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RESUMO 

COSTA, Rayssa Hellen Ferreira Costa. Géis micelares de terbinafina para tratamento 

antifúngico da candidíase vulvovaginal. Brasília, 2022. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Farmacêuticas) – Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2022. 

 

O presente trabalho propôs avaliar a viabilidade da aplicação de géis micelares e 

supramoleculares de terbinafina (TB) 2% no tratamento tópico de  candidíase vulvovaginal 

(CVV). Os tensoativos Kolliphor RH40 (RH40) e Gelucire 48/16 (GEL) 20%  (p/v) foram 

utilizados para obtenção de micelas, e a αCD (5% e 10%) foi adicionada para formar            os PPRs. O 

método analítico foi validado de acordo com os parâmetros de linearidade, seletividade, 

precisão e exatidão, limite de quantificaçã e detecção, seletividade e recuperação. As micelas 

foram caracterizadas quanto ao diâmetro médio, índice  de polidispersividade, potencial zeta e 

pH. As formulações foram avaliadas quanto  a viscosidade, mucoadesão e permeação na 

mucosa vaginal, bem como a atividade antifúngica     frente às cepas de Candida. O método 

mostrou-se linear, seletivo, preciso e exato na faixa de concentração de 2𝜇g/mL a 30𝜇g/mL. 

As micelas de TB apresentaram tamanho médio de aproximadamente 15nm, PDI abaixo de 0,3 

e potencial zeta de +3 mV. Todas as formulações mantiveram o pH próximo do pH da vagina 

(5,0). As formulações com αCD apresentaram aumento significativo (p < 0,05) da viscosidade 

em comparação com as dispersões sem αCD. Em relação a mucoadesão, as formulações com 

10% αCD apresentaram a força mucoadesiva estatisticamente superior as demais formulações 

(p < 0,05). As formulações com 10% αCD demonstraram desempenho ex vivo superior quanto 

à permeação na mucosa vaginal. Em adição, os testes microbiológicos confirmaram que a C. 

albicans e C. glabrata são sensíveis à TB com CIM de 8µg/mL e 4µg/mL, respectivamente. 

As formulações de RH40 sem αCD e GEL sem αCD, apresentaram zona inibição superior aos 

mesmos sistemas com αCD (p < 0,05) para C. albicans e C. glabrata. De modo geral, os                                   géis 

com αCD apresentaram melhores características em relação a viscosidade, mucoadesividade e 

permeação do fármaco demonstrando que a formação de PPRs é o fator preponderante para o 

desempenho da formulação. A atividade antifúngica da TB nas formulações foi                        mantida, visto 

que todas as formulações formaram halos de inibição comparáveis  àqueles formados pelos 

controles antifúngicos em solução aquosa. As formulações versáteis obtidas revelaram o 

potencial do uso das micelas e PPR como veículos para o tratamento tópico da CVV. 

 

Palavras-chave: Micelas; poli(pseudo)rotaxanos, géis supramoleculares, terbinafina, 

permeação vaginal, candidíase. 
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ABSTRACT 

COSTA, Rayssa Hellen Ferreira Costa. Terbinafine micellar gels for antifungal treatment 

of vulvovaginal candidiasis. Brasília, 2022. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Farmacêuticas) – Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2022. 

 

The present study aimed to evaluate the feasibility of applying 2% micellar and supramolecular 

terbinafine (TB) gels in the topical treatment of vulvovaginal candidiasis (VVC). The 

surfactants Kolliphor RH40 (RH40) and Gelucire 48/16 (GEL) 20% (w/v) were used to obtain 

micelles, and αCD (5% and 10%) was added to form the PPRs. The analytical method was 

validated according to the parameters of linearity, selectivity, precision and accuracy, limit of 

quantification and detection, selectivity and recovery. The micelles were characterized in terms 

of mean diameter, polydispersity index, zeta potential and pH. The formulations were 

evaluated for viscosity, mucoadhesion and permeation in the vaginal mucosa, as well as 

antifungal activity against Candida strains. The method proved to be linear, selective, precise 

and accurate in the concentration range from 2𝜇g/mL to 30𝜇g/mL. The TB micelles had an 

average size of approximately 15nm, PDI below 0.3 and a zeta potential of +3 mV. All 

formulations maintained the pH close to the pH of the vagina (5.0). Formulations with αCD 

showed a significant increase (p < 0.05) in viscosity compared to dispersions without αCD. 

Regarding mucoadhesion, the formulations with 10% αCD showed a statistically superior 

mucoadhesive strength than the other formulations (p < 0.05). The formulations with 10% αCD 

demonstrated superior ex vivo performance in terms of permeation in the vaginal mucosa. In 

addition, microbiological tests confirmed that C. albicans and C. glabrata are sensitive to TB 

with MIC of 8µg/mL and 4µg/mL, respectively. The RH40 formulations without αCD and 

GEL without αCD, showed superior zone inhibition than the same systems with αCD (p < 

0.05) for C. albicans and C. glabrata. In general, the αCD gels showed better characteristics in 

relation to viscosity, mucoadhesiveness and drug permeation, demonstrating that the formation 

of PPRs is the preponderant factor for the performance of the formulation. The antifungal 

activity of TB in the formulations was maintained, as all formulations formed inhibition halos 

comparable to those formed by the antifungal controls in aqueous solution. The versatile 

formulations obtained revealed the potential of using micelles and PPR as vehicles for the 

topical treatment of VVC. 

Keywords: Micelles; poly(pseudo)rotaxanes, supramolecular gels, terbinafine, vaginal 

permeation, candidiasis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A candidíase é considerada uma infecção fúngica ocasionada por leveduras do gênero 

Candida. Dentre as inúmeras espécies do gênero Candida, a C. albicans é a espécie mais 

isolada, 80-95% dos casos, nas amostras da mucosa vaginal. Entretanto, nos últimos anos, tem 

sido observado o aumento na frequência das infecções pelas espécies não albicans, como por 

exemplo, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. tropicalis. Essas espécies são mais 

associadas aos casos crônicos, e podem apresentar resistência aos tratamentos habituais devido 

ao uso indiscriminado dos antifúngicos tópicos e sistêmicos (BRANDOL et al., 2017; 

BRADFORD; RAVEL, 2017). 

A Candida spp. é um fungo comensal pois compõe parte da microbiota humana normal 

e muitas vezes reside em superfícies mucosas, como a cavidade oral ou o trato gastrointestinal. 

Além de sua comensalidade, as espécies de Candida podem, de forma oportunista, se tornar 

patogênicas se a microbiota do hospedeiro for interrompida ou se o sistema imunológico do 

hospedeiro for comprometido. A candidíase pode se apresentar sob diversas formas clínicas, 

graus de complexidade e manifestações clínicas que vão depender do tecido afetado podendo 

ser cutânea, mucosa ou sistêmica (ALONSO-MONGE et al., 2021; CAUCHIE et al., 2017; 

MISHRA; KOH, 2018; VALDERRAMA et al, 2018). 

A candidíase vulvovaginal (CVV) é caracterizada pela multiplicação excessiva de 

leveduras do gênero Candida na mucosa vaginal de mulheres em idade reprodutiva, processo 

que pode ser favorecido por diferentes fatores predisponentes. A C. albicans é a espécie mais 

comum isolada de pacientes com CVV, sendo responsável por 80-90% dos casos, seguida pela 

C. glabrata que apresenta prevalência de aproximadamente 5% dos casos de CVV por espécies 

não albicans (BRANDOL et al., 2017; GONÇALVES et al., 2016; SOBEL, 2004). 

O tratamento da CVV é feito com o uso de medicamentos antifúngicos, que podem ser 

administrados por via oral e/ou via tópica. O Ministério da Saúde preconiza alguns protocolos 

terapêuticos para o tratamento da CVV que incluem antifúngicos do grupo dos azóis e polienos, 

de forma isolada ou em associação, como fluconazol, miconazol, nistatina, itraconazol, nas 

apresentações de comprimidos, cremes vaginais e óvulos (CARVALHO et al., 2021). 

Nos últimos anos, diferentes cepas de Candida spp. têm desenvolvido resistência aos 

fármacos durante o tratamento e outras já são consideradas intrinsecamente resistentes ou 

menos suscetíveis a antifúngicos específicos, como o caso da C. glabrata que apresenta 

suscetibilidade intrinsecamente baixa e pode desenvolver resistência durante exposição 

prolongada à classe de antifúngicos azólicos (BORTS et al., 2005; ARENDRUP; 
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PATTERSON, 2017). Por conta disso, pesquisadores têm buscado novas alternativas 

terapêuticas para o tratamento da CVV. 

A terbinafina é um antifúngico sintético derivado da alilamina comumente usados em 

humanos e animais, tendo como mecanismo de ação a inibição do esqualeno epoxidase, uma 

enzima essencial na biossíntese do ergosterol na membrana celular dos fungos (RYDER, 1989). 

Atualmente, o medicamento é indicado para o tratamento de fungos patogênicos da pele, cabelo 

e unhas, incluindo dermatófitos como Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton floccosum 

e leveduras do gênero Candida (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016). Ao longo dos anos, 

estudos têm apontado o potencial terapêutico da terbinafina para o tratamento seguro e eficaz 

da CVV (FERAHBAS et al., 2006; CHE et al., 2007; SALEHEI; SEIFI; ZAREI, 2012; 

YASSIN et al., 2020). 

Outra limitação que envolve o tratamento de CVV são os efeitos adversos severos que 

podem estar associados ao uso oral dos medicamentos antifúngicos, como hepatotoxicidade e 

nefrotoxicidade, que podem comprometer a adesão e efetividade do tratamento 

(TRAGIANNIDIS et al., 2021; TVERDEK; KOFTERIDIS; KONTOYIANNIS, 2016; WANG 

et al., 2010; SONG, DERESINSKI, 2005). 

As terapias baseadas na administração tópica de antifúngicos para o tratamento da CVV 

apresentam algumas vantagens em relação à via oral como evitar o metabolismo de primeira 

passagem, promover o uso de menores doses do fármaco, proporcionar menor frequência de 

administração, com consequente diminuição da toxicidade e a redução dos efeitos adversos 

provocados pela administração sistêmica. Por outro lado, a administração tópica de fármacos 

no canal vaginal apresenta alguns obstáculos como o baixo tempo de residência das 

formulações convencionais, que pode influenciar no número de reaplicações, baixa absorção e 

biodisponibilidade do fármaco (LOURENÇO, 2013). Portanto, é altamente desejável projetar 

formulações que possam melhorar a permeação dos fármacos antifúngicos no tecido-alvo, 

assim como minimizar os efeitos adversos e, consequentemente, melhorar a adesão ao 

tratamento. 

Dessa forma, este projeto propôs avaliar a viabilidade da aplicação de micelas e PPRs 

de TB 2% como um sistema de liberação na mucosa vaginal para  tratamento tópico da 

candidíase vulvovaginal. A hipótese é que as micelas e os géis supramoleculares possam 

resistir mais tempo em contato com a mucosa vaginal, aumentando assim a biodisponibilidade 

local de fármaco. Avaliações in vitro, em cultura de C. albicans e C. glabrata e estudos de 

permeação ex vivo através da mucosa vaginal foram realizados a fim de confirmar tal hipótese. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a viabilidade da aplicação de micelas e PPRs de TB 2% como um sistema de 

liberação na mucosa vaginal para  tratamento tópico da candidíase vulvovaginal. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Desenvolver e validar um método analítico por Cromatografia de Alta Eficiência 

(CLAE) capaz de quantificar seletivamente a terbinafina extraída da mucosa vaginal 

suína após experimentos de permeação vaginal; 

• Obter diferentes micelas e géis supramoleculares de terbinafina 2%; 

• Caracterizar os géis micelares de terbinafina por meio de parâmetros como diâmetro 

hidrodinâmico, dispersão do tamanho, potencial zeta e pH; 

• Determinar a viscosidade das formulações; 

• Avaliar as propriedades mucoadesivas das formulações desenvolvidas; 

• Determinar a penetração da terbinafina em mucosa vaginal suína através das 

formulações desenvolvidas; 

• Analisar o perfil de susceptibilidade dos isolados de C. albicans e C. glabrata frente à 

terbinafina, fluconazol e itraconazol por meio do método microdiluição em placa; 

• Avaliar a atividade antifúngica dos sistemas desenvolvidos contra C. albicans e C. 

glabrata empregando o método de difusão em poço. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Anatomia e fisiologia da vagina 

 

O sistema reprodutor feminino, assim como o masculino, possui estruturas internas e 

externas. No interior da pelve feminina encontramos os ovários, as tubas uterinas, o útero e a 

vagina. A genitália externa feminina consiste no monte púbico, lábios menores e maiores, 

clitóris, vestíbulo e bulbo vestibular, como ilustra a Figura 1 (HEITMANN, 2014). 

 

Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor feminino. 

 

A vulva é o termo global que descreve todas as estruturas que compõem a genitália 

externa. Os principais componentes da vulva são o monte púbico, grandes e pequenos lábios, 

clitóris, bulbos vestibulares, vestíbulo da vulva, uretra e abertura vaginal. Uma das principais 

funções da vulva é a proteção da vagina (JACKSON et al., 2019; YEUNG; PAULS, 2016). 

 

Figura 2. Anatomia da vulva. 
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A vagina é o órgão genital feminino interno mais superficial caracterizada como um 

tubo muscular elástico de aproximadamente 10 cm de comprimento que se estende desde a 

vulva até o colo do útero. A vagina está intimamente relacionada com muitos dos órgãos da 

região pélvica, uma vez que o canal vaginal está posicionado entre a uretra e a bexiga 

anteriormente e o reto posteriormente (ALSHIEK et al., 2020; APPELBAUM et al., 2018). 

A mucosa vaginal apresenta espessura entre 150 a 200µm sendo revestida por epitélio 

escamoso estratificado não queratinizado e possui dobras transversais chamadas rugas, que 

podem ser visualizadas macroscopicamente. A mucosa vaginal é uma superfície úmida, 

geralmente devido à presença de muco, que reveste as paredes de várias cavidades do corpo, 

incluindo a vagina (GOLD; SHRIMANKER, 2021). O muco é uma secreção altamente viscosa 

e translúcida produzida por células caliciformes especializadas e desempenha papel importante 

no processo de adesão célula-célula, atuando também como lubrificante, permitindo a 

movimentação entre as células, desempenhando um papel fundamental na bioadesão dos 

sistemas mucoadesivos de liberação de fármacos (SHARMA et al., 2012). 

 O muco cérvico-vaginal (MCV) representa uma mistura de muco vaginal, cervical e 

uterino e é composto de 92 a 95% de água, íons e 5 a 8% de matéria sólida. A fração sólida é 

composta predominantemente por glicoproteínas de mucina, proteoglicanos e lipídios. O muco 

também contém proteínas de defesa, como imunoglobulina A secretora (IgA), lactoferrina e 

lisozima (LACROIX et al., 2020; ADNANE; MEADE; O’FARRELLY, 2018). 

A mucina (MCN) é a principal glicoproteína e corresponde a 90% de todo muco 

cervical. As glicoproteínas de mucina são responsáveis pelas propriedades viscoelásticas do 

muco e são formadas principalmente por carboidratos como N-acetilgalactoseamina, 

Nacetilglucosamina, fucose, galactose e o ácido siálico. Em pH fisiológico (5,8 – 7,4), o muco 

fica com carga negativa (devido ao ácido siálico e resíduos de sulfato) e adquire características 

de um gel fortemente coeso, uma vez que possuem a tendência de se agregar e formar uma rede 

tridimensional (BANSIL; TURNER, 2018). Estudos sugerem que, em função dessas 

características conferidas ao muco, a mucina possui um papel chave no processo de 

mucoadesão. Essa propriedade vem sendo utilizada na área farmacêutica com o intuito de 

potencializar a permeação de fármacos por meio do aumento do tempo de permanência da 

formulação em contato com o tecido-alvo (ENGGI et al., 2021; RENÇBER et al., 2021; 

CAZORLA-LUNA et al., 2019; VIGANI et al., 2019; RENÇBER et al., 2017). 

A vagina não contém glândulas, em vez disso, o fluido transuda através da parede 

vaginal. As células do revestimento contêm alta concentração de glicogênio que é fermentado 
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pelos Lactobacillus, presente na microbiota vaginal, de modo que o ácido lático seja produzido, 

tornando a superfície do revestimento levemente ácida (BOSKEY et al., 2001). 

O pH vaginal pode representar a saúde da vagina. Fatores fisiológicos podem modular 

o pH vaginal dependendo da fase da vida da mulher e da fase do seu ciclo menstrual. Aquelas 

em período não reprodutivo possuem um pH de aproximadamente 4,5, entretanto, durante o 

período menstrual este número pode variar de 6 a 4. No período de menopausa e pós-menopausa 

este valor também pode sofrer mudanças, apresentando valores de 4,5 até >5. Este ambiente 

altamente ácido promove a manutenção da microbiota vaginal e protege a vagina de muitas 

infecções (GODHA et al., 2018; MILLER et al., 2016). 

A microbiota vaginal exerce um papel importante para a manutenção da saúde do trato 

genital feminino. Em mulheres saudáveis, os Lactobacillus spp. são os principais componentes 

da secreção vaginal, aproximadamente entre 107 e 108 Unidades Formadoras de Colônia por 

mililitro (CFU/mL) (MARTINEZ, 2008). No entanto, o estresse ou desequilíbrios 

físicos/hormonais como, infecções vaginais, envelhecimento, atividade sexual e duchas 

vaginais, podem ocasionar mudanças que alteram tanto o pH vaginal como o equilíbrio entre 

os microrganismos comensais e patogênicos, causando desfechos desfavoráveis, tais como 

vaginose ou candidíase (LIN, 2021). 

 

3.2 Epidemiologia da CVV 

 

A CVV é a segunda infecção vaginal mais relatada entre as mulheres (BRANDOLT, 

2017; CAUCHIE et al., 2017; UNEMO et al., 2013). Estima-se que 70-75% das mulheres terão 

CVV ao menos uma vez na vida, 50% das mulheres poderão desenvolver a infecção pela 

segunda vez e que 5-10% delas terão CVV recorrente. A CVV recorrente (CVVR) é definida 

≥ 4 episódios de CVV em um ano (GONÇALVES et al., 2016; BRADFORD; RAVEL, 2017). 

A CVV não é considerada uma doença de notificação compulsória e, portanto, as 

informações sobre sua prevalência e incidência são incompletas e baseadas em estudos 

epidemiológicos muitas vezes prejudicados por imprecisões no diagnóstico e/ou pelo uso de 

populações não representativas (RODRÍGUEZ-CERDEIRA et al., 2019). 

Rathod e Buffler (2014) buscaram investigar as fontes das estatísticas sobre as 

características epidemiológicas e clínicas da CVV e CVVR disponíveis na literatura. A 

investigação possibilitou identificar que os números de incidência e recorrência frequentemente 

citados na literatura não são, de fato, apoiados por estudos epidemiológicos publicados, mas 

sim por reformulações de informações derivadas de relatórios não publicados e de opiniões 
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clínicas de especialistas que conferiu a estes uma “autoridade infundada”. Os autores ainda 

destacam que estudos de coorte de base populacional são essenciais para estimar a incidência e 

recorrência da CVV E CVVR e, caso os dados não sejam derivados desse tipo de estudo 

epidemiológico, não é possível fazer estimativas confiáveis da incidência e recorrência da CVV 

em uma população. No entanto, recentemente, estudos propuseram avaliar as estimativas de 

prevalência da CVV e CVVR. 

Uma revisão sistemática foi desenvolvida sobre prevalência global de CVVR.  Estima-

se que, a prevalência mundial de CVVR aproxima-se de 138 milhões de casos por ano, com 

uma prevalência anual global de 3.871 por 100.000 mulheres (Figura 3), com a maior 

frequência (9%) em pacientes com idade entre 25 e 34 anos, e um adicional de 372 milhões de 

mulheres são afetadas por CVVR ao longo da vida, causando morbidade substancial e carga 

econômica. Além disso, o estudo prevê uma tendência ascendente nos casos de CVVR até 2030 

(DENNING et al., 2018). 

 

 

Figura 3. Estimativa global dos casos de CVVR. 

Fonte: Adaptado de DENNING (2022). 

 

Um outro estudo buscou fornecer novas estimativas de prevalência da CVV e CVVR 

com base na análise de dados de 7 países. A prevalência da CVV e CVVR varia de acordo com 

a idade e a área geográfica. A CVV apresentou prevalência de 23% e a CVVR apresentou 

prevalência de 9% antes dos 50 anos, com pico entre os 19 e 35 anos (BLOSTEIN et al., 2017). 

Yano et al (2019) estudaram as perspectivas atuais dos pacientes sobre vários aspectos 

da CVV E CCVR e identificaram que a prevalência de CVV foi de 78% entre as mulheres 

participantes do estudo e que, a maioria delas, apresentaram 3 ou menos episódios anuais (65%) 

e uma proporção menor daquelas com 4 ou mais episódios anuais, a CVVR (35%) 

predominando na faixa etária de 26 a 40 anos. 

Número estimado de casos de 
CVVR em 100.000 mulheres (2013). 
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No Brasil, a CVV não faz parte da lista de doenças/agravos de notificação compulsória 

do Ministério da Saúde sendo a sua prevalência estimada com base em estudos transversais em 

grupos específicos que varia entre 11,8 a 29,7% (DE BRITO MUNIZ, 2018; BRANDOLT et 

al., 2017; GUNTHER et al., 2014; MASCARENHAS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011). 

As estimativas de incidência e prevalência com base automedicação e autodiagnóstico 

são problemáticas e um grande desafio dada a imprecisão das informações. Muitas pacientes 

com CVV não buscam atendimento médico e optam pelo autodiagnóstico e a automedicação 

contribuindo para que a prevalência real da infecção seja desconhecida. Durante o ciclo 

menstrual é comum que as mulheres apresentem aumento da secreção vaginal que pode ser 

interpretado como um sintoma de CVV ou CVVR. Essa interpretação pode contribuir para o 

autodiagnóstico errôneo e a automedicação desnecessária levando desde efeitos adversos a 

resistência antifúngica (MUÑOZ et al, 2012; CIUDAD-REYNAUD, 2007). 

 

3.2.1 Candidíase Vulvovaginal (CVV) e as características do gênero Candida 

 

A candidíase vulvovaginal (CVV) é uma infecção oportunista caracterizada pelo 

crescimento excessivo de leveduras do gênero Candida no sistema reprodutor de mulheres em 

idade fértil. O gênero Candida é amplo e compreende, aproximadamente, 200 diferentes tipos 

de espécies, que apresentam diversidade nos atributos de virulência e na patogenicidade. 

Apenas cerca de 10% das espécies são associadas a infecções (Figura 4) (BRANDOL et al., 

2017; BRADFORD; RAVEL, 2017). 

 

 

Figura 4. Representação da etiologia da CVV. 
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A CVV é a segunda infecção vaginal mais relatada entre as mulheres após a menarca 

(BRANDOLT, 2017; CAUCHIE et al., 2017; UNEMO et al., 2013). Enquanto C. albicans é a 

espécie mais comum isolada de pacientes com CVV, sendo responsável por 80-90% dos casos, 

a C. glabrata é a segunda mais comum, com prevalência de aproximadamente 5% dos casos de 

CVV por espécies não albicans (GONÇALVES et al., 2016; SOBEL, 2004). 

Infecções por Candida podem, ocasionalmente, ocorrer em processos de co-infecção, 

representando menos de 10% dos diagnósticos, porém, quando ocorre, as espécies mais 

comumente encontradas são C. albicans associada a C. glabrata (SOBEL, 1998; OLSON; 

JAYARAMAN; KAO, 2018). Um estudo realizado in vitro com epitélio vaginal humano 

reconstituído demonstrou que na co-infecção de C. albicans e C. glabrata, a C. albicans 

aumentou a colonização, invasão e dano tecidual de C. glabrata, o que também foi evidenciado 

pela expressão de genes de virulência (ALVES et al., 2014). 

A CVV pode ser classificada em duas categorias: CVV simples e CVV recorrente. A 

CVV classificada como simples tem gravidade leve à moderada, episódios esporádicos, não 

recorrentes, em uma hospedeira normal, geralmente causada por uma cepa de Candida spp. 

sensível aos antifúngicos comumente utilizados. A CVV recorrente (CVVR) é definida pela 

ocorrência de 4 ou mais episódios de CVV em um período de 12 meses (SOBEL, 1998). 

A causa dessas recorrências é desconhecida na maioria das mulheres, mas em alguns 

casos, pode estar relacionada à hospedeira imunocomprometida, infecção adquirida do 

intestino, por meio de contato sexual, falha no tratamento antifúngico e surgimento de linhagens 

resistentes de Candida spp. (KANG et al., 2018; SOBEL, 2016; MTIBAA et.al, 2017). 

A apresentação clínica da CVV consiste em secreção vaginal espessa, em grumos, e de 

coloração frequentemente branca, inflamação da vulva, eczema, fissuras e prurido intenso. 

Apesar da frequência desses sintomas, eles não são específicos da CVV pois são comuns a 

outras infecções fúngicas e bacterianas (MTIBAA et al., 2017). 

Pesquisadores buscaram investigar os erros de diagnósticos de infecções vaginais e 

demonstraram que, quando foram levados em consideração apenas os sintomas clínicos das 

pacientes, o diagnóstico foi errado em 77% dos casos de CVV (SCHWIERTZ et al., 2006). Por 

conta disso, o diagnóstico clínico deve sempre ser confirmado por métodos laboratoriais para 

garantir o diagnóstico correto e a escolha mais efetiva de tratamento. Os principais métodos 

utilizados no diagnóstico laboratorial de infecções fúngicas são a microscopia direta, cultura 

fúngica e testes de antígenos (SOBEL, 2016; OTAŠEVIĆ et al., 2018). 

O gênero Candida pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, 

ordem Saccharomycetales e família Saccharomycetaceae. Apesar de ser um gênero amplo com 
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mais de 200 espécies, apenas cerca de 30 delas apresentam potencial patogênico sendo isoladas 

de infecções em humanos (TURNER; BUTLER, 2014). 

Embora as leveduras de Candida spp. sejam reconhecidas como constituintes da 

microbiota vaginal, o canal vaginal não é considerado seu principal reservatório, mas sim o 

trato gastrointestinal (ALONSO-MONGE et al., 2021; CAUCHIE et al., 2017). Em indivíduos 

imunocompetentes, normalmente não ocorre crescimento excessivo e invasão sistêmica 

(VALDERRAMA et al, 2018), mas essas leveduras podem tornar-se patogênicas quando o sítio 

de colonização do hospedeiro passa a ser favorável ao seu desenvolvimento. Por conta disso, 

as espécies do gênero Candida spp. são consideradas fungos oportunistas (MISHRA; KOH, 

2018). 

Dentre os mecanismos pelos quais os fungos emergem de estado comensal para 

patogênico, destaca-se a plasticidade morfológica que permite a adaptação às diferentes 

condições impostas pelo hospedeiro por manter a integridade e a viabilidade celular 

(POULAIN, 2015). 

As formas leveduriformes de Candida spp. possuem tamanhos variáveis, entre 2 a 11µm 

de diâmetro e consistem em células simples, ovais, que se reproduzem assexuadamente por 

brotamento (WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Várias espécies do gênero Candida spp são 

dimórficas, ou seja, crescem na forma de leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras 

(TURNER; BUTLER, 2014). 

As espécies do gênero Candida spp. possuem a parede celular bem definida, com 

basicamente a mesma composição: quitina, polissacarídeos (glucanas e mananas) e proteínas 

(WHIBLEY; GAFFEN, 2015). No entanto, há variações nas proporções destes compostos entre 

as diferentes espécies do gênero. A parede celular de C. albicans é constituída de 60% de β-

glucana e cerca de 40% de mananoproteínas e quitina (HUANG, 2012). Já a parede celular de 

C. glabrata apresenta 50% a mais de proteínas e mananas, enquanto apresenta menos glucanas 

do que C. albicans. Além disso, quantidades maiores de quitina são observadas na parede 

celular da C. albicans quando comparadas com C. glabrata (DE GROOT et al., 2008; COSTA-

DE-OLIVEIRA et al., 2013). 

Macroscopicamente, as espécies do gênero Candida apresentam colônias de coloração 

branca a creme com texturas cremosas ou membranosas exibindo superfície variável de lisa a 

sulcada, brilhante ou opaca. De modo geral, as formas das colônias são circulares e as bordas 

ou margens, regulares a irregulares. Em meio nutritivo, apresentam crescimento dentro de 48 

horas, entre temperaturas de 25 e 37 °C (BARBEDO; SGARBI, 2010). 
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A patogenicidade da Candida spp. é mediada por múltiplos fatores de virulências sendo 

os mais estudados nos últimos anos: a adesão às células epiteliais, o pleomorfismo, a liberação 

de enzimas proteolíticas, plasticidade fenotípica, formação de hifas e a capacidade de formação 

de biofilmes (GONÇALVES et al., 2016; MEDEIROS et. al, 2017; MAJUMDAR et. al, 2016; 

CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). 

Apesar da alta prevalência e do grande número dos inúmeros fatores de risco associados 

à infecção por Candida spp., os mecanismos patogênicos da CVV e da CVVR ainda não foram 

completamente elucidados (GONÇALVES et al., 2016). 

 

3.2.2 Resistência de Candida spp. frente aos medicamentos comerciais 

 

O tratamento da CVV é feito com o uso de medicamentos antifúngicos, que podem ser 

administrados por via oral e/ou via tópica. O Ministério da Saúde preconiza alguns protocolos 

terapêuticos para o tratamento da CVV que incluem antifúngicos do grupo dos azóis e polienos, 

de forma isolada ou em associação, como fluconazol, miconazol, nistatina, itraconazol, nas 

apresentações de comprimidos, cremes vaginais e óvulos (CARVALHO et al., 2021). 

Nos últimos anos, houve um aumento expressivo em relação às infecções ocasionadas 

pelas espécies de Candida spp. que têm levado a um aumento no uso de agentes antifúngicos 

importantes, como os azóis e equinocandinas, tanto na terapia profilática como na terapia 

empírica, o que tem sido responsável pelo surgimento de cepas clínicas resistentes aos 

medicamentos antifúngicos comerciais (MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017). 

A resistência de dado microrganismo à determinado fármaco pode ser classificado 

inicialmente como intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca (ou primária) é encontrada 

ocorrendo naturalmente entre certos fungos sem exposição prévia ao fármaco, como ocorre na 

resistência à fluconazol por C. krusei. Já a resistência adquirida (ou secundária) é observada em 

cepas anteriormente sensíveis após a exposição a agentes antifúngicos e geralmente é 

dependente de expressão gênica alterada (PERLIN et al., 2017). 

Ao contrário do mecanismo de resistência aos antibióticos, não existe nenhuma 

evidência científica de que os fungos são capazes de inativar ou modificar os medicamentos 

antifúngicos como meio de adquirir resistência, porém a resistência antifúngica está associada 

a diversos outros fatores como exposição à terapia medicamentosa ineficaz (WHITE, MARR, 

e BOWDEN, 1988), modificações de mecanismos moleculares pelos fungos (ex: mutação dos 

receptores do fármaco (PEMAN, CANTON e ESPINEL-INGROFF, 2009), expressão de um 
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sistema de bombas de efluxo (SANGLARD et al, 1997; ALBERTSON et al, 1996), formação 

de biofilme (KUHN et al, 2002) e respostas pleiotrópicas (PFALLER, 2012). 

O aumento da resistência a azóis e equinocandinas por espécies de Candida é um 

problema cada vez mais sério em ambientes clínicos em todo o mundo. A compreensão dos 

suscetibilidade, toxicidade e resistência dos fungos a esses medicamentos é imprescindível para 

determinar a melhor opção terapêutica para o paciente (VIEIRA; NASCIMENTO, 2017; 

VIEIRA; SANTOS, 2017; LUDWIG et al; 2018). 

Os mecanismos atribuídos a resistência aos azóis tanto em C. albicans como espécies 

Candida não-albicans estão bem definidos e estão associados principalmente pela mutação do 

gene ERG11 que codifica a enzima a 14α-desmetilase, modificando o sítio alvo a ponto de 

influenciar na afinidade do antifúngico azólico a enzima, impedindo a interação com o fármaco. 

Outro importante mecanismo de resistência aos azólicos ocorre pela superexpressão do gene 

ERG11, resultando na produção excessiva da enzima 14α-desmetilase, tornando necessário 

aumentar a concentração do fármaco dentro da célula. Três outros mecanismos de resistência 

aos azólicos são conhecidos: alteração genética do alvo do fármaco Erg11, regulação positiva 

das bombas de efluxo Cdr1, Cdr2 e Mdr1 e inativação de Erg3 que sintetiza o esterol tóxico 

(WHALEY et al., 2017; BERKOW; LOCKHART, 2017; HOU et al., 2019; PRISTOV; 

GHANNOUM, 2019). 

A resistência aos antifúngicos da classe das equinocandinas ainda é bastante incomum 

e raro entre as espécies de Candida. O mecanismo de resistência está intimamente ligado a 

mutações do gene FSK1, que codifica a enzima 1,3-β-glucana sintetase, que é o alvo de ação 

das equinocandinas e é responsável pela síntese de 1,3-β-glucana, um componente importante 

da parede celular das espécies de Candida. Na clínica, essa mutação se manifesta pelo aumento 

das concentrações inibitórias mínimas das cepas de Candida e consequentemente na falha 

terapêutica (PERLIN, 2015; HOU et al., 2019; PRISTOV; GHANNOUM, 2019). 

 O mecanismo de resistência que isolados clínicos de Candida spp. exerce sobre os 

polienos ainda não foi bem caracterizada, mas é provável que o aumento ou diminuição do 

ergosterol presente na membrana do fungo possa estar associado aos casos de resistência. Essa 

resistência pode ser resultado de mutações nos genes que codificam as enzimas envolvidas na 

síntese de ergosterol. Por exemplo, in vitro, a ruptura de ERG3 e ERG6 causa diminuição dos 

níveis de ergosterol e resistência à anfotericina B em C. albicans e C. glabrata 

(BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020; CAROLUS et al., 2020). 

A terapia atual para o tratamento da CVV compreende poucas classes de fármacos, que 

se diferenciam principalmente quanto aos seus mecanismos de ação, levando à busca pelo 
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desenvolvimento de outras estratégias para superar a resistência fúngica, como a descoberta de 

novos fármacos e/ou atuação em novos alvos fúngicos (XIE et al, 2014). 

 

3.2.3 Perspectivas atuais de tratamento 

 

Os fungos, assim como os humanos, são organismos eucarióticos e há uma escassez de 

alvos seletivos que podem ser explorados para o desenvolvimento de novos fármacos 

antifúngicos. Como consequência, e em contraste com os antibióticos, o atual arsenal 

antifúngico ainda é muito limitado tornando evidente a necessidade pela busca de substâncias 

mais eficazes e novos mecanismos de ação para o tratamento de infecções fúngicas (SANTOS 

et al., 2018). 

A maioria dos fármacos disponibilizados para o tratamento da CVV são antigos e o 

ritmo de inovação dentro da área de micoses é muito lento tendo em vista que as primeiras 

equinocandinas foram aprovadas há 20 anos. O ritmo de desenvolvimento de novos 

medicamentos antifúngicos é consideravelmente menor quando comparado a outras áreas 

terapêuticas. No entanto, várias empresas de biotecnologia e universidades têm trabalhado 

arduamente para colocar no mercado novas opções de tratamento para CVV. 

A aprovação do Brexafemme® (Ibrexafungerp) representa o primeiro medicamento 

aprovado pela FDA em uma nova classe de antifúngicos em mais de três décadas. O 

Ibrexafungerp é um antifúngico, inibidor da glucano sintase, de amplo espectro pertencente à 

classe fungerp, desenvolvido pela empresa de biotecnologia Scynexis. O fármaco foi aprovado 

para o tratamento da CVV e também está sendo testado para o tratamento da aspergilose e 

outras infecções fúngicas invasivas. O medicamento ainda não é comercializado no Brasil 

(Figura 5) (SOBEL, 2022; BARNES; YANCEY; FORINASH, 2022; MASONE. 2021). 

 

Figura 5. Estrutura química do Ibrexafungerp. 

Fonte: ChemSpider, 2022. 
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Recentemente, a FDA aprovou o primeiro medicamento para tratamento da CVVR, o 

Vivjoa® (Oteseconazol). O Oteseconazol faz parte do grupo dos azóis e possui como 

mecanismo de ação a inibição do CYP51 na parede celular dos fungos, porém diferente dos 

demais medicamentos desta classe, o oteseconazol tem uma porção tetrazol (anel de cinco 

membros de quatro átomos de nitrogênio e um átomo de carbono), com seletividade ao alvo 

melhorada e não se liga ao CYP51 humano. O novo antifúngico oral é indicado para tratamento 

da CVVR apenas mulheres permanentemente inférteis ou pós-menopáusicas devido aos riscos 

de toxicidade embriofetal (Figura 6) (SOBEL; NYIRJESY, 2021). 

 

Figura 6. Estrutura química do Oteseconazol. 

Fonte: ChemSpider, 2022. 

 

O desenvolvimento e processo de introdução de um novo fármaco no mercado é um 

grande desafio tendo em vista que é um processo longo, oneroso e caro. A cada 100.000 novas 

moléculas descobertas, apenas 250 delas são submetidas aos ensaios pré-clínicos e apenas 5 

avançam para os ensaios clínicos. Estima-se que, das 100.000 novas moléculas descobertas, 

apenas uma delas pode chegar ao mercado. Os custos envolvidos no desenvolvimento de um 

novo fármaco podem chegar a um milhão e meio de dólares (FERREIRA et al., 2009).  Tendo 

em vista a necessidade de reduzir custos e a urgência de novos agentes antifúngicos, o 

redirecionamento ou reposicionamento de fármacos já existentes no mercado, para outros fins 

terapêuticos, é uma alternativa promissora e eficaz. 

O reposicionamento de medicamentos é um processo de identificação de novos usos 

terapêuticos para medicamentos antigos/existentes/disponíveis. Nos últimos anos laboratórios 

acadêmicos têm buscado desenvolver novos sistemas de entrega de fármacos já existentes, para, 

em princípio, permitir o desenvolvimento de terapias direcionadas, para proporcionar maior 
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eficácia e toxicidade reduzida, resultando em melhores resultados gerais para os pacientes 

(PUSHPAKOM et al., 2019). 

A maioria dos estudos sugerem o desenvolvimento de novos sistemas de entrega de 

fármacos, com base nos principais fármacos utilizados no tratamento de CVV, para melhorar a 

entrega intravaginal do fármaco como géis nanolipídicos, pastilhas à base de complexo 

polieletrólito de quitosana/ânion e filmes vaginais mucoadesivos de fluconazol (TAKALKAR; 

DESAI, 2018; KUMAR et al., 2013; DARWESH; ALDAWSARI; BADR-ELDIN, 2018); 

nanoemulsão de exopolissacarídeos e nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) à base de 

nistatina (HOSSEINI et al., 2020; SONG et al., 2020); nanopartículas de quitosana e microgéis 

mucoadesivos carregados de miconazol (AMARAL et al., 2019; KENECHUKWU et al., 2018) 

e; géis de cristal líquido e nanopartículas de policaprolactona carregadas de itraconazol 

(LUCENA et al., 2018; TIAN et al., 2022). Outra alternativa para o tratamento da CVV é o 

reposicionamento de fármacos já existentes no mercado, como é o caso da terbinafina. 

Recentemente, um estudo realizado por Arpa e colaboradores (2020) propôs examinar 

o possível uso de hidrogéis carregados de terbinafina para aplicação vaginal como parte do 

tratamento da candidíase vaginal. Polímeros naturais como quitosana, carboximetilcelulose de 

sódio e carbopol foram usados para o desenvolvimento de géis vaginais de terbinafina e 

demonstraram atividade antifúngica superior sobre diferentes espécies de Candida em relação 

ao produto comercializado. Os resultados confirmaram que os hidrogéis de terbinafina podem 

ser propostos como candidatos promissores para o tratamento de CVV. 

 

3.2.4 Cloridrato de Terbinafina 

 

O Cloridrato de Terbinafina (TB) (cloridrato de (E)-(N)-(6,6-dimetil-2-hepten4-inil)-N-

metil-1-naftalenometilamina) é um derivado sintético da alilamina com atividade antifúngica 

exercendo seu efeito através da inibição da enzima esqualeno epoxidase. A inibição enzimática 

leva à deficiência de ergosterol na parede celular do fungo e, por sua vez, ao aumento de níveis 

tóxicos de esqualeno intracelular. Como resultado, o fármaco interrompe a síntese da membrana 

celular fúngica e inibe o crescimento fúngico. Devido a esses mecanismos, a TB tem efeitos 

fungistáticos e propriedades fungicidas (GUPTA; FOLEY; VERSTEEG, 2017). 

A TB é um pó cristalino fino branco a esbranquiçado, com massa molar de 327,89 g/mol, 

correspondendo à fórmula molecular de C 21 H 26 NCl. Apresenta faixa de fusão entre 204 e 208 

ºC. A estrutura química do TB (Figura 9) apresenta um anel naftaleno substituído com cadeia 

lateral amina insaturada e grupo terminal-butil. O grupamento amina fornece a molécula caráter 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/allylamine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/squalene
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básico e apresenta pΚa 7,1. A TB apresenta natureza lipofílica (log P 3,3), e queratofílica e 

desta forma se acumula em pele, unha, cabelos e pelos e no tecido adiposo, apresentando alta 

permeabilidade e baixa solubilidade em água (0,000738 mg/L) sendo classificado como um 

fármaco da classe II no Sistema de Classificação Biofarmacêutico (Figura 7) (KUMINEK et 

al., 2013). 

 

Figura 7. Estrutura química do cloridrato de terbinafina. 

Fonte: ChemSpider, 2022. 

 

No Brasil, a TB é comercializada na forma de comprimidos e cápsulas (125 e 250 mg), 

na forma de cremes (10 mg/g) e sprays de soluções (10 mg/mL). A administração do 

medicamento é realizada por via oral (250 a 500 mg por dia) ou tópica (1% creme, aplicada 

uma ou duas vezes por dia), usualmente durante 2 ou 4 dias chegando em até 4 semanas 

dependendo do tipo de infecção. Atualmente, o medicamento é indicado para o tratamento de 

fungos patogênicos da pele, cabelo e unhas, incluindo dermatófitos como Trichophyton, 

Microsporum, Epidermophyton floccosum e leveduras do gênero Candida (KANAKAPURA; 

PENMATSA, 2016). 

A TB apresentou resultados satisfatórios, em condições in vitro, indicando ser altamente 

ativa contra C. albicans e algumas espécies não-albicans, como a C. parapsilosis, C. 

guilliermondii, C. glabrata e C. tropicalis (apresentando CIM entre 0,03125 a 4 μg/mL) 

(GARG et al., 2006). Yassin e colaboradores (2020) evidenciaram, em condições in vitro, que 

a terbinafina apresenta CIMs contra C. albicans e C. tropicalis de 5 μg/ml e 2,5 μg/ml, 

enquanto suas CMFs foram de 10 μg/ml e 5 μg/ml, respectivamente. Em um estudo realizado 

in vivo, a TB demonstrou seu potencial terapêutico no tratamento da CVV erradicando a 

infecção em apenas 2-3 semanas de tratamento (FAHIM et al., 2018). 
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A TB indicada para tratamento oral pode causar alguns efeitos adversos que tendem a 

ser leves e autolimitados, como reações alérgica, erupção cutânea, alterações na visão, 

problemas gastrointestinais, náuseas, vômitos, alterações do paladar, perda de cabelo 

(AGGARWAL et al., 2020; THATAI; SAPRA, 2018), porém na literatura há relatos de casos 

de hepatoxicidade induzida pelo uso prolongado de TB (KRAMER; ALBRECHT, 2017; 

KAUSHAL et al., 2017; CHOUDHARY et al., 2014; PERVEZE et al., 2007). O 7,7-

dimetilhept-2-eno-4-inal (TBF-A), metabólito aldeído da TB, pode desempenhar um papel na 

patogênese de sua hepatotoxicidade (AJIT et al., 2003). 

Além disso, como a TB inibe a enzima hepática CYP2D6, podem ocorrer interações 

medicamentosas quando utilizada em associação com outros medicamentos. A lista de 

medicamentos com potencial interação inclui, mas não se limita a, antidepressivos tricíclicos, 

inibidores seletivos da recaptação da serotonina, betabloqueadores, antiarrítmicos da classe 1C 

e inibidores da monoamina oxidase (GUPTA; VERSTEEG; SHEAR et al., 2018). 

Levando em consideração a baixa solubilidade em água da TB e os efeitos adversos 

causados pela administração oral do fármaco e, tendo em vista que não há disponível 

comercialmente TB para administração vaginal, sistemas micelares e supramoleculares 

demostram ser boas alternativas para a administração tópica do fármaco. 

 

3.3 Sistema de liberação de fármacos na mucosa vaginal 

 

As terapias baseadas na administração oral de antifúngicos para o tratamento da CVV 

geralmente são eficazes; no entanto, existem inúmeros efeitos adversos sistêmicos associados 

ao seu uso que podem impactar na adesão ao tratamento e consequentemente comprometer a 

efetividade do tratamento. Os efeitos adversos comuns incluem dor de cabeça, náuseas e 

distúrbios gastrointestinais, bem como anormalidades assintomáticas da função hepática. Além 

disso, a administração oral de medicamentos pode ser considerada um problema para mulheres 

que sofrem de distúrbios do trato gastrointestinal, bem como para mulheres grávidas, tendo em 

vista que os fármacos podem atravessar a barreira placentária e comprometer o 

desenvolvimento do feto (VALENTA, 2005; BRUSCHI; DE FREITAS, 2005). 

Na administração de fármacos, a via tópica apresenta algumas vantagens em relação à 

via oral como evitar o metabolismo de primeira passagem, promover o uso de menores doses 

do fármaco, proporcionar menor frequência de administração, com consequente diminuição da 

toxicidade e a redução dos efeitos adversos provocados pela administração sistêmica 

(LOURENÇO, 2013). As pacientes, geralmente, têm preferência por formas farmacêuticas na 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aldehyde
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forma de géis ou pomadas para administração no canal vaginal por representar uma aplicação 

fácil, cômoda e indolor (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005). Por outro lado, os sistemas de 

liberação de fármacos na mucosa vaginal apresentam algumas limitações que podem influenciar 

na resposta terapêutica. 

As formas farmacêuticas convencionais, como cremes, géis e óvulos, apresentam 

limitações que envolvem, geralmente, pouca retenção no canal vaginal, rápida remoção pelos 

fluidos fisiológicos da mulher e, principalmente pelo escoamento da formulação resultando em 

um baixo tempo de permanência na mucosa vaginal que pode influenciar no número de 

reaplicações, baixa absorção e biodisponibilidade do fármaco (HUSSAIN; AHSAN, 2005). 

Neste contexto, novos sistemas de liberação de fármacos têm sido propostos com o 

objetivo de controlar a liberação de fármacos no canal vaginal por um período prolongado. 

Diferentes técnicas vêm sendo adotadas no desenvolvimento de sistemas de liberação como a 

utilização de nanopartículas, lipossomas e ciclodextrinas, entre outros, para veiculação de 

fármacos. Assim, sistemas mucoadesivos de liberação vaginal se tornam uma alternativa 

promissora para contornar os desafios enfrentados pelas formas farmacêuticas convencionais 

(CARVALHO et al., 2010). 

Os sistemas mucoadesivos são extremamente vantajosos por controlarem a taxa de 

liberação de fármacos, estenderem o tempo de residência, aumentarem a eficácia terapêutica e 

diminuírem a frequência de administração na mucosa vaginal. Esse tipo de sistema apresenta 

como característica contato íntimo e prolongado da formulação com a mucosa vaginal e alta 

resistência aos mecanismos fisiológicos de remoção. O principal objetivo desse sistema é 

promover uma liberação controlada e sustentada do fármaco na mucosa vaginal (PEREIRA; 

BRUSCHI, 2012). Nos últimos anos, formas farmacêuticas mucoadesivas vêm sendo sugeridas 

para a liberação de fármacos na vagina, incluindo sistemas sólidos e semissólidos composta por 

diversos polímeros (RENÇBER et al., 2021; KENECHUKWU et al., 2018; DARWESH; 

ALDAWSARI; BADR-ELDIN, 2018; RENÇBER et al., 2017). 

Dentre as formas farmacêuticas sólidas e semissólidas, cremes e géis vaginais podem 

ser formulados como emulsões ou hidrogéis para liberação de fármacos. Nos últimos anos vem 

sendo muito estudado o desenvolvimento de hidrogéis para liberação de fármacos. Os hidrogéis 

são considerados sistemas carreadores de fármacos, devido suas excelentes propriedades de 

biocompatibilidade, permeabilidade e de intumescimento, assim como sua sensibilidade a 

estímulos. Os hidrogéis são redes tridimensionais insolúveis em água de cadeias poliméricas 

capazes de reter grandes quantidades de água (DREISS, 2020). 
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Recentemente, um estudo propôs encapsular a terbinafina (TB) em micelas e géis 

supramoleculares de poli(pseudo)rotaxanos (PPR) para aumentar a solubilidade do fármaco e 

obter uma formulação de base aquosa capaz de proporcionar viscosidade adequada para uma 

melhor permeação ungueal. Os tensoativos Kolliphor RH40 (RH40) e Gelucire 48/16 (GEL) 

foram utilizados para obtenção de micelas, e a αCD foi adicionada para formar os PPR. Os 

resultados do estudo revelaram o potencial do uso de micelas e PPR como veículos para o 

tratamento tópico de onicomicose (KRAWCZYK-SANTOS, 2020). 

 

3.3.1 Sistemas micelares 

 

As micelas são microestruturas automontadas formadas por tensoativos em um sistema 

aquoso e geralmente têm diâmetro < 50 nm. A porção hidrofóbica das moléculas anfifílicas 

forma o núcleo das micelas, enquanto a porção hidrofílica forma a casca ou a coroa. As micelas 

são formadas por tensoativos ou polímeros anfipáticos em solução aquosa em que a região polar 

está voltada para a superfície externa da micela e a região apolar voltada para o interior 

formando o núcleo da micela (Figura 8) (ALVAREZ-LORENZO; CONCHEIRO, 2008; 

GHOSH; RAY; PRAMANIK, 2020; GRIMAUDO et al., 2019). 

 

Figura 8. Representação gráfica da estrutura de micelas simples. 

 

Os segmentos hidrofóbicos na parte interna da micela apresentam elevada capacidade 

para encapsular compostos hidrofóbicos melhorando a solubilidade de fármacos pouco solúveis 

em água. Por outro lado, porções hidrofílicas garante a estabilidade do sistema, entre o núcleo 

hidrofóbico e o ambiente externo aquoso (MCKENZIE et al., 2015). 
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A formação das micelas somente acontece a partir da Concentração Micelar Crítica 

(CMC). Abaixo da CMC, o tensoativo é encontrado na forma de monômero, com o aumento 

da concentração no meio, a CMC é atingida e há um equilíbrio dinâmico onde as micelas 

começam a ser formadas. A partir dessa CMC, ocorre a ação da força de atração e da força de 

repulsão. A força de atração faz com que os unímeros se agrupem de forma organizada 

formando as micelas, evitando a exposição parte hidrofóbica das moléculas no meio aquoso. A 

força de repulsão impede que as micelas cresçam indefinidamente. Inúmeros fatores podem 

influenciar os valores de CMC de um tensoativo. Estes incluem tamanho e estrutura do grupo 

hidrofóbico, natureza do grupo hidrofílico, adição de eletrólitos e álcool, efeito da temperatura 

e adição de copolímeros (AHMAD et al., 2014; GHOSH; RAY; PRAMANIK, 2020; 

GRIMAUDO et al., 2019; MAKHMALZADE; CHAVOSHY, 2018) 

A obtenção de um CMC baixo é interessante, do ponto de vista farmacológico, para 

sistemas administrados por via vaginal. Ao atingir o tecido-alvo, micelas com valores de CMC 

alto podem se dissociar em monômeros e seu conteúdo pode ser liberado, visto que o volume 

de fluídos vaginais em que as micelas estão presentes aumenta muito e uma concentração 

abaixo da CMC é alcançada (GRALLERT et al., 2012). 

A limitação de tais micelas, no entanto, é que a diluição desse sistema leva à sua 

dissociação. Sistemas mais controlados são as micelas poliméricas, compostas por um núcleo 

hidrofóbico e uma casca hidrofílica, que são ligadas covalentemente. Micelas poliméricas são 

nanoestruturas, esféricas, coloidais e supramoleculares, geralmente, formadas a partir da 

automontagem de copolímeros em bloco anfifílicos que consistem em unidades hidrofílicas e 

hidrofóbicas em um ambiente aquoso (CAGEL et al., 2017; DESHMUKH et al., 2017). 

A principal vantagem das micelas poliméricas é a sua capacidade de controlar e 

sustentar a liberação dos fármacos no tecido-alvo. Como já dito anteriormente, as micelas são 

estruturas que se formam e se desfazem espontaneamente de acordo com a diluição do meio. 

Por conta disso, conforme as micelas são desfeitas, o fármaco é liberado aos poucos. Outras 

características que tornam as micelas poliméricas interessantes são seu alto peso molecular, 

baixa taxa de dissociação, melhor retenção do fármaco e acumulação sítio específica. De acordo 

com literatura, o diâmetro médio de micelas poliméricas para aplicações farmacêuticas se 

encontra na faixa de 10 a 100 nm (ZHANG; HUANG; LI, 2014; CAGEL et al., 2017; 

DESHMUKH et al., 2017). 

O segmento hidrofílico de micelas mais comumente usados para liberação de fármacos 

é o poli (etilenoglicol) (PEG), com um peso molecular de 2 a 15 kDa. O PEG forma uma coroa 

hidrofílica na superfície das micelas que minimiza a interação inespecífica com os componentes 
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do sangue e prolonga o tempo de circulação. O PEG é altamente solúvel em água, não tóxico e 

com carga neutra proporcionando estabilidade ao sistema e reduzindo a agregação micelar 

(HWANG; RAMSEY; KABANOV, 2020; MAKHMALZADE; CHAVOSHY, 2018). 

Outra estratégia utilizada para melhorar a estabilidade do sistema e a eficácia da 

encapsulação do fármaco é o uso de uma formulação micelar mista. As micelas mistas são 

formadas a partir de dois ou mais copolímeros em bloco diferentes e possibilitam uma 

abordagem direta e conveniente para melhorar a estabilidade física e aumentar as capacidades 

de carregamento de fármacos (Figura 9). Além disso, os sistemas de micelas mistas podem ser 

facilmente otimizados em relação ao tamanho e carga superficial, bem como à taxa de liberação 

do fármaco (SOBCZYŃSKI; CHUDZIK-RZĄD, 2018; ATTIA et al., 2011). 

 

Figura 9. Representação gráfica da estrutura de micelas mistas. 

 

3.3.2 Sistemas supramoleculares 

 

Um sistema supramolecular é um conjunto de subunidades moleculares que são 

organizadas por meio de interações intermoleculares que podem ser iônicas ou 

covalentes. Essas interações incluem ligações de hidrogênio, coordenação metálica, interações 

hidrofóbicas, forças de Van der Waals e interações iônicas (CHEN et al., 2019; DOMINSKI; 

KONIECZNY; KURCOK, 2019; MANTOOTH; MUNOZ-ROBLES; WEBBER, 2019). 

Os hidrogéis são utilizados como sistemas carreadores de fármacos, devido suas 

excelentes propriedades de biocompatibilidade, permeabilidade e de intumescimento, assim 

como sua sensibilidade a estímulos. Os hidrogéis são redes tridimensionais insolúveis em água 

de cadeias poliméricas capazes de reter grandes quantidades de água. Os hidrogéis 

supramoleculares, também conhecidos como “hidrogéis físicos”, diferem dos “hidrogéis 

https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/micelles
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/block-copolymer
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químicos” tradicionais principalmente em suas ligações cruzadas intermoleculares reversíveis 

e não covalentes que podem ser formadas por diferentes tipos de interações, como a interação 

hóspede-hospedeiro (DOMINSKI; KONIECZNY; KURCOK, 2019; MANTOOTH; MUNOZ-

ROBLES; WEBBER, 2019). 

As ciclodextrinas (CDs) são os macrocíclicos hospedeiros mais utilizados em hidrogéis 

supramoleculares. A CD é uma família de oligossacarídeos cíclicos que são compostos de 

subunidades de glucopiranose ligadas por α-(1,4). As subunidades são compostas por α-CD, β-

CD e γ-CD que contêm seis, sete e oito moléculas de glicose, respectivamente. O CD atua como 

uma molécula hospedeira formando um complexo de inclusão com um hóspede específico 

através de sua cavidade hidrofóbica (Figura 10) (HUANG et al., 2020; CONCHEIRO; 

ALVAREZ-LORENZO, 2013; DHIMAN; BHATIA, 2020; JACOB; NAIR, 2018). 

 

 

Figura 10. Estrutura funcional (à esquerda) e estrutura molecular (à direita) da αCD. 

 

Com polímeros como o PEG, o encadeamento da cadeia através das cavidades dos αCDs 

permite a formação de hidrogéis de polipseudorotaxano que exibem propriedades como 

comportamento tixotrópico de afinamento ao cisalhamento e injetabilidade após a gelificação, 

devido à natureza dinâmica dos complexos de inclusão. Para formar um hidrogel, as cadeias de 

PEG precisam ser longas o suficiente para que as regiões dos complexos de inclusão de CD 

tenham comprimento suficiente para formação da estrutura supramolecular (LORENZO-

VEIGA et al., 2019; SIMÕES et al., 2015). 

A formação de géis supramoleculares à base de PPR apresenta inúmeras vantagens que 

estão associadas principalmente a sua biocompatibilidade. Os géis supramoleculares como a 

possibilidade de serem preparados com diferentes tipos e combinações de polímeros, maior 

estabilidade da formulação, controle da liberação do fármaco, além de proporcionar maior 

tempo de permanência e prolongar a permeação de fármacos no local de aplicação devido à 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/cyclodextrins
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2020.00847/full#B19
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/thixotropic
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/injectability
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/gelation
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viscosidade proporcionada pelo sistema de liberação (MARCOS et al., 2016; SIMÕES et al., 

2015; TAVEIRA et al., 2018). 

 

3.3.3 Géis micelares e supramoleculares de terbinafina 

 

Um estudo realizado por Krawczyk-Santos (2021) propôs encapsular a terbinafina (TB) 

em micelas e géis supramoleculares de poli(pseudo)rotaxanos (PPR) para aumentar a 

solubilidade do fármaco e obter uma formulação de base aquosa capaz de proporcionar 

viscosidade adequada para uma melhor permeação ungueal. Os tensoativos Kolliphor RH40 

(RH40) e Gelucire 48/16 (GEL) foram utilizados para obtenção de micelas, e a αCD foi 

adicionada para formar os PPR. Ambos tensoativos e sua mistura (RH40: GEL, na proporção 

1:1) formaram micelas de cerca de 10 nm e um potencial zeta próximo de zero. As formulações 

mostraram transição sol/gel observada pela inversão dos valores de G’ e G” nos estudos de 

reologia. Além disso, a formação da estrutura supramolecular não afetou a solubilidade de TB. 

As formulações se mostraram seguras através da realização do teste de hemólise de acordo com 

a ISSO 10993. Os estudos de liberação in vitro mostraram fluxo diminuído para as formulações 

de PPR comparado às micelas, independente da concentração de αCD utilizada, como esperado 

devido a viscosidade aumentada dos sistemas. O estudo de hidratação mostrou a habilidade das 

formulações de interagir com a membrana ungueal, o que foi confirmado por microscopia 

eletrônica de varredura, e refletiu em ótimos resultados de permeação, principalmente para 

micelas de GEL e PPR (RH40: GEL) obtido com 10% αCD, que proporcionaram permeação 

de cerca de 3 vezes mais TB às regiões mais profundas dos cascos comparado às demais 

formulações. Formulações versáteis à base de água foram desenvolvidas e revelaram o 

potencial do uso de micelas e PPR como veículos para o tratamento tópico de onicomicose. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material 

Os insumos farmacêuticos utilizados neste trabalho foram: terbinafina (Sigma Aldrich, 

EUA), fluconazol (Gemini Indústria de Insumos Farmacêuticos Ltda, Brasil) e o itraconazol 

(Roche, Suíça). Os solventes, acetonitrila e metanol, grau CLAE foram adquiridos da J.T Barker 

(Philisburg, USA). As formulações foram preparadas com Kolliphor RH40® (Ashland, EUA), 

Gelucire® 48/16 (Gatté Fossé, França) e CAVAMAX® W6 (Ashland, EUA). As correções de 

pH foram realizadas com ácido clorídrico (HCl) e hidróxido de sódio (NaOH) (Dinâmica 

Química Contemporânea, São Paulo, Brasil). A Mucina tipo II crua de estômago suíno foi 

obtida na Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Para preparação do tampão citrato foram 

utilizados citrato de sódio e ácido cítrico foram obtidos da Neon Comercial Reagentes 

Analíticos Ltda (Suzano, São Paulo). As mucosas vaginais suínas foram gentilmente cedidas 

pelo Via Carnes Indústria e Comércio Eireli (Formosa, Goiás, Brasil). Filtros pré-limpos, de 

diâmetro 25 mm e poro 0,45 μm, hidrofóbicos e hidrofílicos, foram comprados de Analítica 

(São Paulo, Brasil). Todas as análises foram realizadas utilizando água ultrapurificada 

(Millipore, Illkirch-Graffenstaden, França). Os demais reagentes e matérias-primas utilizados 

em ensaios específicos estão descritos em suas respectivas seções. 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparo da solução estoque de TB 

 

As soluções de estoque de TB (100 µg/mL) foram preparadas dissolvendo 5 mg do 

fármaco em 50 mL de acetonitrila. As soluções de estoque foram utilizadas para a padronização 

do método analítico. 

 

4.2.2 Padronização de método analítico para quantificação da TB por CLAE 

 

O método analítico foi desenvolvido com o objetivo de obter a melhor resolução dos 

picos cromatográficos de TB com desempenho analítico aceitável. O método analítico foi 

padronizado e validado por um único analista. As análises cromatográficas foram realizadas em 

um sistema CLAE (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japão) composto por duas bombas 

(modelo LC 20-AT), um forno (modelo CTO-20AS), um detector DAD espectrofotométrico 
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(modelo SPDM20A) e um injetor automático de amostras (modelo 9SIL-20AD). A obtenção 

dos dados, análises e relatórios foram realizados usando o software Shimadzu LC. 

 

4.2.3 Determinação do comprimento de onda de máxima absorção da TB 

 

O espectro de varredura de comprimento de onda para cada fármaco foi obtido 

individualmente a partir da solução estoque utilizando um espectrofotômetro (Shimadzu UV 

Spectrophotometer UV-1800). Foram realizadas varreduras na faixa de 210nm e 260 nm, da 

solução estoque de TB, preparada a uma concentração igual a 100 μg/mL em acetonitrila, para 

se determinar o comprimento de onda de maior absorção do fármaco. 

 

4.2.4 Validação do método analítico 

 

A confiabilidade e o desempenho analítico do método por CLAE foram validados 

avaliando os parâmetros de linearidade, limite de detecção (LD) e quantificação (LQ), precisão 

e exatidão, seletividade e recuperação de acordo com as diretrizes da RDC nº 166 de 24/07/2017 

da ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), que estabelece critérios para a 

validação de métodos analíticos empregados em insumos farmacêuticos, medicamentos e 

produtos biológicos em todas as suas fases de produção. As soluções estoque de TB 

(100,0μg/mL) foram utilizadas para a validação do método analítico. 

 

4.2.4.1 Linearidade 

 

A linearidade do método proposto foi avaliada por meio da construção de uma curva 

analítica utilizando a solução estoque de TB (100 μg/mL) e a acetonitrila como solvente de 

diluição. A partir da respectiva solução estoque de TB, obteve-se as concentrações de 2,0; 5,0; 

10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 μg/mL. Tais soluções foram, então, analisadas por CLAE e os valores 

de área de seus picos foram plotados em uma curva, correlacionando a área de cada pico (eixo 

das abcissas) com sua respectiva concentração (eixo das ordenadas). Do gráfico foram extraídos 

os valores da equação da reta construída que, posteriormente, foram utilizados nas análises para 

a determinação das concentrações reais de fármaco nas amostras das formulações testadas nos 

diferentes ensaios, considerando o coeficiente de determinação (R²) = 0,999. 
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4.2.4.2 Precisão 

  

A precisão, analisada pelo cálculo do coeficiente de variação (CV%), expressa a 

concordância entre vários resultados analíticos da mesma amostra e com a mesma concentração 

com análises inter-dia e intra-dia. A precisão foi verificada analisando as diluições de 2,0; 5,0 

e 30,0 μg/mL e preparadas a partir das soluções de estoque de TB (100 μg/mL). Foram 

realizadas triplicatas de cada uma das três concentrações, totalizando nove resultados a serem 

analisados. Os resultados foram expressos matematicamente através do coeficiente de variação 

(CV%), calculado através da fórmula: 

 

𝐶𝑉% =
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑀é𝑑𝑖𝑎
 𝑥 100 

(Equação 1), 

onde: O Desvio Padrão representa a estimativa do desvio padrão da média dos resultados e a 

Concentração Média representa a média das medidas em triplicata para cada concentração 

analisada. 

 

4.2.4.3 Exatidão 

  

A exatidão representa o quão próximo os resultados individuais das amostras analisadas 

estão de um valor de referência. A exatidão foi verificada da mesma forma que a precisão e 

utilizou-se as mesmas concentrações já descritas com análises inter- e intra-dia. Os resultados 

foram expressos em função da porcentagem do erro relativo (E%), de acordo com a fórmula: 

 

𝐸% =
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑜 − 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟𝑅𝑒𝑎𝑙

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟𝑅𝑒𝑎𝑙
 𝑥 100 

(Equação 2), 

onde: Valorobtido corresponde à concentração obtida na análise e Valorreal corresponde à 

concentração que deveria ser encontrada na análise. 

 

4.2.4.4 Limite de quantificação (LQ) 

  

Para a obtenção do limite de quantificação (LQ) empregou-se a concentração de TB 

correspondente a 100 μg/mL, as quais foram analisadas por CLAE. Os resultados foram então 

analisados e o LQ foi definido como a menor concentração com precisão e exatidão dentro dos 
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parâmetros aceitáveis, que permitem uma variação máxima de até 5%. No presente trabalho 

foi considerado aceitável CV < 5 %. O LQ foi determinado através de cálculos baseados na 

curva de calibração representada pela Equação 3 que segue: 

 

𝐿𝑄 =
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑥 10

𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎çã𝑜
 

(Equação 3), 

Onde: O desvio padrão do intercepto com o eixo Y de várias curvas de calibração construídas 

contendo concentrações do fármaco próximas ao suposto limite de quantificação. 

 

4.2.4.5 Limite de detecção (LD) 

 

Para a obtenção do limite de detecção (LD), empregou-se a concentração de TB 

correspondente a 100 μg/mL, as quais foram analisadas por CLAE. Os resultados foram então 

analisados e o LQ o menor pico detectável (3 vezes maior que a linha de base) com precisão e 

exatidão dentro dos parâmetros aceitáveis, que permitem uma variação máxima de até 5%. No 

presente trabalho foi considerado aceitável CV < 5 %. O LD foi determinado através de cálculos 

baseados na curva de calibração representada pela Equação 4 que segue: 

 

𝐿𝐷 =
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑥 3,3

𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎çã𝑜
 

(Equação 4), 

Onde: O desvio padrão do intercepto com o eixo Y de várias curvas de calibração construídas 

contendo concentrações do fármaco próximas ao suposto limite de detecção. 

 

4.2.4.6 Seletividade 

  

A seletividade dos métodos representa a sua capacidade em dosar uma determinada 

substância mesmo na presença de outros compostos. Foram preparadas soluções contendo os 

contaminantes da mucosa vaginal suína, mas sem a contaminação das amostras com o fármaco. 

Uma alíquota dessas três soluções foi adicionada a uma solução de TB (100 μg/mL). Em 

seguida, as amostras, contaminadas ou não, foram filtradas em membranas de 0,45 µm e levadas 

para análise seguindo o método por CLAE, de forma a verificar a capacidade de quantificar e 

distinguir os fármacos dos interferentes da mucosa vaginal suína. 
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4.2.4.7 Recuperação do fármaco 

  

Inicialmente, foram extraídas áreas de aproximadamente 1,0 cm2 de mucosa com auxílio 

de uma tesoura e esses fragmentos foram colocados em frascos de vidro. As mucosas foram 

então contaminadas com a solução de TB (100 μg/mL) em acetonitrila, correspondendo às 

concentrações de 2,0; 10,0 e 30,0 μg/mL, respectivamente. 

Após a total evaporação do solvente, foram adicionados 5 mL de acetonitrila. Os 

fragmentos da mucosa vaginal suína ficaram imersos sob agitação por um período de 16h para 

total extração do fármaco. O sobrenadante foi filtrado em membrana com porosidade de 0,45 

μm e quantificado por CLAE. O teste foi realizado em triplicata para cada concentração 

analisada. Os resultados foram expressos em função da porcentagem do valor de concentração 

recuperado (Recuperação%), representada pela Equação 5 que segue: 

 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜% =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜𝑅𝑒𝑎𝑙
 𝑥 100 

(Equação 5), 

onde: Concentraçãoobtida corresponde à concentração obtida na análise das mucosas e a 

Concentraçãoreal corresponde à concentração que foi determinada através da curva analítica. 

 

4.2.5 Produção das micelas e dos géis supramoleculares de TB 

 

As dispersões micelares de Kolliphor® RH40 e Gelucire® 48/16 foram preparadas 

conforme o protocolo a seguir. Primeiramente, foi adicionado a quantidade necessária de 

polímero para obter a concentração de 20% (p/v) em tampão citrato (pH 5,0) das dispersões de 

RH40, GEL e da mistura de ambos na proporção 1:1 (RH40:GEL). Em seguida, a TB (2%, p/v) 

foi adicionada e os sistemas foram mantidos sob agitação magnética por 24 h a 25 ± 2°C. Em 

seguida, a αCD foi adicionada nas dispersões em diferentes concentrações (5% e 10%, p/v). A 

mistura foi homogeneizada para formação dos PPR (KRAWCZYK-SANTOS, 2021). 

 

4.2.5.1 Caracterização das micelares de TB 

 

As micelas desenvolvidas foram caracterizadas por meio da determinação do seu 

diâmetro hidrodinâmico médio, índice de polidispersividade (PDI) e do potencial zeta. no 

equipamento ZetaSizer Nano-ZS® pela técnica de espalhamento dinâmico de luz e velocidade 
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de migração eletroforética, respectivamente. As análises foram realizadas a partir da diluição 

das dispersões em água destilada (1:5) e filtração em filtros descartáveis de 0,45 µm. Todos os 

experimentos de caracterização foram realizados em triplicata para cada formulação. Os dados 

da caracterização das micelas foram analisados no software DesignExpert®. 

 

4.2.5.2 Determinação da viscosidade das formulações 

 

A viscosidade foi determinada utilizando viscosímetro rotacional (Viscosímetro Digital 

MVS-8, Marte), empregando-se o spindle 1 para os géis sem αCD, spindle 3 para os géis com 

5% αCD e spindle 4 para géis com 10% αCD. Os resultados foram expressos em milipascal 

(m.Pa). A leitura foi realizada no próprio recipiente em que as formulações foram 

acondicionadas. O spindle foi incorporado à amostra de modo a evitar a formação de bolhas de 

ar em contato com a superfície do mesmo. As velocidades do rotor empregadas para análise da 

viscosidade das amostras, com torque próximo a 50%, foram: 15 rpm para os géis sem αCD, 

60 rpm para os géis com 5% αCD e 60 rpm para géis com 10% αCD. 

 

4.2.5.3 Estudo in vitro de mucoadesão 

 

Foi preparada uma solução de mucina 8% (p/v) em água Milli-Q para o preparo dos 

discos de mucina. Os discos de mucinas foram preparados utilizando 250mg de mucina e 50 

μg/mL da dispersão de mucina (8%, p/v) formando discos com diâmetro de 9mm. O método 

empregado para caracterizar as propriedades mecânicas de cada formulação foi a análise do 

perfil de textura (APT) das formulações utilizando um analisador de textura TA-XT2 (Stable 

Micro Systems), no modo de força em compressão (Figura 10). 

 

Figura 11. Esquema do ensaio de mucoadesão. 
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Legenda: (a) solução de mucina 8% (p/v); (b) preparo do disco de mucina; (c) disco de mucina pronto; (d) 

texturômetro; (e) disco de mucina no probe; (f) ensaio de mucoadesão. 

 

4.2.5.4 Estudo de permeação estática ex vivo 

 

Os fragmentos mucosos foram firmemente fixados em um suporte contendo papel filtro 

embebido em 1 mL de tampão fosfato 0,01 mol/L, pH 7,4, a fim de evitar a desidratação da 

mucosa. Um compartimento doador de células de difusão de Franz (área de difusão = 1,3 cm2) 

determinou a área de permeação na superfície. O compartimento foi preenchido com 500 μL de 

cada formulação previamente desenvolvida. Todos os experimentos foram conduzidos por 3 h, 

em quintuplicata. Ao final do experimento, a mucosa foi retirada do suporte, o excesso de 

formulação foi removido com papel absorvente e água. A TB contida na mucosa foi extraída 

por 16h com 5 mL de acetonitrila sob constante agitação e posteriormente a amostra foi filtrada 

para leitura no CLAE (Figura 12) (PEREIRA et al., 2017). 

 

Figura 12. Esquema do ensaio de permeação estática. 

Legenda: (a) canal vaginal; (b) canal vaginal com corte longitudinal; (c) fragmento da mucosa preso ao suporte; 

(d) delimitação da área de permeação; (e) aplicação da formulação; (f) área difusional esférica após o 

experimento; (g) recorte da área permeada; (h) amostra preparada para recuperação; (i) amostra filtrada. 

 

4.2.5.5 Estudo de permeação vertical ex vivo 

 

Os ganchos foram colocados a aproximadamente 10 cm da abertura vaginal em todos 

os ensaios. Em seguida, as vaginas foram colocadas horizontalmente. Em cada canal vaginal, 

foi inserido uma seringa com 2 mL de cada formulação previamente desenvolvida. O pH das 

formulações foram ajustados para 4,5–5 para imitar o pH do ambiente vaginal. As vaginas 

https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mucosa
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permaneceram mantidas na posição horizontal por 10 min, permitindo que as formulações 

interajam com as mucosas. Após esse período, todas as vaginas foram penduradas, 

simultaneamente, na posição vertical no suporte e mantidas nessa posição por 3h. Após as 3h, 

as vaginas suínas foram removidas do suporte e colocadas em uma superfície plana. As vaginas 

suínas receberam cortes longitudinais no canal vaginal para remover fragmentos mucosos. Um 

compartimento doador de células de difusão de Franz (área de difusão = 1,3 cm 2) determinou 

a área de remoção dos fragmentos da mucosa. Os fragmentos foram colocados em um recipiente 

com 5 mL de acetonitrila sob agitação por 16h. As alíquotas resultantes foram filtradas em 

filtros de 0,45 m e quantificadas seguindo um método de CLAE para detectar a quantidade de 

TB extraído da mucosa (Figura 13) (PEREIRA et al., 2017). 

 

Figura 13. Esquema do ensaio de permeação vertical. 

(a) canal vaginal; (b) formulação e seringa; (c) administração da formulação; (d) mucosa presa ao gancho; (e) 

mucosas suspensas no suporte; (f) corte longitudinal no canal vaginal após o experimento; (g) delimitação da 

área de permeação; (h) amostra preparada para recuperação; (i) amostra filtrada para leitura no CLAE. 

 

4.2.6 Estudos in vitro da atividade antifúngica da TB 

 

4.2.6.1 Origem dos microrganismos e aspectos éticos 

 

Foi utilizada, nesta pesquisa, a cepa de C. albicans ATCC 90028 e C. glabrata ATCC 

90030 gentilmente cedida pela professora Yanna Karla de Medeiros Nóbrega e Rosane Mansan 

Almeida, do Laboratório de Microbiologia e Imunologia Clínica, da Faculdade de Ciências da 

Saúde da Universidade de Brasília (FS-UnB). Por ser tratar de uma pesquisa in vitro com uso 

de cepas ATCC, não foi necessário solicitar aprovação do comitê de ética em pesquisa. 
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4.2.6.2 Manutenção e cultivo de Candida spp. 

 

Todas as amostras empregadas foram conservadas em solução aquosa de glicerol a 10% 

e congeladas a -20ºC em microtubos de 1,5mL até utilização na pesquisa. Em momento 

oportuno, os isolados fúngicos foram cultivados a 35ºC (± 2ºC) por 24 horas, em tubos de ensaio 

contendo 5mL de caldo Ágar Sabouraud Dextrose (SDA) para emprego nos ensaios realizados. 

 

4.2.6.3 Padronização do inóculo 

 

A partir de subcultivos das cepas padrões de C. albicans ATCC 90028 e C. glabrata 

ATCC 90030 em SDA a 35ºC (± 2ºC) por 24 a 48 horas, foram preparados inóculos fúngicos. 

Para isto, foram suspensas colônias em 5mL de solução salina estéril 0,85%, contidas em tubos 

de ensaios, até obter uma suspensão equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 x 106 a 5 x 

106 células/mL). O inóculo foi utilizado em até 15 minutos após seu preparo para evitar possível 

perda de atividade por parte do fungo. 

 

4.2.6.4 Preparo das suspensões de trabalho 

 

Para que as concentrações de terbinafina (TB), fluconazol (FLU) e itraconazol (ITZ) 

nos poços da placa de microdiluição estivessem em uma faixa que possibilitasse a visualização 

dos pontos de concentração inibitória mínima (CIM) do fungo pelo fármaco foram preparadas 

suspensões de trabalho 200x mais concentrados a concentração final a ser testada. A TB 

(0,128g), FLU (0,128g) e ITZ (0,008g) foram diluídos em 10mL de DMSO. Em seguida, as 

suspensões foram diluídas na proporção de 1:1000 resultando em 2x a concentração final do 

antifúngico em meio RPMI. 

 

4.2.6.5 Inoculação da placa de microdiluição 

 

O método de microdiluição obedeceu aos critérios descritos na norma M27-A3 da 

Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2008). 

Os testes de susceptibilidade foram realizados em placas de microdiluição com 96 poços 

de fundo chato, com tampa individual. Cada coluna da placa representava, ou a replicata de 

uma diluição seriada, ou um controle de esterilidade ou crescimento. Primeiramente, em todos 
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os poços da placa foram adicionados 200 µL do inóculo. Em seguida, apenas no primeiro poço 

de cada triplicata, foram adicionados 200 µL do fármaco 2x a concentração final do antifúngico. 

O inóculo, somado a amostra, foi homogeneizado e, então, transferiu-se 200 μL para os poços 

da segunda coluna. Novamente, homogeneizou-se os poços da segunda coluna e transferiu-se 

200 μL para os poços da terceira coluna. Este procedimento foi repetido até a última coluna, 

onde 200 μL foram descartados, de forma que a concentração em cada poço fosse sempre a 

metade da concentração do poço anterior. As três últimas colunas foram utilizadas para o 

controle de esterilidade e de crescimento. As placas foram incubadas em estufa microbiológica 

a 35° C, por 24 horas. A placa com 96 poços foi retirada da estufa, após incubação por 22 h e, 

em cada poço, foi colocado 30 μL da solução de resazurin 0,01%. Após 2h, os resultados foram 

analisados visualmente, com a coloração rosa indicando a proliferação do fungo e a cor azul 

indicando que o fármaco eliminou o fungo inoculado. Após a incubação final, foi retirada uma 

alíquota de 10µL de cada poço que não apresentou crescimento da levedura. Esta alíquota foi 

semeada em placa contendo o meio Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid Ltda) e incubadas a 37°C 

por 24h. Ao final do período de incubação, verificou-se o número de CFUs para confirmação 

da inibição do crescimento de leveduras, quando houve ausência total de crescimento 

microbiano (Figura 14). 

 

Figura 14. Representação gráfica do teste de suscetibilidade. 

Legenda: Placa de microdiluição de 96 poços com a designação dos poços reservados para os fármacos e os 

controles utilizados. 

 

4.2.6.6 Método de difusão em poço 
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O método de difusão em poço é uma adaptação do método de disco-difusão. Para este 

método, foram preparadas placas de SDA. As suspensões foram padronizadas de acordo com a 

turbidez da escala McFarland correspondendo a aproximadamente 108 Unidades Formadoras 

de Colônia por mililitro (UFC.mL–1) e inoculadas com o auxílio de alças de Drigalski. A 

remoção do meio de cultura sólido foi realizada com auxílio de cilindros de 4mm de diâmetro 

para a formação de poços, nos quais é possível aplicação das substâncias a serem analisadas. 

Os poços foram preenchidos com 30 L das formulações de TB 2%. O controle positivo foi o 

fluconazol e controle negativo foi a solução salina 0,85%. As placas foram incubadas em estufa 

a 35°C por 24h. Os testes foram realizados em triplicata. A atividade antifúngica de cada 

formulação foi representada na forma de halos de inibição, que foram medidos com auxílio de 

uma régua milimetrada. A zona ou o halo de inibição de crescimento é medida partindo-se da 

circunferência do disco ou poço até a margem onde há crescimento de microrganismos 

(OSTROSKY et al., 2008). 

 

4.2.7 Análise estatística 

 

Serão utilizados os testes de análise de variância (ANOVA), t-student para amostras 

pareadas e não pareadas na avaliação de possíveis diferenças entre médias. O valor de p < 0,05 

será utilizado para rejeitar a hipótese de nulidade. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Método analítico para quantificação da TB por CLAE 

 

O método analítico avaliado neste estudo teve como objetivo a quantificação de TB na 

presença de contaminantes presentes na mucosa vaginal suína, de onde o fármaco foi extraído 

para a realização de experimentos de permeação vaginal. Assim, partiu-se de diferentes 

variações nas condições cromatográficas para otimização do método analítico para a 

determinação de TB e realizou-se validação do método escolhido em termos de linearidade, 

seletividade, precisão e exatidão, limite de quantificação (LQ) e limite de Detecção (LD), 

seletividade e recuperação. 

 

5.1.1 Determinação do Comprimento de Onda (λ) do TB 

 

A varredura da solução de TB (100 μg/mL) apresentou dois picos de absorção: o 

primeiro em 210 nm e o segundo, com maior intensidade, em 260 nm. Inicialmente, os dois 

comprimentos de onda foram utilizados para as análises realizadas no CLAE. No entanto, 

verificou-se que em 260 nm os picos referentes a TB nos cromatogramas eram mais intensos, 

simétricos e proporcionais, sendo, portanto, selecionado para detecção do fármaco em estudo. 

 

5.1.2 Condições cromatográficas para quantificação do TB por CLAE 

 

As análises cromatográficas foram realizadas em um sistema de cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japão) composto por duas 

bombas (modelo LC 20-AT), um forno (modelo CTO-20AS), um detector DAD 

espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e um injetor automático de amostras (modelo 9SIL-

20AD). A aquisição de dados, análise e relatórios foram realizados usando o software Shimadzu 

LC. Utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 (150mmx4,6mmx3µm, Discovery, Supelco) 

com a fase móvel composta por acetonitrila, metanol e água (60:30:10, v/v), fluxo de injeção 

de 0.800mL/min, forno na temperatura de 40ºC, com volume de injeção correspondente à 5 μL 

e detecção UV à λ 260 nm. O método desenvolvido no próprio laboratório (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Condições cromatográficas para quantificação do TB por CLAE 

Parâmetros do método analítico Condições cromatográficas 

Coluna 
Coluna de fase reversa C

18
 

(150mmx4,6mmx3µm, Discovery, Supelco 

Fase móvel Acetonitrila, metanol e água (60:30:10) 

Fluxo de injeção 0.800mL/min 

Temperatura do forno 40ºC 

Volume de injeção 5 mL 

Detecção UV λ 260 nm 

Tempo de corrida 15 minutos 

Tempo de retenção 7,5 minutos 

 

5.1.3 Linearidade 

 

A linearidade representa a capacidade do método de obter respostas analíticas 

diretamente proporcionais à concentração de um analito em uma amostra (ANVISA, 2017). As 

áreas dos picos plotadas em relação à concentração dos fármacos foram consideradas lineares 

na faixa de concentração de 2,0 a 30,0 μg/m representada pela figura 15. 

 

Figura 15. Representação gráfica da curva analítica de TB. 

 

A equações de regressão foi y = 8330x + 352,68 e o coeficiente de correlação da curva 

padrão foi 0,9992, mostrando alta probabilidade de correlação. Observou-se que o coeficiente 

de correlação e a análise de regressão estão dentro dos limites estabelecidos tanto pela ANVISA 

(2017). O método proposto mostrou-se linear, mesmo em uma faixa estendida de sua curva 

analítica, garantindo mais confiabilidade nos resultados das análises realizadas. 
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5.1.4 Precisão e Exatidão 

 

A precisão de um procedimento analítico é a avaliação da proximidade entre os 

resultados obtidos em análises repetidas e independentes, a partir de um mesmo método 

(ANVISA, 2017). Ambos os métodos propostos se mostraram precisos e exatos em relação às 

concentrações analisadas inter- e intra-dia (Tabela 2), levando-se em consideração as 

especificações estabelecidas pela ANVISA (2017), que estabelecem como aceitáveis valores 

de precisão e exatidão com variação máxima de 5%. 

 

Tabela 2 – Análise dos parâmetros de precisão e exatidão intra-dia e inter-dia. 

 Concentração 

teórica (µg/ml) 

Concentração 

experimental (µg/ml) 

Precisão 

(CV %) 

Exatidão 

(E %) 

intra-dia 

(n = 9) 

2,0 2,05 4,14 102,34 

5,0 4,99 3,72 99,74 

30,0 29,06 2,98 96,88 

     

inter-dia 

(n = 9) 

2,0 2,06 1,80 102,80 

5,0 4,96 3,99 99,24 

30,0 29,93 4,60 99,78 

 

A precisão foi avaliada para identificar erros aleatórios que não podem ser controlados, 

como por exemplo tempo de análise, reagentes, acurácia das vidrarias e preparo de amostras. 

Para intra-dia e inter-dia, os coeficientes de variação (CV%) variaram entre 1,80% e 4,60%. 

Esses valores estão de acordo com o máximo limite de 5% proposto pelos órgãos nacionais e 

internacionais de validação. O método apresentou bons valores de exatidão, estando dentro dos 

limites aceitáveis para validação de métodos bioanalíticos entre 85% e 115%. 

 

5.1.5 Limite de quantificação (LQ) e Limite de Detecção (LD) 

 

O LD diz respeito à menor concentração do analito na amostra que pode ser detectado, 

entretanto o valor não necessariamente pode ser quantificado com exatidão (ANVISA, 2017). 

Já o LQ é referente à menor concentração do analito presente em uma amostra que pode ser 
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analisada com precisão e exatidão aceitáveis considerando as condições experimentais 

estabelecidas (ANVISA, 2017). 

Utilizando-se a metodologia proposta pela ANVISA (2017) obteve-se o valor do desvio 

padrão (DP) do intercepto com o eixo Y de várias curvas de calibração construídas contendo 

concentrações do fármaco próximas ao suposto limite de quantificação. Portanto, substituindo-

se este valor nas equações 3 e 4, o LQ da TB foi de 0,810 µg/mL e o LD de 0,267 µg/mL. 

Os limites foram inferiores ao menor ponto da curva analítica. Dessa forma, o método 

analítico proposto é sensível para detectar e quantificar, com precisão e exatidão, a TB nos 

ensaios de permeação realizados. 

 

5.1.6 Seletividade (estudo dos interferentes) 

 

A seletividade de um método analítico é a capacidade de identificar e quantificar os 

fármacos inequivocamente, mesmo em meio à possíveis interferentes presentes na amostra 

(ANVISA, 2017). A metodologia utilizada para a detecção do fármaco em amostras contendo 

os diversos meios em que o fármaco se encontrava diluído, ao longo dos experimentos 

retratados neste trabalho (água MilliQ, acetonitrila e variações destes, somados a filtrado de 

mucosa vaginal) se mostrou adequadamente seletiva. 

Nas condições de análise, os possíveis interferentes não apresentaram resposta 

detectável e, consequentemente, não foram verificadas alterações nos tempos de eluição, ou 

mesmo alterações nas formas e área dos picos do fármaco, quando comparados aos dados do 

fármaco em solução (Figura 16). Dessa forma, o método analítico pode ser considerado seletivo 

para quantificação da TB na mucosa vaginal suína. 

 

Figura 16. Cromatogramas obtidos por CLAE com detecção em 260 nm. 

Legenda: cromatograma referente a mucosa vaginal suína em acetonitrila (à esquerda) e mucosa vaginal suína 

contaminada com TB em acetonitrila (à direita). 
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5.1.7 Recuperação do fármaco a partir da mucosa vaginal suína 

  

A exatidão dos métodos analíticos foi avaliada em termos de recuperação do fármaco 

da matriz biológica (mucosa vaginal suína). Os fármacos podem interagir de diversas formas 

com os componentes da mucosa vaginal e, assim, a recuperação dos fármacos a partir dessa 

matriz tem como objetivo verificar a capacidade de extração do solvente empregado. Essa etapa 

permite padronizar o método extrativo, o que garante a quantificação adequada e eficiente dos 

fármacos (PEREIRA et al., 2017). Na Tabela 3 estão apresentados os resultados de recuperação 

do TB, em diferentes concentrações, extraídos com 5 mL do solvente selecionado. 

 

Tabela 3 - Porcentagem de recuperação da TB da mucosa vaginal suína. 

Concentração teórica 

(µg/ml) 

Concentração recuperada 

(µg/ml) 
% de recuperação* 

2,0 2,39 ± 0,54 119,47 

10,0 13,45 ± 0,89 134,49 

30,0 41,04 ± 1,28 136,79 

 

Através da análise dos dados apresentados na Tabela 3 acima, conclui-se que o processo 

de extração se mostrou eficiente na quantificação do TB retido na mucosa. Nas três 

concentrações analisadas, recuperou-se 100% do fármaco adicionado à mucosa e as 

porcentagens de erro estão dentro do limite aceito para validação de métodos envolvendo 

processos extrativos (± 15%). 

 

5.2 Desenvolvimento das micelas e dos géis supramoleculares de TB 

 

As formulações foram preparadas conforme descrito na seção 4.2.5 resultando em 3 

grupos de 3 formulações: RH40 sem αCD, RH40 com 5% αCD e RH40 com 10% αCD; GEL 

sem αCD, GEL com 5% αCD e GEL com 10% αCD; RH40: GEL sem αCD, RH40: GEL com 

5% αCD e RH40: GEL com 10% αCD (Tabela 4). 
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Tabela 4. Representação das formulações desenvolvidas à base de TB. 

  

Sistema de liberação de fármacos Formulação 

Micelas simples RH40 sem αCD e GEL sem αCD 

Micelas Mistas RH40:GEL sem αCD 

Sistema supramolecular 

RH40 com 5% αCD; RH40 com 

10% αCD; GEL com 5% αCD; GEL com 

10% αCD; RH40:GEL com 5% αCD e 

RH40:GEL com 10% αCD 

 

As formulações apresentaram aparência e consistência diversa. A avaliação das 

propriedades das formulações desenvolvidas é importante para prever e entender o 

comportamento in vivo dos sistemas bioadesivos propostos. 

 

5.2.1 Caracterização das micelas de TB 

 

Na Tabela 5 estão os resultados da caracterização das micelas de TB, sendo que o 

diâmetro médio está representado com os valores da distribuição de tamanho por volume, e, 

além disso, constam os valores de PdI, e potencial zeta das dispersões contendo os tensoativos 

ou a mistura deles a 20% (p/v). 

 

Tabela 5 - Caracterização das micelas simples e mistas de TB. 

FORMULAÇÃO DIÂMETRO MÉDIO (nm) PDI POTENCIAL ZETA (mV) 

Micelas de RH40 13,54 ± 0,138 0,042 ± 0,009 2,17 ± 0,452 

Micelas de GEL 11,83 ± 0,416 0,172 ± 0,042 2,36 ± 0,175 

Micelas de 

RH40:GEL 
14,38 ± 0,202 0,206 ± 0,021 2,93 ± 0,252 
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O baixo peso molecular dos tensoativos e a sua composição semelhante, levou a 

obtenção de micelas pequenas, com tamanho inferior a 15 nm. O tamanho das micelas pode ser 

influenciado pela diminuição da agregação micelar ou pela interação que pode acontecer entre 

as cargas negativas das micelas e as cargas positivas do fármaco levando à diminuição do 

diâmetro médio (AHMAD; SHAH; SIDDIQ; KRAATZ, 2014; SHARMA; BHATIA, 2004). 

O tamanho apresentado pelas micelas somado à outras características possibilitam maior 

afinidade e penetração das micelas em biofilmes de C. albicans tornando a atividade antifúngica 

mais pronunciada. Além disso, a atividade antifúngica pode ser mais intensificada de acordo 

com o polímero usado na formação da micela, levando em consideração que a carga catiônica 

pertencente ao polímero pode levar ao direcionamento das micelas para a parede do biofilme 

devido à presença de componentes glicoproteicos aniônicos em sua superfície, resultando em 

interações eletrostáticas (ALBAYATY, Y. N. et al., 2020). 

A distribuição do tamanho das partículas, chamado de índice de polidispersividade 

(PDI), também é um dos parâmetros para analisar a estabilidade física das micelas. O PDI 

variando de 0.1 a 0.3 indica uma distribuição homogênea de micelas, enquanto que valores 

acima de 0.3 indicam uma distribuição heterogênea (PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 

2004; PINA-BARRERA et al., 2019). O ideal para sistemas micelares é que o PDI se mantenha 

entre 0,1 a 0,4 (BHATTACHARJEE, 2016), mantendo-se características monodispersas. Os 

valores de PDI de todas as formulações foram baixos, indicando a uniformidade dos sistemas. 

O potencial zeta (ZP) é uma medida da magnitude da repulsão/atração eletrostática ou de 

carga entre partículas e é um dos parâmetros fundamentais conhecidos por afetar a estabilidade 

representando a carga presente na superfície das micelas. O alto valor absoluto de ZP pode 

proporcionar boa estabilidade para o sistema, enquanto essas dispersões apresentam agregação 

moderada. Se o valor absoluto de ZP for baixo, as forças atrativas podem ultrapassar esta 

barreira e a dispersão pode quebrar e flocular. Os sistemas micelares apresentaram o potencial 

zeta de ± 3 mV que pode estar relacionado à ionização da TB no meio de dispersão, uma vez 

que apresenta valor de pKa 7,1 e no pH das dispersões a ionização da TB gera cargas positivas. 

A carga elétrica reduz a tendência de agregação e aumenta a estabilidade da formulação por 

promover a estabilidade no sistema micelar (KISS et al., 2020; ABDELSAMIE et al., 2016). 

Em resumo, as micelas apresentaram tamanho médio de aproximadamente 15nm, PDI 

abaixo de 0,3 e residual médio de carga positivo de aproximadamente +3 mV, sendo esse um 

resultado importante para garantir a estabilidade física da dispersão e as propriedades de 

mucoadesão das partículas que entrarão em contato com a mucosa, a qual possui residual de 

cargas negativas. 
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5.2.2 Determinação do pH e da viscosidade das formulações 

 

A consistência da formulação é uma das características-chave mais importantes para a 

aplicação em mucosas ou pele, portanto, a viscosidade do gel desempenha um papel 

fundamental pois ajuda a determinar se um produto apresenta a consistência ou fluidez 

apropriada para o controle da permeação do fármaco.  

Os sistemas micelares e supramoleculares resultaram em formulações com 

características semelhantes, embora algumas diferenças de viscosidade e pH tenham sido 

notadas como mostra a tabela 6.  

 

Tabela 6 - Viscosidade e pH das formulações de TB. 

FORMULAÇÕES VISCOSIDADE (mPa.s) pH 

RH40 sem αCD 2796,833 ± 79,06 4,6 

RH40 5% αCD 3269,233 ± 61,36 4,5 

RH40 10% αCD 4954,5 ± 66,74 4,3 

GEL sem αCD 2852,167 ± 44,40 4,6 

GEL 5% αCD 3225,367 ± 52,8 4,4 

GEL 10% αCD 4914,867 ± 10,45 4.2 

RH40:GEL sem αCD 2755,733 ± 67,34 4,5 

RH40:GEL 5% αCD 3210,667 ± 72,67 4,2 

RH40:GEL 10% αCD 5072,733 ± 71,19 4,2 

 

Os sistemas micelares apresentaram a viscosidade aparente semelhante, porém ao 

adicionar αCD aos sistemas para formação de PPR ocorreram mudanças significativas (P<0.05) 

no perfil de viscosidade. As formulações com 5% e 10% αCD apresentaram aumento 

significativo (p < 0,05) da viscosidade em comparação com as dispersões sem αCD. 

A adição de αCD nas formulações resultou na transição sol-gel e, consequentemente, na 

alteração do aspecto visual das formulações. As formulações de RH40, GEL e RH40:GEL 

apresentavam aspecto translúcido e levemente opacos, respectivamente, no entanto, ao 

adicionar αCD, os sistemas passaram a apresentar um aspecto turvo e esbranquiçado devido o 

complexo de inclusão decorrente do encadeamento da cadeia dos tensoativos através da 

cavidade da αCD (Figura 17) (LORENZO-VEIGA et al., 2019; SIMÕES et al., 2015). 
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Figura 17. Sequência ilustrativa do aspecto visual das formulações de TB. 

Legenda: (a) RH40 sem αCD; (b) RH40 5% αCD; (c) RH40 10% αCD; (d) GEL sem αCD; (e) GEL 5% αCD; 

(f) GEL 10% αCD; (g) RH40:GEL sem αCD; (h) RH40:GEL 5% αCD; (i) RH40:GEL 10% αCD. 

 

Outro fator importante que pode influenciar no aumento da viscosidade do sistema é a 

concentração e o peso molecular do PEG utilizado nas formulações. O Kolliphor® RH40 e 

Gelucire® 48/16 possuem PEG com peso molecular menor que 4000 (SIMÕES et al., 2015; 

ZHENG; WYMAN, 2016; ROWE et al., 2005). 

O pH é uma característica determinante para a estabilidade e para o uso de uma 

formulação para aplicação cutânea. O uso de tampão citrato para preparar as formulações foi 

capaz de manter o pH das dispersões próximo a 5,0 sendo compatível com o pH vaginal 

(GODHA et al., 2018; MILLER et al., 2016). 

 

5.2.3 Estudo in vitro de mucoadesão 

 

A adesão pode ser definida como a capacidade de um material aderir a uma superfície 

mucosa. A mucoadesão baseia-se na interação entre os polímeros presentes nas formulações e 

a camada de mucina que reveste a superfície da mucosa vaginal. Os sistemas mucoadesivos são 

necessários para aumentar o tempo de retenção de uma forma farmacêutica na membrana 

mucosa vaginal (PEREIRA; BRUSCHI, 2012; SHAIKH et al., 2011; QI et al., 2007). 

A avaliação do potencial mucoadesivo foi conduzido por um teste utilizando disco 

mucina. A força necessária para separar o disco de mucina da superfície do gel está descrita na 

Tabela 7. 
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Tabela 7 - Força mucoadesiva dos géis micelares e supramoleculares de TB. 

FORMULAÇÕES FORÇA (GN/cm²) 

RH40 sem αCD 5,5 ± 1,60 

RH40 5% αCD 15,03 ± 0,55 

RH40 10% αCD 36,43 ± 3,70 

GEL sem αCD 6,23 ± 0,55 

GEL 5% αCD 11,56 ± 1,71 

GEL 10% αCD 17,63 ± 1,40 

RH40:GEL sem αCD 5,36 ± 0,75 

RH40:GEL 5% αCD 9,26 ± 1,15 

RH40:GEL 10% αCD 17,20 ± 1,96 

 

Todas as formulações demonstraram propriedades mucoadesivas, porém os géis 

supramoleculares, formulações com αCD, apresentaram maior adesividade em comparação 

com os sistemas micelares, sem αCD. De fato, o que se observou foi que as formulações com 

10% αCD apresentaram a força mucoadesiva estatisticamente superior as demais formulações 

(p < 0,05). Este resultado é mais um indício de as formulações desenvolvidas apresentam 

propriedades mucoadesivas, aumentando o tempo de permanência da formulação na mucosa 

vaginal, e que seriam um sistema adequado para tornal possível a terapia tópica de CVV. 

As moléculas anfifílicas híbridas, como Kolliphor RH40 e Gelucire 48/16, apresentam 

propriedades físicas e químicas que aumentam a resistência do material, estabilidade térmica e 

física, além da possibilidade de modulação da forma farmacêutica e apresentar características 

de mucoadesão, aumentando o tempo de contato da formulação com a mucosa vaginal 

(OSHIRO et al., 2018). 

 

5.2.4 Estudo de permeação em mucosa vaginal suína a partir das formulações 

 

A permeação do fármaco pelo tecido vaginal pode ser estimada por meio de modelos, 

ex vivo e in vivo. Estes últimos, embora mais realistas, assumem limitações éticas e biológicas 

devido ao manejo animal. Portanto, modelos ex vivo foram desenvolvidos para prever a 

absorção do fármaco pela vagina (MACHADO et al., 2015). 
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Para os estudos de permeação, em substituição a vagina humana, a espécie suína revelou 

ser vantajosa frente a outras espécies. A vagina suína é notavelmente similar à vagina humana 

devido às semelhanças relacionadas a anatomia, fisiologia, metabolismo e patologia conforme 

evidenciado na literatura (VAN EYK; VAN DER BIJ et al., 2005; SQUIER et al., 2008). 

 

5.2.4.1 Estudo de permeação estática ex vivo 

 

Os estudos de permeação estática ex vivo, utilizando mucosa vaginal suína, foram 

realizados por um período máximo de 3h, garantindo a integridade e a confiabilidade dos 

resultados (PEREIRA et al., 2017). 

A Figura 18 apresenta os dados de recuperação do fármaco retido na mucosa vaginal 

suína após o ensaio de permeação e posterior extração do fármaco da matriz biológica. Não 

houve diferença estatística, na permeação do fármaco, quando comparados os grupos de 

formulações separadamente (RH40, GEL e RH40:GEL) (p > 0,05). Por outro lado, houve 

diferença significativa ao comparar o desempenho das formulações entre si, na permeação do 

fármaco (ex: RH40 5% αCD, GEL 5% αCD e RH40:GEL 5% αCD) (p < 0,05). 

 

Figura 18. Permeação estática da TB através da mucosa vaginal suína. 

Legenda: *diferença estatística (p < 0,05) da permeação estática. 

 

Conforme explicitado anteriormente, o grande diferencial dos géis supramoleculares 

desenvolvidos é a sua maior viscosidade e mucoadesividade que poderiam garantir um melhor 

desempenho dessas formulações quando aplicados em uma condição fisiológica natural. O 

modelo de permeação estática, apesar de ser uma ferramenta útil na comparação da 
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permeabilidade das formulações, não foi capaz de diferenciar os sistemas desenvolvidos, tendo 

em vista suas limitações em comparar a mucoadesividade das formulações ou seu 

comportamento in vivo previsto pois as formulações permanecem em plano estático 

desconsiderado os fatores fisiológicos da vagina. Além disso, este modelo pode superestimar a 

quantidade de fármaco permeada (PEREIRA et al., 2017). Estes dados justificam, portanto, a 

necessidade de avaliação em um modelo que simule, pelo menos parcialmente, a condição in 

vivo.  

 

5.2.4.2 Estudo de permeação vertical ex vivo 

 

O modelo de permeação vertical ex vivo foi desenvolvido com o objetivo de contornar 

algumas limitações apresentadas pelo modelo de permeação estática. A permeação vertical 

promove uma condição mais próxima da circunstância biológica além de possibilitar a 

comparação entre formulações mucoadesivas e não mucoadesivas (PEREIRA et al., 2017). 

A mucosa vaginal suínas permaneceram em posição vertical por 3 h em contato direto 

com as diferentes formulações. A quantidade de TB que permeou a mucosa vaginal foi 

recuperada para quantificação em CLAE. Ao término do experimento, os resultados obtidos 

referente ao fármaco recuperado da mucosa, a partir das nove formulações desenvolvidas, 

foram descritos na Figura 19. 

 

Figura 19. Permeação vertical da TB através da mucosa vaginal suína. 

Legenda: *diferença estatística (p < 0,05) da permeação vertical superior 

*diferença estatística (p < 0,05) da permeação vertical inferior 
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Todas as formulações apresentaram diferenças estatísticas quando recuperadas da zona 

inferior da mucosa vaginal (p < 0,05) enquanto que, na zona superior da mucosa vaginal, apenas 

o GEL 5% αCD não apresentou diferença estatística com as formulações do mesmo grupo. 

Comparando-se as três formulações entre si, que propiciaram a maior permeação de 

fármaco, RH40 10% αCD, GEL 10% αCD e RH40:GEL 10% αCD é possível concluir que não 

houve diferença significativa em relação ao excipiente utilizado para formação das micelas, 

mas que a concentração de αCD é o fator preponderante para o desempenho da formulação. O 

resultado era esperado tendo em vista que, ao adicionar αCD nas dispersões micelares, ocorre 

a interação da cadeia de PEG com a cavidade da αCD permitindo a formação de um sistema 

supramolecular. De fato, a força mucoadesiva das formulações aumenta à medida que a 

concentração de αCD aumenta (Tabela 7). No entanto, apenas a força mucoadesiva não explica 

o desempenho semelhante das três formulações em relação à permeação vaginal do fármaco, 

visto que a força mucoadesiva da formulação RH40 5% αCD se aproxima dos valores obtidos 

para as formulações GEL 10% αCD e RH40:GEL 10% αCD. Notoriamente, a viscosidade 

desses sistemas, ou seja, a consistência, deve explicar a semelhança do desempenho (Tabela 6). 

A transição de micelas para PPR é marcada pelo aumento da viscosidade aparente do sistema 

que, por consequência, proporciona o aumento do tempo de permanência da formulação no 

canal vaginal o que ocasiona maior permeação do fármaco (MARCOS et al., 2016; SIMÕES et 

al., 2015; TAVEIRA et al., 2018). 

 

5.3 Estudos in vitro da atividade antifúngica da TB 

 

5.3.1 Determinação do perfil de sensibilidade da TB 

 

Os métodos de diluição são usados para determinar o CIM de fármacos antimicrobianos 

e são os métodos de referência para testes de suscetibilidade antimicrobiana contra os quais 

outros métodos, como a difusão em disco, são calibrados. O CIM define os níveis in vitro de 

suscetibilidade ou resistência do microrganismo ao fármaco aplicado. Um valor de CIM mais 

baixo indica que menos fármaco é necessário para inibir o crescimento do fungo; portanto, 

fármacos com escores de CIM mais baixos são antifúngicos mais eficazes (KOWALSKA-

KROCHMAL; DUDEK-WICHER, 2021). 

Os protocolos e parâmetros definidos pelo CLSI são considerados o "padrão ouro" em 

muitos países, incluindo o Brasil, e são usados por autoridades regulatórias, como a ANVISA 



60 
 

e o FDA, para fazer avaliações microbiológicas, por conta disso, a etapa microbiológica deste 

estudo foi baseada de acordo com a norma M27-A3 da CLSI (CLSI, 2008). 

Os resultados envolvendo cultura de Candida spp. foram analisados visualmente, 

utilizando a solução reveladora de resazurina 0,01%. No decorrer de 2 horas a presença de cor 

azul representa ausência de crescimento e de cor rosa, presença de crescimento fúngico. O CIM 

corresponde à primeira concentração do fármaco na diluição seriada que não apresenta 

crescimento visível, representado pela coloração azul (resofurina) (Figura 20 e 21). 

 

Figura 20. Representação de ensaio revelado com resazurina a 0,01% frente à C. albicans ATCC 90028. 

 

 

Figura 21. Representação de ensaio revelado com resazurina a 0,01% frente à C. glabrata ATCC 90030. 

 

Os resultados foram expressos em: sensível (S), sensível dependente de dose (SDD) e 

resistente (R). Os critérios de interpretação foram baseados no documento M27-A3 do CLSI: 

fluconazol CIM ≤ 8 µg/ml (S), CIM 16- 32 µg/ml (SDD), CIM ≥ 64 µg/ml (R); itraconazol 
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CIM ≤ 0,125 µg/ml (S), CIM 0,25-0,5 µg/ml (SDD), CIM ≥ 1 µg/ml (R). Atualmente, o CLSI 

não tem pontos de corte definidos para a TB. Neste estudo, a TB foi analisada com base nos 

pontos de cortes do FLU pois uma correlação entre o CIM e o resultado do tratamento fornece 

um ponto de interrupção interpretativo semelhante ao do FLU (GARG et al., 2006). 

 

Tabela 8 – Perfil de suscetibilidade da TB, FLU e ITZ frente as cepas de Candida. 

 
FÁRMACO LIVRE CIM INTERPRETAÇÃO 

C. albicans 

90028 ATCC 

Terbinafina (TB) 8µg/mL-64µg/mL Sensível (S) 

Fluconazol (FLU) 16µg/mL-64µg/mL 
Sensível Dose-

Dependente (S-DD) 

Itraconazol (ITZ) 1µg/mL-4µg/mL Resistente (R) 

    

C. glabrata 

90030 ATCC 

Terbinafina (TB) 4µg/mL-64µg/mL Sensível (S) 

Fluconazol (FLU) 32µg/mL-64µg/mL Resistente (R) 

Itraconazol (ITZ) 0,25µg/mL-4µg/mL Resistente (R) 

 

A cepa de C. albicans apresentou CIM de 8µg/mL para terbinafina (S). Na 

suscetibilidade para o FLU, o CIM foi de 16µg/mL (SDD). Já o ITZ apresentou CIM de 1µg/mL 

(R). Da mesma forma, a cepa de C. glabrata apresentou CIM de 4 µg/mL para TB (S), 32µg/mL 

para FLU (R) e 0,25µg/mL para ITZ (R). Assim, dentro do grupo dos fármacos testados, a TB 

apresentou, maior inibição sobre as cepas de Candida. Além disso, a TBF apresentou valores 

de CIM menores para C. glabrata em comparação com C. albicans. Dessa forma, a TB 

demonstrou ter efeito inibitório e esse efeito é fungistático. 

Resultados similares foram obtidos por Perea e colaboradores (2002) que avaliou a 

suscetibilidade de isolados clínicos de C. glabrata frente à TB (>8µg/mL), FLU (>16µg/mL) e 

ITZ (>0,125µg/mL). Outros estudos determinaram a suscetibilidade de C. albicans na presença 

de TB (CIM ≥ 2 μg/mL), FLU (CIM ≥ 8 μg/mL) e ITZ (4μg/mL) (SHARAFUTDINOV et al., 

2020; WANG et al., 2018). 

 

5.3.2 Halos de inibição obtidos pelo método de difusão em poço 

 

O método de difusão em ágar é utilizado para determinar a suscetibilidade de isolados 

clínicos de fungos a diferentes antifúngicos. Um antifúngico eficaz produz uma grande zona de 
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inibição, enquanto um antifúngico ineficaz pode não afetar o crescimento fúngico. A técnica 

utilizada neste estudo, difusão em poço, é uma adaptação ao teste de disco-difusão do CLSI. 

Um estudo realizado por Maia-Araújo e colaboradores (2011) demonstrou que tanto a 

técnica de difusão em discos com a de difusão em poços são confiáveis para avaliação 

antifúngica de diferentes fármacos. Além disso, os resultados apresentados pelos autores 

sugerem que a técnica de difusão em poço apresenta maior confiabilidade e pode substituir a 

técnica de difusão em discos nas análises microbiológicas. 

Neste estudo, além das formulações, a TB foi testada isoladamente para determinar se 

as micelas e os PPR’s mantêm a atividade antifúngica do fármaco sobre as espécies de Candida. 

Todas as formulações de TB inibiram o crescimento das cepas de Candida demonstrado pela 

formação de halos de inibição ao redor dos poços onde foram depositadas as formulações 

testadas. Os grupos de controle apresentaram resultados esperados, onde as placas referentes ao 

controle negativo houve crescimento microbiológico, atuando como o controle de crescimento 

do microrganismo, e a placa referente ao controle positivo apresentou halo de inibição sobre as 

cepas de Candida (Tabela 9). 

 

Tabela 9 – Diâmetro dos halos de inibição formados frente as cepas de Candida. 

FORMULAÇÃO 

HALO DE INIBIÇÃO (mm) 

C. albicans 

 90028 ATCC 

C. glabrata 

90030 ATCC 

RH40 sem αCD 14 ± 1*a 14, 33 ± 1,15a 

RH40 com 5% αCD 13 ± 0* 13,33 ± 0,57b 

RH40 com 10% αCD 11,66 ± 0,57a 11,66 ± 0,57*ab 

GEL sem αCD 16,66 ± 1,15*bc 18 ± 2*c 

GEL com 5% αCD 13 ± 1b 17 ± 2,64 

GEL com 10% αCD 13,33 ± 0,57c 13,33 ± 1,15c 

RH40:GEL sem αCD 14,33 ± 2,88 14,66 ± 0,57 

RH40:GEL com 5% αCD 13,33 ± 0,57* 13,33 ± 1,15 

RH40:GEL com 10% αCD 11,33 ± 0,57 12,33 ± 0,57 

Solução TB 2% 12,66 ± 1,15 12,66 ± 0,57 

Controle Positivo (Solução 

FLU 2%) 
11,66 ± 0,57* 13,33 ± 0,57* 

Controle negativo - - 

Legenda: *diferença estatística (p < 0,05) em relação ao controle positivo. 

Letras iguais na mesma coluna representa diferença estatística (p < 0,05). 
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As formulações de RH40 sem αCD, RH40 5% αCD, GEL sem αCD e RH40:GEL 5% 

αCD apresentaram diferença estatística em comparação com o controle positivo (p < 0,05) 

demonstrando que a TB incorporada nos géis se sobressai sobre o controle, possuindo uma 

maior zona de inibição. Em contrapartida, todas as formulações mantiveram a mesma inibição 

da C. albicans em comparação com os halos obtidos pela solução de TB 2%. Foi possível 

observar que, as formulações sem αCD, RH40 sem αCD e GEL sem αCD, apresentaram zona 

inibição superior aos mesmos sistemas com 5% e 10% de αCD (p < 0,05) (Figura 22). 

 

 

Figura 22. Sequência ilustrativa dos halos de inibição formados frente à C. albicans ATCC 90028. 

Legenda: (a) RH40 sem αCD; (b) RH40 5% αCD; (c) RH40 10% αCD; (d) GEL sem αCD; (e) GEL 5% αCD; 

(f) GEL 10% αCD; (g) RH40:GEL sem αCD; (h) RH40:GEL 5% αCD; (i) RH40:GEL 10% αCD; (j) solução TB 

2%; (k) solução FLU 2%; (l) solução salina 0,85%. 

 

As formulações de RH40 10% αCD e GEL sem αCD apresentaram diferença estatística 

em comparação com o controle positivo (p < 0,05). Da mesma forma que o observado com a 

C. albicans, as formulações de RH40 sem αCD e GEL sem αCD, apresentaram zona inibição 

superior aos mesmos sistemas com 5% e 10% de αCD (p < 0,05). Nenhuma formulação 

apresentou diferença significativa quando comparadas com a solução de TB 2% (p > 0,05) 

(Figura 23). 
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Figura 23. Sequência ilustrativa dos halos de inibição formados frente à C. glabrata ATCC 90030. 

Legenda: (a) RH40 sem αCD; (b) RH40 5% αCD; (c) RH40 10% αCD; (d) GEL sem αCD; (e) GEL 5% αCD; 

(f) GEL 10% αCD; (g) RH40:GEL sem αCD; (h) RH40:GEL 5% αCD; (i) RH40:GEL 10% αCD; (j) solução TB 

2%; (k) solução FLU 2%; (l) solução salina 0,85%. 

 

Yassin e colaboradores (2020) evidenciaram, em condições in vitro, diâmetros de zona 

de inibição de 27.27±0.08 mm e 11.73±0.91 de TB frente à C. albicans e C. glabrata, 

respectivamente. Em outros estudos, halos de inibição de 12mm e 14,67 ± 3,06 mm de TB 

foram registrados frente à C. albicans (NEHMATULLAH, 2019; LAM et al., 2016). Estes 

resultados se assemelham aos resultados obtidos pelos controles deste experimento. 

As formulações sem αCD foram as que apresentaram o maior halo de inibição pois 

provavelmente propiciaram a interação do fármaco com os microrganismos. Com a formação 

do PPR e o aumento da viscosidade, a difusão do fármaco no meio de cultura pode ser 

dificultada, interferindo na formação do halo de inibição (MARCOS et al., 2016; SIMÕES et 

al., 2015; TAVEIRA et al., 2018). 

No entanto, o que se nota no presente estudo é que tal dificuldade de difusão do fármaco 

imposta pelos sistemas PPR foi contrabalanceada pela melhor interação dos sistemas com os 

microrganismos, de maneira que as formulações que apresentaram o melhor desempenho ex 

vivo em relação à permeação vaginal, RH40 10% αCD, GEL 10% αCD e RH40:GEL 10% αCD, 

mantiveram a mesma inibição dos controles.  
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6 CONCLUSÃO 

 

As formulações desenvolvidas com αCD apresentaram-se como um sistema de liberação 

promissor com propriedades mucoadesivas, e potencial para permanecer no ambiente vaginal 

por períodos mais longos proporcionando maior tempo de contato entre as formulações e a 

camada superficial da mucosa controlando a liberação de TB. Os géis supramoleculares 

apresentaram uma maior adesão à mucosa vaginal o que está relacionado a uma maior 

contribuição da propriedade viscosa sobre as propriedades elásticas proporcionada pela 

interação da αCD com as cadeias de PEG dos sistemas. Assim, as formulações RH40 10% αCD, 

GEL 10% αCD e RH40:GEL 10% αCD demonstraram desempenho ex vivo superior quanto à 

permeação na mucosa vaginal, sendo, a concentração de αCD o fator preponderante para tal 

desempenho. Os estudos microbiológicos de avaliação da suscetibilidade de C. albicans e C. 

glabrata às formulações demonstrou que a atividade antifúngica dessas formulações foi 

mantida, visto que todas as formulações foram capazes de formar halos de inibição comparáveis 

àqueles formados pelos controles antifúngicos em solução aquosa.  
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