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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma doenca causada por espécies do género Candida spp.
no trato genital inferior feminino que afeta um grande numero de mulheres em todo mundo.
Porém o uso sistémico de fairmacos causa muitas reagdes adversas e as formulagdes topicas
possuem um baixo tempo de retencdo na mucosa vaginal devido a dilui¢do dos sistemas na
cavidade vaginal. Esse estudo propde uma terapia antifingica alternativa empregando sistemas
precursores de cristais liquidos mucoadesivos (SPCLM) para a liberagdo de hipericina (HIP),
um potente fotossensibilizador isolado de plantas do género Hipericum com e sem o emprego
da terapia fotodinamica (TFD). O sistema visa aumentar o tempo de permanéncia da
formulacao, bem como reduzir o numero de aplicacoes e a quantidade de farmaco empregada.
O emprego da TFD, por sua vez, se faz como uma forma de diminuir a resisténcia pelos
microrganismos. Observou-se a formagdo de sistemas isotropicos no sistema constituido por
30% da fase oleosa constituida por 4cido oleico e colesterol na razdo de 7:1, 40% de Procetyl
AWS como tensoativo e 30% de uma dispersao de poloxamer a 16% empregando as técnicas
de microscopia de luz polarizada e espalhamento de raios-X a baixo angulo. Apos a introdugdo
de trés diferentes concentragdes de fluido vaginal simulado FVS (30, 50 e 100%), as
formulagdes resultantes passaram a apresentar anisotropia e picos caracteristicos de fase
lamelar. Andlises das propriedades mecanicas, reoldgicas e mucoadesivas das formulagdes
indicaram que a organizagdo e a mucoadesdo dos sistemas aumentaram a medida que a
quantidade de FVS aumentou. Os ensaios de validacdo da metodologia analitica para
quantificagdo de HIP indicaram que o método ¢ aceitavel segundo agéncias regulatdrias. Os
testes de liberacao in vitro demonstraram perfil de liberagao sustentada da HIP provavelmente
devido a sua alta afinidade pelos componentes da fase oleosa dos sistemas de liberagdao. Além
disso, os SPCLM causaram aumento da retengdo e baixa permeacdo da HIP em mucosa suina.
Ensaios microbioldgicos indicaram que a HIP ¢ um agente eficaz para inativacdo das leveduras
de Candida albicas com emprego da TFD, porém os SPCLM com HIP ndo potencializaram a
acdo antiflingica deste composto, possivelmente devido ao longo periodo necessario para sua
liberacdo. Os testes de citotoxicidade indicaram que todas as formula¢des apresentam baixa
toxicidade, porém os sistemas com hipericina incorporada apresentaram maior toxicidade para
células tumorais L.292. Ensaios in vivo do sistema em modelo de CVV sdo necessarios para

comprovar a viabilidade do sistema desenvolvido.

Palavras-chave: Nanotecnologia farmacéutica. Cristais liquidos. Hipericina. Candidiase

vulvovaginal. Terapia fotodindmica. Mucoadesao in vitro.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidosis (VVC) is a disease induced by Candida strains in the female genital
tract that affects a great number of women worldwide. However, systemic drugs cause many
adverse reactions. Also, currently employed topical dosage forms present low retention times
due to their dilution in vaginal fluids. This study proposes an alternative antifungal therapy
through the development of liquid crystalline precursor systems (LCPS) for hypericin release,
a potent photosensitizer isolated from Hipericum plants with and without photodynamic
inactivation (PDI). The developed system aims to increase the residence time of the
formulations, as well as decrease the number of applications and the amount of drug.
Photodynamic therapy was used to reduce microorganism resistance. Polarized light
microscopy and Small-Angle X-Ray Scattering confirmed the formation of an isotropic system
composed of 30% of oil phase containing oleic acid and cholesterol in (ratio of 7:1). After
addition of three different concentrations of simulated vaginal fluid -SVF (30, 50 and 100%),
the resultant formulations presented anisotropy and characteristic peaks of lamellar phases.
Mechanical, rheological and mucoadhesive assays indicated the formation of long-range
ordering systems as the amount of SVF increased. Drug validation assays indicated that the
method is aceptable for hypericin quantification according to regulatory agencies. In vitro drug
release assays exhibited a sustained release profile probably due to the high affinity between
HIP and the oily phase components. In addition, the LCPS lead to poor permeability and
enhanced retention of HIP in the porcine mucosa. Microbiological assays pointed out that HIP
effectively inactivated Candida albicans yeasts with PTD, however the HIP loaded LCPS did
not potentiate the antifungal activity of HIP, probably due to the long period for HIP release.
Cytotoxic tests indicated that all formulations presented low toxicity, however the HIP loaded
presented higher toxicity to L292 tumor cells. In vivo assays should be performed to confirm

the viability of the developed system.

Key words: Pharmaceutical nanotechnology. Liquid crystals. Hypericin. Vulvovaginal

candidosis. Photodynamic therapy. /n vitro mucoadhesion.
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1. INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma doenca causada por espécies do género Candida
spp. no trato genital inferior feminino (WHITE; VANTHUYNE, 2006). Acredita-se que 75%
da populagdo feminina sera acometida pela doenga pelo menos uma vez na vida (TALAEI et
al., 2017). A CVV ¢ considerada como um problema de satde publica e est4 associada a altos
custos econdmicos (GONCALVES et al., 2015). Tal condigdo abrange pacientes sintomaticas
ou nao que apresentam culturas vaginais de candida positivas (SOBEL, 1998). O
desenvolvimento de sintomas estaria associado a presenca de fatores de viruléncia que
aumentam ou facilitam a germinagdo das células fungicas, o que por consequéncia facilitaria a

invasao tecidual (SOBEL, 2007).

CVYV pode ser classificada em ndo complicada ou complicada dependendo da resposta ao
tratamento e caracteristicas dos episddios de infec¢do. Severidade, etiologia, fatores de risco e
frequéncia sdo fatores que categorizam os episodios (SOBEL, 2016). Casos nao complicados
sdao infeccdes leves ou moderados causados pela espécie Candida albicans que ocorrem de
forma esporadica. O tratamento ¢ usualmente de curta duragio. Por exemplo, tanto tratamentos
topicos quanto sist€émicos de compostos azélicos apresentam indice de cura que variam entre
85 e 90% (GONCALVES et al.,, 2015). J& os complicados incluem os casos severos,
recorrentes, que sdo causados por outras espécies de Candida e que atingem pessoas em
condi¢cdes de debilidade, como imunossupressao ou situagdes em que ha o aumento do teor de

glicogénio na regido vaginal, como durante a gravidez e diabetes mellitus (DOVNIK, 2015).

As espécies do género Candida, principalmente C. albicans, sdo consideradas como o0s
maiores patdogenos oportunistas. Essa caracteristica ocorre devido ao alto grau de adaptagado das
cepas a diferentes condigdes de temperatura, pH (KARAM EL-DIN, 2012), disponibilidade de
nutrientes (ENE, 2012), e niveis de oxigénio e gas carbonico, ou seja, esses microrganismos
apresentam alta flexibilidade metabdlica. Além disso, diversos fatores de viruléncia contribuem
para a sobrevivéncia e adaptagdo em contato com o hospedeiro, tais como: Produ¢do de enzimas
hidroliticas, alternancia fenotipica, formacgdo de biofilme, adesdo a superficie das células por
meio de adesinas, producdo de transportadores de micronutrientes para driblar o mecanismo de
imunidade nutricional associada ao hospedeiro e mecanismos de evasao do sistema imune

(DANTAS, 2016).



Diferentes mecanismos de resisténcia foram descritos para as classes de farmacos anti-

fingicos, conforme apresentado na Tabela 1:
Tabela 1. Principais mecanismos de resisténcia para as classes de medicamentos antifingicos

disponiveis (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Classe do antifungico Mecanismo de resisténcia

1) Reducdo no acumulo intracelular
(formacao de bombas de efluxo codificadas
pelos genes CDR1 e CDR2)

. 1) Diminuicdo da afinidade pela enzima
Azbis .
lanosterol 14-a-desmetilase (mutagdo do
gene ERG11)

1i1) Neutralizagdo do farmaco (mutagdo do

gene ERG1 ou ERG3)

. ‘ Diminui¢do na velocidade de inativagdo
Equinocandina
(mutagdes nos genes FKS1 e/ou FKS2)

Neutralizagdo do farmaco (mutagcdo dos
. genes ERG3 ou ERG6 genes, levando a
Polienos o .
diminuicdo da quantidade de ergosterol na

membrana fingica)

Redug¢ao no acimulo intracelular do farmaco
Flucitosina (mutacdo do gene FCY2) e neutraliza¢dao do

seu efeito (mutagdo do gene FCY1)

Recomenda-se administragdo topica ou oral de compostos azdlicos para CVV nado
complicada (BARBOSA, 2012). O uso intravaginal de medicamentos pode durar até 14 dias ou
pode-se administrar uma dose oral unica de fluconazol (OWEN; CLENNEY, 2004). Apesar de
se observar uma certa frequéncia de reagdes indesejaveis aos agentes usados intravaginalmente,
tais como irritagdo e inchago, ou complica¢des gastrointestinais e cefaleia aos agentes usados

sistemicamente, existe uma alta prevaléncia de cura(GONZALEZ, 2011).

Porém, os tratamentos disponiveis para episddios complicados ainda demonstram

limitagdes. Uso de antibidticos, resisténcia a agentes antifingicos, principalmente pela selecao
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de espécies do género diferentes da Candida albicans, diabetes mellitus ndo controlada e a nao
adesdo a tratamentos tradicionais sdo exemplos de fatores frequentes relacionados a CVV
complicada. Existe, portanto, a necessidade de uma administracdo de antifngicos por um
tempo mais prolongado que o convencional para controlar a invasdo tecidual e ainda um
tratamento continuo por pelo menos 6 meses. Apesar disso, ainda ¢ possivel encontrar casos

em que a doenga retorna mesmo apoés esse periodo (RINGDAHL, 2000).

Dessa forma, novos sistemas terapéuticos tém sido avaliados principalmente para o
tratamento de CVV recorrente. A administracdo por via vaginal diminui a quantidade de
farmaco aplicada e a incidéncia de efeitos adversos relacionados ao uso sistémico (tais como
nausea, intolerancia ao alcool e neuropatia periférica). Porém, o baixo tempo de contato entre
as formulagdes atualmente disponiveis e a mucosa representa um fator limitante na eficacia de
um tratamento por via vaginal (OKADA; HILLERY, 2001), o que estaria relacionada a agdo
auto-limpante do trato vaginal e ao vazamento das formas farmacéuticas causado pelo contato
com as secrecoes vaginais. Além de causar desconforto, o vazamento geralmente est4 associado
a diluicdo do sistema administrado, levando a uma diminuicdo do efeito farmacolédgico

pretendido (PEREIRA; BRUSCHI, 2011).

Dessa forma, o emprego de formulagdes bioadesivas vaginais seria uma alternativa
interessante devido ao perfil de liberagdo controlada e devido ao aumento no tempo de contato
da formulagdo com a mucosa vaginal, levando a diminui¢do do tempo de tratamento
(CARVALHO, 2010) e na frequéncia de aplicagdes (SANDRI, 2011). Bioadesdo ¢ definido
como um estado em que ha aderéncia entre duas superficies, em que um deles ¢ um sistema
biologico (PEPPAS; LITTLE; HUANG, 2000). Geralmente, o termo refere-se a aderéncia que
ocorre entre polimeros e tecidos, porém essa interagdo pode ocorrer tanto para células epiteliais,
muco ou combina¢do de ambas (DONNELLY, 2011). Mucoadesao ¢ um termo usado quando

o sistema biologico em questdao ¢ uma camada mucosa (MYTHRI, 2011).

O muco ¢ uma secrecdo heterogénea constituido por 95% de agua, 1% de eletrodlitos,
0,5-1% de proteinas, 0,5-1% lipideos e glicoproteinas. A mucoadesdo surgiria a partir do
contanto intimo e a consequente interpenetracdo acompanhada de ligagdes fisicas e quimicas
entre as cadeias de um polimero e de mucina, glicoproteina responsavel pela estrutura do muco.
A taxa de renovacao da mucina é de 6 horas em média; no entanto, o uso de formulagdes
bioadesivas prolonga a permanéncia da mucina para uma faixa de 15 horas (PEPPAS; LITTLE;
HUANG, 2000). O uso de formulagdes com alta viscosidade também levaria ao aumento no

tempo de retencao (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009).
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Além disso, a terapia fotodindmica antimicrobiana tem sido investigada como uma
potencial terapia alternativa contra infec¢des. Assim como a terapia fotodinamica antitumoral,
o método emprega substancias fotossensibilizadoras que absorvem energia em comprimento de
onda apropriado em luz visivel (PAZ-CRISTOBAL, 2013) e causam a destruicao de células ou
tecidos por meio da geragdo de espécies reativas de oxigénio (KIESSLICH; KRAMMER;
PLAETZER, 2006). Além de ndo ser invasiva (FERNANDEZ-GUARINO, 2007) e custo-
efetiva, a técnica apresenta a vantagem de ser seletiva (LIANG, 2016) e bem mais rapida que

os tratamentos convencionais (ROSA, 2014).

A eficécia e seletividade do tratamento com emprego da terapia fotodindmica esta
diretamente relacionada ao modo de internalizagdo do fotossensibilizador durante o periodo de
incubacdo (diferenga entre o tempo de aplicacdo e irradiagdo) das células (JORI, 2011).
Tamanho, arquitetura e composi¢do celular sdo fatores que definem a susceptibilidade aos
processos de fotossensibilizagdo (JORI; BROWN, 2004). Células fingicas apresentam maior
susceptibilidade a agcdo da terapia fotodinamica do que cé€lulas de mamiferos devido a maior
permeabilidade oferecida pelas camadas porosas de suas membranas citoplasmaticas (HUANG;
HAMBLIN, 2010). O efeito da terapia seria altamente restrito ao local da aplicagdo, uma vez
que os agentes que causam dano na estrutura celular dos fungos tem um tempo de duragdo
muito curto, o que ndo permite a difusdo da agdo para outros locais. Além disso, a chance de
desenvolvimento de resisténcia seria bastante reduzida, pois existem diferentes alvos de ataques

(JORL; BROWN, 2004).

O mecanismo geral da terapia fotodindmica inicia-se basicamente por meio da absorg¢ao
da luz por agentes fotossensibilizadores, fazendo com que atinjam o primeiro estado excitado
singleto (1S*1). Este, por sua vez, tende a voltar ao seu estado fundamental através da emissao
de fotons fluorescentes ou pode atingir o estado excitado triplete (3S*1) por meio de
cruzamento intersistemas (ISC), assim como mostra a Figura 1. A partir deste estado, a
desativacdo do fotossensibilizador ocorre pela emissao de fosforescéncia ou pela transferéncia
de energia para substratos ou oxigénio molecular presentes no meio por transi¢do ndo radiativa.
Essas transferéncias dao origem as reacdes fotodinamicas tipo I e II, principais responsaveis

pela geracdo das espécies reativas de oxigénio (MACDONALD, 2004).

As reacdes do tipo I sdo caracterizadas pela interagdo direta entre fotossensibilizador
excitado (3S*1) e substrato em ambientes pouco oxigenados, levando a transferéncia de

elétrons ou atomos de hidrogénio (WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1995). O substrato pode
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ser bioldgico, um solvente ou outro agente sensibilizador. Essa interagdo leva a formagao de

radicais livres e ions radicais (SHARMAN,1999).

Ja a reacdo fotodindmica tipo II ocorre em ambientes oxigenados, em que o
fotossensibilizador em estado excitado T1 transfere energia para moléculas de oxigénio no
estado fundamental (*0,), levando a producdo de oxigénio excitado singleto ('02) como
principal produto. Esta espécie reativa gerada por uma transicao de baixa energia forma adutos
com substratos organicos (MACDONALD, 2004). Alternativamente, o radical anion
superéxido (O%) surge como menos de 1% do produto da reacdo. Peroxido de hidrogénio é
produzido de forma espontanea ou por desmutacdo enzimatica apds a formacdo do radical

(RYTER, 1998).

Amino acid ONA

Excited Singlet states *:g‘ a gl :;-.
s z AT 4.3
: v Type 1 = ‘il
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Figura 1. Esquema ilustrativo sobre o mecanismo de acdo dos fotossensibilizadores

Dentre os pigmentos fotossensibilizadores conhecidos, a hipericina (Figura 2) destaca-
se pelo alto poder de geracdo de oxigénio singleto e anion superéxido (O’CONNOR;
GALLAGHER; BYRNE, 2009). Esse composto ¢ um metabolito secundario (LAVIE, 1995)
com estrutura quinoidal aromatica (REZUST, 2012) que ocorre naturalmente em folhas de
plantas do género Hipericum e no tegumento de alguns insetos coccideos da Australia (MELO,
2014). A hipericina apresenta baixa toxicidade e genotoxicidade in vitro e in vivo, e também

apresenta propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas (YOW et al, 2012).

A hipericina também apresenta acdo antifungica natural, porém acredita-se que a terapia
fotodindmica pode potencializar essa atividade. Sytaret al (2016) testaram a a¢ao da hipericina

para trés espécies de hifas e cinco de leveduras. Eles constataram que a hipericina apresenta
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acdo inibitoria a partir da concentracdo de 1 pg/mL e de pelo menos 16 pg/mL para
desempenhar a¢do fungicida. Além disso, as doses de hipericina necessarias para inativacao
dependem do tipo de cepa, inclusive quando ha o emprego da terapia fotodinamica (LOPEZ-
CHICON, 2012). A diferenca na suscetibilidade entre cepas esta relacionada ao padrio de
distribui¢do de hipericina dentro dos patogenos. Por apresentar um carater hidrofobico
(KARIOTI; BILIA, 2010), a hipericina tende a se acumular em membranas e organelas
(KELLO, 2010). Porém, espécies diferentes apresentam mecanismos proprios de inclusdao do
farmaco de acordo com suas caracteristicas estruturais, fazendo com que a acumulagdo e

eficiéncia de eliminagio da hipericina sejam diversificadas (LOPEZ-CHICON, 2012).

O‘O Me
HO
HO Me

OH o OH

Figura 2. Estrutura molecular da hipericina

No entanto, a alta hidrofobicidade da hipericina também leva a formag¢ao de agregados
em solu¢do (FALK; MEYER, 1994), o que representa uma desvantagem principalmente quando
ha estimulagao fotodindmica, pois apenas mondmeros apresentam fluorescéncia. Dessa forma,
o emprego de sistemas liquido-cristalinos com propriedades mucoadesivas desempenharia a
importante funcdo de aumentar a viabilidade do fArmaco para o seu sitio de acdo, prolongando
a adesdo da formulacdo (CARVALHO, 2013) e levando a uma liberagcdo controlada da

hipericina, o que diminuiria a formagdo de agreagados.

Cristais liquidos agrupam uma classe de materiais compostos por moléculas
anisotropicas que apresentam fases com propriedades comuns a solidos e liquidos (COLLINGS;
HIRD, 1997). Esses sistemas demonstram qualidades unicas para a liberagdo de farmacos. O
uso farmacéutico de cristais liquidos € interessante devido ao aumento da solubilidade de
farmacos, prevengao de degradagdo e controle da razao de liberacao de compostos carreados.
A alta viscosidade desses sistemas também permite a localizagdo da liberagcdo do farmaco no

local de agao pretendido (MALMSTEN, 2002).
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Os cristais liquidos liotropicos sdo formados pela automontagem espontidnea de
moléculas com carater anfifilico, por meio de processos termodinamicamente favoraveis.
Moléculas de tensoativos sob determinadas concentragdes e temperatura interagem por meio
de ligacoes fracas (e.g. ligacao de hidrogénio, interagdo de van der Walls, efeitos eletrostaticos)
aleatoriamente até formarem estruturas complexas variadas. (CALANDRA, 2015). O processo
inicial dé-se através da miceliza¢do, em que a entropia do sistema diminui devido a agregacao
das porgdes hidrofobicas das moléculas, principalmente por meio do efeito hidrofobico,
fenomeno desencadeado devido a interagdo desfavoravel entre moléculas de agua e cadeias
hidrofébicas. Dessa forma, a unido das moléculas ocorre quando as somas das interagdes

favoraveis ultrapassam as nao favoraveis (ISHIZUKA, 2011).

Caracteristicas dos tensoativos, tais como tamanho do grupo polar e da cauda
hidrofébica, ou a presenga de carga, por exemplo, definem o formato das micelas formadas.
Elas por sua vez, se agregam entre si até formar as estruturas das mesofases liquido-cristalinas
(BURDUCEA, 2004). Diferentes organizacdes com estruturas bi ou tri-dimensionais
nanométricas podem ser encontradas entre os cristais liquidos liotropicos. Dentre elas,
encontram-se as fases lamelares, hexagonais e cubicas. Suas propriedades podem ser avaliadas
por diferentes técnicas, tais como microscopia de luz polarizada e Espalhamento de raio-X a
baixo angulo. Além disso, os cristais liquidos apresentam estabilidade termodinamica, o que

permite que as formulagdes tenham um maior tempo de vida.

Para a preparacdo dos sistemas foram utilizados alcool cetilico propoxilado e etoxilado
(Procetyl™ AWS) como tensoativo, uma mistura de acido oleico e colesterol na razao de 7:1
como fase oleosa e uma dispersdo de poloxamer a 16% como fase aquosa. O Procetyl™ AWS
(PPG-5 Ceteth-20) ¢ um tensoativo ndo-idnico que se apresenta como um composto nao
irritante, resistente a variagdes de pH e com boas propriedades solubilizantes e
emulsificantes39. A associagdo entre tensoativo e copolimero resulta na diminui¢do da

concentracdo micelar critica (CMC) e menor tensao interfacial (CRODA, 2010).

O é4cido oleico ¢ um acido graxo insaturado que pode ser encontrado em muitos 6leos
vegetais e gorduras animais na forma esterificada (LIEBERT, 1987). A presenca de acido oleico
modula a textura de mesofase e pode levar a transi¢ao de fases nos cristais liquidos liotrépicos
(GUO, 2010). O éacido oleico também exerceria o papel de co-tensoativo na formulagdo. O
colesterol ¢ um lipideo esteroide abundantemente encontrado nas membranas celulares dos
mamiferos que tende a conferir maior organizacao e consequente menor fluidez as estruturas

liquido-cristalinas celulares. Colesterol e outras moléculas anfifilicas, como fosfolipidios,
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alteram a viscosidade da membrana. Apesar de ter uma cadeia carbonica extensa, o colesterol
¢ uma molécula anfipatica devido a presenga de um grupo hidroxila (LODISH, 200). Os
constituintes oleosos, além de contribuirem para a formagao de caracteristicas estruturais do
sistema, favorecem a liberacao e permeabilidade do farmaco hidrofobico (BOIKO et al, 2013).
Devido a alta afinidade da hipericina ao colesterol, o emprego do colesterol no sistema também

teria a fun¢do de fornecer uma liberacao controlada do farmaco (MOGALIAN et al, 2007).

Os poloxameros sao copolimeros em bloco anfifilicos que sdo constituidos por
subunidades monoméricas com diferentes solubilidades. Em altas concentragdes, moléculas do
copolimero com propriedades tensoativas tendem a formar agregados em solugdo
(BONACUCINA, 2011). Eles apresentam baixa toxicidade, menor irritagao de pele e mucosas,
compatibilidade com diferentes compostos quimicos e boas caracteristicas de liberacdo de
farmacos (PATEL, 2009). O uso de solucdo contendo copolimeros promove mucoadesdo na

regido vaginal (RAMOS, 2015).

Devido a sua hidrofobicidade, a hipericina apresenta a tendéncia de se localizar préximo
aos grupos lipidicos com carater anfifilico presentes na membrana plasmatica (HO, 2009).
Acredita-se que o carreamento desse fotossensibilizador pela formulagdo proposta ird induzir
um mecanismo de competicdo entre o colesterol presente no sistema de liberacao e o ergosterol
(ERIKSSON, 2011; ERIKSSON, 2009), esterol presente nas membranas fungicas, devido a
similaridade entre elas (SEGURA et al, 2014), contribuindo dessa forma para uma maior

seletividade na liberagdo do farmaco para o interior das células do patdgeno.

2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

Desenvolver sistemas precursores de cristais liquidos mucoadesivos para administragao
vaginal de hipericina associados a terapia fotodindmica no tratamento da candidiase

vulvovaginal
2.2. Objetivos especificos

e (aracterizar as formulacdes obtidas por meio de microscopia de luz polarizada, técnica
de espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo, andlises reologicas, mucoadesivas e perfil

de textura.
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e Apds a determinacdo das propriedades estruturais, visa-se avaliar o potencial da
formulacdo como um sistema de liberagao topica por meio dos ensaios de perfil de
liberagdo, a permeacao e retencao da hipericina.

e Validar metodologias analiticas para quantificacdo da hipericina por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

e Avaliar a agdo fotodinamica da hipericina sobre leveduras de Candida albicans e se
formulagao ¢ capaz de potencializar o efeito.

e Avaliar a biocompatibilidade das formula¢des através de ensaios in vitro de

citototoxicidade.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sintese da hipericina

A HIP utilizada neste trabalho foi fornecida pelo grupo do Professor Anderson Orzari
Ribeiro da Universidade Federal do ABC e sintetizada de acordo com metodologia proposta
por Aigner e Falk (2008). A sintese envolveu trés etapas e iniciou pela produg¢ao do composto
emodin que, na presenca de SnCly, originou o composto emodinantrone. Na segunda etapa,
utilizando-se equipamento de microondas, foi realizado o acoplamento de duas moléculas deste
antrone para a formagao da proto-hipericina. Esta entdo foi diluida em solvente adequado e

irradiada com lampada de halogénio, formando a HIP.
3.2. Desenvolvimento das formulacoes

Os sistemas liquido-cristalinos foram preparados segundo técnica descrita por Chorilli (2009).
O preparo de cada um dos pontos do diagrama foi feito da seguinte forma: Quantidades
adequadas de 4cido oleico, colesterol e Procetyl® AWS foram pesadas e homogeinizadas sob
agitacdo magnética até que a fase oleosa ficasse limpida e sem sinais de particulas agregadas
de colesterol. Em seguida, a fase oleosa foi adicionada a uma dispersao de Poloxamer 407 em
agua. Todas as formulagdes continham 16% de poloxamer em relagdo ao peso total do sistema.
O preparo de todas as formulagdes foi feito a temperatura ambiente. As regides de formacao de
cristais liquidos foram determinadas por meio da construcdo de um diagrama de fases
pseudoterndrio. As formula¢des com volume inicial de 2mL e composicao de 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 e 90% de tensoativo (Procetyl® AWS) e concentracdes decrescentes de fase
oleosa (acido oleico e colesterol) de 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 ¢ 10%, respectivamente,
foram misturadas a dispersdes de poloxamer a 16%, cuidadosamente homogeinizadas e

armazenadas por pelo menos 48 horas para que atingissem o equilibrio
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3.3. Microscopia de luz polarizada

Uma quantidade reduzida de amostra selecionada foi depositada em uma lamina e
coberta por uma laminula para observagao em um microscopio de luz polarizada. A analise foi
feita para avaliar a homogeneidade das formulagdes selecionadas e para identificar anisotropia,

caracteristica indicativa da presenga de cristais liquidos.
3.4. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo

As medidas de SAXS foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS-Brasil), na linha SAXSI1. Esta linha ¢ equipada com um detector vertical localizado
cerca de 1,5 m da amostra, um monocromador (A= 1.488 A) e um analisador multicanal para
registrar a intensidade do espalhamento I(q), em fun¢do do vetor de espalhamento, q. O
espalhamento das micas e do ar serdo subtraidos da intensidade total espalhada. Cada espectro

sera coletado por 45 segundos, em uma temperatura de 37 °C.
3.5. Determinacio do comportamento reologico
3.5.1. Analise reologica continua

O comportamento reoldgico continuo foi estudado através do emprego do redmetro
AR2000- TA Instruments® com geometria placa-placa 40 mm e gap de 200 um. Utilizando o
modo fluency (flow), a analise reoldgica continua foi realizada ao aplicar uma rampa de fluxo
com taxa de cialhamento de 0 a 100 1/s (ida) e de 100 a 0 1/s (volta) durante 120 segundos. A
partir dele, pode-se determinar se o sistema tem fluxo newtoniano ou ndo-newtoniano e ainda
avaliar se o material ¢ tixotopico ou reopético. As analises foram feitas em triplicata e as

amostras estavam a 25°C e 37° C.
3.5.2. Analise reologica oscilatoria

As analises oscilatorias foram feitas com o redmetro AR2000- TA Instruments® com
geometria placa-placa 40 mm e gap de 200 um e modo amplitude sweep, apds determinagdo da
regido de viscoelastica linear. As analises oscilatorias foram feitas sob tensao constante de 1Pa
e frequéncias de 0 a 10 Hz. As analises foram feitas em triplicata e as amostras estavam a 25°C

e 37°C.
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3.6 Analise de textura

O perfil de textura foi avaliado empregando analisador de texturas TA-XT Plus ,(Stable
Micro Systems, Inglaterra). Este equipamento avalia propriedades de textura, tais como
compressibilidade, adesividade, dureza e coesdo. Os sistemas selecionados foram transferidos
para tubos de centrifuga conicos de 50 mL (Falcon, BD®) e centrifugados por 5 minutos a 3500
rotacdes por minuto para eliminacao de bolhas de ar. Apos 24 horas de repouso, o conteudo dos
tubos foi analisado. Em seguida, os tubos foram posicionados de maneira que permitam o
acesso da sonda analitica (10 mm de diametro) do analisador de textura com a formulagdo. No
software Exponent Lite®, foram adicionados os pardmetros desejados como a velocidade de
compressao e retorno a superficie (0,5 mm/s) e profundidade de entrada da sonda (10 mm).
ApoOs a primeira entrada da sonda na amostra, depois de um periodo de repouso (5 segundos)
realiza-se, nas mesmas condi¢des, uma segunda compressao. As amostras foram avaliadasa 25

°C em triplicata.
3.7. Analise de mucoadesao in vitro

O teste de mucoadesdo também foi realizado no analisador de textura TAXT Plus — Stable
Micro Systems®. Discos de mucina foram produzidos através da compressio direta (10
toneladas, 30s) de 250 mg de mucina de estdmago de porco tipo II (Sigma-Aldrich). Os discos
foram hidratados com fluido vaginal simulado produzido de acordo com a metodologia de
Owen e Katz (1999). Os discos foram fixados ao sensor do analisador de textura ¢ entraram em
contato com as formulagdes devidamente termostatizadas a 37°C. Ap6s 1 minuto de contato
sob pressao adequada, as superficies foram separadas a uma razao constante de deslocamento
e a forca de destacamento (mN) foi obtida. Uma formulagdo comercial (Amplium G —
Mantecorp Farmasa) foi avaliada sob as mesmas condi¢des de dilui¢do com FVS (30, 50 e

100%) e temperatura.
3.8. Valida¢ao da metodologia analitica para quantificacio da HIP por CLAE
3.8.1. Condig¢odes cromatograficas

Os ensaios de validagdo para quantificacdo da hipericina foi realizado com base em um
estudo publicado na literatura com pequenas variacoes (KAMAL et al, 2012). As analises
cromatograficas foram realizadas no cromatédgrafo liquido Perkin Elmer com detector UV-VIS
4 590 nm. Uma coluna de fase reversa C 18 Luna® Phenomenex (250 x 4,6 mm; 5 um) foi

utilizada durante o estudo. A fase mdvel foi constituida por uma mistura de acetonitrila, metanol
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e tampao acetato de amonio a 10 mM (pH 5.0) em uma razdo de 54:36:10 (v/v/v). O fluxo da

fase movel foi operado em modo isocratico com vazdo igual a 1 mL/min.
3.8.2. Seletividade

A seletividade foi avaliada através da injecdo dos componentes da fase moével, da
solucdo receptora e da solucdo de metanol obtida apos a trituragdo da mucosa suina para o

ensaio de reten¢ao no comprimento de onda de 590 nm.
3.8.3. Linearidade

Sete concentracdes foram utilizadas para a construg¢do da curva analitica. Uma solugdo
mae com concentragdo de 100 pg/mL foi preparada através da solubilizagdo de 1 mg da
hipericina em uma quantidade de metanol ou solugdo receptora suficiente para 10 mL de
solucdo. Em seguida, dilui¢des para as demais concentragdes de 0,1, 0,5, 1, 5, 20 e 50 ug/mL
foram preparadas a partir da solu¢do mae com o mesmo solvente organico. As solucdes foram
filtradas com filtro de membrana PVDF de 0,22 um. Trés curvas analiticas foram obtidas apds
a inje¢do das concentracdes selecionadas em triplicata. Em seguida, uma curva analitica final

foi construida a partir das médias dos sinais obtidos para cada um dos pontos.
3.8.4. Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo foram realizadas através da injecdo em triplicata de trés
concentragcdes da curva analitica (baixa, média e alta) no mesmo dia pelo mesmo analista
(repetibilidade) e outro dia por um analista diferente (reproducibilidade). As concentracdes de
0,5,5 e 100 pg/mL foram escolhidas para a realizacao dessas analises. Ambos parametros foram
avaliados para as concentragdes que foram obtidas através da solubilizagao da HIP em metanol

e na solugdo receptora.
3.8.5. Robustez

A andlise da robustez foi avaliada por meio de pequenas variagdes em quatro parametros
dos métodos: pH, comprimento de onda, fluxo e composi¢do da fase mdvel. As seguintes
variacoes foram aplicadas: comprimento de onda (589 € 591 nm), pH (5,04 ¢ 5,06), composigao
da fase movel (53:37:10 e 55: 35:10 de ACN/MEOH/tampao acetato de amoénio) e fluxo (0,9 e
0, 95 mL/min).
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3.9. Ensaio de liberacao in vitro da HIP das formulacoes

O estudo de liberagao da hipericina foi realizado utilizando membrana sintética de
polietersulfona 0,45 um (Sigma-Aldrich), com solugdo receptora composta por tampao fosfato
de soédio 0,01 M pH 5 acrescida de 3% de polissorbato 80 e incubadas numa estagcdo de
dissolucao (SR8 Plus) com agitacdo de 100 rpm a 37, 5 °C por 12 horas, mantendo-se as
condigdes sink. 300 mg das formulagdes ou solugao de farmaco livre com concentracao de 2,5
mg/mL foram transferidas para o anel ou copo dosador colocado sobre a membrana disposta na
célula de difusdo de Franz. As amostras foram coletadas, filtradas com filtro PVDF 0,22 uM e

a HIP foi quantificada por CLAE utilizado o método analitico validado para solugao receptora.
3.10. Ensaio de permeacao e retenciao in vitro da HIP das formulacoes

Para o ensaio de permeacgdo e retengdo, 6 mucosas vaginais suinas com espessura
aproximada de 500 um foram utilizadas por formulagdo. Aproximadamente 300 mg das
formulagdes foram transferidas para o anel ou copo dosador (4rea de exposi¢do de 1,77 cm?2)
disposto sobre a mucosa no compartimento doador da célula de difusdo de Franz. Para a andlise
da permeacao da HIP, utilizou-se uma solugdo receptora composta por tampao fosfato de soédio
0,01 M pH 5 acrescida de 3% de polissorbato 80 com agitacdo de 100 rpm a 37, 5 °C por 12
horas, mantendo-se as condigdes sink. As amostras foram coletadas, filtradas com filtro PVDF
0,22 uM e a HIP foi quantificada por CLAE utilizado o método analitico validado para solugado
receptora. A analise de retengdo in vitro foi feita logo ap6s o término do ensaio de permeagao.
As mucosas foram individualmente coletadas e o excesso das formulagdes foi retirado. As areas
em contato com as formulacdes foram segmentadas com o auxilio de uma tesoura cirurgica e 4
mL de metanol foram acrescentadas a cada uma delas. Logo em seguida, os fragmentos foram
triturados a 11000 rpm no IKA Ultra Turrax por 5 minutos se durante 30 minutos em banho
ultrassom. Por fim, os fragmentos foram centrifugados em tubos falcon de 50 mL a 3500 rpm
durante 10 minutos. Os sobrenadanetes foram retirados, filtrados com filtro PVDF 0,22 uM e

a HIP foi quantificada por CLAE utilizado o método analitico validado para metanol.
3.11. Inativacio fotodinamica

O estudo da inativagdo fotodinamica ocorreu através da avaliagcdo da viabilidade celular
da cepa de Candida albicans ATCC 90028 apos exposi¢do a 5, 10 e 15 minutos de irradiagado
com LED de comprimento de onda igual a 590 nm e intensidade de 16 mW/cm2. As
concentragdes testadas de hipericina foram de 6,25, 12,5, 25 e 50 ug/mL. A cepa fungica foi

inoculada em meio Agar Sabouraud Dextrose por 24 horas a 37°C. Apods o periodo de
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crescimento, uma suspensao na escala 0,5 McFarland foi preparada em caldo TSB e logo em
seguida, uma diluicdo com razdo de 1:20 foi preparada. Para os testes feitos com emprego da
terapia fotodindmica, foram adicionados 50 pL da suspensao de leveduras na razao de 1:20 e
50 uL do fotossensibilizador em solucao nas quatro concentragdes testadas. A combinagao foi
deixada em repouso por 10 minutos de incubacdo antes da irradiacdo nos diferentes tempos.
Apés a irradiagdo, foram feitas diluigdes seriadas a partir do poco tratado. O mesmo
procedimento foi realizado sem irradiacao para avaliar a toxicidade da hipericina no escuro.
Também foram feitos o controle de crescimento com luz e sem fotossensibilizador (L+F-) e o

controle de crescimento sem luz e sem fotossensibilizador (L-F-). Todos os testes foram
3.12. Ensaio de citotoxicidade in vitro

O ensaio de citotoxicidade foi realizada de acordo com a metodologia de Li, Zhou e Xu
(2015). A linhagem celular L-929 foi cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de
FBS a 37 ° C com 5% de CO; em um frasco de 75 cm?. Depois de chegar a 75-80% de
confluéncia, as células foram tripsinizadas e a concentragio foi ajustada para 2,5. 10° células /
mL em uma placa de cultura celular de 24 pocos em um volume total de 1 mL e cultivada por
24 h para formagdo de uma monocamada. Em seguida, as células foram lavadas com PBS pH
7,4. Logo em seguida, um meio composto por 1,8% de dgar e DMEM (1: 1) com 0,01% de
solucdo de resazurina foi adicionado sobre as células. Apos a solidificagao em agar, discos de
papel de filtro estéreis foram embebidos com formulagdes e colocados no centro de cada poco,
em triplicata. Apos 24 horas, a fluorescéncia foi medida usando um leitor de microplacas
Synergy H1 (BioTek®, Winooski, VT, EUA) usando um comprimento de onda de excitacao
de 530 nm e um comprimento de onda de emissdo de 590 nm. As células ndo tratadas
constituiram o controle negativo (células viaveis), enquanto aquelas tratadas com 100% DMSO
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) constituiram o controle positivo (células mortas). Trés

ensaios independentes foram realizados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diagrama de fases

O diagrama de fases demonstra que a presenca do copolimero associado a uma alta
concentracdo de tensoativo ou agua leva a formacao de uma larga regido de cristais liquidos.
Porém, sistemas com alta concentracdo de fase oleosa (acima de 60%), apresentam alta
instabilidade e consequente separagdo de fases. Apenas uma pequena faixa do diagrama

apresenta sistemas isotropicos e transparentes. A formulacdo escolhida (F33) apresenta 30% de
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fase oleosa, 30% de fase aquosa e 40% de tensoativo. Esta formulagdo foi escolhida porque
apresentou alta estabilidade e relativa fluidez quando comparada aos outros sistemas. Além
disso, F33 estd muito proxima a regido de cristais liquidos, logo uma pequena quantidade de
fluido vaginal seria necessaria para causar a transi¢ao de um sistema fluido (microemulsdo)

para um sistema liquido-cristalino de alta viscosidade.

A partir desse ponto selecionado, quantidades crescentes de muco vaginal artificial
foram adicionadas em concentracdes de 30, 50 e 100% (p/p) em relacdo ao peso total da
formulagdo (Ex: Para um sistema com massa de 10 g, seria adicionadas 3, 5 e 10 gramas de
fluido vaginal simulado, respectivamente). A adi¢do de fluido vaginal simulado serviu para
mimetizar possiveis condi¢des existentes fisiologicamente. Dessa forma, o objetivo foi avaliar
se a formulacdo selecionada formaria um gel no local da aplicacdo (ou seja, adquiriria
viscosidade), bem como as possiveis estruturas e caracteristicas apresentadas pelos sistemas
apos o aumento da concentracdo de muco. Em seguida, os sistemas obtidos foram
caracterizados através das seguintes técnicas: Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo,
reologia, analise do perfil de textura e por ensaios de mucoadesao. Como as propriedades para
as formulagdes com hipericina foram bastante semelhantes as formulagdes sem farmaco, todos

os resultados apresentados sdo referentes aos sistema nao incorporados.

Procetyl™ AWS
0

100

60 F33 30% .
F3350%
£33 100% .+
..~.-.

£

100

0
SP 16% 0 10 20 30 40 50 80 70 80 90 100 AO+ Colesterol

Figura 3. Diagrama de fases compostos por uma suspensdo de poloxamer 407 & 16% (SP 16%), Procetyl AWS e

acido oleico e colesterol na razdo de 7:1 (AO + colesterol), onde: cristal liquido (CL), emulsio (EM),

microemulsdo (ME) e separagdo de fases (SF).
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4.2. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo avalia a interagdo de ondas raio-
X com a os elétrons da matéria. Essa interagdo faz com que os elétrons oscilem e emitam ondas
com mesma frequéncia que as ondas incidentes a um angulo de 2@, fendmeno conhecido como
espalhamento elastico ou espalhamento de Thomson. A diferenca entre o vetor da onda
incidente e do vetor da onda espalhada ¢ definida como vetor de espalhamento q. O modulo do

vetor de espalhamento q ¢ expresso pela seguinte equagao (POLIZZI; SPINOZZI, 2015):
q = 4m sin 6/A (1)

As ondas espalhadas passam por interferéncias e sdo reconhecidas pelo detector de
acordo com a densidade eletronica de regides presentes na matéria. Ou seja, o equipamento
reconhece o contraste entre as densidades eletronicas presentes na microestrutura do material.
Regides eletronicas homogéneas sao definidas como particulas. Quanto menor o angulo de
espalhamento de uma particula, maior serd sua dimensao (KRATKY, 1982). Além do tamanho,
a técnica permite avaliar o formato, peso molecular, estrutura do sistema e provavelmente a
densidade eletronica da matéria. Dessa forma, o SAXS reune uma série de informacgao sobre

materiais na escala manométrica (CHNABLEGGER, 2013).

O grafico que contém a curva com o perfil de espalhamento de uma determinada matéria
exibe a intensidade de espalhamento em funcdo de q. A intensidade de espalhamento esté
diretamente relacionada com a concentragdo da amostra. Em sistemas diluidos e
monodispersos, a intensidade de espalhamento ¢ o resultado do somatorio das contribui¢des
individuais de cada uma das particulas espalhadoras. Neste caso, a intensidade I(q) depende

apenas do fator de forma P(q) (URBAN, 2004):

I(q) « Zn P(q) ()

J& em sistemas onde ocorre interagdo entre as particulas, a intensidade sera proporcional
a geometria e ao arranjo caracteristico entre as particulas espalhadoras. Portanto, além do fator

de forma, o fator de estrutura S(q) também deve ser considerado na férmula da intensidade:

I(q) o< 2n P(q)S(q) 3)

A curva que relaciona a intensidade de espalhamento em funcao de q pode ser dividida
em diferentes regioes: As regides de Fourier, de Guinier, Porod e de Bragg. A regido de Fourier
possui menores valores de q e informa sobre o tamanho das particulas, enquanto que a regido

de Guinier estad entre valores intermediarios de q e informa sobre o formato das particulas. A
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regido de Porod possui valores altos de q e informa sobre as caracteristica de superficie da
particula. Na regido de Bragg, ocorre a difracdo dos raios-X. Esta regido ¢ amplamente utilizada
na identificagdo de estruturas que possuem alto grau de ordem, tais como os cristais liquidos.
A alta estruturagao dos cristais liquidos leva ao surgimento de picos intensos nas curvas de
intensidade de espalhamento. Esses picos sdo andlogos aos picos de Bragg que surgem para
matérias cristalinos analisados por raio-X. A relagdo entre as posi¢des dos picos de Bragg para
os cristais liquidos identificam os tipos de mesofases liquido-cristalinas de um sistema

(CHNABLEGGER; SINGH, 2013) (Tabela 2):

Tabela 2. Razdo entre distancias dos picos para cristais liquidos lamelares (La), hexagonais

(Hym), Cubicos diamante duplo (Pn3m), cubico primitivo (Im3m) e cubico giroide (Ia3d)

Mesofase Razao entre distancia dos picos
La 1:2:3 ...
Hyu 1:V3:N4:\7:49
Pn3m V2:\3:V4:V6:V8:N9
Im3m V2:\46:V8
Ta3d V6:\8

As figuras 4 e 5 mostraram os resultados obtidos para as formula¢des com e sem muco.
A curva de espalhamento da formulagao F33 apresenta um pico largo caracteristico de sistemas
1sotropicos das microemulsdes. Porém, o aparecimento de um pequeno ombro lateral em q=0,99
também foi observado, conferindo uma razao praticamente igual a 1:2 em rela¢do ao primeiro
pico, o que pode estar relacionado a presenca de uma pequena quantidade de fase liquido
cristalina lamelar no sistema. Frank et al (2005) observaram que a introdugdo de copolimeros
anfifilicos de bloco provocavam um aumento na eficiéncia de solubiliza¢ao de fragdes iguais
de dleo e dgua. Porém, em altas concentragdes de copolimero, mesofases lamelares poderiam
coexistir com microemulsdes. A presenga da mesofase lamelar indica que o sistema
provavelmente se encontra proximo a uma regiao limite de transicdo de fase e que uma menor

quantidade de solvente seria necessaria para que a transi¢ao ocorresse.

A adigdo de 30% (p/p) de fluido vaginal simulado em F33 provoca o deslocamento dos
picos iniciais para menores valores de q e o surgimento de picos adicionais com razao de 1:2:3
entre as reflexdes. Esse comportamento indica que as particulas da fase isotropica passaram a

coexistir com uma maior quantidade de fase lamelar. Maiores dilui¢gdes provocaram um leve
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deslocamento do primeiro pico para valores ainda menores de q e deslocamentos mais
significativos entre as fases lamelares. Além disso, pode-se observar que ocorreu uma
diminui¢do na intensidade de espalhamento, bem como um leve alargamento nos picos com o
aumento na diluicao do sistema. Ou seja, as dimensdes dos sistemas aumentam de forma

proporcional ao aumento do conteudo do fluido vaginal na formulagao.

Dessa forma, sugere-se que a formulacdo F33 seja composta por goticulas de agua
dispersas em uma fase oleosa, podendo ser caracterizado como uma microemulsdo do tipo a/o
ou como um sistema micelar reverso. As sucessivas adigdes de FVS seriam acompanhadas por
um aumento na solubilizagdo das goticulas, o que acarretaria na transicdo de fase para um
sistema liquido-cristalino lamelar. Porém, mesmo quantidades elevadas de fluido ndo seriam
suficientes para causar uma transicao de fase completa, o que pode estar relacionado a maior
capacidade de solubilizag@o do fluido pelos sistemas lamelares do que pelas goticulas dispersas.
Assim, acredita-se que possa existir a formagdo de uma rede conectada por interagdes entre as
cadeias polipeptidicas da mucina, que estariam presentes nos dominios aquosos lamelares, € as
cadeias poliméricas. O aumento da incorporagdo do fluido simulado nas regides lamelares
causaria um aumento no espagamento entre as microestruturas, o que poderia explicar o
alargamento dos picos. Considerando que a distancia entre as camadas das fases lamelares pode
ser expressa pela equacdo d=2n/qmax (HARTLEY; SHEN, 2012) foram encontrados os valores
de d iguais a 8,85, 9,97 e 11,4 A para 30, 50 e 100% (p/p), respectivamente. Dessa forma,
conclui-se que a adicdo do fluido levou a diminuicdo da periodicidade das bicamadas de

tensoativo devido ao intumescimento fase lamelar.

Tabela 3. Posicdo e razao entre os picos de Bragg para as formulagdes sem Hipericina.

Formulag¢ao ql q2 q3 q4 Razao Sistema d (A)
F33 0,538 0,9765 ~1:2 La+L
F33 30% 0,3788 0,7076 1,42 2,109 1:2:3 La+L 8,85

F33 50% 0,366 0,6342 1,280 1,9188 1:2:3 La+L 9,97
F33 100% 0,3422 0,55 1,1273 1,6707 1:2:3 La+L 11,4
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Tabela 4. Posigdo e razdo entre os picos de Bragg para as formula¢des com Hipericina.

Formulag¢ao ¢l q2 q3 q4 Razao Sistema d (A)
F33 0,55 1,048 ~1:2 La+L

F33 30% 0,3788 0,7076 1,4115 2,1217 1:2:3 Loa+L 8,85
F33 50% 0,3788 0,6709 1,342 2,011 1:2:3 La+L 9,36
F33 100% 0,3544 0,55 1,0974 1,6574 1:2:3 La+L 11,4

Além disso, ¢ possivel observar a formacao de picos transitorios e discretos (indicados
por “*” nos graficos) entre os demais picos bem definidos. A razao entre eles e os picos largos
da microemulsdo ¢ de aproximadamente 1:2 para os sistemas contendo 50% de fluido simulado
e 1:3 para o sistema contendo hipericina e 100% fluido. Isso poderia estar relacionado a
formacdo de outras fases lamelares. Aramaki (2003) e Hossain e colaboradores (2003)
identificaram a coexisténcia entre sistemas lamelares formados apds a combinagdo entre
copolimeros anfifilicos e tensoativos ndo ionicos. Eles identificaram que as cadeias poliméricas
apresentavam baixa solubilidade nos dominios lamelares dos tensoativos convencionadas
devido ao tamanho desproporcional do copolimero em relagdo aos tensoativos nao-idnicos.
Nesse caso, se este processo também ocorreu nos sistemas analisados, espera-se que duas
mesofases lamelares coexistam com a microemulsdo. Porém, mais estudos seriam necessarios
para identificar se elas realmente estdo presentes e qual seria a distribui¢do dos sistemas

tensoativos entre as estruturas formadas.

As fotomicrografias (Figura 6) de cada um dos sistemas apresenta resultados que
corroboram com os dados discutidos anteriormente. Regides de campo escuro sdo observadas
para as microemulsdes com e sem farmaco. Apds adigdo do fluido simulado, os sistemas
passaram a apresentar anisotropia. Pode-se observar cruzes de malta e texturas semelhantes a

raias oleosas (QUELLET, et al., 1990) inseridas em uma extensa regido de campo escuro.
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Figura 4. Curvas de espalhamento a baixo angulo em fung@o do vetor de espalhamento q para as formulagdes F33
(A); F33 30% (B); F33 50% (C); F33 100%.



P A ."\ B
/ 3 I/ \\
i I |
10 ] 'L\ | ‘ (\\
[ 10°4 [ {
! \\ / | | ‘
/ | I } !
/ Y f‘ "‘ \
/ ‘\-‘.‘ f | f \
|
J \\ {J 4 ’f \ “
= / ! / |
L \ El - / Yo
\3; 1 R-i/ \\ = 4 A // !\ ‘\
= N N/ \ }\
\\ \ | 1‘
\\\ \\.J I\‘
\ N
\ jwl
\ \
N\ , \
10 \,\ﬁv‘l 10° 4 \».,_,4
0.1 J 01 J
q(1/nm)
q(1/nm)
f & 0 f g
Mo I
10° I { (1
R \ VA
| | J f ‘\ F’I \‘
- \ |V
/ ‘\ | | ‘ | i
| N BN 3 / ‘
17 \\ N |
F’ N |
| f
— ™~ ,/ \\ h - ' \\// \ *: / \\
= 1074 N/ | o \
e ~/ L ~. s VoA
= \._\/;‘ \ \.\
\\ \\‘)\'\
M \
\ N,
“‘ \
A 10°
b \\‘\.. \%
04 1 04 1
q(1/nm) g(1/nm)

Figura 5. Curvas de espalhamento a baixo angulo em fung@o do vetor de espalhamento q para as formulagdes

contendo hipericina F33 (A); F33 30% (B); F33 50% (C); F33 100



Figura 6. Fotomicrografias sob ia de luz polarizada das formulacdes F33 (A): F33 com hipericina (B):

0% com hipericina (D): F33 50 ): F33 50% com hipericina (F): F33100

com hipericina. Aumento de 100 x.
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4.3. Determinac¢io do comportamento reologico
4.3.1. Analise reolégica continua

Andlise reoldgica continua caracteriza o comportamento do fluxo dos materiais. O perfil
do fluxo pode ser determinado através da analise de um grafico que correlaciona a tensao e a
taxa de cisalhamento. O grafico ¢ composto por uma curva ascendente e outra descendente. A
primeira curva demonstra o comportamento do material frente ao aumento na taxa de

cisalhamento, enquanto que a segunda avalia o efeito inverso.

Os fluidos podem ser classificados como Newtonianos e ndo-newtonianos a partir da
curva ascendente do grafico. Fluidos newtonianos apresentam uma taxa de cisalhamento
proporcional a tensdo de cisalhamento aplicada em uma dada temperatura. Dessa forma,
considerando que a viscosidade pode ser expressa pela relacdo entre a tensao e a taxa de
cisalhamento (equagao 4), conclui-se que a viscosidade de fluidos newtonianos permanece
constante a medida que a tensdo de cisalhamento varia. Fluidos que apresentam uma estrutura
molecular simples e estavel geralmente apresentam comportamento newtoniano. Porém, se essa
relagdo ndo for constante, um fluido pode ser classificado como ndo-newtoniano. O fluxo nao-
newtoniano, por sua vez, seria originado devido a diferenca na interacao entre moléculas de

tamanhos e formas variadas (KAZEMIAN; PRASAD; HUAT, 2010):

T=ky" (4

€., A 4

Onde “1” ¢ a tensao de cisalhamento, “y” ¢ a taxa de cisalhamento, “k” ¢ o indice de
consisténcia e “n” ¢ o indice de fluxo (CALIXTO etal., 2015). Fluidos ndo-newtonianos podem
ainda ser subdivididos em pseudoplasticos, dilatantes e viscoplasticos. Os fluidos
pseudoplasticos apresentam uma diminui¢ao na viscosidade aparente a medida que a tensdo de
cisalhamento aumenta. J4 os fluidos dilatantes sdo geralmente solu¢des concentradas que
exibem comportamento oposto ao pseudoplastico, ou seja, a viscosidade aparente dos materiais
aumenta rapidamente com o emprego de tensdes crescentes. O comportamento viscoplastico
ocorre quando existe um limite de tensdo a ser ultrapassado para que o material possa sofrer
deformacdo, também conhecida como tensdao de escoamento. Porém, ao contrario dos demais
fluidos, a curva ascendente do grafico nao parte da origem. Na auséncia de a¢des externas
superiores a esse estresse limite, o fluido permanece com uma estrutura rigida e apresenta alta
resisténcia ao fluxo. Porém, se uma tensdo superior ao limite for aplicada, o fluido podera

presentar comportamento newtoniano ou pseudoplastico (CHHABRA, 2010).
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J& a curva decrescente de um grafico de andlise reoldgica continua informa sobre se o
material deformado ¢ tixotropico ou reopético. Esses fendmenos estdo relacionados a
recuperagao da microestrutura apos deformag¢ao em relagdo ao tempo (BARNES, 1997).
Tixotropia pode ser definida como um efeito tempo-dependente em que ocorre a diminui¢ao da
viscosidade aparente do sistema sob deformacdo seguida de uma recuperagdo gradual da
microestrutura (MEWIS, 1979). Ja os reopéticos, por outro lado, recuperam a microestrutura

inicial ap6s o aumento da viscosidade do sistema.

A Figura 7 demonstra a analise reoldgica continua da formulagao F33 com e sem adigado
de muco artificial vaginal a 25°C. A formulagdo F33 apresenta comportamento newtoniano, o
que ¢ evidenciado através da relagdo linear constante entre tensao de cisalhamento e taxa de
deformacao, onde uma reta parte da origem dos eixos. Apesar da tendéncia a estruturagcdo
observada pela técnica de espalhamento a baixo angulo, a formulagdo F33 ainda apresenta
caracteristicas semelhantes a microemulsdes. FERREIRA et al. (2015) também observaram um
comportamento de fluxo newtoniano para uma regido de transi¢ao de microemulsao para cristal
liquido lamelar. Eles atribuem esse fendmeno ao fato de que as possiveis forcas interagindo
estruturalmente ndo seriam suficientemente grandes para evitar deformagdes irreversiveis em
relacdo ao cisalhamento. Porém, a microemulsao apresentou um leve desvio do comportamento
Newtoniano para pseudoplastico, bem como o aparecerimento de tixotropia a 37° C. Essa
alteragdo estaria provavelmente relacionada a migracdo do formato esférico das goticulas para

um formato cilindrico (SHRESTHA, 2010).

Ap6s adigdo do fluido simulado, os sistemas passaram a exibir comportamento
viscoplastico tanto a 25° quanto a 37°C. Apesar da presenca de sistemas microemulsionados, as
curvas de fluxo ascendentes apresentaram predominantemente caracteristicas semelhantes aos
cristais liquidos lamelares. A tensdo de escoamento ¢ definida primariamente como um
fendmeno quimico que ocorre devido as interagcdes intermoleculares na microestrutura do
sistema (FUNK; DINGER, 1994). A 25° C, foi observado que o valor limite de tensdo para que
as amostras contendo 30 e 50% (p/p) de fluido sofressem deformagdo foi semelhante, enquanto
que a formulacdo contendo maior quantidade de fluido apresentou uma maior resisténcia ao
fluxo. Ja a 37° C, menores tensoes criticas foram necessarias para provocar deformagdes devido
ao aumento do movimento Browniano do sistema (ZHAO et al, 2011). Porém, de uma forma
geral, conclui-se que a adig¢@o do fluido simulado levou a um aumento no ntimero de interagdes

no sistema.
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O emprego de um material plastico favorece a permanéncia da formulagdo no local da
aplicacdo de forma dependente da tensdo de escoamento. Portanto, a formacdo in situ desses
sistemas de liberagao na cavidade intravaginal provavelmente contribuiria com o aumento da
mucoadesdo. Além disso, como F33 100% apresentou maior tensdo de escoamento, portanto

espera-se que este sistema apresente uma maior mucoadesdo quando comparada as demais.

Tensdes superiores a tensdo de escoamento levaram a uma diminui¢do gradativa da
viscosidade da formulagao devido ao alinhamento das fases lamelares em dire¢ao ao fluxo. Esse
alinhamento ocorre principalmente devido ao deslizamento das estruturas lamelares entre as
fases aquosas ou oleosas do sistema apds o rompimento das interagdes conectivas (ZHAO et

al, 2011).

Dessa forma, de acordo com a equagao (4) e os valores de k (indice de consisténcia) e n
(indice de fluxo), podemos confirmar o comportamento do fluxo das formula¢des. Fluidos
dilatantes apresentam n>1, fluido newtonianos apresentam n=1 e n< indica um fluido
pseudoplastico. Assim, de acordo com a Tabela 5 podemos concluir que a formulagao apresenta
comportamento newtoniano devido a proximidade do valor de n ao nimero 1, porém ocorre um
pequeno desvio desse comportamento com o aumento da temperatura, conforme constatado
anteriormente. A adi¢cdo de fluido vaginal causou uma diminuigao expressiva nos valores de n,
indicando que os fluidos se tornaram pseudoplasticos, bem como um aumento do valor de k,

que esta associado a viscosidade do sistema.

Tabela 5. Indices de consisténcia (k) e indice de fluxo (n) para os sistemas A 25 e 37°C

Formulacao 25°C 37°C
K n K n
F33 8,82 0,97582 16,24 091261
F33 30% 24,82  0,82839 73,006 0,58576
F33 50% 116,53  0,4515 62,25 0,5269%4

F33 100% 764,06 0,0011 242,39 0,2135
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Diferentes comportamentos foram observados para as curvas descendentes em ambas
temperaturas. F33 30% e F33 50% apresentaram um comportamento tixotrépico—
antitixotropico em ambas temperaturas tanto a 25 e a 37°C (Figuras 7 e 8). SOLTERO e
colaboradores (1994) demonstram que o comportamento tixotrOpico—antitixotropico ¢€
dependente do historico de deformagdo previamente sofrido, bem como o valor maximo e razao
da variacdo da tensdo aplicada. A rapida reestruturagdo em uma regido de baixa taxa de
cisalhamento ocorre devido a maior probabilidade de formacgao de ligagdes entre as particulas
dispersas do material. O aumento da concentragao de fluido simulado nos sistemas levou a um

retardo na interagdo entre as cadeias.

Ja F33 100% apresentou uma proeminente area de histerese com diminui¢ao da tensao
de cisalhamento em ambas temperaturas (Figuras 7 e 8). O comportamento tixotrépico ocorre
devido ao elevado numero de interagdes entre os dominios lamelares. Logo, um maior periodo
de tempo seria necessario para reestabelecer a estrutura original da formulagdo. Notou-se ainda
que a area de histerese aumentou a 37°C, o que seria explicado mais uma vez tanto pelo aumento
na desordem do sistema (ZHAO et al, 2011), quanto devido a uma desestruturagao promovida
pelo cisalhamento. Verifica-se que apoOs atingir um platd, a curva descendente diminui

progressivamente a partir de uma determinada tensdo aplicada.
4.3.2. Analise reolégica oscilatoria

Os testes oscilatorios dependentes de frequéncia fazem parte de um dos métodos mais
comumente empregados para provar a viscoelasticidade de fluidos e coloides. As medidas sdo
realizadas sob deformag¢de constants na regido viscoelastica linear, o que garante a preservagao
da microestrutura dos materiais analisados, bem como mimetizam as deformacgdes sofridas em

condicdo de repouso (WYSS, 2016).

A viscoelasticidade ¢ o fenomeno que indica que uma dada substancia possui tanto
propriedades elasticas (caracteristico de sistemas so6lidos) quanto viscosas (caracteristico de
liquidos). Os testes de viscoelasticidade comparam a tensdo exercida pela oscilagdo
(frequéncia) e a deformacao sofrida pelo sistema. Dessa forma, quanto maior a elasticidade, ou
seja, a quanto maior for a recuperagao da forga exercida, mais préximo de um so6lido o material
estard, enquanto que maiores dissipagdes de energia sdo inerentes aos liquidos. A relagdo entre

tensdo exercida e deformagao € expressa pelo médulo complexo de cisalhamento (G*):

G* =G'+iG” (5)



35

Onde G’ ¢ o modulo de armazenamento, i ¢ um niimero complexo ¢ G’’ ¢ o modulo
viscoso. G’ ¢ definido como o componente elastico e parte real de G*, enquanto que G’ ¢
considerado como o modulo de perda e como a parte imaginaria de G*.Assim, a microestrutura
de um sistema pode ser classificada qualitativamente ao observar a relagdao entre os dois
modulos. Quando: G’>>G”’, o sistema estard quimicamente interligado; G’>G’’, indica que
ligagdes de ordem secundarias sdo predominantes; G* <G’”, interagdes fisicas predominam

(CEULEMANS; LUDWIG, 2002).

A Figura 9 demonstra que F33 em temperatura ambiente apresenta G”>G’, o que indica
que a formulagdo ¢ predominantemente fluida. Porém os sistemas passaram a apresentar um
reograma semelhante a géis apos a adicao de fluido vaginal simulado. Observou-se que nao
existiu diferenca nos mddulos avaliados apos a adi¢ao de 30 e 50% (p/p) de fluido vaginal para
as formulacdes, uma vez que existe praticamente uma sobreposicdo das curvas de G’ e G*’ para
essas diluicdes. Mas, apds adi¢ao de 100% (p/p) de fluido simulado, o moédulo G’ aumentou
significativamente. Os moddulos elésticos de F33 30% E F33 50% foram aproximadamente 30
vezes maior que o de F33, enquanto que o mddulo elastico de F33 100% foi aproximadamente
100 vezes maior. O aumento do modulo G’ apos adicdo muco poderia ser explicado devido a
formag¢do de uma rede eléstica resultante do aumento entre interagdes internas e entre os
microdominios dos cristais liquidos. Assim, a adi¢do de muco contribuiria para o aumento nas
interacdes do tipo ponte de hidrogénio entre as cadeias etoxiladas do co-polimero e a d4gua, bem
como com as cadeias proteicas de mucina, que sdo conhecidas por possuirem oferecer varios

pontos possiveis par formacdo de ligagcdes de hidrogénio (MATSUMURA,1996).

Em temperatura fisioldgica, uma diminuicao do moédulo G’ foi observada para todas as
formulagdes, exceto F33 30%. Dessa forma, F33 30% passou a ter propriedades estruturais
comparaveis as de F33 100% a 37° C. Nota-se também que apesar de apresentarem
caracteristicas semelhantes a temperatura ambiente, F33 30% e F33 50% passam a ter
comportamentos distintos apds aquecimento. Sugere-se que a elevagdo na temperatura poderia
levar a uma alteracdo na curvatura dos tensoativos empregados na estabilizagdo das goticulas
da microemulsdo presente em F33 30% - que provavelmente estd presente em maior quantidade
em relacdo as outras formulagdes contendo fluido simulado- o que causaria um rearranjo da

estrutura do sistema. Porém, mais estudos seriam necessarios para confirmar essa hipotese.
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Figura 9. Mddulo elastico (simbolos fechados) e modulo viscoso (simbolos abertos) para F33 (A), F33 30% (@),

F33 50% () e F33 100% (%) 4 25°C.
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Figura 10. Mddulo eléstico (simbolos fechados) e modulo viscoso (simbolos abertos) para F33 (A), F33 30% (@),

F33 50% (#) e F33 100% (%) a 37°C.

4.4. Perfil de textura

A analise de perfil de textura ¢ uma técnica complementar a reologia que tem como
objetivo avaliar as propriedades mecanicas de materiais semissolidos. Diferentes parametro tais
como dureza, compressibilidade, adesividade e coesdo podem ser avaliados durante o ensaio
(WANG, Z.2008). O método consiste basicamente trés estagios: Primeiro ocorre a introducao
de uma sonda cilindrica, a uma velocidade constante, no interior da amostra semissolida até
atingir uma determinada profundidade (GRATIERIT.2010).Durante a primeira compressao da

amostra, obtém-se o valores de dureza (forca méaxima necessdria para causar uma dada
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deformacdo) e compressibilidade (trabalho necessario para causar uma deformacdo) da
amostra. Logo em seguida, a sonda analitica ¢ retirada e depois reinserida novamente na
amostra. Durante o periodo de retirada da sonda, a adesividade (trabalho necessario para supera
as forgas atrativas entre as superficies da sonda e da amostra) seria determinada. Por fim, ap6s
a reinsercdo da sonda, a coesdo (razdo entre os trabalhos realizados entre a segunda e a primeira
compressdo) € obtida (JONES, WOOLFSON, e DJOKIC, 1996).A Figura 11 exibe uma curva

de forga-distancia obtida durante a analise.
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Figura 11. Curva forca-distancia

Os dados da Tabela 8 evidenciam que os pardmetros de textura das amostras corroboram
com as caracteristicas reoldgicas discutidas anteriormente. Podemos observar que F33 30% e
F33 50% apresentaram resultados semelhantes em todos os parametros, enquanto que, com
excecdo da coesao, os valores dos parametros para F33 100% foram significativamente maiores.
Assim, durante o primeiro ciclo de compressao, ao compararmos F33 100%% com os demais
sistemas percebemos que a probe precisou exercer uma for¢ca quatro vezes maior sobre F33
100% para causar uma deformagdao semelhante a causada nas outras formulagdes. Essas
observagdes reforcam o conceito de que o aumento da quantidade de muco no sistema leva a
formag¢do de uma rede eléastica entre os dominios dos cristais liquidos. Além disso, os
parametros de dureza e compressibilidade estdo relacionados com a aceitabilidade da
formulacao pelo publico alvo, pois estao ligados a fatores sensoriais. O valor da adesividade de
F33 100%, por sua vez, serviu como indicativo de que esse sistema apresenta melhores

propriedades mucoadesivas.
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Tabela 8. Parametros de textura para formulag¢des contendo muco artificial a 25° C

Dureza Compressibilidade Adesividade Coesao
F3330% 5,713 £0,15 38,313 + 0,19 0,163 +0,01 0,647 +0,02
F3350% 5,095 +0,17 35,096 = 0,64 0,149 + 0,01 0,659 = 0,04
F33100% 21,3+0,71 157,376 + 6,02 0,955 + 0,01 0,699 + 0,69

4.5. Mucoadesao

A Figura 12 expressa os resultados relativos as forcas de mucoadesdo estabelecidas
entre as superficies dos sistemas analisados com os discos de mucina. Pode-se observar que
quando comparado a F33, a forcas necessarias para ocorrer o destacamento entre as superficies
aumentam com a incorporagdo de muco vaginal. Todos os sistemas contendo muco vaginal
artificial foram significativamente mais mucoadesivos do que F33. Sistemas que apresentam
maior resisténcia ao fluxo e propriedades mecanicas semelhantes aos materiais solidos
provavelmente aumentam o tempo do estagio de contato entre as superficies. Apds o contato
inicial, diferentes forcas de atracdo (tais como ligagdes i0Onicas, covalentes, hidrofobicas,
ligagdes de hidrogénio e de van der Waals podem contribuir no processo de mucoadesao
(KARAVANA, 2012). Porém, observou-se também que apesar de o sistema F33 30%
apresentar uma maior tendéncia a estruturacdo a 37°C, ele ndo apresentou uma mucoadesao

semelhante a F33 100%.

Apoés o estadgio de contato, um estagio de consolidagdo seria necessario para que os
materiais mucoadesivos pudessem permanecer por mais tempo em contato com o muco. Duas
principais teorias estdo relacionadas a esse estagio: Os efeitos de interpenetracdo e de
desidratacdo. A teoria de interpenetracdo estd relacionada com a capacidade de cadeias
poliméricas de matérias mucoadesivos interagirem com as cadeias de glicoproteinas do muco.
A segunda teoria ¢ atribuida aos matérias capazes de gelificarem rapidamente em ambiente
aquoso. A elevada afinidade desses materiais pela agua causaria um processo de desidratacdo
da camada de gel de muco, o que forgaria a interacdo entre as duas superficies devido ao
surgimento de uma alta pressdo osmotica (SMART, 2014). Quando comparamos uma
formulagdo comercial (FC) contendo as mesmas proporg¢oes de fluido vaginal simulado (30%,
50% e 100%), podemos observar que a formulagdo comercial apresenta um comportamento
contrario a F33, uma vez que o aumento gradual do fluido simulado leva a uma diminuigao

expressiva na mucoadesdo da formulacdo. Portanto, notou-se que ao contrario de muitas
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formulagdes convencionais, a incorporagdo de muco vaginal na formulac¢ao ajudou no aumento

da organizagdo do sistema e no aumento das propriedades mucoadesivas.
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Figura 12. For¢a de mucoadesdao em mN para F33 e formula¢do comercial (FC) sem e com

diferentes proporcdes de fluido simulado (30, 50 e 100%).
4.6. Validacao do método analitico para quantificacao da hipericina em metanol

4.6.1.Seletividade

A seletividade ¢ o parametro que informa sobre a capacidade do método de avaliar a
presenga da substancia desejada de forma ndo equivocada mesmo na presenca de interferentes.
O método apresentou boa seletividade e ndo foram observadas influencias dos componentes da

fase movel no formato ou deteccdo dos picos.
4.6.2.Linearidade

Trés curvas analiticas foram obtidas apos a injecao das concentragdes selecionadas em
triplicata. Em seguida, uma curva analitica final foi construida a partir das médias dos sinais
obtidos para cada um dos pontos. Os coeficientes de variagcdo (%CV) calculados estavam abaixo
de 5% e o coeficiente de correlacdo (r*) foi superior a 0,99, conforme preconizado pela

ANVISA (BRASIL, 2017).
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Figura 14. Curva analitica obtida por regressao linear para a hipericina em metanol
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Tabela 9. Parametros obtidos a partir da curva analitica

120

Equagao da reta

Coeficiente de correlagdo (1?)

y= 39056x +4956,4
0,999
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O grafico de residuos comprova que existe proporcionalidade entre o sinal da area obtida

em funcdo da concentracdo dentro da faixa analisada. A andlise dos dados estatisticos por

ANOVA indicou que nao existiu diferenca significativa entre os dados reais obtidos e os valores

ajustados obtidos na regressao linear, uma vez que o valor de F calculado foi menor que o F

tabulado.
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Figura 15. Grafico dos residuos padrio para curva analitica em metanol



Tabela 10. Resultados do teste estatistico ANOVA

df SS MS F F calculado
Regressao 1 1,36.101°  1,36. 10"  97227,57 7,34. 1071
Residuos 6 8,4.10° 1,4.10°%
Total 7 1,36.10"3

4.6.3.Precisao e exatidao

42

Precisdo ¢ definida como a proximidade entre as respostas detectadas entre medidas

individuais de uma amostra em determinadas condi¢des. Ja a exatiddo informa a proximidade

entre o valor tedrico e o valor real quantificado por intermédio da curva de calibragao. Pode-se

concluir que o método foi preciso e exato, assim como os dados das Tabelas 11 e 12 evidenciam.

As analises apresentaram coeficiente de variagdo menor que 5% para precisdo e percentuais de

recuperacdo entre 80 e 120%, estando conforme mais uma vez com os pré-requisitos da

ANVISA (BRASIL, 2017).

Tabela 11. Precisdo intra-dia (repetibilidade) e intermediaria (reproducibilidade)

Repetibilidade Reprodutibilidade
Concentracio Coeficiente de Coeficiente de
(ug/mL) Area variagio Area yariacio
(CV%) (CV%)
0.5 17786988 4204 17670,01692 1,430
5 189562 805 1.884 2104605723 1,735
100 4085190333 1,865 4037223133 2,051
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Tabela 12. Exatiddo mtra-dia (repetibilidade) e intermediana (reproducibilidade)

Repetibilidade Reprodutibilidade
Concentracio Valor Percentual de Valor Percentual de
(ng'ml) experimental recuperacio experimental recuperacio
(ug/mL) (%) (ug/mL) %)
0.5 0.43 86.4 0.47 04 4
3 4,73 947 4.74 048
100 94.5 94.6 99.5 09.5

4.6.4.Robustez

Robustez ¢ definida como a capacidade de um método analitico resistir & pequenas

variagdes experimentais. O aumento do pH levou a um maior tempo de reteng¢do, porém, as

demais variacdes ndo causaram mudangas significativas no valor das areas, nem no tempo de

retencdo ou recuperagao da amostra (Tabelas 13-16). Todas as analises foram feitas para a

concentracao de 5 pg/mL.

Tabela 13. Variacio da vazio de 1 ml/min para 0.90 ou 0,95 ml /min

Fluxo de 0,90 mL/min Fluxo de 0,95 ml./min
Percentual Percentual
. Tempo de de . Tempo de de
Area Area
retencio recuperagio retengio  recuperagdo
(%) (%)
Media 54391733 11,040 21567622 11 547
DP BBTT 42 3764306045 1018 1457.02 131089028 1079

Ccv 435 0.34096975 0.947 1.1352320




Tabela 14. Alteracio da razdo entre acetonitrila: metanol

Fase mavel (33:37:10)

Fase movel (35:35:10)

Percentual Percentual
Tempo
. Tempo de de . de
Area Area de
retencio  recuperacio recuperacio
retencdo
(%) (%)
Media 18813901 11.384 17983932 11.556
DP 628901 89.02996 038 370180 1128153 895
CV 3,342 0,782039 2,058 1,0225
Tabela 15. Efeito da mudanca do comprimento de onda
589 nm 5391 nm
Percentual Percentual
Tempo
; Tempo de de S de
Area Avrea de
retencio recuperagio recuperagio
retencio
(o) (%0)
Meédia 20129073 10.872 2147683 10.934
Dp 3815240 96,99484522 1003 3030402 3636915 107 4
CV 1.895391 0,892152734 1,420322 3338328
Tabela 16. Efeito da mudanca no pH
pH 5.04 pH 5,06
Percentual Percentual
Tempo
; Tempo de de ; de
Area Area de
retencdo  recuperacdo recuperagao
retencdo
(%0) (%0)
Meédia 1973459 11585 2110762 13.030
DP 2609430 228.421394 98.5 8525296 §9.7162 98,5
CV 1322261 1,.97164283 4.038967 0.688535

44
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4.7. Valida¢ao do método analitico para quantificacao da hipericina no meio receptor
4.7.1. Seletividade

Assim como o método para quantificagdo da hipericina em metanol, nem o meio

receptor e nem os componentes da fase movel influenciaram no formato ou detec¢@o dos picos.
4.7.2. Linearidade

Podemos observar que também existe correlacdo entre os sinais obtidos e as
concentragdes testadas de hipericina no meio receptor. Os coeficientes de variagdo (%CV)
calculados estavam abaixo de 5% e o coeficiente de correlagado (r?) foi superior a 0,99, conforme
preconizado pela ANVISA (Brasil, 2017). Os dados estatisticos também indicaram que nao

existiu diferenca significativa entre os valores obtidos e ajustados.
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Figura 16. Curva analitica obtida por regressdo linear para a hipericina em solucdo receptora

Tabela 17. Parametros obtidos a partir da curva analitica

Equagao da reta y= 41317x - 14115

Coeficiente de correlacao (1?) 0,992
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Figura 17. Grafico dos residuos padrdo para curva analitica em metanol

Tabela 18. Resultados do teste estatistico ANOVA

df SS MS F F calculado
Regressdo 1 1,52.10% 1,52.10"*  7676,787 1,49.1071°
Residual 6 1,19.10'° 1,98.10°
Total 7 1,52.10"

4.7.3. Precisao e exatidao

O método desenvolvido para quantificacao da hipericina em solugao receptora também
apresentou-se preciso e exato (Tabelas 19 e 20). Mais uma vez, as andlises apresentaram
coeficiente de variagdo menor que 5% para precisdo e percentuais de recuperagdo entre 80 e

120%, estando conforme mais uma vez com os pré-requisitos da ANVISA (BRASIL, 2017).

Tabela 19. Precisio intra-dia (repetibilidade) e intermediana (reproducibilidade)

Repetibilidade Reprodutibilidade
Concentracio Valor Percentual de Valor Percentual de
(pg/mL) experimental recuperacio experimental recuperacio
(ug/mL) (%) (ug/mL) (%)
0.5 0.507 101.5 0.504 100.8
5 4.65 031 4,47 894

100 100.2 100.2 04.65 94.65
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Tabela 20. Exatiio intra-dia (repetibilidade) e intermediana (reproducibilidade)

Repetibilidade Reprodutibilidade
Concentracio Coeficiente de Coeficiente de
(pg/ml) Area variagio Area yanacio..
(CV%) (CV%)
0.5 199863011 2946 1956042188 1155
3 211425377 1.7824 213616575 3.0174
100 415397413 46522 390726022 29466

4.7.4. Robustez

Os mesmos parametros usados anteriormente para a validacdo da hipericina solubilizada

em metanol foram analisados. As variagdes ndo causaram mudangas significativas no valor das

areas, nem no tempo de retencao ou recuperagao da amostra (Tabelas 21-24).

Tabela 21. Variacdo da vazio de 1 mL/min para 0,90 ou 0,95 mL/min

Fluxo de 0,90 mL/min Fluxo de 0,95 mL/min
Percentual Percentual
Area Tempo de de Area Tempo de de
retencao recuperagao retengdo  recuperacao
(%) (o)
Media  195617,53 14,740 189137,6 14,788
DP 6770,4563 37,6430 101,5 3941,448  0,150164 98,3
Cv 3,461 0,34096 2,083904  1,015447




Tabela 22. Efeito da mudanca do comprimento de onda
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389 nm 391 nm
Percentual Percentual
Tempo
. Tempo de de . de
Area Area de
retencio recuperagio recuperacio
retencéo
(%0) (%0)
Média 19660133 14 650 183362 14 99%
Dp 4977 1895 0390042 101.9 7351663757 02389 955
CV 2.531 2.662407 4009371493 15929
Tabela 23. Efeito da mudanca no pH
pH 5.04 pH 5.06
Percentual Percentual
. Tempo de de . Tempo de de
Area Area
retengéio  TecuUperacao retencéo recuperacio
(%0) (%)
Média 19639804 14,107 206693 99 14,724
Dp 1835127 0.1668 1012 54462684 0326772363 106.8
CV 0.933441 1,1044 263404 357764577

Tabela 24. Efeito da mudanca na composicio da fase movel

Fase movel (33:37:10)

Fase mavel (35:35:10)

Percentual de
. Tempo de ,
Area recuperacio Area
retencao
(%)

Meédia 19755272 14.072 195604,21
DP 69336138 0.0962 102 4 2259.5586
CvV 3.509 0.6839 1,155

Tempo  Percentual de
de recuperacio
retengio (%0)
14,68
14 515 1015
14.86




49
4.8. Perfil de liberacio in vitro da hipericina

A Figuras 17 demonstram o perfil de liberagao da hipericina para o fotossensibilizador
em solugdo e incorporado em diferentes formulagdes, respectivamente. Diferentes modelos
matematicos foram utilizados para analisar as curvas de liberagdo (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. Assim, podemos observar
que o modelo de distribuigdo Weibull € o que melhor explica a cinética de liberagdao de todos

os sistemas analisados. A equagdo de Weibull ¢ expressa da seguinte forma:
m=1-—ex [_(t_—mb] (1)
= p P

Onde, m indica a fracdo de fA&rmaco acumulada em funcdo do tempo e Ti representa o
tempo de atraso anterior ao processo de dissolucdo ou liberagdo, e em muitos casos ¢ igual a
zero. Os parametros a ¢ b sdo constantes definidas como parametro de escala e de forma,
respectivamente. A primeira constante esta relacionada com o tempo, enquanto que o valor de
b define o formato da curva (COSTA; LOBO, 2001). Papadopoulou e colaboradores (2006)
observaram uma correlagdo matemadtica entre o pardmetro b e o expoente n da equagdo de
Peppas e concluiram que o parametro de forma b também esté relacionado ao mecanismo de
transporte do farmaco e as propriedades fisicas da matriz de liberacao. A equacao de Peppas ¢

definida da seguinte forma:

Mt e
M,

Onde, Mt e My sdo as quantidades cumulativas de farmaco no tempo t e infinito,
respectivamente, k ¢ a constante cinética e n, o expoente relacionado ao mecanismo de difusao.
Valores de n = 0,5 indicam que o mecanismo de difusdo ¢ predominante no processo de
liberagdo (Caso I) e valores acima de 0,5 indicam um comportamento complexo, onde a
liberacdo ocorre por meio de outro mecanismo além da difusdo (Caso II). A partir da equagao
derivada da correlacao entre os dois modelos, eles concluiram que valores de b < 0,75 indicam
que o principal mecanismo de liberag¢ao do sistema em estudo ¢ a difusdo. Ja valores de b> 0,75
correspondem ao caso II. Os valores de b para o firmaco livre, F33, F33 30% e F33 50% ficaram

abaixo de 0,75, o que indica que a liberagdo da hipericina esses sistemas ocorreu por de difusao.

Porém F33 100% apresenta um mecanismo de liberagdo complexo.
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Figura 17. Perfis de liberacdo da hipericina em solucdo e da hipericina incorporada em diferentes formulagdes

em funcao do tempo. Na figura os sistemas estdo representados da seguinte forma: FL- farmaco livre (®), F33 (o),
F3330% (V), F33 50% (A) e F33 100% (m).

Tabela 25. Modelos matematicos e parametros utilizados

Modelo cinético Parametro FL F33 F33 F33 F33 100%
30% 50%

Baker e Lonsdale R? 0 0,8768 10,9359 0,8457 0,8559
Higuchi R? 0 0,8778 0,9367 0,8421 0,8574
Hixon e Crowell R? 0 0,9709 0,9296 0,0526 0,9801
Peppas R? 0,7495 0,9775 0,9782 0,9864 0,9809
Primeira ordem R? 0 0,9712 0,9305 0,0598 0,9803
Weibull R? 0,9961 0,9959 0,9903 0,9969 0,9938
b 0,3299 0,7321 0,6694 0,6608 0,7841

*FL: Farmaco livre

Além disso, quanto maior o valor de b, menor sera a desordem do sistema

(PAPADOPOULOU et al, 2006). Assim, em relagdo a F33, o aumento da quantidade de fluido

vaginal no sistema até 50% levou a um aumento na desordem da formulacdo, o que casou um

leve aumento na liberagdo da hipericina. Porém, apds a adicdo de 100% de fluido, o sistema

passou a ter um aumento na sua organizagdo interna € um comportamento de liberagdo
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diferente. Esses dados corroboram com os resultados mecanicos e reoldgicos de que
provavelmente existe a formacdo de uma rede interligada entre as cadeias poliméricas do

sistema e da mucina.

Outra questdo importante ¢ a discrepancia entre a quantidade de hipericina liberada em
solugdo e incorporada nos sistemas. Diferentes fatores podem estar associados a esse

comportamento:

O colesterol é reconhecido como um agente que provoca a diminui¢do da fluidez de
membranas e esse efeito ¢ normalmente intensificado na presenca de cadeias lipidicas saturadas
ou com poucas insaturagdes, como o acido oleico (PAN; TRISTRAM-NAGLE-NAGLE,
2009). Dessa forma, o empacotamento mais conciso dos dominios lipidicos provavelmente
contribuiu para a diminuicao da permeabilidade e difusdo do fotossensibilizador (MICHALAK

etal., 2013).

A concentragdo e a afinidade da hipericina pelo sistema sdo outros fatores importantes
que influenciam o comportamento da sua liberagdo. A hipericina tende a migrar a partir de
ambientes aquosos para por¢des lipidicas, onde permanece na forma monomérica. Porém, apds
atingir uma determinada concentragao critica nesses sistemas, as moléculas desse pigmento se
associam e formam agregados ndo fluorescentes. Band e colaboradores (2011), por sua vez,
evidenciaram que o coeficiente de difusdo da hipericina ¢ inversamente proporcional ao

tamanho desses agregados.

Além disso, alguns estudos evidenciaram que a hipericina se acumula em regides ricas
em colesterol e lipidios saturados. Porém, o colesterol ¢ identificado como o principal
componente responsavel pela atragdo da hipericina em membranas e sistemas de liberagdo
devido a similaridade na morfologia entre as duas moléculas com configuragdo planar rigida
(ERIKSSON; ERIKSSON, 2011; HO et al., 2009). Joniova et al (2014) estudaram a influéncia
da razdo do colesterol em vesiculas unilamelares e demonstraram que o aumento da
concentracdo de colesterol no sistema leva a uma diminui¢do da quantidade de moléculas na
forma monomérica. Dessa forma, a elevada atracao da hipericina pelo colesterol no sistema
levaria a um aumento na probabilidade de interagdo entre as moléculas e a uma consequente

formacao de agregados, levando a retardo significativo na sua liberagao.
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4.9. Ensaio de permeabilidade e retenciao

O emprego de modelo porcino ¢ vantajoso porque ¢ possivel prever a permeabilidade
de farmacos na vagina humana (LORENZEN, 2015). Ambas mucosas apresentam propriedades
da barreira de permeabilidade devido a similaridade na morfologia e composi¢do da camada
epitelial (MACHADO et al., 2015), na resposta do sistema imune (LORENZEN, 2015), pH e
secrecoes (SQUIER et al, 2008).

O processo de absor¢do da membrana vaginal pode ocorrer de forma ativa ou passiva, e
0 mecanismo passivo inclui os transportes transcelular e paracelular. Foi visto que o mecanismo
de transporte passivo por meio da difusao constitui a principal rota de permeacao de substancias
ativas na vagina. As jun¢des de oclusdo que sdao constituidas por diferentes proteinas
transmembrana representam as principais barreiras para a permeacao entre as células vaginais
(MACHADO et al., 2015). A lipofilicidade, peso molecular, grau de ionizacdo e a quantidade
e composicao do fluido vaginal sdo fatores que afetam a passagem de moléculas por essas

juncgdes (BRANNON-PEPPAS, 1993; MACHADO et al., 2015).

A hipericina ndo foi detectada pelo método cromatografico para todos os sistemas
analisados ao longo das 12 horas de experimento. Por outro lado podemos observar na Figura
18 que a retencdo da hipericina na mucosa suina ocorreu de forma proporcional ao perfil de
liberagdo dos sistemas estudados. Boiy et al (2007) observaram que a penetragdo da hipericina
nas camadas da pele ocorre de acordo com a sua dissolucdo e afinidade pelo sistema de
liberacdo. A alta afinidade da hipericina por determinados veiculos acarretou em uma pobre
retencao do fotossenssibilizador na camada epitelial. Resultados semelhantes foram obtidos em
veiculos onde a hipericina era pobremente solivel devido a formacgao de agregados de alto peso
molecular. Porém, sistemas que continham componentes intensificadores de penetracao

levaram a um aumento da disponibilidade da hipericina na pele.

J& em outro estudo, Boiy e colaboradores (2007) concluiram que a concentragdo da
hipericina nos sistemas de liberagdo que continham intensificadores de penetragao influenciava
a distribuicao do fotossensibilizador dentro das camadas da pele. Menores concentragdes de
hipericina (0,01 -0,1%) levaram a uma retencao do pigmento nas camadas mais superficiais da
pele, enquanto que maiores concentragoes (1%) faziam com que a hipericina também ficasse
retida na derme. Porém, apesar da deteccdo de uma maior permeabilidade da hipericina, eles
nao observaram a presenca do pigmento na corrente sanguinea dos animais tratados. Resultados

semelhantes foram obtidos por Montoya et al. (2015) e Kamuhabwa et al. (2010).
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LOPES et al (2004), por sua vez concluiram que a concentracao dos intensificadores de
penetragdo influenciam de forma significativa na permeabilidade de firmacos. Eles observaram
que cristais liquidos que continham até 10% de monooleina, um intensificador de penetragao
estruturalmente similar ao acido oleico, induziam um aumento na permeabilidade da
Ciclosporina A, o que fazia com que o peptideo atingisse a corrente sanguinea. Porém,
concentragdes acima de 20% causavam a reten¢do da Ciclosporina A no tecido. Dessa forma,
eles acreditam que a elevada afinidade do peptideo pela monooleina, que permanece
particionada nas camadas mais superficiais da pele, seria o principal responsavel pela retencao

do agente na camada epitelial.

Portanto, mais uma vez concluimos que a composi¢ao, o perfil de liberagao,
concentracdo da hipericina e a interagdo da formulacdo com a mucosa seriam os principais
fatores responsaveis pela concentracdo do fotossensibilizador no sitio de ag@o. Isso indica que
os sistemas testados fornecem um tratamento de forma localizada (RAJABALAYA etal., 2017)
e impedem o surgimento de reacdes adversas de forma sistémica Montoya et al., (2015). Esse
efeito ¢ desejado principalmente para evitar possiveis reagoes de fotossensibilizagdo cutanea

causadas pela hipericina em pessoas expostas a luz do sol (SCHMITT et al., 2006).

k%%
k%%

Retencao da hipericina (ug/mL)

o\o s\e
S S
Ko S

&

Figura 18. Retencédo da hipericina (ug/mL) na mucosa suina ap6s 12 horas de experimento. Quando comparada
ao fotossensibilizador em solucdo (FL), F33 ¢ os demais sistemas contendo diferentes propor¢des de FVS (F33
30%, F33 50% e F33 100%) levaram a uma redugdo significativa na reteng@o da hipericina na mucosa suina, o

que ocorre devido & composigao e liberagdo sustentada das formulagdes. .
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4.10. Inativacao fotodinAmica

A Figura 19 demonstra o perfil de reducao do niumero de leveduras de acordo com os
parametros testados. O tratamento das leveduras apenas com emprego luz ou do
fotossensibilizador sozinho ndo apresentaram reducdes significativas no numero de células
viaveis. Ja para os testes feitos com o emprego da luz podemos observar que para o tempo de 5
minutos de irradiagdo, houve uma reducao de logio 1,48 para a concentragao de 50 pg/mL,
enquanto que nao ocorreram redugdes significativas para as demais concentragdes testadas. O
aumento do tempo de irradiagdo para 10 minutos, levou a uma redugdo de logio 1,70 irradiagao
para 6,25 pg/mL e uma completa eliminacdo das leveduras a partir de 12,5 pg/mL. J4 o tempo
para 15 minutos de irradiagdo casou uma redugado total do no nimero de leveduras em relacao
ao controle de crescimento para todas as concentragdes de hipericina. Dessa forma,
considerando que a fonte de luz possui a mesma intensidade, podemos concluir que existiu uma
dependéncia direta entre a efetividade da inativagdo do microorganismo ¢ a dose luz e a
concentracdo do fotossensibilizador. Quanto maior a dose de luz, menores concentragdes de
hipericina foram necessdrias para diminuir a viabilidade das leveduras em suspensao.
Resultados semelhantes foram observados por Rezusta e colaboradores (2012), bem como por

Paz-Cristobal ¢ colaboradores (2014).

Lopez-Chicon et al (2012) identificaram que o mecanismo de fotoinativacdo das
leveduras de Candida albicans ocorre tanto por meio do mecanismo tipo I quanto tipo II. O tipo
de espécie reativa originada depende do compartimento no qual a hipericina ¢ internalizada.
Eles observaram a formacao de oxigénio singleto em cepas de Candida albicans e concluiram
que a hipericina ¢ provavelmente armazenada em organelas que apresentam disponibilidade de
oxigénio. Por outro lado, quando leveduras foram tratadas em meios com baixa concentragao
de oxigénio, radicais superéxido foram detectados. Porém, eles observaram que a presenga de
peroxido de hidrogénio nas células teve uma atuagdo mais significativa na reducao da

viabilidade das leveduras.

A partir desses resultados, o tempo de 10 minutos foi escolhido para avaliar se a
formulacao aumentaria a eficacia da inativagdo das leveduras, pois foi o menor tempo que
apresentou melhores resultados e uma evidente dose subinibitéria da hipericina. Porém, o tempo
de incubagdo passou a ser de 2 horas e meia. Esse seria o menor tempo necessario para que uma
quantidade de hipericina semelhante a concentracao de 6,25 pg/mL, levando em consideragao

o perfil de liberacao dos formulacdes. A figura mostra que as formulag¢des F33 30%, F33 50%
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e F33 100% com e sem hipericina ndo apresentam toxicidade para as leveduras na auséncia de

luz.
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Figura 19. Inativacdo fotodindmica de leveduras de Candida albicans com hipericina livre (A-C) e formulagdes
contendo hipericina (D). CN (controle negativo) indica as células ndo passaram por nenhum tratamento. O controle
(L+F-) representa o grupo tratado apenas com luz e sem fotossenssibilizador. Diferentes concentragdes de
hipericina foram testadas sem o emprego da luz (6,25, 12,5, 25 ¢ 50 pg/mL) e com o emprego da terapia
fotodinamica (L+). F33 30%, F33 50%, F33 100% sdo os controles de toxicidade das formulagdes sem hipericina,
F33 30%-HIP, F33 50%-HIP, F33 100%-HIP sdo os controles com hipericina sem emprego de luz e F33 30%-
HIP (L+), F33 50%-HIP (L+), F33 100%-HIP(L+), com hipericina e emprego de luz.



56

Ja o tratamento realizado as formulagdes com hipericina incorporada pelo tempo de 10
minutos demonstrou que ndo existiram redugdes signinificativas no nimero de unidades
formadoras de coldnias. Esse fato estd provavelmente associado a pobre liberagdo do
fotossenssibilizador j& prevista pelo ensaio de liberagdo in vitro. Dessa forma, mais ensaios
seriam necessarios para verificar a viabilidade da formulagdo, tais como testes em modelos
animais in vivo. Porém, levando em consideragdo apenas os testes in vitro, apesar de as
formulacdes apresentarem um aumento na mucoadesdo, provaveis ajustes na composicao do
sistema precursor seriam necessarios para modular uma maior liberagdo da
hipericina,mantendo-se a capacidade de manter o fotossenssibilizador de forma localizada no

tecido tratado.
4.11. Ensaio de citotoxicidade

A Figura 20 demonstra a citotoxicidade das formula¢des F33 e os demais sistemas
contendo diferentes propor¢des de fluido vaginal simulado sobre células da linha L292.
Podemos observar que, todas as formulagdes com e sem hipericina incorporada foram
significativamente menos citotoxicas que o controle positivo (células tratadas com 100%
DMSO), exceto F33 HIP. De uma forma geral, a incorporacdo da hipericina nas formulagdes
levou a um leve aumento no numero de células mortas, porém essa diferenga apenas foi

significativa entre F33 e F33 HIP.
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Figura 20. Citotoxicidade da hipericina sobre a linhagem celular L 292 expresso pelo niimero de células mortas
(%). O grafico indica a reducdo do nimero de células vidveis em relagcdo ao controle positivo (CP) para as

diferentes formulagdes com e sem hipericina.
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Considerando que o periodo de incubagado das células com as diferentes formulagdes foi
realizada em auséncia de luz, acredita-se que a diminui¢do da viabilidade das células
provavelmente nio ocorreu devido a atividade de espécies reativas de oxigénio. E importante
notar que as células L292 pertencem a um linha de fibrossarcorma murino e apesar de a
hipericina geralmente apresentar baixa toxicidade no escuro, alguns estudos afirmam que a
hipericina pode apresentar atividade antiproliferativa para células tumorais mesmo na auséncia
de luz (JENDZELOVSKA et al., 2016). Além disso, o efeito mais pronunciado de F33 HIP
deve ocorrer devido a maior facilidade de migracdo hipericina presente na fase oleosa da
formulagdo para as membranas das células em relagdo as moléculas de fotossensibilizador

presas nas bicamadas dos cristais liquidos lamelares.
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5. CONCLUSOES

Conclui-se que o sistema isotrdpico e transparente F33 apresentou caracteristicas de
microemulsdo em uma regido proxima a transi¢do de fases. Quando em contato com fluido
vaginal simulado (FVS) em diferentes proporc¢oes (30, 50 e 100%), as formulacdes passaram a
exibir anisotropia e picos caracteristicos de cristais liquidos lamelares na técnica de
espalhamento de Raio-X a baixo angulo. O aumento da concentragdo de FVS provocou uma
provavel diminui¢do da organizacdo das mesofases lamelares até a concentracdo de 50% de
FVS, o que pode ser observado por meio da analise das propriedades mecanicas e reoldgicas
das formulagdes. Porém, a adi¢do de 100% de FVS levou a aumento significativo na
organizacdo do sistema, o que deve estar associado a formagao de uma rede em que ocorre a
interpenetracdo entre as cadeias do copolimero de as cadeias da mucina presentes do fluido
vaginal. Essa possivel interacdo justificaria o aumento significativo nas propriedades
mucoadesivas do sistema. Além disso, os sistemas apresentaram uma liberagdo sustentada da
hipericina e levaram a retencdo do fotossensibilizador de forma localizada na mucosa vaginal
suina. Ensaios de citotoxicidade em células murinas indicaram que as formulagdes apresentam
baixa toxicidade, a incorporagao da hipericina nos sistemas nao causou uma otimizagdo do
tratamento devido ao longo periodo necessario para liberacdo do fotossenssibilizador. Futuros
estudos in vivo seriam necessarios para avaliar se a formulacao ¢ realmente efetiva de acordo

com a composicao0 empregada.
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