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RESUMO

COSTA, Rayssa Hellen Ferreira Costa. Géis micelares de terbinafina para tratamento
antifangico da candidiase vulvovaginal. Brasilia, 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2022.

O presente trabalho propds avaliar a viabilidade da aplicacdo de géis micelares e
supramoleculares de terbinafina (TB) 2% no tratamento tépico de candidiase vulvovaginal
(CVV). Os tensoativos Kolliphor RH40 (RH40) e Gelucire 48/16 (GEL) 20% (p/v) foram
utilizados para obtencao de micelas, e a aCD (5% e 10%) foi adicionada para formar os PPRs. O
método analitico foi validado de acordo com os parametros de linearidade, seletividade,
precisdo e exatiddo, limite de quantificaca e deteccdo, seletividade e recuperacdo. As micelas
foram caracterizadas quanto ao didmetro médio, indice de polidispersividade, potencial zeta e
pH. As formulagOes foram avaliadas quanto a viscosidade, mucoadesdo e permeacdo na
mucosa vaginal, bem como a atividade antifungica frente as cepas de Candida. O método
mostrou-se linear, seletivo, preciso e exato na faixa de concentracdo de 2ug/mL a 30ug/mL.
As micelas de TB apresentaram tamanho médio de aproximadamente 15nm, PDI abaixo de 0,3
e potencial zeta de +3 mV. Todas as formulacdes mantiveram o pH préximo do pH da vagina
(5,0). As formulagdes com aCD apresentaram aumento significativo (p < 0,05) da viscosidade
em comparacao com as dispersoes sem aCD. Em relacdo a mucoadesao, as formulagdes com
10% aCD apresentaram a for¢a mucoadesiva estatisticamente superior as demais formulagdes
(p <0,05). As formulagdes com 10% aCD demonstraram desempenho ex vivo superior quanto
a permeacdo na mucosa vaginal. Em adi¢do, os testes microbioldgicos confirmaram que a C.
albicans e C. glabrata séo sensiveis @ TB com CIM de 8ug/mL e 4ug/mL, respectivamente.
As formulagoes de RH40 sem aCD e GEL sem aCD, apresentaram zona inibi¢ao superior aos
mesmos sistemas com aCD (p < 0,05) para C. albicans e C. glabrata. De modo geral, 0os géis
com aCD apresentaram melhores caracteristicas em relacdo a viscosidade, mucoadesividade e
permeacao do farmaco demonstrando que a formacdo de PPRs é o fator preponderante para o
desempenho da formulagdo. A atividade antifungica da TB nas formulagdes foi mantida, visto
que todas as formulagdes formaram halos de inibigdo comparaveis aqueles formados pelos
controles antifingicos em solucdo aquosa. As formulacOes versateis obtidas revelaram o

potencial do uso das micelas e PPR como veiculos para o tratamento topico da CVV.

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

permeacao vaginal, candidiase.



ABSTRACT

COSTA, Rayssa Hellen Ferreira Costa. Terbinafine micellar gels for antifungal treatment
of vulvovaginal candidiasis. Brasilia, 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 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 aCD (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 2ug/mL to 30ug/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 aCD
showed a significant increase (p < 0.05) in viscosity compared to dispersions without aCD.
Regarding mucoadhesion, the formulations with 10% aCD showed a statistically superior
mucoadhesive strength than the other formulations (p <0.05). The formulations with 10% aCD
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 8ug/mL and 4pg/mL, respectively. The RH40 formulations without aCD and
GEL without aCD, showed superior zone inhibition than the same systems with aCD (p <
0.05) for C. albicans and C. glabrata. In general, the aCD 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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor femMiniNO...........cccocvviiiiinieiencs e 16
Figura 2. ANatomia da VUIVA. .........cccooiiiiiii e e 16
Figura 3. Estimativa global dos casos de CVVR. ... 19
Figura 4. Representacdo da etiologia da CVV. .......cccieiiiiiiie i 20
Figura 5. Estrutura quimica do Ibrexafungerp. ... 25
Figura 6. Estrutura quimica do OteSecoNazol. ..........ccceieiiiiiieiiicieee e 26
Figura 7. Estrutura quimica do cloridrato de terbinafina............cccccovveiiiieii i 28
Figura 8. Representacdo grafica da estrutura de micelas simples. ..........ccccccvvveveiieinenne 31
Figura 9. Representacao grafica da estrutura de micelas mistas...........ccccocevrienencicncnns 33
Figura 10. Estrutura funcional (a esquerda) e estrutura molecular (a direita) da aCD. 34
Figura 11. Esquema do ensaio de MUCOAAESED. .........ccceevveeveiieiieeiee e e e 41
Figura 12. Esquema do ensaio de permeacao eStatiCa. ..........ccceveveeiieeieeiesie e 42
Figura 13. Esquema do ensaio de permeacgao Vertical. ...........c.ccooviiiiiiincncicnc e 43
Figura 14. Representacdo gréafica do teste de suscetibilidade. ............cccccocoiiiiiiiiiinnns 45
Figura 15. Representacdo grafica da curva analiticade TB. .......cccccevveieiieiieveiieceene 48
Figura 16. Cromatogramas obtidos por CLAE com deteccdo em 260 NM............c.ccueenee.. 50
Figura 17. Sequéncia ilustrativa do aspecto visual das formulacdes de TB...................... 55
Figura 18. Permeacao estatica da TB através da mucosa vaginal suina. ............cc.ccceeuenee. 57
Figura 19. Permeacao vertical da TB através da mucosa vaginal suina. ............cc.ccceeuenee. 58
Figura 20. Representacdo de ensaio revelado com resazurina a 0,01% frente a C.albicans

ATCC 90028

Figura 21. Representacao de ensaio revelado com resazurina a 0,01% frente a C. glabrata
ATCC 90030
Figura 22. Sequéncia ilustrativa dos halos de inibicdo formados frente a C. albicans ATCC
D0028. ...ttt R R bR £ R bR e R £ bR £ bR £ bt bRt et e b e b n e 63
Figura 23. Sequéncia ilustrativa dos halos de inibi¢éo formados frente & C. glabrata ATCC
90030, -..vveeeteeeteeet ettt ettt ettt E e R R e e Rt R Rt R R et e R et R e Rt et e R et e R et etene et ene e s e eeenens 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Condigdes cromatogréaficas para quantificacdo do TB por CLAE.................. 48
Tabela 2 — Anélise dos parametros de precisao e exatiddo intra-dia e inter-dia. ............. 49
Tabela 3 - Porcentagem de recuperacéo da TB da mucosa vaginal suina. ....................... 51
Tabela 4. Representacao das formulacdes desenvolvidas a base de TB. .........ccccccvevveennee. 52
Tabela 5 - Caracterizagdo das micelas simples e mistas de TB. .......ccccccoeveieniienininnnn. 52
Tabela 6 - Viscosidade e pH das formulagdes de TB..........ccccoiiiiiiiiieice e 54
Tabela 7 - Forca mucoadesiva dos géis micelares e supramoleculares de TB. ................. 56

Tabela 8 — Perfil de suscetibilidade da TB, FLU e ITZ frente as cepas de Candida......... 61

Tabela 9 — Diametro dos halos de inibigdo formados frente as cepas de Candida............ 62



ANVISA
ATCC
CFU
CLAE
CLSI
CMC
CvVv
CVVR
DMSO
Dnm
FLU
GEL
ITZ
LD

LQ
MIC
PDI
PEG
pH
PPR
RDC
RH40
RH40:GEL
RPMI
SDA
B
aCD

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
American Type Culture Colletion
Unidade Formadora de Col6nia
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Clinical & Laboratory Standards Institute
Concentracdo Micelar Critica

Candidiase VVulvovaginal

Candidiase Vulvovaginal Recorrente
Dimetilsulfoxido

Diadmetro Médio Hidrodinamico
Cloridrato de Fluconazol

Gelucire® 48/16

Cloridrato de Itraconazol

Limite de Deteccéo

Limite de quantificagcdo

Concentracéo Inibitéria Minima

indice de Polidispersividade
Polietilenoglicol

Potencial Hidrogenidnico
Poli(pseudo)rotaxanos

Resolucdo da Diretoria Colegiada
Kolliphor™ RH40

Micelas mistas de RH40 20% e GEL 20% obtidas na proporg¢éo 1:1
Meio de cultura Memorial Institute Roswell Park
Sabouraud Dextrose Agar

Cloridrato de Terbinafina

Alfa ciclodextrina



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt sttt n st 13
2 OBIETIVOS ...t e et e et e et e e e st e e e e et e e e e nnaes 15
2.1 ODJEUIVO QEIaAL... .ottt 15
2.2 ODjJEtIVOS ESPECITICOS. ... viuieiiieieiiete ettt 15
3REVISAO DA LITERATURA ...ttt et ee s 16
3.1 Anatomia e fisiologia da VAGING. .......cc.coeiiiiiiiiiieee s 16
3.2 EpIdemiologia da CVV ... ..cci it 18
3.2.1 Candidiase Vulvovaginal (CVV) e as caracteristicas do género Candida................. 20
3.2.2 Resisténcia de Candida spp. frente aos medicamentos COMErciais...........cccoovervvennene. 23
3.2.3 Perspectivas atuais de tratamento ............cccecveiveiiiieie e 25
3.2.4 Cloridrato de TerbinNafing ..........cccooeiiiiiiiiii s 27
3.3 Sistema de liberacao de farmacos na mucosa vaginal............c.ccccoecvvvieieenecce s, 29
3.3.1 SiSTEMAS MUCEIAIES ....c.viiiieieiieiee ettt bbbt e e enes 31
3.3.2 Sistemas SUPFaAMOIECUIATES ..........covieieiieie ettt 33
3.3.3 Géis micelares e supramoleculares de terbinafina..............cccoocovvieiiicic i 35
A MATERIAL E METODOS ..ottt seeesss st ses s ses s seses s sssssnssssn s, 36
AV o T = | PSSO P PR PRTR 36
N |V, 1 (o T [0 PP 36
4.2.1 Preparo da soluGao estoque de TB ......ccoccieeiieiieecee e 36
4.2.2 Padronizacao de método analitico para quantificacdo da TB por CLAE................ 36
4.2.3 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcdoda TB..................... 37
4.2.4 Validacao do método analitiCo..........cccveiueeieiiiii e 37
4,241 LINCANUAME ...ttt bbb neens 37
A e =Tt 17 T SRR 38
R B - L1 [ - Lo SR 38
4.2.4.4 Limite de quantificagao (LQ) . .ovooverveririiiiieieieee e 38
4.2.4.5 Limite de deteCGA0 (D) .....ccouiieiiieiiesiesieseeie ettt 39
O 1= 1= 1Y/ T F- o -SSR 39
4.2.4.7 ReCUPEraga0 00 TAIMACO. ......cueiuiiiieiie ittt 40
4.2.5 Producéo das micelas e dos géis supramoleculares de TB.........cccooceveriiiieninennnn. 40
4.2.5.1 Caracterizagdo das micelares de TB........cccoviiiiiniii i 40
4.2.5.2 Determinagdo da viscosidade das formulagies.............covvvriiieinienesc e 41

4.2.5.3 EStudo in VItro de MUCOAAESAD ........ooveeeeeeeeeeeeeeee s 41



12

4.2.5.4 Estudo de permeacao eStAtICA X VIVO ........cccciririeiiiirienieecie e 42
4.2.5.5 Estudo de permeagao VErtiCal EX VIVO .........ccoveieiiiiiiiiiniiseeeeeee s 42
4.2.6 Estudos in vitro da atividade antifingica da TB..........c.ccoceoiiiiniiiiieiceeeeee 43
4.2.6.1 Origem dos microrganismos € asPectos ELICOS .......c.ccverueirverieerieiieseese e sre e 43
4.2.6.2 Manutencao e cultivo de Candida SPP. ...ccecvveveerieiieieeie e 44
4.2.6.3 Padronizacao d0 INOCUIO .........ccccuviieiieie et 44
4.2.6.4 Preparo das suspensdes de trabalno ..o 44
4.2.6.5 Inoculacéo da placa de microdilUiGAO..........cccveieiiiiicie e 44
4.2.6.6 MEtodo de difUuSA0 €M POCO .....eoivieieiiieiieie ettt sre e 45
4.2.7 ANALISE ESTALISTICA. ... .eviiviieiiiieieiee ettt enes 46
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oocvevieeieeeietieseeeievssesee s ssss s esas s sssas s s, 47
5.1 Método analitico para quantificacdo da TB por CLAE.........c.cccco v, 47
5.1.1 Determinacio do Comprimento de Onda (A) do TB ..............coooiiiiiiiiiiii e 47
5.1.2 Condicdes cromatograficas para quantificacdo do TB por CLAE ..........cccccoeevvneee. 47
5.1.3 LINBANTUAAE ...ttt bbbttt bbb e reenes 48
5.1.4 PreCis80 € EXAtITA0........ccccuiiiiiiieie et 49
5.1.5 Limite de quantificacdo (LQ) e Limite de DetecCdo (LD).......cccoveveieevvcieiieiieenen, 49
5.1.6 Seletividade (estudo doS INTEITErENTES) ........ooviiriiieiee s 50
5.1.7 Recuperacdo do farmaco a partir da mucosa vaginal suina..........cccccceceeevveivivennne. 51
5.2 Desenvolvimento das micelas e dos géis supramoleculares de TB.........ccccoovvevieennne. 51
5.2.1 Caracterizagdo das miCelas de TB ...t 52
5.2.2 Determinacdo do pH e da viscosidade das formulagoes............cccoovevverviiienverrsennne 54
5.2.3 EStudo in VIitro de MUCOAAESED ......ccveveeerireieeiieesieeie e sieeee e sie e see e sneesseeneesneeneas 55
5.2.4 Estudo de permeacao em mucosa vaginal suina a partir das formulagoes.............. 56
5.2.4.1 Estudo de permeagao StAtiCA EX VIVO .......cccoveireieineieieesesee s 57
5.2.4.2 Estudo de permeagcao VErtiCal BX VIVO .........ccocueiiieiiienienicsiesieseeee s 58
5.3 Estudos in vitro da atividade antifingica da TB.........cccccoereiininiieiene e 59
5.3.1 Determinacéo do perfil de sensibilidade da TB .......c.ccccoocviiieiiiinice e 59
5.3.2 Halos de inibic&o obtidos pelo método de difusdo em PogO........ccccevvvrereveieiennnnne. 61
B CONCLUSAO. ...ttt 65

REFERENCIAS ..ot e e e e et e e e e e e et e s e e e e e s e e e et e es e e seer e s arans 66



13

1 INTRODUCAO

A candidiase é considerada uma infecgdo fangica ocasionada por leveduras do género
Candida. Dentre as inimeras espécies do género Candida, a C. albicans é a espécie mais
isolada, 80-95% dos casos, nas amostras da mucosa vaginal. Entretanto, nos ultimos anos, tem
sido observado o aumento na frequéncia das infeccbes pelas espécies ndo albicans, como por
exemplo, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. tropicalis. Essas espécies sdo mais
associadas aos casos cronicos, e podem apresentar resisténcia aos tratamentos habituais devido
ao uso indiscriminado dos antiflngicos tdpicos e sistémicos (BRANDOL et al., 2017,
BRADFORD; RAVEL, 2017).

A Candida spp. € um fungo comensal pois compde parte da microbiota humana normal
e muitas vezes reside em superficies mucosas, como a cavidade oral ou o trato gastrointestinal.
Além de sua comensalidade, as espécies de Candida podem, de forma oportunista, se tornar
patogénicas se a microbiota do hospedeiro for interrompida ou se o sistema imunoldgico do
hospedeiro for comprometido. A candidiase pode se apresentar sob diversas formas clinicas,
graus de complexidade e manifestacdes clinicas que vao depender do tecido afetado podendo
ser cutanea, mucosa ou sisttmica (ALONSO-MONGE et al., 2021; CAUCHIE et al., 2017,
MISHRA; KOH, 2018; VALDERRAMA et al, 2018).

A candidiase vulvovaginal (CVV) é caracterizada pela multiplicacdo excessiva de
leveduras do género Candida na mucosa vaginal de mulheres em idade reprodutiva, processo
que pode ser favorecido por diferentes fatores predisponentes. A C. albicans € a espécie mais
comum isolada de pacientes com CVV, sendo responsavel por 80-90% dos casos, seguida pela
C. glabrata que apresenta prevaléncia de aproximadamente 5% dos casos de CVV por espécies
ndo albicans (BRANDOL et al., 2017; GONCALVES et al., 2016; SOBEL, 2004).

O tratamento da CVV é feito com o uso de medicamentos antifngicos, que podem ser
administrados por via oral e/ou via topica. O Ministério da Saude preconiza alguns protocolos
terapéuticos para o tratamento da CVV que incluem antifingicos do grupo dos azdis e polienos,
de forma isolada ou em associagdo, como fluconazol, miconazol, nistatina, itraconazol, nas
apresentacdes de comprimidos, cremes vaginais e 6vulos (CARVALHO et al., 2021).

Nos ultimos anos, diferentes cepas de Candida spp. tém desenvolvido resisténcia aos
farmacos durante o tratamento e outras ja sdo consideradas intrinsecamente resistentes ou
menos suscetiveis a antifangicos especificos, como o caso da C. glabrata que apresenta
suscetibilidade intrinsecamente baixa e pode desenvolver resisténcia durante exposicao
prolongada a classe de antifingicos azoOlicos (BORTS et al.,, 2005; ARENDRUP;
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PATTERSON, 2017). Por conta disso, pesquisadores tém buscado novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da CVV.

A terbinafina é um antiflngico sintético derivado da alilamina comumente usados em
humanos e animais, tendo como mecanismo de ac¢do a inibicdo do esqualeno epoxidase, uma
enzima essencial na biossintese do ergosterol na membrana celular dos fungos (RYDER, 1989).
Atualmente, o medicamento € indicado para o tratamento de fungos patogénicos da pele, cabelo
e unhas, incluindo dermatofitos como Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton floccosum
e leveduras do género Candida (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016). Ao longo dos anos,
estudos tém apontado o potencial terapéutico 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 limitacdo que envolve o tratamento de CVV sdo os efeitos adversos severos que
podem estar associados ao uso oral dos medicamentos antifingicos, como hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade, que podem comprometer a adesdo e efetividade do tratamento
(TRAGIANNIDIS et al., 2021; TVERDEK; KOFTERIDIS; KONTOYIANNIS, 2016; WANG
et al., 2010; SONG, DERESINSKI, 2005).

As terapias baseadas na administracdo topica de antiflngicos para o tratamento da CVV
apresentam algumas vantagens em relacdo a via oral como evitar o metabolismo de primeira
passagem, promover o uso de menores doses do farmaco, proporcionar menor frequéncia de
administracdo, com consequente diminuicdo da toxicidade e a reducdo dos efeitos adversos
provocados pela administracéo sistémica. Por outro lado, a administracdo topica de farmacos
no canal vaginal apresenta alguns obstadculos como o baixo tempo de residéncia das
formulacgdes convencionais, que pode influenciar no niumero de reaplicacdes, baixa absorcédo e
biodisponibilidade do farmaco (LOURENCO, 2013). Portanto, € altamente desejavel projetar
formulacBes que possam melhorar a permeacdo dos farmacos antifingicos no tecido-alvo,
assim como minimizar os efeitos adversos e, consequentemente, melhorar a adesdo ao
tratamento.

Dessa forma, este projeto propds avaliar a viabilidade da aplicacdo de micelas e PPRs
de TB 2% como um sistema de liberacdo na mucosa vaginal para tratamento topico da
candidiase vulvovaginal. A hipotese é que as micelas e 0s geis supramoleculares possam
resistir mais tempo em contato com a mucosa vaginal, aumentando assim a biodisponibilidade
local de farmaco. Avaliagdes in vitro, em cultura de C. albicans e C. glabrata e estudos de

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

2.1 Objetivo geral

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

liberacdo na mucosa vaginal para tratamento topico da candidiase vulvovaginal.

2.2 Objetivos especificos

o Desenvolver e validar um método analitico por Cromatografia de Alta Eficiéncia
(CLAE) capaz de quantificar seletivamente a terbinafina extraida da mucosa vaginal
suina apos experimentos de permeacdo vaginal;

« Obter diferentes micelas e geéis supramoleculares de terbinafina 2%;

o Caracterizar os géis micelares de terbinafina por meio de parametros como didmetro
hidrodinamico, dispersdo do tamanho, potencial zeta e pH;

o Determinar a viscosidade das formulagoes;

o Avaliar as propriedades mucoadesivas das formulagdes desenvolvidas;

o Determinar a penetracdo da terbinafina em mucosa vaginal suina através das
formulacGes desenvolvidas;

« Analisar o perfil de susceptibilidade dos isolados de C. albicans e C. glabrata frente a
terbinafina, fluconazol e itraconazol por meio do método microdiluicdo em placa;

o Auvaliar a atividade antifingica dos sistemas desenvolvidos contra C. albicans e C.

glabrata empregando o método de difusdo em poco.
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3 REVISAO 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 0s ovarios, as tubas uterinas, o Utero e a
vagina. A genitalia externa feminina consiste no monte puabico, labios menores e maiores,

clitéris, vestibulo e bulbo vestibular, como ilustra a Figura 1 (HEITMANN, 2014).

Genitdlia Feminina

Tuba Utero

Uterina

d
=

Ligamento
Ovariano

Vulva

Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor feminino.

A vulva ¢é o termo global que descreve todas as estruturas que compdem a genitalia
externa. Os principais componentes da vulva sdo o0 monte pabico, grandes e pequenos labios,
clitoris, bulbos vestibulares, vestibulo da vulva, uretra e abertura vaginal. Uma das principais
funcBes da vulva é a protecdo da vagina (JACKSON et al., 2019; YEUNG; PAULS, 2016).

Regido Pubiana
{Monte Pubico)

Clitdris

Grandes |dbios

Uretra

Vestibulo Vulvar Pequenos ldbios

Himen

Abertura vaginal

Furcula

Perineo

Figura 2. Anatomia da vulva.
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A vagina é o 6rgdo genital feminino interno mais superficial caracterizada como um
tubo muscular elastico de aproximadamente 10 cm de comprimento que se estende desde a
vulva até o colo do Utero. A vagina esta intimamente relacionada com muitos dos 6rgéos da
regido pélvica, uma vez que o canal vaginal estd 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 200um sendo revestida por epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado e possui dobras transversais chamadas rugas, que
podem ser visualizadas macroscopicamente. A mucosa vaginal é uma superficie Umida,
geralmente devido a presenga de muco, que reveste as paredes de varias cavidades do corpo,
incluindo a vagina (GOLD; SHRIMANKER, 2021). O muco é uma secrecao altamente viscosa
e translucida produzida por células caliciformes especializadas e desempenha papel importante
no processo de adesdo celula-célula, atuando também como lubrificante, permitindo a
movimentacdo entre as células, desempenhando um papel fundamental na bioadesdo dos
sistemas mucoadesivos de liberacéo de farmacos (SHARMA et al., 2012).

O muco cérvico-vaginal (MCV) representa uma mistura de muco vaginal, cervical e
uterino e € composto de 92 a 95% de agua, ions e 5 a 8% de matéria solida. A fracdo sélida é
composta predominantemente por glicoproteinas de mucina, proteoglicanos e lipidios. O muco
também contém proteinas de defesa, como imunoglobulina A secretora (IgA), lactoferrina e
lisozima (LACROIX et al., 2020; ADNANE; MEADE; O’FARRELLY, 2018).

A mucina (MCN) ¢ a principal glicoproteina e corresponde a 90% de todo muco
cervical. As glicoproteinas de mucina sdo responsaveis pelas propriedades viscoelasticas do
muco e sdo formadas principalmente por carboidratos como N-acetilgalactoseamina,
Nacetilglucosamina, fucose, galactose e o cido sialico. Em pH fisiolégico (5,8 — 7,4), 0 muco
fica com carga negativa (devido ao acido sialico e residuos de sulfato) e adquire caracteristicas
de um gel fortemente coeso, uma vez que possuem a tendéncia de se agregar e formar uma rede
tridimensional (BANSIL; TURNER, 2018). Estudos sugerem que, em funcdo dessas
caracteristicas conferidas a0 muco, a mucina possui um papel chave no processo de
mucoadesdo. Essa propriedade vem sendo utilizada na area farmacéutica com o intuito de
potencializar a permeagdo de farmacos por meio do aumento do tempo de permanéncia da
formulacdo em contato com o tecido-alvo (ENGGI et al., 2021; RENCBER et al., 2021;
CAZORLA-LUNA et al., 2019; VIGANI et al., 2019; RENCBER et al., 2017).

A vagina nao contém glandulas, em vez disso, o fluido transuda através da parede

vaginal. As células do revestimento contém alta concentracdo de glicogénio que é fermentado
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pelos Lactobacillus, presente na microbiota vaginal, de modo que o acido latico seja produzido,
tornando a superficie do revestimento levemente &cida (BOSKEY et al., 2001).

O pH vaginal pode representar a saide da vagina. Fatores fisiologicos podem modular
o pH vaginal dependendo da fase da vida da mulher e da fase do seu ciclo menstrual. Aquelas
em periodo n&do reprodutivo possuem um pH de aproximadamente 4,5, entretanto, durante o
periodo menstrual este nimero pode variar de 6 a 4. No periodo de menopausa e p6s-menopausa
este valor também pode sofrer mudancas, apresentando valores de 4,5 até >5. Este ambiente
altamente &cido promove a manutencdo da microbiota vaginal e protege a vagina de muitas
infeccOes (GODHA et al., 2018; MILLER et al., 2016).

A microbiota vaginal exerce um papel importante para a manutencédo da salde do trato
genital feminino. Em mulheres saudaveis, os Lactobacillus spp. s@o o0s principais componentes
da secrecdo vaginal, aproximadamente entre 10 e 10: Unidades Formadoras de Col6nia por
mililitro (CFU/mL) (MARTINEZ, 2008). No entanto, o estresse ou desequilibrios
fisicos/hormonais como, infec¢cBes vaginais, envelhecimento, atividade sexual e duchas
vaginais, podem ocasionar mudancas que alteram tanto o pH vaginal como o equilibrio entre
0S microrganismos comensais e patogénicos, causando desfechos desfavoraveis, tais como

vaginose ou candidiase (LIN, 2021).

3.2 Epidemiologia da CVV

A CVV é a segunda infeccdo vaginal mais relatada entre as mulheres (BRANDOLT,
2017; CAUCHIE et al., 2017; UNEMO et al., 2013). Estima-se que 70-75% das mulheres terdo
CVV ao menos uma vez na vida, 50% das mulheres poderdo desenvolver a infec¢do pela
segunda vez e que 5-10% delas terdo CVV recorrente. A CVV recorrente (CVVR) é definida
> 4 episodios de CVV em um ano (GONGALVES et al., 2016; BRADFORD; RAVEL, 2017).

A CVV ndo é considerada uma doenca de notificacdo compulséria e, portanto, as
informagdes sobre sua prevaléncia e incidéncia sdo incompletas e baseadas em estudos
epidemioldgicos muitas vezes prejudicados por imprecisdes no diagndstico e/ou pelo uso de
populagdes nio representativas (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019).

Rathod e Buffler (2014) buscaram investigar as fontes das estatisticas sobre as
caracteristicas epidemiologicas e clinicas da CVV e CVVR disponiveis na literatura. A
investigacao possibilitou identificar que os nimeros de incidéncia e recorréncia frequentemente
citados na literatura ndo sdo, de fato, apoiados por estudos epidemioldgicos publicados, mas

sim por reformulacdes de informacdes derivadas de relatérios ndo publicados e de opinides
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clinicas de especialistas que conferiu a estes uma “autoridade infundada”. Os autores ainda
destacam que estudos de coorte de base populacional sdo essenciais para estimar a incidéncia e
recorréncia da CVV E CVVR e, caso os dados ndo sejam derivados desse tipo de estudo
epidemioldgico, ndo é possivel fazer estimativas confiaveis da incidéncia e recorréncia da CVV
em uma populacdo. No entanto, recentemente, estudos propuseram avaliar as estimativas de
prevaléncia da CVV e CVVR.

Uma revisao sistematica foi desenvolvida sobre prevaléncia global de CVVR. Estima-
se que, a prevaléncia mundial de CVVR aproxima-se de 138 milhGes de casos por ano, com
uma prevaléncia anual global de 3.871 por 100.000 mulheres (Figura 3), com a maior
frequéncia (9%) em pacientes com idade entre 25 e 34 anos, e um adicional de 372 milhdes de
mulheres sdo afetadas por CVVR ao longo da vida, causando morbidade substancial e carga
econémica. Além disso, o estudo prevé uma tendéncia ascendente nos casos de CVVR até 2030
(DENNING et al., 2018).

Numero estimado de casos de
CVVR em 100.000 mulheres (2013).

I ~4300

I 4000-4300

[13700-4000

[13400-3700

[ <3400

[ Nodata

Figura 3. Estimativa global dos casos de CVVR.
Fonte: Adaptado de DENNING (2022).

Um outro estudo buscou fornecer novas estimativas de prevaléncia da CVV e CVVR
com base na analise de dados de 7 paises. A prevaléncia da CVV e CVVR varia de acordo com
a idade e a area geografica. A CVV apresentou prevaléncia de 23% e a CVVR apresentou
prevaléncia de 9% antes dos 50 anos, com pico entre 0s 19 e 35 anos (BLOSTEIN et al., 2017).

Yano et al (2019) estudaram as perspectivas atuais dos pacientes sobre varios aspectos
da CVV E CCVR e identificaram que a prevaléncia de CVV foi de 78% entre as mulheres
participantes do estudo e que, a maioria delas, apresentaram 3 ou menos episodios anuais (65%)
e uma proporcdo menor daquelas com 4 ou mais episodios anuais, a CVVR (35%)

predominando na faixa etaria de 26 a 40 anos.
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No Brasil, a CVV néo faz parte da lista de doencas/agravos de notificacdo compulséria
do Ministério da Saude sendo a sua prevaléncia estimada com base em estudos transversais em
grupos especificos 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 incidéncia e prevaléncia com base automedicacao e autodiagnostico
sdo problematicas e um grande desafio dada a imprecisdo das informac6es. Muitas pacientes
com CVV nédo buscam atendimento médico e optam pelo autodiagnostico e a automedicacao
contribuindo para que a prevaléncia real da infeccdo seja desconhecida. Durante o ciclo
menstrual € comum que as mulheres apresentem aumento da secre¢do vaginal que pode ser
interpretado como um sintoma de CVV ou CVVR. Essa interpretacdo pode contribuir para o
autodiagnostico errbneo e a automedicacdo desnecessaria levando desde efeitos adversos a
resisténcia antifungica (MUNOZ et al, 2012; CIUDAD-REYNAUD, 2007).

3.2.1 Candidiase Vulvovaginal (CVV) e as caracteristicas do género Candida

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo oportunista caracterizada pelo
crescimento excessivo de leveduras do género Candida no sistema reprodutor de mulheres em
idade fértil. O género Candida é amplo e compreende, aproximadamente, 200 diferentes tipos
de espécies, que apresentam diversidade nos atributos de viruléncia e na patogenicidade.
Apenas cerca de 10% das espécies sdo associadas a infec¢cdes (Figura 4) (BRANDOL et al.,
2017; BRADFORD; RAVEL, 2017).

Candidiase
Vulvovaginal

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Classe: Saccharomycetes

Ordem: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Espécie: a) C.Albicans b) C.Glabrata

Figura 4. Representacéo da etiologia da CVV.
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A CVV ¢ a segunda infeccdo vaginal mais relatada entre as mulheres ap6s 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 responsavel por 80-90% dos casos,
a C. glabrata é a segunda mais comum, com prevaléncia de aproximadamente 5% dos casos de
CVV por espécies nao albicans (GONCALVES et al., 2016; SOBEL, 2004).

Infec¢Oes por Candida podem, ocasionalmente, ocorrer em processos de co-infeccao,
representando menos de 10% dos diagndsticos, poréem, quando ocorre, as espécies mais
comumente encontradas sdo C. albicans associada a C. glabrata (SOBEL, 1998; OLSON;
JAYARAMAN; KAO, 2018). Um estudo realizado in vitro com epitélio vaginal humano
reconstituido demonstrou que na co-infeccdo de C. albicans e C. glabrata, a C. albicans
aumentou a colonizacdo, invasdo e dano tecidual de C. glabrata, o que também foi evidenciado
pela expressdo de genes de viruléncia (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 a moderada, episodios esporadicos, ndo
recorrentes, em uma hospedeira normal, geralmente causada por uma cepa de Candida spp.
sensivel aos antifingicos comumente utilizados. A CVV recorrente (CVVR) é definida pela
ocorréncia de 4 ou mais episodios de CVV em um periodo de 12 meses (SOBEL, 1998).

A causa dessas recorréncias é desconhecida na maioria das mulheres, mas em alguns
casos, pode estar relacionada a hospedeira imunocomprometida, infeccdo adquirida do
intestino, por meio de contato sexual, falha no tratamento antifungico e surgimento de linhagens
resistentes de Candida spp. (KANG et al., 2018; SOBEL, 2016; MTIBAA et.al, 2017).

A apresentacdo clinica da CVV consiste em secrecdo vaginal espessa, em grumos, e de
coloragdo frequentemente branca, inflamacdo da vulva, eczema, fissuras e prurido intenso.
Apesar da frequéncia desses sintomas, eles ndo sdo especificos da CVV pois sdo comuns a
outras infeccdes fangicas e bacterianas (MTIBAA et al., 2017).

Pesquisadores buscaram investigar os erros de diagnosticos de infeccdes vaginais e
demonstraram que, quando foram levados em consideracdo apenas os sintomas clinicos das
pacientes, o diagndstico foi errado em 77% dos casos de CVV (SCHWIERTZ et al., 2006). Por
conta disso, o diagnoéstico clinico deve sempre ser confirmado por métodos laboratoriais para
garantir o diagndstico correto e a escolha mais efetiva de tratamento. Os principais métodos
utilizados no diagndstico laboratorial de infec¢bes fungicas sdo a microscopia direta, cultura
fingica e testes de antigenos (SOBEL, 2016; OTASEVIC et al., 2018).

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

ordem Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae. Apesar de ser um género amplo com
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mais de 200 espécies, apenas cerca de 30 delas apresentam potencial patogénico sendo isoladas
de infec¢bes em humanos (TURNER; BUTLER, 2014).

Embora as leveduras de Candida spp. sejam reconhecidas como constituintes da
microbiota vaginal, o canal vaginal ndo € considerado seu principal reservatorio, mas sim o
trato gastrointestinal (ALONSO-MONGE et al., 2021; CAUCHIE et al., 2017). Em individuos
imunocompetentes, normalmente ndo ocorre crescimento excessivo e invasdo sistémica
(VALDERRAMA et al, 2018), mas essas leveduras podem tornar-se patogénicas quando o sitio
de colonizacdo do hospedeiro passa a ser favoravel ao seu desenvolvimento. Por conta disso,
as espécies do género Candida spp. sdo consideradas fungos oportunistas (MISHRA; KOH,
2018).

Dentre os mecanismos pelos quais os fungos emergem de estado comensal para
patogénico, destaca-se a plasticidade morfolégica que permite a adaptacdo as diferentes
condi¢Bes impostas pelo hospedeiro por manter a integridade e a viabilidade celular
(POULAIN, 2015).

As formas leveduriformes de Candida spp. possuem tamanhos variaveis, entre 2 a 11um
de diametro e consistem em células simples, ovais, que se reproduzem assexuadamente por
brotamento (WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Vérias espécies do género Candida spp séo
dimorficas, ou seja, crescem na forma de leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras
(TURNER; BUTLER, 2014).

As espécies do género Candida spp. possuem a parede celular bem definida, com
basicamente a mesma composi¢do: quitina, polissacarideos (glucanas e mananas) e proteinas
(WHIBLEY; GAFFEN, 2015). No entanto, ha variagdes nas propor¢des destes compostos entre
as diferentes espécies do género. A parede celular de C. albicans é constituida de 60% de f-
glucana e cerca de 40% de mananoproteinas e quitina (HUANG, 2012). Ja a parede celular de
C. glabrata apresenta 50% a mais de proteinas e mananas, enquanto apresenta menos glucanas
do que C. albicans. Além disso, quantidades maiores de quitina sdo 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 género Candida apresentam coldnias de coloracdo
branca a creme com texturas cremosas ou membranosas exibindo superficie variavel de lisa a
sulcada, brilhante ou opaca. De modo geral, as formas das colbnias séo 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. € mediada por multiplos fatores de viruléncias sendo
0s mais estudados nos ultimos anos: a adesdo as células epiteliais, o pleomorfismo, a liberacdo
de enzimas proteoliticas, plasticidade fenotipica, formacéo de hifas e a capacidade de formacéo
de biofilmes (GONCALVES et al., 2016; MEDEIROS et. al, 2017; MAJUMDAR et. al, 2016;
CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Apesar da alta prevaléncia e do grande nimero dos inumeros fatores de risco associados
a infeccdo por Candida spp., 0s mecanismos patogénicos da CVV e da CVVR ainda ndo foram
completamente elucidados (GONCALVES et al., 2016).

3.2.2 Resisténcia de Candida spp. frente aos medicamentos comerciais

O tratamento da CVV é feito com o uso de medicamentos antifingicos, que podem ser
administrados por via oral e/ou via tépica. O Ministério da Saude preconiza alguns protocolos
terapéuticos para o tratamento da CVV que incluem antifingicos do grupo dos azois e polienos,
de forma isolada ou em associacdo, como fluconazol, miconazol, nistatina, itraconazol, nas
apresentacdes de comprimidos, cremes vaginais e dvulos (CARVALHO et al., 2021).

Nos Ultimos anos, houve um aumento expressivo em relagdo as infec¢bes ocasionadas
pelas espécies de Candida spp. que tém levado a um aumento no uso de agentes antiflingicos
importantes, como o0s azois e equinocandinas, tanto na terapia profilatica como na terapia
empirica, o que tem sido responsavel pelo surgimento de cepas clinicas resistentes aos
medicamentos antifungicos comerciais (MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017).

A resisténcia de dado microrganismo a determinado farmaco pode ser classificado
inicialmente como intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca (ou primaria) é encontrada
ocorrendo naturalmente entre certos fungos sem exposicao prévia ao farmaco, como ocorre na
resisténcia a fluconazol por C. krusei. Ja a resisténcia adquirida (ou secundaria) € observada em
cepas anteriormente sensiveis apds a exposicdo a agentes antifungicos e geralmente é
dependente de expressdo génica alterada (PERLIN et al., 2017).

Ao contrério do mecanismo de resisténcia aos antibioticos, ndo existe nenhuma
evidéncia cientifica de que os fungos sdo capazes de inativar ou modificar os medicamentos
antifungicos como meio de adquirir resisténcia, porém a resisténcia antifungica esta associada
a diversos outros fatores como exposicao a terapia medicamentosa ineficaz (WHITE, MARR,
e BOWDEN, 1988), modificacdes de mecanismos moleculares pelos fungos (ex: mutagdo dos
receptores do farmaco (PEMAN, CANTON e ESPINEL-INGROFF, 2009), expressao de um
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sistema de bombas de efluxo (SANGLARD et al, 1997; ALBERTSON et al, 1996), formagé&o
de biofilme (KUHN et al, 2002) e respostas pleiotropicas (PFALLER, 2012).

O aumento da resisténcia a azois e equinocandinas por espécies de Candida é um
problema cada vez mais sério em ambientes clinicos em todo o mundo. A compreensdo dos
suscetibilidade, toxicidade e resisténcia dos fungos a esses medicamentos é imprescindivel para
determinar a melhor opc¢édo terapéutica para o paciente (VIEIRA; NASCIMENTO, 2017,
VIEIRA; SANTOS, 2017; LUDWIG et al; 2018).

Os mecanismos atribuidos a resisténcia aos azois tanto em C. albicans como espécies
Candida nao-albicans estdo bem definidos e estdo associados principalmente pela mutacdo do
gene ERG11 que codifica a enzima a 14a-desmetilase, modificando o sitio alvo a ponto de
influenciar na afinidade do antifungico azélico a enzima, impedindo a interacdo com o farmaco.
Outro importante mecanismo de resisténcia aos azolicos ocorre pela superexpressdo do gene
ERGI11, resultando na produgdo excessiva da enzima l4a-desmetilase, tornando necessario
aumentar a concentragdo do farmaco dentro da célula. Trés outros mecanismos de resisténcia
aos azolicos sdo conhecidos: alteracdo genética do alvo do farmaco Ergll, regulacéo positiva
das bombas de efluxo Cdrl, Cdr2 e Mdrl e inativacdo de Erg3 que sintetiza o esterol toxico
(WHALEY et al.,, 2017; BERKOW; LOCKHART, 2017; HOU et al., 2019; PRISTOV;
GHANNOUM, 2019).

A resisténcia aos antifingicos da classe das equinocandinas ainda é bastante incomum
e raro entre as espécies de Candida. O mecanismo de resisténcia estd intimamente ligado a
mutacdes do gene FSK1, que codifica a enzima 1,3-B-glucana sintetase, que € o alvo de acéo
das equinocandinas e é responsavel pela sintese de 1,3-B-glucana, um componente importante
da parede celular das espécies de Candida. Na clinica, essa mutacdo se manifesta pelo aumento
das concentracdes inibitorias minimas das cepas de Candida e consequentemente na falha
terapéutica (PERLIN, 2015; HOU et al., 2019; PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

O mecanismo de resisténcia que isolados clinicos de Candida spp. exerce sobre 0s
polienos ainda ndo foi bem caracterizada, mas é provavel que o aumento ou diminuicdo do
ergosterol presente na membrana do fungo possa estar associado aos casos de resisténcia. Essa
resisténcia pode ser resultado de mutac6es nos genes que codificam as enzimas envolvidas na
sintese de ergosterol. Por exemplo, in vitro, a ruptura de ERG3 e ERG6 causa diminuicdo dos
niveis de ergosterol e resisténcia a 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 farmacos, que

se diferenciam principalmente quanto aos seus mecanismos de acdo, levando a busca pelo
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desenvolvimento de outras estratégias para superar a resisténcia fungica, como a descoberta de

novos farmacos e/ou atuagdo em novos alvos fangicos (XIE et al, 2014).

3.2.3 Perspectivas atuais de tratamento

Os fungos, assim como 0s humanos, s&o organismos eucarioticos e h4 uma escassez de
alvos seletivos que podem ser explorados para o desenvolvimento de novos farmacos
antifingicos. Como consequéncia, e em contraste com os antibiéticos, o atual arsenal
antifungico ainda é muito limitado tornando evidente a necessidade pela busca de substancias
mais eficazes e novos mecanismos de acdo para o tratamento de infec¢des fungicas (SANTOS
etal., 2018).

A maioria dos farmacos disponibilizados para o tratamento da CVV sdo antigos e o
ritmo de inovacdo dentro da area de micoses € muito lento tendo em vista que as primeiras
equinocandinas foram aprovadas ha 20 anos. O ritmo de desenvolvimento de novos
medicamentos antifungicos € consideravelmente menor quando comparado a outras areas
terapéuticas. No entanto, varias empresas de biotecnologia e universidades tém trabalhado
arduamente para colocar no mercado novas opcoes de tratamento para CVV.

A aprovacdo do Brexafemme® (Ibrexafungerp) representa o primeiro medicamento
aprovado pela FDA em uma nova classe de antifingicos em mais de trés décadas. O
Ibrexafungerp é um antifungico, inibidor da glucano sintase, de amplo espectro pertencente a
classe fungerp, desenvolvido pela empresa de biotecnologia Scynexis. O farmaco foi aprovado
para o tratamento da CVV e também esta sendo testado para o tratamento da aspergilose e
outras infeccBes flngicas invasivas. O medicamento ainda ndo é comercializado no Brasil
(Figura 5) (SOBEL, 2022; BARNES; YANCEY; FORINASH, 2022; MASONE. 2021).

Figura 5. Estrutura quimica 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 azdis e possui como
mecanismo de a¢do a inibicdo do CYP51 na parede celular dos fungos, porém diferente dos
demais medicamentos desta classe, o oteseconazol tem uma porc¢édo tetrazol (anel de cinco
membros de quatro atomos de nitrogénio e um atomo de carbono), com seletividade ao alvo
melhorada e ndo se ligaao CYP51 humano. O novo antifingico oral € indicado para tratamento
da CVVR apenas mulheres permanentemente inférteis ou pos-menopausicas devido aos riscos
de toxicidade embriofetal (Figura 6) (SOBEL; NYIRJESY, 2021).

Figura 6. Estrutura quimica do Oteseconazol.
Fonte: ChemSpider, 2022.

O desenvolvimento e processo de introducdo de um novo farmaco no mercado € um
grande desafio tendo em vista que € um processo longo, oneroso e caro. A cada 100.000 novas
moléculas descobertas, apenas 250 delas sdo submetidas aos ensaios pré-clinicos e apenas 5
avancam para o0s ensaios clinicos. Estima-se que, das 100.000 novas moléculas descobertas,
apenas uma delas pode chegar ao mercado. Os custos envolvidos no desenvolvimento de um
novo farmaco podem chegar a um milhdo e meio de dolares (FERREIRA et al., 2009). Tendo
em vista a necessidade de reduzir custos e a urgéncia de novos agentes antifungicos, o
redirecionamento ou reposicionamento de farmacos ja existentes no mercado, para outros fins
terapéuticos, é uma alternativa promissora e eficaz.

O reposicionamento de medicamentos € um processo de identificacdo de novos usos
terapéuticos para medicamentos antigos/existentes/disponiveis. Nos ultimos anos laboratorios
académicos tém buscado desenvolver novos sistemas de entrega de farmacos ja existentes, para,

em principio, permitir o desenvolvimento de terapias direcionadas, para proporcionar maior
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eficécia 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
farmacos, com base nos principais farmacos utilizados no tratamento de CVV, para melhorar a
entrega intravaginal do farmaco como géis nanolipidicos, pastilhas a base de complexo
polieletrolito de quitosana/anion e filmes vaginais mucoadesivos de fluconazol (TAKALKAR;
DESAI, 2018; KUMAR et al., 2013; DARWESH; ALDAWSARI; BADR-ELDIN, 2018);
nanoemulsdo de exopolissacarideos e nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) a base de
nistatina (HOSSEINI et al., 2020; SONG et al., 2020); nanoparticulas de quitosana e microgeéis
mucoadesivos carregados de miconazol (AMARAL et al., 2019; KENECHUKWU et al., 2018)
e; géis de cristal liquido e nanoparticulas de policaprolactona carregadas de itraconazol
(LUCENA et al., 2018; TIAN et al., 2022). Outra alternativa para o tratamento da CVV é o
reposicionamento de farmacos ja existentes no mercado, como € o caso da terbinafina.

Recentemente, um estudo realizado por Arpa e colaboradores (2020) prop0s examinar
o possivel uso de hidrogéis carregados de terbinafina para aplicacdo vaginal como parte do
tratamento da candidiase vaginal. Polimeros naturais como quitosana, carboximetilcelulose de
sodio e carbopol foram usados para o desenvolvimento de géis vaginais de terbinafina e
demonstraram atividade antifingica superior sobre diferentes espécies de Candida em relacdo
ao produto comercializado. Os resultados confirmaram que os hidrogeéis 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 antifngica
exercendo seu efeito através da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase. A inibicdo enzimatica
leva a deficiéncia de ergosterol na parede celular do fungo e, por sua vez, ao aumento de niveis
toxicos de esqualeno intracelular. Como resultado, o farmaco interrompe a sintese da membrana
celular fangica e inibe o crescimento fungico. Devido a esses mecanismos, a TB tem efeitos
fungistaticos e propriedades fungicidas (GUPTA; FOLEY; VERSTEEG, 2017).

A TB é um pé cristalino fino branco a esbranqui¢ado, com massa molar de 327,89 g/mol,
correspondendo a formula molecular de C 21 H 26 NCI. Apresenta faixa de fusdo entre 204 e 208
°C. A estrutura quimica do TB (Figura 9) apresenta um anel naftaleno substituido com cadeia

lateral amina insaturada e grupo terminal-butil. O grupamento amina fornece a molécula caréater
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basico e apresenta pKa 7,1. A TB apresenta natureza lipofilica (log P 3,3), e queratofilica e
desta forma se acumula em pele, unha, cabelos e pelos e no tecido adiposo, apresentando alta
permeabilidade e baixa solubilidade em agua (0,000738 mg/L) sendo classificado como um
farmaco da classe Il no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (Figura 7) (KUMINEK et
al., 2013).

Figura 7. Estrutura quimica do cloridrato de terbinafina.
Fonte: ChemSpider, 2022.

No Brasil, a TB é comercializada na forma de comprimidos e capsulas (125 e 250 mg),
na forma de cremes (10 mg/g) e sprays de solucBes (10 mg/mL). A administracdo do
medicamento € realizada por via oral (250 a 500 mg por dia) ou topica (1% creme, aplicada
uma ou duas vezes por dia), usualmente durante 2 ou 4 dias chegando em até 4 semanas
dependendo do tipo de infeccdo. Atualmente, o medicamento é indicado para o tratamento de
fungos patogénicos da pele, cabelo e unhas, incluindo dermatéfitos como Trichophyton,
Microsporum, Epidermophyton floccosum e leveduras do género Candida (KANAKAPURA;
PENMATSA, 2016).

A TB apresentou resultados satisfatorios, em condi¢es in vitro, indicando ser altamente
ativa contra C. albicans e algumas espéecies ndo-albicans, como a C. parapsilosis, C.
guilliermondii, C. glabrata e C. tropicalis (apresentando CIM entre 0,03125 a 4 pg/mL)
(GARG et al., 2006). Yassin e colaboradores (2020) evidenciaram, em condigdes in vitro, que
a terbinafina apresenta CIMs contra C. albicans e C. tropicalis de 5 pg/ml e 2,5 pg/ml,
enquanto suas CMFs foram de 10 pg/ml e 5 pg/ml, respectivamente. Em um estudo realizado
in vivo, a TB demonstrou seu potencial terapéutico no tratamento da CVV erradicando a
infeccdo 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 reacdes alérgica, erupcdo cutanea, alteracbes na Visdo,
problemas gastrointestinais, nauseas, vomitos, alteracbes do paladar, perda de cabelo
(AGGARWAL et al., 2020; THATAI; SAPRA, 2018), porém na literatura ha 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), metabdlito aldeido da TB, pode desempenhar um papel na
patogénese de sua hepatotoxicidade (AJIT et al., 2003).

Além disso, como a TB inibe a enzima hepéatica CYP2D6, podem ocorrer interacdes
medicamentosas quando utilizada em associacdo com outros medicamentos. A lista de
medicamentos com potencial interacdo inclui, mas ndo se limita a, antidepressivos triciclicos,
inibidores seletivos da recaptacao da serotonina, betabloqueadores, antiarritmicos da classe 1C
e inibidores da monoamina oxidase (GUPTA; VERSTEEG; SHEAR et al., 2018).

Levando em consideracdo a baixa solubilidade em &gua da TB e os efeitos adversos
causados pela administracdo oral do farmaco e, tendo em vista que ndo ha disponivel
comercialmente TB para administracdo vaginal, sistemas micelares e supramoleculares

demostram ser boas alternativas para a administracdo topica do farmaco.

3.3 Sistema de liberacéo de farmacos na mucosa vaginal

As terapias baseadas na administracdo oral de antifangicos para o tratamento da CVV
geralmente sdo eficazes; no entanto, existem inumeros efeitos adversos sistémicos associados
a0 Sseu uso que podem impactar na adesdo ao tratamento e consequentemente comprometer a
efetividade do tratamento. Os efeitos adversos comuns incluem dor de cabeca, nauseas e
distdrbios gastrointestinais, bem como anormalidades assintomaticas da funcao hepatica. Além
disso, a administragéo oral de medicamentos pode ser considerada um problema para mulheres
que sofrem de disturbios do trato gastrointestinal, bem como para mulheres gravidas, tendo em
vista que os farmacos podem atravessar a barreira placentaria e comprometer o
desenvolvimento do feto (VALENTA, 2005; BRUSCHI; DE FREITAS, 2005).

Na administracdo de farmacos, a via topica apresenta algumas vantagens em relacéo a
via oral como evitar o metabolismo de primeira passagem, promover 0 uso de menores doses
do farmaco, proporcionar menor frequéncia de administragdo, com consequente diminuicéo da
toxicidade e a reducdo dos efeitos adversos provocados pela administragdo sistémica

(LOURENCGCO, 2013). As pacientes, geralmente, tém preferéncia por formas farmacéuticas na
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forma de géis ou pomadas para administracdo no canal vaginal por representar uma aplicacdo
facil, cdmoda e indolor (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005). Por outro lado, os sistemas de
liberacdo de farmacos na mucosa vaginal apresentam algumas limitagcdes que podem influenciar
na resposta terapéutica.

As formas farmacéuticas convencionais, como cremes, géis e Ovulos, apresentam
limitagdes que envolvem, geralmente, pouca retencdo no canal vaginal, rapida remocéo pelos
fluidos fisioldgicos da mulher e, principalmente pelo escoamento da formulacéo resultando em
um baixo tempo de permanéncia na mucosa vaginal que pode influenciar no nimero de
reaplicagdes, baixa absorcao e biodisponibilidade do farmaco (HUSSAIN; AHSAN, 2005).

Neste contexto, novos sistemas de liberacdo de farmacos tém sido propostos com 0
objetivo de controlar a liberacdo de farmacos no canal vaginal por um periodo prolongado.
Diferentes técnicas vém sendo adotadas no desenvolvimento de sistemas de liberacdo como a
utilizacdo de nanoparticulas, lipossomas e ciclodextrinas, entre outros, para veiculacdo de
farmacos. Assim, sistemas mucoadesivos de liberacdo vaginal se tornam uma alternativa
promissora para contornar os desafios enfrentados pelas formas farmacéuticas convencionais
(CARVALHO et al., 2010).

Os sistemas mucoadesivos sao extremamente vantajosos por controlarem a taxa de
liberacdo de farmacos, estenderem o tempo de residéncia, aumentarem a eficacia terapéutica e
diminuirem a frequéncia de administragdo na mucosa vaginal. Esse tipo de sistema apresenta
como caracteristica contato intimo e prolongado da formulacdo com a mucosa vaginal e alta
resisténcia aos mecanismos fisiologicos de remocdo. O principal objetivo desse sistema é
promover uma liberac&o controlada e sustentada do farmaco na mucosa vaginal (PEREIRA;
BRUSCHI, 2012). Nos ultimos anos, formas farmacéuticas mucoadesivas vém sendo sugeridas
para a liberacdo de farmacos na vagina, incluindo sistemas sélidos e semissolidos composta por
diversos polimeros (RENCBER et al., 2021; KENECHUKWU et al., 2018; DARWESH,;
ALDAWSARI; BADR-ELDIN, 2018; RENCBER et al., 2017).

Dentre as formas farmacéuticas sélidas e semissolidas, cremes e géis vaginais podem
ser formulados como emulsdes ou hidrogéis para liberacdo de farmacos. Nos ultimos anos vem
sendo muito estudado o desenvolvimento de hidrogéis para liberacdo de fa&rmacos. Os hidrogéis
sdo considerados sistemas carreadores de farmacos, devido suas excelentes propriedades de
biocompatibilidade, permeabilidade e de intumescimento, assim como sua sensibilidade a
estimulos. Os hidrogéis sdo redes tridimensionais insollveis em agua de cadeias poliméricas

capazes de reter grandes quantidades de agua (DREISS, 2020).
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Recentemente, um estudo propbs encapsular a terbinafina (TB) em micelas e géis
supramoleculares de poli(pseudo)rotaxanos (PPR) para aumentar a solubilidade do farmaco e
obter uma formulacédo de base aquosa capaz de proporcionar viscosidade adequada para uma
melhor permeacdo ungueal. Os tensoativos Kolliphor RH40 (RH40) e Gelucire 48/16 (GEL)
foram utilizados para obtencdo de micelas, e a aCD foi adicionada para formar os PPR. Os
resultados do estudo revelaram o potencial do uso de micelas e PPR como veiculos para o
tratamento tépico de onicomicose (KRAWCZYK-SANTOS, 2020).

3.3.1 Sistemas micelares

As micelas sdo microestruturas automontadas formadas por tensoativos em um sistema
aquoso e geralmente tém didmetro < 50 nm. A porc¢do hidrofébica das moléculas anfifilicas
forma o nucleo das micelas, enquanto a porcdo hidrofilica forma a casca ou a coroa. As micelas
sdo formadas por tensoativos ou polimeros anfipaticos em solugdo aquosa em que a regido polar
estd voltada para a superficie externa da micela e a regido apolar voltada para o interior
formando o nucleo da micela (Figura 8) (ALVAREZ-LORENZO; CONCHEIRO, 2008;
GHOSH; RAY; PRAMANIK, 2020; GRIMAUDO et al., 2019).
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Figura 8. Representacéo grafica da estrutura de micelas simples.

Os segmentos hidrofébicos na parte interna da micela apresentam elevada capacidade
para encapsular compostos hidrofébicos melhorando a solubilidade de farmacos pouco soluveis
em agua. Por outro lado, porg¢des hidrofilicas garante a estabilidade do sistema, entre o ndcleo
hidrofobico e 0 ambiente externo aquoso (MCKENZIE et al., 2015).
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A formacdo das micelas somente acontece a partir da Concentracdo Micelar Critica
(CMC). Abaixo da CMC, o tensoativo € encontrado na forma de mondmero, com o aumento
da concentracdo no meio, a CMC é atingida e ha um equilibrio dindmico onde as micelas
comecam a ser formadas. A partir dessa CMC, ocorre a acdo da forca de atracdo e da forca de
repulsdo. A forga de atragdo faz com que 0s unimeros se agrupem de forma organizada
formando as micelas, evitando a exposi¢do parte hidrofobica das moléculas no meio aquoso. A
forca de repulsdo impede que as micelas crescam indefinidamente. InUmeros fatores podem
influenciar os valores de CMC de um tensoativo. Estes incluem tamanho e estrutura do grupo
hidrofébico, natureza do grupo hidrofilico, adi¢do de eletrélitos e alcool, efeito da temperatura
e adicdo de copolimeros (AHMAD et al., 2014; GHOSH; RAY; PRAMANIK, 2020;
GRIMAUDO et al., 2019; MAKHMALZADE; CHAVOSHY, 2018)

A obtencdo de um CMC baixo é interessante, do ponto de vista farmacoldgico, para
sistemas administrados por via vaginal. Ao atingir o tecido-alvo, micelas com valores de CMC
alto podem se dissociar em monémeros e seu conteudo pode ser liberado, visto que o volume
de fluidos vaginais em que as micelas estdo presentes aumenta muito e uma concentracao
abaixo da CMC é alcancada (GRALLERT et al., 2012).

A limitacdo de tais micelas, no entanto, é que a diluicdo desse sistema leva a sua
dissociacdo. Sistemas mais controlados séo as micelas poliméricas, compostas por um nucleo
hidrofébico e uma casca hidrofilica, que sdo ligadas covalentemente. Micelas poliméricas sdo
nanoestruturas, esféricas, coloidais e supramoleculares, geralmente, formadas a partir da
automontagem de copolimeros em bloco anfifilicos que consistem em unidades hidrofilicas e
hidrofébicas em um ambiente aquoso (CAGEL et al., 2017; DESHMUKH et al., 2017).

A principal vantagem das micelas poliméricas € a sua capacidade de controlar e
sustentar a liberacdo dos farmacos no tecido-alvo. Como ja dito anteriormente, as micelas séo
estruturas que se formam e se desfazem espontaneamente de acordo com a diluicdo do meio.
Por conta disso, conforme as micelas sdo desfeitas, o farmaco é liberado aos poucos. Outras
caracteristicas que tornam as micelas poliméricas interessantes sdo seu alto peso molecular,
baixa taxa de dissocia¢do, melhor retencdo do farmaco e acumulaco sitio especifica. De acordo
com literatura, o didmetro médio de micelas poliméricas para aplicacdes farmacéuticas se
encontra na faixa de 10 a 100 nm (ZHANG; HUANG; LI, 2014; CAGEL et al., 2017;
DESHMUKH et al., 2017).

O segmento hidrofilico de micelas mais comumente usados para liberagdo de farmacos
é o poli (etilenoglicol) (PEG), com um peso molecular de 2 a 15 kDa. O PEG forma uma coroa

hidrofilica na superficie das micelas que minimiza a interacao inespecifica com os componentes
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do sangue e prolonga o tempo de circulagdo. O PEG é altamente soltvel em &gua, ndo tdxico e
com carga neutra proporcionando estabilidade ao sistema e reduzindo a agregagdo micelar
(HWANG; RAMSEY; KABANOQV, 2020; MAKHMALZADE; CHAVOSHY, 2018).

Outra estratégia utilizada para melhorar a estabilidade do sistema e a eficacia da
encapsulacdo do farmaco é o uso de uma formulagdo micelar mista. As micelas mistas sdo
formadas a partir de dois ou mais copolimeros em bloco diferentes e possibilitam uma
abordagem direta e conveniente para melhorar a estabilidade fisica e aumentar as capacidades
de carregamento de farmacos (Figura 9). Além disso, os sistemas de micelas mistas podem ser
facilmente otimizados em relacdo ao tamanho e carga superficial, bem como a taxa de liberacao
do farmaco (SOBCZYNSKI; CHUDZIK-RZAD, 2018; ATTIA et al., 2011).
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Figura 9. Representacdo grafica da estrutura de micelas mistas.

3.3.2 Sistemas supramoleculares

Um sistema supramolecular € um conjunto de subunidades moleculares que séo
organizadas por meio de interacdes intermoleculares que podem ser idnicas ou
covalentes. Essas interacdes incluem ligacGes de hidrogénio, coordenacdo metélica, interacdes
hidrofébicas, forcas de VVan der Waals e interacdes ibnicas (CHEN et al., 2019; DOMINSKI;
KONIECZNY; KURCOK, 2019; MANTOOTH; MUNOZ-ROBLES; WEBBER, 2019).

Os hidrogéis sdo utilizados como sistemas carreadores de farmacos, devido suas
excelentes propriedades de biocompatibilidade, permeabilidade e de intumescimento, assim
como sua sensibilidade a estimulos. Os hidrogéis sao redes tridimensionais insolUveis em agua
de cadeias poliméricas capazes de reter grandes quantidades de &gua. Os hidrogéis

supramoleculares, também conhecidos como ‘“hidrogéis fisicos”, diferem dos ‘“hidrogéis
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quimicos” tradicionais principalmente em suas ligagdes cruzadas intermoleculares reversiveis
e ndo covalentes que podem ser formadas por diferentes tipos de interagdes, como a interagdo
héspede-hospedeiro (DOMINSKI; KONIECZNY; KURCOK, 2019; MANTOOTH; MUNOZ-
ROBLES; WEBBER, 2019).

As ciclodextrinas (CDs) séo os macrociclicos hospedeiros mais utilizados em hidrogéis
supramoleculares. A CD é uma familia de oligossacarideos ciclicos que sdo compostos de
subunidades de glucopiranose ligadas por a-(1,4). As subunidades sdo compostas por a-CD, [3-
CD e y-CD que contém seis, sete e oito moléculas de glicose, respectivamente. O CD atua como
uma molécula hospedeira formando um complexo de inclusdo com um hospede especifico
através de sua cavidade hidrofobica (Figura 10) (HUANG et al., 2020; CONCHEIRO;
ALVAREZ-LORENZO, 2013; DHIMAN; BHATIA, 2020; JACOB; NAIR, 2018).
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Figura 10. Estrutura funcional (a esquerda) e estrutura molecular (a direita) da aCD.

Com polimeros como o PEG, o encadeamento da cadeia através das cavidades dos aCDs
permite a formacdo de hidrogéis de polipseudorotaxano que exibem propriedades como
comportamento tixotrépico de afinamento ao cisalhamento e injetabilidade ap6s a gelificacéo,
devido a natureza dindmica dos complexos de inclusdo. Para formar um hidrogel, as cadeias de
PEG precisam ser longas o suficiente para que as regides dos complexos de inclusdo de CD
tenham comprimento suficiente para formacdo da estrutura supramolecular (LORENZO-
VEIGA et al., 2019; SIMOES et al., 2015).

A formacao de géis supramoleculares a base de PPR apresenta inUmeras vantagens que
estdo associadas principalmente a sua biocompatibilidade. Os géis supramoleculares como a
possibilidade de serem preparados com diferentes tipos e combinacgdes de polimeros, maior
estabilidade da formulacdo, controle da liberacdo do farmaco, além de proporcionar maior

tempo de permanéncia e prolongar a permeacéo de farmacos no local de aplicacdo devido a


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/cyclodextrins
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2020.00847/full#B19
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viscosidade proporcionada pelo sistema de liberagdo (MARCOS et al., 2016; SIMOES et al.,
2015; TAVEIRA et al., 2018).

3.3.3 Géis micelares e supramoleculares de terbinafina

Um estudo realizado por Krawczyk-Santos (2021) prop6s encapsular a terbinafina (TB)
em micelas e géis supramoleculares de poli(pseudo)rotaxanos (PPR) para aumentar a
solubilidade do farmaco e obter uma formulacdo de base aquosa capaz de proporcionar
viscosidade adequada para uma melhor permeacdo ungueal. Os tensoativos Kolliphor RH40
(RH40) e Gelucire 48/16 (GEL) foram utilizados para obtencdo de micelas, e a aCD foi
adicionada para formar os PPR. Ambos tensoativos e sua mistura (RH40: GEL, na proporc¢éo
1:1) formaram micelas de cerca de 10 nm e um potencial zeta proximo de zero. As formulagoes
mostraram transi¢do sol/gel observada pela inversdao dos valores de G’ e G” nos estudos de
reologia. Além disso, a formacao da estrutura supramolecular ndo afetou a solubilidade de TB.
As formulagdes se mostraram seguras através da realizacdo do teste de hemolise de acordo com
a ISSO 10993. Os estudos de liberacado in vitro mostraram fluxo diminuido para as formulacGes
de PPR comparado as micelas, independente da concentragdo de aCD utilizada, como esperado
devido a viscosidade aumentada dos sistemas. O estudo de hidratacdo mostrou a habilidade das
formulagcGes de interagir com a membrana ungueal, o que foi confirmado por microscopia
eletronica de varredura, e refletiu em 6timos resultados de permeacdo, principalmente para
micelas de GEL e PPR (RH40: GEL) obtido com 10% aCD, que proporcionaram permeacao
de cerca de 3 vezes mais TB as regiGes mais profundas dos cascos comparado as demais
formulaces. Formulacbes verséateis a base de agua foram desenvolvidas e revelaram o

potencial do uso de micelas e PPR como veiculos para o tratamento topico de onicomicose.



36

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os insumos farmacéuticos utilizados neste trabalho foram: terbinafina (Sigma Aldrich,
EUA), fluconazol (Gemini Inddstria de Insumos Farmacéuticos Ltda, Brasil) e o itraconazol
(Roche, Suicga). Os solventes, acetonitrila e metanol, grau CLAE foram adquiridos da J. T Barker
(Philisburg, USA). As formulag6es foram preparadas com Kolliphor RH40® (Ashland, EUA),
Gelucire® 48/16 (Gatté Fossé, Franca) e CAVAMAX® W6 (Ashland, EUA). As correcdes de
pH foram realizadas com &cido cloridrico (HCI) e hidroxido de sédio (NaOH) (Dindmica
Quimica Contemporanea, Sdo Paulo, Brasil). A Mucina tipo Il crua de estdmago suino foi
obtida na Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Para prepara¢do do tampéao citrato foram
utilizados citrato de sddio e acido citrico foram obtidos da Neon Comercial Reagentes
Analiticos Ltda (Suzano, Sdo Paulo). As mucosas vaginais suinas foram gentilmente cedidas
pelo Via Carnes Indastria e Comércio Eireli (Formosa, Goids, Brasil). Filtros pré-limpos, de
diametro 25 mm e poro 0,45 um, hidrofobicos e hidrofilicos, foram comprados de Analitica
(Sdo Paulo, Brasil). Todas as analises foram realizadas utilizando agua ultrapurificada
(Millipore, lllkirch-Graffenstaden, Franca). Os demais reagentes e matérias-primas utilizados

em ensaios especificos estdo descritos em suas respectivas secoes.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo da solucéo estoque de TB

As solucOes de estoque de TB (100 pg/mL) foram preparadas dissolvendo 5 mg do
farmaco em 50 mL de acetonitrila. As solucdes de estoque foram utilizadas para a padronizagédo

do método analitico.

4.2.2 Padronizacdo de método analitico para quantificacdo da TB por CLAE

O método analitico foi desenvolvido com o objetivo de obter a melhor resolucdo dos
picos cromatograficos de TB com desempenho analitico aceitdvel. O método analitico foi
padronizado e validado por um Unico analista. As analises cromatograficas foram realizadas em
um sistema CLAE (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japdo) 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 automético de amostras (modelo 9SIL-20AD). A obtencéo
dos dados, analises e relatérios foram realizados usando o software Shimadzu LC.

4.2.3 Determinacdo do comprimento de onda de méxima absorc¢do da TB

O espectro de varredura de comprimento de onda para cada farmaco foi obtido
individualmente a partir da solucdo estoque utilizando um espectrofotémetro (Shimadzu UV
Spectrophotometer UV-1800). Foram realizadas varreduras na faixa de 210nm e 260 nm, da
solugdo estoque de TB, preparada a uma concentragdo igual a 100 pg/mL em acetonitrila, para

se determinar o comprimento de onda de maior absorcéo do farmaco.

4.2.4 Validagdo do método analitico

A confiabilidade e o desempenho analitico do método por CLAE foram validados
avaliando os parametros de linearidade, limite de detecgéo (LD) e quantificagéo (LQ), precisao
e exatidao, seletividade e recuperacdo de acordo com as diretrizes da RDC n° 166 de 24/07/2017
da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), que estabelece critérios para a
validacdo de métodos analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e
produtos bioldgicos em todas as suas fases de producdo. As solugdes estoque de TB

(100,0pg/mL) foram utilizadas para a validagdo do método analitico.

4.2.4.1 Linearidade

A linearidade do método proposto foi avaliada por meio da construcdo de uma curva
analitica utilizando a solugdo estoque de TB (100 pg/mL) e a acetonitrila como solvente de
diluicdo. A partir da respectiva solucéo estoque de TB, obteve-se as concentracgdes de 2,0; 5,0;
10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 pg/mL. Tais solu¢des foram, entdo, analisadas por CLAE e os valores
de area de seus picos foram plotados em uma curva, correlacionando a area de cada pico (eixo
das abcissas) com sua respectiva concentracédo (eixo das ordenadas). Do grafico foram extraidos
os valores da equacao da reta construida que, posteriormente, foram utilizados nas analises para
a determinag&o das concentraces reais de farmaco nas amostras das formulagdes testadas nos

diferentes ensaios, considerando o coeficiente de determinagédo (R?) = 0,999.
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4.2.4.2 Precisao

A precisdo, analisada pelo calculo do coeficiente de variagdo (CV%), expressa a
concordancia entre varios resultados analiticos da mesma amostra e com a mesma concentracdo
com andlises inter-dia e intra-dia. A precisao foi verificada analisando as dilui¢cdes de 2,0; 5,0
e 30,0 pg/mL e preparadas a partir das solucdes de estoque de TB (100 pg/mL). Foram
realizadas triplicatas de cada uma das trés concentragdes, totalizando nove resultados a serem
analisados. Os resultados foram expressos matematicamente através do coeficiente de variacao

(CV%), calculado através da formula:

CV% = Desvio Padrao 100
° = Concentracio Média

(Equacao 1),
onde: O Desvio Padrdo representa a estimativa do desvio padrdo da média dos resultados e a
Concentracdo Média representa a média das medidas em triplicata para cada concentracdo
analisada.

4.2.4.3 Exatidao

A exatidao representa o quao proximo os resultados individuais das amostras analisadas
estdo de um valor de referéncia. A exatiddo foi verificada da mesma forma que a preciséo e
utilizou-se as mesmas concentragdes ja descritas com analises inter- e intra-dia. Os resultados

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

Valor,,tiq, — Valor,
E% — obtido Real x 100
Valorgea

(Equacao 2),
onde: Valorontido CoOrresponde a concentracdo obtida na andlise e Valorrea corresponde a

concentracdo que deveria ser encontrada na analise.

4.2.4.4 Limite de quantificacdo (LQ)

Para a obtencdo do limite de quantificacdo (LQ) empregou-se a concentracéo de TB
correspondente a 100 pg/mL, as quais foram analisadas por CLAE. Os resultados foram entdo
analisados e o LQ foi definido como a menor concentragdo com precisao e exatiddo dentro dos
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parametros aceitaveis, que permitem uma variagdo maxima de até 5%. No presente trabalho
foi considerado aceitavel CV <5 %. O LQ foi determinado através de calculos baseados na

curva de calibracéo representada pela Equacéo 3 que segue:

Desvio Padrao x 10

- Inclinagao da curva de calibragao
(Equacao 3),
Onde: O desvio padrdo do intercepto com o0 eixo Y de varias curvas de calibracao construidas

contendo concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificagéo.

4.2.4.5 Limite de deteccdo (LD)

Para a obtencdo do limite de deteccdo (LD), empregou-se a concentragdo de TB
correspondente a 100 pg/mL, as quais foram analisadas por CLAE. Os resultados foram entdo
analisados e 0 LQ o menor pico detectavel (3 vezes maior gque a linha de base) com preciséo e
exatidao dentro dos parametros aceitaveis, que permitem uma variacdo maxima de até 5%. No
presente trabalho foi considerado aceitavel CV <5 %. O LD foi determinado através de calculos
baseados na curva de calibragdo representada pela Equacdo 4 que segue:

Desvio Padréao x 3,3
LD

- Inclinagao da curva de calibracao
(Equacao 4),
Onde: O desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de vérias curvas de calibragdo construidas

contendoconcentracdes do farmaco proximas ao suposto limite de deteccao.
4.2.4.6 Seletividade

A seletividade dos métodos representa a sua capacidade em dosar uma determinada
substancia mesmo na presenca de outros compostos. Foram preparadas solugdes contendo os
contaminantes da mucosa vaginal suina, mas sem a contaminacgao das amostras com o farmaco.
Uma aliquota dessas trés solucdes foi adicionada a uma solu¢do de TB (100 pg/mL). Em
seguida, as amostras, contaminadas ou ndo, foram filtradas em membranas de 0,45 um e levadas
para analise seguindo o método por CLAE, de forma a verificar a capacidade de quantificar e

distinguir os farmacos dos interferentes da mucosa vaginal suina.



40

4.2.4.7 Recuperacao do farmaco

Inicialmente, foram extraidas areas de aproximadamente 1,0 cm? de mucosa com auxilio
de uma tesoura e esses fragmentos foram colocados em frascos de vidro. As mucosas foram
entdo contaminadas com a solucdo de TB (100 pg/mL) em acetonitrila, correspondendo as
concentragdes de 2,0; 10,0 e 30,0 ug/mL, respectivamente.

Apbs a total evaporacdo do solvente, foram adicionados 5 mL de acetonitrila. Os
fragmentos da mucosa vaginal suina ficaram imersos sob agitacéo por um periodo de 16h para
total extracdo do farmaco. O sobrenadante foi filtrado em membrana com porosidade de 0,45
um e quantificado por CLAE. O teste foi realizado em triplicata para cada concentragéo
analisada. Os resultados foram expressos em fungéo da porcentagem do valor de concentracao

recuperado (Recuperacdo%), representada pela Equacéo 5 que segue:

Concentracao,ptida
Recuperacao% = — x 100
Concentragaogeq;

(Equacao 5),
onde: Concentragdoontica COrresponde a concentragdo obtida na analise das mucosas e a

Concentragaoreal corresponde a concentracdo que foi determinada através da curva analitica.

4.2.5 Producao das micelas e dos geéis supramoleculares de TB

As dispersdes micelares de Kolliphor® RH40 e Gelucire® 48/16 foram preparadas
conforme o protocolo a seguir. Primeiramente, foi adicionado a quantidade necessaria de
polimero para obter a concentracdo de 20% (p/v) em tampéo citrato (pH 5,0) das dispersdes de
RH40, GEL e da mistura de ambos na proporcéo 1:1 (RH40:GEL). Em seguida, a TB (2%, p/v)
foi adicionada e os sistemas foram mantidos sob agitacdo magnética por 24 h a 25 + 2°C. Em
seguida, a aCD foi adicionada nas dispersdes em diferentes concentragdes (5% e 10%, p/v). A

mistura foi homogeneizada para formacéo dos PPR (KRAWCZYK-SANTOS, 2021).
4.2.5.1 Caracterizagao das micelares de TB
As micelas desenvolvidas foram caracterizadas por meio da determinagdo do seu

didmetro hidrodindmico médio, indice de polidispersividade (PDI) e do potencial zeta. no
equipamento ZetaSizer Nano-ZS® pela técnica de espalhamento dindmico de luz e velocidade
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de migracéo eletroforética, respectivamente. As analises foram realizadas a partir da diluicéo
das dispersdes em agua destilada (1:5) e filtragdo em filtros descartaveis de 0,45 pm. Todos 0s
experimentos de caracterizacdo foram realizados em triplicata para cada formulagdo. Os dados

da caracterizacdo das micelas foram analisados no software DesignExpert®.

4.2.5.2 Determinacao da viscosidade das formulacdes

A viscosidade foi determinada utilizando viscosimetro rotacional (Viscosimetro Digital
MVS-8, Marte), empregando-se o spindle 1 para os géis sem aCD, spindle 3 para 0s géis com
5% aCD e spindle 4 para geis com 10% aCD. Os resultados foram expressos em milipascal
(m.Pa). A leitura foi realizada no proprio recipiente em que as formulacdes foram
acondicionadas. O spindle foi incorporado a amostra de modo a evitar a formacéo de bolhas de
ar em contato com a superficie do mesmo. As velocidades do rotor empregadas para analise da
viscosidade das amostras, com torque proximo a 50%, foram: 15 rpm para os géis sem aCD,

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

4.2.5.3 Estudo in vitro de mucoadesao

Foi preparada uma solucdo de mucina 8% (p/v) em agua Milli-Q para o preparo dos
discos de mucina. Os discos de mucinas foram preparados utilizando 250mg de mucina e 50
pg/mL da dispersdao de mucina (8%, p/v) formando discos com didmetro de 9mm. O método
empregado para caracterizar as propriedades mecanicas de cada formulacdo foi a analise do

perfil de textura (APT) das formula¢des utilizando um analisador de textura TA-XT2 (Stable

Micro Systems), no modo de forca em compressao (Figura 10).

Tk =T

Figura 11. Esquema do ensaio de mucoadeséo.
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Legenda: (a) solucdo de mucina 8% (p/v); (b) preparo do disco de mucina; (c) disco de mucina pronto; (d)
texturébmetro; (e) disco de mucina no probe; (f) ensaio de mucoadeséo.

4.2.5.4 Estudo de permeacdo estatica ex vivo

Os fragmentos mucosos foram firmemente fixados em um suporte contendo papel filtro
embebido em 1 mL de tampé&o fosfato 0,01 mol/L, pH 7,4, a fim de evitar a desidratacdo da
mucosa. Um compartimento doador de células de difusdo de Franz (area de difusdo = 1,3 cm?)
determinou a &rea de permeacao na superficie. O compartimento foi preenchido com 500 pL de
cada formulacdo previamente desenvolvida. Todos os experimentos foram conduzidos por 3 h,
em quintuplicata. Ao final do experimento, a mucosa foi retirada do suporte, 0 excesso de
formulagdo foi removido com papel absorvente e 4gua. A TB contida na mucosa foi extraida
por 16h com 5 mL de acetonitrila sob constante agitacao e posteriormente a amostra foi filtrada
para leitura no CLAE (Figura 12) (PEREIRA et al., 2017).

Figura 12. Esquema do ensaio de permeagcéo estatica.
Legenda: (a) canal vaginal; (b) canal vaginal com corte longitudinal; (c) fragmento da mucosa preso ao suporte;
(d) delimitacéo da area de permeacao; (e) aplicagdo da formulacéo; (f) area difusional esférica apds o
experimento; (g) recorte da area permeada; (h) amostra preparada para recuperacao; (i) amostra filtrada.

4.2.5.5 Estudo de permeacéo vertical ex vivo

Os ganchos foram colocados a aproximadamente 10 cm da abertura vaginal em todos
0s ensaios. Em seguida, as vaginas foram colocadas horizontalmente. Em cada canal vaginal,
foi inserido uma seringa com 2 mL de cada formulagéo previamente desenvolvida. O pH das

formulagcGes foram ajustados para 4,5-5 para imitar o pH do ambiente vaginal. As vaginas
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permaneceram mantidas na posi¢do horizontal por 10 min, permitindo que as formulacfes
interajam com as mucosas. AplOs esse periodo, todas as vaginas foram penduradas,
simultaneamente, na posicao vertical no suporte e mantidas nessa posi¢do por 3h. Apoés as 3h,
as vaginas suinas foram removidas do suporte e colocadas em uma superficie plana. As vaginas
suinas receberam cortes longitudinais no canal vaginal para remover fragmentos mucosos. Um
compartimento doador de células de difusdo de Franz (area de difusdo = 1,3 cm 2) determinou
a area de remocao dos fragmentos da mucosa. Os fragmentos foram colocados em um recipiente
com 5 mL de acetonitrila sob agitacdo por 16h. As aliquotas resultantes foram filtradas em
filtros de 0,45 m e quantificadas seguindo um método de CLAE para detectar a quantidade de
TB extraido da mucosa (Figura 13) (PEREIRA et al., 2017).

Figura 13. Esquema do ensaio de permeacéo vertical.
(a) canal vaginal; (b) formulacéo e seringa; (c) administragdo da formulacdo; (d) mucosa presa ao gancho; (e)
mucosas suspensas no suporte; (f) corte longitudinal no canal vaginal apos o experimento; (g) delimitacdo da
area de permeacdo; (h) amostra preparada para recuperacdo; (i) amostra filtrada para leitura no CLAE.

4.2.6 Estudos in vitro da atividade antifungica 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 Nobrega e Rosane Mansan
Almeida, do Laboratério de Microbiologia e Imunologia Clinica, da Faculdade de Ciéncias da
Salde da Universidade de Brasilia (FS-UnB). Por ser tratar de uma pesquisa in vitro com uso

de cepas ATCC, ndo foi necessario solicitar aprovacdo do comité de ética em pesquisa.
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4.2.6.2 Manutencdo e cultivo de Candida spp.

Todas as amostras empregadas foram conservadas em solugéo aquosa de glicerol a 10%
e congeladas a -20°C em microtubos de 1,5mL até utilizacdo na pesquisa. Em momento
oportuno, os isolados fungicos foram cultivados a 35°C (£ 2°C) por 24 horas, em tubos de ensaio

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

4.2.6.3 Padronizacdo do in6culo

A partir de subcultivos das cepas padrdes de C. albicans ATCC 90028 e C. glabrata
ATCC 90030 em SDA a 35°C (x 2°C) por 24 a 48 horas, foram preparados inoculos flngicos.
Para isto, foram suspensas colonias em 5mL de solucgéo salina estéril 0,85%, contidas em tubos
de ensaios, até obter uma suspensdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 x 10° a 5 x
108 células/mL). O in6culo foi utilizado em até 15 minutos apds seu preparo para evitar possivel

perda de atividade por parte do fungo.

4.2.6.4 Preparo das suspensdes de trabalho

Para que as concentracdes de terbinafina (TB), fluconazol (FLU) e itraconazol (ITZ)
nos pocos da placa de microdiluicdo estivessem em uma faixa que possibilitasse a visualizacdo
dos pontos de concentracdo inibitoria minima (CIM) do fungo pelo farmaco foram preparadas
suspensdes de trabalho 200x mais concentrados a concentracdo final a ser testada. A TB
(0,128g), FLU (0,128g) e ITZ (0,008g) foram diluidos em 10mL de DMSO. Em seguida, as
suspensdes foram diluidas na propor¢édo de 1:1000 resultando em 2x a concentracdo final do

antifungico em meio RPMI.

4.2.6.5 Inoculacéo da placa de microdilui¢ao

O método de microdiluicdo 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 microdiluicdo com 96 pogos
de fundo chato, com tampa individual. Cada coluna da placa representava, ou a replicata de

uma diluicdo seriada, ou um controle de esterilidade ou crescimento. Primeiramente, em todos
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0s pocos da placa foram adicionados 200 uL do in6culo. Em seguida, apenas no primeiro pogo
de cada triplicata, foram adicionados 200 pL do farmaco 2x a concentracéo final do antifdngico.
O inoculo, somado a amostra, foi homogeneizado e, entdo, transferiu-se 200 pL para os pogos
da segunda coluna. Novamente, homogeneizou-se 0s pog¢os da segunda coluna e transferiu-se
200 pL para os pogos da terceira coluna. Este procedimento foi repetido até a ultima coluna,
onde 200 puL foram descartados, de forma que a concentragdo em cada pogo fosse sempre a
metade da concentracdo do poco anterior. As trés ultimas colunas foram utilizadas para o
controle de esterilidade e de crescimento. As placas foram incubadas em estufa microbioldgica
a 35° C, por 24 horas. A placa com 96 pocos foi retirada da estufa, ap6s incubacao por 22 h e,
em cada poco, foi colocado 30 pL da solugdo de resazurin 0,01%. Apos 2h, os resultados foram
analisados visualmente, com a coloracédo rosa indicando a proliferacdo do fungo e a cor azul
indicando que o farmaco eliminou o fungo inoculado. Apés a incubacao final, foi retirada uma
aliquota de 10uL de cada pogo que ndo apresentou crescimento da levedura. Esta aliquota foi
semeada em placa contendo o meio Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid Ltda) e incubadas a 37°C
por 24h. Ao final do periodo de incubacao, verificou-se o numero de CFUs para confirmacéo
da inibicdo do crescimento de leveduras, quando houve auséncia total de crescimento

microbiano (Figura 14).
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Figura 14. Representacdo grafica do teste de suscetibilidade.

Legenda: Placa de microdiluicdo de 96 pocos com a designacao dos pogos reservados para os farmacos e 0s
controles utilizados.

4.2.6.6 Método de difusdo em poco
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O método de difusdo em po¢o é uma adaptacdo do método de disco-difusdo. Para este
método, foram preparadas placas de SDA. As suspensdes foram padronizadas de acordo com a
turbidez da escala McFarland correspondendo a aproximadamente 108 Unidades Formadoras
de Col6nia por mililitro (UFC.mL™) e inoculadas com o auxilio de algas de Drigalski. A
remoc¢do do meio de cultura sélido foi realizada com auxilio de cilindros de 4mm de didmetro
para a formacdo de pocos, nos quais é possivel aplicacdo das substancias a serem analisadas.
Os pocos foram preenchidos com 30 pL das formulagdes de TB 2%. O controle positivo foi 0
fluconazol e controle negativo foi a solucédo salina 0,85%. As placas foram incubadas em estufa
a 35°C por 24h. Os testes foram realizados em triplicata. A atividade antifungica de cada
formulacéo foi representada na forma de halos de inibicdo, que foram medidos com auxilio de
uma régua milimetrada. A zona ou o halo de inibi¢do de crescimento é medida partindo-se da
circunferéncia do disco ou pogo até a margem onde ha crescimento de microrganismos
(OSTROSKY et al., 2008).

4.2.7 Analise estatistica

Serdo utilizados os testes de andlise de variancia (ANOVA), t-student para amostras
pareadas e ndo pareadas na avaliacdo de possiveis diferencas entre médias. O valor de p < 0,05
sera utilizado para rejeitar a hipotese de nulidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Método analitico para quantificacdo da TB por CLAE

O método analitico avaliado neste estudo teve como objetivo a quantificacdo de TB na
presenca de contaminantes presentes na mucosa vaginal suina, de onde o farmaco foi extraido
para a realizacdo de experimentos de permeacdo vaginal. Assim, partiu-se de diferentes
variacdes nas condigdes cromatograficas para otimizacdo do método analitico para a
determinacdo de TB e realizou-se validacdo do método escolhido em termos de linearidade,
seletividade, precisdo e exatiddo, limite de quantificacdo (LQ) e limite de Detecgéo (LD),

seletividade e recuperacao.

5.1.1 Determinac¢ao do Comprimento de Onda (A) do TB

A varredura da solucdo de TB (100 ug/mL) apresentou dois picos de absorcéo: o
primeiro em 210 nm e o segundo, com maior intensidade, em 260 nm. Inicialmente, os dois
comprimentos de onda foram utilizados para as analises 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 detec¢do do farmaco em estudo.

5.1.2 Condicdes cromatograficas para quantificacdo do TB por CLAE

As andlises cromatogréaficas foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japdo) composto por duas
bombas (modelo LC 20-AT), um forno (modelo CTO-20AS), um detector DAD
espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e um injetor automatico de amostras (modelo 9SIL-
20AD). A aquisigdo de dados, andlise e relatérios foram realizados usando o software Shimadzu
LC. Utilizou-se uma coluna de fase reversa Cig (150mmx4,6mmx3um, Discovery, Supelco)
com a fase movel composta por acetonitrila, metanol e 4gua (60:30:10, v/v), fluxo de injecao
de 0.800mL/min, forno na temperatura de 40°C, com volume de injegdo correspondente a 5 pul

e deteccdo UV a A 260 nm. O método desenvolvido no proprio laboratorio (Tabela 1).



48

Tabela 1 - Condic¢des cromatograficas para quantificacdo do TB por CLAE

Parametros do método analitico Condigdes cromatograficas

S— Coluna de fase reversa C18
(150mmx4,6mmx3um, Discovery, Supelco

Fase movel Acetonitrila, metanol e 4gua (60:30:10)
Fluxo de injecéo 0.800mL/min
Temperatura do forno 40°C
Volume de injecéo 5mL
Deteccdo UV A 260 nm
Tempo de corrida 15 minutos
Tempo de retengdo 7,5 minutos

5.1.3 Linearidade

A linearidade representa a capacidade do método de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra (ANVISA, 2017). As
areas dos picos plotadas em relacdo a concentracdo dos farmacos foram consideradas lineares

na faixa de concentracdo de 2,0 a 30,0 ug/m representada pela figura 15.

s | y = 8330k + 352,68 e
“““““ R*=0,9992 .«

15.00 T 9C S0y 0 SC

0,00 5,00 10,00 500 2000 2500 3000 @ 3500

Figura 15. Representacgdo gréafica da curva analitica de TB.

A equac0es de regressao foi y = 8330x + 352,68 e o coeficiente de correlacdo da curva
padrdo foi 0,9992, mostrando alta probabilidade de correlacdo. Observou-se que o coeficiente
de correlacdo e a analise de regressdo estdo dentro dos limites estabelecidos tanto pela ANVISA
(2017). O método proposto mostrou-se linear, mesmo em uma faixa estendida de sua curva

analitica, garantindo mais confiabilidade nos resultados das analises realizadas.
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5.1.4 Precisdo e Exatidao

A precisdo de um procedimento analitico é a avaliagdo da proximidade entre os
resultados obtidos em andlises repetidas e independentes, a partir de um mesmo método
(ANVISA, 2017). Ambos 0s métodos propostos se mostraram precisos e exatos em relacédo as
concentragdes analisadas inter- e intra-dia (Tabela 2), levando-se em consideracdo as
especificacOes estabelecidas pela ANVISA (2017), que estabelecem como aceitaveis valores

de precisdo e exatiddo com variacdo maxima de 5%.

Tabela 2 — Andlise dos parametros de precisdo e exatiddo intra-dia e inter-dia.

Concentracao Concentracao Precisédo Exatidao
tedrica (ug/ml) experimental (pg/ml) (CV %) (E %)
2,0 2,05 4,14 102,34
intra-dia
5,0 4,99 3,72 99,74
(n=9)
30,0 29,06 2,98 96,88
2,0 2,06 1,80 102,80
inter-dia
5,0 4,96 3,99 99,24
(n=9)
30,0 29,93 4,60 99,78

A precisdo foi avaliada para identificar erros aleatérios que ndo podem ser controlados,
como por exemplo tempo de andlise, reagentes, acurécia das vidrarias e preparo de amostras.
Para intra-dia e inter-dia, os coeficientes de variagdo (CV%) variaram entre 1,80% e 4,60%.
Esses valores estdo de acordo com o maximo limite de 5% proposto pelos 6rgaos nacionais e
internacionais de validacdo. O método apresentou bons valores de exatidao, estando dentro dos

limites aceitaveis para validacdo de métodos bioanaliticos entre 85% e 115%.
5.1.5 Limite de quantificacédo (LQ) e Limite de Deteccéo (LD)
O LD diz respeito a menor concentracdo do analito na amostra que pode ser detectado,

entretanto o valor ndo necessariamente pode ser quantificado com exatiddo (ANVISA, 2017).

Ja o LQ é referente a menor concentragdo do analito presente em uma amostra que pode ser
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analisada com precisdo e exatiddo aceitaveis considerando as condigdes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2017).

Utilizando-se a metodologia proposta pela ANVISA (2017) obteve-se o valor do desvio
padrdo (DP) do intercepto com o eixo Y de varias curvas de calibragcdo construidas contendo
concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificagdo. Portanto, substituindo-
se este valor nas equagOes 3 e 4, 0 LQ da TB foi de 0,810 pg/mL e o LD de 0,267 pg/mL.

Os limites foram inferiores ao menor ponto da curva analitica. Dessa forma, o método
analitico proposto € sensivel para detectar e quantificar, com precisdo e exatiddo, a TB nos

ensaios de permeacdo realizados.

5.1.6 Seletividade (estudo dos interferentes)

A seletividade de um método analitico é a capacidade de identificar e quantificar os
farmacos inequivocamente, mesmo em meio a possiveis interferentes presentes na amostra
(ANVISA, 2017). A metodologia utilizada para a deteccao do farmaco em amostras contendo
os diversos meios em que o farmaco se encontrava diluido, ao longo dos experimentos
retratados neste trabalho (dgua MilliQ, acetonitrila e variagdes destes, somados a filtrado de
mucosa vaginal) se mostrou adequadamente seletiva.

Nas condicbes de analise, os possiveis interferentes ndo apresentaram resposta
detectavel e, consequentemente, ndo foram verificadas alteracbes nos tempos de eluicdo, ou
mesmo alteracbes nas formas e area dos picos do farmaco, quando comparados aos dados do
farmaco em solugdo (Figura 16). Dessa forma, o0 método analitico pode ser considerado seletivo
para quantificacdo da TB na mucosa vaginal suina.

15000 - Solvente
Solvente
20000 4
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@ O 4000 Terbinafina
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........................................
21012345678 91011121314151617 24101234567 8 091011121314151617
A A

Figura 16. Cromatogramas obtidos por CLAE com detec¢do em 260 nm.
Legenda: cromatograma referente a mucosa vaginal suina em acetonitrila (a esquerda) e mucosa vaginal suina
contaminada com TB em acetonitrila (& direita).
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5.1.7 Recuperacéo do farmaco a partir da mucosa vaginal suina

A exatiddo dos meétodos analiticos foi avaliada em termos de recuperacdo do farmaco
da matriz bioldgica (mucosa vaginal suina). Os farmacos podem interagir de diversas formas
com 0s componentes da mucosa vaginal e, assim, a recuperacdo dos farmacos a partir dessa
matriz tem como objetivo verificar a capacidade de extracdo do solvente empregado. Essa etapa
permite padronizar o método extrativo, o que garante a quantificacdo adequada e eficiente dos
farmacos (PEREIRA et al., 2017). Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados de recuperacéo

do TB, em diferentes concentracdes, extraidos com 5 mL do solvente selecionado.

Tabela 3 - Porcentagem de recuperacdo da TB da mucosa vaginal suina.

Concentracao teorica Concentracgao recuperada % de recuperacio*
(Mg/ml) (Hg/ml)
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 analise dos dados apresentados na Tabela 3 acima, conclui-se que 0 processo
de extracdo se mostrou eficiente na quantificacdo do TB retido na mucosa. Nas trés
concentragfes analisadas, recuperou-se 100% do farmaco adicionado a mucosa e as
porcentagens de erro estdo dentro do limite aceito para validacdo de métodos envolvendo

processos extrativos (+ 15%).

5.2 Desenvolvimento das micelas e dos géis supramoleculares de TB

As formulacGes foram preparadas conforme descrito na se¢do 4.2.5 resultando em 3
grupos de 3 formulaces: RH40 sem aCD, RH40 com 5% aCD e RH40 com 10% aCD; GEL
sem aCD, GEL com 5% aCD e GEL com 10% aCD; RH40: GEL sem aCD, RH40: GEL com
5% aCD e RH40: GEL com 10% aCD (Tabela 4).
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Tabela 4. Representacéo das formulac@es desenvolvidas a base de TB.

Sistema de liberacéo de farmacos Formulacéo
Micelas simples RH40 sem aCD e GEL sem aCD
Micelas Mistas RH40:GEL sem aCD

RH40 com 5% oCD; RH40 com
10% aCD; GEL com 5% aCD; GEL com
10% aCD; RH40:GEL com 5% oCD e
RH40:GEL com 10% aCD

Sistema supramolecular

As formulagdes apresentaram aparéncia e consisténcia diversa. A avaliacdo das
propriedades das formulagfes desenvolvidas é importante para prever e entender o

comportamento in vivo dos sistemas bioadesivos propostos.

5.2.1 Caracterizacao das micelas de TB

Na Tabela 5 estdo os resultados da caracterizagcdo das micelas de TB, sendo que o
didametro médio esta representado com os valores da distribuicdo de tamanho por volume, e,
além disso, constam os valores de Pdl, e potencial zeta das disperses contendo os tensoativos

ou a mistura deles a 20% (p/v).

Tabela 5 - Caracterizagéo das micelas simples e mistas de TB.

FORMULACAO DIAMETRO MEDIO (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
14,38 + 0,202 0,206 + 0,021 2,93+ 0,252

RH40:GEL
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O baixo peso molecular dos tensoativos e a sua composi¢do semelhante, levou a
obtengéo de micelas pequenas, com tamanho inferior a 15 nm. O tamanho das micelas pode ser
influenciado pela diminuicdo da agregacdo micelar ou pela interacdo que pode acontecer entre
as cargas negativas das micelas e as cargas positivas do farmaco levando a diminuicdo do
diametro médio (AHMAD; SHAH; SIDDIQ; KRAATZ, 2014; SHARMA; BHATIA, 2004).

O tamanho apresentado pelas micelas somado a outras caracteristicas possibilitam maior
afinidade e penetracdo das micelas em biofilmes de C. albicans tornando a atividade antifungica
mais pronunciada. Além disso, a atividade antifangica pode ser mais intensificada de acordo
com o polimero usado na formacdo da micela, levando em consideracdo que a carga cationica
pertencente ao polimero pode levar ao direcionamento das micelas para a parede do biofilme
devido a presenca de componentes glicoproteicos anidnicos em sua superficie, resultando em
interacdes eletrostaticas (ALBAYATY, Y. N. et al., 2020).

A distribuicdo do tamanho das particulas, chamado de indice de polidispersividade
(PDI), também é um dos parametros para analisar a estabilidade fisica das micelas. O PDI
variando de 0.1 a 0.3 indica uma distribuicdo homogénea de micelas, enquanto que valores
acima de 0.3 indicam uma distribuicdo heterogénea (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 caracteristicas monodispersas. Os
valores de PDI de todas as formulagdes foram baixos, indicando a uniformidade dos sistemas.

O potencial zeta (ZP) ¢ uma medida da magnitude da repulsdo/atracao eletrostatica ou de
carga entre particulas e é um dos parametros fundamentais conhecidos por afetar a estabilidade
representando a carga presente na superficie das micelas. O alto valor absoluto de ZP pode
proporcionar boa estabilidade para o sistema, enquanto essas dispersdes apresentam agregacéo
moderada. Se o valor absoluto de ZP for baixo, as forcas atrativas podem ultrapassar esta
barreira e a dispersdo pode quebrar e flocular. Os sistemas micelares apresentaram o potencial
zeta de + 3 mV que pode estar relacionado a ionizacdo da TB no meio de dispersdo, uma vez
que apresenta valor de pKa 7,1 e no pH das dispersdes a ionizagdo da TB gera cargas positivas.
A carga elétrica reduz a tendéncia de agregagdo e aumenta a estabilidade da formulagdo 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 fisica da dispersdo e as propriedades de
mucoadesdo das particulas que entrardo em contato com a mucosa, a qual possui residual de

cargas negativas.
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5.2.2 Determinacéo do pH e da viscosidade das formulagdes

A consisténcia da formulacdo € uma das caracteristicas-chave mais importantes para a
aplicacdo em mucosas ou pele, portanto, a viscosidade do gel desempenha um papel
fundamental pois ajuda a determinar se um produto apresenta a consisténcia ou fluidez
apropriada para o controle da permeacéo do farmaco.

Os sistemas micelares e supramoleculares resultaram em formulagdes com
caracteristicas semelhantes, embora algumas diferencas de viscosidade e pH tenham sido

notadas como mostra a tabela 6.

Tabela 6 - Viscosidade e pH das formulages de TB.

FORMULAGCOES VISCOSIDADE (mPa.s) pH
RH40 sem aCD 2796,833 + 79,06 46
RH40 5% aCD 3269,233 + 61,36 45
RH40 10% oCD 49545 + 66,74 43
GEL sem oaCD 2852,167 + 44,40 46

GEL 5% aCD 3225,367 + 52,8 44
GEL 10% oCD 4914,867 + 10,45 4.2
RH40:GEL sem aCD 2755,733 + 67,34 45
RH40:GEL 5% oCD 3210,667 + 72,67 4,2
RH40:GEL 10% aCD 5072,733 + 71,19 4,2

Os sistemas micelares apresentaram a viscosidade aparente semelhante, porém ao
adicionar aCD aos sistemas para formagao de PPR ocorreram mudangas significativas (P<0.05)
no perfil de viscosidade. As formulagbes com 5% e 10% aCD apresentaram aumento
significativo (p < 0,05) da viscosidade em comparag@o com as dispersdes sem aCD.

A adigdo de aCD nas formulagdes resultou na transicéo sol-gel e, consequentemente, na
alteracdo do aspecto visual das formulagdes. As formulages de RH40, GEL e RH40:GEL
apresentavam aspecto translicido e levemente opacos, respectivamente, no entanto, ao
adicionar aCD, os sistemas passaram a apresentar um aspecto turvo e esbranquicado devido o
complexo de inclusdo decorrente do encadeamento da cadeia dos tensoativos através da
cavidade da aCD (Figura 17) (LORENZO-VEIGA et al., 2019; SIMOES et al., 2015).
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Figura 17. Sequéncia ilustrativa do aspecto visual das formulagdes de TB.
Legenda: (a) RH40 sem aCD; (b) RH40 5% aCD; (c) RH40 10% aCD; (d) GEL sem aCD; (e) GEL 5% aCD;
(f) GEL 10% aCD; (g) RH40:GEL sem aCD; (h) RH40:GEL 5% aCD; (i) RH40:GEL 10% aCD.

Outro fator importante que pode influenciar no aumento da viscosidade do sistema € a
concentragdo e o peso molecular do PEG utilizado nas formulagdes. O Kolliphor® RH40 e
Gelucire® 48/16 possuem PEG com peso molecular menor que 4000 (SIMOES et al., 2015;
ZHENG; WYMAN, 2016; ROWE et al., 2005).

O pH é uma caracteristica determinante para a estabilidade e para o uso de uma
formulacéo para aplicacdo cutanea. O uso de tampéo citrato para preparar as formulacées foi
capaz de manter o pH das dispersdes proximo a 5,0 sendo compativel com o pH vaginal
(GODHA et al., 2018; MILLER et al., 2016).

5.2.3 Estudo in vitro de mucoadesdo

A adesdo pode ser definida como a capacidade de um material aderir a uma superficie
mucosa. A mucoadesdo baseia-se na interacdo entre os polimeros presentes nas formulages e
a camada de mucina que reveste a superficie da mucosa vaginal. Os sistemas mucoadesivos séo
necessarios para aumentar o tempo de retencdo de uma forma farmacéutica na membrana
mucosa vaginal (PEREIRA; BRUSCHI, 2012; SHAIKH et al., 2011; QI et al., 2007).

A avaliagdo do potencial mucoadesivo foi conduzido por um teste utilizando disco
mucina. A forga necessaria para separar o disco de mucina da superficie do gel esta descrita na
Tabela 7.



56

Tabela 7 - Forca mucoadesiva dos géis micelares e supramoleculares de TB.

FORMULACOES FORGCA (GN/cm?)
RH40 sem aCD 5,5+1,60
RH40 5% aCD 15,03 £ 0,55
RH40 10% aCD 36,43 £ 3,70
GEL sem aCD 6,23 £ 0,55

GEL 5% aCD 11,56 + 1,71
GEL 10% aCD 17,63 £ 1,40
RH40:GEL sem aCD 5,36 £0,75
RH40:GEL 5% aCD 9,26 £ 1,15
RH40:GEL 10% aCD 17,20 £ 1,96

Todas as formulacbes demonstraram propriedades mucoadesivas, porém o0s géis
supramoleculares, formulagdes com aCD, apresentaram maior adesividade em comparacgéo
com os sistemas micelares, sem aCD. De fato, o que se observou foi que as formulagdes com
10% aCD apresentaram a for¢ca mucoadesiva estatisticamente superior as demais formulagdes
(p < 0,05). Este resultado é mais um indicio de as formulacdes desenvolvidas apresentam
propriedades mucoadesivas, aumentando o tempo de permanéncia da formulagdo na mucosa
vaginal, e que seriam um sistema adequado para tornal possivel a terapia tépica de CVV.

As moléculas anfifilicas hibridas, como Kolliphor RH40 e Gelucire 48/16, apresentam
propriedades fisicas e quimicas que aumentam a resisténcia do material, estabilidade térmica e
fisica, além da possibilidade de modulacdo da forma farmacéutica e apresentar caracteristicas
de mucoadesdo, aumentando o tempo de contato da formulagdo com a mucosa vaginal
(OSHIRO et al., 2018).

5.2.4 Estudo de permeacdo em mucosa vaginal suina a partir das formulacoes

A permeacdo do farmaco pelo tecido vaginal pode ser estimada por meio de modelos,
ex Vvivo e in vivo. Estes ultimos, embora mais realistas, assumem limitacGes éticas e biologicas
devido ao manejo animal. Portanto, modelos ex vivo foram desenvolvidos para prever a
absorcdo do farmaco pela vagina (MACHADO et al., 2015).
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Para os estudos de permeacédo, em substituicdo a vagina humana, a espécie suina revelou
ser vantajosa frente a outras espécies. A vagina suina € notavelmente similar a vagina humana
devido as semelhancas relacionadas a anatomia, fisiologia, metabolismo e patologia conforme
evidenciado na literatura (VAN EYK; VAN DER BUJ et al., 2005; SQUIER et al., 2008).

5.2.4.1 Estudo de permeacéo estatica ex vivo

Os estudos de permeacdo estatica ex vivo, utilizando mucosa vaginal suina, foram
realizados por um periodo méaximo de 3h, garantindo a integridade e a confiabilidade dos
resultados (PEREIRA et al., 2017).

A Figura 18 apresenta os dados de recuperacdo do farmaco retido na mucosa vaginal
suina ap6s o ensaio de permeacdo e posterior extracdo do farmaco da matriz bioldgica. Nao
houve diferenca estatistica, na permeacdo do farmaco, quando comparados os grupos de
formulacbes separadamente (RH40, GEL e RH40:GEL) (p > 0,05). Por outro lado, houve
diferenca significativa ao comparar o desempenho das formulagdes entre si, na permeagéo do
farmaco (ex: RH40 5% aCD, GEL 5% aCD ¢ RH40:GEL 5% aCD) (p < 0,05).
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Figura 18. Permeacdo estatica da TB através da mucosa vaginal suina.
Legenda: *diferenca estatistica (p < 0,05) da permeacao estéatica.

Conforme explicitado anteriormente, o grande diferencial dos géis supramoleculares
desenvolvidos é a sua maior viscosidade e mucoadesividade que poderiam garantir um melhor
desempenho dessas formulagdes quando aplicados em uma condicdo fisioldgica natural. O

modelo de permeacgdo estatica, apesar de ser uma ferramenta util na comparacdo da
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permeabilidade das formulacgdes, néo foi capaz de diferenciar os sistemas desenvolvidos, tendo
em vista suas limitacbes em comparar a mucoadesividade das formulagbes ou seu
comportamento in vivo previsto pois as formulacGes permanecem em plano estatico
desconsiderado os fatores fisiologicos da vagina. Além disso, este modelo pode superestimar a
quantidade de farmaco permeada (PEREIRA et al., 2017). Estes dados justificam, portanto, a
necessidade de avaliagdo em um modelo que simule, pelo menos parcialmente, a condicao in

vivo.

5.2.4.2 Estudo de permeacéo vertical ex vivo

O modelo de permeacdo vertical ex vivo foi desenvolvido com o objetivo de contornar
algumas limitacGes apresentadas pelo modelo de permeacdo estatica. A permeacdo vertical
promove uma condicdo mais proxima da circunstancia bioldgica além de possibilitar a
comparacao entre formulages mucoadesivas e ndo mucoadesivas (PEREIRA et al., 2017).

A mucosa vaginal suinas permaneceram em posicao vertical por 3 h em contato direto
com as diferentes formulagdes. A quantidade de TB que permeou a mucosa vaginal foi
recuperada para quantificacdo em CLAE. Ao término do experimento, os resultados obtidos
referente ao farmaco recuperado da mucosa, a partir das nove formulacdes desenvolvidas,

foram descritos na Figura 19.
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Figura 19. Permeacdo vertical da TB através da mucosa vaginal suina.
Legenda: *diferenca estatistica (p < 0,05) da permeacao vertical superior
*diferenca estatistica (p < 0,05) da permeacé&o vertical inferior
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Todas as formulagdes apresentaram diferencas estatisticas quando recuperadas da zona
inferior da mucosa vaginal (p < 0,05) enquanto que, na zona superior da mucosa vaginal, apenas
0 GEL 5% oCD néo apresentou diferenca estatistica com as formulagdes do mesmo grupo.

Comparando-se as trés formulacdes entre si, que propiciaram a maior permeacdo de
farmaco, RH40 10% aCD, GEL 10% aCD e RH40:GEL 10% aCD é possivel concluir que ndo
houve diferenca significativa em relacdo ao excipiente utilizado para formacgdo das micelas,
mas que a concentracdo de aCD ¢é o fator preponderante para o desempenho da formulacdo. O
resultado era esperado tendo em vista que, ao adicionar aCD nas dispersdes micelares, ocorre
a interacdo da cadeia de PEG com a cavidade da aCD permitindo a formagéo de um sistema
supramolecular. De fato, a forca mucoadesiva das formulacdes aumenta a medida que a
concentracdo de aCD aumenta (Tabela 7). No entanto, apenas a forca mucoadesiva ndo explica
o desempenho semelhante das trés formulacGes em relacdo a permeacéo vaginal do farmaco,
visto que a forga mucoadesiva da formulagdo RH40 5% aCD se aproxima dos valores obtidos
para as formulagdes GEL 10% oCD e RH40:GEL 10% oCD. Notoriamente, a viscosidade
desses sistemas, ou seja, a consisténcia, deve explicar a semelhanca do desempenho (Tabela 6).
A transicdo de micelas para PPR é marcada pelo aumento da viscosidade aparente do sistema
que, por consequéncia, proporciona o aumento do tempo de permanéncia da formulacdo no
canal vaginal o que ocasiona maior permeacao do farmaco (MARCOS et al., 2016; SIMOES et
al., 2015; TAVEIRA et al., 2018).

5.3 Estudos in vitro da atividade antifungica da TB

5.3.1 Determinacao do perfil de sensibilidade da TB

Os métodos de diluicdo sdo usados para determinar o CIM de farmacos antimicrobianos
e sdo 0os métodos de referéncia para testes de suscetibilidade antimicrobiana contra os quais
outros métodos, como a difusdo em disco, séo calibrados. O CIM define os niveis in vitro de
suscetibilidade ou resisténcia do microrganismo ao farmaco aplicado. Um valor de CIM mais
baixo indica que menos farmaco é necessario para inibir o crescimento do fungo; portanto,
farmacos com escores de CIM mais baixos sdo antifingicos mais eficazes (KOWALSKA-
KROCHMAL,; DUDEK-WICHER, 2021).
Os protocolos e parametros definidos pelo CLSI séo considerados o "padréo ouro™ em

muitos paises, incluindo o Brasil, e sdo usados por autoridades regulatdrias, como a ANVISA
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e 0 FDA, para fazer avaliagbes microbioldgicas, por conta disso, a etapa microbioldgica 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 solucéo reveladora de resazurina 0,01%. No decorrer de 2 horas a presenca de cor
azul representa auséncia de crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento fangico. O CIM
corresponde a primeira concentracdo do farmaco na diluicdo seriada que ndo apresenta

crescimento visivel, representado pela coloracdo azul (resofurina) (Figura 20 e 21).
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Figura 20. Representacdo de ensaio revelado com resazurina a 0,01% frente a C. albicans ATCC 90028.
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Figura 21. Representac¢do de ensaio revelado com resazurina a 0,01% frente a C. glabrata ATCC 90030.

Os resultados foram expressos em: sensivel (S), sensivel dependente de dose (SDD) e
resistente (R). Os critérios de interpretacdo foram baseados no documento M27-A3 do CLSI:
fluconazol CIM < 8 pg/ml (S), CIM 16- 32 ug/ml (SDD), CIM > 64 pug/ml (R); itraconazol
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CIM <0,125 pg/ml (S), CIM 0,25-0,5 pg/ml (SDD), CIM > 1 pug/ml (R). Atualmente, o CLSI
ndo tem pontos de corte definidos para a TB. Neste estudo, a TB foi analisada com base nos
pontos de cortes do FLU pois uma correlacéo entre o CIM e o resultado do tratamento fornece

um ponto de interrup¢éo interpretativo semelhante ao do FLU (GARG et al., 2006).

Tabela 8 — Perfil de suscetibilidade da TB, FLU e ITZ frente as cepas de Candida.

FARMACO LIVRE CIM INTERPRETACAO
Terbinafina (TB) 8ug/mL-64pg/mL Sensivel (S)
C. albicans L6ua/mL-64ua/mL Sensivel Dose-
: mL- m
90028 ATCC Fluconazol (FLU) Hd Hd Dependente (S-DD)
Itraconazol (1TZ) 1pg/mL-4pg/mL Resistente (R)
Terbinafina (TB) 4ug/mL-64ug/mL Sensivel (S)
C. glabrata 32ug/mL-64pg/mL Resistente (R
90030 ATCC Fluconazol (FLU) Hg Hg ! (R)
Itraconazol (ITZ) 0,25ug/mL-4pg/mL Resistente (R)

A cepa deC. albicans apresentou CIM de 8ug/mL para terbinafina (S). Na
suscetibilidade para o FLU, o CIM foi de 16ug/mL (SDD). Ja 0 ITZ apresentou CIM de 1ug/mL
(R). Da mesma forma, a cepa de C. glabrata apresentou CIM de 4 pg/mL para TB (S), 32ug/mL
para FLU (R) e 0,25ug/mL para ITZ (R). Assim, dentro do grupo dos farmacos testados, a TB
apresentou, maior inibicao sobre as cepas de Candida. Além disso, a TBF apresentou valores
de CIM menores para C. glabrata em comparagdo com C. albicans. Dessa forma, a TB
demonstrou ter efeito inibitorio e esse efeito € fungistatico.

Resultados similares foram obtidos por Perea e colaboradores (2002) que avaliou a
suscetibilidade de isolados clinicos de C. glabrata frente a TB (>8ug/mL), FLU (>16pug/mL) e
ITZ (>0,125ng/mL). Outros estudos determinaram a suscetibilidade de C. albicans na presenca
de TB (CIM > 2 pg/mL), FLU (CIM > 8 ug/mL) e ITZ (4pg/mL) (SHARAFUTDINOV et al.,
2020; WANG et al., 2018).

5.3.2 Halos de inibicéo obtidos pelo método de difusdo em poco

O método de difusdo em agar € utilizado para determinar a suscetibilidade de isolados

clinicos de fungos a diferentes antifingicos. Um antifungico eficaz produz uma grande zona de
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inibicdo, enquanto um antifungico ineficaz pode ndo afetar o crescimento fangico. A técnica
utilizada neste estudo, difusdo em poco, € uma adaptacao ao teste de disco-difusdo do CLSI.

Um estudo realizado por Maia-Araujo e colaboradores (2011) demonstrou que tanto a
técnica de difusdo em discos com a de difusdo em pocos sdo confiaveis para avaliagcdo
antifungica de diferentes farmacos. Além disso, os resultados apresentados pelos autores
sugerem que a técnica de difusdo em poco apresenta maior confiabilidade e pode substituir a
técnica de difusdo em discos nas analises microbioldgicas.

Neste estudo, alem das formulagdes, a TB foi testada isoladamente para determinar se
as micelas ¢ os PPR’s mantém a atividade antifangica do fArmaco sobre as espécies de Candida.
Todas as formulacGes de TB inibiram o crescimento das cepas de Candida demonstrado pela
formacdo de halos de inibicdo ao redor dos pocos onde foram depositadas as formulagdes
testadas. Os grupos de controle apresentaram resultados esperados, onde as placas referentes ao
controle negativo houve crescimento microbioldgico, atuando como o controle de crescimento
do microrganismo, e a placa referente ao controle positivo apresentou halo de inibig&o sobre as
cepas de Candida (Tabela 9).

Tabela 9 — Diametro dos halos de inibi¢do formados frente as cepas de Candida.

HALO DE INIBICAO (mm)

FORMULACAO

C. albicans C. glabrata

90028 ATCC 90030 ATCC
RH40 sem aCD 14 + 1% 14,33 +1,15°
RH40 com 5% aCD 13 £ 0* 13,33+ 0,57°
RH40 com 10% aCD 11,66 0,572 11,66 + 0,57*®
GEL sem aCD 16,66 + 1,15* 18 + 2*¢
GEL com 5% aCD 13+1° 17 + 2,64
GEL com 10% aCD 13,33 +£0,57° 13,33 +1,15¢
RH40:GEL sem aCD 14,33+ 2,88 14,66 + 0,57
RH40:GEL com 5% aCD 13,33+ 0,57* 13,33+ 1,15
RH40:GEL com 10% aCD 11,33+0,57 12,33 + 0,57
Solugdo TB 2% 12,66 £ 1,15 12,66 + 0,57
Controle Positivo (Solugéo 11,66 + 0,57* 13,33 + 0,57*

FLU 2%)
Controle negativo

Legenda: *diferenca estatistica (p < 0,05) em rela¢do ao controle positivo.
Letras iguais na mesma coluna representa diferenca estatistica (p < 0,05).
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As formulagdes de RH40 sem aCD, RH40 5% aCD, GEL sem aCD ¢ RH40:GEL 5%
aCD apresentaram diferenca estatistica em comparagdo com o controle positivo (p < 0,05)
demonstrando que a TB incorporada nos geis se sobressai sobre o controle, possuindo uma
maior zona de inibicdo. Em contrapartida, todas as formulagdes mantiveram a mesma inibicao
da C. albicans em comparagdo com os halos obtidos pela solu¢do de TB 2%. Foi possivel
observar que, as formulages sem aCD, RH40 sem aCD e GEL sem aCD, apresentaram zona

inibicdo superior aos mesmos sistemas com 5% e 10% de aCD (p < 0,05) (Figura 22).

Figura 22. Sequéncia ilustrativa dos halos de inibi¢do formados frente a C. albicans ATCC 90028.
Legenda: (a) RH40 sem aCD; (b) RH40 5% aCD; (¢) RH40 10% aCD; (d) GEL sem aCD; (e¢) GEL 5% aCD;
(f) GEL 10% aCD; (g) RH40:GEL sem aCD; (h) RH40:GEL 5% aCD; (i) RH40:GEL 10% aCD; (j) solu¢do TB
2%; (K) solucdo FLU 2%; (I) solucdo salina 0,85%.

As formulagdes de RH40 10% aCD e GEL sem aCD apresentaram diferencga estatistica
em comparacdo com o controle positivo (p < 0,05). Da mesma forma que o observado com a
C. albicans, as formulages de RH40 sem aCD e GEL sem aCD, apresentaram zona inibicao
superior aos mesmos sistemas com 5% e 10% de aCD (p < 0,05). Nenhuma formulagéo
apresentou diferenca significativa quando comparadas com a solucdo de TB 2% (p > 0,05)
(Figura 23).
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Figura 23. Sequéncia ilustrativa dos halos de inibi¢do formados frente a C. glabrata ATCC 90030.
Legenda: (a) RH40 sem aCD; (b) RH40 5% aCD; (¢) RH40 10% aCD; (d) GEL sem aCD; (e) GEL 5% aCD;
(f) GEL 10% aCD; (g) RH40:GEL sem aCD; (h) RH40:GEL 5% aCD; (i) RH40:GEL 10% aCD; (j) solucédo TB
2%; (K) solucdo FLU 2%; (I) solucdo salina 0,85%.

Yassin e colaboradores (2020) evidenciaram, em condigdes in vitro, didmetros de zona
de inibicdo de 27.27+0.08 mm e 11.73+0.91 de TB frente & C. albicans e C. glabrata,
respectivamente. Em outros estudos, halos de inibicdo de 12mm e 14,67 £ 3,06 mm de TB
foram registrados frente a C. albicans (NEHMATULLAH, 2019; LAM et al., 2016). Estes
resultados se assemelham aos resultados obtidos pelos controles deste experimento.

As formulagdes sem aCD foram as que apresentaram o maior halo de inibi¢ao pois
provavelmente propiciaram a interacdo do farmaco com os microrganismos. Com a formacéo
do PPR e o aumento da viscosidade, a difusdo do farmaco no meio de cultura pode ser
dificultada, interferindo na formac&o do halo de inibicio (MARCOS et al., 2016; SIMOES et
al., 2015; TAVEIRA et al., 2018).

No entanto, o que se nota no presente estudo € que tal dificuldade de difusdo do farmaco
imposta pelos sistemas PPR foi contrabalanceada pela melhor interagdo dos sistemas com 0s
microrganismos, de maneira que as formulagbes que apresentaram o melhor desempenho ex
vivo em relagéo a permeacéo vaginal, RH40 10% aCD, GEL 10% aCD e RH40:GEL 10% aCD,

mantiveram a mesma inibicdo dos controles.
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6 CONCLUSAO

As formulagdes desenvolvidas com aCD apresentaram-se como um sistema de liberagéo
promissor com propriedades mucoadesivas, e potencial para permanecer no ambiente vaginal
por periodos mais longos proporcionando maior tempo de contato entre as formulacGes e a
camada superficial da mucosa controlando a liberacdo de TB. Os geéis supramoleculares
apresentaram uma maior adesdo a mucosa vaginal o que estd relacionado a uma maior
contribuicdo da propriedade viscosa sobre as propriedades elésticas proporcionada pela
interacdo da aCD com as cadeias de PEG dos sistemas. Assim, as formula¢ées RH40 10% aCD,
GEL 10% oCD e RH40:GEL 10% oCD demonstraram desempenho ex vivo superior quanto a
permeacdo na mucosa vaginal, sendo, a concentragcdo de aCD o fator preponderante para tal
desempenho. Os estudos microbioldgicos de avaliagdo da suscetibilidade de C. albicans e C.
glabrata as formulacGes demonstrou que a atividade antifingica dessas formulagdes foi
mantida, visto que todas as formulacGes foram capazes de formar halos de inibicdo comparaveis

aqueles formados pelos controles antifangicos em solucdo aquosa.
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