
formagdo de biofilme ou susceptibilidade antimicrobiana (RODRIGUES et al., 2004; BHARGAVA
et al., 2011). Dentre esses meios, estdo o agar-sangue, agar de batata-dextrose (PDA) ou caldo
(PDB), Agar infusdo Cérebro ¢ Coragdo (BHI), agar Sabouraud dextrose (SDA) ou caldo (SDB),
base de nitrogénio de levedura (YNB), 4gar ou caldo de levedura de batata dextrose (YPD), meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 e o meio CHROMagar. Quando cultivadas nos meios
SDA e YPD, as colonias geralmente sdo de coloracdo creme-amarelada, e dependendo da espécie, a

textura da colonia pode ser lisa ou enrugada/aspera, brilhante ou opaca, cremosa ou seca. Para uma
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maior seletividade e identificagdo, meios como o CHROMagar podem ser utilizados, pois diferenci-

am cada espécie a partir de uma coloragdo especifica (Figura 2) (RODRIGUES et al, 2004;

BHARGAVA et al., 2011 SILVA et al., 2012). A tabela 1 apresenta as caracteristicas morfologicas

das cinco espécies supracitadas, desde suas formas de crescimento até a cor das coldnias.

Fig. 2. Coloragdo de colonias via cultivo em CHROMagar.

Fonte: Fotografia tirada pela autora.

Tabela 1. Caracteristicas morfologicas de espécies de Candida spp.

Espécie Blastosporos/ Pseudo-hifas Hifas Tzrlmanho das | Cor da colonia em Morfol'\og.ia da
leveduras células (um) CHROMagar colonia
C. albicans + + + 4-6 verde lisa e brilhante
C. glabrata + - - 1-4 rosa/roxo lisa e brilhante
lisa e/ou enrugada
C. tropicalis + + +/- 4-8 azul / azul escuro ]
cremosa e brilhante
C. krusei + + - 2-6 rosa claro/palido aspera e opaca
lisa e brilhante com
C. parapsilosis + + - 2,5-9 branco/creme

2.3. Patogenicidade e fatores de viruléncia

borda micelial

Para que o processo de infeccdo das leveduras seja invasivo e efetivo, hd uma série de fatores

de viruléncia fundamentais para a inducdo do mecanismo de patogenicidade das espécies de

Candida. Dentre eles, destacam-se a habilidade de adesdo do microrganismo, a producio de enzimas

hidroliticas extracelulares, o desenvolvimento de hifas e/ou pseudo-hifas, formacdo de biofilme e
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variabilidade fenotipica (switching) e genética (HAZEN et al., 1986; CALDERONE; FONZI, 2001;
GONCALVES et al., 2016).

2.3.1. Adesao

O primeiro estagio para a sobrevivéncia e proliferacdo das leveduras ¢ a adesdo dessas células
no organismo hospedeiro ou em superficies médico-hospitalares (para formagdo de biofilme)
(CHANDRA et al., 2001; SILVA et al., 2011). A interagdo inicial entre o microrganismo e a
superficie de contato, e consequentemente sua aderéncia a ela, dependem de fatores como: as
propriedades fisico-quimicas da superficie celular (ex: hidrofobicidade) e o perfil de proteinas da
parede celular do fungo (HAZEN et al., 1986; CHAFFIN, 2008; SILVA et al., 2011).

Espécies de Candida sdo capazes de reconhecer receptores nas membranas celulares do epitélio
vaginal por meio da ancoragem de proteinas especificas de sua parede celular, também conhecidas
como adesinas (FERRER, 2000; VERSTREPEN; KLIS, 2006) Alguns dos ligantes do hospedeiro
reconhecidos pelas adesinas sdo proteinas e componentes séricos da matriz extracelular dos tecidos
hospedeiros, como por exemplo: laminina, fibronectina, fibrinogénio, colageno, vitronectina e
entactina (CHAFFIN, 2008). Por ser a mais prevalente nos casos de CVV, ha uma grande variedade
de estudos relacionados as adesinas presentes na C. albicans. Multiplas proteinas dessa espécie foram
detectadas como adesinas para os ligantes supracitados, e varias das adesinas interagem com mais de
um ligante. Dentre os grupos principais, estdo: a familia de proteinas ALS (agglutinin-like sequence)
e a familia de proteinas HWP (hyphal wall protein), principalmente a adesina Hwplp (CALDERO-
NE; FONZI, 2001; CHAFFIN, 2008). As adesinas ALS sdo um grupo de proteinas glicosiladas
formada por oito membros (ALS1-7, 9), os quais exercem o papel principal na aderéncia de C.
albicans as células do hospedeiro, e a expressao de cada gene ALS depende do local de infec¢ao e do
modelo utilizado para estudo (VERSTREPEN; KLIS, 2006; CHENG et al.,2005). A Alslp, uma
proteina da parede celular pertencente a familia ALS, foi descrita como sendo fundamental a
aderéncia de C. albicans e formacao inicial do tubo de germinacdo. J& a Als5p liga-se as proteinas de
matriz extracelular (CHAFFIN, 2008). Em modelos de CVV, as adesinas mais expressas sao ALS2,
ALS3, ALS6, ALS7 e ALS9, porém a expressdo dos membros ALS4 e ALSS ¢ reprimida. J& em
amostras de candidiase oral, as adesinas mais expressas sao as ALS1-5 e ALS9, enquanto que as
reprimidas sdo as ALS6 e ALS7. (GREEN et al., 2004; CHENG et al., 2005).

Depois da C. albicans, a C. glabrata é a segunda espécie mais estudada em relacdo as adesinas.
A capacidade de adesdo dessa espécie se da pela expressdo de uma adesina epitelial (EPA), a qual ¢
induzida pela presenca de acido nicotinico e ocorre na superficie das células (MA et al., 2007;

SILVA et al., 2011). Ja foram identificados 23 genes de parede celular da C. glabrata que codificam
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adesinas epiteliais, porém apenas trés (EPA1, EPA6 e EPA7) apresentaram acdo importante na
adesdo do fungo (CORMACK et al., 1999; GROOT et al., 2008). Dentre essas, verificou-se que a
Epalp media a ligacdo entre a levedura e células imunes inatas, além de que sua delecdo promove
uma reducdo da adesdo in vitro (DE LAS PENAS et al., 2003; KUHN; VYAS, 2012). Ademais,
embora o EPA6 ndo seja expresso in vitro, sua expressdo aumenta durante a infeccdo do trato
urindrio in vivo, sugerindo que C. glabrata ¢ capaz de se adaptar a diferentes condi¢des ambientais
(DOMERGUE et al., 2005).

Para as outras espécies do género, as pesquisas sobre adesinas ainda sd3o em menor numero. A
presenga de genes do tipo ALS foi confirmada em C. tropicalis e C. parapsilosis, assim como
homologos de Rbt-1, gene responsavel pela expressdo de proteinas da superficie celular associadas a
hifa em C. albicans (GROOT et al., 2013). Também foram identificados 11 genes relacionados a
proteinas adesinas da parede celular em C. parapsilosis e, pelo menos, trés proteinas Als na C.
tropicalis (GONCALVES et al, 2016).

Uma vez que o género Candida spp. € capaz de colonizar ndo apenas tecidos vivos, mas
também superficies inertes, como cateteres venosos urindrios € centrais, marca-passos, valvulas
cardiacas mecanicas, proteses articulares, lentes de contato e dentaduras, torna-se pouco provavel que
a adesdo das leveduras a estes dispositivos médicos seja mediada pela interagdo receptor-adesina
(KLOTZ et al.,, 1985; GULATI; NOBILE, 2016) Dessa forma, propriedades gerais da superficie
celular do fungo também foram investigadas, como ¢ o caso da hidrofobicidade (HAZEN et al.,
1986; FIDEL et al., 1999). Klotz e colaboradores (1985) demonstraram pela primeira vez que a
aderéncia de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis em superficies
poliméricas ocorre gracas a forcas hidrofobicas, como forgas de Van der Waals, as quais podem ser
influenciadas de acordo com o tamanho e forma das espécies. J& Hazen et al. (1986), em um estudo
com 19 isolados de C. albicans e 4 de C. glabrata demonstraram que altera¢des nas condigdes de
crescimento, como na composi¢do do meio de cultivo ou temperatura, podem influenciar o grau de
hidrofobicidade das leveduras, principalmente o da C. albicans. Esta espécie apresentou uma cinética
de crescimento mais rapida e maior ligagcdo as matrizes de fibrina e plaquetas quando cultivada a
temperatura ambiente, ¢ ndo a 37°C ( temperatura do ambiente vaginal). Panagoda et al (2001)
observaram que a adesdo inicial de C. albicans e C. parapsilosis em superficies acrilicas para
dentaduras e células epiteliais bucais estava associada a hidrofobicidade da superficie celular. Alguns
estudos comparando as cinco espécies relataram que C. krusei apresenta uma hidrofobicidade
superficial maior que as outras espécies, consequentemente possui uma maior capacidade de
colonizar superficies inertes, como implantes e cateteres (KLOTZ et al., 1985; SAMARANAYAKE;
SAMARANAYAKE, 1994, SAMARANAYAKE et al, 1995). MINAGI et al. (1986) também
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apresentaram resultados semelhantes que indicaram que C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei t€ém
maior hidrofobicidade na superficie celular que C. albicans e C. parapsilosis.

Apoés a adesdo das leveduras, ocorre a germinacdo de blastosporos e o desenvolvimento de
micélio ou hifas, os quais podem ser desencadeados por fatores exdgenos, como por exemplo a

presenca de estrogeno no epitélio vaginal (FERRER, 2000).

2.3.2. Producado de enzimas hidroliticas extracelulares

Apo6s o desenvolvimento do micélio, algumas espécies de Candida sdo capazes de penetrar,
invadir e causar danos ao tecido vaginal, a partir da secre¢do de enzimas hidroliticas (SCHALLER et
al. 2005). As enzimas frequentemente envolvidas na viruléncia do género Candida spp. sdo as
proteinas aspartil secretadas (SAPs), fosfolipases (PLs), proteases, lipases e hemolisinas (SCHAL-
LER et al. 2005; SILVA et al., 2011). As fungdes realizadas pelas SAPs durante o processo
infeccioso envolvem a digestdo de membranas celulares hospedeiras para facilitar a adesdao do fungo
e invasdo tecidual, digestdo das células e moléculas do sistema imunoldgico hospedeiro para evitar
ou resistir a ataques antimicrobianos, além do basico que ¢ a digestdo para aquisicdo de nutrientes
(PICHOVA et al., 2001; NAGLIK et al., 2003). E sabido que algumas espécies do género Candida
possuem uma grande expressdo e atividade de SAPs, porém outras ndo. Enquanto que foram
identificados dez genes SAP (1-10) para C. albicans, quatro para C. tropicalis (SAP1-4) e, pelo
menos, duas para C. parapsilosis (SAP1-2), C. glabrata e C. krusei parecem apresentar atividade
proteolitica baixa ou nula, assim como a produgdo e expressdo de SAPs (CAPOBIANCO et al.,
1992; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 1994; NAGLIK et al., 2003; SILVA et al., 2012).
Ha apenas um estudo que demonstra a capacidade de C. glabrata produzir proteinases, mas o tipo de
proteinase permanece desconhecido (CHAKRABARTI et al., 1992). Outro dado interessante ¢ que
Silva et al., (2009a) demonstraram que a C. parapsilosis possui baixa capacidade invasiva no epitélio
oral, porém ainda ¢ capaz de induzir um dano significativo no tecido, gragas a expressao de SAPs. A
producdo e atividade das proteinas aspartil secretadas podem estar associadas ao local em que a
levedura foi isolada e a espécie em questio (MOHANDAS; BALLAL, 2011; SILVA et al., 2011).

Em relagdo a acdo das SAPs na mucosa vaginal, diferentemente de outras proteinases, essas
apresentam atividade proteolitica sob condi¢cdes acidas (pH 4,0), recurso importante para a CVV,
visto que o ambiente vaginal tem um pH em torno de 4, o que torna as condi¢des favoraveis para
acdo dessas enzimas (SOBEL et al., 2005; WILLIAMS et al., 2011; GONCALVES et al, 2016). Ha
estudos que mostram uma maior expressdo e atividade de SAPs em isolados vaginais de mulheres
infectadas com CVV do que em mulheres assintomaticas portadoras de Candida (CASSONE et al.,
1987; GONCALVES et al., 2016). Devido a produgdo de SAPs estar relacionada a varios outros
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atributos putativos de viruléncia nas espécies incluindo formacao de hifas, adesdo e troca fenotipica,
sua expressdo e regulacdo controlada levantam uma série de questdes sobre os papéis e funcdes
dessas proteinases durante o processo infeccioso (NAGLIK et al., 2003).

Na literatura, diferentes fosfolipases ja foram descritas como fatores de viruléncia para espécies
de Candida, principalmente C. albicans, e sugere-se que elas contribuam para danos a membrana
celular do hospedeiro, o que pode causar a exposicdo de receptores que facilitem a adesdo da
levedura e consequentemente invasdo do tecido (GHANNOUM, 2000; KANTARCIOLU; YUCEL,
2002). Fosfolipases sao enzimas que hidrolisam fosfolipidios em &cidos graxos acidos. Estudos
iniciais sobre o tema eram conduzidos a partir do crescimento de leveduras em um meio de agar de
gema de ovo, porém os resultados obtidos a partir deste ensaio demonstravam que apenas C. albicans
era capaz de produzir PLs extracelulares (SAMARANAYAKe et al., 1984; GHANNOUM, 2000).
Contudo, em 1998, Clancy e colaboradores apresentaram um trabalho durante a 36* reunido anual da
Sociedade de Doencas Infecciosas da América (IDSA) no qual demonstravam a partir de ensaios
colorimétricos e a base de gema de ovo que espécies como C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei e C. lusitaniae produziram atividade fosfolipase detectavel, mesmo que em niveis significa-
tivamente mais baixos do que aqueles detectados para C. albicans (GHANNOUM, 2000). Com o
passar dos anos, mais estudos comecaram a apresentar resultados que corroboram com a ideia de
producdo de PLs por espécies de Candida nao-albicans, como C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei (GALAN-LADERO et al.,, 2010; MOHANDAS BALLAL, 2011). Entretanto, ha também na
literatura grupos de pesquisa que ao avaliar as mesmas cepas, ndo encontraram/detectaram atividade
dessas enzimas (KANTARCIOLU; YUCEL, 2002).

Para C. albicans, das fosfolipases encontradas, as principais sdo: PLA, PLB, PLC, PLD e
lisofosfolipases (Lyso-PL) (GHANNOUM, 2000; CALDERONE; FONZI, 2001). Estudos referentes
a essas fosfolipases observaram que PLA, PLB e a lisofosfolipase-transacilase sdo produzidas por
cepas virulentas, mas ndo comensais de C. albicans, aderem fortemente as células epiteliais e estdo
correlacionadas com a patogenicidade das cepas de isolados clinicos (IBRAHIM et al., 1995).
Naglik e colaboradores (2003) observaram a expressao de PLB1 e PLB2 em lavagens vaginais de
mulheres infectadas por CVV e de portadoras assintomaticas de Candida na flora vaginal, onde os
niveis encontrados foram mais baixos nas mulheres saudaveis. Ja Alves et al. (2014) detectaram a
expressdao de familias de PLB e PLD em epitélio vaginal humano reconstituido infectado com varias
cepas de C. albicans, sendo a PLD1 a que apresentou o nivel de expressao mais alto. Ao avaliar a
expressdo de PLs em C. glabrata, esta espécie apresentou atividade apenas para PLB e Lyso-PL

(GHANNOUM, 2000).
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As lipases estdo envolvidas na hidrolise dos triacilglicerdis e assim como as SAPs e fosfolipa-
ses, suponha-se que seu papel no processo infeccioso também esteja relacionado com a adesdao da
levedura as células hospedeiras, a digestdo lipidica para aquisi¢do de nutrientes e o desencadeamento
de cascatas inflamatorias (STEHR et al., 2004; TOTH et al, 2015). Em C. albicans os genes
encontrados que codificam lipases sdo LIP1-10, e sequéncias semelhantes foram encontradas para C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, mas nenhuma em C. glabrata (HUBE et al., 2000; SILVA et
al., 2012). Ja as hemolisinas sdo utilizadas pelo fungo para a recuperacdo de ferro, a partir da
degradacdo de hemoglobinas, e sdo consideradas essenciais para a sobrevivéncia das leveduras e
persisténcia no hospedeiro (LUO et al., 2004). Luo e colaboradores (2002) examinaram 80 isolados
de Candida, representando 14 espécies para avaliar suas respectivas respostas frente um teste
hemolitico in vitro. A partir dos resultados, classificaram a capacidade das espécies de produzir
hemolisinas de duas maneiras diferentes: a e f hemolisina, os quais denotavam hemolise incompleta
e completa do meio de agar sangue, respectivamente. Os autores observaram que oito espécies
(Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis, C. kefyr, C. zeylanoides, e C.
lusitaniae) demonstraram hemolise alfa e beta ap6s 48 horas de inoculagdo, quatro espécies (C.
famata, C. guilliermondii, C. rugosa e C. utilis) apresentaram somente hemolise alfa e duas espécies
ndo demonstraram atividade hemolitica ap6s incubacdo por 48 h ou mais (C. parapsilosis e C.
pelliculosa). Kumar et al. (2009) realizaram um estudo que envolveu 62 isolados de Candida
identificados como C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei. Com excecdo da C. krusei,

todas as outras espécies apresentaram atividade hemolitica.

2.3.3. Formacido de biofilme e hifas

A formacdo de biofilme ¢ um forte fator de viruléncia para as leveduras de Candida, pois
promove a protecdo das células fungicas contra respostas imunes do hospedeiro, confere tolerancia a
terapia antifungica limitando a penetragdo de substancias através da matriz de biofilme, além de
também auxiliar resistindo a pressdo competitiva de outros microrganismos (MUKHERIJEE;
CHANDRA, 2004; SILVA et al, 2009b). Biofilmes sdo comunidades bioldgicas estruturadas,
formadas por microrganismos associados a superficie e incorporados a uma matriz extracelular. Essa
matriz ¢ geralmente composta por dgua, carboidratos, glicoproteinas, lipideos e 4cidos nucleicos
(BAILLIE; DOUGLAS, 2000; ZARNOWSKI et al., 2014). Isolados de C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei sdo capazes de formar biofilmes, e a presenca deles durante a
infeccdo ¢ associada a maiores taxas de mortalidade em comparagdo com isolados incapazes de
formar biofilmes (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 1994, KUMAMOTO, 2002; SILVA
et al., 2009b).
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Em um individuo saudédvel, a microbiota humana inclui bactérias e fungos que coexistem em
equilibrio, formando um ecossistema complexo. Caso este equilibrio seja perturbado, ha a possibili-
dade de ocorrer uma infeccdo, a qual acarretara na formacao de biofilmes polimicrobianos (formados
por mais de um tipo de organismo) gracas a essa diversidade de microrganismos (GULATI;
NOBILE, 2016). Muitas infec¢des, como as da cavidade oral, do trato urinario e infec¢des por
cateter, sdo normalmente originarias ou resultantes de biofilmes polimicrobianos (PELEG et al.,
2010). Além da interacdo quimica e fisica entre microrganismos, sabe-se que quatorze proteinas
extracelulares também causam impacto na formagdo, estrutura e manutencao dos biofilmes, as quais
sdo referentes aos genes ALS1, ALS3, CHT2, CHT3, CSA1, CSH1, EAP1, MP65, PGA10, PHO100,
RBT4, SAP9, SUN41 e YWPI1 (CHAFFIN, 2008).

Em um estudo realizado por Silva et al. (2009b), os biofilmes produzidos por diferentes cepas
de C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis foram caracterizados a partir da sua estrutura,
morfologia e composi¢do da matriz extracelular. De acordo com os resultados, os biofilmes maduros
de C. tropicalis e C. parapsilosis consistiam em uma densa rede de células de vérias morfologias.
Algumas cepas de C. parapsilosis apresentaram biofilmes compostos por leveduras e pseudo-hifas,
enquanto que outras cepas da mesma espécie formaram biofilmes desprovidos de pseudo-hifas. O
mesmo ocorreu com a C. tropicalis, pois algumas cepas exibiram um biofilme formado apenas por
leveduras, ao passo que outras apresentaram também hifas, com filamentos especialmente longos.
Por fim, como esperado, todas as cepas de C. glabrata apresentaram biofilmes compostos apenas por
formas leveduriforme. A estrutura dos biofilmes também variou de acordo com a estirpe e a espécie
de Candida, pois algumas formaram biofilmes compactos, que cobriam toda a superficie, ou espessos
com cé¢lulas co-agregadas, enquanto que outras apresentaram biofilmes constituidos por aglomerados
de células.

Chandra et al., (2001) classificaram os biofilmes maduros de C. albicans como altamente
estruturados, formados por uma arquitetura heterogénea composta de células em forma de levedura,
pseudo-hifas e hifas, envoltas em uma matriz extracelular (Figura 3). As hifas por sua vez, contribu-
em para a estabilidade estrutural do biofilme e atuam como suporte para células de leveduras,
pseudo-hifas e outras células microbianas (no caso de biofilmes polimicrobianos). Outros autores
também afirmam que as formas filamentosas ddo mais for¢a mecéanica, melhoram a colonizagdo e
invasdo dos tecidos hospedeiros e demonstram maior resisténcia a fagocitose. (KUMAMOTO;
VINCES, 2005; SILVA et al., 2012).

A fim de visualizar os itens descritos acima de uma maneira sucinta, na tabela 2 estdo resumi-
dos as fases envolvidas na infec¢do por Candida spp. e a contribui¢do dos fatores de viruléncia para a

patogenicidade.
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Tabela 2. Relagdo dos estagios da infec¢do com a atividade dos fatores de viruléncia (Adaptado de Naglik ef al., 2003).

Estagios da infec¢io

Acio das

leveduras no hospedeiro

Fatores de viruléncia envolvidos

1. Colonizagao

Adesao epitelial e aquisicao de

nutrientes

Adesinas, enzimas hidroliticas, formag¢ao de

hifas e variabilidade fenotipica

2. Infecgdo superficial

Penetracdo epitelial e destruicdo das

proteinas do hospedeiro

Enzimas hidroliticas e formagao de hifas

3. Infecgdo profunda

Penetracdo do tecido, invasdo

vascular e escape do sistema imune

Enzimas hidroliticas e formagao de hifas e

talvez imunomoduladores

4. Infecgdo disseminada

Adesao endotelial, infec¢ao de outros
tecidos do hospedeiro, ativagdo da
cascata de coagulacdo e coagulacdo do

sangue

Adesinas, enzimas hidroliticas, formag¢ao de
hifas, talvez variabilidade fenotipica e

imunomoduladores

Fig. 3. Biofilme de Candida albicans visto a partir de microscopio. As setas mostram a presenca de blastosporos e hifas.
As estruturas maiores de coloragdo roxa sdo células do epitélio vaginal.

Fonte: Fotografia tirada pela autora.
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2.4. Tratamento da candidiase vulvovaginal

Atualmente ha cinco classes de agentes antifungicos utilizados no tratamento contra infec¢des
causadas por Candida spp.: polienos, azois, equinocandinas, alilaminas e flucitosina. A classificagdo
desses medicamentos baseia-se no seu sitio alvo de ag¢do. Os polienos, como € o caso da anfotericina
B, interagem com o ergosterol presente na membrana celular da levedura gerando poros na mesma, e
consequentemente o vazamento do conteudo citoplasmatico. Os azdis (ex: fluconazol, itraconazol,
voriconazol, etc.) atuam inibindo a sintese do ergosterol, o que leva a deple¢do do esterol na
membrana celular fingica, causando danos funcionais e estruturais. As equinocandinas (ex:
caspofungina) por sua vez, inibem a via de biossintese de glicanos, causando uma deplecao destes
polimeros nas células fingicas, enfraquecendo a parede celular. As alilaminas como a terbinafina,
também atuam na sintese do ergosterol, causando ruptura da membrana plasmatica e acimulo de
esqualeno. Por ultimo, a flucitosina prejudica a sintese de acidos nucleicos, interferindo também com
a sintese de proteinas (SILVA et al.,, 2012; NETT; ANDES, 2016; De OLIVEIRA SANTOS et al.,
2018). Entretanto, as terapias envolvendo esses antifingicos possuem desvantagens relacionadas
principalmente a efeitos colaterais, baixa biodisponibilidade ou espectro de agdo, alta toxicidade em
células humanas e o fato de que muitas espécies desse género estdo adquirindo resisténcia aos
tratamentos (CHANDRASEKAR, 2010; LIAO et al., 2015; De OLIVEIRA SANTOS et al., 2018).

A escolha de tratamento para CVV depende do diagnodstico do paciente, ou seja, se a CVV ¢
considerada complicada ou ndo complicada. Para casos de candidiase ndo complicados, geralmente a
terapia local por curto prazo ou oral em uma tnica dose sdo eficazes em 90% das vezes (SOBEL et
al,, 1998; DOVNIK et al., 2015). Para tratamento tdpico, existe uma ampla gama de produtos
disponiveis no mercado, como 6vulos, pomadas e cremes vaginais, em sua grande parte incorporados
por agentes azo6licos. Os farmacos azdlicos aplicados topicamente sdo mais eficazes que a nistatina e
a recomendacgdo para este tipo de terapia ¢ de até trés dias, pois € o tempo no qual os sintomas
geralmente desaparecem e ocorre a cura da doenca (DOVNIK et al.,, 2015). Os principais efeitos
colaterais da terapia topica sdo: a queima localizada que alguns pacientes podem sofrer, (entre 5% e
10%) como resultado de uma reacdo alérgica ou irritante; e a oposicao de alguns pacientes em utilizar
formulagdes vaginais devido a falta de habilidade para aplicagdo das mesmas (SOBEL et al., 1998;
NYIRJESY; SOBEL, 2003). No geral, tanto antifiungicos azélicos de uso oral, quanto de uso topicos
sdo eficazes no tratamento de CVV nao complicada, pois nenhum agente isolado parece ser clara-
mente superior aos outros (PAPPAS et al., 2009; DOVNIK et al., 2015).

Tratando-se de CVV complicada ou casos de CVVR, pacientes com episoddios graves de infec-
¢do sintomatica s3o menos propensos a responder as terapias antifungicas padrdes, pois nestes casos,

fatores envolvendo o microrganismo, o hospedeiro ou até mesmo o tratamento escolhido, afetam
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adversamente a taxa de cura (SOBEL et al, 1998; SOBEL et al., 2001) A selecdo do medicamento
antimicotico apropriado, da via de administragdo e duracdo da terapia também podem afetar
profundamente a resposta clinica e micoldgica (SOBEL ef al.,, 1998). Em pacientes com sintomas
graves infectados por C. albicans, deve-se considerar um tempo de tratamento entre 7 e 14 dias
usando formulagdes azolicas topicas ou uma dose oral de fluconazol a cada trés dias, totalizando 3
doses, com a finalidade de alcancar remissao clinica e status negativo para a cultura fungica (SOBEL
et al., 1998; CDC, 2015). Ha também a possibilidade de utilizagdo de anfotericina B e/ou caspofun-
gina (GULATI; NOBILE, 2016). Para casos de CVVR também envolvendo essa espécie, recomenda-
se um regime maior de tratamento, iniciando com terapia oral por aproximadamente 14 dias, seguida
de um regime de manutengdo por 6 meses, para garantir a remissao clinica. Para uso oral podem ser
utilizados cetoconazol, itraconazol e fluconazol diariamente e para o tratamento topico, 6vulos
vaginais de clotrimazol semanalmente. (SOBEL et al., 1998; CDC, 2015).

No entanto, infec¢des causadas por outras espécies do género Candida podem exigir a utiliza-
cdo de diferentes classes de antifingicos que ndo os azois, ou combinagdes farmacéuticas, por serem
menos propensas a responder a terapia antifungica azoélica (NYIRJESY; SOBEL, 2003). As opgdes
de tratamento variam de acordo com a espécie. Ha descricdes na literatura que recomendam
administracdo vaginal de acido borico em uma capsula de gelatina por 2 semanas para tratamento de
C. glabrata e C. krusei, formulagdes vaginais de flucitosina para C. glabrata e C. tropicalis e
também Ovulos vaginais de anfotericina B para cepas de C. glabrata resistentes a azo6is (SINGH et
al.,2002; NYIRJESY SOBEL, 2003; SOBEL et al., 2003; PHILLIPS, 2005).

Com o proposito de minimizar a toxicidade dos antiflingicos e a resisténcia por parte das leve-
duras, certas estratégias farmacologicas foram desenvolvidas, como ¢ o caso da combinacdo de
farmacos (ex: anfotericina e flucitosina, fluconazol e flucitosina ou anfotericina e caspofungina), o
desenvolvimento de novas formulas antifiingicas (ex: dispersdes coloidais ou complexos lipidicos de
anfotericina B) e a utilizagdo da nanotecnologia para encapsulacdo, carreamento e liberacdo de
farmacos de maneira mais eficiente, menos citotdoxica ¢ em doses menores (SOUZA; AMARAL,

2017; De OLIVEIRA SANTOS et al., 2018).

2.4.1. Resisténcia das espécies de Candida spp. contra antifungicos convencionais

Com o desenvolvimento dos agentes azolicos, houve uma melhora nas op¢des de tratamento
para infecgdes fungicas devido a toxicidade reduzida desses compostos no hospedeiro, quando
comparado as outras classes de agentes antifingicos, o que levou ao uso generalizado dos mesmos
(COMO; DISMUKES, 1994; PFALLER DIEKEMA, 2007). Consequentemente, com este uso

extensivo, muitas espécies de Candida comecaram a apresentar resisténcia aos azois, particularmente
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ao fluconazol. Os primeiros farmacos azolicos lancados no mercado (cetoconazol e miconazol)
apresentam toxicidade significativa durante a administracdo sistémica, contudo os triazdis de
primeira e segunda geracdo (fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol e isavuconazol) sdo
mais tolerados pelo organismo humano (NETT; ANDES, 2016). O fluconazol ¢ o antifungico mais
comumente prescrito usado para a maioria das infec¢des por C. albicans (PFALLER et al., 2010),
além de também ser utilizado como terapia de primeira linha para o tratamento de pacientes com
candidiase em mucosas, como candidiase vulvovaginal e oral, incluindo terapias semanais para a
prevencao de novas infeccdes em pacientes com CVVR (PAPPAS et al., 2009; NETT; ANDES,
2016).

As infecc¢des causadas por C. albicans estdo associadas aos variaveis niveis de resisténcia da
levedura frente ao fluconazol. Os isolados de C. albicans de pacientes candidémicos tém a menor
incidéncia de resisténcia ao azol (0-5%), enquanto que C. glabrata tem a maior incidéncia de
resisténcia entre isolados clinicos de Candida, a qual pode ser desenvolvida ap6s a exposicdo a
antifingicos azolicos, pois exibe suscetibilidade intrinseca reduzida a essa classe (LEE ef al., 2009;
OXMAN et al., 2010; DIEKEMA et al., 2012; PFALLER et al., 2014; YING et al., 2015). Desse
modo, ¢ uma das espécies mais frequentemente isoladas em infecgdes causadas por pacientes que
recebem profilaxia com azol (BENNETT et al., 2004; HACHEM et al., 2008).

Pfaller e Diekema (2007) demonstraram que o fluconazol ¢ eficaz contra as espécies C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis ¢ o voriconazol possui maior atividade fungicida que o
fluconazol contra espécies clinicamente importantes, como C. albicans e C. glabrata resistentes ao
fluconazol, com exce¢do de C. tropicalis. O itraconazol ¢ moderadamente ativo contra a maioria das
espécies de Candida suscetiveis e resistentes ao fluconazol, exceto C. glabrata (PFALLER et al.,
2005). J& a flucitosina, mesmo exibindo atividade contra a maioria das espécies de Candida, ¢
geralmente administrada em combinagdo com outros agentes, como a anfotericina B, pois seu uso
como agente Unico pode rapidamente induzir o desenvolvimento de resisténcia (PAPPAS et al.,
2009; NETT; ANDES, 2016). A anfotericina B ¢ um dos antifingicos mais potentes e possui
atividade contra a maioria das espécies de Candida spp, exceto Candida lusitaniae. Ela é aprovada
para o tratamento de candidemia e candidiase invasiva, no entanto, seu uso ¢ frequentemente limitado
por toxicidades significativas, como por exemplo a insuficiéncia renal aguda que ocorre em
aproximadamente 30% dos pacientes e estd associada a uma taxa de mortalidade de mais de 50%
nesse cendrio (BATES et al., 2001; NETT; ANDES, 2016). Todas as equinocandinas apresentam
atividade antifiingica potente contra C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. tropicalis e C.
krusei. Ja para C. parapsilosis e C. guilliermondii, os valores utilizados s3o mais altos, porém as

equinocandinas ainda sdo agentes uteis no tratamento dessas infec¢des clinicamente (PFALLER et
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al., 2012). Candida spp geralmente apresenta baixa resisténcia ao tratamento por equinocandinas,
inferior a 3%, porém as taxas de resisténcia para Candida glabrata aumentaram e agora sdo relatadas
com valores que variam de 3% a 15% (PFALLER et al., 2003).

Uma limitagdo dos tratamentos comerciais ¢ a presenca de biofilmes na infec¢do. Os biofilmes
de C. albicans, os mais comuns na area médica, sdo resistentes a maioria dos medicamentos
antifungicos conhecidos e utilizados, como azdis e polienos, por isso torna-se cada vez mais
necessario o desenvolvimento de novas terapias antifungicas com eficécia contra esse tipo de fator de
viruléncia das leveduras (GULATI; NOBILE, 2016).

Segundo Sobel et al. (1998), o tipo de formulagdo vaginal utilizado ndo ¢ clinicamente
relevante para o resultado terapéutico, € sim o composto antifingico, dessa forma algumas
caracteristicas sdo imprescindiveis na pesquisa por antimicoticos ideais, como por exemplo: 1) A
facilidade de administragdo; II) a eficacia em curto periodo de tempo; III) efeito fungicida e ndo
fungistatico; IV) que proporcione alivio imediato, pois grande parte do alivio obtido inicialmente
com agentes topicos € uma fun¢do do veiculo ao invés do proprio agente antifingico; V) e que ndo
cause efeitos colaterais locais ou sistémicos, nem apresente citotoxicidade.

Assim, muita énfase tem sido colocada na descoberta de novas moléculas provenientes de fon-
tes naturais e que possam atuar eficazmente contra varias espécies de Candida spp. Dentre essas
moléculas, os compostos fendlicos se destacam como uma promissora classe de agentes antifungicas
naturais, visto que hd muitos estudos demonstrando a atividade antimicrobiana de uma variedade

destes metabolitos, como € o caso do acido p-cumarico (p-AC).

2.2. Acido p-cumirico e suas propriedades

Compostos fenolicos constituem uma classe importante de metabdlitos secundérios amplamen-
te encontrados em plantas superiores e também em bebidas, como chas, vinhos e café (TEODORO et
al., 2015). Os compostos fenolicos sdo classificados em polifenois: flavonoides e taninos; e fendlicos
simples: acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos. Estes compostos desempenham atividades
biolégicas importantes tanto no préprio metabolismo vegetal, quanto no metabolismo animal ao
serem ingeridos na forma de alimentos e bebidas (De BEER et al., 2002; KHODDAMI et al., 2013)
Os acidos fenolicos, caracterizados pela presenga de um anel benzénico, um grupamento carboxilico
€ um ou mais grupamentos hidroxila/metila na molécula, podem ser divididos em dois subgrupos de
acordo com suas estruturas: acidos hidroxibenzodicos (como os acidos galico e vanilico) e acidos
hidroxicinamicos (por exemplo, acidos cafeico, ferulico e p-cumarico) (MARTINS et al., 2011).

O 4cido cumarico apresenta trés isdmeros conhecidos como: acidos o-cumarico, m-cumarico e

p-cumarico (p-AC), sendo o ultimo, o mais abundante na natureza (Figura 4). A diferenca destas trés
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moléculas da-se pela posicdo do grupamento hidroxila no anel aromatico. O p-AC ¢ biologicamente
sintetizado a partir da via metabolica do Xiquimato, tendo como precursores os aminoacidos tirosina
e fenilalanina (EL-SEEDI et al., 2012). Este 4cido ¢ de extrema importancia no metabolismo
secundario de plantas, visto que age como precursor de outros compostos fenolicos, tais como os
acidos cafeico, ferulico, clorogénico e sinapinico, de flavonoides e ligninas (EI-SEEDI et al., 2012).
Ele pode ser encontrado em plantas na sua forma livre ou ligado a outras moléculas, como aminas,

alcoois, mono ou oligossacarideos.

R, R,

R; CH = CH-COOH

R,

Acido o-cumdrico: R, =OH; R, =R, =R,=H

Acido m-cumarico: R,=R,=R,=H;R,=0H

Acido p-cumdrico: R, =R, =R, = H; R, = OH
Fig. 4. Isomeros do acido p-cumarico.

Fonte: Ramalho & Jorge, 2006.

Segundo Zhao et al. (2009), o p-AC apresenta uma biodisponibilidade maior que os acidos fe-
rulico, cafeico e rosmarinico, visto que pode ser absorvido em todas as sec¢des do trato gastrointesti-
nal em ratos, incluindo o estdmago, o jejuno e o ileo, além de apresentar baixa toxicidade, ja que ¢
encontrado em diversos tipos de alimentos e ocorre naturalmente nas plantas (PEI et al., 2016;
LAFAY, 2008). Devido a tais caracteristicas, o p-AC vém sendo estudado e avaliado como um
composto farmacologicamente ativo, pois ja apresentou uma variedade de propriedades bioldgicas,
como: atividade antioxidante e antitumoral, acdo antiplaquetaria, efeito neuroprotetor e anti-
inflamatorio, mitigacdo de diabetes, efeitos nefro e hepatoprotetores e atividade antimicrobiana
(KONG et al., 2012; VAUZOUR et al., 2010; ABDEL-WAHAB, 2003; LUCERI et al., 2007;
NAVANEETHAN; RASOOL, 2014; AKDEMIR et al., 2017; ADISAKWATTANA et al., 2004;
AMALAN et al.,2016; PRAGASAM et al. 2013).

O interesse no p-AC ocorre principalmente em virtude de suas atividades antioxidante e
antitumoral. Estudos demonstraram que o p-AC confere protecao contra a oxida¢do do colesterol de
lipoproteina de baixa densidade (ZANG et al., 2000), possui capacidade de reduzir hidroperdxido,
substancias reativas ao acido tiobarbiturico e malondialdeido no sistema de emulsdo do acido graxo
omega 3 (ESPINOSA et al. 2015). Ele também promove a inibi¢do de vias de sinalizagdo responsa-
veis pela angiogénese, dessa forma reduz a expressdo de mRNA de dois fatores angiogénicos que

estimulam a permeabilidade, proliferacdo, migra¢do e formacdo de tubos em células endoteliais, o
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que atribuiria os efeitos quimiopreventivos alcangados em anéis adrticos de ratos (KONG et al.,
2013).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, ha estudos que indicam tanto um potencial efei-
to bactericida quanto fungicida do p-AC. Lou e colaboradores (2012) verificaram que o p-AC
apresentou efeito bactericida contra cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia,
Bacillus subtilis, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium e Escherichia coli, eliminando as
bactérias através de dois mecanismos diferentes: 1) Causando danos na membrana e aumentando sua
permeabilidade; e 2) Ligando-se ao anion fosfato do DNA, inibindo fungdes celulares, como
replicagdo, transcricdo e expressdo celular. Kot ef al. (2015) avaliaram o efeito do p-AC em
biofilmes formados por E. coli na superficie interna de cateteres urindrios e demonstraram em seus
resultados que este acido fenolico ndo sé apresentou uma atividade preventiva contra a formagao do
biofilme, como também inibiu o desenvolvimento do mesmo ja formado. Outro estudo realizado por
Stojkovi¢ et al. (2013) relatou que ao testarem o p-AC em sistemas alimentares, a fim de se avaliar
sua atividade antimicrobiana e antioxidante em sopa de frango, este composto inibiu o crescimento
de Staphylococcus aureus, um conhecido contaminante bacteriano alimentar.

Ja Kim et al. (2004) avaliaram a ag¢do fungicida dos trés isomeros do adcido cumaérico contra As-
pergillus flavus. Eles demonstraram que as trés isoformas inibiram o crescimento dos microrganis-
mos, € que o acido o-cumadrico apresentou o melhor resultado frente aos outros isdmeros, indicando
que a posicao do grupamento —OH no anel aromatico deve ser uma caracteristica que afeta a as
propriedades fisico-quimicas da molécula e a interacdo dela com outras moléculas. Zabka e Pavela
(2013) testaram a atividade antifungica de 21 compostos fendlicos (dentre eles o p-AC) contra fungos
dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium, considerados os que produzem a grande maioria
das micotoxinas conhecidas. O p-AC provocou uma inibi¢gdo maior que 95% nas espécies do género
Fusarium, a¢do intermediaria (45%) nas espécies pertencentes ao género Aspergillus e baixas (19-
30%) contra o género Penicillium. Este efeito fungicida contra espécies do género Fusarium também
pode ser verificado no trabalho de Barral et al. (2017), o qual avaliou a acdo de diferentes compostos
fenolicos no crescimento micelial de F. ananatum (responséavel pela Fusariose no abacaxi) bem como
seus efeitos fungitoxicos in vitro e in vivo. Dentre todos os acidos analisados, o p-AC foi o que
apresentou melhores resultados, promovendo total inibi¢do de crescimento micelial in vitro e efeito
fungitoxico, enquanto os outros compostos apresentaram efeito fungistatico.

Da mesma forma, Faria e colaboradores (2011) testaram a acdo de diferentes compostos fenoli-
cos (entre eles, os trés isdmeros do acido cumarico) contra cepas de nove espécies de Candida spp.

Os resultados demonstraram que as trés isoformas do 4acido apresentaram taxas de inibi¢do de
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crescimento em todas as espécies, sendo que C. albicans e C. lusitaniae foram aquelas com maior
susceptibilidade aos compostos.

Algumas informagdes gerais do acido p-cumdrico podem ser uteis no desenvolvimento e
pesquisa do composto como potencial antimicrobiano, dentre elas:

Apresenta-se na forma de um po6 cristalino amarelo claro, ¢ soluvel em solventes organicos como o
etanol (50mg.mL™"), DMSO e dimetilformamida; e pouco solivel em agua (1,02g.L™") ou em
tampdes aquosos.

Sua formula quimica ¢ C9H80O3, com massa molecular de 164,16 g/mol e densidade de
1.340.1g/cm’

O ponto de fusdo encontra-se entre 211 - 214°C, o Log P ¢ de 1,79 e a molécula possui dois valores
de pKA: (pKa)) = 4,32 (pKa,) = 8,9 (OZKORUCUKLU et al., 2009; SEQUEIROS 2009).

Devido a sua baixa solubilidade em solventes aquosos (FERREIRA ef al.,2018), as proprieda-
des biologicas do p-AC podem ser afetadas, pois a polaridade e a solubilidade de um farmaco sdo
fatores que podem influenciar na capacidade do mesmo em permear membranas bioldgicas
(SHAZLY et al., 2012). Com o avanco da Nanotecnologia Farmacéutica, muitos pesquisadores t€ém
recorrido a sistemas nanoestruturados para potencializar a solubilidade de farmacos hidrofobicos,
aumentando a biodisponibilidade dos mesmos. Esses sistemas, como lipossomas, nanoparticulas e
cristais liquidos, também atuam na liberacao controlada do fArmaco e na redugdo de possiveis efeitos

colaterais ou citotoxicidade que o este possa apresentar (BAMRUNGSAP et al., 2012).

2.3. Cristais Liquidos e aplica¢io vaginal

Cristais liquidos (CLs) sao fluidos com propriedades intermedidrias entre o estado so6lido crista-
lino e o estado liquido isotropico (Figura 5), podendo ser classificados conforme a adicdo de
moléculas anfifilicas em um solvente (liotrépicos) ou conforme a influéncia da temperatura (termo-
tropicos) (CHORILLI et al., 2009). CLs podem ser formados através da mistura de uma fase oleosa,
uma fase aquosa e um tensoativo, assim, de acordo com condi¢des de temperatura, pressdo, concen-
tracdes dos diferentes componentes e arranjo molecular das fases, pode-se delinear as estruturas
pertencentes a cada mesofase (GOODBY et al. 2001; PATEL; PATEL, 2010). Os cristais-liquidos
liotropicos estdo atraindo cada vez mais a atencdo pelas suas propriedades fisico-quimicas e sua
organizagdo estrutural diferenciadas. Moléculas bioativas, como farmacos e proteinas, podem ser
solubilizadas tanto na fase aquosa ou na fase oleosa, sendo protegidos pela hidrdlise ou oxidagao,

além de terem sua liberagao modicada e controlada (GUO et al., 2010).
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Fig. 5. Estado intermediario da matéria, de um cristal liquido.

Fonte: Traduzido de “Dissemination of IT for the Promotion of Materials Science” — University of Cambridge.

Essa caracteristica de mesofase liquida-cristalina faz com que CLs sejam promissores sistemas
de liberacdo de compostos bioativos, pois promovem uma melhor estabilidade fisica e aumenta a
solubilidade do composto veiculado, visto que essa alternancia entre as fases pode formar micelas
ordenadas com regides hidrofilicas e hidrofébicas, auxiliando na administracdo da formulagdo
(STEVENSON et al., 2005).

Os cristais liquidos apresentam trés mesofases conhecidas, denominadas: lamelar, hexagonal e
cubica (Figura 6). Cada mesofase apresenta uma viscosidade diferente: geralmente fases lamelares
apresentam comportamento plastico, sendo mais fluidas, fases hexagonais, propriedades viscoelasti-
cas, e as cubicas possuem viscosidade elevada, caracteristica que pode influenciar no comportamento
do CL como sistema de liberagao de farmacos (MEZZENGA et al., 2005; FORMARIZ et al., 2005).

Segundo Guo ef al. (2010) as mesofases hexagonais e cubicas possuem propriedades que as
tornam de grande interesse para administragdo topica de medicamentos, como toxicidade baixa/nula,
alta viscosidade, biodegradabilidade e bioadesividade. Essas caracteristicas fazem com que os cristais
liquidos sejam bons candidatos a administragdo de drogas nas mucosas, visto que a natureza
bioadesiva desses sistemas permite que eles direcionem os medicamentos para a cavidade oral,
vaginal ou para diferentes partes do trato gastrointestinal (SHAH et al. 2001). Além disso, ao
desenvolver CLs, os materiais geralmente utilizados em sua constituicdo possuem no minimo, dois
grupamentos hidroxila, o que os torna susceptiveis a ligarem-se nas membranas das mucosas a partir
de ligagdes de hidrogénio (GUO et al. 2010). Mesofases com caracteristicas mais fluidas, como a
lamelar, também sdo atrativas para a aplicacdo em mucosas, pois ao entrar em contato com o muco
presente no sitio de aplicagdo, elas podem absorver o fluido corporal e formar géis viscosos cubicos
ou hexagonais (GUO et al. 2010).

Dentre os componentes utilizados na formulagdo dos CL, o poloxamer ¢ um copolimero tri-
bloco que consiste em um bloco hidrofobico central de polipropileno glicol, flanqueado por dois
blocos hidrofilicos de polietileno glicol (PEG), e que pode ser usado na fase aquosa. Uma das

caracteristicas interessantes deste polimero ¢ que, em dispersdes aquosas, o poloxamer apresenta
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gelificagdo térmica reversivel, por exemplo, uma dispersdo com 20-30% de poloxamer apresenta-se
fluida entre 4-5 °C, porém, a temperatura corporal, forma géis altamente viscosos. Essa propriedade
sol-gel reversivel do poloxamer permite que o mesmo seja utilizado em possiveis sistemas topicos de
administracdo de farmacos, visto que apresenta vantagens em relacdo as bases tradicionais, em
termos de facilidade de aplicacdo e caracteristicas de liberacdo de farmaco (BENTLEY et al., 1999).

Diante das informag¢des supracitadas, uma possivel aplicacdo destes sistemas ¢ na administra-
cdo de farmacos através de mucosas, pois, ao entrarem em contato com estes locais, os CLs gelificam
pela mudanca de mesofase, apresentando caracteristicas mucoadesivas, permitindo que o tempo de
contato entre a formulagdo e a mucosa seja maior (CALIXTO et al., 2015). Ao comparar as
diferentes vias utilizadas para a aplicacdo de medicamentos, a via vaginal apresenta vantagens para a
administracdo de CLs, tais como: 1) Auxilia na queda de incidéncia e gravidade dos efeitos colaterais
gastrointestinais quando comparada a via oral; 2) Evita o metabolismo de primeira passagem; 3)
Facilidade de auto-inser¢ao e remocdo da forma farmacéutica, 4) Evita o inconveniente causado pela
dor, dano do tecido e risco de infecgdes causados pela administragdo parenteral (PEREIRA ef al.,
2011).

O muco vaginal ¢ um fluido bifasico complexo composto por um componente de baixo peso
molecular (plasma cervical) e um componente de alto peso molecular (fase de gel), além disso,
compostos como glicogénio, mucina, acido latico, acido acético, glicerol, uréia e glicose também
estdo presentes em concentracdes significativas nos fluidos vaginais (CARAMELLA et al., 2015;
LEYVA-GOMEZ et al., 2019). Tratando-se da aplica¢io vaginal de formulagdes farmacéuticas, sob
algumas condicdes e distirbios de satde, o muco vaginal sofre alteragdes, as quais podem fazer com
que ele aja como uma barreira ou como um “mecanismo de limpeza”, o que limitaria a retengdo
vaginal dos sistemas (LEYVA-GOMEZ et al., 2019). Uma maneira de superar esse obsticulo &
através da utilizagdo de polimeros mucoadesivos ou materiais com capacidade de gelificagdao, como o
poloxamer.

Referente a aplicagdo de formulagdes topicas mucoadesivas, apos o contato, a hidratagdo e a
umidificacdo dos sistemas, a proxima etapa envolve o fortalecimento da ligagdo polimero-mucina,
gracas a interpenetracdo das cadeias poliméricas na camada de muco. Essa ligacdo ¢ formada
principalmente for pontes de hidrogénio e forcas de van der Waals ou interacdes eletrostaticas.
(BODDUPALLI et al., 2010). Polimeros com elevado nimero de grupos funcionais, por exemplo
grupos hidroxila ou carboxila, s3o moléculas com propriedades mucoadesivas promissoras (GUO et
al.2010; CARAMELLA et al., 2015) .

Dessa forma, ao analisar as terapias disponiveis para CVV, os sistemas liquido-cristalinos tor-

nam-se Uteis para incorporagdo de farmacos, ja que, pela aplicagdo do composto ser topica hd uma
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diminuicdo dos efeitos colaterais. Ademais, este sistema pode ser aplicado no estado liquido, pois ao
entrar em contato com o muco vaginal, ird ocorrer a transicdo de mesofase, tornando-se mucoadesi-

vo. (CHORILLI et al., 2011).
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Fig. 6. Fases estruturais dos cristais liquidos: (A) lamelar, (B) hexagonal e (C) ctibica

Fonte: Calixto et al.(2014).

Portanto, tendo em vista os efeitos adversos causados pelo atual tratamento convencional de
CVV a base de antifungicos, torna-se interessante avaliar se o acido p-cumadrico possui algum
potencial antiflingico contra cepas de Candida spp., em especial contra C. albicans. Sua baixa
toxicidade, facilidade de ser encontrado na natureza e a¢do antimicrobiana faz dele um componente
vantajoso para ser utilizado, além disso, sua incorporagdo nos cristais liquidos representa uma
estratégia inovadora, a qual pode promover uma agdo sinérgica, aumentando a atividade antifungica

deste composto fenolico.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial de sistemas liquido-cristalinos como estratégia para administragdo vaginal

de acido p-cumadrico no tratamento da candidiase vulvovaginal.

3.2. Objetivos Especificos

I) Desenvolver e caracterizar os sistemas liquido-cristalinos para incorpora¢ao do farmaco;

IT) Validar metodologia analitica para quantificagdo do 4cido p-cumarico;

II) Awvaliar in vitro a atividade antifingica de p-AC em células fungicas planctonicas e na
erradicacao de biofilme de Candida spp.;

IV) Avaliar in vivo a atividade antifungica do p-AC e tratamento terapéutico utilizando modelo

murino contra diferentes espécies de Candida spp.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais

Principais reagentes e matérias-primas:



Acido acético glacial, PA (Qhemis);

Acido cloridrico 37%, PA (Qhemis,);

Acido ferulico (Sigma Aldrich®, EUA);

Acido férmico, PA (Synth®, Brasil);

Acido galico (Sigma Aldrich®, EUA);

Acido 14tico;

Acido p-cumarico >98.0% (HPLC) (Sigma Aldrich®, EUA);
Acido vanilico (Sigma Aldrich®, EUA);

Acido oleico P.A. (Synth®, Brasil);

Albumina de soro bovino;

Alcool etilico 95%, PA (Vetec, Brasil);

Agar Sabouraud Chloramphenicol (Kasvi®);

Agar bacteriologico (Difco ™);

Anfotericina B em p6 (Sigma Aldrich®);

Agua ultra pura (Milli’Q Plus®);

Colesterol Purex (INLAB, Brasil);

Cloreto de sédio (Synth®, Brasil);

Dimetilsulfoxido (Synth®, Brasil);

D-(+)-Glicose (Sigma Aldrich®);

Extrato de levedura granulado (Merck®, Alemanha);
Fluconazol > 98.0% (HPLC) (Sigma Aldrich®);
Fosfato de sodio dibasico (Synth®, Brasil);

Fosfato de sddio monobasico (Synth®, Brasil);
Glicerol,;

Glicose (Synth®, Brasil);

Hidréxido de célcio (Dinamica, Brasil);

Hidréxido de potassio (Dinamica, Brasil);

Lauril sulfato de sédio (Synth®, Brasil);

Membrana de acetato de celulose para tubos de dialise, 76 mm (Sigma Aldrich®, EUA);
Metanol grau HPLC (J.T. Baker”, EUA);

MOPs > 99,5% - titulacdo (Sigma Aldrich®);

Meio RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institute Medium - (Sigma Aldrich®);
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 Mucina de estdbmago de porco (Sigma Aldrich®, EUA);

* Mucosas vaginais suinas (Abatedouro USP Pirassununga);
* Peptona bacteriologica (Ox0id®);

e Poloxamer 407 (Sigma Aldrich®, EUA);

e Trietanolamina (Synth®, Brasil);

* Uréia;

* XTT Sodium Salt BioChemica (PanReac AppliChem- ITW Reagents).

4.2. Equipamentos

e Analisador de textura TA-XTplus, Stable Micro System® (Surrey, Inglaterra);

* Balanga semi-analitica modelo AW220 (Shimadzu,);

* Banho ultrassonico — Ultrassonic Cleaner (Unique);

* Cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo 1220 Infinity DAD LC (Agilent Technologies,
EUA);

* Coluna Luna C18 250 mm x 4.6mm, Sum (Phenomenex, EUA);

* Espectrofotometro UV Carry 60 (Agilent Technologies, EUA);

* Micrometro digital Mitutoyo (0-25mm range)

* Microscopio de luz polarizada Carl-Zeiss Axion 40 (Carl-Zeiss, Alemanha);

 Redmetro, modelo AR2000ex (TA Instruments”™);

* Sistema de purificagdo de adgua MILLIPORE®, Milli - Q Plus, condutividade 18,2uS.cm-1;

¢ Sistema automatico com células de difusdo vertical de Franz (Microette Plus —Hanson Research
Corporation®);

* Ultraturrax Digital T25 (Ika, Alemanha).

4.3. Microrganismos
* Cepas de Candida albicans (SC5314), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida krusei (ATCC
6258).

4.4. Métodos

4.4.1. Preparo das formulagoes

As formulagdes foram preparadas em frascos transparentes com tampa, variando-se as concen-
tracdes dos componentes (fases oleosa, aquosa e tensoativo) conforme descrito no item 4.4.2.,
totalizando uma massa final de dois gramas. Cada componente foi pesado em balanga semi-analitica

ou analitica, e as formulac¢des preparadas sob pressdo de latm a 254+0,5°C.
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4.4.2. Construcdo dos diagramas de fases

Dois diagramas de fases ternarios foram construidos, fixando-se em ambos 4acido oleico (A.O.)
e colesterol (Col.) como fase oleosa (na propor¢ao 5:1) e uma dispersdo de poloxamer 16% como
fase aquosa. Foram utilizados dois componentes na fase tensoativa: o oleato de trietanolamina (TEA-
Oleato) e a trietanolamina (TEA), que ao ser misturada com A.O., torna-se uma precursora do
tensoativo TEA-Oleato. Ambas substancias sdo utilizadas pela industria na producao de cosméticos e

produtos de uso topico (Figura 7).
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Fig. 7. Estruturas quimicas da TEA e do TEA-Oleato, respectivamente.

Fonte: Fiume et al. (2013).

Os sistemas foram preparados por mistura direta dos componentes, em temperatura ambiente,
homogeneizados com auxilio de uma espatula de metal. Para constru¢do do diagrama, foram
misturadas diferentes proporgdes, de 0 a 100% (m/m) de cada fase dos sistemas, resultando, desse
modo, na constru¢do do diagrama de fases ternario com 54 pontos. Para todos os sistemas, a
sequéncia de adi¢dao de cada componente na mistura foi: fase aquosa, sistema tensoativo e por tltimo
fase oleosa.

Tanto a fase aquosa quanto a oleosa foram preparadas no dia anterior ao da mistura final. No
primeiro caso, para gelificacdo e completa dissolugdo do poloxamer sob refrigeracdo, enquanto que
no segundo, para dissolugdo do colesterol no acido oleico, sob agitagdo magnética por 24 horas. Apos
o preparo, as formulagdes foram colocadas em banho ultrassonico por 15min para maior homogenei-
zacdo dos componentes, e posteriormente deixadas em repouso por 24 horas até o completo
equilibrio de fases e elimina¢do de bolhas. Em seguida, cada ponto do diagrama foi analisado de
acordo com sua viscosidade, pH e presenca de drea de anisotropia. Os sistemas foram classificados
visualmente como sistema liquido transparente (SLT), sistema liquido transliicido (SLTL), sistema
viscoso transparente (SVT), sistema viscoso translicido (SVTL), sistema liquido opaco (SLO),
sistema viscoso opaco (SVO) e separacdo de fases (SF). Aqueles que apresentaram separagdo de
fases foram descartados da andlise. Os diagramas de fases foram plotados empregando programa

SigmaPlot®, versdo 11.0 (Systat Software, EUA).
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4.4.3. Selegdo das formulacoes a partir do diagramas de fases

De acordo com as informagdes obtidas dos diagramas construidos, foram selecionados os
sistemas que apresentaram em ambos os diagramas perfis de viscosidade favoraveis para mucoadesao
e estruturas de fases lamelar, hexagonal e/ou cubica quando avaliados por microscopia de luz
polarizada.

Devido a aplicagdo dos sistemas liquido-cristalinos ser voltada para o ambiente vaginal, as
formulagdes foram caracterizadas em sua composi¢do original e adicionadas de muco vaginal
artificial (MVA), com o intuito de mimetizar possiveis condi¢des existentes fisiologicamente e
investigar a ocorréncia de alteracdes estruturais ou mudangas de fase dos CLs, quando em contato
com a mucosa vaginal (RODERO et al. (2018). O MVA (Tabela 3) foi adicionado nas proporgdes de

1:0,3 e 1:1 (m/m), valores referentes as concentracdes de 30% e 100% de muco respectivamente.

Tabela 3. Composicdo do muco vaginal artificial

Reagentes Quantidade (g)

NaCl 1,755
KOH 0,70
Ca(OH), 0,111
Albumina de soro bovino 0,009
Acido latico 1,0
Acido acético 0,50
Glicerol 0,08
Ureia 0,20
Glicose 2,50
Mucina 7,50
Agua Mili-Q 500mL

Obs: O pH foi ajustado com HCI 0,1% até obtencao do valor 4,2 ¢ 0o MVA foi mantido na geladeira, sob refrigera-
¢ao.

4.4.4. Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas liquido-cristalinos

4.4.4.1 Microscopia de luz polarizada

A microscopia de luz polarizada foi realizada para as formulagdes selecionadas colocando-se
uma pequena quantidade das amostras sobre ldminas de vidro, as quais foram cobertas com laminula

e analisadas no microscopio de luz polarizada Carl-Zeiss Axion 40 a 25+0,5°C. Avaliou-se a
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homogeneidade da dispersdo e, com auxilio de polarizagdo, observou-se a presenga de area de

anisotropia, indicativo da presenga de cristais liquidos.

4.4.4.2. Determinacao do comportamento reolégico

As andlises reologicas foram realizadas em triplicata a 254+0,5°C e 3740,5°C, empregando
redmetro de tensdo controlada modelo AR2000 — TA Instruments”. Para as amostras altamente
viscosas, utilizou-se a geometria placa-placa de 20mm, enquanto que para as amostras liquidas, a
geometria placa-placa de 40mm. O gap aplicado foi de 200um e cada sistema teve um tempo de
equilibro de 30s antes da analise. Aliquotas das formulagdes foram cautelosamente colocadas sobre a
base metalica do equipamento a fim de evitar a0 maximo o cisalhamento das amostras. Nessas
condi¢des, foram realizados os ensaios de escoamento e os de oscilagdo (Adaptado de CALIXTO et

al., 2015; CHANg et al., 2002).

4.4.4.2.1 Andlise reologica continua (ensaios de escoamento)

As propriedades de fluxo das formulagdes foram determinadas usando um procedimento
controlado de taxa de cisalhamento variando de 0,01 a 100s ' a (up-curve) 100 a 0,01s™ (down-
curve). Cada andlise durou 120s com um intervalo de 10s entre as curvas. Para analise quantitativa
das formulagdes quanto ao comportamento de fluxo, o indice de consisténcia e o indice de fluxo
foram determinados por meio da lei da poténcia descrita na Equagao 1.

T =ky" (Equacao 1)
na qual o T corresponde a tensdo de cisalhamento (Pa), y a taxa de cisalhamento (1/s); k o indice de

consisténcia [(Pa. s)"],e o n indica o indice de fluxo (CALIXTO et al., 2015).

4.4.4.2.2 Andlise reologica oscilatoria

As andlises oscilatérias foram iniciadas pela conducdo de uma varredura de tensdo para
determinar a regido viscoeldstica das formulagdes. Essa varredura foi realizada em uma frequéncia
constante de 1Hz na faixa de tensdo de cisalhamento de 0,1-10Pa. Apds a determinagdo da tensdo de
1Pa da regido viscoelastica, realizou-se uma varredura de frequéncia para determinagdo dos modulos
de armazenamento (G’ - Storage Modulus) e de perda (G” — Loss Modulus). Para esse teste foi
utilizada a faixa de frequéncia de 0 a 10Hz, a tensdo de 1Pa.

A fim de se estabelecer uma andlise quantitativa da dependéncia de G’ da frequéncia foi
calculado o expoente n através da Equacdo 2, o qual indica a estrutura dos sistemas obtidos.

G =S.0" (Equagdo 2)
em que G’ é o mdédulo de armazenamento (Pa), S ¢ a forca da formulagdo (Pa.s), ¢ a frequéncia de

oscilacdo (Hz) e o n € o expoente de viscoelasticidade (SAXENA et al., 2011).
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4.4.4.3. Analise de perfil de textura (TPA)

A andlise do perfil de textura das formulagdes foi realizada em um analisador de textura TA-
XTplus (Stable Micro Systems) operando no modo TPA, o qual a partir dos dados das curvas (for¢a x
tempo) determina os parametros, como dureza, compressibilidade, adesividade e coesdo (NISHINA-
Rl et al., 2013).

Para realiza¢do do teste, 7 gramas das formulagdes foram pesadas em tubos de centrifuga
conicos de S0mL e centrifugados a 4000 rpm, por 3 minutos, para eliminacdo de bolhas e tornar sua
superficie lisa. Em seguida, os tubos foram colocados abaixo da sonda analitica (10mm de didmetro)
do analisador de textura, que foi programado para comprimir a amostra numa velocidade de 0,5mm.s’
" até a profundidade pré-definida de 10mm e retornar a superficie na mesma velocidade. Apos o
tempo de 5s, uma segunda compressdo iniciou-se nas mesmas condi¢des. Todas as analises foram

realizadas em triplicatas, a 25+0,5°C (Adaptado de KOFFI et al., 20065 FONSECA-SANTOS,
2015).

4.4.4.4. Obtencao da mucosa vaginal de suinos

Para a realizacdo dos ensaios de mucoadesdo, permeacao e retencdo, foram utilizadas mucosas
vaginais suinas. As mucosas foram obtidas no abatedouro da USP, situado na cidade de Pirassununga
- SP e armazenadas em banho de gelo, a 4°C, até o seu processamento que ocorreu em, no maximo, 5
horas. As regides de interesse foram cortadas e seccionadas, embaladas em filme plastico e posteri-
ormente em papel aluminio e mantidas em congelador por um periodo de, no méaximo, 2 meses.
Quando utilizadas, as amostras teciduais foram descongeladas e mantidas em solugdo salina

fisioldgica contendo 0,9% (m/v) de NaCl (Adaptado de FONSECA-SANTOS, 2015).

4.4.4.5. Avaliacao in vitro da forca mucoadesiva

A mucoadesdo foi avaliada por meio da medida da forca méxima e trabalho necessario para
destacar as formulacdes da superficie da mucosa vaginal. A analise foi realizada em triplicata a
37+0,5°C. Inicialmente, as formulacdes foram dispostas em pequenos recipientes de forma que
apresentassem uma superficie lisa e sem ondulagdes, € a mucosa suina foi fixada a extremidade
inferior da sonda cilindrica de 10mm de diametro do equipamento. O teste teve inicio abaixando a
sonda & uma velocidade constante de Imm.s"' até que a mucosa entrasse em contato com a amostra.
O tecido e a formulagdo foram mantidos em contato por 60s e nenhuma for¢a foi aplicada durante
esse periodo. Em seguida, a sonda subiu a uma velocidade constante de 0,5mm.s™ até ocorrer o
destacamento entre a mucosa e a formulacdo. A for¢a necessaria para esse destacamento foi calculada

pela curva forca x tempo (Adaptado de FONSECA-SANTOS, 2015).
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4.4.5. Desenvolvimento da metodologia analitica para quantificacdo do dacido p- cumdrico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A valida¢do da metodologia analitica para quantificacdo de acido p-cumarico foi adaptada de
Lee, Boyce e Breadmore (2011) e Karthikeyan, Devadasu e Babu (2015). Os parametros avaliados
foram linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, robustez, limites de quantificacdo e detecgao,
conforme as diretrizes do guia Harmonised Tripartite Guideline (ICH, 2005) e as especificacdes da
RDC N°166 da ANVISA (BRASIL, 2017). Foram desenvolvidas duas metodologias analiticas, nas
quais o p-AC foi quantificado em meio receptor (Tampao Fosfato 30mM + 1,25% LSS) e em
metanol.

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido modelo 1220 Infinity (Agilent Techno-
logies), constituido por duas bombas (sistema binario), detector DAD e injetor automatico, utilizando
uma coluna C18 Luna® Phenomenex (250mm x d.i. 4,6 mm; Sum). Os pardmetros utilizados para
validagdo foram:
¢ Temperatura de forno: 35 +1,0°C;

e Vazdo: ImL.min™';

* Fase movel: Agua acidificada contendo solugdo de 1% de 4cido férmico : metanol (60:40, v/v);

* Comprimento de onda para deteccdo no UV: 310nm

* Tempo de corrida: 11 minutos

O volume de injecdo variou de acordo com o solvente utilizado. Para a construcio da curva analitica
em meio receptor, o volume de injecdo foi de 20uL, enquanto que para a curva em metanol, foi de

10pL. As amostras foram filtradas em membrana PTFE 0,45um antes do inicio das leituras.

4.4.5.1. Determinacao do comprimento de onda de absorcao maxima do p-AC em espectrofo-

tometro UV-Vis

Uma solugdo de p-AC foi preparada em metanol e na fase movel utilizada para validagdo do
método analitico, 4 uma concentragdo de 2,5ug.mL"'. Ambas as solugdes foram colocadas em cubetas
de quartzo e uma varredura espectrofotométrica foi realizada no intervalo de comprimento de onda a

partir de 250 a 350nm.

4.4.5.2. Linearidade

A linearidade foi determinada pela média de trés curvas analiticas do p-AC. A partir de uma
solugdo mie na concentragio de 100pg.mL™, foram preparadas oito dilui¢des, com concentragdes
variando de 0,5 — 70,0ug.mL™". A leitura dos oito pontos de concentragio foi realizada em triplicata

para cada curva padrdo. A linearidade foi avaliada através da andlise de regressdo linear, utilizando
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ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados e a qualidade do ajuste do modelo foi avaliada

por meio de analise de varidncia (ANOVA) a nivel de significancia de 0,05%.

4.4.5.3. Especificidade e seletividade

A fim de demonstrar que os constituintes da formulagdo nao interferem nas analises quantitati-
vas do p-AC, a seletividade do método foi avaliada por meio da comparagdo entre cromatogramas
obtidos nas analises do farmaco livre, dos componentes da fase mével, do metanol e meio receptor

utilizados como solventes, das formulagdes sem o farmaco, da mucosa vaginal e do MVA.

4.4.5.4. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por meio da contaminac¢do das formulagdes com trés
niveis de concentragdes conhecidas do p-AC: baixo (2,5pg.mL™), médio (25pg.mL™") e alto
(50pug.mL™). Preparou-se solugdes-mée do farmaco (100ug.mL™) e de cada formulagdo selecionada,
sem o farmaco (2mg.mL™"), para que estas fossem contaminadas na mesma propor¢do da concentra-
cdo original de cada sistema. As amostras foram analisadas em triplicata em um mesmo dia. O grau
de concordancia entre os resultados obtidos em relacdo aos valores tedricos foi avaliado por meio do

calculo de recuperagdo (Equacao 3):

Concentraciomédiaexperimentalx100

Recuperagao = (Equacao 3)

Concentracgioteodrica

4.4.5.5. Precisao

A precisdo foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade e de precisdo intermediaria.
Assim como na exatiddo, esses parametros foram analisados por meio de trés niveis de concentragdes
baixa (2,5pug.mL™"), média (25pgmL™) e alta (50pg.mL™) individualmente preparadas. Para
determinagdo da repetibilidade as andlises foram realizadas em um mesmo dia, com o mesmo analista
e mesma instrumentacdo e condi¢des experimentais. Para avaliar a precisdo intermediaria os ensaios
foram realizados em dois dias diferentes com dois analistas diferentes. A proximidade entre os
resultados obtidos foi verificada, calculando-se o desvio padrao relativo (DPR), conforme a equacao
4, na qual DP ¢ o desvio padrdo e CMD, a concentragdo média determinada.

DPR=(DP/CMD)x 100 (Equacao 4)

4.4.5.6. Robustez

Segundo a Anvisa (BRASIL, 2017), a robustez de um método analitico indica sua confianga
durante o uso normal, pois mede a capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas
variagdes dos parametros analiticos. Dessa forma, a robustez do método foi avaliada frente a

pequenas alteragdes na vazio (mL.min"'), temperatura (°C) e comprimento de onda para detec¢do no
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UV (nm). As analises foram realizadas utilizando a concentragio de 10pg.mL"' em sextuplicata

(n=6).

4.4.5.7. Limites de deteccao e quantificacao

Considera-se que os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) sdo respectivamente a
menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessari-
amente quantificado e a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL, 2017).

Dessa forma, a menor quantidade de p-AC que pode ser detectada foi determinada a partir do
desvio padrao do intercepto com o eixo Y das trés curvas analiticas construidas, conforme a Equagao
5. J4 a menor quantidade de p-AC que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo foi determinada
a partir do desvio padrao do intercepto com o eixo Y das trés curvas analiticas construidas, conforme
a equacao 6. Em ambas as equacgdes, o valor de IC corresponde a inclina¢do da curva analitica DP ao

desvio padrao.

LD = DPIX:'3 (Equacao 5)
LQ= P10 (Equacao 6)

4.4.5.8. Determinacao do teor (%) de farmaco nos cristais liquidos

O ensaio de doseamento tem como objetivo a quantificacdo da concentragdo de substancia
presente na amostra. Para determinar o contetido de acido p-cumarico incorporado nos CLs, 0,5g de
formulagdo foi diluido em 50mL de metanol, obtendo-se a concentracdo teodrica de p-AC igual a
100pug.mL™". Apds 15 minutos em banho ultrassénico para facilitar solubilizagdo, uma aliquota de
ImL desta solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 10mL e o volume foi completado
com metanol, a fim de se obter o ponto referente a 50pug.mL™" da curva analitica. As amostras foram

entdo filtradas e analisadas por CLAE.

4.4.6. Avaliacdo do perfil de liberacdo do dacido p-cumadrico in vitro

O ensaio de libera¢do do p-AC incorporado nos cristais liquidos foi adaptado das metodologias
descritas por Spagnol (2014) e Victorelli (2016). Foram avaliados os perfis de liberagdo das
formulagdes selecionadas e do farmaco livre, o tltimo diluido na solugdo receptora. Os ensaios foram
realizados em equipamento Hanson Microette (HANSON 0700-1251) constituido por seis células de
Franz, as quais possuem uma area de difusdo de 1,77 cm” e um volume nominal do compartimento
receptor de aproximadamente 7,0mL (Figura 8). Foram utilizadas membranas sintéticas de polieters-
sulfona com porosidade de 0,45um pré-hidratadas por 16 horas em tampao-fosfato 30mM de pH=6,8.

A fase receptora consistiu de tampao fosfato 30mM (pH = 6,8) contendo lauril sulfato de sodio
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(1,25%) atendendo as condicdes sink determinadas pelo estudo de solubilidade. O ensaio foi mantido
em agitacdo de 300rpm e temperatura de 37+1,0°C e realizado em quintuplicata.

As formulagdes selecionadas foram pesadas (300mg) e a solugdo de farmaco livre pipetada
(300uL), em seguidas foram transferidas para o copo dosador, colocado sobre a membrana disposta
na célula de Franz . Aliquotas de 2mL foram coletadas nos tempos de 5Smin, 10min, 30 min, lh, 2h,
4h, 6h, 8h e 12h. A quantificagdo do p-AC nas aliquotas foi realizada por CLAE utilizando a curva
analitica em meio receptor, obtida no desenvolvimento do método analitico. Quando necessario, as
mesmas foram diluidas com meio receptor para que a concentracdo fosse mantida dentro da

linearidade.

Fig. 8. Sistema automatico com célula de difusdo vertical de Franz — Microette Plus.

Fonte: Fotografia tirada pela autora.

4.4.7. Avaliacdo da permeacdo cutinea do dcido p-cumadrico ex vivo

Este ensaio foi desenvolvido da mesma forma como descrito anteriormente para avaliar a libe-
racdo do p-AC, porém, ao invés de membranas sintéticas, foram empregadas mucosas vaginais de
suinos. As mucosas foram mantidas em solugdo salina fisioldgica 0,9% NaCl por 30 minutos antes do
inicio dos experimentos. A fim de se evitar resultados desproporcionais entre as replicatas, a
espessura das mucosas utilizadas no experimento foram medidas com o auxilio de um micrémetro,

para que todas estivessem dentro da mesma faixa.

4.4.8. Avaliacdo da retengdo do acido p-cumdrico em mucosa suina

A extragdo do p-AC retido na mucosa vaginal foi realizada de acordo com metodologia adapta-
da de Mazzarino et al. (2015). Decorridas 12 horas de permeagdo ex vivo, a mucosa suina foi retirada
do aparelho de difusdo, e a area que esteve em contato com as formulagdes foi limpa com algodao
embebido em metanol, recortada e picotada. Os fragmentos obtidos foram triturados com 4 mL de
metanol, com auxilio do Ultraturrax, velocidade de 8000rpm por 2 minutos, até a total dilaceragdo da
mucosa. A suspensdo resultante foi centrifugada a 4000rpm por 10min para precipitacdo do tecido.

Em seguida o sobrenadante foi coletado, filtrado em filtros de seringa PTFE de 0,45um e injetado em
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CLAE. As extragdes foram realizadas da mucosa de cada célula utilizada no experimento de

permeacao (n=5).
4.5. Ensaios biologicos

4.5.1. Obtencdo das cepas e condicbes de crescimento

As cepas de C. albicans (SC5314), C. glabrata (ATCC 2001) e C. krusei (ATCC 6528) foram
obtidas a partir das colecdes de cepas micoldgicas de dois laboratorios: o Laboratério de Biologia
Celular Molecular no Instituto de Botanica e Microbiologia de KU Leuven, Bélgica, sob a supervisdo
do professor Patrick Van Dijck e do Laboratdrio de Fisiologia dos Microrganismos do Departamento
de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCF-UNESP) sob
responsabilidade da Profa. Dra. Tais Maria Bauab. Os estoques das culturas foram mantidas em caldo
YPD (extrato de levedura - Peptona - Dextrose) e/ou caldo SD (Sabouraud Dextrose) com 20% de
glicerol a -80+0,5°C. Antes dos experimentos, cada cultura de estoque congelada foi inoculada em
agar YPD 2% de glicose e cultivada durante a noite a 30+0,5 °C. Colonias foram colhidas, sub-
cultivadas em agar novamente e passadas para garantir pureza e viabilidade. Apos trés passagens, as
colonias foram entdo colhidas e transferidas para 3mL de caldo YPD e incubadas a 37+0,5°C por
24h. Para cada espécie de Candida, utilizou-se esta suspensdo para realizar os ensaios de susceptibi-

lidade antimicrobiana e erradicag¢ao de biofilme.

4.5.2. Determinacdo da Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A atividade antifungica do p-AC livre e do p-AC incorporado foi avaliada pela determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM), através da técnica de microdiluicdo, de acordo com o
documento CLSI M27-A3 (2008) e Rodero et al. (2018) com algumas modifica¢des. Inicialmente,
preparou-se uma solugdo estoque de p-AC em DMSO (100mg.mL") e, a partir disso, foram
realizadas dilui¢des seriadas (dilui¢des de 2x) da solugdo estoque em meio RPMI 1640 ajustado para
pH 7,0 com tampao MOPS, a fim de atingir concentragdes finais de p-AC variando de 0,04 a
6mg.mL™". Fluconazol e anfotericina B foram utilizados como controles positivos e suas diluigdes
seriadas variaram de 0,5ug a 64ug.mL". As dilui¢des foram realizadas em uma microplaca de 96
pogos, onde cada pogo foi inoculado com 100uL de suspensio de indéculo (0,5x10° - 2,5%x10°
células.mL™") e depois foram adicionadas concentragdes apropriadas de p-AC livre, CLs incorporados
e os agentes antifingicos padrdes. Também foram preparados controles para o meio de cultura,
crescimento de levedura, esterilidade do farmaco, solventes e formulagdes. As microplacas foram

entdo incubadas a 37+0,5°C, e os valores da CIM lidos visualmente 24 e 48h apods a incubagdo. A
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CIM foi definida como a menor concentragdo na qual pode-se detectar a inibigdo total do crescimento

microbiano, ou seja, nao hé crescimento visivel de fungos apds o tempo de incubagio.

4.5.3. Determinagdo da Concentraciao Fungicida Minima (CFM)

A partir de cada pogo que apresentou atividade antifungica (100% de inibi¢do do crescimento
ou um pogo opticamente claro) no ensaio de CIM, uma aliquota de 100uL foi inoculada em uma
placa de dgar YPD 2% glicose para determinar a CFM. Apds a inoculagdo, as placas foram incubadas
novamente a 37°C por 24h e o CFM definido como a concentracdo minima necessaria para evitar a
formagdo de unidades formadoras de coldonias, que devem mostrar crescimento ou menos de trés
colonias para obter aproximadamente 99 a 99,5% de atividade de morte (ESPINEL-INGROFF et al.,
2002; CANTON et al., 2003).

4.5.4. Formacdo de biofilme

A formacao de biofilme foi realizada em microplacas esterilizadas de 96 pocos de fundo plano,
como descrito por Pierce et al., (2008) e Rodero et al., (2018) com algumas modificagdes. Em cada
pogo, 100uL das suspensdes de células de levedura padronizadas (3,0 x 107 células.mL™) foram
inoculados e as placas incubadas a 37+0,5°C por 90min, para completar a fase de pré-adesdo, o que
permite a ligagdo das células a superficie. Depois disso, as células ndo aderidas foram removidas
lavando os pogos com 100uL de PBS estéril (2x). Finalmente, 200uL de caldo YPD foram adiciona-

dos e as microplacas incubadas a 37 + 0,5 °C por 24h.

4.5.5. Avaliacdo da atividade antifungica em biofilmes de Candida spp.

Ap6s a formacdo de um biofilme maduro, os pogos foram lavados com PBS estéril para
remoc¢ao de leveduras fracamente aderidas. Fluconazol e anfotericina B foram utilizados como
controle positivo na concentragio de Img.mL™" (1000x CIM). Os tratamentos com p-AC livre e p-AC
incorporado foram realizados em duas concentra¢des: 6mg.mL™ (CFM) e 12mg.mL™" (2x CFM). Para
verificar se os sistemas poderiam melhorar a atividade de um agente antifungico comercial, o
fluconazol também foi incorporado nas formulagdes a 1mg/g. As microplacas foram entdo incubadas
novamente por 24 horas a 37+0,5°C e os ensaios realizados em triplicata. Apos a incubagdo, realizou-
se a determinagdo de leveduras viaveis nos pocos de duas maneiras diferentes: para os pogos tratados
com agentes antifingicos em solucdo, a quantificagdo dos biofilmes de Candida foi realizada usando
o 2,3-bis (2- metoxi-4-nitro-5 ensaio de redug¢do de -sulfofenil) -5 [(fenilamino) carbonil] -2H-
tetrazolio (XTT). Enquanto que os pogos tratados com CLs tiveram seu nimero de células determi-

nado por diluicdo em série, com o auxilio da ruptura estrutural do biofilme via sonicacdo. As
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unidades formadoras de colonias (UFC) foram contadas apo6s incubacdo a 37 £ 0,5 °C por 24h e

expressas em UFC.mL™",

4.5.6. CVV experimental e ensaio terapéutico in vivo utilizando modelo murino

O protocolo utilizado para o ensaio in vivo de CVV foi aprovado pela Comissdo De Etica No
Uso De Animais (Projeto: CEUA/FCF/CAr: 16/2019) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara da UNESP. Os procedimentos foram realizados de acordo com Yano et al
(2010) e Rodero et al. (2018) com algumas modifica¢des. Foram utilizados 90 camundongos Swiss
fémeas (8-10 semanas de idade, 20-25g), alojados em gaiolas forradas com aparas esterilizadas,
mantidas em temperatura adequada, com ventilacdo, ciclo de 12 horas claro/escuro, e agua e
alimentos disponiveis gratuitamente durante toda a durag¢do do experimento. Inicialmente, os animais
receberam 0,1 ml de solucdo de estradiol (2 mg.ml" de 6leo de gergelim) duas vezes por semana para
estimular um estado hormonal de pseudoestro. Depois disso, 50 camundongos foram infectados com
C. albicans e 40 com C. glabrata no dia 0, e no dia seguinte a infec¢do foram mantidos em repouso
para permitir a fixagdo dos microrganismos. No dia 2, lavagens vaginais foram realizadas com PBS
estéril para verificar a carga fungica vaginal através de andlise microscopica e contagem de coldnias
em SDA com cloranfenicol. Nos dias 2, 4 e 6 apds a infecgdo, eles receberam uma nova dose de
estradiol para manter a fase de pseudoestro. As infecg¢des vaginais foram realizadas no dia 0, usando
100uL de uma suspensio referente a cada cepa contendo 2,5 x 10° células/mL. Posteriormente, nos
dias 2, 4, 6 e 8 as lavagens vaginais foram realizadas com PBS (140uL) e os tratamentos foram
realizados em dias alternados. Para monitorar o tempo de infec¢do em animais individuais, S0uL dos
lavados vaginais foram cultivados em placas de SDA com cloranfenicol. As placas foram incubadas a
37+0,5°C por 48 horas e a carga de fungos na lavagem vaginal foi medida por UFC. O ensaio
envolveu dez grupos experimentais contendo cinco animais cada (n = 50). As formula¢des com
fluconazol foram testadas na concentracdo de 1mg/g, enquanto o p-AC foi testado com seu valor de

CFM (6mg.mL™"). A tabela 4 mostra os grupos experimentais.

Tabela 4. Grupos experimentais e tratamentos utilizados no ensaio in vivo de VVC.

Grupo experimental | Especificacio Tratamento
. . ~ Os animais ndo serdo infectados e consequentemente nio tratados
Grupo 1 Controle negativo de infec¢ao
Os animais serdo infectados com o indculo de Candida e ndo

Grupo 2 Controle positivo de infecgdo | tratados.

Controle positivo com Animais infectados tratados com 20uL de CLs incorporados com
Grupo 3 p .

antifungico convencional Fluconazol (P24)

Controle positivo com Animais infectados tratados com 20uL de CLs incorporados com
Grupo 4 e .

antifingico convencional Fluconazol (P29)
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Grupo 5 Controle do sistema 20uL do sistema sem o farmaco (P24)
Grupo 6 Controle do sistema 20uL do sistema sem o farmaco (P29)
Grupo 7 Tratamento 1 (CLs + p-AC) 20uL do sistema P24 com 6mg/g de farmaco (P24+p-AC)
Grupo 8 Tratamento 2 (CLs + p-AC) 20uL do sistema P29 com 6mg/g de farmaco (P29+p-AC)
Grupo 9 Tratamento 3 (p-AC livre) 20uL do farmaco livre (6mg.mL™") em solugdo de

DMSO 6%
Grupo 10 Controle do solvente 20uL da solugdo DMSO a 6%

Visto que duas cepas foram avaliadas, o controle negativo e o controle de solvente foram o
mesmo para ambas as cepas, pois no primeiro ndo houve a infec¢do do animal e no segundo avaliou-
se a citotoxicidade do DMSO frente a mucosa do camundongo, e ndo contra a cepa (esta foi
verificada in vitro). Assim, ndo ha a necessidade de dois grupos com DMSO. Este ¢ o motivo para a
diferenca de nimero de camundongos supracitados utilizados para cada cepa.

O delineamento do experimento in vivo, com a ordem das aplicagdes de tratamento e lavagens,
pode ser encontrado a seguir. Apos a lavagem final e coleta dos lavados, as fémeas foram eutanasia-

das em camara de CO, (CEUA-FIOCRUZ, 2008).

eiradiol nas Aplicagao
de
fémeas na Dia de descanso tradiol + Estradiol + Estradiol +
semana anterior  Infeccdio (Crescimento eial;z,gl:m Tratamento Lavagem Tratamento Lavagem Tratamento La;;:%clem
ao experimento biofilme) com PBS com PBS 1X com PBS 1x
(2x) 1x

4.5.7. Anadlise da eficdcia do tratamento

Nos dias 2, 4, 6 e 8 do periodo de lavagens, os animais foram submetidos a coleta de fluidos
vaginais para verificar a presenca ou auséncia de leveduras no ambiente vaginal. Os lavados foram
semeados em agar Sabouraud com cloranfenicol e incubados a 37°C por 48 horas, assim a eficacia
dos tratamentos foi verificada pela contagem do nimero de UFC das lavagens vaginais de cada
grupo. Os lavados também foram submetidos a coloracdo de Giemsa para analise microscopica, a fim

de visualizar as formas de viruléncia das cepas.

4.6. Analise estatistica
Os dados obtidos nos experimentos foram analisados estatisticamente por analise de
variancia Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey, sendo este com nivel de significancia de

0,05%. O software utilizado para processar os dados foi o GraphPad Prisma., versao 8.0, 2018.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Construciao dos diagramas de fases

Foram construidos 2 diagramas com fase oleosa constituida por 4cido oleico e colesterol (na
proporcao 5:1 v/v) e fase aquosa constituida por dispersdo de poloxamer 16%. A fim de se avaliar as
propriedades tensoativas do oleato de trietanolamina (TEA-Oleato), em um dos diagramas ele foi
adicionado como tensoativo e no outro ele foi formado a partir da mistura da trietanolamina (TEA)
com d4cido oleico. Ambos os diagramas estdo representados nas figuras 9 e 10. As formulac¢des do
diagrama formado por TEA , visto que trata-se de um composto liquido viscoso incolor, puderam ser
diferenciadas visualmente como: transparente, transliicida e opaca (branca) e compdem em sua
maioria sistemas viscosos translucidos (SVTL), sistemas viscosos opacos (SVO) e sistemas liquidos
translicidos (SLTL). Ainda que as fases aquosa e oleosa tenham sido fixadas para ambos os
diagramas, as formulagdes provenientes de cada um deles mostraram-se bastante distintas devido
apenas a mudanca dos componentes utilizados como tensoativos.

O diagrama de TEA-Oleato apresentou em sua maioria sistemas viscosos transparentes (SVT) e

sistemas viscosos opacos (SVO).

Sistema Viscoso Transparente (SVT)
Sistema Viscoso Opaco (SVO)
Separagdo de Fases (SF)

Sistema Liquido Transparente (SLT) 20

opmeo

40
&
(&)
N
>

50

0 0 10 20 30 40 S0 60 70 &0 80 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
A.O. e Col.
A.O. e Col.

Fig. 9. Diagramas de fases (pontual e de linhas) compostos por fase aquosa, fase oleosa ¢ TEA-Oleato, apresentando a disposi-
¢do de viscosidade de cada ponto.
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Sistema Liquido Translucido (SLTL)
Sistema Viscoso TranslUcido (SVTL)
Sistema Liquido Transparente (SLT)
Sistema Viscoso Transparente (SVT)
Sistema Viscoso Opaco (SVO)
Sistema Liquido Opaco (SLO)
Separagdo de Fases (SF)

*+ QO BXPO

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 20 100

AO. e Col. A.O. e Col.

Fig. 10. Diagramas de fases ternarios (pontual e de linhas) compostos por fase aquosa, fase oleosa ¢ TEA, apresentando
a disposi¢do da viscosidade de cada ponto.

Por ser comumente utilizada para balancear o pH de produtos quimicos, fez-se necessaria uma
pesquisa a fim de apurar a toxicidade da TEA. Fiume e colaboradores (2013) elaboraram um painel
avaliando a seguranca do uso da trietanolamina e de ingredientes que contenham TEA em cosméti-
cos. Segundos os autores, substancias formadas com TEA podem agir como tensoativos e sdo seguras
para utilizacdo em formulacdes de uso topico, desde que estas sejam voltadas para uso descontinuo.
Em seu trabalho, eles apresentam diversos exemplos em que este composto pode ser utilizado na
industria de cosméticos, como por exemplo: emulsdes leave-on, shampoos, condicionadores
capilares, géis capilares, logdes corporais e cremes hidratantes. Além disso, a exposicdo ao uso de
TEA pode envolver contato via pele, mucosas, unhas, cabelo e as vezes, inalagdo acidental.

Kraeling e Bronaugh (2003) analisaram a penetracdo da TEA na pele humana empregando
técnica de difusdo celular in vitro, utilizando uma emulsdo O/A, na qual o agente emulsificante foi o
estearato de trietanolamina. Os resultados obtidos demonstraram que absor¢do de TEA ¢ dependente
do pH da formulacdo, possivelmente devido a ionizacdo do composto. No pH 7,0, a absor¢ao de
TEA foi de 0,43% durante uma exposi¢ao de 24h, enquanto que no pH 8,0 foi de 1,1%. Quantidades
substanciais de TEA permaneceram na pele no final do estudo (9,4% da dose), mas apenas quantida-
des minimas foram difundidas no fluido receptor quando o tempo de coleta foi estendido para 72h.
Dessa forma, a absorcao de TEA pela pele humana demonstrou-se baixa em condi¢des que simulam
a exposicao do uso cosmético.

Friberg, Liang e Lockwood (1987) ao apresentarem combinagdes entre tensoativos i0nicos e
anfifilicos hidrofobicos de cadeia longa para a formagao de cristais liquidos liotropicos descreveram

que a combinagdo de acido oleico e trietanolamina promove a formagdo de cristais liquidos de
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mesofase lamelar, visto que a reacdo entre estes dois compostos produz moléculas de oleato de
trietanolamina, e a interacdo entre essas moléculas com o acido oleico e a TEA remanescentes, que
ndo interagiram, forma o cristal liquido.

Segundo Hyde (2001), a fase lamelar geralmente apresenta-se como liquido viscoso, a fase
hexagonal tem a viscosidade semelhante a de um gel e a viscosidade da fase ctbica ¢ extremamente
elevada. Diante de tais informacgdes, foram selecionados sistemas que em ambos os diagramas

apresentaram anisotropia sob microscopia de luz polarizada e viscosidade favoravel para mucoadesi-

vidade.

5.3. Pré-selecdo das formulacoes

As formulagdes pré-selecionadas em ambos os diagramas (Figura 11) estdo em regides de
viscosidade evidentes visualmente e apresentaram estruturas caracteristicas de cristais liquidos
quando analisadas por MLP. Além delas, também avaliou-se o possivel deslocamento dos pontos
nos diagramas ao adicionar o MV A nas propor¢des 1:0,3 (m/m) e 1:1 (m/m) ou seja, a 30% e 100%
da massa final das formulacdes. Essa adicdo promove uma dilui¢do no sistema devido ao aumento
na fase aquosa. Nas tabelas 5 e 6 estdo representados os sistemas escolhidos, a composi¢ao de cada
fase, a viscosidade, anisotropia visualizadas e os respectivos pHs. J& a figura 12 apresenta a

diluicdo das formulagdes pré-selecionados nos diagramas.

Tabela 5. Apresentacdo das formulagdes selecionadas, suas composigdes, caracteristicas estruturais e visuais empregando
TEA-OQOleato.

Formulacées Analise da Estruturas visualizadas por
Fase Oleosa | TEA-Oleato | Fase aquosa pH
selecionadas viscosidade MLP
P24 30% 40% 30% SVT Estrias 5
P29 30% 50% 20% SVT Estrias e cruzes de malta 5
Tabela 6. Apresentagdo das formulagdes selecionadas, suas composi¢des, caracteristicas estruturais e visuais
empregando TEA.
Formulacoes nalise da viscosi- Estruturas visualizadas
Fase Oleosa TEA Fase aquosa pH
selecionadas dade por MLP
P24 30% 40% 30% SVO Estrias e cruzes de malta 8
P29 30% 50% 20% SVTL Cruzes de malta 7
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Fig. 12. Deslocamento dos sistemas pré-selecionados nos diagramas ap6s a adigdo de MVA.

Dessa maneira, 12 formulagdes foram analisadas visualmente e por MLP, com o intuito de
observar possiveis mudancgas ap6s a adicdo do muco artificial. Na tabela 7, observa-se que mesmo
com a adi¢do do MVA, os sistemas compostos por TEA-Oleato permaneceram altamente viscosos, ja
aqueles constituidos de TEA modificaram de um sistema viscoso para um sistema liquido transluci-
do, tanto na proporc¢ao de 30% quanto na de 100%. Essa mudan¢a na viscosidade faz com que as
formulagdes constituidas por TEA sejam menos interessantes para uma possivel aplicacdo vaginal,
visto que ao entrar em contato com o muco, o sistema pode tornar-se liquido e ndo aderir 2 mucosa,
inviabilizando o tratamento. Outro fator a ser considerado ¢ o pH das formula¢des. Para um ambiente
vaginal saudavel, o pH deve ser mantido abaixo de 4,5 (NYIRJESY, 2001). Assim, analisando os
valores obtidos para cada formulagdo, os sistemas do diagrama TEA desestabilizariam o pH acido

vaginal, caso ndo tenham seus pHs corrigidos.
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Como ultimo pardmetro de avaliacdo, a andlise reologica foi utilizada para definir quais das 12

formulagdes possui o melhor perfil para aplicagdo topica.

Tabela 7. Formulagdes pré-selecionadas como possiveis sistemas de liberagdo de p-AC.

Formulacdes analisadas Analise visual de viscosidade Leitura por MLP

P24 TEA-Oleato SVT Estrias

P24 TEA-Oleato 30% SVT Estrias e cruzes de malta
P24 TEA-Oleato 100% SVT Estrias e cruzes de malta
P29 TEA-Oleato SVT Estrias e muitas cruzes de malta
P29 TEA-Oleato 30% SVO Estrias e cruzes de malta
P29 TEA-Oleato 100% SVO Estrias e cruzes de malta
P24 TEA SVO Estrias e cruzes de malta
P24 TEA 30% SLTL Cruzes de malta
P24 TEA 100% SLTL Cruzes de malta
P29 TEA SVTL Muitas cruzes de malta
P29 TEA 30% SLTL Cruzes de malta
P29 TEA 100% SLTL Cruzes de malta

As formulagdes pré-selecionadas foram caracterizadas antes e apds a incorporacdo do acido p-
cumarico, o que possibilitou verificar se a presenga do fairmaco provoca mudangas na mesofase,
viscosidade, estrutura, comportamento reoldgico ou aparéncia visual. Para isso, o trabalho de
Spagnol (2014) com &cido cafeico (composto derivado do 4cido p-cumarico e de estrutura quimica
semelhante) foi utilizado como referéncia, e para cada sistema selecionado, foram incorporados

10mg/g de p-AC.

5.4. Microscopia de luz polarizada

Através da MLP ¢ possivel classificar os cristais liquidos quanto a anisotropia visualizada.
Algumas mesofases caracteristicas de cristais liquidos liotropicos podem apresentar anisotropia,
dessa forma, a organizagao estrutural de um sistema liquido-cristalino pode ser identificada de acordo
com a ocorréncia de campos de visualizagdo especificos, como as cruzes de Malta no caso da fase
lamelar ou estrias no caso da fase hexagonal. Em contrapartida, a fase clibica ndo apresenta anisotro-
pia, assim como sistemas micelares, microemulsdes e emulsdes, consequentemente apenas um campo
escuro ¢ observado nesses casos (HYDE, 2002; FONSECA-SANTOS, 2015).

Nas figuras 13 e 14 observa-se que, tanto antes quanto ap6s a incorporacdo do p-AC, os

sistemas pré-selecionados apresentaram estrias, cruzes de malta ou a presenga de ambos durante a
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microscopia. Os resultados obtidos coincidem com os estudos supracitados nos quais sugere-se a
formagdo de cristais liquidos de fase lamelar durante a interacdo de TEA com &cido oleico. Esta
afirmagao pode ser feita visto que a maior parte das formulagdes apresentou cruzes de malta, algumas
delas em grande quantidade. Dessa forma, a anisotropia observada por MLP sugere a formagao de
mesofases hexagonais (P24 TEA-Oleato) e lamelares (todos os outros sistemas). A partir das imagens
obtidas ¢ possivel observar que a incorporacdo do acido p-cumarico ndo alterou as mesofases dos
CLs, tampouco provocou mudanga na viscosidade das formulag¢des, quando observada visualmente.
Entretanto, apds a incorporagdo do MVA, os sistemas P24 sofreram alteragdes em suas mesofases,
pois a formulagdo P24 TEA-Oleato passou a apresentar cruzes de Malta, enquanto que a P24 TEA
perdeu suas estrias. Também pode-se notar a presenca de bolhas em quase todas as fotomicrografias
do diagrama da TEA, situacdo que também ocorreu apos a adicdo do MV A seguida de homogeneiza-
¢do. A trietanolamina em contato com o aumento da fase aquosa provocou a formagdo de espuma, e
consequentemente, bolhas. Esse fenomeno provavelmente foi originado por uma reag¢do de saponifi-
cacdo, resultante da mistura entre o acido graxo (acido oleico) e uma base organica (trietanolamina).
Este ¢ mais um fator que descarta a possibilidade de utilizacdo dos sistemas compostos apenas por
TEA como substancia com propriedade tensoativa.

Os sistemas estudados também mostraram boa estabilidade, visto que ndo houve alteragdo nas
caracteristicas organolépticas, como odor, cor e homogeneidade em nenhuma das formulagdes
analisadas, durante um periodo de 30 dias. Em um periodo de 40 dias, a unica diferencga verificada foi
um aumento numérico na quantidade de cruzes de malta nos sistemas que inicialmente possuiam

poucas Cruzces.
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Fig. 13. Fotomicrografias obtidas por MLP das formulagdes compostas por TEA-Oleato como tensoativo. Comparagio
entre os sistemas com e sem adigdo do muco, ndo-incorporados e incorporados com p-AC. As setas brancas indicam a
presenca de cruzes de Malta. A) P24 TEA-Oleato; B) P24 TEA-Oleato 30%; C) P24 TEA-Oleato 100%; D) P24 TEA-
Oleato + p-AC; E) P24 TEA-Oleato 30% + p-AC; F) P24 TEA-Oleato 100% + p-AC; G) P29 TEA-Oleato; H) P29
TEA-Oleato 30%; I) P29 TEA-Oleato 100%; J) P29 TEA-Oleato + p-AC; K) P29 TEA-Oleato 30% + p-AC; L) P29
TEA-Oleato 100% + p-AC.
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Fig. 14. Fotomicrografias obtidas por MLP das formula¢des compostas por TEA como tensoativo. Comparagédo entre os
sistemas com e sem adi¢do do muco, ndo-incorporados e incorporados com p-AC. As setas brancas indicam a presenca
de cruzes de Malta. A) P24 TEA; B) P24 TEA 30%; C) P24 TEA 100%; D) P24 TEA+ p-AC; E) P24 TEA 30% + p-
AC; F) P24 TEA 100% + p-AC; G) P29 TEA; H) P29 TEA 30%; I) P29 TEA 100%; J) P29 TEA + p-AC; K) P29
TEA 30% + p-AC; L) P29 TEA 100% + p-AC.

5.5. Comportamento reologico

A reologia ¢ um estudo que descreve o escoamento ou a deformacdo de um material quando
este ¢ submetido a uma tensdo (SCHRAMM, 2006). A natureza desta deformagdo e o comportamento
que o fluido apresenta sob tensdo dependem das substincias que compdem este material, e das
interagdes que ocorrem entre elas. A partir de andlises reoldgicas pode-se obter informacgdes
importantes sobre as caracteristicas de sistemas liquidos, semi-so6lidos e solidos, como a viscosidade

do sistema, sua organizagdo estrutural e comportamento viscoelastico (NAE, 2016). Desta maneira,
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analisar o comportamento reologico das formulagdes selecionadas mostra-se interessante, visto que
estas foram desenvolvidas para aplicacdo topica, logo serdo submetidas a tensdes durante a aplicagdo
na mucosa vaginal.

Antes de apresentar os resultados obtidos no ensaio reologico, ¢ relevante esclarecer que apenas
as formulag¢des do diagrama TEA-Oleato foram representados graficamente. Todas as 12 formula-
¢oes tiveram seu comportamento reoldgico analisado quando incorporadas ou ndo com o 4cido p-
cumarico, contudo ao verificar os resultados obtidos, decidiu-se selecionar apenas 6 para dar
continuidade a caracterizacdo e avaliagdao dos sistemas liquido-cristalinos como potencial sistema de
liberagdo de farmacos. Entre os sistemas escolhidos estdo apenas aqueles compostos por TEA-Oleato
como tensoativo, adicionados ou ndo de MVA, visto que estes apresentaram caracteristicas mais
favoraveis a aplicagdo vaginal, como alta viscosidade, maior organizacdo estrutural e pseudoplastici-
dade acompanhada de tixotropia.

O diagrama composto por TEA ja havia apresentado algumas desvantagens na MLP e na
viscosidade apds a adi¢do de muco artificial, consequentemente esta situagcdo também foi demonstra-
da na reologia. Os sistemas P24 e P29 TEA, sem a adi¢do de muco, apresentaram comportamento
oscilatorio eldstico, o qual representa estruturas altamente organizadas, com comportamento
semelhante a géis (YARIV et al., 2010). Contudo, ao adicionar 30% e 100% de MVA, os sistemas
sofreram uma inversdao nos valores de G’ e G”, tornando-se mais viscosos, o que indica o carater
liquido do material (BERNEGOSSI, 2014). Essa mudanga de comportamento ja foi descrita na
literatura por Chang e colaboradores (2002) em géis vaginais termossensiveis € mucoadesivos
compostos por diferentes concentracdes de poloxamer. A fim de mimetizar as condigdes fisiologicas
do ambiente natural vaginal, o grupo adicionou MVA nos géis de poloxamer e observou que nas
formulagdes onde ele foi adicionado, ocorreu uma diluicdo que reduziu o modulo de elasticidade
(G’). Os autores sugerem que a presenca de sais e proteinas existentes no fluido vaginal pode ter
provocado essa inversdo no comportamento viscoelastico.

Deste modo, apenas os sistemas P24 TEA-Oleato e P29 TEA-Oleato e suas respectivas

dilui¢des foram selecionadas e estdo apresentadas nos itens seguintes.

5.5.1. Analise reologica continua

A andlise de fluxo de uma formulagdo ¢ obtida através da correlagdo entre a tensdo e a taxa de
cisalhamento, a qual pode ser representada em diagramas denominados curvas de fluxo. Estes
diagramas sdo formados por uma curva ascendente (reflexo do comportamento da amostra sob um
aumento da taxa de cisalhamento) e por uma curva descendente (reflexo do comportamento da

amostra com a diminui¢do da taxa de cisalhamento) (SCHRAMM, 2006; BERNEGOSSI, 2014). Ao
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analisar o perfil destas curvas, torna-se possivel classificar o material em analise de acordo com o seu
comportamento reoldgico. Ex: newtoniano, ndo-newtoniano, pseudopléstico, pléstico, dilatante,
tixotropico ou reopético (CALIXTO, 2013).

De acordo com Chang et al. (2002), as propriedades de fluxo de formula¢des desenvolvidas
para aplicagdo vaginal podem ser TUteis para prever o espalhamento e revestimento destes sistemas
sobre os epitélios vaginais.

Os resultados estdo dispostos de modo a comparar o comportamento de uma formulagdo frente
as temperaturas diferentes e a incorpora¢ao ou nao-incorporagao do p-AC.

A partir dos reogramas obtidos (Figuras 15 a 19) ¢ possivel observar que todas as formulacdes
comportam-se como fluidos ndo-newtonianos, uma vez que ndo apresentaram linearidade entre a
tensdo e a taxa de cisalhamento, o que resultou em mudancas na viscosidade aparente das formula-
¢oes tanto a 25+0,5°C quanto a 37+0,5°C (SCHRAMM, 2006). Também pode-se verificar que em
ambas as temperaturas, apds ultrapassarem uma tensdo inicial de cisalhamento minima, todas as
formulagdes se comportaram como fluidos pseudoplasticos. Essa tensdo limite de escoamento pode
ser explicada devido a estrutura do poloxamer, um polimero de alto peso molecular com muitas
ligagdes C-C, as quais se rearranjam conforme a tensdo ¢ aplicada. Esse rearranjo pode causar o
empacotamento de agregados micelares, o que gera mais ligagdes cruzadas e consequentemente
maior resisténcia ao fluxo dessas formula¢des (KLOUDA, 2015; BRADY et al., 2016).

Em fluidos pseudoplasticos, com o aumento da tensdo de cisalhamento, ocorre a diminui¢do da
viscosidade dos sistemas (AULTON, 2005). Esta caracteristica ¢ adequada para formulagdes
indicadas ao uso topico, pois ao administra-las sera aplicada uma tensdo, a qual diminuird a viscosi-
dade do sistema, consequentemente facilitando sua fluidez e espalhabilidade na superficie alvo
(AGUIAR, 2016).

Além da pseudoplasticidade, P24 TEA-Oleato, P24 TEA-Oleato 30%, P29 TEA-Oleato e P29
TEA-Oleato 30% (Figuras 15, 16, 18 e 19, respectivamente) também apresentaram tixotropia. A
tixotropia ¢ a propriedade de alguns fluidos pseudoplédsticos ndo-newtonianos em sofrer uma
mudanga na viscosidade que ¢ dependente do tempo, ou seja, quanto mais tempo o fluido sofre
tensdo de cisalhamento, menor ¢ sua viscosidade, porém quando a velocidade de cisalhamento ¢
removida e as tensoes de cisalhamento sdo relaxadas, o sistema tende a readquirir sua estrutura inicial
(AULTON, 2005; NAE, 2016; ALMEIDA; BAHIA, 2003). Quando o material se reestrutura, as
curvas ascendentes e descendentes do reograma ficam deslocadas, resultando em uma area de
histerese. Dessa forma, pode-se afirmar que a tixotropia ¢ diretamente proporcional a area de
histerese, ou seja quanto maior a histerese, maior a tixotropia do sistema (CHORILLI, 2007; NAE,

2016).
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Fig. 15. Reograma da formulagdo P24 TEA-Oleato a 25°C e 37°C, quando incorporada ou ndo com p-AC. Os
simbolos cheios representam as curvas ascendentes e os vazios, as curvas descendentes.
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Fig. 16. Reograma da formulagdo P24 TEA-Oleato com adi¢do de 30% de MVA, a 25°C e 37°C, quando incorpora-
da ou ndo com p-AC. Os simbolos cheios representam as curvas ascendentes e os vazios, as curvas descendentes.
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Fig. 17. Reograma da formulagdo P24 TEA-Oleato com adi¢do de 100% de MVA, a 25°C e 37°C, quando incorpo-
rada ou ndo com p-AC. Os simbolos cheios representam as curvas ascendentes e os vazios, as curvas descendentes.
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Fig. 18. Reograma da formulacdo P29 TEA-Oleato a 25°C e 37°C, quando incorporado ou ndo com p-AC. Os
simbolos cheios representam as curvas ascendentes e os vazios, as curvas descendentes.
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Fig. 20. Reograma da formulagdo P29 TEA-Oleato com adi¢do de 100% de MVA, a 25°C e 37°C, quando incorpo-
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A presencga de tixotropia também ¢ desejavel em formulagdes topicas para liberacdo controlada
de farmacos na mucosa vaginal. Dessa forma, ap6s a diminui¢do da viscosidade devido a aplicagdo
da formulagdo, o sistema retomaria sua viscosidade inicial com uma répida reestruturagdo (ALMEI-
DA; BAHIA, 2003; BERNEGOSSI, 2014).

De maneira oposta, as duas formulacdes contendo 100% de muco artificial (Figuras 17 e 20)
apresentaram comportamento reopético ou anti-tixotropico, ou seja, conforme a tensdo de cisalha-
mento aumenta, a viscosidade aumenta também, de maneira irreversivel (ALMEIDA; BAHIA,
2003). Neste fenomeno, a curva descendente volta acima da curva ascendente, no sentido anti-horario
da curva (SCHRAMM, 2006). O comportamento reoldgico dessas formulacdes revela que elas sdo
dependentes de uma acdo de cisalhamento para formar arranjos mais organizados.

Este resultado ¢ bastante relevante, pois as duas formulac¢des adicionadas com 100% de MVA
tendem a simular o possivel comportamento do sistema liquido-cristalino no ambiente vaginal,
quando em contato com a mucosa. Dessa forma, ao entrarem em contato com o epitélio, a viscosida-
de dos sistemas aumentaria, promovendo um aumento na mucoadesdo, o que dificultaria o escoamen-
to das formulagdes e consequentemente, a perda da acdo terapéutica. O perfil anti-tixotropico
também ¢ interessante para aplicacdo topica, pois demonstra que apds aplicada no sitio alvo, a

formulagdo permaneceria mais estruturalmente estavel.

Tabela 8. Valores de indice de fluxo (n) e indice de consisténcia (k) a 37 + 0,5°C.

Analise de fluxo - Sem farmaco

Formulacédes k (25°C) | n(25°C) k (37°C) n (37°C)
P24 TEA-Oleato 87,356 0,322 68,087 0,246
P24 TEA-Oleato 30% 265,106 0,208 176,849 0,276
P24 TEA-Oleato 100% 18,999 0,519 15,549 0,400
P29 TEA-Oleato 134,92 0,221 85,972 0,265
P29 TEA-Oleato 30% 115,619 0,549 226,555 0,335
P29 TEA-Oleato 100% 49,896 0,5662 45,420 0,499

Analise de fluxo - com p-AC

Formulacédes k (25°C) | n(25°C) k (37°C) 1 (37°C)
P24 TEA-Oleato 57,794 0,401 61,887 0,315
P24 TEA-Oleato 30% 35,509 0,623 152,646 0,122
P24 TEA-Oleato 100% 19,967 0,376 146,458 0,111
P29 TEA-Oleato 109,16 0,268 74,988 0,267
P29 TEA-Oleato 30% 36,471 0,742 29,119 0,628
P29 TEA-Oleato 100% 10,867 0,767 1,855 1,045
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Na Tabela 8 estdo dispostos os valores de k e n das formulagdes a 25+ 0,5°C e 37 £ 0,5°C. O
valore de k ¢ o indice de consisténcia e 1 ¢ o indice de escoamento. Neste modelo, n > 1 representa
um fluido dilatante, n < I representa fluido pseudoplastico, e n = 1 fluido newtoniano (BERNEGOS-
SI, 2014). Conforme apresentado na Tabela 8, os valores de k e n foram influenciados pela incorpo-
racdo de MVA e p-AC, mas ndo pela temperatura. Com excegdo do P29 TEA-Oleato 100% a 37°C,
todos os sistemas apresentaram m <lI, caracterizando pseudoplasticidade. Houve uma diminui¢ao no
valor k e um aumento no valor 1 para a maioria das formulacdes, com excecdo do P24 TEA-Oleato
100% a 37°C. Sabendo-se que o k aumenta com a viscosidade da formulacdo, este resultado sugere
que a incorporagdo de muco e p-AC pode ter desestabilizado a estrutura liquido-cristalina por afetar
as ligagdes moleculares entre os componentes das formulacdes (CHANG et al, 2002 ; ZHAO et al.,
2011; CALIXTO et al., 2015). Além disso, ¢ possivel notar que nos sistemas sem o p-AC, aqueles
que possuiam 30% de MVA apresentaram maior viscosidade, enquanto que as formulacdes com

100% de muco demonstraram ser menos viscosas.

5.5.2. Analise oscilatoria

A andlise reoldgica oscilatéria investiga as propriedades viscoelasticas e materiais das
formulagdes, o que traz informagdes quanto a natureza estrutural do sistema, implicando diretamente
no desempenho da formulagio (SCHRAMM, 2006). O comportamento viscoeldstico de um fluido
significa que ele apresenta caracteristicas semelhantes as de um liquido e de um so6lido concomitan-
temente e este pode ser analisado através de dois parametros denominados moddulo elastico ou de
armazenamento (G') e modulo viscoso (ou de perda) (CHORILLI, 2007). Ambos possuem estas
denominacgdes, pois o G’ representa a energia estocada durante a deformacdo a tensdo crescente e
liberada na contragdo quando a tensdo ¢ relaxada, enquanto que o G’’ estéd relacionado ao material
que ndo pode armazenar energia, porque a tensdo aplicada ¢ dissipada na forma de deformagdo
irreversivel (BERNEGOSSI, 2014).

Nas figuras 21 a 26 observa-se a evolucao temporal dos mddulos de armazenagem (G’) e perda
(G”’) das formulagdes selecionadas. A partir da andlise dos reogramas obtidos todas as formulacdes
submetidas ao ensaio oscilatdrio apresentaram carater mais elastico do que viscoso (G’ > G”), tanto a
25+0,5°C quanto a 37+0,5°C. Esse comportamento ¢ tipico de formula¢des altamente estruturadas e
organizadas, as quais possuem fortes interacdes entre as moléculas.

Chang et al (2002) e Yun Chang et al. (2002) investigaram o comportamento viscoelastico de
géis de poloxamer e verificaram que sua viscosidade aumenta em fun¢do do aumento de temperatura,
devido a transi¢do sol-gel que este polimero sofre. Dessa forma, hd também o aumento do mddulo

elastico, e o surgimento das propriedades mucoadesivas (FONSECA-SANTOS, 2015).



68

P24 TEA-Oleato
10000

!
ll"'..=======i '
] LI )
-:I"". evooee*?’
| ..
© o ®
e °«* 5
‘-" ogo &) R 5'38
© 1000 gaagngnnnunuuﬁgg g
5 o
s
® Sem Farmaco (37°C)
m  Comp-AC (37°C)
® Sem Farmaco (25°C)
® Com p-AC (25°C)
100 -
0,1 1 10

Frequéncia (Hz)

Fig. 21. Varia¢do do modulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G" (simbolos vazios) em funcdo da
frequéncia da formulagdo P24 TEA-Oleato.
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Fig. 22. Varia¢do do modulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G" (simbolos vazios) em funcdo da
frequéncia da formulagdo P24 TEA-Oleato com adi¢do de 30% de MVA.
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Fig. 23. Varia¢do do modulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G" (simbolos vazios) em funcdo da
frequéncia da formulagdo P24 TEA-Oleato com adi¢do de 100% de MVA.
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Fig. 24. Variagdo do modulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G" (simbolos vazios) em func¢do da
frequéncia da formulagdo P29 TEA-Oleato.
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Fig. 25. Varia¢do do modulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G" (simbolos vazios) em funcdo da
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Fig. 26. Varia¢do do modulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G" (simbolos vazios) em funcdo da
frequéncia da formulagdo P29 TEA-Oleato com adi¢do de 100% de MVA.
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De acordo com Saxena e colaboradores (2011), os parametros S e 1 s@o indicativos da densidade
de reticulacdo no interior da amostra (Tabela 9). A relacdo entre esses dois parametros € inversamente
proporcional, ou seja, sistemas mais estruturados, com maior densidade de reticulagcdo apresentam um
alto valor de S e baixo valor de 1. Dessa forma, formulagdes com estruturas mais fracas possuem altos

valores para o parametro 1 e baixos valores de S.

Tabela 9. Valores da resisténcia do gel (S) e do expoente viscoelastico (n) para as formulagdes analisadas.

Analise oscilatoria - Sem farmaco

Formulacdes S(25°C) | n(25°C) | S (37°C) n (37°C)
P24 TEA-Oleato 5726,283 0,113 3376,157 0,203
P24 TEA-Oleato 30% 2391,069 0,215 4370,378 0,113
P24 TEA-Oleato 100% 935,293 0,139 286,500 0,274
P29 TEA-Oleato 2136,292 0,171 1945,178 0,158
P29 TEA-Oleato 30% 2411,216 0,109 2813,168 0,123
P29 TEA-Oleato 100% 2411,216 0,109 508,289 0,080

Analise oscilatéria - com p-AC

Formulagdes S(25°C) [n(25°C) | S (37°C) 1 (37°C)
P24 TEA-Oleato 5751,835 | 0,106 | 4812,033 0,163
P24 TEA-Oleato 30% 5088,479 | 0,071 5534,839 0,124
P24 TEA-Oleato 100% 85,984 0,194 153,737 0,233
P29 TEA-Oleato 2267,117 0,16 1604,807 0,152
P29 TEA-Oleato 30% 1881,815 | 0,121 2053,157 0,145
P29 TEA-Oleato 100% 152,465 0,145 139,159 0,150

Analisando a Tabela 9, verifica-se que o sistema P24 TEA-Oleato (formulagdo que possui na
sua composi¢do uma maior quantidade de d4gua e menor quantidade de TEA-Oleato) apresentou altos
valores de S em ambas temperaturas, incorporado ou ndo com p-AC. Esse resultado sugere que talvez
a propor¢do entre seus componentes interferiu positivamente na estruturagdo destes sistemas. Além
disso, esses valores também coincidem com os dados obtidos na MLP, uma vez que mesofases
hexagonais (P24 TEA-Oleato) apresentam maiores valores de G' que mesofases lamelares (P29 TEA-
Oleato), devido a formacao de uma rede estrutural elastica mais forte, alta estabilidade interna e alta
densidade de pontos de conexdo das micelas cilindricas (CORDOBES et al., 2005; BARUAH et al,,
2015; OYAFUSO et al., 2017). Este fenomeno pode ser observado comparando a fluidez das fases
lamelares com a alta rigidez das fases hexagonais. Também ¢ possivel verificar que a partir de todas
as condi¢des analisadas (aumento de temperatura, incorporagdo e¢ nao incorporagdo de p-AC), os
sistemas com MVA foram aqueles que apresentaram maiores mudangas nos valores obtidos em cada

parametro.
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Em relacdo ao aumento de temperatura, apenas as formulagdes com 30% de MVA apresenta-
ram um aumento na densidade de reticulagdo a 37+0,5°C. A incorporacdo do 4cido p-cumadrico
também interferiu na estruturagdo dos sistemas, principalmente naqueles com adicdo de MVA. Os
sistemas P24 TEA-Oleato, P24 TEA-Oleato 30% e P29 TEA-Oleato apresentaram um aumento na
reticulacdo dos sistemas, enquanto que as formulagdes com 100% de MV A e a P29 TEA-Oleato 30%
sofreram uma diminui¢do nos seus valores de S e aumento nos valores 1, caracteristico de estruturas
mais fracas.

A partir dos valores obtidos para as formulacdes sem farmaco, ¢ possivel verificar que o muco
artificial pode desestruturar os sistemas dependendo da quantidade em contato com eles, visto que as
formulagdes com 30% de MVA apresentaram o maior valor de S enquanto que aquelas com 100%
apresentaram o menor valor. Este fendmeno pode ocorrer gragas a dilui¢ao sofrida pela amostra, o
que reduziria seu médulo de elasticidade e consequentemente, sua organizacao estrutural (CHANG et
al., 2002). A adicdo de mais agua (na forma de muco) nas mesofases lamelares influencia na
organizacdo dos sistemas pois aumenta a distancia entre as lamelas, provocando a formagao de uma
rede menos compactada e um distirbio no arranjo das micelas, desestabilizando a estrutura dos CLs
(ZHAO et al., 2011; FONSECA -SANTOS et al., 2017; ARAUJO et al., 2020).

Os sistemas analisados possuem alta consisténcia e alta aderéncia a espatula (Figura 27), além
de apresentarem elevada viscosidade aparente. Desse modo, a consisténcia percebida empiricamente

também foi observada nas avaliagcdes das propriedades viscoelasticas.

P29
- TEA-Oleato - TEA-Oleato

Fig. 27. Viscosidade aparente das formulagdes P24 TEA-Oleato (a) e P29 TEA-Oleato (b) sem farmaco.

5.6. Analise de perfil de textura (TPA)
No desenvolvimento de formulagdes para uso tdpico, certas caracteristicas sdo desejaveis,
como a boa espalhabilidade do sistema, adesividade, resisténcia a friccdo, capacidade de aumentar a

liberagdo do farmaco e, quando necessario, a habilidade de facilitar a permeagao do fairmaco na area

de aplicacdo (HURLEY et al., 2012; FERREIRA et al.,, 2015). Dessa forma, a andlise de perfil de
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textura (TPA) ¢ amplamente utilizada para a caracterizagdo de produtos em industrias cosméticas e
farmacéuticas. A partir do TPA, ¢ possivel analisar parametros como dureza, compressibilidade,
coesdo e adesividade (TAIL; BIANCHINI; JACHOWICZ, 2014). Dureza e compressibilidade indicam
a facilidade de aplicacdo e a espalhabilidade no sitio alvo, respectivamente. A adesividade ¢ um
parametro comparativo a capacidade da formulag¢do de aderir no sitio de aplicacdo, pois consiste no
trabalho (area negativa) realizado para superar as forcas de atracdo entre a superficie da amostra e a
superficie da sonda, com a qual a amostra entra em contato. Finalmente, a coesdo esta relacionada a
recuperagdo estrutural da formulagdo apds sua aplicacdo no sitio de aplicagdo (JONES et al., 2009).
Essas caracteristicas mecanicas fornecem informagdes sobre as interagdes entre os componentes do
sistema, fator importante no desenvolvimento de formulagdes topicas bioadesivas.

Na figura 28 estdo reproduzidos os resultados obtidos da andalise do perfil de textura das
formulagdes incorporadas e ndo-incorporadas com p-AC. No graficos apresentados, as barras de
coloracdo cinza escura representam as formulagdes com acido p-cumarico, enquanto que as cinzas

claras, os sistemas sem farmaco.

4m
8™
— 3=
§ 6 - L g T
z "]
—
Z T
® T
T ,a
2 4 b
2 >
13
g
% ) 1- ﬂ I ‘l‘
NIl [ HI | ﬂ]_ L il el A
P24 P24 TEA- P24 TEA- P23 P23 TEA- P29 TEA- P24 P24 TEA- P24 TEA- P29 P29 TEA- P29 TEA-
TEA-Oleato Oleato 30% Oleato 100% TEA-Oleato Oleato 30%  Oleato 100% TEA-Oleato Oleato 30% Oleato 100% TEA-Oleato Oleato 30% Oleato 100%
£ - Formulagoes
ormulagoes
0.4m 19
T .
0.3= T 0.8+ -
- T
e e =B
5 . 0.6+ -
N 0.24
2 o
=
a O .4
0.1
0.2+
L — - rl-"' - - - “TTTOh patea  paaTea B emTea  pasTes
P24 P24 TEA- P24 TEA- P29 P29 TEA- P29 TEA- N ’ - y
TEAOleato Oleato30% Oleato100% TEA-Oleato Oleato 30% Oleato 100% TEA-Oleato  Oleato 30% Oleato 100% TEA-Oleato  Oleato 30% Oleato 100%
Formulagdes Formulagoes

Fig. 28. Perfil de textura dos sistemas P24 e P29 TEA-Oleato. As barras de coloracdo cinza escura sdo referentes
aos sistemas incorporados com p-AC, e as de coloragdo cinza clara sdo as formulag¢des sem farmaco.
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que, com excecdo da P24 TEA-Oleato,
em todas as outras formulacdes a adi¢do do farmaco diminuiu a dureza, a adesividade e a compressi-
bilidade do sistema, provavelmente devido a interferéncia do p-AC no empacotamento dos sistemas,
ampliando a distancia entre as estruturas liquido-cristalinas (ZHAO et al. 2011; FONSECA-
SANTOS et al., 2017). Entretanto, a reducdo nestes pardmetros demonstrou-se significativa apenas
nas formulagdes que possuiam a adi¢do de MVA (p<0,05). As amostras com 30% de muco foram as
que apresentaram maior diferenca de valores, assim como também foram as que apresentaram maior
organiza¢do do sistema nos ensaios reologicos oscilatorios. Este resultado sugere novamente que a
diluicdo parcial do sistema provocada pela adicdo de apenas 30% de muco artificial interfere ndo
apenas na sua estruturagdo e organizagdo, mas também nas propriedades mecanicas das formulagdes,
gerando um aumento da viscosidade que consequentemente também aumenta os valores de dureza e
compressibilidade.

Assim como a adicdo de MVA na propor¢do 1:1 diminuiu o comportamento eldstico dos
sistemas e sua viscosidade, os CLs diluidos com 100% de muco artificial também apresentaram
valores inferiores para as propriedades mecanicas avaliadas. Ademais, os resultados revelaram que
todos os sistemas analisados foram bastante coesos, ou seja, apresentaram ligacdes fortes entre as
moléculas com uma posterior recuperacgao estrutural das formulagdes apds a deformagdo (JONES et
al., 2009). Ademais, ndo houve diferenga significativa na coesdo das formula¢des incorporadas com

as ndo-incorporadas, com excegdo de P24 TEA-Oleato 100% e P29 TEA-Oleato 30%.

5.7. Avaliacao in vitro da forca mucoadesiva

Para desenvolver sistemas liquido-cristalinos direcionados a aplicacdo tdpica em mucosas, €
necessaria a realizagcdo de ensaios que possam avaliar se as propriedades mucoadesivas destes CLs
sdo satisfatorias. A mucoadesdo ¢ a capacidade dos materiais de aderir as membranas mucosas do
corpo humano e proporcionar uma retengdo temporaria (KHUTORYANSKIY, 2010). Sistemas
mucoadesivos sdo vantajosos, pois sdo capazes de prolongar o tempo de permanéncia do farmaco no
local da aplicacdo. Esse contato prolongado diminui a frequéncia de aplicagdo do produto e aumenta
a biodisponibilidade do medicamento (FONSECA-SANTOS et al., 2017, WOODLEY, 2001). Em
sistemas liquido-cristalinos, excelentes propriedades mucoadesivas sdo encontradas em polimeros
hidrofilicos que possuem grupos carregados € / ou grupos funcionais ndo i0nicos, pois estes siao
capazes de formar pontes de hidrogénio com a superficie das mucosas. A performance mucoadesiva
de formulagdes compostas por polimeros nao idnicos pode ser alcangada predominantemente através

da difusdao de macromoléculas do sistema e formagao de uma camada de interpenetragdo com o muco

biologico (KHUTORYANSKIY, 2010).
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O ensaio de mucoadesao in vitro consiste no destacamento da amostra da superficie mucoade-
siva. A formulagdo ¢ trazida em contato com o tecido mucoso ¢ a forga (ou o trabalho) necessaria
para quebrar a ligagdo adesiva entre os dois, ¢ medida. Os dados apresentados na figura 28 sugerem
que o p-AC agiu de maneira distinta na mucoadesividade das formulagdes.

Inesperadamente, o comportamento mucoadesivo ndo seguiu o comportamento reoldgico e ou
de textura. Nao houve relacdo entre a mesofase, adicdo de MV A ou incorporacio de p-AC e a forca
de mucoadesdo. Esse dados podem sugerir que a composi¢cdo dos CLs apresentam maior influéncia

na mucoadesividade dos sistemas do que a rede mesofasica ou a presengca de MVA / p-AC.
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Fig. 29. Graficos de barra para as medidas de trabalho da for¢a mucoadesiva dos sistemas incorporados ou ndo
com p-AC, na temperatura de 37+0,5°C. Analise Two-way ANOVA e pés teste Tukey com o = 0,05, sendo
*p<0,05 para os sistemas P24 e "p<0,05 para os sistemas P29. Analise estatistica entre resultados do mesmo
sistema com e sem p-AC. Simbolos iguais indicam valores médios sem diferengas estatisticamente significativas.

Enquanto que os sistemas P24 TEA-Oleato e P24 TEA-Oleato 30% apresentaram um maior
propriedade mucoadesiva sem a presenca do farmaco, o P24 TEA-Oleato 100% demonstrou um
comportamento totalmente oposto. O mesmo ocorreu em relagdo ao P29 e suas dilui¢des. Neste caso,
os sistemas P29 TEA-Oleato e P29 TEA-Oleato 30% apresentaram maior trabalho para destacar da
mucosa quando o p-AC estava incorporado nas formulagdes, diferentemente do resultado obtido com
o P29 TEA-Oleato 100%. Conforme relatado anteriormente, tanto a incorporacao de p-AC quanto a
adi¢do de muco diminuiram levemente as propriedades mecanicas, bem como alteraram a organiza-
cdo estrutural e o arranjo molecular das mesofases. Apesar disso, os maiores valores de forca de

mucoadesao foram obtidos nos sistemas diluidos com 100% de MVA. Esses dados vao em direcao
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oposta a muitos estudos encontrados na literatura, que relatam que sistemas mais rigidos e viscosos
também sdo mais mucoadesivos (NARAYANA et al., 2009; RUELA et al., 2016; VICTORELLI et
al.,2018; RENCBER et al., 2019; ARAUJO et al., 2020).

Os dados obtidos sugerem que as interagdes entre as cadeias poliméricas e as glicoproteinas da
mucina podem influenciar positivamente a mucoadesividade do sistema quando em contato com a
mucosa vaginal (ARAUJO et al., 2020).

Ha na literatura a descri¢do de géis e sistemas nanoestruturados compostos por dispersdes de
poloxamer que apresentaram maior bioadesividade/mucoadesividade conforme a concentragdo de
agua nos sistemas aumentava (BERNEGOSSI, 2014; CHANG et al., 2002). Esse fendmeno talvez
explique o motivo das formulagdes com 100% MVA terem apresentado os valores mais altos de

forca mucoadesiva.

5.8. Desenvolvimento do método analitico por CLAE para determinacio do acido p-cumarico
Um método analitico foi desenvolvido para andlise quantitativa do 4cido p-cumarico, o qual
apresentou boa resolugdo a partir de um método isocratico. Foram desenvolvidas duas curvas
analitica do p-AC:
I. Em uma solugdo receptora, a fim de analisar os resultados provenientes dos ensaios de liberagdo e
permeagdo do p-AC incorporado nas formulagdes;
II. Em metanol, a fim de analisar os resultados provenientes do ensaio de retengdo, além de ser o

solvente orgéanico escolhido para diluicao do farmaco.

5.8.1. Determinacgdo do comprimento de onda de absor¢do maxima do p-AC no espectro ultraviole-
ta-visivel (UV-Vis)

De acordo com a literatura, para quantificagdo do 4cido p-cumdrico por cromatografia, as
amostras sdo frequentemente monitoradas em uma faixa espectral de 200-400nm, sendo 280nm,
310nm e 320nm os valores mais utilizados (FERREIRA et al.,, 2018). Dessa forma, antes do
desenvolvimento do método analitico, foram realizadas duas varreduras (de 250-350nm) para
determinar qual o comprimento de onda mais adequado, uma em metanol, pois ¢ o solvente organico
utilizado para dilui¢do do farmaco, e outra na fase moével.

A varredura tracada em vermelho mostra o espectro de absor¢do do p-AC em metanol, onde
nota-se um pico ligeiramente maior a 290nm. J4 a varredura tracada em verde, referente a fase movel,

apresentou uma absorbancia diferente para o farmaco, proximo a 320nm.
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Fig. 30. Varredura de espectro de p-AC quando diluido em metanol e na fase movel.

Devido aos valores distintos obtidos na varredura de espectro do p-AC, o comprimento de
310nm foi escolhido para ser utilizado na deteccdo do fairmaco no método analitico, visto que ao
desenvolver a curva analitica de solucdo receptora, o p-AC nao estara diluido em metanol, estard em

contato com a fase movel durante a validacdo de todos os pardmetros da metodologia analitica.

5.8.2. Adequabilidade

Para um método analitico ser consideravel adequado, alguns pardmetros precisam ser analisa-
dos, a fim de se garantir a eficiéncia da coluna, a capacidade de distribuicdo dos solutos na fase
movel e a boa resolucdo da amostra analisada. A partir da inje¢do de 6 replicatas na concentracio de
10pg.mL" de p-AC em metanol e meio receptor, a adequabilidade do sistema cromatogréfico foi
avaliada por meio dos calculos da média e desvio padrdo relativo (DPR%) dos seguintes pardmetros:

tempo de retengdo (k), area do pico de p-AC, fator de retencgdo, fator de cauda e niimero de pratos da

coluna (N). Os resultados obtidos estdo descritos nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10. Pardmetros analisados para avaliar a adequabilidade do sistema cromatografico na analise de p-AC em

metanol.
Inieces Area Fator de Tempo de |Numero de pratos | Fator de
Jes cauda (T) |retencio (Rt) ™) retencio (k)
1 774,70 1,43 8,38 3263 2,25
2 778,90 1,42 8,37 3245 2,24
3 765,70 1,33 8,37 3028 2,24
4 767,30 1,41 8,38 3295 2,25
5 761,40 1,4 8,37 3240 2,24
6 770,20 1,39 8,37 3163 2,24
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Média 769,70 1,40 8,37 3205,66 2,25
Dp 7,07 0,03 0,005 97,34 0,002
DPR % 0,92 2,54 0,062 3,04 0,09

Tabela 11. Pardmetros analisados para avaliar a adequabilidade do sistema cromatografico na analise de p-AC em
meio receptor.

Tnjecdes Area Fator de Tem[~)0 de |Numero de pratos Fator de
cauda (T) |retencio (Rt) ™) retencio (k)

1 1484,90 1,54 8,25 5897 3,28
2 1490,90 1,53 8,24 5814 3,32
3 1482,80 1,53 8,25 5750 3,33
4 1481,40 1,52 8,25 5797 3,33
5 1485,70 1,53 8,25 5828 3,34
6 14870 1,52 8,25 5826 3,34
Média 1485,45 1,53 8,25 5818,67 3,32
DP 3,34 0,008 0,004 47,92 0,02
DPR % 0,22 0,5 0,05 0,82 0,66

A partir dos resultados ¢ possivel verificar que o método analitico desenvolvido e o sistema
cromatografico utilizado sdo adequados, o que garante a confiabilidade dos resultados. Isso pode ser
afirmado devido os valores obtidos nas analises, os quais estdo todos dentro do requerido: o fator de
cauda esta abaixo de 2, o numero de pratos tedricos superou 2000 e o fator e reteng@o ¢ maior do que

2 (ICH, 2005 e FDA, 1994).

5.8.3. Linearidade

As curvas analiticas em metanol e meio receptor foram realizadas nas concentracdes de 0,5 a
70pg de p-AC /mL. Nos cromatogramas obtidos (Figura 31) ¢é possivel verificar que os picos
apresentaram tempo de retencdo de 8,3min, sem interferéncias. O metanol ndo apresentou nenhum
pico, enquanto que a solu¢do receptora esta representada no cromatogramas com um tempo de

reten¢do de 2 - 2,3min.



78

200

~
/4
_i 2002
)2.337
/

; . . . . T T T — T — T T — T T — T
2 4 6 8 10 mir 2 4 6 8 10

Fig. 31. Cromatogramas do 4cido p-cumarico na concentragio de 50pg.mL™, obtidos pelo método proposto em
metanol (A) e em meio receptor (B).

As curvas de calibragdo para o 4cido p-cumarico provaram ser lineares ao longo do intervalo
proposto (0,5-70 pg.mL™") para o composto estudado, como mostrado pelos coeficientes de regressio

linear (r*) de 0.99985 em metanol e 0.99993 em meio receptor, conforme representado nas figuras 32
e 33.
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Fig. 32. Curvas padrdo de acido p-cumarico em meio receptor com intervalo de concentragdo de 0,5 - 7,0 pg.mL"
! obtida por CLAE.
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Fig. 33. Curvas padrio de acido p-cumarico em metanol com intervalo de concentragio de 0,5-7,0ug.mL™" obtida
por CLAE.

Através da analise estatistica da regressdo linear pode-se testar a validagdo do método e a
significancia estatistica da curva ajustada (Tabela 12). A andlise de varidncia ANOVA comprovou
que a regressao linear ¢ significativa em ambas as curvas construidas, visto que apresentaram o valor
do F de significacdo inferior ao valor F do nivel de significancia. Considerando-se que a analise foi
realizada para um nivel de significancia 5%, as regressdes encontradas sdo significativas e podem ser

aceitas.

Tabela 12. Resultado do tratamento estatistico por ANOVA fator unico para a regressdo linear das curvas construidas.

(Em metanol) gl S0 MQ F F de significacio
Regressdo 1 89490132,98 89490132,98 27192,85242 1,62084
Residuo 22 72400,75058 3290,943208
Total 23 89562533,73

(Em meio receptor) gl N MQ F F de significacio
Regressao 1 14384,98257 14384,98257 08556,5408 3,027
Residuo 22 1,517428393 0,068974018
Total 23 14386,5

5.8.4. Especificidade e Seletividade

As especificidade e seletividade do método foram avaliadas através da injecdo de todo
componente que durante os ensaios analisados por CLAE (liberag¢do, permeagdo e retencdo) esteve
em contato com o farmaco, além de Sug mL™" de p-AC, para fins de comparagio. Dessa forma foram
avaliados:
i. As formulagdes estudadas ndo contendo o fAirmaco;

ii. Os componentes da fase movel (metanol e solugdo de acido formico 1%);
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iii. O metanol e a solugdo receptora, por serem os solventes utilizados para dilui¢dao do farmaco;

iv. Muco vaginal artificial, utilizado nas formulagdes;

v. Solu¢do metabodlica da mucosa vaginal triturada, para avaliar se as substancias bioldgicas que

compdem a mucosa influenciariam nas analises.

A figura 34 representa uma sobreposi¢do de todos os cromatogramas obtidos da seletividade,

onde pode-se observar que nenhum dos componentes interferiram na analise do p-AC, uma vez que

ndo apresentaram picos cromatograficos coincidentes com o tempo de retengdo especifico do mesmo.
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Fig. 34. Sobreposigdo dos cromatogramas obtidos a partir da analise de seletividade dos métodos analiticos desen-

volvidos para o acido p-cumarico.

5.8.5. Exatidao

A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia entre os resultados

individuais obtidos em um mesmo ensaio ¢ um valor de referéncia aceito como verdadeiro (INME-

TRO, 2003). A RDC n°166 de 2017 admite varia¢des na faixa de trabalho entre 80-120%, porém

valores proximos a 100% sao desejaveis (BRASIL, 2017). Conforme representado nas Tabelas 13-16

os valores obtidos encontram-se dentro dos limites preconizados, indicando que o método utilizado ¢é

exato.

Tabela 13. Exatiddo do método analitico para analise de p-AC no sistema P24 TEA-Oleato diluido em metanol.

Concentracio tedrica

Concentracio média

(ng.mL™") experimental (ug.mL'l) Exatidio (%)
2,5 2,46 98,7
25 25,24 100,9
50 51,72 103,4
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Tabela 14. Exatiddo do método analitico para analise de p-AC no sistema P29 TEA-Oleato diluido em metanol.

Concentracao tedrica

Concentracao média

Exatidao (%)

(pg.mL'l) experimental (pg.mL'l)
2,5 2,40 96,04
25 24,79 99,16
50 52,68 105,36

Tabela 15. Exatiddo do método analitico para analise de p-AC no sistema P24 TEA-Oleato diluido em solugdo receptora.

Concentracao tedrica

Concentracio média

(p.g.mL'l) experimental (ug.mL™") Exatidio (%)
2,5 2,56 102,52
25 26,36 105,44
50 51,11 102,22

Tabela 16. Exatiddo do método analitico para analise de p-AC no sistema P24 TEA-Oleato diluido em solugdo receptora.

Concentracio teorica

Concentracio média

Exatidao (%)

(pg.mL'l) experimental (ug.mL'l)
2,5 2,63 105,58
25 23,59 94,38
50 47,64 95,28

5.8.6. Precisao

Para garantir a confiabilidade das anélises do fArmaco, o método deve ser preciso, ou seja, 0s

resultados de uma série de leituras de uma mesma amostra devem ser proximos um dos outros

(BRASIL, 2017). Diferentemente da exatiddo, a precisdo foi realizada com o p-AC diluido apenas em

metanol. Os resultados apresentados nas Tabelas 17 e 18 indicam que o método ¢é preciso, pois o

valor de DPR% para todas as determinacdes nos ensaios de precisdo intra-corrida e inter-corrida foi

inferior a 5%, como preconizado pela legislacdo vigente. Desta maneira, pode-se atribuir ao método

analitico alto grau de concordancia entre os resultados quando realizados sob as mesmas condi¢des

experimentadas neste estudo (BRASIL, 2016).

Tabela 17. Resultados da avaliag@o da precisdo intra-dia ou reprodutibilidade.

Concentrag:ﬁg tedrica Média Precisao (DPR): (SD/Média)
(pg.mL™) *100
2,5 197,30 0,75
25,0 1964,53 4,02
50,0 3995,47 1,42
Concentracao tedrica - Precisao (DPR): (SD/Média)
(pg.mL'l) Média *100
2,5 197,13 0,46
25,0 1937,27 1,00
50,0 3869,33 0,86
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Tabela 18. Resultados da avaliag@o da precisdo inter-dia ou intermediaria.

Concentracao tedrica . . . Precisio (DPR):
(ug.mL™) Dia 1 Dia 2 Média (SD/Média) *100

2,5 197,30 197,13 197,22 0,06

25 1964,53 937,27 1950,90 0,99

50 3995,47 3869,33 3932.,40 2,27
Conce(np‘tgll::liql;eorlca Analista 1 Analista 2 Média (l;l;;/c;/sliglg;l;lfgo

2,5 187,87 186,00 186,93 0,71

25 1906,73 1920,50 1913,62 0,51

50 3977,23 3919,23 3948,23 1,04

5.8.7. Robustez

Os resultados obtidos para robustez, conforme mostram as Tabelas 19 e 20 revelaram que o
método analitico proposto mostrou-se robusto frente & pequenas alteragdes na vazdo (mL/min),
temperatura (°C) e comprimento de onda para detec¢do no UV (nm), tanto para a curva em metanol
quanto para a curva em meio receptor, uma vez que em todas as condi¢des testadas o método

manteve-se preciso e exato.

Tabela 19. Robustez do método analitico de p-AC em metanol.

Condicdes cromatograficas Concentracio experimental | Precisiao (%) Exatidao (%)
(ng-mL™)

Vazao (mL/min)
1,00 9,91 2,10 99,15
0,950 10,01 3,13 100,12
1,50 9,50 3,27 95,86

Temperatura (°C)
35°C 9,91 2,10 99,15
32°C 9,89 1,37 98,97
37°C 9,95 1,86 99,57

Deteccio no UV

310nm 9,91 2,10 99,15
300nm 9,46 3,47 94,66
320nm 8,36 2,28 83,68

Tabela 20. Robustez do método analitico de p-AC em meio receptor.

Condigoes cromatograficas Concentracao experimental | Precisiao (%) Exatidao (%)
(pg-mL™)

Vazao (mL/min)
1,00 10,00 0,88 100,05
0,950 10,16 0,04 101,61
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1,50 9,62 0,10 96,23
Temperatura (°C)
35°C 10,00 0,88 100,05
32°C 10,09 0,06 100,96
37°C 10,10 0,06 101,08
Detec¢ao no UV
310nm 10,00 0,88 100,05
300nm 9,54 0,42 95,49
320nm 8,38 0,08 83,88

5.8.8. Limite de deteccio e Limite de quantificagdo
O limite de detec¢ao (LD) e o limite de quantificagcdo (LQ) indicam a sensibilidade do método
analitico. Os valores de LD e de LQ foram calculados a partir das equacdes descritas nos item

4.4.5.7. e estdo representados na Tabela 21. Os valores obtidos demonstram a alta sensibilidade e

capacidade do método de detectar e quantificar baixas concentra¢des de p-AC.

Tabela 21. Representagdo dos valores obtidos para LD e LQ.

Limites analisados Curva em metanol Curva em meio receptor
(ng-mL™) (ng.mL™)
LD 0,1132 0,1101
LQ 0,3772 0,3670

5.8.9. Determinacdo do teor (%) de farmaco nos cristais liquidos

A partir do doseamento foi possivel verificar se o valor teoricamente incorporado nas formula-

coes correspondia ao valor real. A partir dos resultados obtidos e dos célculos de precisdo e exatidao

(Tabelas 22 e 23), observou-se que os sistemas (P24 TEA-Oleato e P29 TEA-Oleato) ndo incorporam

100% do farmaco; dessa maneira, o valor considerado nos calculos para os ensaios de liberagdo e

permeagdo devem estar de acordo com a proporgao verificada por CLAE.

Tabela 22. Teor de p-AC (%) obtido nos cristais liquidos da formulagdo 24 TEA-Oleato.

Concentracio tedrica
(ng.mL™)

Concentracio experimental
(ng.mL™)

Precisao (%)

Exatidao (%)

50,0

40,68

0,40

81,37

Tabela 23. Teor de p-AC (%) obtido nos cristais liquidos da formulagdo 29 TEA-Oleato.

Concentracio tedrica
(ng.mL™)

Concentracio experimental
(ng.mL")

Precisao (%)

Exatidao (%)

50,0

42,32

0,94

84,64
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5.9. Perfil de liberagdo in vitro do acido p-cumarico

Com o estudo do perfil de liberagdo do 4cido p-cumadrico a partir dos sistemas liquido cristali-
nos, foi possivel verificar a quantidade de farmaco liberada em funcdo do tempo, bem como o
mecanismo envolvido nesse processo. A figura 35 demonstra o perfil de liberagdo do p-AC em
solugdo receptora (farmaco livre) e incorporado nas diferentes formulagdes, respectivamente.
Verifica-se que as formulagdes conseguiram controlar a liberagdo do p-AC, visto que a concentracao
liberada aumentou gradativamente com o passar das horas, diferentemente do que foi observado para
o farmaco livre. Na tabela 24 estdo apresentadas as porcentagens de farmaco liberadas a partir de
cada sistema, onde ¢ possivel constatar que ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05)
entre as formulacdes com e sem muco artificial. Desta forma, sugere-se que a possivel mudanca
estrutural sofrida pelos CLs quando em contato com o ambiente vaginal ndo alteraria a liberagdo

controlada destes sistemas.
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Fig. 35. Perfil de liberagdo do p-AC (%) dos diferentes sistemas avaliados durante um ensaio de 12h.

Tabela 24. Percentual de p-AC liberado a partir das formulagdes apos 12 horas de ensaio.

Formulacées % Liberada do p-AC em 12 horas
Farmaco livre 87,13 + 6,49"
P24 TEA-Oleato 44,83 + 1,09°
P24 + 100% muco 46,45 + 7,58°
P29 TEA-Oleato 50,70 = 3,43°
P29 + 100% muco 42,94 + 1,89°

Obs: Simbolos iguais indicam valores médios sem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

A liberagdo proporcionada pelo sistema P29 TEA-Oleato foi ligeiramente maior que aquela
proporcionada pelo P24 TEA-Oleato, possivelmente porque a similaridade da estrutura lamelar

liquido-cristalina com a membrana das células leva a uma maior interagdo sistema-mucosa, promo-
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vendo assim a liberagdo no tecido alvo. Essa capacidade de estruturas lamelares auxiliarem na
liberagdo controlada de um farmaco ja foi observada na literatura por outros autores. De Araujo et al.
(2019) avaliaram o perfil de liberagdo de sistemas liquido-cristalinos de fase lamelar incorporados
com hipericina. De maneira semelhante aos sistemas P24 e P29, os CLs foram constituidos por uma
dispersdo de poloxamer 16% em sua fase aquosa e acido oleico + colesterol na fase oleosa. Ao fim do
ensaio de liberagdo, os resultados obtidos mostraram que os sistemas incorporados apresentaram
perfis de liberagdo controlados e sustentados, quando comparados a hipercina na sua forma livre.
Segundo os autores, esse comportamento pode ter sido influenciado pela alta atracdo do farmaco pelo
colesterol, causando um atraso significativo na liberagdo do mesmo. Barradas e colaboradores
(2013), ao desenvolverem quatro sistemas micelares com diferentes concentracdes de poloxamer,
agua e N,N-dimetil-meta-toluamida (DEET), observaram que aqueles com alta presenca de cruzes de
malta apresentaram liberagdo mais lenta e sustentada por um periodo de 7 horas. Uma possivel
explicagdo seria que a estrutura lamelar observada nas amostras pode ter representado uma barreira a
difusdo, exercendo um efeito de reservatorio, controlando efetivamente a liberagdo do farmaco.
Diferentes modelos matematicos foram utilizados para analisar e descrever a cinética de
liberagdo do farmaco a partir da matriz em que ele esta incorporado, dentre eles: Baker & Lonsdale,
Korsmeyer-Peppas, Hixon & Crowell, Higuchi, Primeira Ordem e Weibull (Tabela 25). Os modelos
que apresentaram valores de R® mais proximos de 1,00 foram considerados como mais adequados

para descrever a cinética de liberagdo dos componentes avaliados.

Tabela 25. Valores de R” referentes aos diferentes modelos matematicos, calculados para o estudo liberagio in vitro do p-
AC a partir das formulagdes selecionadas

Valores de R quadrado (R
P24 TEA- P29 TEA-

Modelos matematicos . P24 + P29 +
P-AC Livre Oleato 100% muco Oleatro 100% muco

Baker & Lonsdale 0,0000 0,9909 0,9744 0,9795 0,9657

0.9937 0,9940
Korsmeyer-Peppas 0,6773 K= 14 1198 0,9876 k=12,3815 0,9802
n=0,4522 n=0,5573

Hixon & Crowell 0,0000 0,7515 0,8860 0,8989 0,5759

Higuchi 0,0000 0,9886 0,9836 0,9891 0,9464

Primeira Ordem 0,0000 0,7833 0,9071 0,9180 0,6263

. 0,9822 0,9977 0,9926
Weibull k= 88,4780 0,9936 k= 53,3713 0.9915 k= 68,9042
b=0,1764 b=1,3965 b= 0,4634
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Enquanto que o p-AC em solugdo e as formulagdes com muco apresentaram perfil de liberagao
que segue o modelo matematico de Weibull, o perfil de liberacdo dos sistemas P24 e P29 correlacio-
naram com o modelo de Korsmeyer-Peppas.

O modelo de Korsmeyer-Peppas estuda a liberacdo do farmaco a partir de sistemas poliméricos,
quando o mecanismo de liberacdo ndo ¢ conhecido ou quando mais de um tipo de fenomeno de
liberagdo de farmaco estd envolvido, por exemplo: uma combinacdo da difusdo do fairmaco e um
transporte controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas da matriz (LOPES; LOBO; COSTA,
2005). Ao avaliar o perfil de liberacdo por esse modelo, obtém-se dois parametros (k e n), os quais
dao informacgdes sobre como o fairmaco ¢ liberado da matriz polimérica. Dependendo do valor de n
obtido, ¢ possivel estabelecer uma classificagdo de acordo com o tipo de comportamento observado
no perfil de liberacdo de um agente ativo em um sistema matricial (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
Dessa maneira, sao denominados:

L. Modelo de difusao Fickiana, quando o valor de n ¢ igual a 0,45 ou 0,5;

II.  Modelo nao-Fickiano de transporte anomalo, quando o valor den ¢ 0,5 <n < 1,0;
III. Modelo ndo-Fickiano Caso II, quando n=1;

IV. Modelo nao-Fickiano Super caso I, quando n > 1

A partir dos parametros obtidos nos perfis de liberagdo, o valor de n = 0,45 referente a
formulagdo P24 TEA-Oleato sugere que a liberagdo ocorre por difusdo fickiana, enquanto que o valor
de n para o sistema P29 TEA-Oleato estd entre 0,5 e 1, caracterizando um perfil de transporte
anomalo.

A difusdo Fickiana ¢ caracterizada pela alta velocidade de difusdo do solvente para o interior da
matriz e baixa velocidade de relaxamento polimérico. Este comportamento induz a formagao de um
gradiente de penetragdo do solvente. A concentragcdo de solvente diminui exponencialmente da regido
totalmente intumescida do sistema polimérico para o centro da matriz. J& no modelo de transporte
andmalo, hd uma combinagdo do mecanismo de difusdo com o do Caso II (fendmeno de intumesci-
mento do polimero, com relaxamento da matriz ou liberagdo mediante erosdo), pois a velocidade de
difusdo do solvente e o relaxamento polimérico possuem magnitudes similares (RATHBONE et al.,
2008; PAPADOPOULOU et al., 2006).

O modelo de Weibull pode ser utilizado com sucesso em praticamente todos os tipos de curva
de liberagdo, porém ¢ considerado mais 1til para comparar os perfis de liberacdo de farmacos
incorporados a sistemas matriciais (RATHBONE et al, 2008; LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
Embora este modelo seja frequentemente aplicado a andlise de estudos de dissolugdo e liberagao, seu
uso empirico tem sido criticado, pois ndo hd uma base cinética para seu uso e nem uma natureza

fisica que explique seus parametros (RATHBONE et al., 2008). Entretanto, Papadopoulou e
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colaboradores (2006) observaram uma correlagdo matematica entre o pardmetro b de Weibull e o
expoente n da equagdo de Peppas e concluiram que o parametro de forma b também esta relacionado
ao mecanismo de transporte do farmaco e as propriedades fisicas da matriz de liberagdo. Assim,
estimaram que b < 0,75 indica difusdo Fickiana, b na faixa de 0,75 <b <1 esta relacionado com um
mecanismo combinado (difusdo Fickiana e transporte Case II) e b > 1 determina que o transporte do
farmaco na matriz segue um mecanismo complexo de liberagao.

A partir destas informagdes, pode-se verificar que o valor de b para o firmaco livre e a
formulagdo P29 + 100% muco sugere um perfil de difusdo Fickiana, enquanto que o b obtido para o
sistema P24 + 100% muco sugere que o transporte do farmaco ocorreu por um mecanismo complexo
que pode envolver simultaneamente o relaxamento das cadeias poliméricas e a erosdo do polimero.

Ha na literatura estudos referentes ao perfil de liberacao do p-AC presente em extratos vegetais.
Zilius, Ramanauskiené e Briedis (2013) desenvolveram 3 sistemas semissolidos de aplicagdo topica
(pomada, emulsdo A/O e gel hidrofilico) para incorporacdo de propolis, e assim determinar o perfil
de liberagdo de cinco compostos fendlicos presentes no extrato: Acido vanilico, acido cafeico,
vanilina, 4cido cumarico e acido ferulico. A partir dos resultados obtidos, observou-se que apds 8h
de ensaio o gel liberou quase toda a quantidade de compostos fendlicos, enquanto que apenas 5% e
22% das substancias foram liberadas da pomada e da emulsdo, respectivamente. Segundo os autores,
a alta taxa de liberacdo dos acidos fendlicos e vanilina a partir do gel hidrofilico pode ser atribuida a
uma possivel dissolu¢do do mesmo apods a penetragdo do meio receptor. Além disso, os perfis de
liberagdo observados podem estar relacionados a lipofilicidade de cada substancia testada, como
também do veiculo semiss6lido. Como os acidos fendlicos sdo compostos parcialmente lipofilicos
por natureza, quando incorporados no gel hidrofilico, sua pouca afinidade com o veiculo aceleraria a
liberagdo dos mesmos. Este cendrio também pode ser verificado nos outros sistemas topicos, visto
que a emulsdo liberou os compostos fenolicos mais intensamente, especialmente os mais hidrofilicos,
quando comparada a pomada (a qual possui um maior teor de substancias lipofilicas). As pomadas,
por sua vez, restringiram a liberacdo de mais compostos lipofilicos no meio receptor.

Situacdo semelhante foi verificada por Marquele et al. (2006) ao incorporar p-AC em emulsdes
de baixo e alto teor lipofilico. Apos 6h de ensaio, a formulagdo com menor teor de lipofilicidade
apresentou uma taxa de liberagdo maior, demonstrando que formulagdes topicas hidrofilicas talvez
funcionem melhor na entrega de compostos fenolicos.

Ao analisar os resultados obtidos com o p-AC nos sistemas P24 e P29, ¢ possivel relacioné-los
com os estudos supracitados e sugerir que o P29 TEA-Oleato, por possuir uma maior quantidade de
tensoativo em sua constitui¢do, auxiliou mais na liberagdo do fd&rmaco do que o P24. Provavelmente,

isso ocorreu devido a caracteristica anfifilica do TEA-Oleato, que juntamente com o carater
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hidrofilico da fase aquosa, intensificaram a libera¢do do 4cido p-cumadrico gracas a essa diferenca de

afinidade farmaco-veiculo.

5.10. Avaliacdo da permeacio e retencao in vitro do acido p-cumarico

No ensaio de permeacdo emprega-se a mucosa vaginal suina com o intuito de analisar a
permeabilidade de farmacos na vagina humana, visto que ambas apresentam similaridades na
morfologia, pH, secrecdes e resposta do sistema imune (LORENZEN, 2015). Alguns fatores que
podem afetar a passagem do farmaco para as células vaginais sdo a lipofilicidade, peso molecular,
grau de ioniza¢do da molécula e a quantidade e composi¢do do fluido vaginal MACHADO, 2015).

A figura 36 apresenta o percentual permeado do p-AC de acordo com as matrizes analisadas, na
qual observa-se que em todos os casos a permeagdo do farmaco ocorreu a partir de 2h do ensaio e
aumentou gradativamente até completar as 12h. Novamente verifica-se um valor discrepante obtido
entre o farmaco livre e as formulagdes, o que sugere que os sistemas liquido cristalinos ndo so
controlaram a libera¢do do acido p-cumarico, como também auxiliaram na diminui¢cdo da permeabi-
lidade do mesmo. Ao submeter os dados obtidos a andlise estatistica Two-way ANOVA, constatou-se
que durante as 2h primeiras horas do ensaio, ndo houve diferencga significativa (p>0,05) entre as
formulagdes de CLs e o p-AC na forma livre, porém, a partir das 4h, houve diferenca significativa

(p<0,05) entre o farmaco livre e todos os sistemas analisados (Tabela 26).
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Fig. 36. Perfil de permeagéo ex-vivo (%) do p-AC, em mucosa vaginal suina, quando incorporado em diferentes
matrizes, durante um ensaio de 12h.
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Tabela 26. Percentual de p-AC permeado a partir das formula¢des apds 12 horas de ensaio.

Formulacées % Permeada do p-AC em 12 horas
Farmaco livre 37,54 + 8,66"
P24 TEA-Oleato 9,27 + 1,34°
P24 + 100% muco 11,12 + 1,12°
P29 TEA-Oleato 9,82 + 0,09°
P29 + 100% muco 7,22 £2,10°

Obs: Simbolos iguais indicam valores médios sem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Assim como no ensaio de liberagdo, os resultados obtidos da permeagdo ndo apresentaram
diferenga estatistica significativa (p>0,05) entre as formulacdes com e sem muco artificial. Entretan-
to, ¢ relevante notar que a adicdo de 100% do fluido vaginal no sistema P24 TEA-Oleato, além de
aumentar a porcentagem de farmaco liberada, consequentemente também aumentou a taxa de
farmaco permeada. Entretanto, na formulacdo P29 TEA-Oleato, a adi¢do de muco diminuiu a
liberagdo e a permeacdo do p-AC. Isso sugere que o aumento do tensoativo e diminui¢cdo da fase
aquosa, além de influenciar nas propriedades reoldgicas e mecanicas das formulac¢des, também
alterou a a¢do dos sistemas na libera¢ao controlada do 4cido p-cumarico.

Em relacdo a retencdo do p-AC na mucosa suina, verificou-se que o composto ndo apenas
permeou na membrana bioldgica, mas também ficou retido na mesma (Figura 37). De maneira
correspondente aos dados previamente apresentados, a retencdo do composto fendlico na mucosa
suina foi maior para os sistemas P24 (entre 2 - 2,5%) do que para os sistemas P29 (entre 0,70 —
1,8%). Ja o farmaco livre apresentou uma retencdo de 4,9%. A reten¢do do farmaco pode contribuir
para uma maior agdo local no tratamento da candidiase vulvovaginal e minimiza¢do de eventuais
efeitos adversos sistémicos. Tanto as formulacdes P24 quanto P29 adicionados de 100% ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05) quanto a proporc¢ao retida de p-AC, contudo
ao comparar as formulagdes, o sistema P29 TEA-Oleato sem muco demonstrou uma diminuigdo

significativa ao percentual retido, quando comparado ao P24 TEA-Oleato.
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Fig. 37. Retengdo do p-AC (%) na mucosa suina apos 12 horas de experimento. Analise One-way ANOVA e pds
teste Tukey com a = 0,05, sendo simbolos iguais indicam valores médios sem diferengas estatisticamente signi-
ficativas.

6. Ensaios biologicos
Apos a caracterizagdo das formulagdes selecionadas, P24 TEA-Oleato e P29 TEA-Oleato foram
utilizados nos ensaios biologicos para avaliar a atividade antifungica do p-AC quando incorporado nos

CLs, e também o sistema desenvolvido no geral, sua facilidade de aplicagdo e desempenho como SLF.

ooooo

A partir deste ensaio, observou-se que o acido p-cumadrico apresentou um valor de CIM de
5000 pg.mL’' para as trés espécies de Candida analisadas. Essa alta quantidade de composto
necessaria estd de acordo com alguns trabalhos encontrados na literatura. Zabka e Pavela (2013)
avaliaram a eficacia antifungica de alguns compostos fendlicos (incluindo p-AC) contra fungos
filamentosos e patogénicos dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium e descobriram que a
concentracdo minima desse acido para inibir o crescimento de 100% dos fungos era maior do que
1000pg.mL™". Faria ef al. (2011) descobriram que o p-AC, na concentragdo de 5 mmol/L, ndo foi
capaz de inibir o crescimento de 100% de diferentes espécies de Candida, entre elas C. albicans, C.
krusei, C. glabrata, C parapsilosis e C. tropicalis , sendo necessario aumentar a concentragdo do
acido fenolico. Por outro lado, a anfotericina apresentou CIM de 1 pg.mL’ para C. glabrata e
0,5ug.mL"" para C. albicans ¢ C. krusei. O fluconazol nio apresentou CIM para nenhuma das cepas,
pois ndo inibiu o crescimento de leveduras nas concentragdes testadas.

Em relagdo as formulagdes, sabe-se que os sistemas cristalinos liquidos podem diminuir o valor
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da CIM de compostos naturais ou farmacos comerciais (VICTORELLI, 2016; RODERO et al.,
2018), no entanto, ndo foi o caso de p-AC ou fluconazol. As CIMs para fluconazol e p-AC incorpo-
rados foram as mesmas observadas para os farmacos livres. As concentragdes fungicidas minimas
determinaram as concentracdes mais baixas que mataram completamente as leveduras apos 24 horas
de incubagio a 37°C. Depois de encontrar as CIMs de 5000ug.mL™", o ensaio para determinar a CFM
indicou que a atividade do p-AC era fungistatica nas cepas. Todas as espécies apresentaram CFM de
6000pg.mL™". Canton et al. (2003) observaram resultado semelhante ao avaliar a CFM da anfoterici-
na B para C. parapsilosis, C.glabrata, C.tropicalis, C.krusei, C.albicans e C.dubliniensis. Com
exce¢do da C. tropicalis, todas as outras espécies chegaram a apresentar um valor de CMF 16x maior
que a concentragdo de CIM. Shokri et al. (2011), ao avaliar a eficacia antifungica do propolis
(substancia natural composta principalmente de 4cidos fenolicos) em espécies de Candida, constata-
ram que os valores de CIM ¢ CFM encontrados eram altos (> 1mg.mL™") e que todas as concentra-

¢oes fungicidas minimas eram maiores que as inibitdrias minimas .

6.2. Avaliacao da atividade antifiingica em biofilmes de Candida spp.
A atividade antifiingica apresentada por p-AC livre contra biofilmes de trés espécies de

Candida spp. estd apresentada na figura 38.
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Fig. 38. Leitura da porcentagem de células viaveis nos biofilmes de Candida spp tratados com p-AC livre, An-
fotericina B e Fluconazol, a partir da quantificagdo por XTT.
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Para os antiflingicos convencionais fluconazol e anfotericina B, a concentracgao utilizada foi de
Img.mL™, pois é sabido que os biofilmes das espécies de Candida, principalmente C. albicans,
podem ser até 1.000x mais resistentes a esses agentes que as células planctonicas (TOBUDIC et al,,
2011; BOJSEN et al., 2014; HACIOGLU et al., 2018). Assim, como a CIM mais alta encontrada foi
de 1pg.mL™" para anfotericina B contra C. glabrata e fluconazol nio apresentou CIM, a concentragio
testada nas trés cepas para ambos os agentes antifingicos foi de 1000x CIM. Para o p-AC, visto que
seu valor de CIM apresentou efeito fungistatico, a concentragdo utilizada do firmaco neste e nos
ensaios seguintes foi referente ao encontrado no ensaio CFM. Nos ensaios in vitro, o objetivo foi
avaliar qual valor de p-AC (sua CFM ou 2x CFM) apresentaria um melhor efeito antifingico do que
os fArmacos convencionais em uma concentracdo 1000x maior que suas CIMs.

Observou-se que o fluconazol e a anfotericina B exibiram efeitos diferentes para cada cepa. O
biofilme de C. albicans foi suscetivel a anfotericina B, uma vez que apenas 3,4% das células viaveis
puderam ser quantificadas ao final do experimento. Diferentemente do fluconazol, no qual quase
60% do biofilme sobreviveu apos o tratamento. C. glabrata foi a cepa mais resistente para ambos os
farmacos: 34,5% do biofilme sobreviveu a atividade antifingica da anfotericina B e mais de 70% ao
fluconazol. Por outro lado, C. krusei foi a espécie mais suscetivel, com apenas 2,23% de células
viaveis apos o tratamento com anfotericina B e 16,8% apos a atividade do fluconazol.

Enquanto isso, ambos os tratamentos com p-AC mostraram uma diminuicdo maior no
crescimento de fungos em todos os biofilmes. A maior porcentagem de células vidveis (15,8%) entre
as espécies foi observada com 6mg.mL" de p-AC contra C. glabrata. Ainda assim, foi metade do
menor valor alcangado pelos antifungicos convencionais para essa cepa. O p-AC (em ambas as
concentragdes) apresentou melhores resultados que o fluconazol e anfotericina B para C. albicans e
C. glabrata. Somente o tratamento de C. krusei com anfotericina B apresentou maior atividade
antifngica que o p-AC.

A partir da andlise estatistica por Two-way ANOVA e pos teste Tukey com o = 0,05, os
resultados apresentados na figura 38 foram significantes de acordo com o tratamento analisado. Para
anfotericina B, apenas C. albicans e C. krusei ndo apresentaram diferenca significativa entre seus
valores de células viaveis. Quanto ao fluconazol, as trés espécies apresentaram diferenca estatistica
significativa em relag@o a porcentagem de crescimento do biofilme. Ja os tratamentos com p-AC, em
ambas as concentracdes, ndo demonstraram diferenca significativa entre as espécies, com excecao da
C. albicans e C. glabrata 3 6mg.mL"™".

Ao incorporar p-AC e fluconazol nos sistemas liquidos cristalinos, suas atividades antifingicas
foram aumentadas. A Tabela 5 mostra como as formulagdes funcionaram como um sistema interes-

sante de administracio de medicamentos, pois além de melhorarem o efeito do p-AC, também



93

aumentaram a acdo do fluconazol nos biofilmes, matando 100% das células de levedura das trés
espécies de Candida. Além disso, os CLs ndo incorporados com os farmacos (P24 S/F e P29 S/F) ndo
apresentaram toxicidade. Rodero et al. (2018) também apresentaram um resultado semelhante ao
tratar biofilmes de duas cepas clinicas de CVVR com curcumina incorporada em CLs. Os sistemas
incorporados com curcumina apresentaram atividade antifungica maior que aqueles incorporados
com fluconazol. Ademais, seus sistemas liquido-cristalinos sem farmaco também ndo foram toxicos

as células fungicas.

Tabela 27. Avaliagdo da toxicidade dos sistemas incorporados com p-AC e fluconazol contra biofilmes de Candida. Os
valores representam a porcentagem de biofilme erradicada apds os tratamentos.

Toxicidade dos sistemas contra biofilme de Candida

Sistemas

C. albicans C. glabrata C. krusei

P24 S/F Nao toxico Nao toéxico Nao toxico

P29 S/F Nao toéxico Nao toéxico Nao toéxico
P24 + 6mg/g de p-AC 94% 90% 99%
P29 + 6mg/g de p-AC 95,50% 95% 99%
P24 + 12mg/g de p-AC 99% 97,50% 100%
P29 + 12mg/g de p-AC 99,80% 99,50% 100%
P24 + 1mg/g Fluconazol 100% 100% 100%
P29 + 1mg/g Fluconazol 100% 100% 100%

6.3. Avaliacao dos resultados dos ensaios terapéuticos in vivo

Um modelo experimental in vivo de candidiase vulvovaginal usando camundongos foi
realizado para avaliar a eficacia do p-AC como composto com potencial terapéutico, e também
estudar a resposta da mucosa do hospedeiro contra duas espécies de Candida. O protocolo utilizado
neste projeto se mostrou um método eficaz para obter a quantificagdo da carga de fungos de C.
albicans e a coleta de amostras vaginais. O estudo experimental de candidiase utilizando modelos
murinos pode envolver tanto camundongos heterogénicos (outbred) quando isogénicos (inbred).
Dentre as linhagens inbred, BALB/c e C57BL/6 sdo as mais utilizadas para estudos com espécies de
Candida spp, enquanto que ICR, CD-1 e Swiss sdo as linhagens outbred mais utilizadas (YANO;
FIDEL, 2011; SEGAL; FRENKEL, 2018; VAN DIJCK et al., 2018). Segundo a literatura, o uso de
camundongos outbred ¢ preferivel em estudos que envolvam modelos de infec¢do fungica, triagem

de compostos antifungicos, testes toxicoldgicos e avaliagdo da resposta de uma populacdo a uma
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vacina ou terapia medicamentosa, devido ao fato destes animais serem geneticamente heterogénicos,
0 que mimetiza a populacdo humana (ZULUAGA et al., 2006; COLBY et al, 2017, SEGAL;
FRENKEL, 2018; VAN DIJCK et al., 2018; CARRERAS et al., 2019).

Essas linhagens de camundongo sdo usadas como modelo para diferentes tipos de candidiase,
como candidiase oral, intestinal e vaginal. No entanto, como as espécies de Candida ndo sdo
encontradas na microbiota natural de camundongos, ¢ necessario otimizar a infec¢do flingica vaginal
aplicando estradiol, mantendo os animais em constante estado de pseudoestro (ZAK SANDE, 1999;
CARRARA et al, 2010; RODERO et al., 2018). O pseudoestro corresponde a fase do estro que
normalmente ocorre nas fémeas de camundongo, na qual os niveis estrogénicos encontram-se altos e
por isso haveria uma maior susceptibilidade de desenvolvimento da candidiase vaginal. Essa
susceptibilidade se da pelo fato do estrogénio converter o tecido epitelial colunar para um epitélio
escamoso estratificado espesso, devido o aumento do teor de glicogénio e substratos de crescimento,
os quais aumentam a avidez da levedura pelo tecido e promove o crescimento fingico (KINSMAN;
COLLARD, 1986).

Este tratamento hormonal deve ser feito previamente a inoculagdo do fungo e durante todo o
periodo experimental, pois, na auséncia do pseudoestro, pode até ocorrer o estabelecimento da
infecgdo, porém ela ird declinar totalmente em cerca de uma a duas semanas. Para o estabelecimento
de uma infec¢do persistente ¢ necessaria a inje¢do semanal do hormoénio (FIDEL et al, 2000;
RAHMAN et al., 2007). Dessa forma, a cada lavagem, os camundongos receberam 0,1ml da solugdo
de estradiol injetados por via subcutdnea, para manter o estado de pseudoestro até o final do
experimento.

Para verificar se as fémeas realmente estavam na fase de pseudoestro e infectadas, observou-se
a presenca de alteracdes visiveis na regido vaginal (BYERS et al., 2012; MACHADO-DE-SENA et
al., 2014). A figura 39 compara as regides genitais de animais saudaveis e infectados, na qual pode-

se observar alguns sinais caracteristicos da vaginite humana, como: edema, eritema e secregoes.
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Fig. 39. Regides vaginais de fémeas de Swiss para visualizagdo do estado de pseudoestro e de sinais de infeccdo. A
imagem A mostra a regido genital com aspecto normal, em Swiss sadia. A imagem B mostra a regido genital de um
animal infectado em fase de estro, no inicio do tratamento, onde ainda é possivel observar edema e ligeiro eritema. Ja a
imagem C mostra um animal infectado ndo tratado, com regifo eritematosa e com secrecdo vinda do canal vaginal
(Conforme apresentado por Byers et al., 2012 e Sena, 2013).

Duas espécies foram avaliadas a partir do ensaio in vivo: C. albicans (SC5314) e C. glabrata
(ATCC 2001), porém apenas a infec¢do por C. albicans mostrou-se satisfatoria. H4 na literatura
estudos que mostram a infec¢do de camundongos por C. glabrata para o estudo de candidiase oral e
vaginal (FIDEL et al., 1996; NASH et al., 2016; ROSSONI et al., 2017; PERSYN et al., 2018). Em
todos eles, foram desenvolvidas estratégias para superar os obstaculos envolvendo a infec¢do in vivo
dessa espécie, ja que ela ndo produz formas filamentosas e por isso sua capacidade invasiva no
epitélio e em mucosas ¢ menor quando comparada as outras espécies (SILVA et al., 2011). Dentre
estas estratégias estdo: a reinfeccdo dos animais ap6s o inicio do experimento, a formagdo dos
biofilmes em cateteres implantados por via subcutanea no dorso de murinos ou a utilizagdo de
animais imunossuprimidos/ou diabéticos. Nash e colaboradores também observaram problemas ao
tentar desenvolver uma metodologia in vivo para infeccdo de CVV por C. glabrata em camundongos
BALB/c e C57BL/6. Apos testar diversos fatores, concluiram que altos niveis de colonizacdo vaginal
em camundongos podem ser alcancados utilizando camundongos com diabetes tipo 1 em estado de
pseudoestro e inoculados com uma alta concentragdo de leveduras
(1x10" UFC. mL™).

Uma vez que nao utilizariamos camundongos imunossuprimidos ou diabéticos, tentamos
manter a CVV nos camundongos através da reinfeccdo e manutengdo do pseudoestro, como
demonstrado por Rossoni et al.,, (2017). Entretanto, ap6s o terceiro dia, observamos em todos os
grupos um declinio na contagem de coldnias provenientes dos lavados, ao passo que no quinto dia

ndo havia mais animais infectados. Dessa forma, como o protocolo ndo se mostrou viavel para o



96

desenvolvimento de CVV por C. glabrata em fémeas saudaveis de Swiss, apenas os resultados
referentes a infec¢@o por C. albicans foram analisados e discutidos neste trabalho.

C. albicans ¢ o microrganismo com maior frequéncia nos casos de CVV, representando um
grande desafio de satide publica, pois sua importancia médica e econdmica cresce cada vez mais
devido as altas taxas de mortalidade e aumento de gastos com cuidados e hospitalizagdo (LAI et al.,
2012). O biofilme de C. albicans ¢ resistente a maioria dos medicamentos antifingicos conhecidos e
utilizados, por isso torna-se cada vez mais necessario o desenvolvimento de novas terapias antifiungi-
cas com eficacia contra esse tipo de fator de viruléncia das leveduras (GULATI; NOBILE, 2016).

Para o ensaio in vivo, os CLs foram incorporados com 6mg/g de p-AC e 1mg/g de fluconazol, e
o farmaco livre utilizado na concentragio de 6mg.mL". De acordo com os valores apresentados na
tabela 28, observa-se que todos os grupos de CLs incorporados com compostos antifungicos

ajudaram a diminuir a carga de infeccao.

Tabela 28. Log UFC.mL" dos lavados vaginais do primeiro dia de tratamento ao wltimo dia de tratamento de animais
infectados com 2,5 x 10® células .mL" de Candida albicans SC5314, n = 5. Os resultados estdo descritos como média dos
valores de CFU obtidos por grupo = desvios padroes das médias.

Valores de Log UFC.mL™"

Grupos experimentais  1° dia de tratamento 2° dia de tratamento 3° dia de tratamento

Controle (+) 3,44 = 0,09 3,46 = 0,02 3,47 £ 0,01

P24 S/F 3,47 £ 0,01 3,41 = 0,05 3,47 £ 0,01

P29 S/F 3,47 £ 0,01 3,37 = 0,05 3,34 £ 0,15

P24 + Fluco 3,39 +0,13 2,31£0,25 1,90 +0,19"

P29 + Fluco 3,21 £ 0,24 3,21 0,01 2,54 035

P24 + p-AC 3,37 0,09 3,102 0,22 2,250,440

P29 + p-AC 3,47 £ 0,01 3,11 0,12 2,70 = 0,29
p-AC livre 3,47 £ 0,01 3,46 = 0,02 3,37 = 0,09
DMSO 3,42 0,10 3,47 £ 0,01 3,47 £ 0,01

Obs: Valores com * apresentaram p<0,05 comparado ao grupo controle do mesmo dia de tratamento.

Assim como foi demonstrado no experimento in vitro, os sistemas sem farmaco e o DMSO
novamente ndo apresentaram nenhuma toxicidade contra C. albicans, indicando que nem os sistemas
de liberacdao de farmaco nem o solvente utilizado possuem atividade antifingica. Ja o p-AC livre, de
maneira oposto ao ensaio in vitro, ndo proporcionou uma diminui¢do significativa entre o primeiro

dia de tratamento e o Ultimo quando em contato com a mucosa vaginal. A partir do ensaio in vivo,
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fica evidente que a incorporagdo do fluconazol nos sistemas aumentou a eficdcia desse agente
antifingico, quando comparado aos resultados obtidos da sua forma livre nos ensaios in vitro. O
sistema P24 + Fluco foi o que apresentou uma maior diminuigdo de Log UFC.mL", caindo de 3,39
para 1,90. O mesmo ocorreu com os CLs incorporados com p-AC: no ultimo dia de tratamento, P24
+ p-AC apresentou uma maior diminuic¢ao de cepas (log 2,25) do que P29 + p-AC (log 2,70).

As diferengas de composi¢do e de mesofases entre as formula¢des ndo s6 proporcionaram
valores ligeiramente distintos para os perfis liberagdo e permeagdo, como também para a atividade
antifingica. Ao contrério dos resultados citados anteriormente, em que a fase lamelar do sistema P29
apresentou maior taxa de liberacdo e permeagdo do p-AC, em relagdo a eficdcia antifiingica, essa
formulagdo demonstrou uma a¢do menor nos biofilmes do que o sistema P24. Este melhor desempe-
nho in vivo dos sistemas P24 coincide com os resultados obtidos durante a caracterizagdo dos CLs. O
P24 TEA-Oleato apresentou ama estrutura de rede mais bem organizada e maior estabilidade interna,
além de que, ao incorporar de MVA e p-AC, sua propriedade mucoadesiva aumentou. Ademais,
quando diluido com MVA, o sistema P24 exibiu um aumento na concentracdo de p-AC liberado e
permeado na mucosa vaginal, ao contrario dos resultados obtidos para os sistemas P29. Esses dados
sugerem que o contato com a mucosa vaginal dos animais influenciou positivamente o efeito
terapéutico antifingico dos CLs P24 e seu desempenho como sistemas mucoadesivos topicos para
liberagdo de p-AC.

Durante o experimento, também notou-se que todos os grupos tratados com os CLs (incorpora-
dos ou ndo) apresentaram uma melhora do edema e eritema presentes nas regides vaginais dos
animais. Para a realizacdo do tratamento, as formulagdes foram aplicadas com o auxilio de uma
seringa de 1mL. Na figura 40 observa-se que todos os sistemas apresentaram a viscosidade e
mucoadesividade necessarias para formulagdes topicas, pois a pressdo aplicada no émbolo fazia com
que elas fluissem com facilidade pela seringa e, em contato com a mucosa vaginal, os CLs permane-

ciam aderidos, sem ocorrer o escorrimento para fora da vagina.
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Fig. 40. Formulagdes P24 (A) e P29 (B) incorporadas com p-AC, nos canais vaginais de fémeas Swiss.

6.5. Analise citoldgica do conteudo vaginal

A andlise citologica permite observar microscopicamente o conteudo dos lavados obtidos no
ensaio in vivo e verificar se houve descamagdo do epitélio vaginal, se ha presenca de células de
Candida albicans e em qual morfologia elas se encontram. Para isso, realizou-se o esfregaco de cada
lavado em laminas de vidro, para depois fixa-los passando a lamina proxima a chama do bico de
Bunsen, com a face que contém o material bioldgico voltada para cima. Apds a fixacdo, as laminas
foram imersas em solucdo de Giemsa 20% por 7min, posteriormente lavadas com agua destilada,
deixadas a temperatura ambiente para secagem e entdo examinadas em microscopio Optico com a
objetiva de 40x.

Em seguida estdo dispostas comparagdes entre as imagens referentes aos esfregacos da primeira
lavagem apo6s o 1° dia de tratamento (imagem da esquerda) e da tltima lavagem, apos o tltimo dia de
tratamento (imagem da direita). Com exce¢@o do controle negativo, onde visualiza-se apenas células
epiteliais, as setas pretas mostram as diversas formas morfoldgicas da levedura, desde blastosporos,
até pseudo-hifas e hifas. A partir das imagens, ¢ possivel observar uma grande diferenca morfologica
entre as leveduras obtidas do controle positivo, de solvente e do farmaco livre e aquelas observadas

nas lavagens finais dos tratamentos com cristais liquidos.
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Controle negativo (Grupo 1) Controle positivo (Grupo 2)

Fig. 42. Leitura microscopica dos lavados do controle po-

Fig. 41. Leitura microscopica dos lavados do controle ne- 5 . . ..
g P sitivo, em coloragdo de Giemsa, sob objetiva de 40x.

gativo, em coloracao de Giemsa, sob objetiva de 40x.

Tratamento P24+ Fluconazol (Grupo 3) Tratamento P29+ Fluconazol (Grupo 4)

Fig. 43. Leitura microscopica dos lavados do tratamento  Fig. 44. Leitura microscopica dos lavados do tratamento
P24+ Fluco, em colorag@o de Giemsa, sob objetiva de 40x. P29+ Fluco, em colorag@o de Giemsa, sob objetiva de 40x.

Controle P24 Sem Farmaco (Grupo 5) Controle P29 Sem Farmaco (Grupo 6)

Fig. 45. Leitura microscopica dos lavados do controle P24, Fig. 46. Leitura: micrqscépica dos !aw{ados do controle
em coloragio de Giemsa, sob objetiva de 40x. P29, em coloracdo de Giemsa, sob objetiva de 40x.
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Tratamento P24 + p-AC (Grupo 7) Tratamento P29 + p-AC (Grupo 8)

f ¥,
4 € ¢

Fig. 48. Leitura microscopica dos lavados do tratamento

Fig. 47. Leitura microscopica dos lavados do tratamento P29+ p-AC, em coloracio de Giemsa, sob objetiva de 40x.

P24+ p-AC, em coloragdo de Giemsa, sob objetiva de 40x.

Tratamento p-AC livre (Grupo 9)

Controle DMSO (Grupo 10)

Fig. 50. Leitura microscopica dos lavados do controle do sol-

Fig. 49. Leitura microscopica dos lavados do controle p-
& P P vente DMSO, em coloragdo de Giemsa, sob objetiva de 40x.

AC livre, em coloragdo de Giemsa, sob objetiva de 40x.

A partir das anélises microscopicas dos lavados, nota-se que os CLs incorporados tanto com p-
AC quanto com fluconazol diminuiram nao s6 a carga fingica da infec¢do, mas também a presenca
de formas filamentosas, as quais atuam como fatores de viruléncia e sdo essenciais para a invasao do
epitélio. Surpreendentemente, mesmo sem reduzir o nimero de cepas, os lavados dos grupos
controles dos sistemas P24 e P29 também exibiram uma redu¢do na presencga de hifas e pseudo-hifas
quando visualizados microscopicamente. Entretanto, as amostras obtidas do tratamento com p-AC
livre e do controle de DMSO apresentaram perfis similares ao do controle positivo. No geral,
observou-se que apesar da alta presenca de hifas no primeiro dia de tratamento, as andlises citologi-

cas dos grupos 3,4,7 e 8 apresentaram apenas formas leveduriforme ao final do experimento.
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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 CVV, 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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