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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infec¢do fungica da vulva e da vagina, causada
por varias espécies de Candida spp.; sendo que entre 80% e 90% dos casos reportados de
CVV sao causadas pela espécie Candida albicans. Levando-se em consideracdo que a
terapia topica traz inumeras vantagens para o tratamento se comparado com a terapia oral,
como reducdo de custos, de toxicidade e de efeitos adversos, e que os produtos topicos
existentes ndo favorecem a permanéncia de agentes antifungicos no local por tempo
suficiente para que eles atuem, este estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar
uma formulagdo topica baseada em nanoparticulas de quitosana (NP-QS) contendo o
cetoconazol (CET), na tentativa de melhorar o tratamento topico de CVV. Um método
analitico para a determinacdo de CET extraido de mucosa utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia foi inicialmente padronizado ¢ validado, seguindo as orientagdes de
agéncias reguladoras nacional e internacional. As NP-CET foram preparados seguindo-se a
técnica de geleificagdo ionotropica e foram caracterizadas avaliando-se seu didmetro
hidrodinamico, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta. As NP-CET apresentaram
diametro de 351,5 + 32,88, IPD = 0,493 + 0,060 e potencial zeta positivo (+ 34,6 + 3,9). A
eficiéncia de encapsulagdo do farmaco (EE%) foi entdo calculada como sendo 77,8 + 6,1
quando uma relagcdo polimero/farmaco igual a 5:1 (p/p) foi usada no preparo. No que se
refere a morfologia, as NP-CET apresentaram-se esféricas com distribuicdo de tamanho
monodispersa. A capacidade mucoadesiva mostrada pelas NP-CET frente as dispersdes de
mucina deve garantir a permanéncia delas em contato com a mucosa vaginal por longos
periodos apo6s a aplicacdo. Os estudos in vitro de liberacdo do CET a partir das NP-CET
em membranas de acetato de celulose mostraram que o sistema ¢ capaz de controlar a
liberagdo do farmaco durante pelo menos 12 h. A atividade antifiingica da formulagdo
contendo NP-CET foi avaliada in vitro em comparagdo com a formulagdo de farmaco livre
e NP-QS. Apos 24 h de incubagdo das cepas de Candida albicans com as formulagoes,
observou-se que as NP-CET apresentaram uma concentracao inibitoria minima (CIMyo) de
0,58 pg/mL, valor superior ao do farmaco livre (0,07 pg/mL), mas condizente com o fato
de as NP-QS sustentarem a liberagdo do CET por mais de 24 h. Finalmente, estudos de
permeagdo ex vivo realizados em células de difusdo verticais montadas com mucosa de
suinos revelaram que as NP-CET foram capazes de promover a retencdo de 8,4 + 2,2
pg/cm® do farmaco na mucosa apés 2 horas de experimento. Tendo por base que 0,58
pg/mL de CET ¢é capaz de eliminar 90% da carga fingica, a quantidade de CET que
penetrou a mucosa deve ser mais que suficiente para controlar o crescimento fungico no
local. Segue-se, portanto, que as NP-CET devem apresentar-se como uma alternativa
promissora para o tratamento topico de CVV.

Palavras-Chave: Candidiase vulvovaginal, Cetoconazol, Nanoparticulas, Quitosana.
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ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection of the vulva and vagina, caused by
various species of Candida spp.; in which between 80% and 90% of VVC reported cases
are caused by the species Candida albicans. Taking into consideration that the topical
therapy brings numerous advantages to the treatment, with regards to reduction of cost,
toxicity and adverse effects, and that existing topical products do not favor the persistence
of antifungal agents in place long enough so that they perform its action, this study aimed
to develop and characterize a topical formulation based on chitosan nanoparticles (CS-
NP) entrapping ketoconazole (KET) in an attempt to improve the topical treatment of VVC.
An analytical method for determination of KET extracted from mucosa using high-
performance liquid chromatography was initially standardized and validated following
guidelines of national and international regulatory agencies. KET-NP were prepared
following the ionotropic gelation technique, and were characterized by assessing their
hydrodynamic diameter, polydispersity index (PDI) and zeta potential. KET-NP developed
showed diameter of 351,5 £ 32,88, PDI = 0,493 £ 0,060 and positive zeta potential (+34,6
+ 3,9). The drug entrappment efficiency (%EE) was then calculated to be 77.78 + 6.09
when a polymer/drug ratio of 5:1 (ww) was used. Regarding morphology, all
nanoparticles presented spherical shape and their size distribution appeared to be
monodisperse. The mucoadhesive capacity shown by KET-NP in front of mucin dispersions
should ensure the permanence of these in contact to the vaginal mucosa for extended
periods after application. In vitro release studies of KET from KET-NP using cellulose
acetate membranes showed that the system is capable of controlling the release of the drug
for at least 12 h. The antifungal activity of the formulation containing KET-NP was
evaluated in vitro compared to the free drug formulation and the CS-NP. After 24 h of
Candida albicans strain incubation with the formulations, it was observed that the KET-
NP had minimum inhibitory concentration (MICqg) 0.58 ug/mL, value higher than the free
drug (0.07 ug/mL) but consistent with the fact that the KET-NP sustain KET release over
24 h. Finally, ex vivo permeation experiments performed in vertical diffusion cells
mounted with porcine mucosa revealed that the KET-NP were able to retain 8.4 = 2.2
ug/em’ of the drug in the mucosa after 2 hours of experiment. Taking into account the MIC
90 value found for the drug, the amount of KET that penetrates the mucosa should be
sufficient to control fungal growth on site. It follows; therefore, that the KET-NP
developed with the chitosan polymer must be presented as a viable alternative for the
topical treatment of VVC.

Keywords: Vulvovaginal candidiasis, Ketoconazole, Nanoparticles, Chitosan.
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1. INTRODUCAO

Candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma infec¢do fingica da vulva e da vagina,
causada pelas varias espécies de Candida spp. Estes fungos comensais das mucosas
vaginal e digestiva podem tornar-se patogénicos sob determinadas condi¢des e, com isso,
alterar o ambiente vaginal (FIDEL, 2002). Estima-se que aproximadamente 75% das
mulheres adultas apresentem pelo menos um episédio de CVV em sua vida. Dessas, de
40% a 50% vivenciardo novos surtos ao longo de sua vida e 5% atingirdo o carater
recorrente (CAVALCANTE et al., 2005; MARDH et al., 2002).

Atualmente ha uma variedade de tratamentos para a CVV, que incluem o uso de
antifiingicos orais ou topicos (GONZALEZ et al, 2011). Notadamente, a via de
administracdo topica € mais vantajosa que a oral, principalmente, no que diz respeito a
custo e reducdo de efeitos adversos e toxicos. Uma desvantagem dessa via, no entanto, ¢
representada pelos mecanismos fisiolégicos de remocdo, que sdo ativos no lamen da
vagina e sdo responsaveis por um tempo de residéncia de formulagdes convencionais
escasso no local de agdo/absorgdo, provocando uma distribuigdo irregular do farmaco para
a mucosa (CARAMELLA et al., 2015). Varias alternativas vém sendo estudadas para
aperfeicoar tratamentos através da via topica vaginal, proporcionando uma liberagdao
controlada de farmacos ¢ hormonios nessa mucosa (BAUM et al., 2012; NAKAYAMA et
al., 2009), tais como comprimidos antifingicos mucoadesivos (HOMBACH et al., 2009;
KARASULU et al., 2004), géis vaginais (CARAMELLA et al., 2015) e 6vulos para
liberagdo vaginal de agentes antifingicos e hormoénios (DELLENBACH et al., 2000;
NAKAYAMA et al., 2009).

Nanoparticulas preparadas com quitosana (NP-QS) vém sendo utilizadas como
carreadores de farmacos pois demonstram ser estaveis, capazes de melhorar a estabilidade

do farmaco encapsulado, sdo de facil preparo, biodegradaveis, biocompativeis e podem



resultar em um sistema de liberagdo prolongado. A quitosana (QS) tem chamado atencdo
de pesquisadores por seu potencial bioadesivo pois apresenta propriedades mucoadesivas e
assim ela pode dar origem a particulas também mucoadesivas, ou seja, que apos aplicagdao
topica permanegam por mais tempo no local de agdo (GELFUSO et al., 2011; KONG et
al., 2010; NAGPAL et al., 2010).

Assim, este estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma formulacao
topica baseada em NP-QS contendo o farmaco antifungico cetoconazol (CET), na tentativa
de melhorar o tratamento topico de CVV. Isto porque as NP-QS apods serem aplicadas na
mucosa vaginal deverdo permanecer aderidas a ela por mais tempo que formulagdes
topicas convencionais, liberando o CET gradualmente no ambiente vaginal. Além de
melhorar a biodisponibilidade topica do medicamento, também ¢ levantada a hipotese de
que esta interagc@o entre as nanoparticulas de quitosana contendo o cetoconazol (NP-CET)
e a mucosa reduziria o numero de aplicagdo de doses do medicamento e aumentaria a

comodidade deste tipo de tratamento para a paciente.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma formulagdo topica
baseadas em nanoparticulas de quitosana carreando o CET (NP-CET), e avaliar seu
potencial mucoadesivo, sua capacidade de controlar a liberagcdo do farmaco para a mucosa
e a sua atividade no controle de crescimento de cepas de Candida albicans, na tentativa de

melhorar o tratamento topico de CVV.

2.1. Objetivos especificos

¢ Padronizar ¢ validar um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para doseamento do CET extraido da mucosa suina;

¢ Obter NP-QS encapsulando o CET;

* Caracterizar as NP-CET com relagdo ao seu didmetro hidrodindmico, indice de
polidispersdo (IPD), potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulagdo
(EE%);

* Avaliar as propriedades mucoadesivas das NP-CET;

* Determinar o perfil de liberago in vitro do CET nanoencapsulado;

* Avaliar a atividade antifiingica das formula¢des contendo CET frente as cepas de
Candida albicans;

* Determinar a penetracdo ex vivo do CET nanoencapsulado na mucosa de suinos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Histologia, anatomia e fisiologia da vagina

A vagina € um tubo fibromuscular colapsado (7 - 10 cm) que se estende a partir do
exterior do corpo para o utero. A morfologia do tecido vaginal varia no que diz respeito a
regido anatdomica (Figura 1). Basicamente, o ectocérvix e a vagina sao constituidos por um
epitélio escamoso estratificado em camadas multiplas, sendo que quatro camadas de
células distintas sdo observadas no epitélio vaginal: basal, parabasal, intermediaria e uma

superficial (MALLIPEDDI e ROHAN, 2010; THOMPSON et al., 2001).

Utero

Zona de transformagio Endocérvix

Ectocérvix

Vagina

Figura 1. Representacio da  anatomia da  vagina  (Adaptado de

http://www.thinprep.com.au/info/cervical-cancer-hpv/what-you-should-know.cfm).

Dentre as diversas secregdoes produzidas na vagina estda o muco cervical. Os
principais constituintes desse muco sdo glicoproteinas, lipidios, agua e eletrolitos. A
principal funcdo do muco cervical ¢ mediar as interacdes entre as células epiteliais do seu
ambiente por meio de processos tais como: a lubrificacdo, a manutencdo do equilibrio de
agua e particulas de ligagdo, bactérias e virus, além de desempenhar um papel na resposta
imune. A composi¢do, o volume e as propriedades reologicas de fluidos vaginais sdo

afetados pela idade, a fase do ciclo menstrual e a excita¢do sexual, influenciando assim o



desempenho de um sistema de liberacdo de farmaco administrado a vagina (EDSMAN e
HAGERSTROM, 2005; VANIC ¢ SKALKO-BASNET, 2013).

O lumen vaginal ¢ local de varias patologias, a maioria delas vaginites causadas por
bactérias, fungos, protozoarios ou virus. Nesse limem, portanto, tem sido tradicionalmente
administrados varios farmacos antimicrobianos e antivirais (CARAMELLA et al., 2015).
A vagina ¢ vantajosa como um local de distribuicdo do farmaco devido a sua grande area

superficial e alta permeabilidade a muitos principios ativos (DA SILVA et al., 2014).

3.2. Candidiase vulvovaginal

O género Candida inclui cerca de 300 espécies heterogéneas, com diferentes
caracteristicas morfologicas e funcionais, e atualmente é encontrado como parte da
microbiota normal da pele, trato digestivo e das mucosas, incluindo o trato genito-urinario
humano (FORNARI et al., 2016). A Candida albicans é a espécie fingica mais comun
presente na microbiota vaginal e as suas interagcdes com células epiteliais vaginais atenuam
a resposta imune do corpo a sua presenca. Defici€ncias no reconhecimento de células
epiteliais de porg¢des da parede celular da Candida ou na elaboragdo da resposta imune
inata pode causar uma hiperatividade ou, em contrapartida, uma resposta imunitaria
ineficaz para a presenga desses organismos (POWELL e NYIRJESY, 2014).

O processo de colonizagdo tem sido relacionado a Candida spp. pela sua aderéncia
as células epiteliais, enquanto os fatores de viruléncia tais como a formacdo de tubo
germinativo, variabilidade fenotipica (switching), variabilidade genotipica, capacidade de
produzir enzimas proteoliticas, toxinas e fosfolipase e variabilidade antigénica, explicam a
sua patogenicidade clinica. Portanto, o delicado balango entre o hospedeiro e esse fungo
comensal pode-se transformar em uma relagdo parasitaria, com o desenvolvimento de

infec¢des denominadas candidiases (ALVAREZ et al., 2007; PALMEIRA-DE-OLIVEIRA



etal., 2015).

Segundo da Silva et al. (2014), estima-se que 80 a 90% dos casos de candidiase
sejam causadas por Candida albicans e que aproximadamente 10% a 20% s3o devidos a
outras espécies (Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida lusitaniae).

C. albicans ¢ um fungo dimorfico, que se apresenta sob formas leveduriformes
(blastoconidios) no estado saprofitico, estando associado a colonizacdo assintomatica, ou
como formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras), observadas em processos

patogénicos (figura 2) (ALVAREZ et al., 2007).

F2 W L=

Levedura Pseudo-hifa Hifa

Figura 2. Representagdo das trés principais morfologias celulares da C. albicans: levedura,

pseudo-hifas e hifas (adaptado de Thompson et al., 2001).

A CVV ¢é uma doenga comum em mulheres (ELFEKY et al., 2015) e caracteriza-se
pela inflamagdo da vulva e da vagina, normalmente secundaria a condicdes fisioldgicas
alteradas que determinam uma imunidade local diminuida (GOMEZ-MOYANO et al.,
2013). Setenta e cinco por cento das mulheres em idade reprodutiva terd pelo menos um
episodio de CVV em sua vida, e 40% a 45% terdo dois ou mais episodios (MASHBURN,

2006).



CVV ¢ dividida em casos simples e complexos. Casos descomplicados sao
episodios esporadicos de infecgdes moderadas causadas por C. albicans, casos
complicados sdo os casos de CVV causadas por outras espécies de Candida, que sdo os
casos de infeccdo grave como CVV durante a gravidez, ou CVV associada a outras
condigdes médicas, como imunossupressdo ou diabetes. Candidiase vulvovaginal
recorrente (CVVR) também ¢ uma forma de infec¢do complicada (DOVNIK et al., 2015)
sendo uma condicdo clinica muito mais grave devido as recorréncias de sintomas (quatro
ou mais episodios por ano) e pela sua refratariedade ao tratamento bem sucedido (DE
BERNARDIS et al., 2015).

Sinais e sintomas clinicos incluem prurido intenso, corrimento vaginal, uma vulva
eritematosa e dispareunia (CASSONE, 2015). A coceira ¢ considerada o sintoma mais
importante quando CVV ¢é comparado com vulvovaginites (VV) de outras etiologias
(MARTINS et al., 2012). Propostas de fatores de risco relacionados ao hospedeiro
incluem: a gravidez, reposicdo hormonal, diabetes mellitus ndo controlada, a
imunossupressao, uso de antibidticos e glicocorticdides, e predisposicdoes genéticas.
Fatores de risco comportamentais para CVV incluem o uso de contraceptivos orais,
dispositivo intra-uterino, uso de espermicidas e preservativos, € também alguns habitos

sexuais, de higiene e de vestuario (GONCALVES et al., 2015).

3.3. Tratamentos para a candidiase

Para o tratamento de CVV tém sido empregados os agentes imidazolicos e
triazolicos, entre eles fluconazol, miconazol, clotrimazol, itraconazol ¢ o CET, com
destaque para o fluconazol e o CET de uso oral (NYIRJESY, 2008), além dos agentes

poliénicos (FERRAZZA et al., 2005).



Os tratamentos realizados por via oral, apesar da comodidade de administragdo, por
normalmente serem de dose Unica, possuem como desvantagem a presenca de efeitos
colaterais importantes, como problemas gastrointestinais ¢ dores de cabega. A terapia
topica evita a ocorréncia desses efeitos colaterais sistémicos uma vez que limita a
exposicao do organismo ao farmaco a area aplicada e permite que se administrem menores
doses do farmaco, resultando em menor exposicdo do paciente a doses toxicas da
substancia (GONZALEZ etal., 2011; SEKHAVAT et al., 2011).

Eventualmente, algumas drogas antifingicas ndo sdo eficazes para algumas
espécies de fungos, particularmente contra C. albicans. A falta de resposta terapéutica
antifungica pode estar relacionada com a resisténcia intrinseca das cepas ou adquirida
durante o tratamento (DE ABREU et al., 2016).

A ocorréncia disseminada de candidiase na mucosa e o desenvolvimento da
resisténcia contra agentes antifungicos tém despertado o interesse na compreensdo dos
componentes da interagdo hospedeiro-fungo na mucosa e podem resultar na otimiza¢do de
estratégias preventivas e terapéuticas antifungicas (DE BERNARDIS et al., 2015). No
entanto, o desenvolvimento de formulagdes para aplicagdo por via vaginal apresenta
algumas dificuldades. Uma dessas dificuldades ¢ que a histologia e a fisiologia da vagina
variam com a idade, ciclo menstrual e alteragdes hormonais; a outra dificuldade é que a
vagina segrega fluidos endometriais. Tais dificuldades contribuem para a remogéo facil da
formulagdo, o que conduz a periodos mais curtos entre as aplicagdes e, por conseguinte, a
um baixo cumprimento com o tratamento (FRANK et al., 2014).

CET (Figura 3) (designagdo quimica: cis-1-etanoil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-
(1H-imidazol-1-ilmetil)-1,3-dioxolan-4-ilJmetoxi]fenil [piperazina) é um agente
antifingico derivado de imidazol desenvolvido para o tratamento de infecgdes micoticas

humanas e desempenha um papel essencial na quimioterapia antifungica. E uma base fraca



com dois pKaS: 6,51 e 2,94, de largo espectro antifungico, que atua através da inibigao da
biossintese de ergosterol na célula fungica e na parede celular, bem como a absor¢ado de
precursores de DNA e RNA para o aumento da permeabilidade celular dos micetos, além
de inibir e provocar danos. CET ¢ classificado no Sistema de Classificagdo
Biofarmacé&utica como um farmaco de classe II, ou seja, que apresenta baixa solubilidade e
alta permeabilidade. Possui também alguma atividade antibacteriana e ¢é utilizado para
prevenir e tratar infecgdes fungicas da pele. E 1til para o tratamento de caspa e dermatite
seborreica (DAS et al., 2014; SKIBA et al., 2000; YAN et al., 2013; WANG e TANG,

2008).

Figura 3. Estrutura quimica do Cetoconazol. Peso molecular: 531,43 g/mol (Fonte:

http://www.fda.gov/drugs/drugsafety/ucm362415.htm).

Um dos desafios atuais ¢ o desenvolvimento de um agente antifingico que
apresenta uma resisténcia reduzida ou nula para Candida, ou mesmo a criagdo de um
sistema de liberacdo controlada capaz de aumentar a eficacia teraplutica de agentes
antifungicos por incorporacdo em nanoestruturas para administracdo do farmaco (DE

ABREU et al., 2016).

3.4. Polimero quitosana

A quitosana (figura 4), que ¢ obtida (dos crustaceos marinhos) através da
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desacetilacdo da quitina, ¢ um polissacarideo que ocorre naturalmente e encontra-se muito
disponivel (FATHALLA et al., 2016). Excepcionalmente, a quitosana tem um grupo amino
primario no residuo glicosidico de repeticdo que confere uma carga positiva no
polissacarideo natural. Os grupos amino primarios de quitosana sdo bastante ativos e
podem fornecer sitios reativos para varios grupos, tornando assim a quitosana um polimero

ideal para biofabricacdo (HU et al., 2013).
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Figura 4. Estrutura quimica da quitosana (JANEGITZ et al., 2007).

A quitosana e seus derivados sdo biomateriais poliméricos tuteis e tem sido
encontrado em uma série de aplicagdes na liberagio de farmacos. E ndo-toxica,
biodegradavel, biocompativel e um polimero adequado para formula¢des de medicamentos
mucoadesivos. A alta densidade de carga positiva confere suas propriedades mucoadesivas
e torna-a atraente para a liberagdo de farmacos a mucosa. Além disso, a quitosana tem
propriedades especiais, tais como a protonacdo dos seus grupos amino sob condigdes
acidas; que pode ser reticulada com outros polimeros, tais como tripolifosfato (TPP)
(figura 5) e alginato de s6dio para formar NP-QS (CHUAH et al., 2014; FATHALLA et
al., 2016; YOUSEFPOUR et al., 2011). Provou ser um excipiente seguro em formulagdes
medicamentosas nas ultimas décadas, atraindo a atencdo como um excelente polimero

mucoadesivo no seu estado intumescido e que permite boa adesdo em tecidos epiteliais e
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nos tecidos de revestimento nas superficies das mucosas (DASH et al., 2011).
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Figura 5. Formagdo do complexo de quitosana-TPP (adaptado de CHAVEZ DE PAZ et

al., 2011).

Estudos comprovam que a quitosana possui propriedades antifungicas (ING et al.,
2012). Acredita-se que a interagdo entre a carga positiva da quitosana e a carga negativa da
membrana celular dos microrganismos provoca o desprendimento de proteinas e outros
constituintes intracelulares (SEVERINO et al., 2007). Dessa forma, podem agir de maneira
sinérgica ao farmaco no combate a vaginite. Além disso, a utilizacdo de um veiculo
bioadesivo, tal como a quitosana, pode prolongar o tempo de residéncia sobre a mucosa,
que conduz a acdo esperada, melhorando a aceitabilidade ao tratamento e aumento da

penetracao e absor¢ao (FRANK et al., 2014).

3.5. Mucoadesao
O uso de mucoadesdo como uma nova abordagem para melhorar a eficacia dos
sistemas de distribuicdo de farmacos foi desenvolvido pela primeira vez no inicio de 1980

e tém sido, desde entdo, explorados sistemas de liberacdo de farmacos na via ocular, nasal,
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vaginal e bucal (CHUAH et al., 2014). As formas farmacéuticas mucoadesivas oferecem
contato prolongado no local da administragdo e também melhoram a adesdo do paciente ao
tratamento. A formulagdo mucoadesiva como um sistema de liberagdo do farmaco depende
da selegdo do polimero apropriado, com excelentes propriedades adesivas as mucosas e
biocompatibilidade (SHAIKH et al., 2011). Exemplos tipicos sdo os carbomeros,
quitosana, alginato de sodio e os derivados de celulose (SMART, 2005).

Mucoadesdo consiste em uma interacdo que envolve uma forma de dosagem
farmacéutica e qualquer muco secretado ou uma membrana mucosa (BODDUPALLI et al.,
2010). Os mecanismos de mucoadesdo envolvem, primeiramente, um estagio de contato,
no qual hidratagdo, molhamento e espalhamento s3o as etapas mais importantes ¢
subsequentemente um estagio de consolidagdo, o qual envolve o fortalecimento da jungdo
do tipo polimero-mucina, devido a interpenetracdo das cadeias poliméricas na camada de
muco e a ocorréncia da formagao da ligacdo do polimero-mucina (principalmente forcas de
Van der Waals, pontes de hidrogénio ou interagdes eletrostaticas) (figura 6)

(CARAMELLA et al., 2015).

Forma de dosagem

Fase de consolida¢iao

Fase de contato

Superficie interativa

e
-03.‘-.__--,

Figura 6. Representacdo do processo das fases de contato e consolidagdo da mucoadesdo

(adaptado de BODDUPALLI et al., 2010).



13

O uso potencial de sistemas mucoadesivos como transportadores de farmacos
reside no prolongamento do tempo de residéncia no local de absor¢do, permitindo o

contato intensificado com a barreira epitelial (CARVALHO et al., 2010).

3.6. Sistema polimérico nanoestruturado

A nanotecnologia € um campo de rapido crescimento com a sua vasta gama de
aplicacdes em varios campos, como medicina, farmacia, engenharia e biotecnologia para a
fabrica¢do de novos materiais no nivel de escala nanométrica (PARALIKAR, 2015).

As novas formulagdes para administragdo vaginal devem possuir algumas
caracteristicas; entre elas, boas propriedades mucoadesivas e alta resisténcia & remogao
pelos mecanismos fisiologicos, de modo a permitir o contato intimo e prolongado da
formulagdo com a mucosa da paciente; propriedades de prolongamento de liberacdo do
farmaco, a fim de reduzir a dosagem e também melhorar a adesdo da paciente e por fim
boas propriedades de penetracdo, visando permitir que o farmaco atinja as camadas da
mucosa (SANDRI et al., 2004).

A fim de obter um novo sistema capaz de permear de forma eficiente as camadas
mais superficiais da pele, formando um reservatorio de farmaco com uma maior
estabilidade, a utilizagdo de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis surge como uma
excelente alternativa para aumentar o efeito de medicamentos para o controle da
candidiase, em particular para o tratamento de distirbios ginecoldgicos. Os principais
objetivos na concepg¢do de nanoparticulas como um sistema de liberagdo sdo para controlar
o tamanho das particulas, as propriedades de superficie e a liberacdo de agentes
farmacologicamente ativos, de forma que o farmaco alcance o sitio de agdo especifica com

regime de taxa e dose terapeuticamente 6timos (FRANK et al., 2014; MOHANRAJ ¢
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CHEN, 2006). Além disso, esse sistema controla rigidamente a liberagdo do farmaco para
maximizar a eficiéncia terap€utica e minimizar o efeito colateral (KIM et al., 2009).

As NP sdo particulas coloidais solidas, com diametros variando entre 1-1000 nm de
diametro e sdo compostas de polimeros sintéticos, naturais ou semi-sintéticos que
encapsulam a molécula do farmaco em que os agentes terapéuticos podem ser
aprisionados, encapsulados ou quimicamente ligados a sua superficie. Elas so
caracterizadas pela sua elevada estabilidade, capacidade de incorporar uma ampla gama de
farmacos e a capacidade para modular a sua farmacocinética que permitem ainda a
liberagdo prolongada, controlada ou direcionada do farmaco (NAGPAL et al., 2010;
TIYABOONCHALI 2003; VANIC ¢ SKALKO-BASNET, 2013).

Sistemas de liberagdo poliméricos nanoestruturados agem como compartimentos
transportadores de substancias ativas e apresentam vantagens que justificam sua aplicagao,
dentre elas, a boa estabilidade fisica, quimica e biologica, facil preparo e boa
reprodutividade, além de serem aplicaveis a uma ampla variedade de substancias visando
melhorar suas propriedades quimicas (SILVA et al., 2010).

Nanoparticulas mucoadesivas sdo considerados como estruturas uteis para
prolongar a retengdo do farmaco e os efeitos terapéuticos no trato vaginal. Isto ocorre
porque, quando os medicamentos s3o encapsulados em nanoestruturas, a sua liberagdo ¢é
controlada, sdo protegidos contra a degradagdo e a dose aplicada pode ser, eventualmente,
reduzida. Além disso, deve considerar-se que alguns farmacos administrados por via
vaginal podem causar efeitos secundarios, tais como eritema, irritagdo, ulceragdo e dor; tais
efeitos podem ser reduzidos usando a nanotecnologia (FRANK et al., 2014; WONG et al.,

2014).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O CET (99% de pureza) utilizado foi gentilmente doado pela Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda. (Campinas, Brasil). Acido acético 99.9%, quitosana de baixo peso
molecular, mucina suina do tipo III (MCN), tripolifosfato (TPP) e brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2 ,5-difeniltetrazélio (MTT) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). Metanol grau HPLC foi obtido da Tedia Brazil Ltda. (Rio de Janeiro, Brasil).
Corregdes de pH foram realizadas utilizando-se 4cido cloridrico (HCl) e hidréoxido de
s6dio (NaOH) (Dindmica Quimica Contemporanea, Sdo Paulo, Brasil). Para preparagdo do
tampao fosfato, pH 7.4, izotonizado foram utilizados fosfato de sédio monobasico e
dibésico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de sédio (NaCl) (Serva, Rio de Janeiro,
Brasil). A membrana hidrofilica de acetato de celulose utilizada nos experimentos de
liberagdo (Dialysis Tubing MWCO 12000-14000, Fisherbrand) foi obtida da Fisher
Cientific (Reino Unido). Os ensaios em cultura de fungos foram realizados utilizando-se os
meios caldo de Sabouraud dextrose, Sabouraud dextrose agar (Neogen Corporation,
Lansing, EUA), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 com L-glutamina e
vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), 4cido 3-[N-morfolino]-
propanossulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), glicerina P.A., cloreto
de sodio e dimetilsulf6xido (DMSO) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Todas as preparagdes
e andlises foram realizadas com dgua ultrapurificada tipo Milli-Q (Milli-Q Millipore Direct

8, Bedfort, MA, USA).

4.2. Mucosa
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Fragmentos da mucosa bucal de suinos foram retirados logo apds o processo de
abate dos animais no Frigorifico Bonasa localizado em Sao Sebastido - Distrito Federal, e
transportados sob refrigeragdo umedecidos com tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,4. Esses
pedagos foram limpos assim que chegaram ao laboratério com um auxilio de tesoura e
bisturi, e mantidos hidratados até a realizagdo dos experimentos, que ocorreu no mesmo

dia do abate.

4.3. Padronizacio do método analitico

4.3.1. Determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo maxima do CET

O comprimento de onda de absor¢do maxima para o CET foi determinado pela
leitura em espectrofotometro (entre 200 nm e 500 nm; Shimadzu UV Spectrophotometer
UV-1800) de uma solu¢do de CET a 100 pg/mL dissolvido em metanol. Para a leitura,
foram utilizadas cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho oOptico. O comprimento de
onda de maxima absor¢do no UV/Vis obtido da varredura foi selecionado para detec¢do do

CET em CLAE.

4.3.2. Condigdes cromatogrdficas para quantificacdo do CET por CLAE

O CET foi dosado com o auxilio de um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE), modelo Shimadzu LC 20-AD, composto por duas bombas (modelo LC 20-AT),
um injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), acoplados a um
detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um computador equipado com o
programa de andlise cromatografica Shimadzu LC. Para a fase estaciondria utilizou-se uma
coluna de fase reversa C;s (150 mm x 4,6 mm, Shimadzu Corporation, Toquio, Japdo), que
foi mantida a temperatura de 25°C em todas as andlises. Como fase movel, foi utilizada

uma mistura de metanol/agua Milli-Q (75:25, v/v), que correu a uma vazao de 1,0 mL/min.
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O volume de inje¢do de amostras foi igual a 20 pL e a detec¢do no ultravioleta (UV) foi

realizada no comprimento de onda de maior absor¢ao do farmaco.

4.4. Validacao do método analitico para quantificacdo do CET

A validacao da metodologia foi realizada avaliando-se a
especificidade/seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e limites de quantificagdo (LQ)
e deteccao (LD), segundo legislacdo vigente (ANVISA, 2003), além do processo de
extracdo do CET da mucosa suina. Para a validacdo, partiu-se de solucdes estoque de CET
preparadas com concentragdo igual a 100,0 pg/mL, em que pesou-se 10 mg do farmaco,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume do baldo com
o solvente metanol. A partir dessa solucdo estoque, foram feitas as outras dilui¢do

requeridas em metanol para a realizacdo das analises que se seguem.

a) Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade ¢ a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes como impurezas, produtos
de degradagio e componentes da matriz (ARAGAO et al., 2009). Desta forma, para
atender aos objetivos do presente estudo, a validacdo foi feita considerando-se como
interferentes do método o metanol, uma solucdo de adguaMilli-Q:metanol (80:20) (v/v),
uma solugdo metandlica de mucosa apos 3 horas de agitagdo magnética, € uma solucio
diluida e filtrada de quitosana + farmaco. Esses interferentes foram injetados no CLAE e
os cromatogramas obtidos foram comparados a um cromatograma do CET diluido em

metanol.

b) Linearidade
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A partir de solugdes estoque de CET a 100 pg/mL, foram realizadas seis dilui¢Ges
em metanol e essas dilui¢cdes foram injetadas no CLAE para se verificar a linearidade do
método. As andlises foram realizadas em triplicata para cada concentracdo, que foram
iguais a 2,0; 5,0; 7,5; 10; 15 e 20 pg/mL. As curvas analiticas foram construidas por meio
da relacdo da concentracdo de CET com a area do pico obtido pelo CLAE.

As analises foram realizadas por meio de uma reta y = ax + b, em que a) representa
o coeficiente angular e b) o coeficiente linear. Além disso, calculou-se o coeficiente de
correlagdo linear (r), avaliando-o segundo o parametro minimo aceitdvel de r = 0,99

(ANVISA, 2003).

¢) Precisao

A precisdo foi avaliada conforme o estudo de repetitividade e precisdo
intermediaria. A precisdo intermediaria e a repetitividade foram avaliadas considerando-se
a dispersdo dos valores das areas dos picos de trés concentragdes (2,0; 7,5; 20 pg/mL), que
contemplaram o intervalo linear do método, em triplicata para cada concentragdo. Para a
precisdo intermedidria os testes foram realizados em dois dias diferentes, com o mesmo
analista e equipamento.

Os resultados foram expressos por meio do coeficiente de variagdo (CV%),

calculado de acordo com a seguinte formula:

Desvio Padrao
CV% = x 100
Concentracao Média

(Equacio 1),

onde: CV% ¢ o coeficiente de variacdo, Desvio Padrao corresponde a estimativa do desvio
padrdo da média e Concentragdo Média sdo as médias das medidas em triplicata para cada

concentracdo analisada.
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d) Exatidao

A exatidao representa a concordancia entre os resultados obtidos pelo método e os
valores nominais, aceitos como referéncia (CASSIANO et al., 2009). Para avalia¢do da
exatiddo do método foram utilizadas as seguintes concentragdes: 2,0; 7,5; 20 ug/mL. Os
resultados foram expressos em fun¢@o da porcentagem do erro relativo, segundo a féormula

abaixo:

Valor g4, — Valorg,.,
E% = e S X100 (Equacio 2),

Valorg,,

onde: E% corresponde a porcentagem de erro relativo; Valorepide corresponde a
concentragdo obtida apods a analise ¢ Valor,, corresponde a concentragdo do padrdo que

deveria ser encontrada ap6s a analise.

e) Limites de Deteccio e Quantificaciao
O limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) consistem na menor concentragao
do analito a ser detectada e também quantificada com precisao pelo método analitico

desenvolvido. Os limites foram calculados de acordo com as equagdes abaixo:

LD=DPx 3,3 (Equacio 3),
IC
LQ=DPx 10
IC (Equagio 4),

onde: LD corresponde ao limite de detec¢do; LQ ¢ o limite de quantificacdo; DP consiste

no desvio padrao do intercepto com o eixo Y ¢ IC ¢ a inclinacao da curva de calibragao.

f) Recuperacio do farmaco
Primeiramente, pedagos de 1 cm® de mucosa foram cortados e colocados em

recipientes de vidro. Diferentes volumes da solugdo estoque de CET (100, 250 e 750 pL,
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respectivamente) contaminaram diferentes amostras de mucosa, em triplicata para cada
concentragdo, ¢ elas foram mantidas em temperatura ambiente por 24 h até a total
evaporagdo do solvente. Em seguida, foram adicionados 5 mL de metanol em cada
recipiente, simulando um processo de extracdo, e os fragmentos de mucosa contaminados

com CET foram mantidos em agitacdo magnética por 3 horas a 2000 rpm (Figura 7).

Figura 7. Representacdo do processo de extragdo do CET da mucosa suina com 5 mL de

metanol.

Posteriormente, foram retirados 1 mL por meio de uma seringa acoplada a um filtro
de porosidade de 0,45 um e cada amostra foi quantificada em CLAE para célculo da

porcentagem recuperada de firmaco da mucosa como representado pela formula abaixo:

Concentragao;q.
Recuperaciao% = x 100
Concentracao

(Equacio 5),

real

onde: “Concentragdo opiga” s¢ refere a concentracdo de CET analisada por CLAE e
“Concentragdo e~ refere-se a concentragdo de CET que estaria presente no volume de

metanol considerando-se toda a massa de farmaco que contaminou a amostra.

4.5. Obtencio das nanoparticulas de quitosana
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As NP-CET foram obtidas por meio da técnica de geleificacdo ionotropica (Figura
8) proposta inicialmente por CALVO et al. (1997). A quitosana foi dissolvida em agua
Milli-Q previamente acidificada com 1% (v/v) de acido acético, ficando sob agitacdo
magnética overnight. Corrigiu-se entdo o pH para 4,5 com uma solugdo de NaOH 2 mol/L.
Em 5 mL da solu¢do de quitosana, adicionou-se diferentes propor¢des do farmaco (Tabela
1) mantendo-se o sistema sob agitacdo. Entdo, adicionou-se vagarosamente uma aliquota
de 2 mL do agente reticulante TPP, preparado a concentragdo de 1,0 mg/mL, sobre a
solugdo polimérica, sob agitagdo magnética constante (2000 rpm), para formagdo das NP-

CET. A temperatura foi mantida a 30°C durante todo o preparo das particulas.
Polimero disperso em
solugdo acida

Adicdo de agente

reticulante |

‘e Suspensdo de nanoparticulas

Figura 8. Representacdo simplificada da técnica de geleificagdo ionotropica.

Nanoparticulas de quitosana sem a presenca do farmaco foram preparadas de

maneira semelhante ao descrito anteriormente.

Tabela 1. Variacdo de duas propor¢des de quitosana/cetoconazol para a obtencdo da

melhor EE%.

Quantidade de Quantidade de CET Proporcao
Amostra
quitosana (mg) (mg) (Quitosana/CET)
NP1 17,5 17,5 1:1

NP2 75 15 5:1
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4.6. Caracterizacao das nanoparticulas

4.6.1. Didmetro, indice de polidispersividade e potencial zeta

O diametro hidrodinamico das NP-CET e NP-QS sem o farmaco, bem como seu
indice de polidispersibilidade (IPD) foram analisados por espalhamento de luz dindmica e
o potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética pela analise de 1 mL das
suspensdes das particulas em um equipamento Zetasizer Nano (NANO ZS90, Malvern,

Worcestershire, Reino Unido).

4.6.2. Eficiéncia de encapsulagdo

A EE% foi determinada por método indireto avaliando-se a quantidade de CET
ndo-associada as NP-CET. Amostras de 2 mL de suspensio de NP-CET foram
centrifugadas (centrifuga CentriBio TDL80-2b) durante 45 min, a 3000 rpm. Apos esse
periodo, as NP-CET depositaram-se no fundo do tubo Falcon e o sobrenadante foi
coletado, sendo filtrado em membrana de porosidade igual a 0,22 um e quantificado em
CLAE. A EE% foi calculada de acordo com a formula abaixo (SPOSITO, 2008;

TAGLIARI, 2012):

\“'al()r otal” \!alor uantificado ~
EE% = ( ol quantfen ) x 100 (Equacio 6),

\“alortotal

onde: EE% representa a porcentagem de CET retido as NP; Valor,, representa a massa de
CET adicionada inicialmente para se obter as NP e Valorganiificado répresenta a quantidade

nao encapsulada, analisada por CLAE.

4.6.3. Morfologia das nanoparticulas
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A morfologia das NP-CET foi analisada por microscopia eletronica de varredura
(MEV, JEOL modelo JSM-7001F). Foram pipetados 10 puL das formulagdes em uma
plataforma de metal deixando o solvente secar em temperatura ambiente. As amostras
foram entdo metalizadas a vacuo com uma camada de ouro para proteger a formulacdo de
possiveis degradagodes, e entdo levadas ao equipamento. Imagens foram capturadas com

aumentos em magnitude de 25000 e 30000 vezes.

4.7. Avaliacao da mucoadesividade das NP-CET

4.7.1. Desenvolvimento de NP de mucina (MCN)

Primeiramente, a MCN tipo III foi hidratada com agua Milli-Q (proporg¢do de 1:10
m/v), overnight, a uma temperatura de aproximadamente 4°C na geladeira. O pH da
dispersdo foi ajustado para 7,4 utilizando uma solu¢do de NaOH 1 mol/L. Em seguida,
para obten¢do de uma concentracdo final de MCN igual a 1% (m/v), a solugdo foi diluida
em tampao fosfato 0,01 M, pH 7,4. A amostra foi sonicada (Sonicador Thornton — T14)
por 40 minutos para obtencdo de NP-MCN com didmetros inferiores a 800 nm.
Posteriormente, a solugéo foi centrifugada a 4000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi
filtrado com uma seringa acoplada a um filtro de 0,22 pm e analisado no aparelho

Zetasizer Nano Series.

4.7.2. Mucoadesividade das NP-CET frente as NP-MCN
Uma mistura de NP-CET e NP-MCN foi preparada na proporcdo 1:1 (v/v) e em
seguida foram agitadas em vortex (Daigger Vortex Genie 2TM) durante 2 min.

Imediatamente apds esse procedimento, as amostras foram analisadas quanto ao seu
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diametro hidrodindmico e IPD no aparelho Zetasizer Nano Series, assim como as amostras

de NP-CET e NP-MCN isoladas.

4.8. Estudos in vitro de liberacido do CET a partir das formulacoes
desenvolvidas

O ensaio de liberagdo foi realizado em quadruplicata para determinagdo da cinética
de liberagdao do CET nanoencapsulado. As células de difusdo do tipo Franz (Figura 9)
foram montadas com uma membrana de acetato de celulose, previamente lavada com agua
Milli-Q fervente para a retirada de impurezas, separando os compartimentos doadores dos
receptores.

Sobre as membranas (compartimento doador) foram colocadas ImL das NP-CET.
O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL da solugdo de d4guaMilli-Q:metanol
(80:20) (v/v), que foi mantida sob agitacdo por um periodo de 12 h. A cada hora, uma
aliquota de 1 mL da solugdo receptora foi removida e igual volume de solugdo aguaMilli-
Q:Metanol foi imediatamente reposto.

As aliquotas foram filtradas em serigas acopladas a membranas de porosidade de

0,45 um. Posteriormente a quantidade de fArmaco liberada foi determinada por CLAE-UV.

Figura 9. Representacdo da célula de difusdo de Franz para o experimento in vitro de

liberacéo.
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A equagdo abaixo foi utilizado para determinacdo da quantidade de farmaco que foi

liberado e se difundiu pela membrana de acetato de celulose:

Qreal, t Cmensurada, te Vr + Va D Ca (Equacio 7),

onde: Qe ¢ representa a quantidade real liberada acumulada no tempo t; Crensuradar t € @
concentragdo mensurada da amostra no tempo t; V; é o volume do receptor (15 mL); V,

sendo o volume de amostra coletada (1 mL) e C, a concentragdo de amostra coletada.

A cinética de liberacdo do CET a partir das NP-CET foi analisada segundo os
modelos matematicos de ordem zero, modelo de Higuchi e modelo de primeira ordem,

segundo as equagoes descritas na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Modelos matematicos aplicados ao estudo cinético.

Modelo matematico Foérmula
Ordem Zero Qr= Qo + Kot
Modelo de Higuchi fi=Kyt'"?
Primeira Ordem InQ = InQo — k;t

Qt é a quantidade de farmaco liberado ao tempo t; Qo ¢ a quantidade inicial de farmaco no tempo zero; Ko ¢
a constante de liberacdo de ordem zero; f; ¢ a quantidade de farmaco cedida no tempo t por unidade de
superficie; Ky € a constante de liberacdo de Higuchi; K; é a constante de liberagdo de primeira ordem e t € o
tempo do ensaio.

4.9. Avaliacido in vitro da atividade antifiingica das formulacées frente a
espécie Candida albicans

Os fungos da espécie Candida albicans, cepa ATCC 40277, foram recebidos

suspensos em glicerol em tubos de ensaio e armazenados em geladeira. As cepas utilizadas

foram proliferadas em triplicata a cada utilizacdo.
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4.9.1. Higienizacdo do material e medidas de seguranca

A cultura das cepas bem como os testes para avaliar a atividade antifingica das
amostras de interesse foram realizados dentro de uma capela de fluxo laminar
(FilterFluxo®, Sdo Paulo, Brasil). A capela foi higienizada a cada utilizagdo com alcool
70% e submetida a radiacdo UV durante 20 min antes e apos cada passo do experimento.
Todo o material utilizado para o teste foi autoclavado antes de ser colocado na capela de
fluxo laminar. Todas as vidrarias e quaisquer materiais descartados utilizados durante o
experimento foram autoclavados novamente antes de serem colocados em lixo bioldgico.
A parte superior das vidrarias ¢ a alga de platina utilizada para o cultivo do fungo foram
flambadas antes e depois de serem manuseadas dentro da capela de fluxo laminar. Neste
estudo, foram utilizados também os equipamentos de prote¢do individual, como mascara,

luvas e jaleco.

4.9.2. Preparo do meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 com vermelho de fenol sem
bicarbonato de sddio. O meio em pd (10,4 g) foi reconstituido em agua destilada em
quantidade suficiente para produzir um litro de meio. Apos isso, foi feito o tamponamento
com o0 MOPS a 0,165 mol/L (6,9 g em 200 mL de 4gua deionizada) até alcangar pH 7. O
meio produzido foi filtrado em sistema de filtracdo a vacuo utilizando membrana de 0,45
pum na capela de fluxo laminar. Para o controle de esterilidade, uma aliquota de 3 mL do
meio foram armazenadas em estufa a 37 °C por 5 dias. Apos esse periodo, foi feita a

analise da turbidez, e somente o meio limpido foi liberado para uso.

4.9.3. Preparo das solugoes e meios de cultura
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O meio liquido foi preparado com 50 mL de caldo Saborraud dextrose a uma
concentragdo de 30 g/L, em uma aliquota de 50 mL para crescimento do fungo. O meio
solido foi preparado com 50 mL de Saborraud agar a uma concentragdo de 65,0 g/L, e
aliquota de 50 mL. A solugdo salina foi preparada com concentracdo correspondente a

0,85% (m/v).

4.9.4. Cultivo das cepas de Candida albicans

Em capela de fluxo laminar, verteu-se o meio solido dentro de trés tubos de ensaio
vazios que foram mantidos em posi¢do inclinada até total solidificacdo. Os tubos foram
armazenados isoladamente na geladeira. Em seguida, o conteudo de um tubo de ensaio
com fungo proliferado (meio sé6lido com fungo e glicerol) foi vertido em 50 mL do meio
liquido e deixado na estufa a temperatura de 35°C, durante 24 h, para crescimento do fungo
nesse meio. A al¢a de platina foi inserida no meio liquido, cultivado no dia anterior, e
passada levemente sobre o meio solido. Este procedimento foi repetido trés vezes.

Os tubos de ensaio foram vedados com algodao e levados a estufa a temperatura de
35°C, por mais 24 h. Os tubos de ensaio contendo a cultura do fungo ja proliferado foram
entdo retirados da estufa, colocou-se glicerol e foram armazenados na geladeira para uso

posterior. O terceiro tubo foi levado a capela de fluxo laminar (Figura 10).

Figura 10. Tubo de ensaio contendo a cultura de Candida albicans.
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Para preparo do inoculo, o fungo foi diluido em 5 mL da solugdo salina que foi
padronizada com leituras no espectrofotometro (Molecular devices, Sunnyvale, USA) em
comprimento de onda selecionado em 530 nm e a adigdo de fungo no meio deu-se até a
obtencdo de valores de absor¢do padronizados entre 0,08 ¢ 0,10. Esta absorbancia, de
acordo com a escala padrio de McFarland, equivale a uma quantidade de fungos de 1x10°
a 5x10° células/mL (NCCLS, 2002).. Em seguida, diluiu-se 1 mL da solugdo salina com o
fungo em 50 mL da solugdo de RPMI 1640 (diluicdo 1:50). Depois desse procedimento, 1
mL da ultima diluig¢@o foi diluido em 20 mL também no meio RPMI 1640 (dilui¢do 1:20).
As diluigdes seriadas foram realizadas em placa de 96 pogos conforme o esquema
representado na Figura 11. Inicialmente, colocou-se 100 puL do indculo em todos os pocos
em que seriam realizadas as triplicatas. Em seguida, colocou-se 100 pL das amostras
listadas abaixo, somente nos pocos da primeira coluna.

- solucdo de CET;

- NP-CET;

- NP-QS sem farmaco

O in6culo, somado a amostra foi homogeneizado e, entdo, transferiu-se 100 pL
para os pocos da segunda coluna (Figura 11A e 11B). O procedimento foi realizado
sucessivamente até¢ a ultima coluna, onde 100 pul. foram descartados, de forma que a
concentragdo em cada pogo fosse sempre a metade da concentracdo do pogo anterior
(Figura 11C). Por fim, as amostras controle foram realizadas colocando-se 100 pL do meio
liquido e 100 uL. do in6culo em pogos separadamente (Figura 11D). A placa de 96 pogos
foi colocada em estufa mantida a uma temperatura de 35°C por 24 h para posterior analise.
Ap6s esse periodo, 10 puL. de uma solugdo de 5 mg/mL de MTT foram colocados em cada
um dos pogos da placa. Apds mais 4 h na estufa sob protecdo da luz, os cristais de

formazan formados foram solubilizados com 100 L. de DMSO e a placa foi analisada por
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meio de leituras espectofotométricas em 570 nm e 630 nm utilizando-se o equipamento

SpectraMax” Plus 384 Microplate Reader (Molecular devices, Sunnyvale, USA).

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 B 12 3 4 5 6 7 8 9101112
AN} A O}

B } 100 pLem cada pogo B O} 100 ulLdaamostra de interesse

c } € O}

D D

E E

F ) F O}

G } 100 uL em cada pogo G Q©} 100 ulL da amostra de interesse

H } H O}

cC 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 O 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112
A} A}

B } Homogeneizar o 1° pogo, coletando 100 pL B } primeira triplicata

€ } edepositando no 2° pogo. No ultimo pogo C }

D descartar 100 pL antes de passar para D OO O 100 uL do meio liquido (CE)

E a fileira B. E © OO 100 pL doindculo (co)

F } F }

G } G } segunda triplicata

H } H }

Figura 11. Esquema simplificado das dilui¢des seriadas em placa de 96 pocos para cultura

de fungos.

4.10. Estudos ex vivo de permeaciao de CET através da mucosa de suinos

Células de difusdo tipo Franz foram montadas com a mucosa suina separando os
compartimentos doadores dos receptores (Figura 12). Este ultimo compartimento foi
preenchido com 15 mL de solugdo receptora de aguaMilli-Q:metanol (80:20) (v/v),
mantida sob agitacdo. Ao compartimento doador, na metade superior da célula, foi
adicionada 1 mL da suspensdo aquosa das NP-CET. O experimento foi realizado por um

periodo de 2 h, garantindo assim a viabilidade da mucosa recém retirada do animal.

Figura 12. Células de difusdo tipo Franz montadas com a mucosa suina separando os

compartimentos doadores dos receptores.
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As concentragdes de farmaco permeadas através da mucosa foram determinadas
pela analise da solucdo receptora ao final do experimento. A mucosa foi entdo retirada da
célula de difusdo, picotada e adicionada a 5 mL de metanol sob agitagdo magnética
constante (2000 rpm) durante 3 horas para extragdo de CET da mucosa. Apos filtragdo, a
solucdo extratora foi analisada para se determinar a quantidade de CET retido na mucosa.
O mesmo experimento foi realizado com uma solugdo aquosa de CET (controle) para fins

de comparagao.

4.11. Analises estatisticas

As diferencas significativas foram consideradas para <0,05. Nas Tabelas e Figuras,
os dados quantitativos estdo apresentados por meio da média + desvio padrdo da média de
pelo menos 3 replicatas. As andlises estatisticas dos dados foram realizadas com a
utilizagdo do programa Origin 8 e as regressoes lineares foram obtidas com a utilizag¢do do

programa Microsoft Excel 2010.



31

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Validacao do método analitico para quantificacio de CET por CLAE

O comprimento de onda de absor¢do maxima encontrado para o fairmaco em
espectrofotometro foi o de 205 nm. Esse comprimento de onda foi selecionado, portanto,
para deteccdo do CET por CLAE.

Aplicadas as condigdes padronizadas para analise do CET por CLAE, descritas no
item 4.3.2., obteve-se picos para o farmaco simétricos ¢ com boa resolucao. O tempo de

retengdo para o CET no equipamento foi de aproximadamente 7,3 minutos (Figura 13).

400000

200000

Intensidade (mAU)

' I 1
0 5 10
Tempo de retengdo (min)

Figura 13. Cromatograma referente a inje¢do de uma solucdo de CET a 100 pg/mL em
metanol. Vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de amostras igual a 20 puL e deteccao

em 205 nm.

5.1.1. Especificidade/Seletividade
A seletividade e/ou especificidade de um método analitico garante que a
quantificagdo do analito de interesse ndo seja afetada pela presenca de metabdlitos,

produtos de degradagdo, farmacos co-administrados entre outros (CASSIANO et al.,

2009).
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A Figura 14 apresenta os cromatogramas de todos os interferentes utilizados nos
experimentos que se seguem, ou seja, o metanol (Figura 14A), utilizado como solvente
extrator do CET retido na mucosa; uma solucdo de aguaMilli-Q:metanol (80:20) (v/v)
(Figura 14B), que sera utilizada como meio receptor nos estudos de liberagdo in vitro e
permeacdo ex vivo; uma solucdo quitosana (0,55 pg/mL) contaminada com CET (Figura
14C), utilizadas no preparo das NP-CET; e, por fim, um homogeneizado de mucosa apods 3

horas de agitacdo magnética em metanol (Figura 14D).

(A) 1 ®

20000 - 400000 +

10000 - | ' | .

Intensidade (mAU)
Intensidade (mAU)

. 2 Tempo de retengdo (min)
Tempo de retengdo (min)

© 4000 , ©

30000

Intensidade (mAU)
Intensidade (mAU)
3

Tempo de retenglo (min)
Tempo de retengdo (min)

Figura 14. Cromatogramas referentes a injecao de (A) metanol, (B) solucdo de aguaMilli-
Q:metanol (80:20), (C) solug¢do quitosana (0,55pg/mL) + CET e (D) homogeneizado de
mucosa apds 3 horas de agitagdo magnética em metanol, para analise da seletividade do
método analitico. Fase movel: metanol/agua Milli-Q (75:25, v/v), vazdo 1,0 mL/min e

deteccdo no UV em 205 nm.
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Comparando-se os cromatogramas acima apresentados com o cromatograma do
CET isolado, apresentado na Figura 13, pode-se concluir que o método cromatografico ¢
seletivo para a dosagem do CET nos experimentos que se seguem, uma vez que nenhum

pico dos contaminantes eluiram proximo ao tempo de retengdo do CET.

5.1.2. Linearidade

A lineraridade de um método corresponde a sua capacidade em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia que esta sendo analisada, dentro
de uma faixa de aplicagdo (ARAGAO et al., 2009). A Figura 15 apresenta a curva analitica
obtida para o CET numa faixa de concentracdo que vai de 2 pg/mL a 20 pg/mL. A
regressao linear da reta obtida gerou um o coeficiente de correlacdo linear igual a 0,99922,
0 que demonstra a linearidade do método para a faixa de concentragdo de CET analisado,

segundo parametro proposto pela ANVISA (ANVISA, 2003).
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Concentracao de CET (ug/mL)

Area do pico

Figura 15. Representagdo da curva analitica obtida para o CET por analise em CLAE.

Equagdo da reta: y = 87870x + 22980 e coeficiente de correlagdo linear: r = 0,99922.
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5.1.3. Precisdo e Exatidio

A precisdo consiste em uma medida dos erros aleatorios e representa a proximidade
dos resultados obtidos a partir de medidas independentes de amostragens multiplas de uma
amostra homogénea (CASSIANO et al., 2009).

A Tabela abaixo apresenta os resultados de precisdo referentes as trés

concentragoes (2,0; 7,5; 20 pg/mL) que contemplaram o intervalo linear do método.

Tabela 3. Analise dos valores obtidos para precisdo e da exatidio do método de

quantificagdo para o CET.

Concentracio Tedrica Concentracio

(ng/mL) Experimental Precisdao (CV%) Exatidao (%)
(ng/mL)

Intra dia

2,0 1,95+ 0,05 2,40 -2,22

7,5 7,61 £0,14 1,84 1,56

20,0 20,15 £ 0,88 4,39 0,79
Inter dia

2,0 1,99 £ 0,07 3,69 -0,26

7,5 7,28 £ 0,06 0,87 -2,90

20,0 20,47 + 0,55 2,67 2,33

Os valores de CV obtidos para os ensaios intra dia e inter dia apresentados na
Tabela 3 sugerem, portanto, que o método possui precisdo, uma vez que os CV% nao

ultrapassam valores de 5% conforme regulamentado pela ANVISA (ANVISA, 2003).

514.LDeLQ
Os valores obtidos para LD e LQ para o método de quantificagdo do CET foram
iguais a 0,361 e 1,094 pg/mL e demonstram sua sensibilidade em dosar quantidades

diminutas do farmaco nas amostras.
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5.1.5. Recuperacdo do CET da mucosa

A recuperagdo representa a eficiéncia do procedimento de extragdo de um método
analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de recuperagdo proximos a 100%
sdo desejaveis, porém, admite-se valores menores, desde que a recuperagdo seja precisa e
exata (ANVISA, 2003). A Tabela 4 apresenta os resultados de recuperacdo do CET, em
diferentes concentracdes, que foram extraidos apds 3 horas de agitacdo magnética (2000

rpm) em 5 mL de metanol.

Tabela 4. Valores de porcentagem obtidos para a recuperacao do CET em metanol.

Concentracio (ng/mlL) Recuperacio (%)
2,0 92,98 + 11,54
5,0 90,79 + 3,71
20,0 103,61 £2,19

Observa-se que o CET foi extraido eficientemente da mucosa com o metanol,
seguindo-se o procedimento de extra¢do proposto. Quantidades acima de 90% do farmaco
foram recuperados, de acordo com os dados apresentados na Tabela acima. O método,
portanto, ¢ adequado para realizacdo dos experimentos de permeacdo do CET através da

mucosa suina, que deverdo fornecer resultados quantitativos confiaveis.

5.2. Obtenciao e caracterizacdo das nanoparticulas de quitosana contendo CET

5.2.1 Didmetro de particula e Potencial Zeta

As NP-QS como carreadores de farmacos oferecem muitas vantagens, como alta
estabilidade e estabilizagdo de farmacos labeis, baixa toxicidade, biodegradabilidade e néo-
imunigenicidade. Além disso, a preparagdo dessas particulas € simples e sem a utilizagdo

de solventes organicos uma vez que sao soluveis em solugdo aquosa acida (GRILLO et al.,
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2014; NAGPAL et al., 2010). A técnica de geleificagdo ionotropica, utilizada para o
preparo das NP-CET consiste na interagio da porgdo anibnica, ou seja, grupos -PO4? do
TPP, com grupamentos -NH; da quitosana que, no pH acido da solugdo estdo protonados
para -NH;". Essas intera¢des eletrostaticas sdo responséaveis pelo enovelamento das cadeias
poliméricas, formando NP-QS redondas e homogéneas (AMEEDUZZAFAR et al., 2014).
Macroscopicamente, Kazemzadeh-Narbat e colaboradores (2015) observaram que
durante o preparo das NP-QS pela técnica de geleificacdo, a aparéncia da solugdo mudou
de uma solucdo limpida a opalescente, quando TPP foi adicionado a solug¢do polimérica.
De fato, essa alteragdo fisica da solug@o foi observada, como mostra as imagens contidas

na Figura 16.

Figura 16. Representagdo da opalescéncia na forma¢ao de nanoparticulas: A) Solucdo de

quitosana antes da adi¢do do TPP e B) Nanoparticulas formada apos a adi¢ao do TPP.

Na Tabela 5 estdo apresentados valores de diametro hidrodinamico, IPD e potencial

zeta para as NP-CET em comparagdo a NP-QS preparadas sem o farmaco CET.
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Tabela 5. Diametro hidrodinamico, IPD e potencial zeta das nanoparticulas de quitosana

contendo ou ndo CET encapsulado.

Diametro Potencial Zeta
Amostra IPD
hidrodindmico (nm) (mV)
NP-QS sem o farmaco 344,77 £ 10,06 0,462 £ 0,079 +21,8+£0,3
NP-CET 351,5 +£ 32,88 0,493 + 0,060 +34,6 £3,9

As NP-QS sem o CET apresentaram diametro de 344,7 nm e este didmetro foi
aumentado para 351,5 nm com a incorporacdo do farmaco nas particulas. Com isso, a
presenca de CET nas NP-QS ndo alterou de forma significativa as propriedades fisicas das
particulas, que apresentaram tamanho médio estatisticamente iguais.

O valor IPD reflete a distribui¢do do tamanho das nanoparticulas (MASARUDIN et
al., 2015). A distribuicdo de tamanho dos dois grupos de particulas analisados foram
monomodais, ou seja, apenas uma populacio de particulas foram formadas em cada caso, ¢
estas populagdes apresentaram IPD entre 0,462 e 0,493.

O potencial zeta reflete a presenca ou ndo de grupamentos carregados na superficie
das particulas, o qual é influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante,
em razao da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢do de
espécies i0nicas presentes no meio aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os
valores positivos do potencial zeta sdo devidos a presenga dos grupos cationicos da
quitosana na superficie das NP-QS. A alta magnitude dos potenciais zeta absolutos siao
indicativos de que as nanoparticulas de quitosana desenvolvidas apresentam boa
estabilidade de dispersdo (ABUL KALAM et al., 2016).

O residual de cargas positivas (+ 34,6 = 3,9) em torno das NP-CET também ¢é um
bom indicativo de que elas possuem propriedades de mucoadesdo, uma vez que a mucina,

que ¢ o principal componente do muco vaginal, ¢ uma proteina de carga negativa. Devera
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ser essa interacdo eletrostatica entre as NP-QS positivas € o muco vaginal negativamente
carregado que permitird a bioadesdo destes carreadores na mucosa vaginal, de modo a

garantir uma boa penetragdo do farmaco na mucosa por periodos prolongados.

5.2.2. Eficiéncia de Encapsulacgdo

A EE% mostra a concentra¢do de farmaco associada as nanoparticulas polimérica
em relacdo ao total de farmaco adicionado inicialmente a preparagdo. Essa associagdo
depende da afinidade entre o polimero e a substincia a ser encapsulada. Duas propor¢des
de farmaco em relagdo ao polimero foram entdo testadas na preparagdo de forma a se obter

uma maior EE% (Tabela 6).

Tabela 6. Diametro hidrodindmico, IPD, potencial zeta ¢ EE% das nanoparticulas de

quitosana contendo CET preparadas com diferentes propor¢des farmaco/polimero.

Proporcao Diametro Potencial Zeta EE (%)
Amostra
(Quitosana/CET) hidrodindmico (nm) (mV)
NP1 1:1 810,7 £ 49,95 +20,57£0,95 54,10+4,33
NP2 5:1 351,5+ 32,88 +34,6 £ 3,9 77,78 = 6,09

A melhor EE% das NP-CET foi igual a 77,78 £ 6,09 e foi conseguida quando uma
menor propor¢do de farmaco foi utilizada. O resultado se explica por se estar trabalhando
com um polimero hidrofilico, que interage de maneira limitada com um farmaco pouco
soluvel em agua, como o CET. Assim, quando se aumenta essa quantidade de farmaco no
sistema, as nanoparticulas ndo conseguem acomodar o CET em seu interior, reduzindo a
taxa de encapsulagdo.

De qualquer forma, observa-se que a EE% obtido para as NP-CET apresentaram
valores parecidos com alguns dos estudos descritos na literatura nos quais o método de

geleificacdo ionotropica foi empregado. Maruyama et al (2016), obtiveram nanoparticulas
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de quitosana com EE% de 58,6 £ 4,5% e 69,6 = 5,5%, para herbicidas imazapic e
imazapyr, respectivamente. Grillo e colaboradores (2014), desenvolveram nanoparticulas
contendo paraquat com uma EE% de 62,66 + 0,77%, indicando uma boa afinidade entre
seus componentes. Por fim, uma eficiéncia de 69,57 + 3,54%, foi demostrada por
Ameeduzzafar e seus colaboradores (2014), para nanoparticulas de quitosana encapsulando

o carteolol, um antagonista beta-adrenérgico.

5.2.3. Morfologia das Nanoparticulas

A morfologia das NP-CET foi analizada por meio da técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV). A analise morfoldgica ¢ feita para se determinar a forma e
distribuicdo das NP-CET, bem como para se confirmar o didmetro da populagdo de
particulas formadas, ja encontrado nos estudos envolvendo espalhamento de luz dindmico.

As fotomicrografias revelaram que as NP-CET apresentaram-se no formato
arredondado e¢ com uma distribuigdo de tamanho bastante homogénea. Além disso, a
imagem de maior ampliac@o indica que a superficie da particula € lisa e ndo rugosa (Figura

17).

Figura 17. Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura (MEV JOEL

Modelo JSM-700IF) em aumento: A) 25000 vezes B) e C) 30000 vezes, para as NP-CET.
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5.3. Avaliacdo da mucoadesidade das NP-CET frente as NP-MCN

A mucoadesdo consiste em uma interagdo que envolve uma forma farmacéutica e
qualquer muco secretado por uma membrana mucosa (BODDUPALLI et al., 2010). A
quitosana tem sido amplamente investigada no desenvolvimento de sistemas de
administracdo de farmacos com liberacdo controlada. Particularmente, ela tem
propriedades mucoadesivas devido a sua carga positiva que lhe confere interacdo
eletrostatica com a superficie mucosa de carga negativa, fazendo com que fique mais facil
a absorcdo de farmacos. Além disso, ao se aderir a superficie da mucosa, ocorre uma
abertura transitoria das juncdes apertadas através de translocacdo das proteinas ZO-1 e
oclusdo da membrana do plasma para o citoplasma, ¢ a redistribui¢do da F-actina. A
natureza hidrofilica do revestimento de quitosana permite aumentar significativamente as
ligacdes de hidrogénio entre as nanoparticulas e as moléculas de mucina e, assim, melhorar
a mucoadesdo (JUNG e HAN, 2014; LUO et al., 2015; SHI et al., 2014).

Para a avaliacdo da mucoadesividade das NP-CET obtidas neste estudo, essas
particulas foram colocadas em contato com a NP-MCN, que é o principal componente do
muco vaginal, e analisadas em relacdo as alteragdes em seu diametro hidrodinamico.

A Figura 18 mostra a distribuicdo de tamanho das NP-CET, que inicialmente
apresentavam um diametro médio de 351,5 + 32,88. Apds serem misturadas a uma
quantidade de NP-MCN de didmetro médio igual a 406,1 + 12,5, houve o surgimento de
uma Unica populagdo no sistema de particulas de didmetro médio igual a 1649,0 + 34,7. A
presenca exclusiva desses agregados no sistema, demostra, dessa forma, o potencial

mucoadesivo das NP-CET.
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Figura 18. Representagdo grafica do tamanho hidrodindmico das NP-CET, NP-MCN e
NP-CET + NP-MCN.

5.4. Estudo de Liberacao in vitro do CET a partir das NP-CET
A Figura 19 mostra o perfil de liberacdo do CET a partir da formulag@o contendo as

NP-CET, pH 4,5 por um periodo de 12 h.
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Figura 19. Perfil de liberagcdo do CET a partir da formulag¢do contendo NP-CET, pH 4,5.
Observa-se que as NP-CET liberaram apenas 14% do seu contetido de fa&rmaco em

um periodo de 12 h. A velocidade de permeagdo do farmaco a partir das NP-CET foi entdo

analisada segundo os modelos de liberagdo de ordem zero, modelo de Higuchi e modelo de
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liberag@o de primeira ordem. Por meio dos resultados apresentados na Tabela 7, observa-se
que as NP-CET apresentam um modelo de cinética que aproxima-se mais ao modelo de

Higuchi, com valor de coeficiente de correlagdo linear (R) mais préximo da unidade um.

Tabela 7. Valores dos fluxos de liberagdo do CET das NP-CET e seus coeficientes lineares

obtidos.
Modelo Cinético Fluxo J R
Ordem Zero 0,955+ 0,113 pg/h 0,973
Modelo de Higuchi 4,756 + 0,662 pg/h'? 0,996
Primeira Ordem 0,137 £0,051pg/h 0,873

De fato, o modelo de Higuchi descreve a liberagcdo de farmacos como um processo
de difusdo baseado na lei de Fick podendo ser usado para descrever a dissolucdo de
farmacos a partir de diversas formas farmacéuticas de liberacdo modificada (COSTA,

2002; VALENTE et al., 2013).

5.5. Avaliacdo in vitro da atividade antifiingica das formulac¢des frente a
espécie Candida albicans

A avaliacdo in vitro da atividade antifingica foi baseada na Norma M27-A2—
Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a Determinacdo da
Sensibilidade de Leveduras; a Terapia Antifingica Norma Aprovada — Segunda Edicao
do NCCLS que determina a concentra¢do inibitéria minima (CMI) como sendo, “a
concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que impede crescimento visivel de
um microorganismo no teste de sensibilidade por diluicdo em agar ou caldo".

O revelador utilizado na avaliacdo da atividade antinfiingica foi o brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). O ensaio de MTT ¢ comumente

utilizada para medir o nimero de células metabolicamente ativas em ensaios in vitro e

consiste especificamente na avaliagdo da fun¢do enzimatica, em que os sais tetrazolio de
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cor amarela do MTT sdo reduzidos a cristais de formazan azul-parpuros insoluveis em
agua por desidrogenases mitocondriais (Figura 20). A quantidade de formazan formado ¢
proporcional ao niimero de células metabolicamente ativas refletindo portanto o estado
funcional da cadeia respiratoria (PERES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2012; YOUNG

et al., 2005).

\ /

[ ) N
— N_ =
/ \ /, \I N Reducio enzimatica

/
' (Oxidorredutases) .
5 W

/ \ /L _N N
- _\' =N
NADH NAD QT I )_

S

3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo Formazan

(MTT-amarelo) (Cristais parpura)

Figura 20. Reacdo enzimatica simplificada do MTT na formacdo de formazan pelas

oxidorredutases (Fonte: http://cursobioquimica.iq.usp.br/paginas_view).

Os cristais de formazan possuem absor¢do em 570 nm e em 630 nm em que pode
ser observada a turvacdo proveniente das células vidveis do sistema. Por meio dos
resultados dessas duas leituras, os valores de CIMy, para todas as formulagdes empregadas

no experimento foram calculados, e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores calculados de CIMy, para a solucdo de CET, NP-CET e NP-QS controle

(sem o farmaco) frente a fungos da espécie Candida albicans.

Amostra CIMyy (ng/mL)
solucao CET 0,07
NP-CET 0,58
NP-QS controle 34,38

De acordo com a literatura, o valor de CIMg, para o farmaco CET varia em uma
faixa ampla de 0,03 a 16 pg/mL (NCCLS, 2002), dependendo do tipo de cepa de Candida

albicans utilizada. Dessa forma, o valor de CIMy, calculado para o farmaco (CIMgy = 0,07



44

pg/mL) esta dentro da faixa encontrada na literatura. J4 as NP-CET apresentaram um valor
de CIMy, igual a 0,58 ug/mL, ou seja, aproximadamente 8 vezes maior que para o farmaco
livre. O resultado ja era esperado, uma vez que a liberagdo do CET encapsulado para o
meio de cultura dos fungos se da de maneira muito sustentada, conforme os resultados de
liberagdo apresentados na Figura 19. Ou seja, como em 24 h de incubacdo das NP-CET
com as cepas de Candida albicans, somente uma porcentagem do farmaco esta liberado
das NP, esperava-se esse valor de CIMy, para as NP-CET.

E interessante notar que mesmo as NP-QS controle, em concentragdes maiores que
34,38 ug/mL foram suficientes para eliminar 90% das cepas de Candida albicans. Muitos
estudos, de fato, indicam que esse polimero possui efeito antifungico (ING et al., 2012) e
com isso pode agir de maneira sinérgica ao farmaco no combate a vaginite. Além disso, os
dispositivos de liberagdo a base de quitosana podem prolongar a duragdo da atividade do
agente ativo, melhorando sua eficiéncia e reduzindo os efeitos colaterais sob condigdes

desejadas (CALDERON et al., 2013).

5.6. Estudo ex vivo de permeac¢do do CET a partir das NP-CET

O experimento de permeacdo ex vivo do CET através de mucosa suina foi realizado
a partir de duas formula¢des: uma simples solu¢do de CET e as NP-CET, que foram
colocadas em contato com a mucosa durante duas horas, periodo que garante a viabilidade
do tecido.

Recentemente Gratieri ¢ Kalia (2014), utilizaram a mucosa bucal de suinos para o
desenvolvimento de um novo método para a terapia local dos canceres de cabeca e pescogo
usando a técnica de iontoforese topica. O objetivo desse estudo era utilizar condigdes que
favorecem a deposi¢do dos farmacos 5-fluorouracil e leucovorina na membrana através da

permeagdo de forma a limitar o risco de exposigdo sistémica in vivo.
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O CET a partir de ambas as formulacdes testadas, atravessaram a mucosa e se
dissolveram na solug@o receptora das células de difusdo em concentragdes inferiores ao
limite de quantificagdo do método analitico. Com relagdo aos estudos de retengdo do
farmaco na mucosa, no entanto, observou-se que a quantidade de CET recuperada da
mucosa para a solucdo controle foi aproximadamente 10 vezes maior que a quantidade
para as NP-CET (Figura 21). A andlise estastistica dos dados demostrou que houve
diferencas significativas entre as quantidades de CET que penetrou a mucosa modificando-

se as formulagdes.
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Figura 21. Quantidade de CET recuperado da mucosa (ug/cm?) a partir da solugdo de CET
e das NP-CET.

Esse resultado de redugdo da penetragdo do farmaco no tecido era esperado, uma
vez que a formulagdo das NP-CET retardam a liberagdo do fdrmaco. Do estudo de
liberagdo in vitro, tem-se que em 2 horas somente 3,18% de CET ¢ liberado das NP-CET.
No entanto, considerando-se que o CIMy calculado para as NP-CET foi de 0,58 pg/mL e
do farmaco livre é de 0,07 pg/mL, percebe-se que a concentragdo de CET que penetra a
mucosa em apenas 2 horas (8,37 + 2,23 pg/cm?’) ja seria suficiente para promover a

eliminagdo do fungo no local.
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Os resultados deste estudo indicam, portanto, que as NP-CET presentes na
formulagdo desenvolvida, por serem mucoadesivas, ficardo aderidas a mucosa vaginal apds
aplicacdo por um tempo superior ao de solucdo convencional do farmaco. Além disso, a
liberagdo dos farmaco a partir das NP-CET devera ocorrer de forma controlada, permitindo
que quantidades suficientes para eliminacdo do fungo penetre na mucosa. A formulagdo

desenvolvida, portanto, devera melhorar a efetividade da terapia topica da CVV.
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6. CONCLUSOES

As NP-CET desenvolvidas com o polimero quitosana apresentaram-se como um
sistema interessante para o tratamento topico de infegdes vaginais causadas por C.
albicans. O potencial zeta positivo das particulas obtido com o polimero quitosana
demonstrou conferir propriedades mucoadesivas para essas nanoparticulas, indicando que
apos serem aplicadas elas permanecerdo por um periodo prolongado em contato com a
mucosa vaginal. Uma vez aplicadas, elas deverao liberar o fArmaco progressivamente, mas
em quantidade suficiente para que ele penetre a mucosa em concentracdes suficientes para

a eliminacdo da espécie Candida albicans.
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