o
“‘.
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DA RELACAO
PARASITO-HOSPEDEIRO

JACQUELINE TEIXEIRA DA SILVA

Fluconazol e Propolis Co-encapsulados em Nanoparticulas
Mucoadesivas para o Tratamento da Candidiase Vulvovaginal

Goiania
2020



» @
‘..‘
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GO[AS .
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZI-!CAO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES

E DISSERTACOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade
Federal de Goids (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital
de Teses e Dissertacdes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n¢
832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei 9.610/98, o
documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao
e/ou download, a titulo de divulgagdo da producéo cientffica brasileira, a partir desta
data.

O contelido das Teses e Dissertacdes disponibilizado na BDTD/UFG é de
responsabilidade exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor(a) e o(a)
orientador(a) firmam o compromisso de que o trabalho ndo contém nenhuma
violagdo de quaisquer direitos autorais ou outro direito de terceiros.

1. Identificacao do material bibliografico
[ X ] Dissertacao [ ]1Tese

2. Nome completo do autor
Jacqueline Teixeira Da Silva
3. Titulo do trabalho

Fluconazol e Prépolis Co-encapsulados em Nanoparticulas Mucoadesivas
para o Tratamento da Candidiase Vulvovaginal

4. Informacoes de acesso ao documento (este campo deve ser
preenchido pelo orientador)

Concorda com a liberagdo total do documento [ x ]SIM [ 1NAO?

[1] Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de
defesa. Apds esse periodo, a possivel disponibilizacdo ocorrera apenas mediante:
a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a);

b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizacao (TECA) assinado e inserido no arquivo da
tese ou dissertacao.

O documento ndo serd disponibilizado durante o periodo de embargo.

Casos de embargo:

- Solicitacao de registro de patente;

- Submissao de artigo em revista cientffica;

- Publicacdo como capitulo de livro;

- Publicacao da dissertacao/tese em livro.

Obs. Este termo devera ser assinado no SEl pelo orientador e pelo
autor.



. ——
seil o
. assinatura
eletrdnica
— - -
[ 4

seil 9

Documento assinado eletronicamente por André Corréa Amaral, Professor
do Magistério Superior, em 29/06/2020, as 15:01, conforme horério oficial
de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por JACQUELINE TEIXEIRA DA SILVA,
Discente, em 29/06/2020, as 23:12, conforme horério oficial de Brasilia, com

assinatura
eletrbnica

fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

¥ https://sei.ufg.br/sei/controlador _externo.php?

#4 acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo

Referéncia: Processo n? 23070.012781/2020-17

SEIn® 1408573



JACQUELINE TEIXEIRA DA SILVA

Fluconazol e Propolis Co-encapsulados em Nanoparticulas
Mucoadesivas para o Tratamento da Candidiase Vulvovaginal

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-Graduagdo em Biologia da Relagdo Parasito-
Hospedeiro da Universidade Federal de Goias para
obtengdo do Titulo de Mestre

Orientador: Prof. Dr. André Corréa Amaral

Co-orientadora: Profa. Dra. Suzana Ferreira
Alves

Goiania
2020



Ficha de identificagao da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Teixeira da Silva, Jacqueline

Fluconazol e Propolis Co-encapsulados em Nanoparticulas
Mucoadesivas para o Tratamento da Candidiase Vulvovaginal
[manuscrito] / Jacqueline Teixeira da Silva. - 2020.

C, 100 f.:il.

Orientador: Prof. Dr. André Corréia Amaral; co-orientadora Dra.
Suzana Ferreira Alves.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto
de Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP), Programa de Pés
Graduagédo em Biologia da Relagéo Parasito-Hospedeiro, Goiénia, 2020.

Bibliografia. Anexos.

Inclui siglas, abreviaturas, tabelas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. Candida; . 2. Fluconazol; . 3. Bioproduto; . 4. Nanotecnologia; .
5. Co-encapsulagdo.. |. Corréia Amaral, André , orient. II. Titulo.

CDU 582.28




%

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO

ATA DA REUNIAQ DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
JACQUELINE TEIXEIRA DA SILVA - Aos trés dias do més de abril do ano de 2020 (03/04/2020), as 09:30
horas, reuniram-se os componentes da Banca Examinadora: Profs, Drs. ANDRE CORREA AMARAL
(IPTSP/UFG), CAROLINA RODRIGUES DA COSTA (IPTSP/UFG) E MARISTELA PEREIRA (ICB/UFG)
para, sob a presidéncia do primeiro, e em sessdo piblica realizada por WEBCONFERENCILA, procederem i
avaliag3o da defesa de dissertagdo intitulada: “Fluconazol e Propolis Co-encapsulados em Nanoparticulas
Mucoadesivas para o Tratamento da Candidiase Vulvovaginal”, em nivel de MESTRADO, de autoria de
JACQUELINE TEIXEIRA DA SILVA, discente do PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA
DA RELACAD PARASITO-HOSPEDEIRO, da Universidade Federal de Goids. A sessio foi aberta pelo
Orientador, Prof. Dr. ANDRE CORREA AMARAL, que fez a apresentagio formal dos membros da Banca e
orientou a Candidata sobre como utilizar o tempo durante a apresentacio de seu trabalho. A palavra a seguir, foi
concedida & autora da dissertac3o que, em 30 minutos procedeu 4 apresentacdo de seu trabalho. Terminada a
apresentagdo, cada membro da Banca arguiu a Candidata, tendo-se adotado o sistema de dialogo sequencial.
Terminada a fase de arguicfio, procedeu-se 4 avaliacio da defesa. Tendo-se em vista o que consta na Resolugio
n°. 14922017 do Conselho de Ensino, Pesquisa, Extensdo e Cultura (CEPEC), que regulamenta o Programa de
Pos-Graduacio em Biologia da Relacdo Parasito-Hospedeiro a Banca, em sess@io secreta, eXpressou seu
Julgamento, considerando a candidata Aprovada ou Reprovada:

Banca Examinadora Aprovada / Reprovada
Prof. Dr. André Corréa Amaral

Profa. Dra. Carolina Rodrigues da Costa
Profa. Dra. Maristela Pereira

Em face do resultado obtido, a Banca Examinadora considerou a candidata HABILITADA, (Habilitada ou ndo
Habilitada), cumprindo todos os requisitos para fins de obtengio do titulo de MESTRE EM BIOLOGIA DA
RELACAOQ PARASITO-HOSPEDEIRQ, pela Universidade Federal de Goids. Cumpridas as formalidades de
pauta, &5 12h_11min, a presidéncia da mesa encerrou esta sessdo de defesa de dissertagdo e para constar e,
HELOISA DE SOUSA VIEIRA, secretiria do Programa de Pos-Graduagdo em Biologia da Relagio Parasito-
Hospedeiro, lavrel a presente Ata que depois de lida e aprovada, serd assinada pelos membros da Banca
Examinadora.

TITULO SUGERIDO PELA BANCA

eil _ | Documento assinado eletronicamente por Carolina Rodrigues Costa, Professor do Magistério Superior,
S - [5 em 03/04/2020, 4s 12:17, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

Avwnatura

eletrinica Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por André Corréa Amaral, Professor do Magistério Superior, em
hittp:Msesi ufy brissifcantrolador phaPacansdocuments_imprimir_web&acan_odgemsarvare_visuslzarkil_documentos] 35154B2infa_sistemas1000... 172



29/06/2020 SENUFG - 1254655 - Ala de Defesa de Dissartagao

. I 03/04/2020, as 12:18, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto
sel 55 | n22.539, de 8 de outubro de 2015,

assinatura
eletrdnica

Seil Documento assinado eletronicamente por Maristela Pereira, Professor do Magistério Superior, em
i tﬂ 03/04/2020, &s 13:20, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. &2, § 12, do Decreto

eletronica n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

e E
i ‘—:‘. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
3 https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,

=:* informando o cédigo verificador 1254655 e o cddigo CRC 40EF12C1.

Referéncia: Processo n® 23070L012781/2020-17 SEI n* 1254655

Vi



Programa de P6s-Graduac¢io em Biologia da Relacio Parasito-Hospedeiro da
Universidade Federal de Goias

Aluno (a): Jacqueline Teixeira da Silva

Orientador (a): Prof. Dr. André Corréa Amaral

Co-orientador (a): Profa. Dra. Suzana Ferreira Alves

Vi



Dedico este trabalho aos meus pais Luiz Carlos e
Heloisa, que sempre incentivaram e acreditaram em mim. Por
me estimular a seguir em busca de meus sonhos e a nunca
desistir.

viii



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a Deus, por iluminar meu caminho e me proporcionar
momentos de felicidade e tranquilidade em meio as dificuldades cotidianas. Por sempre me
guiar e cuidar, cruzando meu caminho com pessoas que foram fundamentais na construgao do
meu carater e personalidade. Pela fé e resiliéncia no decorrer do meu trajeto.

Agradego ao meu pai, Luiz Carlos, minha mae, Heloisa, minha irmd Janaina, ¢ meu
sobrinho Luiz Otavio, por todas as vezes que me incentivaram a persistir, independente dos
resultados, e a seguir em busca de meus sonhos superando juntos qualquer desafio que por
ventura surgisse em meu caminho. Agradeco pelo colo, pela atengdo, compreensdo e ombro
amigo em todos os momentos que precisei. Ao meu noivo Alex, agradego pelo seu
companheirismo, pelo ombro amigo, por se dedicar a mim nos dias cansativos € sem sucesso,
pela sua ajuda nas horas de desespero e por seu tempo, sempre disponivel em me ouvir.
Agradeco ao Saimon, meu companheiro de noites em claro, por sempre estar ao meu lado
com seu amor e carinho, independente do meu humor. Aos meus sogros Sandra e Savio por
sempre elevarem minha autoestima, me ouvirem e me estimular com as palavras que eram
extremamente necessarias no momento.

Agradeco aos meus amigos Paulo Henrique, Adelaide, Ariadne, Raquel, Maicon,
Fernando e Matheus pela ajuda, quer seja nos ensaios, na companhia, no ombro amigo, na
preocupacdo, no cuidado, nos finais de semana e feriados que me acompanharam, agradecgo
por sempre estarem disponiveis e por terem sido tdo prestativos.

Agradego ao meu professor e¢ orientador André, que mesmo sem conhecer minha
trajetoria me deu a oportunidade de crescer junto ao seu laboratorio, abriu as portas para que
eu pudesse assim realizar meu tdo sonhado mestrado. Por me ajudar, por me ouvir, por ter
sido amigo e professor nas horas necessarias.

Agradeco a minha co-orientadora Suzana, por me auxiliar, por seu carinho, pela sua
ajuda nos dias dificeis, pela sua educacdo e respeito em cada forma de ensinar.

Agradeco a todos os integrantes do LANAB, principalmente a nossa técnica Viviane,
que compartilhou e compartilha de todas as nossas dificuldades, e agradeco pelo ombro amigo
de todas as vezes que precisei.

Agradego ao laboratorio LPPN, principalmente ao professor José Realino e ao seu
aluno Matheus, por me acolher, por me ensinar e ajudar quando outras portas estavam

fechadas.



Agradeco a professora Liliana, e sua aluna Angélica, por sempre estarem disponiveis
a ensinar, por todas as vezes que me ajudou, por terem sido tdo acolhedoras.

Agradeco ao senhor Flavio Pellegrini pela doag¢do da propolis utilizada no trabalho,
por sua confianca e seguranga depositada em mim e no LANAB.

Agradego ao professor Jos¢ Daniel e todos os seus alunos, por nos acolher em seu
laboratorio.

Agradeco ao laboratério FARMATEC, LABMIC e CRTI pelo auxilio com servigos
prestados, aos técnicos do IPTSP e UFG por terem contribuido de alguma forma.

Agradeco a CAPES pela bolsa concedida.

Agradego a todas as pessoas que tenham contribuido direta ou indiretamente para a
construcdo desse trabalho, pois sem a ajuda de todos vocés eu nio teria conseguido executar
1% do trabalho que foi concluido.

O meu sincero muito obrigada!



SUMARIO

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

3.1.
3.2

4.2

4.3.
4.4.

4.5.

INTRODUCAO/ REVISAO DA LITERATURA

Cvv

Candida albicans

Resposta Imunolégica na CVV

R N W =

Tratamento para a CVV

1.4.1. Fluconazol

Bioprodutos de Derivados Vegetais

1.5.1. Propolis verde

Nanobiotecnologia

1.6.1. Quitosana

1.6.2. Nanoparticulas Poliméricas

1.6.3. Nanoparticulas e o Epitélio Vaginal

Suscetibilidade e Toxicidade das Nanoparticulas Poliméricas

1.7.1. Concentracdo Inibitoria Minima

1.7.2. Teste de Toxicidade por Hemdlise e Utilizacdo de Galleria mellonella
JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

METODOS

Ensaio de Atividade Antifingica In Vitro

4.1.1. Micro-organismo e Condigdes de Crescimento

4.1.2. Obtencdo do Indculo

4.1.3. Teste de Suscetibilidade In Vitro do Fluconazol

4.1.4. Determinagdo do Efeito do Extrato de Propolis sobre o Fungo C. albicans

4.1.5. Teste de Sinergismo do Fluconazol e Extrato de Propolis verde

4.1.6. Teste de Suscetibilidade In Vitro das Nanoparticulas no Fungo C. albicans

4.1.7. Teste Fungicida/ Fungistatico dos Compostos

Preparo das Nanoparticulas

4.2.1. Nanoparticulas Co-encapsuladas (NCO)

Preparo das Nanoparticulas Vazias (NV)

Caracterizacao das Nanoparticulas

4.4.1. Diametro, PDI e Potencial Zeta

4.4.2. Morfologia das Nanoparticulas

Eficiéncia de Associacdo dos Compostos na Nanoparticula

4.5.1. Analise Espectrofotométrica UV-Visivel e Linearidade

4.5.2. Desenvolvimento ¢ Validagao do Método de Quantificacdo do Fluconazol e
Propolis verde por CLAE

10

11
13

13
15

16
17
19
20

21
21

23

24
24

24

25
25

25
25
25
26
26
27
27
27

27
28

28

28
29
29

29

30

Xi



4.5.3. Eficiéncia de Encapsulacdo das Nanoparticulas 34

4.6. Teste de Liberacao In Vitro 34
4.7. Analise de Citotoxicidade 35
4.7.1. Teste de Hemolise 35
4.7.2. Teste de Citotoxicidade usando como modelo Galleria mellonella 35
4.8. Teste In Vivo em modelo Murino 36
4.8.1. Analise de Carga Fungica 37
4.8.2. Analise Histopatologica 37
4.9. Analise Estatistica 38
5. RESULTADOS 39
5.1. Ensaio de Atividade Antifingica In Vitro 39
5.1.1. Teste de Suscetibilidade do Fluconazol, determinagao do Efeito do Extrato de
Propolis verde e Suscetibilidade de Nanoparticulas no Fungo Candida albicans 39
5.2. Caracterizacdo das Nanoparticulas 40

5.3. Morfologia das Nanoparticulas Determinada por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) 43
5.4. Determinacio do Comprimento de Onda de Maxima Absorcio para o Fluconazol
e Propolis verde por Espectrofotometria UV-Vis 44
5.4.1. Varredura Espectrofotométrica UV-Vis do Fluconazol 44
5.4.2. Varredura Espectrofotométrica UV-Vis do Extrato de Propolis verde 44
5.5. Eficiéncia de Associacao 45
5.5.1. Curva de Linearidade por Espectrofotometro UV-Vis 46
5.5.2. Desenvolvimento e Validacdo do Método de Quantificacdo do Fluconazol por
CLAE 48
5.6. Teste de Liberacao In Vitro 56
5.7.  Analise de Citotoxicidade 57
5.7.1. Teste de Hemolise 57
5.7.2. Teste de Citotoxicidade usando como modelo Galleria mellonella 59
5.8. Teste In Vivo em modelo Murino 61
5.8.1. Analise de Carga Fungica 61
5.8.2. Analise Histopatologica 62
6. DISCUSSAO 65
7. CONCLUSOES 71
8. PERSPECTIVAS 72
9. REFERENCIAS 73
ANEXOS ] 79
Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE 79

Anexo 2 — Publicaciio de Capitulo de Livro 80

Xii



FIGURAS, QUADROS, TABELAS E ANEXOS

Figura 1 Morfologia de Candida albicans: Leveduras, Hifas e Pseudo-hifa. 6

Figura 2 Estrutura Quimica do Fluconazol (MM: 306,27 Da). Fonte: Farmacopeia Brasileira,
6° Edicao, 2019 12

Figura 3 Esquematizagdo do Preparo de Nanoparticulas. Fonte: Banco de imagens

(thenounsproject.com). 28

Figura 4 Diluicdo do padrao de Quercetina para construc¢ao da curva de linearidade padrdo.30
Figura 5 Dispersdo de Nanoparticulas apds preparo na proporgdo 2:1. NV e NCO. 42
Figura 6 Fotomicrografias obtidas por MEV das NV e NCO 43

Figura 7 Espectro de absor¢do em espectrofotometria UV Vis de uma solucdo de Fluconazol

na concentragdo de 20 pg/mL diluido em metanol e 4gua na proporcédo 1:1 44

Figura 8 Espectro de absor¢do em espectrofotometria UV Vis de uma solugdo de propolis

verde na concentragdo de 50 pg/mL diluido em metanol. 45

Figura 9 Perfis cromatograficos 2D a 261nm da propolis verde, Fluconazol e sobrenadante da

nanoparticula co-encapsulada 46

Figura 10 Curva Analitica do Fluconazol em pg/mL. Equacdo 6: y = 0,005x+0,005. R2 =

0,998. 47
Figura 11 Curva Analitica da Propolis verde em pg/mL. Equagdo 7: y=0,008x-0,037. R2 =
0,990. 47
Figura 12 Curva Analitica do Padrdo de Quercetina em pg/mL. Equacdo 7: y=0,0767x-
0,0036. R2 = 0,996. 48
Figura 13 Espectro de absor¢do méxima do fluconazol na nanoparticula (233,5nm). 49
Figura 14 Perfis cromatograficos 2D a 261nm do padrdo e da amostra 49

Figura 15 Perfil cromatografico 2D a 26lnm do padrio de Fluconazol sobreposto ao

cromatograma da nanoparticula co-encapsulada. 50

Figura 16 Perfil cromatografico 2D a 261nm do padrio de Fluconazol sobreposto ao

cromatograma da NCO, e cromatograma do extrato de Propolis verde. 50
Figura 17 Perfil cromatografico 2D a 261nm do diluente Metanol e Agua. 51
Figura 18 Perfil cromatografico 2D a 26 1nm do diluente Sobrenadante da NV. 51
Figura 19 Curva de Linearidade do Padrdo Fluconazol em pg/mL no CLAE. Equagdo 8: y =
2276,7x - 197,72. R2 = 0,99912 51
Figura 20 Grafico do Teste de Paralelismo 56

Figura 21 Placa de 96 pocos do ensaio de hemolise apds centrifugacdo da placaem V. 58

xiii



Figura 22 Grafico do Ensaio de Hemolise. 59

Figura 23 Grafico do Ensaio de Toxicidade por Galleria mellonella 60
Figura 24 Larvas de Galleria mellonella 60
Figura 25 Ensaio de Analise de Carga Fungica 61
Figura 26 Ensaio de Histopatologico de Tecido Vaginal 63
Tabela 1 - Suscetibilidade antifungica e efeito fungistatico/fungicida 39

Tabela 2 - Propor¢des das Solu¢des de Quitosana ¢ TPP para Analise de Formacdo das

Nanoparticulas de Extrato de Propolis verde 41

Tabela 3 - Propor¢des das Solu¢des de Quitosana ¢ TPP para Analise de Formacdo das

Nanoparticulas de Fluconazol 41

Tabela 4 - Valor correspondente ao Tamanho, PDI, Potencial Zeta e Eficiéncia de Associa¢do

da NV e NCOdos Compostos na Propor¢do escolhida de 2:1 de Quitosana e TPP,

respectivamente. 42
Tabela 5 - Condigdes de separagdo para o pardmetro de conformidade do sistema 48
Tabela 6 - Valores equivalentes ao parametro de precisdo ao nivel de repetibilidade 52

Tabela 7 - Valores equivalentes ao parametro de precisdo ao nivel de precisdo intermediaria

53

Tabela 8 - Avaliacdo do parametro robustez considerando variacdo de fluxo da fase movel,

temperatura e coluna em relacdo ao método original desenvolvido. 54

Tabela 9 - Valores referentes ao Pardmetro de Exatiddo pelo Método de Recuperagdo do

Padrdo de Fluconazol 55

Quadro 1 - Condigoes Cromatograficas Testadas para o Desenvolvimento do Método de

Analise em CLAE para Quantificagdo de Fluconazol de Propolis Verde 31
Quadro 2 - Pardmetros de Conformidade do Sistema Cromatografico 31
Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE Erro! Indicador ndo definido.

Anexo 2 — Publicacido de Capitulo de Livro Erro! Indicador ndo definido.

Xiv



SiMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

ASC Area Sobre a Curva
ATCC American Type Culture Collection

C13H2FaNgO Foérmula Molecular do Fluconazol

CIM Concentragdo Inibitéria Minima

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLSI Clinical & Laboratory Standards Institute
Cvv CVvVv

CVVR CVV Recorrente

CYP51 Enzima Esterol 14a-desmetilase

DAD Detector Diode Array

DLS Dispersdo Dinamica da Luz

DP Desvio Padrao

DPR Desvio Padrao Relativo

HPLC High Performance Liquid Chromatography
IgE Imunoglobulina E

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-17 Interleucina 17

IL-22 Interleucina 22

INFy Interferon Gama

MEV Microscopia Eletronica de Varredura
Milli-Q Sistema de Purifica¢io de Agua

NETs Neutrophil Extracellular Traps

PAMPs Padrdes Moleculares Associados a Patogeno (do Inglés Pathogen-Associated

Molecular Pattern)

XV



PDI indice de Polidispersio

PRRs Receptores de Reconhecimento de Padroes (do Inglés Pattern Recognition
Receptor)

RPMI Roswell Park Memorial Institute meio

PVDF Fluoreto de Polivinilideno

ROS Espécies Reativas de Oxigénio (do Inglés Reactive Oxygen Species)
TCD4 Grupamento de Diferenciagdo 4 de células T (do Inglés T cells cluster of

differentiation 4)
TH17 Linfocitos T helper 17

TPP Tripolifosfato de Sodio

XVi



RESUMO

A CVV (CVV) ¢ a segunda infec¢do mais comum em mulheres em idade fértil, sendo que em
70 a 90% dos casos, o agente etiologico associado ¢ Candida albicans. O aumento da
incidéncia de espécies ndo-albicans, tem levado ao aparecimento de casos de resisténcia aos
antifingicos, por isso a importancia de novas abordagens no tratamento. O objetivo do
presente trabalho foi desenvolver e testar in vivo um sistema nanoestruturado contendo
fluconazol e propolis verde para o tratamento de CVV. As nanoparticulas contendo fluconazol
e propolis verde foram preparadas seguindo a técnica de gelificacdo idnica e apresentaram
caracteristicas fisicas satisfatorias para a finalidade pretendida. A eficiéncia de associagdo
para os compostos complexados foi realizada utilizando a técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria UV. As Concentragdes Inibitorias Minimas
(CIM) para o Fluconazol, Propolis verde e nanoparticulas foram investigadas, apresentando
eficacia como agdo fungistatica sobre C. albicans ATCC 10231. Andlises de liberagdo de até
72 horas com estabilizacdo até 96 horas foram verificadas nas nanoparticulas. Os ensaios de
toxicidade em hemacias e em Galleria mellonella demonstraram resultados positivos para a
propolis e negativas para as nanoparticulas, sugerindo seguranga para o seu uso no modelo
murino para a CVV. Ensaios in vivo foram realizados com indicagdo de eficicia para a

formulagdo proposta.

Palavras-chave: Candida; Fluconazol; Bioproduto; Nanotecnologia; Co-encapsulagao.
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ABSTRACT

Vulvovaginal Candidiasis is the second most common infection in women of childbearing
age, in about 70 to 90% of cases; the associated etiologic agent is C. albicans. The increase in
the incidence of non-albicans species has led to the emergence of cases of resistance to
antifungals, which is why the importance of new approaches in treatment. The objective of
the present work was to develop and test in vivo a nanostructured system containing
fluconazole and Green Propolis for the treatment of Vulvovaginal Candidiasis. The
nanoparticles containing Fluconazole and Green Propolis were prepared following the
technique of ionic gelation and presented satisfactory physical characteristics for the intended
purpose. The association efficiency for the complexed compounds was performed using the
technique of High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and UV spectrophotometry.
The Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) for Fluconazole, Green Propolis and
nanoparticles were determined, showing efficacy for use and fungistatic action on C. albicans
ATCC 10231. Release analyzes of up to 72 hours with stabilization up to 96 hours were
verified in the nanoparticles. The toxicity tests by hemolysis and Galleria mellonella,
demonstrated positive results for propolis and negative for nanoparticles, suggesting safety in
their use in a method with a murine model. /n vivo tests were performed with an indication of

efficacy for the proposed formulation.

Keywords: Candida; Fluconazole; Bioproduct; Nanotechnology; Co-encapsulation.
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1. INTRODUCAO/ REVISAO DA LITERATURA

As infecgdes fungicas sdo consideradas como um importante problema de saude
publica e suas manifestacdes clinicas apresentam-se mais agressivas nos pacientes
imunocomprometidos. Nestes, ¢ aumentado o risco de infecgdes sistémicas graves, e devido a
incidéncia elevada da doenca nas ultimas décadas, tém tendéncia crescente de novos casos
(Moyes e Naglik, 2011; Ludwig ef al; 2018). Fungos comensais comumente encontrados no
homem tém causado morbidades e gerado altos custos anuais em saude, sendo reconhecidos
como um desafio socioecondmico mundial (Moyes e Naglik, 2011, Naglik et al; 2011,
Ludwig et al; 2018). Dentre os micro-organismos que vivem como comensal em humanos, os
fungos pertencentes ao género Candida, podem causar infecgdes invasivas, sendo a espécie
Candida albicans um importante causador de micoses profundas e infecgdes de mucosas
como na CVV (CVV) (Zida et al; 2017).

A CVV ¢ uma infec¢do fingica causada por fungos do género Candida, sendo
Candida albicans a espécie prevalente (Sherry et al; 2017), mas que pode também ser
causada por espécies nado-albicans. O uso inapropriado de antifungicos tem levado ao
aumento de resisténcia dos micro-organismos, com novas espécies ndo-albicans sendo
identificadas (Dota et al; 2011). Esta infec¢do ¢ comum em todo o mundo, sendo um
problema de nivel global que afeta cerca de 70 a 75% de mulheres em idade fértil, e ainda que
avancos nas terapias e tratamentos tenham reduzido muitos casos de doencas fingicas, a
probabilidade de recorréncia ocorre em 40 a 50% dos casos (Rodriguez-Cerdeira et al; 2019)
sendo que 138 milhdes de mulheres apresentam quatro ou mais episodios de infecgcdes anuais
(Sherry et al; 2017).

C. albicans ¢ um fungo comumente encontrado em seres humanos e apresenta
morbidade aproximada de 100 milhdes em episddios de vaginites recorrentes, € ¢ o quarto
organismo causador de infec¢des nosocomiais do sangue, com mortalidade de 37 a 44% em
pacientes imunocomprometidos (Han et al; 2011), com relatos de 250 a 400 mil mortes por
ano em todo o mundo (Dantas et al; 2016). Fungos do género Candidasdo identificados na
microscopia nas formas hilfal e levedura, com capacidade de apresentar o dimorfismo, ou seja
apresentar ambas as formas, o qual ¢ considerado um importante fator de viruléncia do fungo
(Whiteway e Bachewich; 2007).

Para garantir a sobrevivéncia e persisténcia fingica dentro do organismo sdo
necessarios varios fatores para que haja o processo de infeccdo, dentre eles podemos citar a

aderéncia fungica na superficie epitelial, o qual representa o primeiro passo para a infec¢ao, o



dimorfismo de levedura para hifa na presenca de pH vaginal elevado, interrupcao da
microbiota vaginal e aumento de estrogénio e do niumero de hifas com expressao de fatores de
viruléncia como candidalisina e aspartil proteinases segregadas (Naglik et al; 2011). A
mistura de fatores fungicos com os fatores do hospedeiro, tais como idade, uso de alguns
medicamentos, atividade sexual, diabetes ¢ causas idiopaticas estdo relacionadas a causa de
CVV (Rodriguez-Cerdeira et al; 2019). As defesas do hospedeiro sdo compostas de barreiras
mecanicas a penetragdo, fatores antimicrobianos e mecanismos imunes celulares inatos e
adaptativos e nos indica a importdncia nas pequenas alteracdes do estado fisiologico
associado ao potencial de viruléncia do fungo no hospedeiro que pode levar a patologias
debilitantes (Naglik et al; 2011).

A presenca de fatores de risco pode predispor ou nao a infeccdo (Gongalves et al;
2016) e uma vez estabelecida a doenga, o tratamento de infec¢des fungicas deve ser realizado
com os antifingicos disponiveis (Wiederhold; 2018). Novas estratégias sdo fundamentais para
a terapia contra doengas infecciosas e o desenvolvimento de novas formulagdes necessita de
uma melhor caracterizacao dos fatores de viruléncia identificados e compreensdo dos detalhes
da interag@o entre patogeno e hospedeiro (Zipfel et al; 2007).

O aparecimento de casos resistentes a antifingicos € uma questdo problematica que
enfrentamos no periodo atual, surgindo assim a necessidade de tratamentos e estratégias
precisas e eficazes para combater as infeccdes fiingicas.

Pesquisas revelam a importancia do sinergismo de constituintes ativos de compostos
naturais € o0 seu sinergismo com os antifingicos convencionais para evitar a resisténcia de
micro-organismos (Zida et al; 2017, Ludwig et al; 2018). O uso de produtos naturais, tais
como a propolis verde (substincia produzida pelas abelhas), sdo vistos como alternativas aos
casos de resisténcia, tendo essas substancias um nivel de seguranca aceitavel, baixo custo e
que apresentam atividade imunoestimulante, anti-inflamatéria e antifungica (Shokri et al;
2011).

Sistemas nanoestruturados para o transporte de farmacos, tais como os lipossomais,
filmes mucoadesivos e esferas poliméricas, também tém sido propostos como uma alternativa
promissora, atuando na melhora da biodisponibilidade, efeitos adversos e liberagdo dos
farmacos no alvo de acdo (Kelidari er a/; 2017). Os sistemas nanoestruturados poliméricos
sd0 os mais comumente utilizados e com inimeras aplica¢des, e apresentam vantagens no seu
uso, como mucoadesividade e rapida liberacao (Rowe et al; 2009).

Diante deste cenario surge a necessidade de desenvolvimento de novos antifingicos
(Bernardis et al; 2015, Zida et al; 2016). O ideal é aquele que apresenta amplo espectro,
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conseguindo erradicar o fungo e prevenir infecgdes recorrentes, que ndo apresenta efeitos
colaterais, de facil administracdo, curto periodo de tratamento e baixo custo (Sekhavat et al;

2011).

1.1. CVV

A CVV ¢ uma doenga do trato genital feminino, comum em mulheres de idade fértil
(Barousse et al; 2004), a qual afeta cerca de 75% de mulheres saudaveis, e destas, 40 a 50%
poderdo apresentar recidivas da doenga (Dota et al; 2011, Sekhavat et al; 2011, Bernardis et
al; 2015). A CVV ¢é um problema de satide publica, que afeta a qualidade de vida de milhares
de mulheres (Bernardis et a/; 2015). Embora essa doenca ndo seja associada a mortalidade,
tem um grau de morbidade alta, causando desconforto e dor, ansiedade, diminuicdo na
atividade de trabalho, atrapalhando nas relagdes afetivas e sexuais e gerando altos custos
econdmicos direta e indiretamente (Gongalves ef al; 2016). Aproximadamente dois ter¢cos das
mulheres em todo o mundo experimentaram pelo menos um episédio da doenca durante toda
a vida e alguns apresentaram episddios recorrentes (Dota ef al; 2011, Nejat et al; 2016).

As informagdes epidemiologicas de CVV ndo estdo disponiveis em dados
atualizados por 6rgaos e por ndo ser uma doenca de notificacdo compulsoria as informagdes
epidemiolégicas sio baseadas em estudos e pesquisas. E a segunda causa de vaginite, depois
de vaginose bacteriana. Cerca de 10 a 15% das mulheres assintomaticas sdo colonizadas pelo
fungo C. albicans. Estudos fornecem dados de incidéncia em mulheres da idade fértil até a
menopausa, no qual a estimativa de mulheres assintomaticas com a doenga foi de 12,1 a
57,3%, e uma alta incidéncia de CVV foi visualizada em mulheres de paises africanos com
57,3%. Dados com baixa incidéncia foram publicados em paises europeus (Gongalves et al;
2016).

Espécies de Candida sao identificadas em 70 a 90% dos casos, sendo C. albicans a
principal espécie envolvida (Sekhavat et al; 2011, Zida et al; 2017), mas a incidéncia causada
por espécies ndo-albicans tem aumentado consideravelmente (Nejat ef al; 2016). Além de C.
albicans temos Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei
como espécies nao-albicans envolvidas nesta doenca (Gongalves et al; 2016, Nejat et al;
2016). Normalmente, uma unica espécie fungica é detectada, mas outras espécies podem ser
identificadas e estarem associadas na mesma infeccdo (Gongalves et al; 2016). Pesquisas
destacam que C. albicans e C. glabrata sdo as espécies mais comumente isoladas de pacientes

com CVV (Nejat et al; 2016), e o uso inapropriado de antifungicos por automedicagao, erro



de diagnostico e terapia prolongada pode selecionar as espécies ndo-albicans, que sdo mais
resistentes que a espécie C. albicans (Gongalves et al; 2016).

Na vagina o ambiente normal ¢ altamente dindmico com uma microbiota local de
Lactobacillus sp que mantém o pH na faixa de 4,0 a 5,0 e libera a produgdo de substéncias,
como acido latico, bacteriocinas e perdxido de hidrogénio, reduzindo o crescimento de micro-
organismos. Entretanto, um desequilibrio no ambiente vaginal, pode permitir o crescimento
excessivo de Candida, permitindo um sitio favoravel ao desenvolvimento de CVV (Johal et
al; 2014, Gongalves et al; 2016).

Os elementos fundamentais a esse desenvolvimento s3o a excessiva colonizag¢do
vaginal ¢ a mudan¢a da forma assintomatica para sintomatica (Johal et al; 2014). Varios
fatores podem desencadear CVV como o uso de contraceptivos orais, instrumentos
intrauterinos, terapia de reposicdo hormonal e fatores ndo hormonais como uso de
antibidticos, imunossupressdo, glicocorticoides, uso de ducha vaginal e espermicidas,
gravidez, fase do ciclo menstrual, e diabetes ndo controlada; alguns habitos sexuais,
higiénicos e a vestimenta, também contribuem para alteracdo na microbiota vaginal (Barousse
et al; 2004, Johal et al; 2014, Gongalves et al; 2016).

Sinais de inflamacdo, com presenc¢a de infec¢do por Candida sdo sintomas clinicos
de CVV, e por serem sintomas inespecificos, podem estar associados com uma variedade de
outras doencas vaginais como gonotreia, tricomoniase e vaginose bacteriana. Somente a
presenga de Candida na vagina ndo indica o desenvolvimento de CVV, uma vez que a vagina
possui uma microbiota complexa que varia de acordo com o ciclo menstrual, a gravidez, uso
de contraceptivos e relagdo sexual, além do que usualmente, a Candida atinge um pico de
crescimento no periodo pré-menstrual (Johal et al; 2014).

Segundo estudos, uma colonizagdo vaginal por Candida em pacientes sem nenhuma
sintomatologia de CVV ¢ de 11,6 a 17% (Gongalves et al; 2015). A sintomatologia e queixas
clinicas incluem a presenca de prurido e queimagdo vaginal acompanhado de leucorreia,
irritacdo, encontrando também edema e eritema vaginal e vulvar, fissuras e dor. E quando ndo
tratada adequadamente, pode levar a complicagdes maiores como doenga inflamatdria pélvica,
gravidez ectdpica, aborto espontdneo, desordens menstruais ou infertilidade (Johal et al;
2014, Gongalves et al; 2015).

A CVV pode ser classificada em estagios graves e ndo graves. Em casos ndo graves,
ha queixas de ocorréncia inferior a quatro episodios por ano em mulheres saudaveis,
apresentando severidade baixa ou moderada, acompanhada de febre e infeccdo causada por C.
albicans. Quando graves, a ocorréncia de infecgdo € por espécies ndo-abicans, € em casos
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mais complicados podem ocorrer com qualquer espécie de Candida (Gongalves et al; 2015).
Ja na CVV Recorrente (CVVR), que ¢ uma condicdo clinica mais grave, devido a recorréncia
dos sintomas e uma resisténcia ao tratamento, ¢ considerado quando ha ocorréncia de quatro
ou mais episddios por ano, onde as espécies ndo-albicans tem sido as mais isoladas dos
pacientes (Bernardis et al; 2015, Gongalves et al; 2015). Dados epidemiologicos indicam que
a prevaléncia de CVVR pode chegar de 7 a 8% dos casos de ocorréncia de primeiro episddio
(Bernardis et al; 2015).

O diagnostico é realizado pela associacdo de dados clinicos e laboratoriais
(Gongalves et al; 2016), realizados por meio de exame clinico da sintomatologia em
consultorio ginecologico, seguido de exame microscopico da secrecdo e cultura (Sekhavat at
al 2011). Testes convencionais de identificacdo como o de fermentagdo ¢ assimilacdo de
carboidratos, que sdo capazes de distinguir C. albicans das outras espécies, sendo possivel
identificar espécies como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei
e C. lusitaniae. Outro teste convencional € o teste Renould braund, realizado pela incubagao
em soro fetal bovino por 3 horas a 37 °C, que determina a habilidade da levedura em formar
hifas verdadeiras ou tubos germinativos; producdo de clamiddésporos em agar cornmeal
acrescido de tween 80 (Sudbery et al; 2004, Brooks et al; 2014), esses dois ultimos testes sdo
capazes de distinguir C. albicans e C. parapsilosis ndo distintas pelo auxanograma (método

para testar a assimilacdo de Carbono e Nitrogénio).

1.2.  Candida albicans

C. albicans ¢ um fungo pleomorfico, encontrado na forma comensal em humanos.
Podendo ser isolado em cerca de 70% de pessoas saudaveis (Han et al; 2011, Dantas et al;
2016), ¢ encontrado colonizando e persistindo em muitos locais de mucosa como cavidade
oral, trato gastrointestinal e trato geniturinario (Bernardis et al; 2015).

Possui variagdes morfologicas (Whiteway & Bachewich 2007), e tem como
caracteristica a capacidade de rapida mudanca no crescimento, podendo ser identificado
quanto a diferentes morfologias (Figura 1), crescendo na forma de levedura oval com

brotamento, em pseudo-hifas, e/ ou formando hifas verdadeiras (Brooks ez al; 2014).



Figura 1 Morfologia de Candida albicans: Leveduras, Hifas e Pseudo-hifa.

Legenda: Imagens de microscopia Optica de amostra apds 24 horas de cultura. A: Leveduras,
B: Pseudo-hifas, C: Hifas

Na levedura, pode ser verificado micélio unicelular com ou sem brotamento, com
crescimento isotropico, células maes originando células filhas que se desassociam da célula de
origem (Whiteway & Bachewich 2007). A forma filamentosa, como hifas verdadeiras, se
desenvolve a partir de um blastosporo sem constricdo na célula de origem e contém lados
paralelos ao longo do seu comprimento. Ocorre um crescimento continuo até a formagdo de
um tubo alongado que separa as células através de septos, sendo um crescimento polarizado
extremo na parte apical com sinais intrinsecos e extrinsecos que se combinam para determinar
a forma e sua organizagdo (Sudbery et al; 2004, Whiteway & Bachewich 2007, Han et al;
2011).

Essa forma filamentosa promove uma for¢ca mecéanica, aumentando a colonizacdo e
invasdo aos tecidos do hospedeiro ¢ demonstra aumento na resisténcia a fagocitose
(Gongalves et al; 2015). Nas pseudo-hifas, as células de levedura modificam-se por
crescimento polarizado e ndo se separam apos o término de cada ciclo celular, se apresenta
entre os dois extremos, ha uma constricdo na célula de origem, no centro e em cada juncdo
septal subsequente variando em seu tamanho e largura podendo se assemelhar a hifas ou
leveduras, apresentando tamanho mais largo no centro que nas extremidades (Sudbery et al;
2004).

O estado comensal do fungo ¢ controlado por um conjunto especializado de
interagdes entre o equilibrio do: sistema imunologico, superficie de mucosas, microbiota e

adaptacdes especificas do organismo, podendo residir assim em aproximadamente 50% dos



individuos, mas que pode se tornar um importante patégeno oportunista causador de
morbidade e/ ou mortalidade (Moyes & Naglik 2011, Dantas et al; 2016) em casos de
alteracdes no ambiente local, tratamento com antibidticos em longo prazo ou
comprometimento das defesas imunologicas (Moyes & Naglik 2011, Naglik et al; 2011).

Esta espécie tem capacidade para ativar respostas em mucosas ¢ adaptacdo a diversas
mudangas e condigdes ambientais como disponibilidade de nutrientes, pH e niveis de CO»,
com caracteristicas de capacidade de adesdo e remodelacdo da parede celular modificando sua
sensibilidade a mudangas ambientais (Bernardis ez al; 2015, Dantas et al; 2016). Mecanismos
de agressao promovidos pelo fungo faz com que estes participem ativamente no processo
patolégico, em que a doenga ¢é mediada pelo numero de fatores de viruléncia que o fungo
detém, como formagdo de hifas, adesdo, formagdo de biofilmes, produg¢do de enzimas
hidroliticas extracelulares e mudangas fenotipicas (Gongalves et al; 2015).

O pH ¢ um fator importante na regulacdo de transicao levedura-hifa. Uma transi¢do
branco-opaca ¢ identificada como uma transi¢do de morfologia celular, onde células de forma
branca sdo ovoides, que caracterizam as leveduras de brotamento, com paredes lisas e formam
coldnias cremosas, ja células de cor opaca, sdo formas alongadas com fossas e geram colonias
achatadas e mais acinzentadas (Whiteway & Bachewich 2007). Em cultura crescem na forma
de levedura oval com brotamento, formam pseudo-hifas quando os brotos continuam
crescendo e ndo se desprendem formando cadeias celulares com constri¢do nos septos entre as
células, e sdo capazes de formar hifas verdadeiras. Em culturas de 24 horas a 37 °C ou a
temperatura ambiente formam coldnias de cor creme e consisténcia mole com odor de levedo
(Brooks et al; 2014).

As variacdes morfologicas ocorrem geralmente, a partir das condigdes
ambientais em que o fungo estd exposto, onde as hifas sdo induzidas a partir de leveduras com
a adigdo de soro e temperatura de 37 °C, para a producdo do tubo germinativo. Temperaturas
acima de 35 °C e pH neutro também sdo capazes de induzir hifas e pseudo-hifas (Sudbery et
al; 2004, Han et al; 2011). Os clamidosporos sdo formas distintas das formas proliferativas, e
ambientes com baixo teor de luz, oxigé€nio, nutrientes e temperatura sdo os fatores de
desenvolvimento desta forma de resisténcia (Whiteway & Bachewich; 2007).

Independentemente da caracteristica morfologica apresentada, as leveduras e hifas
tem a capacidade de aderir a superficies de mucosas e disseminar pela corrente sanguinea, no
entanto quando na forma filamentosa apresenta uma maior capacidade de invasdo tecidual em

relagcdo a forma de levedura, pois hifas dificilmente sdo fagocitadas pelas células de defesa



(macrofagos e neutrofilos). Assim, as formas de levedura e filamentosa sdo consideradas
como fatores de viruléncia do fungo (Han et a/; 2011).

O fungo apresenta ambos blastoconidios e pseudohifas na sua fase comensal ou
infectante, no entanto quando apresenta uma maior quantidade de hifas tem maior capacidade
de invasdo a célula do hospedeiro e evasdo da fagocitose pelas células de defesa (Gongalves et
al; 2016, Zida et al; 2016). Assim, os fatores de viruléncia que desempenham infecgdes na
mucosa sdo a aderéncia, dimorfismos com variagdes antigénicas, produgdo e enzimas com
secrecdo de proteinases e composicdo da superficie celular, com especial atengdo as adesinas,
que facilitam a aderéncia ao tecido vaginal, e a formagdo de hifas que favorecem a
implantacdo do fungo na mucosa, onde as hifas se aderem fortemente a superficie
queratinizada do epitélio vaginal e se infiltram na camada sub-epitelial (Bernardis et al; 2015)
causando dano as células epiteliais e liberagdo de alarminas (Verma et al; 2017). Cepas de C.
albicans que ndo apresentam a capacidade de transi¢do dimorfica ndo sdo patogénicas

(Bernardis et al; 2015).

1.3. Resposta Imunoldgica na CVV

A imunidade no trato genital feminino forma uma rede complexa de identifica¢des
de epitopos na tentativa de prote¢do contra agentes infecciosos e permanéncia e manutengao
de micro-organismos comensais e particulas estranhas ao organismo, como o0s
espermatozoides (Ensign et al; 2014). O sistema que permite esse equilibrio na imunidade de
mucosa para prote¢do contra o fungo ainda ¢ pouco conhecido, no entanto a presenca de
imunidade celular com producdo de células TCD4 ¢ muito importante para evitar a
proliferacdo do fungo (Bernardis ez al; 2015).

A mucosa da vagina ¢ diferente de outras, como a encontrada no trato respiratorio e
gastrointestinal, que contém estruturas linfoides e células colunares simples unidas por
juncdes integras. Na vagina o epitélio ¢ formado por células escamosas e ndo apresentam as
estruturas linfoéides organizadas, atuando assim, como uma barreira aos patoégenos (Ensign et
al; 2014).

O epitélio ¢ a primeira linha de defesa do organismo contra o fungo, e além do
epitélio, o muco cervicovaginal atua como uma barreira na protegdo contra infecgdes vaginais
(Ensign et al; 2014). Padrdes moleculares associados ao patogeno (PAMPs) sdo reconhecidos
pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como parte de uma resposta imune

inata e pela ativagdo de diferentes vias de sinalizagdo. A partir do reconhecimento do fungo



pelas células, inicia-se um perfil de resposta as células epiteliais infectadas, resultando no
recrutamento, diferenciagdo e ativagdo de citocinas e quimiocinas de perfil pro-inflamatorios
e uma variedade de células imunes como neutréfilos, células dendriticas e células T (Moyes &
Naglik 2011, Naglik et al; 2011).

Células T, padrao Th17, secretora de I1L-17 e IL-22, sdo associadas a imunidade anti-
Candida. A TL-22 auxilia no controle de crescimento de células de levedura na integridade da
camada epitelial durante a infecgdo, ¢ a IL-17 atua sobre os neutréfilos e as células epiteliais,
sendo uma ligacdo entre a resposta imune inata ¢ adaptativa. Os neutréfilos atuam na defesa
do hospedeiro contra infecgdes por C. albicans e sdo as primeiras células a serem mobilizadas
para o local da infeccdo, com capacidade de fagocitar particulas fungicas em formas de
levedura, mas nao formas de hifas (Moyes & Naglik 2011).

Sua incapacidade de fagocitar hifas, desencadeia a liberagdo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos (Neutrophil Extracellular Traps - NETs), que compreendem uma
teia de fibras de cromatina revestidas com serina proteases, proteinas antimicrobianas,
espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS), e podem secretar peptideos
de defesa do hospedeiro (Verma et al; 2017). Estes auxiliam na manutencio da imunidade da
mucosa, mas podem causar inflamagdes patologicas e podem ser responsaveis pela maioria
dos sinais e sintomas da CVV (Verma et al; 2017).

A protegdo estd mais associada a presenca de anticorpos nos fluidos vaginais e
aumento de linfécitos ativados na mucosa vaginal. Células TCD4+, e células dendriticas que
induzem a proliferacao de células T e liberacdo de altos niveis de IL-2, [FNy e IL-6 e baixos
niveis de IL-10 (Bernardis et al; 2015). As respostas celulares tém a finalidade de promover o
recrutamento de leucécitos e formagao de peptideos de defesa. Citocinas e quimiocinas sdo
importantes na diferenciacdo de defesa contra fungos invasores e controle de infecgdes na
superficie das mucosas (Moyes & Naglik 2011); dano e invasdo sao atividades especificas de
infec¢do (Naglik et al; 2011). Durante um episddio de infecgdo, a proliferacdo fingica e a
ativacdo do sistema imunoldgico podem se traduzir em sinais clinicos da infec¢@o. Tais sinais,
juntamente com o ciclo de ativagdo imune (baseado em cargas fingicas e formagao de hifas)
seguido de cura, podem representar o que ocorre em pacientes com infec¢do aguda por C.
albicans (Naglik et al; 2011).

A utilizagdo de nanoparticulas de quitosana no epitélio vaginal pode auxiliar durante
a ativacdo e expansdo da imunidade celular e humoral, atuando no aumento de atividades
imunoadjuvantes de citocinas e na capacidade de apresentagdo de antigeno celular. A
quitosana pode apresentar um papel na inducdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-
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inflamatorias, como aumento de IL-12. Suas propriedades de viscosidade aumentam o tempo
de retencdo de formulagdes no local da infeccdo. Pesquisas utilizando quitosana
demonstraram que durante o tratamento ndo houve o aparecimento de nenhum antigeno anti-

quitosana ou IgE (Amidi et a. 2010).

1.4. Tratamento para a CVV

Os farmacos disponiveis para o tratamento da CVV sao limitados (Zida et al; 2016),
sendo que a administragdo de antifungicos topicos (cremes, géis, supositorios, logdes, dvulos
vaginais) ou orais sdo a escolha ideal (Johal et al; 2014, Gongalves et al; 2015). Tais
caracteristicas estdo envolvidas com praticidade e eficacia, colaborando para a prevencdo de
recidivas (Sekhavat e al; 2011).

O tratamento inicia-se a partir da queixa de sintomas, com o objetivo de impedir o
crescimento desenfreado de Candida, diminuindo a sintomatologia (Johal et al; 2014). A
utilizagdo de farmacos de administragdo oral, com boa eficacia clinica e curto periodo de
tratamento, ¢ a forma escolhida por pacientes. Entretanto, as aplicagdes tdpicas por ndo
apresentarem efeitos colaterais graves, a preferéncia por formas mais faceis de administrar e
tempo curto de tratamento € a mais frequentemente solicitada (Sekhavat et al; 2011). Classes
dos imidazo6is (Miconazol, Cetoconazol, Nistatina), triazois (Itraconazol, Fluconazol) e
poliénicos, que sdo agentes topicos e orais, ¢ algumas formulagdes com anfotericina B foram
os mais utilizados para o tratamento de CVV (Zida et al; 2016), assim como Clotrimazol,
Econazol, Triconazol, Voriconazol ¢ Isoconazol. Para as espécies ndo-albicans devem ser
administrados antifungicos nao azolicos (Johal et al; 2014).

Cada classe de antifingico apresenta um mecanismo de agdo, variando desde atuagdo
em parede e membrana celular, sintese de DNA e RNA. Os poliénicos e equinocandinas sdo
classes naturalmente derivadas de micro-organismos. As equinocandinas atuam na inibi¢ao da
biossintese de 1,3-B-D-glucana, promovendo a formacdo de uma parede celular defeituosa e
instavel com a consequente lise da levedura (Zida ef al; 2016).

Os farmacos que atuam na membrana celular sdo poli€nicos (Anfotericina B,
Nistatina) e os azodlicos (Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol). Os poliénciso se ligam ao
ergosterol presente na membrana e altera a permeabilidade da célula, formando poros. Ja os
azodlicos agem no metabolismo do fungo, inibindo a enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51)

(Liu & Kohler 2015).



Existe uma preocupagdo na administracdo de quimioprofilaticos que possam induzir
a casos de resisténcia as infec¢des por C. albicans, mudanga no espectro de agdo dos
antifungicos sobre as espécies causadoras da doenca e aumentar a incidéncia de cepas nao-
albicans (Bernardis et al; 2015, Zida et al; 2016). Com o aumento na taxa de infec¢oes
fingicas, casos de resisténcia sdo gerados, e questdes importantes como suscetibilidade,
toxicidade e resisténcia devem ser levados em considera¢do para a escolha do tratamento
(Ludwig et al; 2018). Em comparagdo a C. albicans, as espécies ndo-albicans estdo mais
associadas a resisténcia aos azois, apresentando baixa suscetibilidade e uma alta resisténcia
aos farmacos desta classe (Gongalves et al; 2015).

A terapia de manuten¢do de longo prazo com os antifungicos tem auxiliado para
prolongar o periodo assintomatico entre as recorréncias, mas ndo fornecem a cura para a
doenca (Bernardis et al; 2015). Os antifiingicos disponiveis sdo eficazes no tratamento de
sintomatologia individual, mas ndo atuam na preveng@o de casos recorrentes (Bernardis et al;
2015).

Alguns antifingicos convencionais apresentam desvantagens na forma de
administracdo, como no caso de géis e pomadas, e sdo medicamentos desconfortaveis,
apresentando baixa eficacia devido as perdas do produto, tanto de volume como baixa
uniformidade, durante a sua aplicacdo topica. Ocorre uma baixa retencdo no epitélio vaginal,
baixa adesdo ao paciente, necessidade de frequente administragdo, aumento no tempo da

terapia, baixa biodisponibilidade e padrao de liberacao inadequado (Johal et al; 2014).

1.4.1. Fluconazol

O fluconazol ¢ um antifiingico, pertencente a classe dos azdis, e ¢ um agente bis-
triazolico muito utilizado no tratamento da CVV devido a sua eficacia contra infec¢oes
fingicas. Tem capacidade fungistatica em 72 a 96 horas em administragdo oral, atua na
inibi¢do da sintese do ergosterol. Apresenta boa polaridade e ligagdes reduzidas as proteinas
que sdo resultantes da substitui¢do do anel triazélico para o anel imidazolico (Galgiani 1990,
Grant & Clissold 1990, Sekhavat et al; 2011).

A formula quimica do farmaco é Ci3H;,F,N¢O (Figura 2), com aspecto fisico em po,
de coloracdo branca, sem cheiro, baixa solubilidade em agua e solivel em metanol, etanol e

acetona (USP 2017, Farmacopeia Brasileira 5° Edi¢ao).
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Figura 2 Estrutura Quimica do Fluconazol (MM: 306,27 Da). Fonte: Farmacopeia Brasileira, 6° Edi¢ao, 2019

O mecanismo de agdo do Fluconazol envolve a inibicdo da enzima desmetilase,
envolvida na sintese do ergosterol mediada pelo citocromo P450 (Galgiani 1990, Sekhavat et
al; 2011). A esterol 14a-desmetilase € uma enzima que pertence a familia do citocromo P450,
que ¢ responsavel por realizar a desmetilagcdo oxidativa de esterdis intermediarios através do
grupamento heme, tendo uma importancia na biossintese do ergosterol, que ¢ um requisito
para viabilidade das células fungicas (Ji et al; 2000).

O nitrogénio do farmaco se liga ao ferro presente no citocromo e impede a acdo da
enzima de converter o lanosterol em ergosterol, ou seja, os azdis interagem com o atomo de
ferro do grupamento heme da enzima, impedindo a ligacdo do sitio alvo com o substrato
natural, e assim ocorre a inibicdo da enzima. No Fluconazol, o nucleo triazol se liga de forma
mais eficaz com o d&tomo de ferro da enzima, e assim € mais especifico e seletivo na inibigdo
da enzima CYP51. O Fluconazol tem um bom perfil de seguranca, ¢ biodisponivel, eficaz e
hidrossoluvel (Ji et al; 2000; Lepesheva et al; 2007).

O fluconazol ¢ um antifungico muito utilizado nas infec¢des fungicas, no entanto em
sua administracdo oral ndo ha como prever sua absorcdo durante a passagem pelo organismo
devido a variagdes fisiologicas e seu metabolismo hepatico, e sua absor¢do pode ser afetada
por interferentes na passagem pelo trato gastrointestinal. Embora muito utilizado, ha efeitos
indesejaveis que sdo acarretados pelo seu uso como vOmitos, nauseas e desconforto
abdominal. Atualmente, ndo existem formulas de administragdo topica para este farmaco,
devido as diferencas entre solubilidade do farmaco e o ambiente vaginal. O Fluconazol tem
propriedade hidrossoluvel e ao interagir com o tecido vaginal, com caracteristicas lipofilicas,
teria sua absorcdo prejudicada em fungdo de ndo conseguir penetrar em concentragdes ativas
no tecido (Aulton & Taylor 2016).

O Fluconazol tem amplo espectro de acdo contra leveduras patogénicas (Candida

spp, Cryptococcus sp, Paracoccidioidis). Por sua caracteristica de ser fungistatico, ndo



prejudica a capacidade de células imunes do hospedeiro para interagir e eliminar células
fungicas (Grant & Clissold 1990). A absor¢do do Fluconazol ¢ rapida, sendo completada
dentro de 2 horas, com absor¢cdo mais consistente. Sua excre¢do ¢ por via renal com meia vida

de aproximadamente 30 horas no soro (Galgiani 1990).

1.5. Bioprodutos de Derivados Vegetais

As buscas por medicamentos e terapias de origem natural surgiram em resposta ao
elevado niimero de casos de efeitos colaterais indesejados e, principalmente, ao surgimento de
micro-organismos resistentes. O interesse em produtos naturais vem aumentando na esperanga
de que possam reduzir a produ¢do de um ou mais fatores de viruléncia e tolerancia aos
farmacos em doses baixas, atenuando assim a patogenicidade dos micro-organismos
(Haghdoost et al; 2015).

Os compostos naturais sao uma fonte inesgotavel de ativos antimicrobianos (Gucwa
et al; 2018). O numero elevado de infec¢des por micro-organismos resistentes as pequenas
opgOes de farmacos, unidos a toxicidade terapéutica, e eficacia limitada tem indicado a
importancia no uso de produtos de origem natural. Estes produtos apresentam agdes bioativas,
forcando assim um maior estudo de desenvolvimento de novos farmacos para tratamentos
alternativos com capacidade de inibir a viruléncia microbiana, aumentar a eficacia e diminuir
a toxicidade (Tobaldini-Valerio et al; 2016).

Substancias bioativas podem ser fontes de compostos com atividade antifungica de
acordo com o mecanismo de agdo ao atingir a sintese de componentes da parede celular,
sintese de esfingolipideos e proteinas, sugerindo assim uma triagem nos produtos naturais
(Zida et al; 2016). Estes podem ser usados sozinhos ou como terapias adjuvantes para

demonstrar um efeito sinérgico juntamente com outros medicamentos (Khameneh et al;

2016).

1.5.1. Propolis verde

A propolis ¢ formada por um conjunto de substancias coletadas de plantas, tais como
néctar e polen, pelas abelhas, principalmente da espécie Apis miellifera (Martinotti & Ranzato
2015, Tobaldini-Valerio et al; 2016), formando um produto resinoso (Figura 3) a partir de
uma mistura de cera e enzimas salivares (f-Glicosidase) destes insetos (Silva-Carvalho et al;
2015). Essa substancia contem flavonoides, acidos fenolicos e ésteres sesquiterpénicos,

quininas, cumarinas, esterois, amino acidos, agucares e proteinas (Yang et al; 2010).



Este composto ¢ utilizado pelas abelhas como material de revestimento interno das
paredes ou cavidades de habitag@o, para reparar danos, como isolante térmico e protecdo da
colmeia contra predadores, micro-organismos ou agdes da natureza € o mesmo tem
caracteristica biocompativel e biodegradavel (Ghisalberti, 1979, Martinotti & Ranzato 2015,
Silva-Carvalho et al; 2015, Freires et al; 2016).

Figura 3 Amostras de Propolis verde. A Amostra recém-colhida da colmeia; B Extrato Alcdolico de Propolis
verde

A propolis pode ser encontrada em diversos locais, e suas propriedades podem ser
diferentes a depender da regido geografica, vegetacdo, tempo de produgdo, variagdes de
temperatura, clima, solo, espécie de abelhas, tipo de arborizacdo e vegetacdo, influenciando
em variagdes de aroma e cor (de verde a marrom ou avermelhada). Cada regido de producdo
da propolis demonstra uma caracteristica particular de composi¢ao, mas no geral ¢ composta
por 50% de resina balsdmica, 30% de cera, 10% de o6leos essenciais ¢ aromaticos, 5% de
polen e 5% de outras substancias (Martinotti & Ranzato 2015, Silva-Carvalho et al; 2015).

A propolis se apresenta de formas variadas quando aplicada em diferentes
temperaturas, sendo pegajosa, macia e maleavel em altas temperaturas, ¢ podendo chegar a
um estado liquido quando a 60 °C, 70 °C ou 100 °C, e so6lido, quebradico quando em
temperaturas baixas de resfriamento (Martinotti & Ranzato 2015, Silva-Carvalho et al; 2015).

Seu uso terapéutico deve ser a partir de solugdes de extrato etanolico, por¢do em que
sdo encontradas as propriedades biologicas (Lima et al; 2018). Outro desafio ¢ quanto a
preparacdo e uso da substdncia, estas devem ser avaliadas devido a sua composi¢do
heterogénea, suas caracteristicas e atividades biologicas dependerdo muito da regido e
ambiente de origem (Imhof et al; 2005).

O uso da propolis pelo homem ¢é datado desde a antiguidade, sendo usada desde a

manuten¢do da saude a preservagdo de alimentos. Tem sido usada em produtos farmacéuticos,
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alimenticios, cosméticos como cremes faciais e corporais, € como formulacdes de higiene oral
(Silva-Carvalho et al; 2015).

O uso como ativo terapéutico tem aumentado devido ao amplo espectro bioldgico e
propriedades farmacologicas e se estende em agdo antisséptica, antimicrobiana, adstringente,
anestésica, espasmolitica, antioxidante, antiviral, antiparasitaria, anti-inflamatoria,
anticancerigena, imunomoduladora e imunoestimuladora (Rassu et al; 2015; Silva-Carvalho
et al; 2015; Nascimento et al, 2016; 60, Tobaldini-Valerio et al; 2016). Atua favorecendo a
re-epitelizacdo e eliminando radicais livres da pele. Tem evidéncias na diminuicdo de
infiltragdo neutrofilica e normaliza¢do do influxo de macrofagos em feridas (Martinotti &
Ranzato 2015). Todas estas propriedades irdo depender, no entanto, da composi¢do quimica

da propolis utilizada.

1.5.1.1 Flavonoides

Os produtos de composi¢do da propolis, como os compostos fenolicos e flavonoides
tem ocorréncia no reino vegetal e apresentam diversas fungdes. Os flavondides sdo
encontrados entre os metabdlitos secundarios de vegetais, ndo sdo toxicos, ¢ frequentemente
encontrados em frutas, vegetais, vinhos, cereais ¢ em corantes alimentares (Simodes 2003;
Panche et al; 2016).

O grupo dos flavonoides pode ser subdividido em diferentes grupos tais como os
isoflavonoides, flavonas, flavonois, flavononas, catequinas, antocianinas ¢ chalconas e tém
sido associados a efeitos positivos sobre os humanos e animais. Em sua férmula, possui um
ou mais nucleos aromaticos e diversas formas estruturais sao descritas.

Suas fungdes conhecidas estdo relacionadas ao amplo espectro de acgdo, com
aplicagdes farmacéuticas, medicinais, cosméticas e nutricionais, sendo estes agentes
antitumorais, antivirais, anti-hemorragicos, anti-inflamatorios, antimicrobianos e
antioxidantes com capacidade de modular fun¢des enzimaticas celulares. Dentre estes, os
compostos com agdo antifungica sdo conhecidos por isoflavonoides e biflavonoides. (Simoes

2003; Panche et al; 2016).

1.6. Nanobiotecnologia

A nanotecnologia, aplicada na expansdo de sistemas de transporte de farmacos,
juntamente com os conhecimentos sobre as doengas infecciosas, tem contribuido para uma

melhora nos tratamentos em saude (Gao et al; 2014, Gao et al; 2018), desenvolvendo
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diferentes formas terapéuticas para evitar o aparecimento de inimeras doencas (Hembram et
al; 2014). Pesquisas envolvendo particulas em escala nanométrica sdo os objetivos da
nanobiotecnologia, estas tem capacidade de promover uma maior interagdo do firmaco com
sistemas biologicos (Zhang et al; 2010), podendo melhorar a farmacocinética dos
medicamentos com vantagens na biodisponibilidade, liberagdo sustentada e controlada,
direcionamento ao sitio alvo e reducdo de resisténcia (Gao et al; 2014, Gao et al; 2018).

Por defini¢do, as nanoparticulas sdo particulas coloidais sub-microscopicas que
variam em tamanhos nanométricos, menores que 100 nm, desenvolvidos para a obtengdo de
novas alternativas de tratamentos alvo-especificos, com liberacdo direcionada de
medicamentos e genes (Hembram et al; 2014), além de ser uma possibilidade de resolucao de
eventos adversos indesejados que podem ocorrer durante o uso de alguns medicamentos,
como toxicidade, baixa biodisponibilidade e eficacia (Ludwig et al; 2018), podendo melhorar
as terapias atuais (Gao et al; 2014).

As nanoparticulas oferecem uma maior estabilidade, penetragdo e absor¢do do
farmaco, aumentando a area de superficie, com resisténcia na degradagdo enzimatica (Ong et
al; 2017). Diversas formas e matrizes sdo utilizadas para o desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados, e a composicdo do veiculo utilizado ¢ muito importante no desenho de
formulagdes (Ensign et al; 2014, Gao et al; 2014), sendo reconhecidas estruturas derivadas de
formas lipossomicas, dendrimeros, nanoparticulas inorganicas e de polimeros sintéticos ou
naturais, como quitosana, (Gao et al; 2014), preparadas a partir de diferentes metodologias,
como complexacdo, microemulsdo, evaporacdo de solvente, precipitacdo, incorporagdo e

gelificacdo i6nica (Hembram et al; 2014).

1.6.1. Quitosana

A quitosana ¢ um polimero natural derivado da N-desacetilagdo da quitina, composta
de copolimeros de glicosamina e N-acetilglicosamina (Hembram et al; 2014), sendo
encontrada com o nome quimico Poly-B-(1,4)-2-Amino-2-deoxy-D-glucose e sindnimos de 2-
Amino-2-deoxy-(1,4)-B-D-glucopyranan, hydrochloridrum, deacetylated chitin,
deacetylchitin, B-1,4-poly-D-glucosamine, poly-D-glucosamine, poly-(1-4-B-D-
glucopyranosamine), e (Handbook Pharmaceutical Excipients, 2009).

A quitosana ¢ obtida como resultado do processo da desacetilagio e
despolimerizagdo da quitina e sua estrutura quimica sugere a presenca de grupos hidroxila e

amino reativos, ndo podendo assim, ser definida em termos de composi¢do quimica exata
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(Rowe et al; 2009, Hembram et al; 2014). A classificacdo desse polimero ¢ realizada quanto
ao seu grau de desacetilagio que deve estar entre 40 e 98%, e peso molecular entre 10* a 10°
Da, sendo necessarias para avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas e biologicas e que
irdo interferir na sua solubilidade (Hembram et a/; 2014).

E uma base forte, com carga eletrostatica e propriedades fisicas dependentes do pH.
O pH inferior a 6,5 permite que os grupos amina fiquem protonados, transformando-o em um
polieletrdlito cationico, alterando sua densidade, o que permite sua solubilidade em agua; do
contrario, em pH acima de 6,0, ocorre uma desprotonacdo, interferindo diretamente na carga e
solubilidade do polimero. Esse polimero apresenta propriedades biodegradaveis,
biocompativeis ¢ ndo imunogénicas, ¢ tem sido explorado de diversas maneiras. Utilizado
como um agente de revestimento e formador de filme, tem aspecto viscoso e propriedade
mucoadesiva, aderindo-se as superficies de carga negativa (Rowe et al; 2009, Hembram et al;
2014).

O termo mucoadesao ¢ entendido como a forca interfacial exercida entre o polimero
ou material e a membrana mucosa. Essa interacdo entre os polimeros catidnicos e 0 muco
pode ocorrer por diferentes tipos de ligacdes (ligagdes covalentes, de hidrogénio, ligacdes
hidrofobicas e ligacdes ionicas), favorecendo o tempo de contato entre eles (Schafer-Korting
2010, Neves et al; 2011). Ha parametros que influenciam na mucoadesdo, como as
caracteristicas do polimero, pH, viscosidade e espessura do muco, que influenciardo
diretamente nos grupos de interagdo, impactando na extensdo do processo (Schafer-Korting

2010).

1.6.2. Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas apresentam infimeras vantagens no seu uso, com
caracteristicas na sua forma fisica, quimica e biolégica que podem auxiliar para o objetivo
final (Ludwig et al; 2018). Podem ser formadas por polimeros de origem natural ou sintéticos,
com diferentes estruturas quimicas e tipos de ligagdes. Sua subdivisdo emprega os termos de
nanoesferas e nanocapsulas, relacionados com a forma de adsorcdo do farmaco na matriz
polimérica (Schafer-Korting 2010, Hembram et al; 2014).

Este tipo de nanoparticula possui carga superficial e capacidade de adesdo a
superficies, e isso faz com que seja uma 6tima escolha para um sistema inovador de transporte

de farmaco (Ludwig et al; 2018), podendo ser eficazes também na entrega combinatéria de



antibidticos, com encapsulagdo direta das moléculas conjugadas do farmaco na forma
covalente nos nucleos poliméricos (Gao et al; 2014).

A gelificagdo i6nica ¢ uma metodologia largamente empregada na preparagdo de
nanoparticulas poliméricas como a quitosana. Estas nanoparticulas podem também ser
realizadas por meio de metodologias como emulsdo cross-linking, nanoprecipitagdo, salting
out. Muitos trabalhos tem utilizado a técnica de gelificacdo idnica, principalmente devido a
sua capacidade em formar sistemas de transporte de farmacos e genes (Debnath et a/; 2011;
Hembram et al; 2014).

O principio do método se baseia na utilizacdo de um agente de reticulagdo i6nica, no
qual ¢ comumente utilizado o tripolifosfato de sédio (TPP) (Debnath et al; 2011). O processo
envolve a mistura de duas fases aquosas, um polimero natural catiénico como a quitosana, em
contato com o TPP, um agente anidnico, formard complexos de ligagdo idOnica em um
ambiente de agitacdo constante, resultando na formacdo de uma solucdo com aparéncia
esbranquicada e limpida, que caracteriza-se pela formacdo de nanoparticulas com tamanho
variavel (Debnath et a/; 2011; Hembram et al; 2014).

As caracteristicas das nanoparticulas serdo influenciadas pelo ambiente em que se
encontram. A caracterizacao fisico-quimica, envolvendo principalmente analises de tamanho,
morfologia, carga superficial e quantidade de farmaco ligado, ¢ uma agdo essencial quando
sdo preparados sistemas nanoestruturados para a entrega de farmacos. Diante de tais
parametros, ¢ possivel avaliar e entender o comportamento das nanoparticulas sobre a
natureza bioldgica bem como oferecer evidéncias para melhorar o seu desenvolvimento, que
permita distribuir o farmaco de forma direcionada e eficaz (Hembram et al; 2014).

O tamanho das nanoparticulas pode ser obtido por meio de diferentes técnicas como
microscopias e Espalhamento de Luz Dinadmica (DLS). A técnica de DLS resulta em dados
quantitativos do tamanho das nanoparticulas, e parece ser o método mais adequado devido ao
tipo de amostra em que pode ser detectado (Hembram et al/; 2014). Nesta, um feixe de luz se
difunde em uma suspensdo de nanoparticulas alcangada pelo seu movimento browniano, e
isso resulta na quantificacdo da particula juntamente com seu raio hidrodindmico. E assim,
quanto menor o tamanho da particula, mais adequada serd a penetracdo em células, ndo se
esquecendo de particularidades de funcionalizacdo e indice de polidispersividade que
contribuem para medir o tamanho (Lim et a/; 2013; Hembram ez a/; 2014).

Na Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) um feixe de elétrons incide sobre a
amostra, permitindo a observagao da morfologia superficial da particula. As nanoparticulas de
quitosana sdo observadas no MEV como formas esféricas, ou podem aparecer como misturas
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globulares ou em forma de bastonetes, essa alteragdo ¢ devido as condi¢des de complexacgdo
ou modificagdes na estrutura da quitosana (Hembram et al; 2014).

Particulas em solug@o possuem em sua superficie uma dupla camada elétrica de ions
apresentando um potencial hidrodinamico (Lim et al; 2013). O potencial zeta entende-se
como a medida da capacidade de atracdo e repuls@o entre as particulas, e um meio que
identifica a carga superficial das nanoparticulas. Os resultados sdo interpretados a partir dos
valores de carga, se muito negativa ou muito positiva garantem a estabilidade no sistema
coloidal, e isso ¢ devido a sua tendéncia de repelir e ndo se agregar, mas do contrario, baixo
valor de potencial zeta promovera uma forca repulsiva e as particulas irdo se aglomerar

(Hembram et al; 2014).

1.6.3. Nanoparticulas e o Epitélio Vaginal

A anatomia e o ambiente vaginal devem ser considerados durante o desenvolvimento
de formulagoes medicamentosas, considerando que pequenas variacdes fisiologicas podem
afetar a eficacia do ativo farmacologico. A anatomia da vagina indica um canal tubular com
angulo de inclinagdo, possuindo paredes com vastas dobras (Ensign et al; 2014), revestidas de
muco, ndo ha presenca de glandulas e ¢ composta por um epitélio escamoso estratificado ndo
queratinizado (Ensign et al; 2014, Johal et al; 2014). Na vagina o fluido vaginal possui vasta
composi¢do, com um pH 4acido, na faixa entre 3,5 e 4,5, e produgdo de glicogénio para
fortalecer o crescimento da microbiota local de Lactobacilos sp. (Ensign et al; 2014).

Em administracdo por via vaginal, a absorcdo de farmacos ocorre através de sua
passagem para a circulagdo periférica e plexo venoso evitando passagem pelo figado (Ensign
et al; 2014). O destino do farmaco por todo o organismo ¢ dependente de suas caracteristicas
fisicas, quimicas e estrutura molecular (Hembram et al/; 2014). E essa via de administracao
pode também sofrer influéncias de fatores fisiologicos, assim como as outras vias (Ensign et
al; 2014).

As dobras encontradas na parede vaginal sdo formadas pela pressdo intra-abdominal
que promovem a distensdo e aumento da area de superficie para a absor¢do (Ensign et al;
2014). O medicamento pode ser absorvido de forma transcelular, dependente do gradiente de
concentragdo; forma paracelular, que passa através de jungdes entre as células, ou por meio de
transporte em vesiculas ou mediada por receptores. A dissolu¢do do farmaco no lamen

vaginal e sua penetracdo pela membrana irdo facilitar a absorcdo, e qualquer fator que



influencie na fisiologia da vagina, solubilidade do farmaco e transporte, alterara o perfil de
absor¢ao do ativo (Johal et al; 2014).

Fatores fisico-quimicos como o peso molecular, grau de ionizacdo e perfil lipofilico
de solubilidade do farmaco, irdo interferir na absor¢do, assim como fatores fisiologicos de
espessura do epitélio, aspecto do fluido vaginal, muco cervical e pH (Johal et al; 2014).
Alteracdes em nivel de pH sdo motivos de atenc@o durante a terapia medicamentosa, este
pode ser alterado quando hé infecg¢des por fungos ou quando ha sémen na vagina, o que pode
prejudicar a absor¢do de alguns farmacos e afetar sua ionizagdo (Ensign et al; 2014).

O muco, produzido pelo colo do ttero, é composto por uma grande quantidade de
agua, lipideos, proteinas, enzimas, fatores imunoldgicos e glicoproteinas de mucina, que
apresentam importante papel na adesdo. A forma e aspecto do muco variam de acordo com o
periodo ovulatorio da mulher. E esta variagdo pode influenciar na absor¢do do farmaco, assim
como as suas propriedades de barreira (Ensign et al; 2014).

A absor¢ao do composto sofre influéncia por meio de seu tempo de permanéncia no
sitio alvo, e a mucoadesdo ¢ um fator importante frente a outras estratégias (Ensign et al;
2014). Polimeros com carga eletrostatica, como a quitosana (catidnica) promovem uma
interagdo iOnica com as estruturas anidnicas do muco, promovendo assim um contato
prolongado com a mucosa, melhorando o periodo de permanéncia no sitio alvo e sua agdo, o
que permite altas concentragdes do composto no tecido, com sua consequente absorcdo
(Schafer-Korting 2010). Assim, o muco influencia na distribuicdo, tempo de contato e

penetracdo das nanoparticulas no tecido vaginal (Ensign et al; 2014).

1.7.  Suscetibilidade e Toxicidade das Nanoparticulas Poliméricas

Avaliar a atividade bioldgica das nanoparticulas poliméricas sobre micro-organismos
e seus efeitos toxicos envolve a utilizagdo de técnicas laboratoriais padronizadas.

Com a utilizagdo de substancias de origem natural e biocompativeis espera-se que a
vasta gama de compostos ativos forneca atividades bioldgicas e ndo causem efeitos toxicos
sobre células saudaveis durante o seu uso clinico (Cé, et al; 2020). Sendo assim, testes
laboratoriais como Concentragao Inibitoéria Minima (CIM), sobre cultura celular e com larvas
de Galleria mellonella podem ser utilizados.

A analise de toxicidade das nanoparticulas e de compostos ativos encapsulados faz-
se necessaria a todas as composi¢des desenvolvidas que serdo testadas em modelo in vivo. A

andlise prévia para aplicacdo biologica testa quanto a influéncias e os parametros
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comportamentais do material particulado, sendo importante a avaliagdo reativa da superficie

ionica, seu tamanho e aspectos moleculares de cada componente (C¢, ef al; 2020).

1.7.1. Concentrag¢ao Inibitéria Minima

Devido ao aumento na incidéncia de infec¢des sistémicas flingicas e na resisténcia de
fungos aos agentes antifingicos, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
formou um comité com a finalidade de padronizar os testes, que incluem desde a preparacdo e
quantidade do inoculo, escolha de meios de cultivo, temperatura e periodo de incubagdo e
defini¢do dos pardmetros finais da analise (CLSI 2008).

A CIM pode ser determinada pela técnica de microdilui¢do em caldo, que visa testar
a suscetibilidade fungica, de acordo com o protocolo do CLSI M27A-3. Este protocolo indica
testes de referéncia para infecgdes como Candida spp e Cryptococcus neoformans,
padronizando valores de breakpoints (suscetivel, dose dependente e resistente) estabelecido
frente a diferentes agentes antifingicos, implementacdo e interpretacdo de procedimentos de
testes e propdem a implementagdo e controle de qualidade nos laboratorios. Esse método

possui diversas vantagens como facil realizacdo, economia e resultados rapidos (CLSI 2008).

1.7.2. Teste de Toxicidade por Hemdlise e Utilizacido de Galleria mellonella

O modelo in vivo ¢ a melhor avaliacdo sobre a capacidade toxica dos componentes,
no entanto outros métodos como testes em cultura celular e ensaios com G. mellonella tém
sido considerados como preditores confiaveis de verificacdo da toxicidade. Testes confidveis
e sensiveis sdo necessdrios para avaliar interacdes com as nanoparticulas antes do
experimento In vivo (C¢, et al; 2020).

Hemécias representam o constituinte celular mais abundante no sangue. Estas sdo
células biconcavas, formato discoide, constituida de hemoglobina e globulinas com fungdo de
transporte de oxigénio e gas carbonico, ndo possuem organelas e nticleo. Podem ser utilizadas
para se testar variados ensaios laboratoriais simples como o baseado na detec¢do de hemolise,
que permite a analise de amostras que podem causar toxicidade, danos, destruicdo e
eliminag@o de hemacias (Pan et al; 2016).

G. mellonella é um organismo invertebrado, espécie conhecida como traga grande da
cera ou traca do favo de mel, que tem sido utilizada como um modelo de experimentacdo
laboratorial. A forma larval é o modelo utilizado como uma alternativa para a triagem nos

2

estudos de nanotoxicologia em nanoparticulas poliméricas, fornecendo rapidos resultados. E
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um modelo de experimentacdo barato com diversas qualidades no uso, com a possibilidade de
utilizacdo de um alto niimero de amostras em um curto espaco de tempo, por apresentarem
um sistema imune inato com similaridade ao dos humanos e de manipulacao facil (Cé¢, et al;
2020).

Este trabalho tém, portanto, o objetivo de desenvolver e avaliar sistemas
nanoestruturados para o tratamento da doenca comum em mulheres, como a CVV. A
formulagdo sera testada e avaliada por meio de ensaios in vitro e in vivo, buscando
alternativas para as terapias atuais. A propolis associada ao fluconazol, firmaco convencional
de uso oral para o tratamento da CVV, podem servir como uma opg¢do de tratamento que
fornecera sinergismo na atividade bioldgica, podendo apresentar eficacia terapéutica nos

casos resistentes.
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2. JUSTIFICATIVA

A CVV acomete mulheres em todo o mundo e apresenta um aumento em sua
incidéncia a cada ano, gerando milhdes em gastos com consultas médicas e tratamento.
Terapias antifingicas convencionais sdo limitadas, apresentam eficacia baixa, efeitos
colaterais indesejados, e ndo impedem casos recorrentes e resisténcia do micro-organismo.

A maioria dos produtos em desenvolvimento sdo versdes novas e melhoradas de
farmacos antigos, mas novas abordagens devem ser buscadas. Uma alternativa interessante a
problematica seria o desenvolvimento de um sistema nanoestruturado mucoadesivo
(quitosana) contendo um antifungico convencional (Fluconazol) conjugado a um composto
natural produzido por abelhas (prépolis verde).

A hipotese para essa proposta baseia-se na utilizacdo de um polimero mucoadesivo
(quitosana) formando uma nanoestrutura que pode se ligar a mucosa por um periodo
prolongado, aumentando assim o tempo de contato do farmaco com o tecido. Dentre os
compostos naturais de agdo antimicrobiana, a propolis verde ¢ um produto que tem se
destacado devido a suas inumeras atividades antimicrobianas, imunomoduladoras e
imunoestimulantes, ¢ o fluconazol, como antifiingico, ¢ muito utilizado e sua via de
administracdo oral tem boa eficacia.

Propde-se o desenvolvimento de uma forma nanoparticulada de administragao topica
que permite o uso de doses menores de farmacos, efeitos colaterais reduzidos, biocompativeis,
biodegradaveis, com propriedades mucoadesivas e imunoestimulantes, atuando na liberagdo
sustentada e absorc¢do controlada pelo epitélio vaginal.

Por meio deste, almeja-se uma terapia inovadora, eficaz e segura que sirva a
comunidade, para minimizar casos de resisténcia e recidivas podendo o tratamento se estender

a outros casos de infecgdes fungicas, como na Candidiase Oral ou Bucal.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Preparo, caracterizagdo e aplicacdo de um sistema nanoestruturado contendo o
Fluconazol e extrato etanodlico natural de propolis verde para tratamento da CVV em modelo

murino.

3.2.  Objetivos Especificos

Preparar e caracterizar o sistema nanoestruturado com polimero quitosana contendo
antifingico convencional (Fluconazol) e extrato natural da propolis verde.

Definir a CIM pelo método de microdilui¢do em caldo para o Fluconazol e avaliar a atividade
do extrato de propolis verde in vitro em C. albicans ATCC 10231.

Investigar a liberacdo e toxicidade (através de teste com eritrocitos e G. mellonella) do
sistema nanoestruturado.

Avaliar a atividade in vitro do sistema mucoadesivo em C. albicans ATCC 10231.

Avaliar a eficicia terapéutica do sistema mucoadesivo in vivo em modelo murino para CVV.
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4. METODOS

4.1. Ensaio de Atividade Antifingica In Vitro

4.1.1. Micro-organismo e Condi¢des de Crescimento

O fungo C. albicans ATCC 10231 foi mantido no laboratério de
Nano&Biotecnologia (LANAB) no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP)
da Universidade Federal de Goids por repiques semanais em meio de cultura agar Sabouraud

a temperatura ambiente. Para os ensaios, o fungo foi cultivado em agar Sabouraud por 24

horas a 37 °C.

4.1.2. Obtengao do Inéculo

Foram realizadas diluigdes para obter a concentragcdo de indculo necessario para uso
nos ensaios in vitro. Para obtengdo da suspensio | (1-2x10" células/mL), foram coletadas trés
alcadas de uma cultura de C. albicans de 24 horas dissociando-se essa amostra em 5 mL de
solucdo salina a 0,85%. Agitou-se em vortex por 1 minuto e entdo 10 pL foram pipetados na
camara de Neubauer para realizacdo da contagem celular. A viabilidade celular foi verificada
por coloragdo de azul de tripan. A partir do resultado obtido, diluigdes sucessivas foram
realizadas para alcancar a concentragio padronizada de 1x10” células/mL. Para a obtengdo da
suspensdo 1T (1x10° células/mL), uma aliquota de 500 pL da suspensdo I foi diluida em 4500
pL de meio RPMI 1640. Agitou-se em vortex por 1 minuto. A suspensdo III (1 x10*
células/mL) foi obtida por meio da dilui¢do de 100 puL da suspensdo II em 9900 pL de RPMI

1640, volume suficiente para uma placa de 96 pogos.

4.1.3. Teste de Suscetibilidade In Vitro do Fluconazol

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o
protocolo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) M27A-3 com modificacdes
(CLSI 2008). O farmaco fluconazol foi inicialmente dissolvido em solugdo de metanol e agua
na propor¢do 1:1, preparando-se uma solugdo inicial na concentragdo de 1 mg/mL. Dilui¢des
seriadas em RPMI foram realizadas para a obtencdo da concentragdo de 64 pg/mL. Foram
adicionados 200 pL da solucdo obtida (64 pug/mL) aos pogos da primeira fila da placa. Aos

demais pocos, foram adicionados 100 pL. do RPMI e a dilui¢do seriada foram realizadas pela
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passagem de 100 pL dos pocos da primeira linha para os pocos da segunda linha até a ultima.
Os ultimos 100 pL da diluicao foram descartados.

Em cada pogo da placa foram pipetados 100 pL da suspensdo III (obtida como
descrito em 5.4.2) juntamente com 100 pL do farmaco diluido, proporcionando uma diluicao
1:2, sendo que as concentragdes avaliadas variaram de 64 a 0,031 pg/mL. O fluconazol e o
metanol foram usados como controles, além da utilizacdo de controle negativo (RPMI 1640) e
positvo (RPMI e suspensdo de células).

A placa foi vedada com filme pléstico, homogeneizada, cuidadosamente envolvida
em papel aluminio e mantida em estufa a 35 °C por 48 horas. Apos as 48 horas, os resultados
foram obtidos pela da leitura visual da placa de 96 pogos. A CIM foi considerada como a
menor concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento em relagdo ao controle. O teste foi

realizado em triplicata em trés ensaios distintos.

4.1.4. Determinacio do Efeito do Extrato de Propolis verde sobre o Fungo C. albicans

Para avaliar o efeito do extrato de propolis verde sobre o fungo C. albicans ATCC
10231, uma solucdo estoque de extrato de propolis verde na concentragdo de 4000 a
20000pg/mL foi preparada, diluindo-se o extrato em metanol. Esta solugdo estoque foi diluida
em meio RPMI1640 para obten¢do das concentracdes necessarias para a realizacdo do teste,
que foram: 4000 a 1,95 pg/mL e 20.000 a 78,1 pg/mL. Em uma placa de 96 pocos foram
adicionados 100 pL das dilui¢des do extrato de propolis verde e 100 pL do inodculo III
(conforme item 4.1.2). A placa foi mantida a 35 °C. Os resultados foram obtidos apds 48
horas, pela andlise de leitura da placa e o teste foi realizado em triplicata, trés ensaios
distintos.

4.1.5. Teste de Sinergismo do Fluconazol e Extrato de Propolis verde

Para avaliar o efeito do sinergismo existente entre fluconazol e extrato de propolis
verde sobre o fungo C. albicans ATCC 10231, uma solugdo de extrato de propolis verde na
concentragdo de 4000 pg/mL e uma solucdo de fluconazol na concentracdo de 64 pg/mL
foram preparadas, diluindo-se ambos em meio RPMI1640 para obtencdo das concentragdes
necessarias para a realizacdo do teste. Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL
das dilui¢cdes do extrato de propolis verde e fluconazol, e 100 pL do indculo III (conforme
item 4.1.2). A placa foi mantida a 35 °C. Os resultados foram obtidos apos 48 horas, pela

analise de leitura da placa e o teste foi realizado em triplicata.
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4.1.6. Teste de Suscetibilidade In Vitro das Nanoparticulas no Fungo C. albicans

Ao avaliar a suscetibilidade das Nanoparticulas Vazias (NV), Nanoparticulas de
Propolis (NP), Nanoparticulas de Fluconazol (NF) e Nanoparticulas Coencapsuladas (NCO),
foi utilizada uma ressuspencao dos pellets das nanoparticulas em meio RPMI. Em uma placa
de 96 pogos foram adicionados 100 pL das ressuspensoes de cada nanoparticula e 100 puL. do
indculo III (conforme item 4.1.2). A placa foi mantida a 35 °C. Os resultados foram obtidos

apos 48 horas, pela andlise de leitura da placa e o teste foi realizado em triplicata.

4.1.7. Teste Fungicida/ Fungistatico dos Compostos

Para avaliar a atividade dos compostos fluconazol e propolis verde, e das NV, NF,
NP e NCO sobre o fungo C. albicans ATCC 10231 e indicar sua propriedade de acdo
fungicida ou fungistatica, os 200 pL de amostra contida nos pogos da placa de 96 pocos do
teste de CIM, em que houve indicacdo de inibicdo do fungo, foram estriados em placas de
Petri contendo agar Sabouraud. As placas foram incubadas e mantidas a 37 °C por 48 horas.
Ao final considera-se atividade fungistatica quando ha crescimento superior a 2 colonias do
fungo e quando houver auséncia de crescimento ou limite de 2 coldnias na placa indica

atividade fungicida.

4.2.  Preparo das Nanoparticulas

4.2.1. Nanoparticulas Co-encapsuladas (NCO)

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de gelificacdo idnica de acordo
com o protocolo de Calvo et al (1997) modificado, preparando-se uma solugdo acida a 1% de
acido acético (99,8%, marca Neon) para dissolu¢do de quitosana (Grau de Desacetilagdo de
75%, marca Sigma-Aldrich) por sonicagdo, e pH ajustado para 4.7. Na solucdo de quitosana
foi adicionado, por gotejamento, sob agitacdo magnética branda de 150 rpm, ImL do
fluconazol (98% pureza, marca Sigma-Aldrich) na concentragdo de 260,7 pg/mL, ¢ mantida
em agitacdo por 5 horas, ao abrigo da luz. Adicionou-se a esta solu¢do uma preparagdo de 8
mL de solugcdo de TPP (marca Sigma-Aldrich) contendo extrato de propolis verde (doada pela
empresa Citrinitas — SP) na concentracdo de 20000 pg/mL, por gotejamento, sob agitacao
magnética branda (150 rpm) e mantida em agitacdo branda (150 rpm) por 1 hora. Foi mantida

proporcdo de 2:1, de quitosana e TPP. A solugdo foi aliquotada em tubos de 1,5mL e
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centrifugadas a 13200 rpm (Figura 4). O sobrenadante foi separado por trés centrifugacdes. A
amostra foi centrifugada duas vezes, por um periodo de 15 minutos cada, na rotacdo de 13200
pm, e a terceira vez por um periodo de 10 minutos a 13200 rpm, seguindo a separagdo do

sobrenadante e ressuspensdo do pellet formado.

Fi g o0
umnuﬂxw//}‘ Prépolis + TPE{E/
: L Dispersido de

4 4 Nanoparticulas

Figura 3 Esquematizagdo do Preparo de Nanoparticulas. Fonte: Banco de imagens (thenounsproject.com).

Legenda: Na solugdo de quitosana foi adicionado o Fluconazol, permitindo a complexagdo
por um periodo de 5 horas. Apods esse periodo adicionou-se a propolis com o agente
reticulante (TPP), permitindo agitagdo por mais um periodo de 60 minutos. Aliquotou-se em
microtubos para prosseguir com a centrifugacdo da dispersdo de nanoparticulas e separagao

dos pellets e sobrenadante.

4.3. Preparo das Nanoparticulas Vazias (NV)

A técnica usada para o preparo das nanoparticulas sem adi¢do dos compostos ativos
(NV) foi semelhante ao descrito no item 4.2.1, substituindo-se o Fluconazol e o extrato de

propolis verde por agua milli-Q.

4.4. Caracterizacido das Nanoparticulas

4.4.1. Diametro, PDI e Potencial Zeta

A caracterizagdo das nanoparticulas foi realizada quanto ao didmetro e Indice de

Polidispersao (PDI) pela técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), e para obtencao
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do potencial zeta foi realizada técnica de Espalhamento de Luz Eletroforético, ambas no

equipamento Zetasizer.

4.4.2. Morfologia das Nanoparticulas

As nanoparticulas foram analisadas no Laboratorio de Microscopia — LABMIC UFG,
por meio de microscopia eletronica de varredura utilizando microscopio eletrdnico de
varredura (MEV), Joel, JSM -6610, Thermo Scientific NSS Spectral Imaging. As amostras
foram preparadas e uma gota da suspensdo foi gotejada sobre lamina e realizado um preparo
utilizando sistema para deposigdo de filmes de ouro, Dantum Vacuum, Desk V, equipado com

acessorio de carbono.

4.5. Eficiéncia de Associacdo dos Compostos na Nanoparticula

4.5.1. Analise Espectrofotométrica UV-Visivel e Linearidade

As concentragdes dos compostos associados a nanoparticula foram determinadas por
quantificagdo do Fluconazol, extrato de propolis verde e diluicdo do padrio de quercetina
presentes no sobrenadante apds centrifugar a dispersdo de nanoparticulas. A quantifica¢do dos
compostos foi realizada inicialmente por espectrofotometria no ultravioleta e os
comprimentos de onda utilizados foram escolhidos mediante andlise de varredura no
espectrofotometro Varian Cary 50Bio detectando o espectro de absor¢do maxima de cada
composto.

A partir dos dados de varredura espectrofotométrica, a curva de linearidade padrao
foi preparada utilizando dilui¢des de uma solug¢do de fluconazol nas concentragdes 100, 85,
70, 55, 40, 25, 10, 5 e 2,5 pug/mL. Para propolis verde nas concentragdes de 100, 85, 65,2,
43,5, 21,7, 10, 5, 2,5 pg/mL, e para padrdo de Quercetina nas concentracdes de 12,5, 10, 7.5,
5, 2,5, 1 pg/mL (Figura 5) ambas diluidas em sobrenadante de nanoparticula sem a adi¢ao dos

compostos ativos. As analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 4 Dilui¢do do padrio de Quercetina para construgdo da curva de linearidade padrao.

As médias das absorbancias de cada concentracdo foram plotadas no eixo das
ordenadas e as concentragdes correspondentes nas abscissas. A curva foi plotada no programa
Origin Pro 8.0. A equacgdo da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados, de acordo
com a equagao 1:

Equacdo 1
y=ax+b
Onde a ¢ a inclinacdo da reta em relag@o ao eixo e b ¢ a intersecdo da reta com o eixo y.
As concentracdes das amostras foram determinadas a partir das equacdes da reta

obtidas e a concentragdo do composto foi substituida na Equacao 5, conforme item 4.5.3.

4.5.2. Desenvolvimento e Validacao do Método de Quantificacado do Fluconazol e

Propolis verde por CLAE

As analises foram conduzidas utilizando um equipamento de sistema cromatografico
da marca Waters, modelo HPLC Alliance com modulo de separagdo €2695, detector de
arranjo de diodo (DAD) 2998 e software Empower 2.0. As separacdes cromatograficas foram
realizadas utilizando uma coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 de fase reversa (250 mm x 4,6
mm, S5pm). A fase movel com composicao de acetonitrila, metanol, e agua ultrapura (Milli-Q)
acidificada com &cido acético a 5%, foi previamente filtrada em membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) de 0,45um e desgaseificada usando banho ultrassonico. A fase movel
foi utilizada em modo de eluicdo gradiente e vazdo de ImL/min por 45 minutos, e deteccdo a
26Inm e 300nm. O volume de injecdo foi de 20pL, e as andlises foram realizadas na
temperatura de 25°C. O Quadro 1 resume as condi¢cdes cromatograficas que foram testadas

para a escolha do método de analise.
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Quadro 1- Condigoes Cromatograficas Testadas para o Desenvolvimento do Método de
Analise em CLAE para Quantificacdo de Fluconazol de Propolis Verde

N° Composicao da Fase Mével Proporcao da Fase Mével Vazao
1 Metanol:Acetonitrila:Agua 40’ 50:48:2 ImL/min
) Metanol:Acetonitrila: Agua+Acid0 0’ 30:10:60; 10’ 45:15:40; 20” 55:20:25; 0.8mL/min
Acético 0,3% 257 65:25:10; 40° 0:100:0; 50°0:100:0 ’
3 Metanol: Acetonitrila:Tampao Fosfato 0’ 30:10:60; 10° 45:15:40; 20’ 55:20:25; 0.8mL/min
pH 3,0 25’ 65:25:10; 40° 0:100:0; 50°0:100:0 ’
4 Metanol:Acetonitrila: Agua+Acido 0’ 20:70:10; 10’ 65:15:20; 20° 10:60:30; 0.8mL/min
Acético 0,5% 25’ 60:20:20; 40 25:55:20; 50° 30:60:10 ’
[ o . 0’ 25:75; 10° 40:60; 20’ 50:50; 25 70:30; .
. A 0 2 b 9 9
5 Metanol:Agua+Acido Acético 1% 40" 100:0: 50°100:0 ImL/min
[ L . 0’ 25:75; 10° 40:60; 20’ 50:50; 25 70:30; .
. A 0 2 b b 9
6 Metanol:Agua+Acido Acético 1% 40" 100:0: 50°100:0 ImL/min
7 Metanol: Acetonitrila: Agua+Acid0 0’ 15:5:80; 10°30:10:60; 20’ 50:15:35; 25° lmL/min
Acético 5% 65:15:20; 40° 70:20:10; 45° 70:20:10

Legenda: N — niimero de métodos. * Pardmetro avaliado.

4.5.2.1 Dados de Conformidade do Sistema

O sistema cromatografico deve ser avaliado quanto a sua capacidade de fornecer
resultados reprodutiveis. Esta avaliacdo ¢ realizada antes de se iniciar as analises de validagdo
para verificar por meio de um conjunto de parametros, com limites recomendados (Quadro 2),

que o equipamento utilizado garante resultados exatos e precisos (Ribani et al; 2004).

Quadro 2 - Parametros de Conformidade do Sistema Cromatografico

Parametro Recomendacao

O pico deve estar bem separado de outros picos e do pico
correspondente ao tempo de retengcdo de um composto ndo
retido (tm), k>2.

Fator de retengao (k)

Repetitividade (RSD) RSD <1% para n>5.

Resolugdo (Rs) Rs > 2 entre o pico de interesse e o interferente potencial
mais proximo.

Fator de cauda (TF) TF<2

Numero de pratos teoricos da | Em geral deve ser > 2000.

coluna (N)
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Fonte: Adaptado de Ribani et al/; 2004.

4.5.2.2 Validacao do Método Analitico

A validagdo foi realizada conforme RDC n°166 de 24 de julho de 2017.

4.5.2.3 Seletividade

A seletividade foi avaliada por meio da identificacdo do Fluconazol e da propolis na
amostra de sobrenadante da nanoparticula co-encapsulada comparando os tempos de retengdo
e o espectro de absor¢do UV (190 a 400nm) dos picos obtidos. Os cromatogramas dos
diluentes como sobrenadante de NV, metanol e agua, foram verificados para avaliar possiveis

picos interferentes nas analises.

4.5.2.4 Linearidade

Na construg@o da curva de linearidade padrdo no CLAE, foram preparadas diluigdes
de uma solu¢do de Fluconazol nas concentragdes 1,5, 3, 5, 10, 20, 30 ¢ 40 ug/mL em
sobrenadante de NV. As solucdes diluidas foram filtradas em membrana de 0,22 um e
injetadas no cromatdgrafo. As andlises foram realizadas em triplicata. As médias das areas de
cada concentracdo foram plotadas no eixo das ordenadas e as concentragdes correspondentes
nas abscissas. A equacdo da reta foi obtida conforme item 4.5.1. Os resultados dos testes
foram tratados com o auxilio do software Statistic, realizando-se os testes de significancia da
regressao, por analise de ANOVA. Todos os resultados foram calculados com intervalo de

confianca de 95%.

4.5.2.5 Limite de Deteccio e Quantificacao

Os limites de detec¢do e de quantificagdo foram calculados utilizando dados da
equacdo da curva, substituindo nas equagdes 2 e 3:
Equacdo 2

LD = 3,3xDPa
IC

Equagao 3

LQ = 10+* DPa
IC
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Onde DPa ¢ o Desvio padrao do intercepto com o eixo Y da curva de calibracao e IC
representa a Inclinacdo da curva de calibracdo. LD ¢é o Limite de Detec¢do e LQ ¢ o limite de

Quantificacgao.

4.5.2.6 Precisdao (Repetibilidade e Precisao Intermediaria)

O parametro de precisdo avalia a repetibilidade e a precisdo intermediaria. A
avaliag@o da repetibilidade foi realizada pela determinacdo da concentragdo de trés pontos da
curva analitica: nivel baixo (18,2pg/mL), nivel médio (22,6 ng/mL) e nivel alto (27,2 pg/mL).
A precisdo intermediaria foi realizada alterando o analista e o dia da analise, seguindo com o
preparo das amostras de forma idéntica as condi¢des anteriores. As solucdes foram filtradas
em membrana de 0,22 um e injetadas, em triplicata, no cromatdgrafo. Os parametros foram

estabelecidos por meio do coeficiente de variagao (CV).

4.5.2.7 Exatidao

No parametro de exatiddo adicionou-se quantidade conhecida (concentracdo
equivalente a 10 pg/mL) do padrdo de fluconazol as solu¢des da amostra em trés niveis de
concentracgdo diferentes. O valor da exatiddo, em porcentagem, foi obtido pela relagdo entre a
concentracdo do padrido adicionado na amostra e a concentragdo do padrdo antes da adicdo,
conforme equacdo 4:

Equacdo 4

Amostra + padrao fluconazol) — (Padréo fluconazol
Exatidio = 100 x padrao / )~ ( f )]

[Padrdo fluconazol]

4.5.2.8 Robustez

A robustez foi avaliada variando-se os pardmetros de: fluxo (de ImL/min para
0,8mL/min ¢ 0,9mL/min), temperatura (alterada de 25 °C para 26 °C e¢ 27 °C) e coluna
(Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6mm x 250 mm, 5 pm), alterada para a coluna Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 pm)). Calculou-se o CV entre as areas dos picos do

Fluconazol em cada alteragdo em relacdo a area do método original.

4.5.2.9 Efeito Matriz

Para o efeito matriz construiu-se duas curvas para avaliar o paralelismo existente.
Cinco solugdes de fluconazol nas concentracdes de 5, 10, 20, 30 ¢ 40 pg/mL diluidas em
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sobrenadante de NV foram avaliadas, juntamente com amostras de 80%, 90%, 100%, 110% e
120% de concentragdo. As solugdes foram filtradas em membrana de 0,22 pm e injetadas, em

triplicata, no cromatografo. Foi realizada analise estatistica de avaliacdo de F (ANOVA).

4.5.3. Eficiéncia de Encapsulacio das Nanoparticulas

As concentragdes dos compostos associados a nanoparticula foram determinadas por
quantificagdo do Fluconazol e extrato de propolis verde presentes no sobrenadante da
nanoparticula. A concentragdo da amostra foi determinada a partir da equagdo da reta,
conforme descrito no item 4.5.1, obtida da curva de linearidade e substituida na equagéo 5:
Equacdo 5

A= QT (valor total)— QX (valor quantificado)
’ QT (valor total)

E x 100

Onde, a % da eficiéncia de associacdo (E.A.) representa a porcentagem de composto
retido as nanoparticulas, QT representa a massa de composto adicionada inicialmente para se
obter as nanoparticulas e QX representa o valor analisado no equipamento CLAE.

A quantificacdo dos compostos foi realizada inicialmente por espectrofotometria no
ultravioleta a 261nm e 300nm para o Fluconazol e¢ a propolis verde, respectivamente.

Posteriormente o método de quantificacdo foi alterado para doseamento em CLAE.

4.6. Teste de Liberacao In Vitro

As nanoparticulas foram preparadas conforme item 4.2 alterando sua ressuspensao
do pellet de agua ultrapura para solugdo salina 0,85% e pH 4.1. O sobrenadante apos preparo
das nanoparticulas foi analisado conforme item 4.5.3. Os pellets ressuspendidos em solugao
salina 0,85% e armazenados em tubos falcon de 50mL. Os tubos foram colocados em uma
estufa agitadora com programagdo de temperatura a 37 °C, velocidade de 70 rpm. Para
analise, de cada tubo falcon foram retirados 4,5mL, colocados em tubos de 1,5 mL. As
amostras foram centrifugadas duas vezes, por um periodo de 15 minutos cada, na rotagdo de
13200 rpm, ¢ a terceira vez por um periodo de 10 minutos a 13200 rpm, seguindo a separa¢do
do sobrenadante e ressuspensdo do pellet formado. Os sobrenadantes foram reservados para
analise de eficiéncia de encapsulagdo e os pellets foram ressuspendidos em solugdo salina
0,85% e retornados para os tubos falcon iniciais. Os sobrenadantes foram analisados por 24

horas, 48 horas, 72 horas ¢ 96 horas.
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4.7. Analise de Citotoxicidade

4.7.1. Teste de Hemolise

O teste de hemolise foi realizado com a finalidade de determinar a capacidade
hemolitica das nanoparticulas de quitosana, nanoparticulas de quitosana encapsulando o
Fluconazol, nanoparticulas de quitosana encapsulando a propolis e nanoparticulas de
quitosana coencapsulando o Fluconazol e propolis.

Para a preparacdo, 1,5mL de sangue humano foram coletados em tubo tratado com
EDTA. O sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 8 minutos e o sobrenadante descartado. Os
eritrocitos foram lavados 3 vezes com PBS 1X e diluidas em PBS na propor¢do de 3:11 (v/v).
Adicionar as placas de 96 pocos com fundo em V 10pL da dilui¢do de células. Para cada pogo
adicionar 90uL de agua destilada (controle positivo), PBS 1X (Controle Negativo),
Nanoparticula de Quitosana, Nanoparticula de Quitosana encapsulando o Fluconazol,
Nanoparticula de Quitosana encapsulando a Propolis, Nanoparticula de Quitosana
Coencapsulando o Fluconazol e Propolis, Propolis Livre na concentragdo de 8mg/mL,
Fluconazol Livre na Concentragdo de 30ug/mL, Solucdo de Propolis e Fluconazol, todos
ressuspendidos e diluidos em PBS e realizados em triplicata.

Incubar as placas por 30 minutos a 37 °C e entdo centrifugar a 2000 rpm a 10
minutos. Coletar o sobrenadante e manter o mesmo em repouso por 30 minutos a temperatura
ambiente para verificar a oxidacdo da hemoglobina e transferir para placas de 96 pogos para
determinar a absorbancia a 545nm.

A porcentagem de hemolise foi calculada de acordo com a equagao 6:

Equagio 6

Wl = Abs Amostra — Controle Negativo 100
o Abs Controle Positivo x

4.7.2. Teste de Citotoxicidade usando como modelo Galleria mellonella

Para o teste de citotoxicidade foi utilizado o modelo in vivo com larvas de G.
mellonella. As larvas foram selecionadas de acordo com peso, 175 + 40mg, e coloracdo mais
clara. As larvas foram separadas em 10 grupos com um # de 10 larvas. Foram testadas as
concentragdes de uso dos compostos e a agua ultrapura foi utilizada como diluente e veiculo.
Foram injetados 10uL da solugdo através da ultima pro-perna esquerda utilizando uma seringa

Hamilton de 10pL. Trés controles foram utilizados para testar as condi¢des utilizadas:
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controle negativo (Larvas sem injecdo), controle do veiculo (Larvas com injecdo de agua
ultrapura), controle positivo (Larvas com injecdo de DMSO), e foram testados os compostos
livres (propolis e Fluconazol) e as nanoparticulas nas concentragdes de uso.

As larvas foram mantidas em potes de vidro com entrada de ar e providas de cera de
abelha e polen ad libitum em temperatura de 35 °C. A viabilidade das larvas foi avaliada por
24,48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Observando-se o comportamento larval com estimulos,

motilidade e alteragdo de cor.

4.8. Teste In Vivo em modelo Murino

A eficacia terapéutica das nanoparticulas foi avaliada a partir de ensaio in vivo
utilizando modelo murino, a partir do protocolo aprovado pelo Comité de Etica de Uso
Animal sob niimero 095-18. Este modelo tem sido utilizada para mimetizar a infeccdo ativa
em seres humanos, sendo este eficiente para avaliar o tratamento de farmacos para esta
infeccdo (Yano & Fidel, 2011). Foram utilizados camundongos fémeas, da linhagem Balb/c,
com idade entre 6 a 8 semanas, mantidos sob condi¢des de luminosidade com acesso a dieta
padrao para camundongos do biotério do IPTSP com éagua ad libitum. As técnicas utilizadas
para a infeccdo, manuseio durante os tratamentos e sacrificios seguiram as normas éticas de
manuseio de animais.

O método de infecgdo foi baseado no protocolo descrito por Yano & Fidel, (2011).
Nas 72 horas anteriores a aplicagdo do indculo, os animais receberam uma dose de 100uL de
valerato de estradiol (1mg/mL), diluido em 6leo de ricino por via subcutanea, para induzir um
estado pseudoestro e uma infeccdo vaginal persistente no camundongo. Este procedimento foi
repetido semanalmente até o término do experimento.

O fungo C. albicans, ATCC 10231, foi repicado em agar sabouraud e incubado a 37
°C por 24 horas, Suas células leveduriformes foram contadas em cimara de Neubauer e a
viabilidade conferida por azul de tripan e a concentragdo do indculo foi ajustada para 7,5x10’
leveduras/mL. A infec¢do foi realizada pela inoculagdo com auxilio de uma pipeta,
inoculando 20uL da suspensdo fungica por via vaginal. Os camundongos foram mantidos
com a calda suspendida por 30 segundos apos a inoculagao.

O controle da infecgdo foi realizado 48 horas apds a administragdo do indculo, com a
adi¢cdo de PBS em lavagem vaginal, e em seguida inoculado em agar sabouraud, incubado por

37 °C e a verificacdo do crescimento fingico realizada apds 24 horas.
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Foram utilizados sete grupos de tratamento com n= 5: (i) Controle Negativo, (ii)
Controle Positivo, (iii)) Controle de Miconazol, (iv) Nanoparticulas de Quitosana, (v)
Nanoparticulas de Quitosana encapsulando Propolis, (vi) Nanoparticulas de Quitosana
encapsulando Fluconazol, (vii) Nanoparticulas de Quitosana coencapsulando Propolis e
Fluconazol. O tratamento teve inicio, 48 horas apos a infec¢do e foi continuado por 7 dias
seguidos, através da administragdo de 20pL de cada um dos compostos do tratamento por via
vaginal. Apds o término dos tratamentos os animais foram eutanasiados pelo método de

deslocamento cervical.

4.8.1. Analise de Carga Fungica

Apoés a eutandsia, os tecidos vaginais dos camundongos foram extraidos de forma
asséptica em cabine de seguranca bioldgica e cortados de forma longitudinal para realizar a
analise de recuperacdo de carga fungica e andlise histopatologica, seguido de pesagem de
cada parte do tecido cortado. Os tecidos foram macerados, utilizando macerador individual
para cada grupo, em 1 mL de PBS 1x. O material proveniente da maceracdo foi inoculado em
placa de Petri contendo agar Sabouraud contendo antibiotico e incubado a 37 °C por 24, 48,
72, 96, 120 horas. Os resultados foram expressos por média = DP da contagem das coldnias

obtidas para cada grupo.

4.8.2. Analise Histopatologica

As amostras de tecido vaginal foram armazenadas em formol tamponado 10% nas
primeiras 24 horas, transferindo-se as amostras para alcool 70% até o momento da preparagao
dos cortes histologicos. Foram realizados cortes longitudinais nos tecidos vaginais, e estes
foram submetidos a andlise histopatologica. Apods identificacdo dos tecidos, os mesmos siao
submetidos a uma bateria de ensaios no equipamento AUTOTEC com ciclos de imersdao em
alcool, xilol e parafina. Apos a solidificagdo do material embebido em parafina permitir cortes
histologicos de 1,05 micras com auxilio de micrétomo, seguindo de confec¢do da lamina. A
coloracdo utilizada para diferenciagdo de nucleo e citoplasma foi de Hematoxilina-Eosina e
para marcacdo do fungo Candida albicans utilizou-se a coloragdo de Acido periodico de

Schiff (PAS).
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4.9. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey para comparagdo entre os resultados (p<0,05)*.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaio de Atividade Antifingica In Vitro

5.1.1. Teste de Suscetibilidade do Fluconazol, determinacio do Efeito do Extrato de

Propolis verde e Suscetibilidade de Nanoparticulas no Fungo Candida albicans

O numero de concentragdes testadas abrangeu os breakpoints e os esperados para as
cepas de controle de qualidade segundo o CLSI M27A2, que para o Fluconazol ¢ preconizada
a faixa entre 0,125 e 64 pg/mL. Para avaliar a faixa de concentragdo do efeito inibitorio da
propolis verde sobre o fungo foram testadas concentracdes ja descritas em Ong et al (2017),
utilizando assim a concentragdo entre 1,95 e 4000 pg/mL.

Os compostos livres: Propolis verde na concentragdo de 20.000 pg/mL apresentou
efeito inibitério na concentracdo de 1250 ug/mL e Fluconazol (32 pg/mL) apresentou CIM
em 1 pg/mL (Tabela 1). O teste de sinergismo entre Fluconazol e extrato de propolis verde foi
realizado unindo-se os compostos nas concentracdes avaliadas anteriormente. Neste teste, 0s
resultados do sinergismo para Fluconazol na concentracdo de 64 pg/mL e propolis verde na
concentracdo de 4000 pg/mL foram de 254 pg/mL, resultado alcangado a partir da soma de
concentragdes dos compostos.

A suscetibilidade das nanoparticulas sobre o fungo C. albicans foi realizada testando
as nanoparticulas vazias, NP, NF ¢ NCOda propolis verde e o Fluconazol. Os compostos
livres foram testados isoladamente em concentracdes diferentes das anteriormente testadas,

avaliando-se as concentragdes adicionadas na solugdo total de nanoparticulas.

Tabela 1- Suscetibilidade antifungica e efeito fungistatico/fungicida

Contagem Fungica

Grupo (pg}rl:l/lL) p Cap a%ijzgiesglsir::iicida/ de Pocos com CIM P
(UFC/200pL)
Fluconazol 1 0,79 Fungistatico 37 0,99

Propolis 1250 Fungistatico 133
Fluconazol +Propolis 254 Fungistatico 122
NV 1300 Fungistatico 200
NP 152,18 Fungistatico 188
NF 3,07 Fungistatico 138
NCO 158,3 Fungistatico 178

39



Legenda: Suscetibilidade antifiungica dos compostos e sua capacidade de efeito fungicida ou
fungistatico sobre o fungo C. albicans. Resultados sdo representativos de trés analises
independentes em triplicata.

Nas nanoparticulas, melhores resultados foram verificados para NF, com CIM de
3,07ug/mL. Nanoparticulas de propolis verde em sua totalidade foi eficaz em 152,18ug/mL
(Tabela 1) e em flavonoides totais, 22,7ug/mL (Dados ndo mostrados). Nanoparticulas
provenientes da co-encapsulagdo, a CIM foi de 158,3ug/mL (Tabela 1) considerando a
propolis verde total com Fluconazol e 28,82ug/mL para flavonoéides totais e fluconazol. Os
controles, positivo e negativo, apresentaram resultados satisfatdrios, com crescimento
caracteristico no controle positivo e auséncia de crescimento, no controle negativo (dados nao
mostrados).

Os resultados do teste fungicida/ fungistatico dos compostos livres ¢ das
nanoparticulas com a cepa C. albicans ATCC 10231 demonstraram que ambos 0os compostos
possuem caracteristica fungistatica nas concentracdes em que houve a inibicdo do fungo.
Ap6s plaquear o indculo dos pocos em que ndo houve crescimento fungico houve crescimento
de média em 37 UFC/200uL para fluconazol, 133 UFC/200uL para propolis verde, 122
UFC/200pL para o sinergismo entre propolis e fluconazol. Nos pocos com nanoparticulas,
para NV houve crescimento médio de 200 UFC/200pL, NP 188 UFC/200uL, NF 138
UFC/200uL e NCO 178 UFC/200uL.

5.2. Caracterizacio das Nanoparticulas

O método de gelificacdo ionica foi empregado utilizando variadas proporcdes de
quitosana e TPP. Estas diferencas foram avaliadas, na tentativa de se obter nanoparticulas que
atendessem aos critérios fisico-quimicos como menor tamanho e PDI.

Nas tabelas a seguir estdo mostrados os dados resultantes da caracterizacdo das
nanoparticulas contendo o extrato de propolis verde (Tabela 2) e nanoparticulas contendo o

fluconazol (Tabela 3).
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Tabela 2 - Proporg¢des das Solugdes de Quitosana e TPP para Analise de Formagdo das NP

Propor¢do Didametro (nm) PDI Eficiéncia de Associagdo
Quitosana:TPP (%)
1:1 1488+68 0,157+0,003 0
2:1 346,5+31,1 0,220+0,008 45,6
3:1 288,8+11,2 0,250+0,03 57,9
4:1 516,3+2,3 0,615+0,013 55,6
5:2 443,545,4 0,477+0,023 21,3

Legenda: Resultados sdo representativos de média + desvio padrdo, de trés analises

independentes em triplicata.

A NP verde apresentou melhores resultados quando preparada na proporcao de 3:1,
demonstrando tamanho inferior a 300nm e PDI menor que 0,3. Nesta propor¢ao a eficiéncia
de associagdo também foi maior, em comparacdo as demais. No entanto, para a NF, a
proporcao 2:1 indicou caracteristicas mais adequadas, com tamanho inferior a 400nm, PDI
menor que 0,3 e eficiéncia de encapsulagdo de 40%. Visando uma nanoparticula apta para
administracdo em mucosas, em que um didmetro inferior a 400nm, unido a um PDI baixo,
com quantidade suficiente de fArmaco na concentracao ativa, foram satisfatorios, escolheu-se
assim a propor¢ao 2:1 para uso. Essa propor¢do apresentou uma caracterizagdo melhor em
nanoparticulas de fluconazol, mas nas nanoparticulas de propolis verde os dados ndo foram

diferentes.

Tabela 3 - Proporcdes das Solugdes de Quitosana e TPP para Analise de Formagdo das NF

Propor¢do Eficiéncia de
Didmetro (nm) PDI
Quitosana:TPP Associagdo (%)
1:1 261,3+1,4 0,451+0,004 0
2:1 383,1+4,9 0,211+0,011 40
3:1 480,7+9,2 0,449+0,008 31,2
4:1 421,340,6 0,354+0,046 9,7
5:2 765,3+14,7 0,343+0,014 32

Legenda: Resultados sdo representativos de média + desvio padrio, de trés analises

independentes em triplicata.
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Os resultados de caracterizagdo em tamanho, PDI e eficiéncia de associacdo das
nanoparticulas de extrato de propolis verde e fluconazol contribuiram para definir qual a
melhor proporcao de quitosana e TPP a ser utilizada no desenvolvimento de nanoparticulas de
co-encapsulagdo. A partir dos dados satisfatorios encontrados em ambas formulagdes de 2:1
com tamanho inferior a 400nm, PDI menor que 0,3 e eficiéncia de associagdo de
aproximadamente 40%, seguiu-se com o preparo das nanoparticulas co-encapsuladas, com

resultados demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valor correspondente ao Tamanho, PDI, Potencial Zeta e Eficiéncia de Associagdo da NV e NCO na

Proporgdo escolhida de 2:1 de Quitosana e TPP, respectivamente.

Diametro Potencial Zeta Eficiéncia de Associagdo (%)
Nanoparticula PDI
(nm) (mV) Fluconazol  Prépolis  Flavonoides
NV 394,0+7 0,356+0,006 - NA NA NA
NCO 316,5+¢14,7  0,391+0,004 37,4+0,3 38,3 45,6 5,23

Legenda: Resultados sdo representativos de média + desvio padrio, de trés andlises

independentes em triplicata.

Figura 5 Dispersao de Nanoparticulas apds preparo na proporg¢ao 2:1. NV e NCO.

As NCO foram preparadas na propor¢do 2:1 (polimero e agente reticulante) e sua
caracterizagdo demonstrou um diametro médio de 316,5nm e PDI 0,39. O potencial Zeta da
particula € positivo em 37,4mV. A eficiéncia de associa¢do para o fluconazol foi de 38,3% e
para a encapsulagdo da propolis verde em extrato total foi de 45,6% e flavonodides totais de
5,23%.
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5.3. Morfologia das Nanoparticulas Determinada por Microscopia Eletrénica de

Varredura (MEV)

A partir das imagens obtidas por MEV das nanoparticulas vazias (Figura 7 A) e co-
encapsulada (Figura 7 B) ¢ possivel atribuir morfologia irregular, opaca e tamanho
aproximado de 400nm, sendo resultados reprodutiveis as analises realizadas pela técnica de

DLS.

SEI  TkV X45,000 0,5um  — SEl  7kV %20,000 um = e—
Nano Vazia - LabMic - UFG Nano Encapsulada 1- LabMic - UFG

Figura 6 Fotomicrografias obtidas por MEV das NV e NCO

Legenda: Fotomicroscopias de Nanoparticulas mostrando em A) NV e B), C) e D) NCO.
Aumento de x45.000, SEI 7Kv 1um de didmetro.
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5.4. Determinacido do Comprimento de Onda de Maxima Absor¢ao para o Fluconazol

e Propolis verde por Espectrofotometria UV-Vis

5.4.1. Varredura Espectrofotométrica UV-Vis do Fluconazol

A varredura da solugdo de fluconazol diluido em metanol e agua na proporgdo de 1:1
na concentracdo de 100 pg/mL apresentou dois picos de absor¢do maxima, um deles em
210nm e o outro em 26 1nm, conforme observado na Figura 8. Dentre os resultados obtidos, o
comprimento de onda de 261lnm foi selecionado para as analises de leitura no
espectrofotometro UV-Vis para a quantificacdo, isso se explica porque em comprimentos de

onda proximos a 200nm quase todas as moléculas orgénicas tendem a absorver a luz visivel.

0.8
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0,4

0,21
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T T T T T
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 7 Espectro de absor¢do em espectrofotometria UV Vis de uma solugao de Fluconazol na concentragio de
20 pg/mL diluido em metanol e agua na proporgédo 1:1

5.4.2. Varredura Espectrofotométrica UV-Vis do Extrato de Propolis verde

A varredura da solug@o de extrato de propolis diluido em metanol na concentragao de

50 ug/mL apresentou pico de absor¢do maxima em 300nm, conforme mostra a Figura 9.
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Figura 8 Espectro de absor¢@o em espectrofotometria UV Vis de uma solugdo de propolis verde na concentragdo
de 50 pg/mL diluido em metanol.

Para flavonoides totais, o padrdo de quercetina foi lido em espectrofotdmetro
em um comprimento de onda de 420nm, conforme descrito na metodologia de Woisky &

Salatino (1998).

5.5. Eficiéncia de Associacio

Para verificar a eficiéncia de associacdo dos compostos nas nanoparticulas, foram
realizadas analises espectrofotométricas UV-Vis dos compostos livres para a elaboracdo das
curvas de linearidade e consequente obtencdo das equacdes da reta. Curvas foram realizadas
para cada composto separadamente, como pode ser observado nas Figuras 11, 12 e 13.

Foram realizadas as quantificagdes da propolis e do Fluconazol nas nanoparticulas
para avaliar o rendimento da co-encapsulagdo dos compostos. No entanto, quando ocorreu a
interacdo entre o Fluconazol e a propolis ndo foi possivel determinar um valor de absorbancia
na leitura espectrofotométrica UV-Vis para o Fluconazol, gerando uma absorbancia muito
parecida com o padrdo encontrado na propolis verde. Diante disso, diversas analises
espectrofotométricas e de cromatografia liquida foram realizadas para entender o processo
envolvido durante a interagdo dos ativos.

Andlises cromatograficas por CLAE foram realizadas para verificar o perfil dos
compostos no sobrenadante da amostra de NCO. A partir dessas corridas verificou-se que
fluconazol e a propolis possuem o mesmo tempo de retencdo (Figura 10), e sio compostos de
estrutura molecular parecida, em que qualquer alteracdo realizada para modificar um ativo se

aplicava também ao outro.
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Figura 9 Perfis cromatograficos 2D a 261nm da propolis verde, Fluconazol e sobrenadante da nanoparticula co-
encapsulada

Legenda: A. Cromatograma de propolis verde a 261nm; B. Cromatograma de Fluconazol a
261nm; C. Cromatograma de sobrenadante da NCO.

Foi estabelecido um método de analise cromatografica para separar os picos co-
eluidos, alcancando com sucesso a validacdo do fluconazol na amostra de sobrenadante da
nanoparticula co-encapsulada, conseguindo-se quantificar de forma indireta por meio dessas
analises o teor de Fluconazol presente no interior da nanoparticula co-encapsulada.
Dificuldades foram encontradas na quantificagdo dos compostos da propolis verde, 13
padrdes flavonodides foram pesquisados na tentativa de identificagdo dos picos de compostos
majoritarios para a quantifica¢do, no entanto, ndo houve sucesso na identificagdo. Assim, para
construcdo da curva de linearidade de Propolis verde foi necessaria a quantificagdo de
flavonoides totais a partir de padrdes com o composto quercetina, conforme metodologia de

Woisky & Salatino (1998).

5.5.1. Curva de Linearidade por Espectrofotometro UV-Vis

5.5.1.1 Curva de Linearidade Padrao do Fluconazol

A partir da leitura espectrofotométrica de nove dilui¢des, foi construida a curva de
linearidade para o Fluconazol. Para a nanoparticula de quitosana contendo Fluconazol foi

possivel avaliar a eficiéncia de associa¢do, com maior quantificacdo por 40%.
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Figura 10 Curva Analitica do Fluconazol em pg/mL. Equagdo 6: y = 0,005x+0,005. R2 = 0,998.

5.5.1.2 Curva de Linearidade Padrio do Extrato de Propolis verde e Padrio de

Quercetina

Apobs a leitura espectrofotométrica, os dados de absorbancia foram plotados em
grafico gerando a equacgdo para quantificacdo do extrato no interior da nanoparticula. Para a
nanoparticula de quitosana contendo propolis livre, a eficiéncia de associacdo foi igual a

45,6%.
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Figura 11 Curva Analitica da Propolis verde em pg/mL. Equagéo 7: y=0,008x-0,037. R2 = 0,990.

Como visto anteriormente, na NCOdos compostos Propolis verde e Fluconazol, ndo é
possivel realizar a quantificacdo da Propolis por espectrofotometro ¢ no CLAE ndo
encontramos padrdo especifico para a mesma. Uma curva de Linearidade padrdo com

quercetina para a quantifica¢do de flavonoides totais foi realizada.
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Figura 12 Curva Analitica do Padrao de Quercetina em pg/mL. Equagdo 7: y=0,0767x-0,0036. R2 = 0,996.

5.5.2. Desenvolvimento e Validacdo do Método de Quantificacio do Fluconazol por

CLAE

O desenvolvimento do método de validacdo por CLAE foi realizado para
quantificagdo do Fluconazol no sobrenadante da nanoparticula co-encapsulada.

No sobrenadante da nanoparticula co-encapsulada, utilizada como amostra para a
validac¢@o e que continham os compostos Fluconazol e propolis verde, somente o Fluconazol

foi validado, que se explica pela ndo identificacdo de padrao majoritario para a propolis verde.

5.5.2.1 Conformidade do Sistema

Para verificar se o equipamento estd gerando resultados de qualidade, e se estes sdo
exatos e precisos, critérios de adequagdo do sistema foram analisados. Como descrito na
Tabela 5, os critérios para adequagdo do sistema avaliados de acordo com FDA foram fator de
retengdo, resolucdo, fator de cauda e numero de pratos tedricos, ¢ mostraram que o método ¢é

adequado para a analise do composto fluconazol na amostra de sobrenadante da NCO.

Tabela 5 - Condigdes de separagdo para o pardmetro de conformidade do sistema

Conformidade do Sistema

Fator de Resolugdo  Fator de Cauda  Numero de Pratos
Retencao (k) (RSD) (FT) Teoricos (N)
Padrao 2,36E+00 - 1,51E+00 1,24E+04

Fluconazol
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Nanop. 2,31E+00 2,00E+00 1,39E+00 6,04E+03
Coencapsulada

>2 >2 <2
Especificagdo >2000

Nas Figuras 14 e 15, os cromatogramas mostram os picos do fluconazol na

nanoparticula e do padrio avaliados, € o espectro de absor¢do maxima mostram tais

resultados.
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2 0,1(%:
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Figura 13 Espectro de absor¢do maxima do fluconazol na nanoparticula (233,5nm).

O comprimento de onda de absor¢do maxima para o Fluconazol no sobrenadante da
nanoparticula co-encapsulada foi 233,5nm no UV, no entanto o comprimento de onda de
261nm foi estabelecido para o método, pois ao avaliar o composto em 233,5nm o
cromatograma ndo apresenta os compostos da propolis no sobrenadante da nanoparticula co-

encapsulada.
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Figura 14 Perfis cromatograficos 2D a 261nm do padrdo e da amostra

Legenda: A. Cromatograma do padrdo sigma de Fluconazol com integragdo em 10,009min; B.
Cromatograma da amostra de NCO com integracdo em 9,920min. CLAE (261nm).

49



5.5.2.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da identificagdo do Fluconazol e da
propolis verde na amostra por comparagdo entre os tempos de retengdo e espectro de absorgao
ultravioleta (190 a 400nm) dos picos obtidos na amostra e no padrdo. Os cromatogramas dos
diluentes metanol e agua, e sobrenadante de nanoparticula, também foram avaliados para

verificagdo de possiveis picos interferentes dos mesmos nas analises.
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Minutes

Figura 15 Perfil cromatografico 2D a 261nm do padrdo de Fluconazol sobreposto ao cromatograma da
nanoparticula co-encapsulada.

Legenda: Azul: Cromatograma de padrio de fluconazol; Preto: Cromatograma do
sobrenadante da NCO.

Os cromatogramas, conforme Figuras 16, 17, 18 ¢ 19 demonstram que o método em
questdo ¢ capaz de medir exatamente o composto fluconazol na amostra de sobrenadante de
nanoparticulas na presenca de outros componentes, conforme estabelecido pela RDC

166/2017.
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Figura 16 Perfil cromatografico 2D a 261nm do padrao de Fluconazol sobreposto ao cromatograma da NCO, e
cromatograma do extrato de Propolis verde.

Legenda: Azul: Cromatograma de sobrenadante de NCO; Preto: Cromatograma do extrato da
Propolis verde; Verde: Cromatograma do Padrao de Fluconazol.
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Figura 17 Perfil cromatografico 2D a 261nm do diluente Metanol e Agua.

Legenda: Preto: Cromatograma do diluente (Metanol e Agua).
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Figura 18 Perfil cromatografico 2D a 26 1nm do diluente Sobrenadante da NV.

Legenda: Preto: Cromatograma do diluente (Sobrenadante da NV).

5.5.2.3 Linearidade

A curva de linearidade obtida pode ser visualizada na Figura 20. O desvio padrio
relativo entre as areas dos picos foi menor que 5% em todos os pontos da curva. Segundo a
RDC 166/2017, o coeficiente de correlacdo deve estar acima de 0,990, ¢ o método foi
considerado linear, demonstrando um coeficiente de correlagdo igual a 0,99912, e este

resultado mostra que os dados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do

composto na amostra.
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Figura 19 Curva de Linearidade do Padriao Fluconazol em pg/mL no CLAE. Equagdo 8: y = 2276,7x - 197,72.
R2=10,99912

O intervalo especificado para trabalho compreende a faixa de 1,5pg/mL a 40pg/mL.

51



5.5.2.4 Precisao

Os valores de precisdo quanto ao nivel de repetibilidade e precisdo intermediaria sao
disponibilizados nas Tabelas 6 e 7.
Conforme preconizado na RDC 166/2017 o desvio padrdo relativo para ambos o0s

testes foi menor que 5% entre as triplicatas das concentragcdes baixa, média ¢ alta.
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Tabela 6 - Valores equivalentes ao parametro de precisao ao nivel de repetibilidade

Intervalo Massa (ug/10mlL) Concentragdo teorvica (ug/ml) Area (uV*S) Concentragdo Real (ug/ml) Teor (%) Média DP  DPR
91 18,2 24165 10,70 58,80

80% 91 18,2 25367 11,23 61,70 61,45 1,60 2,62
91 18,2 25266 11,18 61,45
113 22,6 30204 13,35 59,08

100% 113 22,6 31675 13,99 61,94 61,76 1,59 2,59
113 22,6 31579 13,96 61,75
136 27,2 38178 16,86 61,97

120% 136 27,2 39297 17,35 63,77 63,68 1,01 1,59
136 27,2 39235 17,32 63,67

Legenda: Concentragdo Tedrica (Concentragdo a partir de particdo); Area (area do pico de Fluconazol); Concentragdo Real (obtida através da

curva de linearidade); Teor (% do Fluconazol na amostra); Média (média dos teores); DP (Desvio Padrdo); DPR (Desvio Padrao relativo).
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Tabela 7 - Valores equivalentes ao pardmetro de precisdo ao nivel de precisdo intermediaria

Intervalo Massa (ug) Concentragdo teorica (ug/mlL) Area (uV*S) Concentrac¢do Real (ug/mL) Teor (%)  Média DP DPR

91 18,2 24539 10,86 59,70

80% 91 18,2 25940 11,48 63,10 59,99 1,87 3,12
91 18,2 24661 10,92 59,99
113 22,6 31064 13,73 60,76

100% 113 22,6 32760 14,48 64,05 60,76 2,14 3,53
113 22,6 30684 13,56 60,02
136 27,2 38472 16,98 62,44

120% 136 27,2 38425 16,96 62,37 62,37 2,01 3,22
136 27,2 36290 16,03 58,92

Legenda: Concentragdo Teorica (Concentragdo a partir de particdo); Area (area do pico de Fluconazol); Concentracdo Real (obtida através da

curva de linearidade); Teor (% do Fluconazol na amostra); Média (média dos teores); DP (Desvio Padréo); DPR (Desvio Padréo relativo).
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5.5.2.5 Robustez

Conforme RDC 166/2017, a robustez indica a capacidade do método em resistir a pequenas variagdes das condigdes de trabalho, neste

teste alterou-se o fluxo, temperatura e coluna (Tabela 8), itens alterados conforme descrito na tabela 1 da RDC 166/2017 e todos apresentaram

resultados satisfatorios com DPR inferior a 5%.

Tabela 8 - Avaliagdo do parametro robustez considerando variagdo de fluxo da fase mdvel, temperatura e coluna em relagdo ao método original desenvolvido.

Condigao

Area (LV*S)

Média
ASC

Média entre
Parametros

DP (%)

DPR (%)

Método Original Desenvolvido

0,8 mL/min

Fluxo

0,9 mL/min

26°C

Temperatura

27°C

Coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 um)

31740
30090
30775
32111
33377
34655
32756
32115
32724
30513
29659
29978
30149
28654
30792
29797
28158
29369

30775

31925,5

32724

29978

30063,5

29369

31350,25

31749,50

30376,50

30419,25

30072,00

813,53

1378,15

563,56

503,11

994,19

2,59

4,34

1,86

1,65

3,31

Legenda: ASC (Area Sobre a Curva); DP (Desvio Padrao); DPR (Desvio Padrao Relativo).
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5.5.2.6 Exatidao

Nesta analise, a exatiddo foi verificada adicionando-se quantidades conhecidas (concentragdo equivalente a 10 pg/mL) do padrao de

Fluconazol as solu¢des da amostra em trés niveis de concentragdo diferentes 80%, 100% e 120%.

Assim, conforme na Tabela 9, os valores estdo entre 80% a 120% e os intervalos de recuperagdo foram de 95,4% a 103,4%, com média

de 98,2%, Desvio Padrdo de 0,8% e Desvio Padrdo Relativo de 0,9%.

Tabela 9 - Valores referentes ao Parametro de Exatiddo pelo Método de Recuperacdo do Padrio de Fluconazol

Intervalo  Massa (ug/10mL) Area sem Padrdo Area com Padrdo Area Concentracdo Recuperagdo Média DP DPR
Padrao Obtida Padrao
99 24965 24753 24541 10,86 100,11
80% 99 25797 24751 23705 10,50 96,73 97,41 1,79 1,83
99 25577 24726 23875 10,57 97,41
124 31914 28164 24414 10,81 99,60
100% 124 31727 27866 24005 10,63 97,94 98,21 0,89 0,90
124 31937 28005 24073 10,66 98,22
149 39811 31597 23383 10,36 95,43
120% 149 38608 31117 23626 10,46 96,41 96,41 4,34 4,50
148 39541 32446 25351 11,22 103,40

Legenda: Area com Padrdao (Area do Fluconazol no sobrenadante da NCO acrescida do padrao de Fluconazol); Area Padrao (area do pico do

padrdo na concentracdo que foi adicionada na amostra); Recuperacdo (quantidade do fluconazol na amostra de sobrenadante de nanoparticula na

amostra); DP (Desvio Padrao); DPR (Desvio Padrao Relativo).
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5.5.2.7 Limites de Deteccao e Quantificacao

Segundo a RDC 166/2017, calculou-se o desvio padrdo do intercepto com o eixo
y das trés curvas e a média da inclinacdo das mesmas, ¢ os limites de deteccdo e
quantificagdo foram calculados através das suas formulas. Os valores de deteccao foram

0,20 pg/mL e 0,62 pg/mL para quantificagao.

5.5.2.8 Efeito Matriz

Segundo a RDC 166/2017, o efeito matriz deve ser determinado por meio da
comparagdo entre os coeficientes angulares das curvas de calibracdo do padrio em
solvente e com a amostra fortificada com o padrdo. Assim, como mostra a Figura 21, o
paralelismo das retas indicou a auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz e sua
demonstragdo foi realizada com andlise estatistica com resultado de nivel de significancia

menor que 5%.

80000
70000 A
60000
S0000
40000
30000
20000

10000

0 . . : . ‘ : :
0.0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 20 Gréfico do Teste de Paralelismo

Legenda: A. Amostra fortificada com padrdo. B. Padrao.

5.6. Teste de Liberacao In Vitro

O teste de liberagdo foi realizado mimetizando o processo bioldgico in vivo com
a verificacdo por periodo programado para avaliar a porcentagem de liberagdo dos

compostos a partir do seu material particulado.
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Figura 22 Grafico do Ensaio de Liberagao de Nanoparticulas. Fornte: Programa Excel

Legenda: Grafico de Liberacdo de NP, NF e NCO, mostrando dados de liberacao em 24,
48, 72 e 96 horas.

Dados de 1° hora de analise (demonstrada como dia 0 na figura 22) demonstram
a inicializagdo da analise retirando-se todo o sobrenadante das nanoparticulas retirando-
se a porcentagem de farmaco livre no sobrenadante da nanoparticula até 1 hora apos
preparo. Foram avaliados entdo a porcentagem de liberacdo no periodo de 24, 48, 72 e 96
horas. A quantidade de liberacdo para os compostos em todas as amostras de
nanoparticulas iniciou-se em 24 horas, indicando que uma curva crescente no periodo de
até 72 horas (figura 22). No entanto, a partir de 72 horas de analise a taxa de liberacdo
alcanga estabilidade na liberagcdo dos compostos, demonstrando que sua liberacdo atingiu

um platd de liberagdo.

5.7. Analise de Citotoxicidade

5.7.1. Teste de Hemolise

O teste de hemolise foi realizado para os compostos livres e nanoparticulas de

quitosana (vazia), nanoparticulas de quitosana encapsulando o fluconazol, nanoparticulas
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de quitosana encapsulando a propolis e nanoparticulas de quitosana co-encapsulando o

fluconazol e propolis (Figuras 23 e 24).

Figura 21 Placa de 96 pogos do ensaio de hemolise apos centrifugacdo da placa em V.

Legenda: Linha A/ Colunas 1 a 3: Propolis 4mg, Linha A/Colunas 4 a 6: propolis 2mg,
Linha A/COLUNAS 7 a 9: Fluconazol, Linha A/ Coluna 1 a 12: Propolis 4 mg +
Fluconazol 32pg. Linha B/ Colunas 1 a 3: NV, Linha B/Colunas 4 a 6: NP, Linha
B/COLUNAS 7 a 9: NF, Linha B/ Coluna 1 a 12: NCO. Linha C/ Colunas 1 a 3 Controle
Positivo, Linha C/ Colunas 4 a 6: Controle Negativo. Foram realizados 3 ensaios
independentes em triplicata.

Conforme Figura 23, nos testes com propolis verde, independente da
concentracdo, foi verificada hemolise celular (formagdo de malha nos pocos), com
valores de absorbancia similares ao controle positivo, no entanto fluconazol e
nanoparticulas ndo apresentaram resultados toxicos para a célula (formagdo de botdo de

hemacias no fundo da placa).
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Figura 22 Grafico do Ensaio de Hemolise.

Legenda: Resultados s3o apresentados com média + desvio padrdo de trés ensaios
independentes em triplicata.
Nas nanoparticulas, conforme verificado na Figura 24, os resultados do teste de

hemolise demonstraram que as mesmas apresentaram viabilidade celular semelhante ao
controle negativo, o mesmo se aplica para o Fluconazol livre. Nao foi detectada
toxicidade pelo ensaio de hemolise para as nanoparticulas, diferentemente para propolis
verde livre. Resultados para a propolis verde em diferentes concentragdes apresentaram
atividade toéxica nas concentracdes de 4mg (100% de hemolise), 2mg (71,3% de
hemolise) e em sinergismo com o Fluconazol (72,2% de hemolise), dados confrontados
com o controle positivo. Para as nanoparticulas o efeito toxico ¢ minimizado. Na

nanoparticula co-encapsulada de propolis e Fluconazol, ndo houve atividade hemolitica.

5.7.2. Teste de Citotoxicidade usando como modelo Galleria mellonella

Verificages diarias foram realizadas nas larvas de G. mellonella, que foram
injetadas com compostos na concentracdo aquivalente a Img/kg, utilizando como
parametro de avaliagdo dados fisicos e comportamentais de cor, motilidade (Figura 25),

formac@o de pupa, morte ou normalidade das mesmas (Figura 26) no periodo de 7 dias.
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Figura 23 Grafico do Ensaio de Toxicidade por Galleria mellonella

Legenda: Teste de Citotoxicidade usando como modelo Galleria mellonella. N=10 larvas
testadas para cada grupo de tratamento avaliando por 7 dias o comportamento, forma e
sobrevivéncia das larvas. Dados sdo apresentados com média e + desvio padrdo de 2
experimentos independentes em triplicata.

Figura 24 Larvas de Galleria mellonella

Legenda: Imagens ilustrativas para as formas encontradas da larva. A: Larva normal; B:
Larva com alterag@o na cor. C: Larva em formacdo de pupa; D: Larva morta.

Os grupos para controle foram avaliados, conforme descrito em literatura por
outros autores (Trein et al; 2018), utilizando a injecdo de agua ultrapurificada como um
parametro negativo, juntamente com o controle sem indculo, para avaliar se a técnica de
injecdo com a agulha de Hamilton provocaria alteracdes nas amostras. O controle
positivo, utilizando o DMSO como agente toxico, na forma pura, sem dilui¢des. Todos os
resultados dos controles foram satisfatorios.

No ensaio com G. mellonella verificou-se que as nanoparticulas apresentaram
resultados condizentes com o ensaio de hemolise, conforme verificado na Figura 25, a

maioria das larvas permaneceram inalteradas (Figura 26 A). No entanto, foram
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verificadas pequenas alteracdes na cor (Figura 26 B) e motilidade para a forma
nanoencapsulada de co-encapsulacdo, NV e NF. Outros dados foram visualizados como a
formacdo de pupa antes do fim do prazo de testes (Figura 26 C). Dados compativeis a
toxicidade foram verificados em ensaios com propolis livre € no grupo de sinergismo
entre propolis e Fluconazol, demonstrando o aparecimento de mortes das larvas (Figura

26 D) e alteragdes na motilidade e cor.

5.8. Teste In Vivo em modelo Murino

5.8.1. Anailise de Carga Fungica

A andlise de carga fungica foi realizada para verificar a taxa de recuperagdo
fingica a partir de diferentes tratamentos no periodo de 7 dias. A analise de carga
fungica, conforme Figura 27, mostra a eficidcia dos tratamentos em comparagdo ao
controle positivo. Foi observado que ndo houve crescimento fingico nas amostras do
grupo ndo infectado, identificados como Controle Negativo. Grupo de infectados,
tratados com PBS, utilizados como controle positivo, apresentaram alto grau de infecgao,

com carga fungica elevada.

§
‘§§ . \ \
- B § EER

Grupos de Tratamento

Figura 25 Ensaio de Analise de Carga Fungica

Legenda: Analise da quantificagdo das Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) dos
tecidos vaginais infectados com o fungo C. albicans utilizando diferentes tratamentos.
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Dados sdo apresentados com média e + desvio padrdo de experimento em triplicata.
P<0.05 para diferencas entre controle e tratamento de nanoparticula co-encapsulada.

O tratamento com miconazol reduziu a carga fungica em aproximadamente 60%
comparado ao controle positivo. Os tratamentos realizados com as nanoparticulas
resultaram em médias de aproximadamente 50% de inibig¢do, quando comparados ao
controle positivo.

Os dados apresentados indicam que houve eficacia nos tratamentos realizados, e
nas nanoparticulas vazias e com Fluconazol apresentaram os melhores resultados.
Analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de varidncia (ANOVA), a mesma
indicou que embora haja diferenca estatistica entre o controle positivo e os tratamentos

realizados, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de tratamento.

5.8.2. Analise Histopatologica

As analises histopatologicas dos tecidos vaginais foram realizadas observando-
se 10 campos por lamina, em aumento de 400x, com verificagdes quanto as
diferenciagdes nas coloragdes de Hematoxilina-Eosina (usado para diferenciacdo tecidual
em partes basofilas e acidofilas) e PAS (identificag¢do de C. albicans).

Foram analisados 7 grupos com n igual a 5 tecidos vaginais conforme a
indicacdo de tratamento. No grupo infectado e tratado com PBS, utilizando como
controle positivo, foi verificada uma hiperplasia discreta dos fragmentos utilizados, com
presenga de raros neutrofilos e hiperceratose acentuada (Figura 28 A-HE, setas), nesta
mesma regido, a partir da coloragdo de PAS identifica as leveduras e hifas presentes no
limen tecidual, mas ndo chegam até o epitélio, ficando restritas a regido da Ceratina
(Figura 28 A-PAS, setas). No grupo ndo infectado e tratado com PBS, identificado como
controle negativo, ndo foram visualizadas evidéncias de crescimento fingico nas laminas
coradas com PAS, conforme pode ser verificado na Figura 28 B-PAS, no entanto foi
verificada a presenca de neutréfilos e microabeessos no epitélio (Figura 28 B-HE setas).

Nas andlises de fragmentos teciduais da NV (Figura 28 C-HE e C-PAS),
verificou-se raros indicios de hiperplasia, hiperceratose com neutrofilos na submucosa e
leveduras na camada cornea (setas). O tratamento com nanoparticulas de co-encapsulagao
da propolis verde e Fluconazol (Figura 28 D-HE e D-PAS), demonstrou através da

coloracdo de HE presenca de hiperplasia, hiperceratose e raros neutréfilos na submucosa
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(Figura 28 D-HE, setas) ¢ na coloracdo de PAS (Figura 28 D-PAS), leveduras foram

facilmente identificadas na camada cérnea e luz tecidual (setas).

Figura 26 Ensaio de Histopatoldogico de Tecido Vaginal

Legenda: Imagens dos fragmentos de tecido vaginal corados por Hematoxilina-Eosina
(HE) e PAS. A-HE: Tecido vaginal de camundongos infectados e tratados com PBS,
corados por HE. A-PAS: Tecido vaginal de camundongos infectados e tratados com PBS,
corados por PAS. B-HE: Tecido vaginal de camundongos ndo infectados e tratados com
PBS, corados por Hematoxilina-Eosina. B-PAS: Tecido vaginal de camundongos ndo
infectados e tratados com PBS, corados por PAS. C-HE: Tecido vaginal de camundongos

infectados e tratados com NV, corados por Hematoxilina-Eosina. C-PAS: Tecido vaginal
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de camundongos infectados e tratados com NV, corados por PAS. D-HE: Tecido vaginal
de camundongos infectados e tratados com NCO, corados por Hematoxilina-Eosina. D-
PAS: Tecido vaginal de camundongos infectados e tratados com nanoparticula co-
encapsulada, corados por PAS. E-HE: Tecido vaginal de camundongos infectados e
tratados com miconazol, corados por Hematoxilina-Eosina. F-HE: Tecido vaginal de
camundongos infectados e tratados com NF, corados por Hematoxilina-Eosina. G-HE:
Tecido wvaginal de camundongos infectados e tratados com NP, corados por
Hematoxilina-Eosina. G-PAS: Tecido vaginal de camundongos infectados e tratados com
NP, corados por PAS.

Para o grupo de tratamento com miconazol (Figura 28 E-HE), embora tenha a
visualizacdo de neutrofilos na submucosa (seta), ndo demonstrou alteragdes no epitélio.
Resultados semelhantes ao de tratamento com NV foram verificados para as
nanoparticulas de propolis (Figura 28 G-HE e G-PAS) e Fluconazol (Figura 28 F-HE),
diferenciando-se somente pela presenca de neutréfilos e as leveduras se extenderem da

camada cornea a luz (Figura 28 F-HE, G-HE e G-PAS).
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6. DISCUSSAO

A nanotecnologia ¢ uma area vasta que estuda o desenvolvimento de particulas,
em escala nanométrica (Ahlawat et al.; 2018), que podem ser aplicadas em diagndstico,
tratamentos e aprimorar a obtencao de resultados no paciente a partir da administracao de
farmacos, apresentando boa biodistribui¢do, menores efeitos adversos e entrega
direcionada (Rizeq et al; 2019). Com sua utilizacdo baseada em principios biologicos
pode atingir novos niveis de sensibilidade, seletividade, efetividade e estabilidade na
administracdo e entrega dos farmacos, diminuindo as limitagdes encontradas nas formas
convencionais. Formula¢des convencionais, de modo geral, em comparagdo aquelas
usando os principios da nanotecnologia, apresentam efetividade e seletividade reduzidas,
baixa biodistribui¢cdo, ¢ uma maior taxa de degradagdo do ativo (Assa ef al; 2016).

Nanoparticulas poliméricas t€m sido estudadas para atuar na melhora terapéutica
de farmacos, com agdo em sitios bioldgicos para terapia e diagndstico (Costa et al; 2018;
Amaral et al; 2019; Cé, et al; 2020). Neste trabalho, nanoparticulas de quitosana foram
preparadas seguindo o método de gelificagdo idnica proposto por Calvo et al (1997), um
método com preparo relativamente simples, que exige poucos equipamentos, curto
espaco de tempo e a técnica tem um custo econdmico baixo para sua execugdo (Debnath
etal; 2011).

A quitosana ¢ um polimero natural com grau de desacetilagdo e peso molecular
controlavel, apresenta boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, possui propriedades
antimicrobianas, baixa toxicidade, tem boa adesdo e atividade imunoestimulante
(Debnath et a/; 2011). Com potencial para formacdo de pequenas particulas, esta permite
a encapsulagdo simultanea de diferentes farmacos, apresenta carga superficial positiva e
propriedades mucoadesivas, que aumentam o tempo residual no sitio de absorgdo, e tem
sido motivo de escolha para drug delivery em formulagdes mucoadesivas pois aumentam
a taxa de dissolucdo de fAirmacos poucos soluveis aumentando sua absorcao (Debnath et
al; 2011; Costa et al; 2018).

Ensaios com diferentes propor¢des entre polimero e agente reticulante,
demonstram a influéncia que os mesmos podem exercer sobre o tamanho, dispersdo das
particulas e poder de associagdo com os compostos (item 5.2). A combinagdo 2:1 de
polimero versus agente reticulante promoveu o preparo de particulas de tamanho médio

de 316,5nm, PDI de 0,39 e um potencial de carga positivo 38,7mV (Tabela 5). Formou-se
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uma solucdo de dispersdo de nanoparticulas de coloracdo gelo, aspecto gelatinoso (Figura
6) e particulas com formato irregular e aspecto opaco (Figura 7).

As propriedades fisicas sdo semelhantes aos encontros de outras pesquisas para
tratamento de CVV. Costa et al (2018) e Amaral ef al/ (2019), demonstram a utiliza¢do de
nanoparticulas de quitosana com didmetro aproximado de 300nm, PDI menor que 0,3 e
potencial Zeta positivo, no tratamento para infec¢des fungicas do tecido vaginal.
Tamanho entre 50 e 300nm juntamente ao seu potencial de carga superficial positivo, sdo
eficientes para aplicagdes em mucosas (Roger et a/; 2010), por apresentarem sinais de
ligacdo com o tecido mucoso, facilitando a aderéncia as membranas celulares por suas
cargas superficiais negativas. A homogeneidade na distribuicdo do tamanho das
particulas, representado por valores de PDI, e auséncia de agregados de particulas,
visualizado na presenga de repulsdo eletrostatica promovida pelo potencial Zeta, indicam
particularidades de melhor estabilidade da formulacdo (Ong et al; 2017; Amaral et al,
2019); e tais caracteristicas podem permitir maior permanéncia no sitio de agdo para
liberagdo do ativo.

A associagdo da nanoparticula de quitosana ao farmaco convencional
Fluconazol, foi pensada para verificar se, a partir das diferencas de solubilidade entre
farmaco e sitio de acdo, o Fluconazol na formulagdo nanoencapsulada teria eficacia ao
ser administrado na forma topica, aumentando assim sua absor¢do. E se, este, em unido
com um composto natural com propriedades antimicrobianas conhecidas, como a
propolis verde, haveria um efeito sinérgico promovendo melhores respostas terapéuticas
em infec¢goes como CVV.

O estudo a cerca do sinergismo entre propolis verde e Fluconazol, e seu efeito de
inibi¢do fungica, fortalecem a base para o desenvolvimento da particula nanoestruturada
de co-encapsulagdo. Ensaios de suscetibilidade antifingica demonstraram sua eficacia
(item 5.1) com inibi¢do do crescimento do microrganismo C. albicans ATCC 10231 em
baixas concentragdes dos compostos, como resultados descritos no CLSI M27A2 para o
Fluconazol e Ong et al (2017) para propolis verde.

Nas nanoparticulas, 6timos resultados foram verificados para NF (CIM de
3,07ug/mL), no entanto, nanoparticulas de propolis verde (extrato total 152,18ug/mL e
flavonoides totais 22,7ug/mL) e nanoparticulas provenientes da co-encapsula¢do (CIM
de 158,3ug/mL para extrato total e Fluconazol e 28,82ug/mL flavonodides totais e
Fluconazol) quando comparadas a suscetibilidade antifingica promovida pelos

compostos livres, demonstram melhores resultados. A eficacia das nanoparticulas de
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quitosana encapsulando a propolis verde foi estudada em ensaios realizados por Ong et al
(2017), neste ¢ testada a eficacia da inibi¢do em biofilmes bacterianos. A efetividade da
propolis encapsulada foi verificada na concentragdo de 100pg/mL do extrato total de
propolis verde, nesta concentragdo houve a redugdo de 70% da carga do biofilme,
verificando-se que com o aumento na concentracdo havia o aumento na eficicia da
nanoparticula.

Nanoparticulas de quitosana, identificadas como NV, embora ndo haja
associacdo com compostos ativos também apresentaram efetividade. Sua eficacia pode
ser explicada a partir das propriedades antimicrobianas presentes no polimero. Assim, a
partir dos dados apresentados ¢ possivel inferir que a combinagdo das propriedades
antimicrobianas do polimero com os compostos ativos indicou sinergismo, mas este
envolveu ndo s6 a associagdo dos compostos, mas a formacdo de um complexo
antimicrobiano na totalidade da particula.

Desafios durante a verificagdo da eficiéncia de associacdo dos compostos foram
primordiais na definigdo das metodologias para este ensaio. Foi verificado que
Fluconazol e propolis verde apresentam pico de comprimento de ondas de absorgdo
maxima similar (Figura 10), que quando em sinergismo ndo permite a quantificagio
isolada dos compostos por técnicas simples como espectrofotometria de UV visivel. O
Fluconazol foi quantificado por CLAE a partir de validagdo de metodologia analitica
realizada conforme RDC n°166 de 24 de julho de 2017.

A definicdo e separagdo dos picos de Fluconazol e propolis verde no
sobrenadante da nanoparticula co-encapsulada foi um processo arduo que envolveu 40
métodos de separacdo diferentes (dados ndo mostrados), variando composi¢do e
proporcao de fase movel, temperatura e vazao (Tabela 1). No entanto, com a composi¢ao
variada de diferentes substincias ativas no extrato total de propolis verde, ndo foi
possivel a identificagdo dos compostos marjoritarios para sua quantificagdo durante a
validag¢do. Embora a separacdo dos picos tenha sido bem suscedida, a quantificacdo para
a propolis ndo retornou em dados satisfatorios, induzindo a quantificagdo por métodos
indiretos, como a quantificacdo de flavonoides totais.

A eficiéncia de associacdo de 38,3% foi verificada para o Fluconazol e sua taxa
de liberagdo foi de 22% em até 72 horas. As taxas de liberagdo dos compostos foram
doseadas a partir do ensaio de liberagdo, empregando um teste com parametros que
mimetizem um ambiente biologico com pH acidificado. Processo semelhante foi

utilizado para a quantificacdo de propolis verde, esta foi testada por espectrofotometro
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UV Vis para a quantificagdo de flavondides totais e extrato total. A quantificacdo de
flavonoides totais demonstrou eficiéncia de associagdo de 5,23% na nanoparticula co-
encapsulada, e 45,6% do extrato total para a NP verde, apresentando taxa de liberagdo de
9,3% em até 72 horas. Neste mesmo periodo, a nanoparticula co-encapsulada liberou taxa
de 48,44% dos compostos em sinergismo, no entanto atingiram nivel de estabilizacdo na
liberag@o em até 96 horas.

A utilizacdo de modelo biocompativel, provido de substincias naturais, com sua
estrutura conhecida, e metodologia padronizada, leva a acreditar que o método é seguro e
com efeitos adversos menores ou inexistentes. No entanto, o uso de nanoparticulas
podem trazer inimeros desafios em relacdo a toxicidade, principalmente em relacdo a
forma de administracdo e estratégia de entrega do ativo. Substancias ativas e
componentes da estrutura da nanoparticula devem ser testadas, podendo ter influéncia
reativa em diversas situagdes comportamentais e fisicas, como nas superficies idnicas ou
devido ao seu tamanho (C¢, et al; 2020).

Testes com eritrocitos, avaliados através do teste de hemolise, e o teste
utilizando o modelo G. mellonella foram utilizados como forma de demonstrar resultados
de toxicidade na analise de nanoparticulas. No ensaio de hemolise, as amostras de
propolis verde na forma livre, foram os unicos compostos a apresentarem resultados
toxicos em todas as concentragdes testadas, com resultados de lise celular comparaveis ao
controle positivo. A verificacdo no modelo de G. mellonella testado por periodo de 7
dias, apresentou resultados semelhantes de toxicidade para a propolis verde na forma
livre, com aparecimento de alteracdes na motilidade e coloragdo das larvas (Figura 25),
com morte no grupo de sinergismo com Fluconazol, com resultados diferentes dos
apresentados nos controles negativo e de veiculo.

A utilizagdo do modelo in vivo de G. mellonella indicou pequenas alteracdes na
coloracdo e motilidade em larvas do grupo de tratamento com as nanoparticulas,
principalmente para a nanoparticula de co-encapsulagdo. Contudo, quando faz-se a
comparagdo com o teste de hemolise, o qual ndo demonstrou resultados indicativos de
toxicidade e apresentou resultados comparaveis ao controle negativo, levantamos
questionamentos a respeito de outros parametros ndo relacionados a nanoparticula, como
erros durante a inoculacdo, estado e comportamento relacionado a propria larva que

possam interferir nos resultados.
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Em ambos os ensaios, indicios de toxicidade foram verificados nos testes com os
grupos contendo propolis livre, e quando em sinergismo com Fluconazol livre; estes
dados mostram que o composto isolado pode ter um efeito toxico, mesmo quando em
sinergismo com outra substancia, e ndo ¢ indicado para uso livre em formulagdo para
mucosa. Assim, conforme verificado no teste de hemolise, a forma nanoencapsulada do
composto faz uma protegdo contra os efeitos toxicos, indicando que mesmo o composto
sendo toxico, em sua forma encapsulada, pode sofrer uma diminui¢do do efeito adverso.

A comparacdo de resultados de toxicidade da G. mellonella com outros ensaios
in vivo pode ser feita, no entanto podem indicar resultados iguais em ambos os modelos,
ou pode apresentar efeito toxico em menor ou maior propor¢do na Galleria que no
modelo murino. Levando em consideracdo que resultados de toxicidade nas larvas podem
ser considerados positivos para toxicidade nos camundongos, o modelo in vivo permite
uma avaliacdo melhor em relacdo a capacidade de toxicidade dos compostos e podem ser
considerados como preditores confidveis para avaliacdo da toxicidade e podem ser um
elo de ligagdo entre os testes in vitro e in vivo (Cé, et al; 2020).

Camundongos da linhagem Balb/c fémeas, foram utilizados como modelo para o
tratamento de CVV. Neste modelo, foi necessario promover a estratificacdo do epitélio
vaginal, com a indu¢@o de um estado pseudo-estro e deposigdo do estrogénio nas paredes
vaginais, a partir de administracdo de doses hormonais (Valerato de Estradiol), com a
finalidade de promover maior aderéncia fungica e indu¢do de CVV. Apds os tratamentos
com administragdo diaria por um periodo de 7 dias, e realizagdo da eutanasia, as vaginas
foram retiradas para promocao da recuperacdo da carga fingica e analise histopatologica
(Yano & Fidel; 2011).

O tratamento das nanoparticulas co-encapsuladas com Fluconazol e propolis
verde foram avaliadas em comparagdo ao grupo infectado com C. albicans e tratado com
PBS. Na andlise de carga flingica o indice de recuperacdo indicou inibicdo em
aproximadamente 50% da carga fungica do tratamento com a NCO(Figura 27).
Tratamentos realizados com as nanoparticulas e controle miconazol foram semelhantes
com analise das médias de cada grupo de tratamento. Para controle negativo (dados nao
mostrados) ndo apresentando recuperacdo fungica. Resultados semelhantes para os dados
de UFC foram verificados em modelo desenvolvido por Costa et al (2018). Nos
tratamentos utilizando as nanoparticulas houve uma intensa redug@o na carga fungica.

Analise estatistica utilizando o teste de variancia, dos grupos de tratamento com

nanoparticulas e miconazol com controle positivo (infectado e tratado com PBS),
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apresentaram diferenga, no entanto entre os grupos de tratamento (nanoparticulas e
miconazol) ndo houve diferenga estatistica.

Durante a analise histopatologica dos tecidos vaginais, avaliou-se as
caracteristicas de cada grupo de tratamento. O grupo infectado e tratado com PBS,
utilizado como controle positivo, apresentou caracteristicas de infec¢do fungica com a
presenca de leveduras no limen do tecido, restritas a regido da queratina ndo alcangando
o epitélio (coloragdo de PAS). Como descrito em outros trabalhos como Costa et al
(2018) e Amaral et al (2019), foi observada a presenca de uma hiperceratose com
presenga de células do sistema fagocitico (neutrofilos) nos grupos de tratamentos. A
hiperceratose, caracterizada pelo aumento da camada coérnea pode ser devida a
administracdo hormonal que promove a estratificagdo do epitélio, facilitando, juntamente
com o Ph vaginal nos camundongos, para a promog¢ao de crescimento fingico. A partir
da infec¢do, pode ocorrer a migragdo de neutrofilos como resposta a um processo
inflamatorio promovido pela infec¢do. Os camundongos sdo assintomaticos para este tipo
de infecgdo, no entanto, a avaliacdo e presenga dos neutrofilos pode ser indicagdo simples
e confidvel de inflamagdo (Yano & Fidel; 2011).

A comparagdo dos resultados in vitro e in vivo permitem inferir que a
formulagdo desenvolvida tem eficacia. Suas propriedades fisicas sdo compativeis com o
uso em mucosas, ¢ embora a eficiéncia de liberacdo e encapsulacdo apresentar taxas
baixas, a mesma demonstra efetividade na inibicdo fungica conforme carga testada. O
uso dos compostos de forma isolada gera efeitos toxicos, mas quando encapsulados
promove prote¢do, diminuindo os efeitos toxicos iniciais. A particula, por ser preparada a
partir de polimero e compostos naturais, sendo estes biocompativeis, podem cumprir com
o objetivo inicial de desenvolvimento de nova formulacdo e atender a comunidade em

casos porsitivos para a CVV.
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7. CONCLUSOES

Nanoestruturas mucoadesivas foram preparadas com a finalidade de encapsular
o Fluconazol e a propolis verde testando o seu sinergismo para tratamento de CVV. Neste
trabalho, definimos a CIM pelo método de microdiluicdo em caldo para o Fluconazol,
propolis verde, avaliando seu sinergismo e o efeito das nanoparticulas em Candida
albicans ATCC 10231. Investigou-se a taxa de liberagdo e toxicidade (através de teste
com eritrocitos e Galleria mellonella) do sistema nanoestruturado demonstrando sua
atividade fungica e a sua eficacia terapéutica frente a0 modelo mucoadesivo in vivo em
murinos, com analises de carga fungica e histopatologico dos tecidos vaginais, ¢ estes
sugerem, a partir dos resultados apresentados, que as nanoparticulas co-encapsuladas
com capacidade fungistatica sobre C. albicans, ndo apresentam efeitos adversos toxicos,
tiveram boa redugao da carga fungica frente aos grupos controle e podem servir como um

modelo terapéutico eficaz para tratamentos de CVV.
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8. PERSPECTIVAS

Sugere-se a realizacdo de mais testes in vitro para o desenvolvimento das
nanoparticulas, a fim de complementar o presente estudo conferindo maior seguranca e

perfil de efetividade as formulagdes, antes que sejam empregadas na utilizacdo in vivo.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE

MINISTERIO DA EDUCACAQ ; .‘ 3
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS .‘
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO U F G
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania, 11 de margo de 2019.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO ATENDIMENTO DE PENDENCIA DO
PROTOCOLO N°. 095/18

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa —Mestrado

1T - Identificagdo:

O Data de apresentacio a CEUA: 14/11/2018

0O Data do atendimento da pendéncia: 06/02/2019

O Titulo do projeto: Fluconazol e propolis co-encapsulados em nanoparticulas mucoadesivas para o
tratamento da candidiase vulvovaginal

O Pesquisador Responsavel/ Unidade: André Correa Amaral [IPTSP/UFG

O Pesquisadores Participantes: Jacqueline Teixeira da Silva IPTSP/UFG, Paulo Henrique Dantas de

Sousa IPTSP/UFG, Adelaide Fernandes Costa ICB/UFG
O Medico Veterinario/CRMYV: Liliana Borges de Menezes Leite CRMV 3056
O Unidade onde sera realizado: Biotério do IPTSP/UFG

III — Respostas as pendéncias:

1-

Solicitacao da CEUA: Explicar qual ¢ o numero de animais que serao utilizados neste projeto e
quantos animais serdo provenientes do projeto: “Desenvolvimento de nanoformula¢des poliméricas
contendo farnesol para o tratamento da candidiase vulvovaginal®;

Resposta do Pesquisador Responsavel: No projeto imntitulado “Fluconazol e propolis co-
encapsulados em nanoparticulas mucoadesivas para o tratamento da candidiase vulvovaginal 095/18”
serdo utilizados 7 grupos experimentais com um N igua a 5, entretanto, 3 destes grupos
experiementais serdo provenientes do projeto intitulado “Desenvolvimento de Nanoformulagdes
Poliméricas contendo Farnesol para o Tratamento da Candidiase Vulvovaginal — 105/18". Assim, o
projeto 095/18 solicita um total de 20 animais, uma vez que outros 15 serdo provenientes do projeto
105/18.

Solicitagio da CEUA: Descrever o numero de registro do projeto “Desenvolvimento de
nanoformulagdes poliméricas contendo famesol para o tratamento da candidiase vulvovaginal” no
Comité de Ftica no Uso de Animais.

Resposta do Pesquisador Responsavel: 105/18

Solicitagio da CEUA: Definir a quantidade de grupos experimentais, no item 18 ha a citagdo de
utilizagdo de 11 grupos de amimais.

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA

Pré-Reitoria de Pesquisa e Inovacdo/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de

Inovagao, Parque Tecnologico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goiania-GO, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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Mano & Biotecnology Laboratary,
Federal University of Golas,
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Dear Professor Amaral,
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antifungal Therapy |Authors: lacgueline Teixeira da Sitva and Andre Correa Amaral) has
been accepted for publication In - Nansfechnodogy i Disgrasts, drug delivery and
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Professor Mahendra Ral,
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LIGC-B5R Faculty Fellow
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