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RESUMO

Sabe-se que as infec¢Bes fungicas vaginais atingem aproximadamente 70% das mulheres
adultas e, atualmente, o tratamento baseia-se na administracdo de farmacos antifungicos como
0s imidazolicos, triazdlicos e polienos. Entretanto, devido a resisténcia dos fungos ao
tratamento convencional e a alta recorréncia da Candidiase Vulvovaginal (CVV), novas
alternativas de tratamento se tornam cada vez mais relevantes. Diante disso, com o objetivo de
viabilizar uma opc¢éo de tratamento natural, segura e eficiente para a candidiase vulvovaginal
recorrente  (CVVR), este estudo apresenta o desenvolvimento e caracterizacdo de
nanoparticulas (NP) incorporadas ao extrato de prépolis milagres (EPM), revestidas ou ndo com
acido hialurénico (AH), bem como a avaliacdo de sua capacidade antifungica in vitro e in vivo.
As NPs foram desenvolvidas por nanoprecipitacdo e sua caracterizacdo foi feita pela
determinacdo do diametro hidrodindmico médio (Dh), do indice de polidispersédo (IPD) e do
potencial zeta (PZ). As NPs EPM revestidas apresentaram tamanho de 169,5 + 0,3 nm, IPD de
0,12 + 0,01 e PZ de -28.5 £ 0,2 mV, e as NPs EPM néo revestidas apresentaram tamanho de
168,5+ 0,2 nm, IPD de 0,128 + 0,02 e PZ de -27,8 £ 0,58 mV. Estes tamanhos sdo ideais para
a penetracdo das NPs no tecido epitelial vaginal, e o IPD inferior a 0,3 demonstrou a
homogeneidade do tamanho das particulas. O PZ proximo a 30 em modulo € um bom indicativo
da estabilidade do sistema. A estabilidade das NPs foi avaliada por 30 dias, quanto ao Dh, IPD
e PZ, ndo havendo diferenca significativa entre os dias. O EPM apresentou atividade
antifungica dependente da dose, e as NPs EPM, revestidas e ndo revestidas, ndo inibiram a C.
albicans in vitro, possivelmente devido a liberacdo de baixas concentracdes dos compostos
ativos da prépolis. Entretanto, no modelo murino de CVV, as NPs EPM reduziram em 76,3%
a carga fungica dos animais infectados com C. albicans. Enquanto as NPs EPM AH
promoveram reducdo de 100% da carga fingica, evidenciando a atividade biol6gica do EPM
associado a NP em condicdes fisioldgicas reais. Conclui-se que ambas as formulacdes
apresentam potencial terapéutico como alternativa no tratamento de CVVR.
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1. INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV), inflamacdo vulvovaginal decorrente da
infeccdo fungica por Candida spp, € a segunda causa mais comum de vulvovaginite no
mundo, perdendo apenas para a vulvovaginose bacteriana: 75% das mulheres apresentam
ao menos um episodio de CVV ao longo da vida, e 5 a 10% de todas as mulheres
desenvolvem a forma complicada da doenca, a Candidiase Vulvovaginal Recorrente
CVVR (GONGALVES et al., 2015; SOBEL, 2016).

Enquanto é considerado comum que mulheres saudaveis tenham episédios
esporadicos de CVV, existem fatores fisiologicos e ndo fisiol6gicos que podem favorecer
a ocorréncia da infeccdo, de forma a caracterizar quadros de recorréncia. Existem alguns
fatores como predisposicdo genética, gravidez, diabetes mellitus mal controlada, uso de
contraceptivos hormonais, terapia de reposicdo hormonal, antibioticos, glicocorticoides,
doencas imunossupressoras e habitos de higiene podem ser citados como contribuintes
paraa CVVR (SOBEL, 2007; SARDI et al., 2021).

Atualmente existem diversas opgdes de tratamento para a CVV, sendo 0s
antifangicos imidazolicos, triazélicos e polienos 0s mais utilizados. Nos casos de CVV
ndo complicadas, as opc¢des de tratamento disponiveis sdo relativamente seguras e
efetivas, e os casos de CVV ndo complicada respondem bem a varios esquemas
terapéuticos. Entretanto, os casos de CVVR se apresentam como de dificil tratamento,
com inabilidade de controle do processo agudo da infeccdo. Nesses casos 0s esquemas
posologicos envolvem um tratamento prolongado de supressdo do fungo, chegando a

meses de medicacdo oral e manutencdo do quadro patoldgico (BRASIL, 2022).

Diante desse contexto, o desenvolvimento de terapias alternativas para o
tratamento da CVVR vem aumentando, associado a busca por menos efeitos colaterais e
melhor tolerabilidade (SARDI et al., 2021). Algumas substancias naturais com atividade
antifungica séo indicadas como tratamentos alternativos e, dentre as possibilidades de
produtos naturais para tratamento da CVVR, o extrato de prépolis tem sido descrito como
uma opc¢do promissora, pois ele apresenta propriedades terapéuticas como efeitos
antimicrobianos, anti-inflamatdrios, imunoestimulantes, cicatrizantes e antissépticos
(IMHOF et al., 2005; CAPOCI et al., 2015).



Outra alternativa terapéutica que tem sido bastante explorada séo os carreadores
nanoestruturados, pois eles possibilitam a potencializacdo da atividade e reducdo da
toxicidade de farmacos e substancias de origem natural ao atuar na melhora de aspectos
como estabilidade, liberacdo e permeabilidade desses compostos (GHARIB et al., 2011;
KENECHUKWU et al., 2018). Neste contexto, foram desenvolvidas nanoparticulas
poliméricas associadas ao extrato de prépolis milagres, revestidas e ndo revestidas com
acido hialurdnico, com o objetivo de se obter uma alternativa terapéutica natural, segura

e eficiente para tratamento da CVVR.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Candidiase vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma doenca caracterizada por sinais e
sintomas de inflamacéo vulvovaginal decorrentes da infec¢do fungica por Candida spp
(SOBEL, 2007). A relevancia dessa morbidade é evidenciada por dados epidemioldgicos
nos quais relata-se que 75% das mulheres apresentam ao menos um episodio de CVV ao
longo da vida, manifestando sintomas como prurido vulvovaginal, irritacdo,
dor, dispareunia e corrimento vaginal além de eritema vulvar, edema, escoriacdo e
formacédo de fissuras (RICHTER et al., 2005; SARDI et al., 2021). Estima-se ainda que
50% das mulheres inicialmente infectadas apresentam um segundo evento de CVV e 5-
10% de todas as mulheres desenvolvem CVVR (SOBEL, 2007; GONCALVES et al.,
2015).

Estudos epidemiolégicos em diferentes regifes e bases populacionais
evidenciam que 70 a 95% dos casos de CVV, a C. albicans figura como o agente
etioldgico. Dentre os casos nao albicans, as espécies mais isoladas séo, respectivamente,
C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei. Entretanto, deve-se destacar que apenas a
presenca de C. albicans na microbiota vaginal ndo caracteriza diagnostico de CVV, visto
que ja foi constatado que é comum a presenca dessa levedura na microbiota comensal do
trato geniturinario de mulheres saudaveis, mostrando-se inclusive benéfica ao limitar o
crescimento de outros fungos patogénicos oportunistas (WACHTLER et al., 2012;
MARTINS et al., 2014). N&o obstante, alteracdes fisioldgicas ou ndo fisiolégicas do
hospedeiro podem favorecer a colonizacdo fungica, o que ocasiona a proliferacdo
irregular do fungo e interfere na sua interagdo com a mucosa e com a microbiota vaginal,
resultando no quadro de infeccdo e nos sintomas clinicos de vulvovaginite (CAMPOS et
al., 2020; SARDI et al., 2021).

E considerado comum que mulheres saudaveis tenham episddios esporéadicos de
CVV, entretanto, alguns aspectos comportamentais ou relacionados a fisiologia do
hospedeiro sdo considerados fatores de risco para a infe¢do por C. albicans, resultando
em episodios frequentes de CVV. Quando esses episddios ocorrem quatro ou mais vez

em um ano, caracteriza-se 0 diagnostico de Candidiase Vulvovaginal Recorrente
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(CVVR), esses casos podem oferecer dificuldades no manejo terapéutico, sendo comum
arecorréncia da infeccdo mesmo apds o fim do tratamento convencional com antiflngicos
(GONCALVES et al, 2015; SOBEL, 2016).

2.1.1. Patogénese da CVV e fatores de risco para desenvolvimento de CVVR

A Candida ¢ um fungo dimorfico do filo Ascomycota, podendo se apresentar
sobre formas leveduriformes e sobre formas filamentosas. A forma de levedura pode ser
encontrada de forma comensal, no intestino e na vagina sem causar qualquer tipo de
sintomas, enquanto a forma de hifa estd diretamente relacionada a condicdo patoldgica,
sendo considerada um fator de viruléncia para C. albicans (JACOBSEN et al, 2012;
HOFS et al, 2016).

Entende-se entdo que o quadro de CVV se inicia quando ocorre algum
desequilibrio entre os fatores de protecdo vaginal e a viruléncia do fungo. Esse
desequilibrio pode ser causado por alteracdes fisioldgicas ou ndo-fisioldgicas, e interfere
na interacdo simbidtica do fungo com o ecossistema vaginal, favorecendo o
desenvolvimento da C. albicans e a transicdo morfoldgica para a forma filamentosa
(KABIR, AHMAD, 2013).

Figura 1: C. albicans: leveduras na coloracdo Gram e pseudohifas na coloragdo PAS.

Fonte: ACHARYA, 2016

Fatores como imunossupressao, desequilibrios na microbiota vaginal causados

por uso de antibidticos, lesdes superficiais na mucosa ou outros fatores externos que
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enfraqguecam o0s mecanismos de defesa da mucosa vaginal, além de fatores como
alteracOes no pH vaginal e altas concentragdes de glicose (como no caso de diabetes ndo
tratada) favorecem a proliferagdo da C. albicans (WACHTLER et al., 2012;
GONCALVES et al., 2015). Nesse momento inicial as leveduras desempenham um papel
importante no desenvolvimento da infeccdo, pois possibilitam uma multiplicacdo rapida
do fungo e estabelecem interacdo inicial com as células epiteliais, permitindo a adeséo do
fungo ao epitélio — geralmente por meio de forcas de Van der Waals e interacdes
hidrofébicas com a membrana celular (HOFS et al., 2016). Diante do microambiente
propicio a colonizacdo fdngica, e ja tendo sido estabelecidas interacbes com o epitélio,
sdo desencadeados estimulos que ativam sinalizagbes vias CAMP/PKA, provocando a
transicdo morfoldgica da forma de levedura para a forma de hifa (CAO et al., 2017,
BASSO et al., 2018)

As hifas sdo consideradas as formas de maior adesdo com a célula além de serem
responsaveis pelo dano tecidual. Isso se da principalmente devido a presenga da proteina
de superficie especifica da hifa de C. albicans, a Als3 (HOFS et al, 2016). Essa adesina é
um membro da familia de proteinas de sequéncia semelhante a aglutinina (Als) e medeia
a ligacdo do fungo as células epiteliais, células endoteliais e proteinas da matriz
extracelular. Também desempenha um papel importante na formacdo de biofilme em
superficies protéticas. A adesina Als3 se liga aos receptores da célula hospedeira, como
E-caderina e N-caderina e, assim, induz as células hospedeiras a endocitar o
microrganismo, além de se ligar a ferritina da célula hospedeira e permite que C. albicans
utilize essa proteina como fonte de ferro (SHEPPARD et al., 2004; PHAN et al., 2007;
LIU; FILLER, 2011). A forma de hifa também penetra ativamente no epitélio, pois seus
filamentos sdo capazes de invadir o organismo hospedeiro, direcionando-se as
profundidades do tecido se houver maior quantidade de nutrientes nestas zonas, fenémeno
conhecido como tigmotropismo (PIERARD, PIERARD, 2016).

Com o processo de invasdo ocorre a perda da integridade epitelial induzida pela
degradacdo proteolitica, promovida pela secrecdo de enzimas como fosfatases acidas,
fosfolipases, proteinases e -galactosidase, resultando na destruicdo do epitélio superficial.
A produgédo de enzimas hidroliticas também é um importante fator de viruléncia no
estabelecimento da infeccdo, pois ajudam na aderéncia, na penetracdo do tecido e na
proliferacdo dos fungos. Dessa forma promovendo a invasdo e destruicdo do epitélio

vaginal, fornecendo material degradado aos microrganismos como nutrientes (PAWAR,
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PAWAR, AUTE, 2014; MOYES et al., 2015). O dano ao tecido epitelial combinado com
a resposta imunoldgica do organismo, resultam nas manifestacdes clinicas mais comuns
da CVV como prurido e queimacdo vulvar acompanhados de dor e irritacdo vaginal,
levando a dispareunia e disuria, além de eritema vulvar e vaginal, edema e fissuras
(SOBEL, 2007).

Figura 2. Representacdo das vias de infeccdo por C. albicans no tecido vaginal

Leveduras _Hifas

@ @

SO
£ =3 =l =) e

Ades3o de Candida spp.

Migracio de Candida spp.

a. Endocitose

b. Penetracdo ativa

Fonte: Adaptado de Johal et al., (201_6)"

A patogenicidade das espécies de Candida € mediada por uma série de
mecanismos de viruléncia que incluem adesdo, formacdo de biofilme, producdo de
enzimas hidroliticas, formacéo de hifas e mudanca fenotipica (SARDI et al., 2021). E
existem fatores fisioldgicos e nédo fisioldgicos relacionados ao hospedeiro que podem
favorecer esses mecanismos e, consequentemente, favorecer a colonizacdo flngica e
manifestagdo da doenga, aumentando a ocorréncia de casos de CVV, de forma a
caracterizar quadros de recorréncia. Fatores como predisposicdo genética, gravidez,
diabetes mellitus mal controlada, uso de contraceptivos hormonais, terapia de reposigéo
hormonal, antibioticos, glicocorticoides, doencas imunossupressoras e habitos de higiene

podem ser citados como fatores contribuintes para a CVVR.
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A gravidez ¢é considerada um fator de risco para CVV devido ao aumento dos
niveis hormonais, principalmente de progesterona, e ao aumento da secrecdo vaginal de
glicogénio, causando acidificagdo do meio, 0 que reduz a populacéo bacteriana e favorece
a proliferacédo fungica. Os estrogénios na gravidez também aumentam a avidez das células
epiteliais vaginais para adesdo de Candida, facilitando a transicdo morfoldgica do fungo,
a formacéo de hifas e a invaséo tecidual. Como a maioria dos contraceptivos orais contém
estrogénio e progesterona, eles também promovem o crescimento de fungos
(GRIGORIOU, 2006; MITBAA et al., 2017; SARDI et al., 2021).

O diabetes mellitus, quando ndo tratado pode aumentar a suscetibilidade a
infeccdo fungica, a glicemia elevada aumenta a concentracdo de glicose e glicogénio
vaginal, causando acidificacdo do microambiente e favorecendo a proliferacdo de
leveduras (GOSWAMI et al., 2000; GRIGORIOU et al., 2006). J& 0 uso de antibidticos
sisttmicos de amplo espectro reduz a microbiota bacteriana vaginal normal,
principalmente os Lactobacillus spp., diminuindo a competicdo por nutrientes e
facilitando a proliferacdo de C. albicans. Fatores genéticos que afetem a imunidade inata,
infeccdo por HIV, uso de corticosteroides, imunossupressores e agentes citostaticos
também sdo considerados fatores que predispdes a infeccdo por C. albicans (JAEGER et
al., 2013; GONCALVES et al., 2016; SOBEL, 2016).

2.1.2. Tratamentos disponiveis e desafios no manejo terapéutico da CVVR

Atualmente existem diversos medicamentos disponiveis em diferentes formas
farmacéuticas para o tratamento da CVV. Os antifungicos mais utilizados sdo os azois,
polienos (nistatina e anfotericina) e equinocandinas, que estdo disponiveis nas formas
farmacéuticas orais ou para aplicacdo vaginal (solucGes, pomadas, cremes, géis e 6vulos
vaginais). Dentro da classe dos azois, 0s mais comumente utilizados sdo os imidazdis
(clotrimazol, nitrato de miconazol, nitrato de econazol, nitrato de fenticonazol) e os
triazéis (fluconazol e itraconazol). A maioria desses medicamentos podem ser prescritos
em regimes posologicos de dose unica ou multidose, de acordo com o quadro clinico do
paciente (SOBEL, 2016).

A maioria dos casos de CVV ndo sdao complicadas e respondem a varios

esquemas terapéuticos, entretanto cerca de 5% dos casos se apresentam como de dificil
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tratamento, com inabilidade de controle do processo agudo da infeccdo, o que leva a
instalacdo da forma complicada, a CVVR (BRASIL, 2022)

No Brasil, considerando o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas Para
Atencao Integral as Pessoas com Infec¢bes Sexualmente Transmissiveis (publicado pelo
Ministério da Salde em 2022), para os casos de CVV ndo complicada os tratamentos e

esquemas posoldgicos orientados sao:

Tabela 1. Esquemas posolégicos para tratamento de CVV ndo complicada

Medicamento Esquema posoldgico

Miconazol creme a 2% Via vaginal, um aplicador cheio a noite, ao deitar-se, por 7 dias
Nistatina 100.000 Ul Via vaginal, uma aplicacédo a noite, ao deitar-se, por 14 dias
Fluconazol 150mg Via oral, dose Unica

Itraconazol 100mg Via oral, 2 comprimidos, 2 vezes ao dia, por 1 dia

Fonte: adaptado de BRASIL (2022).

Ja para a forma recorrente da infeccdo (em que a paciente apresenta quatro ou
mais episodios no periodo de um ano), bem como para outros quadros que caracterizem
a forma complicada da CVV (sintomas intensos, agente etiolégico ndo albicans e
presenca de outras comorbidades), o Ministérios da Salde recomenda 0s seguintes

esquemas terapéuticos:

Tabela 2. Esquemas posoldgicos para tratamento de CVVR

Medicamento Esquema posoldgico

Miconazol creme a2% e  Via vaginal, um aplicador cheio a noite, ao deitar-se, por 7 dias
Fluconazol 150mg Via oral, 1 vez por semana, por 6 meses

Miconazol creme a2% e  Via vaginal, um aplicador cheio, 2 vezes na semana, por 6 meses
Fluconazol 150mg Via oral, 1 vez por dia, nos dias 1,4 e 7

Miconazol 6vulo vaginal ~ Via vaginal, 1 vez por semana, durante 6 meses
e Fluconazol 150mg Via oral, 1 vez por dia, nos dias 1,4 e 7

Fonte: adaptado de BRASIL (2022).

Nota-se que 0 esquema posoldgico para os casos de CVVR sdo mais longos,
podendo durar varios meses, favorecendo interagdes medicamentosas, reagdes de
hipersensibilidade e reagcfes adversas, o que dificulta a adesdo dos pacientes e a correta
execucdo do tratamento (SOBEL, 2016). A baixa adesdo ao tratamento da CVVR,
juntamente com frequente automedicacdo que ocorre devido ao autodiagnostico e a

facilidade de acesso a esses medicamentos tem aumentado a exposi¢do dos fungos aos

16



farmacos convencionais, ocasionando quadros de resisténcia adquirida (MARCHAIM et
al., 2012).

Um dos mecanismos de resisténcia adquirida aos antifungicos pertencentes a
classe dos azdis é a mutacdo e aumento da expressdo do gene ERG11, gene que modula
a expressdo e funcdo da enzima 14-alfa-desmetilase. Essa enzima estd envolvida na
biossintese de ergosterol, e é alvo intracelular dos antifungicos azélicos. Logo, 0 aumento
de sua expressdao e outras mudancas no processo de biossintese do ergosterol sdo

mecanismos adquiridos de resisténcia aos farmacos (BENEDETTI et al, 2019).

Outro mecanismo importante de resisténcia aos antifungicos esta relacionado as
proteinas transportadoras da membrana das leveduras: a super expressdo de genes
responsaveis pela modulacao e funcdo das proteinas de transporte interferem diretamente
no papel das bombas de efluxo, aumentando sua atividade e diminuindo a concentragao
intracelular dos farmacos. A mutacdo nos genes da bomba de efluxo ocorre de forma
reversivel, de modo que o processo de reversdo da resisténcia pode ocorrer com a
diminuicdo da exposicao aos azois a longa prazo (ZHANG et al., 2014; HEALEY et al.,
2016).

2.2. Novas estratégias no tratamento da CVVR

A maioria dos casos de CVV nao sdo complicadas e respondem a varios
esquemas terapéuticos, e os tratamentos disponiveis para esses casos sao relativamente
seguros e efetivos (BRASIL, 2022). Por outro lado, terapias alternativas se mostram
necessarias diante dos desafios no manejo terapéutico da CVVR e outras formas
complicadas da infec¢do decorrentes dos fatores de resisténcia flngica aos farmacos,
efeitos adversos e interacdes farmacoldgicas, e a baixa adesdo aos longos esquemas

posologicos.

O desenvolvimento de novas terapias alternativas para o tratamento da CVV vem
aumentando, associado a busca por menos efeitos colaterais e melhor tolerabilidade.
Algumas substancias naturais com atividade antifingica sdo indicadas como tratamentos

alternativos, pois auxiliam na restauracdo do equilibrio da microbiota vaginal e
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demonstram capacidade de inibi¢&o sobre os fatores de viruléncia microbiana (SARDI et
al., 2021).

Estima-se que pelo menos 25% de todos 0s medicamentos atuais sejam
derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais, principalmente por meio da
aplicacdo de tecnologias modernas baseadas no conhecimento tradicional. Notavelmente,
aproximadamente 82% da populacdo brasileira ja utilizou produtos fitoterapicos em seus
cuidados com a saude (FELIX et al., 2019).

Dentre as possibilidades de produtos naturais para tratamento da CVVR, o
extrato de prépolis tem sido descrito como uma opg¢édo promissora. A prépolis apresenta
uma composi¢do quimica bastante complexa, entretanto, as atividades biologicas de
propolis estudadas em diferentes localidades do mundo ja estdo bem definidas,
apresentando seus extratos padronizados com composicdo quimica determinada.
Propriedades terapéuticas, como efeitos antimicrobianos, anti-inflamatérios,
imunoestimulantes, cicatrizantes e antissépticos, tém sido descritas na literatura (IMHOF
et al., 2005; CAPOCI et al., 2015).

Entretanto, um fator limitante para utilizacdo ndo apenas da propolis, mas de
diversos farmacos antifngicos veiculados em formulacGes topicas convencionais € a
dificuldade de permeacdo até as camadas mais profundas do epitélio vaginal, o que
dificulta a eliminacdo das hifas de C. albicans que se encontram alojadas nas camadas
basais do epitélio (SOBEL, 2016; MELO et al., 2020). Para superar as limitacdes das
formas farmacéuticas convencionais usadas para tratar a CVVR, o desenvolvimento de
sistemas vaginais ndo convencionais de administragdo de medicamentos e melhorias em

suas formulagdes tém sido investigados.

Os carreadores nanoestruturados tem se mostrado uma interessante estratégia
dentro da nanotecnologia farmacéutica, pois possibilitam a potencializacdo da atividade
e reducéo da toxicidade de farmacos e substancias de origem natural ao atuar na melhoria
de aspectos como estabilidade, liberacdo e permeabilidade desses compostos (GHARIB
et al., 2011; KENECHUKWU et al., 2018). Sendo que lipossomas e nanoparticulas
poliméricas estdo entre os veiculos de entrega mais aceitos de medicamentos com
aplicacdes clinicas na area farmacéutica, aprovados pelo FDA como Generally
Recognized as Safe (GRAS) (NASCIMENTO et al.,, 2016). As nanoparticulas

poliméricas alcancaram esse status devido a biocompatibilidade, ndo toxicidade aos
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sistemas biologicos, biodegradabilidade, estabilidade durante o armazenamento,
liberagdo controlada e possibilidade entrega vetorizada ao alvo, resultando em maior
eficacia terapéutica (KECK, MULLER, 2013; HADINOTO, SUNDARESAN, CHEOW,
2013)

2.3. Extrato de Propolis

A prépolis é um material resinoso produzido pelas abelhas, Apis melifera L, a
partir de resinas coletadas por elas das folhas, flores, brotos, caules e frutos da flora
circundante. A funcdo primaria da propolis € estrutural: as abelhas aplicam a resina nas
paredes afim de selar a colmeia, fortalecendo as bordas dos favos e evitando a invaséo de
outros insetos e do clima, mas, paralelamente, a prépolis atua como bactericida e
fungicida, inibindo a proliferacdo de microrganismos na colmeia, um ambiente que, de
outra forma, seria ideal para a proliferacdo de fungos e bactérias (GHISALBERTI, 1979;
PARK et al., 2002; BANKOVA, 2005; DEVEQUI-NUNES et al., 2018).

Em termos de composicdo quimica, a prépolis bruta é geralmente composta por
50% resina, 30% cera, 10% Gleos essenciais, 5% polen e 5% outras substancias, incluindo
os derivados do &cido cindmico, acidos fendlicos, acidos benzoicos substituidos,
aminoéacidos e flavonoides. Os acidos fendlicos e flavonoides presentes na composicédo
da prépolis sdo os principais responsaveis por sua atividade antimicrobiana, antifungica
e antioxidante, e a presenca desses compostos é dependente de diversos fatores, em
funcdo da origem geogréafica e da variedade de espécies vegetais as quais as abelhas terdo
acesso na regido (SALANTINO et al.,2005; DEVEQUI-NUNES et al., 2018).

No Brasil, a espécie vegetal mais representativa como fonte botanica para
obtencdo da prépolis € a Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como
alecrim do campo, e a partir da qual as abelhas produzem a prépolis verde. A prépolis
verde, principalmente em regides tropicais como o Brasil, apresenta uma composigéo
quimica caracteristica, rica em compostos fendlicos prenilados como o artepillin C,
bacarina, e drupanina, além de terpendides e do &cido p-cumarico e seus derivados
prenilados (BANKOVA, 2005; SALATINO et al., 2005; MACHADO et al., 2016).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos principais flavonoides encontrados na prépolis verde brasileira.
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Figura 4: Estruturas quimicas dos principais acidos fenélicos encontrados na prépolis verde
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Considerando a complexidade da composic¢éo da propolis, para que ela possa ser
comercializada e utilizada, é necessario 0 processo de extracdo com a utilizacdo de
solvente adequado para obtencdo de extrato com maior concentragdo dos compostos de
interesse para a finalidade pretendida. Diferentes estudos que caracterizaram a
composicao quimica de extratos de propolis, obtidos por diferentes solventes e técnicas
de extracdo, constataram que o extrato etandlico reiine maior concentracdo de compostos
fendlicos e flavonoides em detrimento de métodos como a extragéo por fluido supercritico
e extracdo convencional em solventes como agua, acetona e metanol (SAWAYA et al.,
2002; KUBILIENE et al., 2015; MACHADO et al., 2016; DEVEQUI-NUNES et al.,
2018), indicando que o extrato etandlico de prépolis é o mais adequado para a utilizacdo
em formulagBes com finalidades antiflngicas, como no caso de preparacBes para

aplicacdo vaginal no tratamento de CVVR.

A atividade antifungica da prdpolis em relacdo a C. albicans ja esta bem
consolidada na literatura, sendo que estudos recentes vém tentando descrever o
mecanismo de acdo deste produto natural. A atividade antifungica do EP é bastante
complexa e tem sido atribuida a atividade sinérgica entre seus componentes biologicos,
principalmente entre compostos fendlicos e flavonoides (SILVA-CARVALHO et al.,
2015). Um estudo realizado por Corréa et al. (2020), utilizando extrato etanélico de
prépolis verde brasileira, elucidou que o EP tem atividade fungistatica, inibindo e
interferindo efetivamente na filamentacdo da C. albicans. Além disso, o EP causou danos
a membrana e parede celular do fungo, com extravasamento de conteudo intracelular, e
inibiu o crescimento de C. albicans de maneira dependente da dose e do tempo, inclusive

exercendo acgdo inibitoria sobre uma cepa resistente ao fluconazol.

2.4. Nanoparticulas poliméricas

Além de buscar novos farmacos e substancias naturais como alternativas de
terapias para infecgdes vaginais, outro foco de pesquisa na area é o desenvolvimento de
sistemas de entrega de farmacos mais apropriados, com o objetivo de melhorar a
distribuicdo, retencdo e aceitabilidade das formulagGes, permitindo o controle da
liberagdo do farmaco, com maior atividade farmacologica e menor toxicidade
(KENECHUKWU et al., 2018; SARDI et al., 2021).
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Formulagcdes que empregam nanotecnologia como sistema de liberacdo de
farmacos tem sido aplicada como forma de melhorar a eficacia dos medicamentos, pois
além de possibilitar a potencializag&o da atividade e reducéo da toxicidade de farmacos e
substancias de origem natural ao atuar na melhoria de aspectos como estabilidade,
liberacdo e permeabilidade desses compostos, 0s sistemas nanoestruturados tambem
permitem uma entrega direcionada para diferentes terapias (GHARIB et al., 2011;
KENECHUKWU et al., 2018).

Diferentes tipos de sistemas nanoestruturados vem sendo pesquisados e
aplicados clinicamente, sendo que os lipossomas e nanoparticulas poliméricas e lipidicas
tém se destacado como o0s principais sistemas nanotecnoldgicos para liberacdo de
farmacos. As nanoparticulas poliméricas oferecem algumas vantagens especificas sobre
os lipossomas: melhor eficiéncia de encapsulacdo, ajudam a aumentar a estabilidade de
drogas e proteinas, além de apresentarem alta estabilidade frente aos fluidos bioldgicos e
durante o periodo de armazenamento (SOPPIMATH et al., 2001). Outra vantagem da
utilizacdo de nanoparticulas poliméricas € a possibilidade de modificacdo da sua
superficie através do revestimento com outros polimeros, biopolimeros e agentes

tensoativos, melhorando sua biocompatibilidade e vetorizagdo (KUMARI et al., 2010)

As nanoparticulas geralmente variam em tamanho de 10 a 1000 nm, e o farmaco
dissolvido pode ser aprisionado, encapsulado ou ligado a matriz polimérica da NP. As
nanoparticulas podem ainda ser classificadas como nanoesferas ou nanocépsulas, de
acordo com sua composicdo, organizacdo estrutural e com o método utilizado em sua
obtencdo (SOPPIMATH et al., 2001). As nanocéapsulas diferem das nanoesferas por
serem uma forma de reservatorio, na qual um invélucro de material sélido (o polimero)
envolve um nucleo que é liquido ou semissolido a temperatura ambiente. Nas primeiras
formulacdes de nanocépsulas, o nucleo era composto de 6leo, permitindo assim uma alta
carga Util de encapsulamento de um farmaco lipossolivel. Nanocapsulas com ndcleo
aquoso capazes de encapsular compostos sollveis em agua foram desenvolvidas mais
recentemente. J& as nanoesferas sdo particulas de matriz, ou seja, particulas cuja massa
inteira é solida, e o farmaco pode se encontrar retido na matriz polimérica ou adsorvido
na superficie da nanoesfera. No geral, as moléculas sdo melhores preservadas da
degradacdo enzimatica que ocorre no meio bioldgico quando estdo aprisionadas na matriz
da nanoesfera (VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009; KUMARI et al., 2010).
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Figura 5. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas

O

Nanocapsula Nanoesfera

/

\
©

Farmaco Farmaco Farmaco Farmaco
adsorvido a parede dissolvido no adsorvido na superficie disperso na matnz
polimérica ntcleo oleoso polimérica polimérica

Fonte: adaptado de SCHAFFAZICK et al, 2003

Uma das formas mais simples para obtencdo de nano esferas é o método de
nanoprecipitacao, também chamado de deslocamento de solvente, que foi desenvolvido
por Fessi et al. (1989). Esse é um dos meios mais faceis para preparacdo de nanoesferas:
além de sua simplicidade, este procedimento € reprodutivel, rapido e econémico
(VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009).

A nanoprecipitacdo é realizada usando sistemas contendo trés ingredientes
béasicos: o polimero, o solvente do polimero e o ndo solvente do polimero. O solvente do
polimero é geralmente um solvente organico miscivel em agua e facil de remover por
evaporacado — por esta razdo, a acetona é o solvente polimérico mais frequentemente usado
neste método. Para produzir as nanoparticulas, a solu¢do polimérica é adicionada ao ndo
solvente. As nanoparticulas se formam instantaneamente durante a rdpida difusdo da
solucéo polimérica no ndo solvente. A suspenséo coloidal resultante contém particulas de
polimero com tamanho bem definido (tipicamente 200 nm de didmetro) caracterizadas
por uma distribuicdo estreita (FESSI et al., 1989; VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009).

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero sintético, semicristalino, de fécil
processamento, biocompativel e com temperatura de fuséo inferior a 60°C, e tem sido
cada vez mais utilizado em sistemas de entregas de farmacos e compostos ativos (DANG;

TURNER; COOMBES, 2013). Um exemplo sdo as nanoparticulas poliméricas
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carregadas com extrato de propolis vermelha, preparadas com uma combinacéo de PCL
e pluronic usando o método de nanoprecipitacdo, que foram obtidas por Nascimento et
al. (2016), como alternativa para terapias antileishmania. Outro estudo, realizado por
Abreu et al. (2016), testou diferentes polimeros (como PCL, &cido latico-co-glicélico
(PLGA) e poli(cianoacrilato) (PCA)) na preparacdo de nanoparticulas carreadoras de

Nisina como alternativa para o tratamento de CVVR.

No delineamento de formulagdes para aplicacdo vaginal, outra estratégia descrita na
literatura para melhorar a absorg¢do de ativos carreados por nanoesferas é a modificagdo da
superficie do nanocarreador através do revestimento com acido hialurénico. Em estudo
realizado por Melo et al (2020), nanoparticulas de Eudragit RL100 carregadas com
anfotericina B e revestidas com &cido hialurénico foram desenvolvidas e sintetizadas por
nanoprecipitagdo afim de superar as desvantagens das formulagdes convencionais no
tratamento da CVVR. Nesse mesmo escopo, Teixeira et al (2022) desenvolveu
nanoparticulas de PCL carregadas com miconazol revestidas com &cido hialurdnico.
Ambos os estudos relataram que as nanoparticulas revestidas apresentaram resultados
superiores na eliminacdo de C. albicans da cavidade vaginal de ratas, em relacdo as
nanoparticulas ndo revestidas. 1sso provavelmente se deve a interacdo do HA na
superficie das nanoparticulas com os receptores CD 44 na membrana plasmatica das
células epiteliais vaginais, induzindo a internalizacdo dos nanocarreadores e consequente
eliminagcdo dos microrganismos (ALHO, UNDERHILL, 1989; MELO et al, 2020;
TEIXEIRA et al, 2022).

O é4cido hialurénico (AH) é um polissacarideo, mais especificamente um
glicosaminoglicano composto por unidades repetidas de acido glucurénico e moléculas
de N-acetil-D-glucosamina, podendo atingir comprimento e peso molecular variavel. E
biossintetizado na membrana celular e encontrado em maior quantidade na pele e nos
tecidos conjuntivos, além de constituir um dos componentes fundamentais da matriz
extracelular. (BUZZACCARINI et al., 2021).

Devido a estudos que utilizaram o AH para obtencdo e revestimento de
nanocarreadores para carreamento de farmacos em terapias antitumorais, sabe-se que esse
biopolimero pode se ligar a receptores CD44 super expressos em células malignas, e entdo
as nanoparticulas revestidas podem ser internalizados em células cancerigenas por meio

de endocitose mediada por receptores, 0 que pode ajudar a combater a resisténcia aos
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medicamentos, aumentando a absor¢do do medicamento e evitando as bombas de efluxo
(TRAN et al., 2014; CAl et al., 2019)

O receptor CD44 é uma glicoproteina transmembrana tipo I, e 0 conhecimento
de sua interacdo com o AH e aplicagdo clinica na terapia antitumoral aliado com o
conhecimento de que esse receptor também € amplamente expresso em células epiteliais
em proliferacdo — caso das células do epitélio vaginal (ALHO, UNDERHILL, 1989),
abriu caminho para a aplicacdo do AH no revestimento de formulacgdes especificas para
aplicacdo vaginal, como no caso das nanoparticulas desenvolvidas por Melo et al. (2020)
e Teixeira et al. (2022).
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3.

3.1.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanoesferas de policaprolactona (PCL) contendo

extrato de propolis e revestidas de acido hialurdnico, para avaliar sua capacidade

antifangica in vitro e in vivo, sendo uma forma farmacéutica alternativa para tratamento
da CVVR.

3.2.

Objetivos especificos

Preparar nanoesferas poliméricas contendo extrato de propolis pelo método de
nanoprecipitacao

Revestir as nanoesferas com &cido hialurénico;

Caracterizar as nanoesferas revestidas e ndo revestidas quanto ao diametro
hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial zeta;

Avaliar parametros preliminares de um estudo piloto da estabilidade das
formulagdes.

Determinar a atividade antifingica das nanoesferas in vitro, pela técnica de
formacdo de halo de inibicéo por difusdo em agar;

Avaliar atividade in vivo das nanoparticulas administradas na cavidade vaginal
de ratas com CVV;
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencdo das nanoparticulas poliméricas

As nanoesferas poliméricas brancas (sem farmaco), e associadas ao Extrato de
Propolis Milagres (EPM), obtido comercialmente, foram preparadas utilizando o método
de nanoprecipitacdo, conhecido também como deslocamento de solvente ou deposi¢édo
interfacial, que foi descrito por Fessi et al. (1989). Adaptacdes foram feitas para utilizacao
da PCL como matriz polimérica, com base na metodologia proposta por Lucena et al.
(2018) para preparagdo de nanocépsulas e nanoesferas.

Além dos insumos para prepara¢do das nanoparticulas, que estdo especificados
na tabela 3, foram utilizados também agitadores magnéticos com aquecimento e um

Rotaevaporador Biichi R-3 para evaporacao do solvente.

Tabela 3. Descri¢do da composicdo da FO e da FA para obtencdo de 2,0 mL da formulagdo

A Quantidade
Substancia
NS BRA NS EPM
Acetona 4,0 mL 3,96 mL
) PCL 25,9 mg 25,9 mg
Fase Organica
Span 80 11 yL 11 uL
EPM 500mg/mL - 40 pL
Agua Ultrapura 8,0 mL 8,0 mL
Fase Aquosa
Tween 80 11 L 11 L

NS BRA. Nanoesferas Brancas; NS EPM. Nanoesferas associadas ao extrato de propolis milagres; SE EPM. Solucdo
estoque de extrato de propolis milagres.

4.1.1. Preparo das nanoparticulas brancas

Para a obtencdo das nanoesferas brancas (NS BRA), inicialmente foi preparada
a fase organica (FO), sendo que as quantidades de cada substancia estdo descritas na
Tabela 3. A acetona e PCL foram aquecidas até a temperatura de 45-50°C em um béquer,

sendo mantida sob agitacdo constante até a completa solubilizacdo do polimero; em
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seguida adicionou-se 0 Span 80, ainda sob agitacdo. Paralelamente, a fase aquosa (FA)
foi preparada adicionando-se o Tween 80 em um béquer contendo a agua ultrapura,
seqguido de agitacdo por 10 min. A FO foi entdo vertida sobre a FA, sob agitagdo
constante; manteve-se a agitacdo por mais 10 min ap0s o esgotamento da FO e em
seguida, para evaporacdo do solvente, as nanoparticulas foram levadas para o

rotaevaporador até atingir o volume final de 2 mL de formulag&o.

4.1.2. Preparo das Nanoparticulas associadas ao Extrato de Propolis

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque (SE) de extrato de prépolis (EP)
a partir do Extrato de Propolis Milagres Comercial 11%. Afim de evaporar
completamente o solvente do extrato comercial, ele foi deixado em agitacdo por quatro
dias e em seguida colocado em um dessecador acoplado a uma bomba de véacuo, obtendo-
se entdo o Extrato de Prépolis concentrado 100% p/p. Por fim, a partir da dissolucdo do
extrato concentrado em etanol, foi preparada uma SE de EP na concentracdo de
500mg/mL, e a partir dessa SE procedeu-se a preparacdo das Nanoesferas Associadas ao

Extrato de Propolis Milagres (NS EPM), conforme descrito abaixo.

Primeiro foi preparada a fase organica (FO), sendo que os volumes de solvente,
tensoativo e polimero estdo descritos na Tabela 3. No procedimento, a acetona foi
aquecida até a temperatura de 45-50°C, para facilitar a solubilizacdo da PCL, e foi
mantida sob agitacdo constante até a completa solubilizacdo do polimero; em seguida
adicionou-se 0 Span 80 e por ultimo adicionou-se 0s 40 uL da solucéo estoque de EPM,
sempre mantendo a agitacdo. Paralelamente, a fase aquosa (FA) foi preparada
adicionando-se o Tween 80 em um béquer contendo a 4gua ultrapura, seguido de agitacao
por 10 min. A FO foi entdo vertida sobre a FA, sob agitacdo constante; manteve-se a
agitacdo por mais 10min apo6s toda a FO ter sido vertida e em seguida, para evaporagao
do solvente, as nanoparticulas foram levadas para o rotaevaporador até atingir o volume

final de 2 mL de formulacéo.
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4.2, Revestimento das nanoesferas com Acido Hialurénico

Logo apOs o0 processo de nanoprecipitacdo e evaporacdo dos solventes as
NS BRA foram revestidas com AH: nesse processo foram testadas solugdes aquosas com
diferentes concentragdes de AH (0,05; 0,1 0,25; 0,5; 1,5 e 3,0% p/v) e as nanoesferas
revestidas foram caracterizadas afim de determinar a partir de qual concentracdo foram

obtidas NS com as melhores caracteristicas para a finalidade pretendida.

4.3. Caracterizacdo das nanoesferas

As formulacdes foram analisadas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments®) apds completa evaporacdo do solvente e diluigdo de 2 uL de formulagéo
em 1000 uL de agua ultrapura a temperatura de 25 °C. O didmetro hidrodindmico médio
(Dh) e o indice de polidispersdo de tamanho (Pdl) das nanoesferasa foram determinados
pela técnica de espectrometria de correlacdo de fétons, a partir da aplicacdo de um laser
de Hélio/Nebnio L = 633 nm, sendo selecionado para as analises o angulo de
retroespalhamento de 173°. O potencial zeta (PZ) foi avaliado pela técnica de
microeletroforese associada a anemometria do laser Doppler; para isso as amostras
diluidas foram transferidas para uma cubeta com dois eletrodos de cargas opostas, e em
seguida foi aplicado um potencial elétrico de 150 V/cm. As anélises foram executadas
utilizando o equipamento DLS Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments®), disponivel
no laboratério multiusuario da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro
Preto. Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos expressos

como média + desvio padrao.

4.4. Estudo de estabilidade preliminar da formulacéo

O estudo de estabilidade preliminar foi estabelecido por meio do exame visual
das formulagOes e da determinacdo do Dh, do IPD e do PZ das nanoesferas. Para isso,

foram retiradas aliquotas das formulagdes de NS BRA e NS EPM revestidas e ndo
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revestidas no 1°, 7°, 14° e 30° dias apds o preparo dessa. As analises foram conduzidas
conforme descrito anteriormente para a caracterizagdo das NS.

As anélises foram expressas em média + desvio padrdo e avaliada por analise de
variancia two-way ANOVA seguida pelo teste Tukey, utilizando o programa Prisma,

versdo 8.0. As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05

4.5. Avaliacdo da atividade antifangica in vitro das nanoesferas em relagdo a

Candida albicans

As NS EPM revestidas e ndo revestidas foram avaliadas quanto a sua atividade
antifungica em relacdo a C. albicans, linhagem ATCC10231. Primeiramente, foi
preparada uma suspensdo de 1,5x108 UFC/mL do microrganismo em solucéo salina,
equivalente a escala 0,5 de Mcfarland, e essa suspenséo foi inoculada em placas de agar
Sabouraud. Apds a inoculacdo da C. albicans, pogcos de 3 mm de diametro foram
escavados no agar com auxilio de pipetas estéreis e em diferentes pogos foram
depositados 100 pL das NS EPM revestidas e ndo revestidas. Além disso, nos outros
pocos foram depositados 100 pL de solucdo de EP na concentracao de 10 mg/mL, 100 pL
de solugdo de miconazol em solu¢do 5mg/mL como controle positivo e 100uL das
NE BRA revestidas e ndo revestidas como controle negativo. As placas de 4gar contendo
C. albicans foram levadas para estufa a 37 °C por 24 horas. Apds esse tempo, as placas
foram avaliadas de acordo com a formacéo ou ndo do halo de inibigéo, sendo que quando
ocorreu formacdo de halos estes foram medidos em milimetros, desconsiderando o

tamanho do poco.

4.6. Avaliacdo da atividade antifungica in vivo das nanoesferas em relagéo a

Candida albicans

Os estudos da avaliagdo dos parametros farmacodinamicos foram realizados em
colaboragdo com a Universidade Federal de S&o Jo&o del Rei, no campus Centro Oeste

Dona Lindu, Divinopolis - Minas Gerais, no Laboratorio de Farmacologia.
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46.1. Animais

Foram utilizadas 35 ratas fémeas da linhagem Wistar, com 8-10 semanas e peso
corporal entre 150 e 200g. Todos os animais foram obtidos do Biotério Central da UFSJ
— Campus Tancredo Neves — CTAN, e foram mantidos no Biotério CT-Infra Il, do
Campus Centro Oeste da UFSJ. Os animais foram aclimatados por um periodo de 15 dias
antes da realizacdo dos experimentos, em gaiolas de propileno com cama de maravalha,
sob condices ideais de temperatura (24 + 1°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e providos
de agua e alimentacdo (Ragdo industrial Labina®) ad libitum. Os experimentos foram
realizados apds aprovacao do protocolo experimental n® 020/2020.

4.6.2. Microrganismos, farmacos e composto-teste

Para a realizacdo do estudo foi empregada a cepa padréo de Candida albicans
ATCC 10231, que apresenta resisténcia aos azolicos fluconazol, itraconazol e
voriconazol, e & equinocandina anidulafungina. Foi utilizado o meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) (Himedia®, Brasil) para cultivo do microorganismo. Os
demais farmacos empregados no estudo foram: dexametasona (Déxium®, Chemitec
Agro-Veterinaria®, Sdo Paulo, Brasil) e benzoato de estradiol (Sincrodiol®, Ourofino®,

Sédo Paulo, Brasil) foram obtidos comercialmente.

4.6.3. Avaliacdo in vivo da atividade antifingica

4.6.3.1. Preparo do in6culo

Para o preparo do inéculo, a cepa padrdo de C. albicans ATCC 10231 foi
cultivada em meio ASD por 48 horas em estufa bacterioldgica, sob temperatura mantida
entre 30 - 35° C. Em seguida, as colonias foram transferidas para solucéo salina 0,85% e
a suspenséo foi ajustada a concentracdo de 5,0 x 10" UFC/mL, que foi confirmada pela
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 625 nm, até
obter densidade Otica entre 0,08 — 0,10.
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4.6.3.2. Obtencdo do modelo animal de candidiase vulvovaginal

Foram utilizadas 35 ratas Wistar fémeas, divididas em 7 grupos experimentais,

contendo 5 animais por grupo, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Grupos experimentais conforme protocolos de tratamento para avaliacdo in vivo do
efeito de nanoparticulas no tratamento de CVV

GRUPOS TRATAMENTO

1 PBS (Controle negativo)

2 NS BRA (Controle negativo)

3 NS BRA AH (Controle negativo)
4 Suspenséo de MN 0,5mg/mL (Controle positivo)
5
6
7

Suspenséo de EPM 10mg/mL
NS EPM
NS EPM AH

Todos os animais foram tratados com 0,1 mL dos compostos e controles, em dose Unica, por via
intravaginal. NS BRA: nanoesfera branca; NS BRA AH: nanoesfera branca revestida com &cido
hialurénico; NS EPM: nanoesfera de extrato de propolis; NS EPM AH: nanoesfera de extrato de propolis
revestida com acido hialurdnico;

Com o objetivo de promover um estado de imunossupressao transitdrio, os
animais receberam dexametasona (2mg/mL) por via intraperitoneal em dose Unica, e uma
dose de benzoato de estradiol (1 mg/mL) por via subcutanea para inducdo hormonal do
ciclo estral (dia 1). No dia da infeccdo (dia 2) cada animal recebeu, por via intravaginal,
0,2 mL da suspensao do indculo de C. albicans e apds 48 horas (dia 4) foi realizada uma
lavagem da cavidade vaginal de cada animal com 0,1 mL de solucdo salina 0,85%,
utilizando-se uma micropipeta com ponteira. O lavado vaginal foi cultivado em meio
ASD para verificar o estabelecimento da infeccéo, que foi considerada suficiente quando
apresentou, no minimo, 102> UFC/placa.

4.6.3.3. Avaliacdo do efeito das nanoparticulas no tratamento de candidiase

vulvovaginal

Ap0os confirmacéo da infeccdo (dia 5), foram iniciados os tratamentos por via
intravaginal, em dose Unica, administrando-se nanoparticulas, miconazol e propolis

puros. Apés 24 horas da administracdo dos tratamentos, procedeu-se nova lavagem da
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cavidade vaginal das ratas e plaqueamento do fluido, para a determinacdo da carga
fungica, mediante a contagem de UFC/placa. Os resultados foram tabelados e
apresentados em média do Log UFC/placa e porcentagem de reducédo da carga fungica, e

analisados estatisticamente.

4.6.3.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
para experimentos inteiramente casualisados, com o célculo da estatistica e de seu
respectivo “p-value”. Nos casos em que p < 0,05, as médias de tratamentos foram
comparadas pelo método de Tukey, com o calculo da diferenca minima para o = 0,05. O

software GraphPad Prism 8 (GraphPad, EUA) foi utilizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento e Caracterizacao das Nanoparticulas Ndo Revestidas e

Revestidas de Acido Hialurénico

A CVV ¢ uma infeccédo fungica de alta incidéncia, causada por microrganismos
oportunistas do género Candida spp., e que afeta mulheres de todos 0s niveis sociais,
configurando mais de 100 milhGes de casos anualmente (INTRA et al., 2022). A alta
incidéncia dessa morbidade, aliada aos impactos negativos na vida social e sexual das
mulheres acometidas, tornam a CVVV um relevante problema de satde publica.

Atualmente existem diversos antifingicos topicos e orais disponiveis para o
tratamento da CVV. Entretanto, com a facilidade de acesso sem prescri¢cdo € 0 uso
indiscriminado desses antifngicos, o surgimento de espécies de Candida resistentes aos
farmacos se tornou um fator de complicacdo no manejo terapéutico da CVV, favorecendo
a reincidéncia da infeccdo e caracterizando casos de CVVR (FERRIS et al., 2002;
SOBEL, 2018). Existem ainda mulheres que apresentam fatores predisponentes para a
infeccdo recorrente por C. albicans. Nesses casos, 0s tratamentos convencionais podem
se mostrar pouco eficazes, sendo comum a reincidéncia da infeccdo mesmo apos o
término do tratamento (MARTINS et al., 2014; JOHAL et al., 2016; SOBEL, 2016).

Considerando o cenério apresentado, a investigacdo de novas alternativas para o
tratamento da CVVR se tornou um relevante assunto de pesquisa, visando melhorar a
eficacia e oferecer maior conforto para a paciente durante o tratamento. Dentre as
substancias naturais com atividade antifingica o extrato de propolis tem se mostrado
capaz de atuar na restauracdo do equilibrio da microbiota vaginal e na inibicéo dos fatores
de viruléncia microbiana (DOTA etal., 2011; FELIX et al., 2019). Sendo que a associa¢do
de substancias naturais a carreadores nanoestruturados se mostra ainda mais vantajosa,
pois a nanotecnologia farmacéutica possibilita a potencializacdo da atividade e reducgéo
da toxicidade de farmacos e substancias de origem natural ao atuar na melhoria de
aspectos como estabilidade, liberagcdo e permeabilidade desses compostos (GHARIB et
al., 2011; KENECHUKWU et al., 2018).

Considerando o cenério apresentado, visando obter uma nova alternativa para o

manejo terapéutico da CVVR, foram desenvolvidas nanoparticulas com um sistema de
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liberacdo para o extrato de prépolis, e posteriormente essas nanoparticulas foram

revestidas com acido hialurdnico para melhorar a eficacia antifungica do extrato.

5.1.1. Preparo e Caracteriza¢do das nanoparticulas

Utilizando método de preparo de nanoesferas por nanoprecipitacdo descrito por
Fessi et al (1989), com adaptacdes, foi desenvolvida a formulagéo contendo nanoesferas

carregados com extrato de propolis.

Devido as suas propriedades relevantes, seu potencial de controlar a liberagdo de
farmacos e a capacidade de incorporar agentes antimicrobianos potencializando sua
funcdo, a PCL foi o polimero de escolha para a sintese das nanoesferas (MARTINEZ-
ABAD et al., 2013). Ademais, outros estudos evidenciaram que a utilizacdo da PCL na
producdo de nanoesferas resultou em alta taxa de encapsulagédo (em torno de 90%)
(TEIXEIRA et al., 2022). A utilizagdo do PCL ainda se mostra vantajosa devido a suas
caracteristicas hidrofobicas: como a maioria dos compostos ativos do estrato de prépolis
(flavonoides e acidos fenolicos) também sdo pouco sollveis em agua, isso facilita sua
interacdo com o polimero e consequente incorporacdo na matriz polimérica da nanoesfera
(MENDEZ-PFEIFFER et al., 2021). O Tween 80 e o Span 80 sdo ambas moléculas
anfifilicas, que atuam como agentes protetores de coloides, comumente utilizadas para
estabilizar nanoparticulas, através da formacdo de barreiras estéricas que diminuem a
agregacdo e o tamanho das nanoparticulas. Eles ajudam a estabilizar o sistema polimero-
tensoativo-agua, por reduzir a tensdo interfacial existente entre estas substancias,
reduzindo a tensdo interfacial entre as fases. A acetona se apresenta como um solvente
organico miscivel em agua e facil de remover por evaporacdo, se mostrando eficaz em
solubilizar a PCL (VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009).
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Figura 6. Formulacdes de (A) NS BRA e (B) NS EPM apds evaporacdo do solvente no
rotaevaporador.

Ao final do processo de evaporagdo do solvente, obteve-se o volume final de
2,0 mL de formulagdo com concentracdo de 10 mg/mL de extrato de propolis. A
formulacdo contendo extrato de prépolis apresentou uma coloracdo amarelada, devido a
cor natural do extrato. As nanoparticulas brancas e associadas ao extrato de prépolis

foram caracterizadas quanto ao Dh, IPD e PZ.

Tabela 5. Caracterizagdo das nanoesferas brancas e associadas ao EPM

Dh £ DP (nm) IPD =+ DP Potencial zeta + DP (mV)
NS BR 191,0+1,35 0,156 + 0,014 -32,9+£ 0,379
NS EPM 168, 5 + 0,2082 0,128 + 0,016 -27,8 £ 0,577

Legenda: (Dn) diametro hidrodindmico médio. (DP) desvio padréo. (IPD) Indice de Polidispersio

O tamanho da nanoparticula é uma caracteristica importante para 0s mecanismos
de transporte, pois auxilia na internalizacdo pelas células epiteliais, aumentando a
biodisponibilidade dos ativos no canal vaginal (MELO et al., 2020). O tamanho esperado
para nanoesferas obtidas por nanoprecipitacdo é em torno de 200nm. Logo, o tamanho
das nanoparticulas obtidas se mostrou condizente com o descrito na literatura
(VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009). Ademais, sabe-se que tamanhos de particulas
menores ou iguais a 300 nm sdo mais adequados para entregar o farmaco nas camadas

mais profundas do tecido bioldgico, o que € ideal para a eliminacdo das hifas da C.
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albicans estabelecidas em regides profundas das celulas epiteliais vaginais. As
nanoparticulas apresentaram indices de polidispersdo entre 0,1 e 0,2, indicando uma
distribuicdo homogénea das particulas (DANAEI et al., 2018).

O Potencial Zeta € um termo cientifico para potencial eletrocinético em sistemas
coloidais, e esta relacionado ao potencial eletrostatico na dupla camada elétrica que
envolve uma nanoparticula em dispersdo (HONARY, ZAHIR, 2013). Em uma solu¢éo
ibnica, as nanoparticulas apresentam uma carga liquida, e elas terdo uma camada de ions
de carga oposta fortemente ligada a sua superficie, isso é chamado de camada fixa. Uma
segunda camada externa difusa é composta por ions fracamente associados. Essas duas
camadas sdo chamadas coletivamente de dupla camada elétrica. A medida que a particula
se move (devido a difusdo browniana ou forca aplicada), é criada uma diferenca de
potencial entre os ions que estdo no meio de disperséo e os ions na camada difusa (que se
movem com a nanoparticula). O potencial eletrostatico neste limite do “plano de
deslizamento” é chamado de Potencial Zeta e esta relacionado a carga da superficie da
nanoparticula (CLOGSTON, PATRI, 2011; HONARY, ZAHIR, 2013)

Embora o PZ ndo seja igual ao potencial da camada fixa ou ao potencial elétrico
da superficie na dupla camada, sua medicdo € atualmente a maneira mais simples e direta
de caracterizar a superficie de coloides carregados, e os valores obtidos podem ser
interpretados afim de avaliar a estabilidade de sistemas dispersos bem com a tendéncia
de uma nanoparticula de permear membranas (XU, 2008; CLOGSTON, PATRI, 2011)

Sabe-se que o PZ é um indicativo do grau de repulsdo entre as particulas
adjacentes com carga semelhante: um alto PZ (negativo ou positivo) conferira
estabilidade, ou seja, as particulas resistirdo a agregacao. Assim, particulas com alto
potencial zeta sdo eletricamente estabilizadas, sendo que valores maiores que 30 mV em
modulos sdo associados a sistemas mais estaveis e com menor tendéncia a flocular
(DOOSTMOHAMMADI et al., 2011; CLOGSTON, PATRI, 2011).

Sabe-se também que particulas catidnicas (PZ com valores positivos) geralmente
exibem mais toxicidade, estando associadas a ruptura da parede celular (CLOGSTON,
PATRI, 2011). Desta forma, em se tratando de nanoparticulas para aplicagdo bioldgica,
PZ com valores negativos podem ser mais vantajosos. Ndo obstante, as superficies
celulares sdo recobertas por moléculas de proteoglicanos sulfatados carregadas

negativamente, e valores de potencial PZ fortemente anidnicos (muito maiores que -30

37



mV), embora confiram excelente estabilidade a formulacdo, podem dificultar que a
nanoparticula se aproxime das células do tecido alvo devido a forgas repulsivas. A
repulsdo pode impossibilitar as intera¢cbes das nanoparticulas com os receptores de
membrana e, consequentemente, dificultar sua internalizacdo (XU, 2008; CLOGSTON,
PATRI, 2011; HONARY, ZAHIR, 2013)

5.1.2. Revestimento das nanoparticulas

O Acido Hialurénico foi escolhido como revestimento para as nanoesferas
poliméricas principalmente devido a sua capacidade de interagir com o receptor CD44,
que é uma glicoproteina transmembrana expressa na superficie epitelial vaginal. (CAI et
al., 2019). Estudos prévios, realizados por Melo e colaboradores(2020), ao investigar o
potencial de nanoparticulas de Eudragit RL100 associadas a Anfotericina B para o
tratamento de CVV, contataram que as nanoparticulas revestidas com AH demonstraram
superioridade terapéutica em relagdo a ndo revestidas em modelo in vivo. Essa
superioridade deve-se a capacidade do receptor CD44 se ligar ao hialuronato na matriz
extracelular, dessa forma a interacdo do AH com o receptor CD44 permite que as
nanoparticulas sejam internalizadas pelas células epiteliais através de endocitose mediada
por receptor, aumentando a biodisponibilidade do farmaco de forma a eliminar a forma
fangica e hifas de Candida ssp (ALHO & UNDERHILL, 1989; CAl et al., 2019). Esse
beneficio é de grande interesse, visto que um fator contribuinte para a CVVR é a
reemergéncia de espécies de Candida das camadas mais profundas dos tecidos vaginais,
espécies essas que ndo foram eliminadas por meio de tratamentos convencionais
(SOBEL, 2016)

Logo, afim de potencializar a atividade antiflngica da formulagdo e obter as
melhores caracteristicas para a finalidade pretendida, foram testadas diferentes
concentracdes de AH no revestimento das NS BRA, conforme descrito por Melo et al.
(2020), com adaptacOes. As nanoparticulas revestidas em cada umas das concentra¢des

de AH foram caracterizadas, conforme descrito na tabela 6.
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Tabela 6. Dh, IPD e PZ das NS BRA revestidas com diferentes concentracdes de AH

Concentracao de AH

Dh + DP

Potencial Zeta + DP

(%p/v) (nm) IPD + DP (mV)
0,05 192,6 + 1,253 0,152 + 0,007 -30,1 + 0,850
0.1 204+ 1,823 0,222 40,007 -47,8+0,781
0,15 199,5 + 2,02 0,431 +1,02 57540,
0.2 202,9+25 0,443 + 0,4 55,4+ 0,41
0,25 211,2 + 2,47 0,421 + 0,10 53,2+ 0,42
05 275.2 +3,01 0,588 + 0,01 64405
15 8426 + 3,41 0,683+ 0,8 60,4+ 0,7
3,0 * * *

Legenda: (Dy) didmetro hidrodinamico médio. (DP) desvio padréo. (IPD) indice de Polidispersdo. *Alta
concentracdo de AH levou a formagéo de um gel, impossibilitando a caracterizagéo

Nota-se que as nanoesferas revestidas por AH nas concentracdes 0,05% a 0,5%
apresentaram tamanhos considerados adequados (VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009).
Entretanto, observa-se também que com a aumento de AH o IPD das nanoparticulas
também aumentou, sendo que a partir de 0,15% p/v de AH o sistema passa a se apresentar
polidisperso, com IPD superior a 0,3, 0 que ndo é uma caracteristica desejavel para a
finalidade pretendida (MELO et al., 2019) Tanto as NS revestidas a 0,05% quanto as
revestidas a 0,1% de AH podem ser consideradas monodispersas, visto que o IPD
encontrado em ambas é inferior a 0,3. N&o obstante, o valor de PZ das NS revestidas a
0,1% p/v indicam nanoparticulas muito anidnicas, o que pode dificultar sua internalizacdo
pelas células do epitélio vaginal (XU, 2008; CLOGSTON & PATRI, 2011). Dessa forma,
as nanoesferas revestidas a 0,05% de AH se mostraram mais adequadas em questdo de

tamanho, polidispersdo e potencial zeta em relacdo as outras concentracGes testadas.

5.1.3. Caracterizacéo das Nanoesferas revestidas

Uma vez que foi constado que o as nanoesferas mostravam melhores
caracteristicas quando revestidas com AH a 0,05% (p/v), as NS EPM também foram
revestidas nessa concentracdo e caracterizadas quando ao Dh, IPD e Potencial Zeta. Os
resultados estdo expressos na Tabela 7, juntamente das caracterizagdes das NS nao

revestidas.
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Tabela 7. Caracterizacdo das NS revestidas e ndo revestidas quanto ao Dh, IPD e PZ

Dh £ DP (nm) IPD £ DP Potencial Zeta £ DP (mV)
NS BR 191,0+1,35 0,156 + 0,014 -32,9+£ 0,379
NS BR + AH 192,6 £ 1,253 0,152 + 0,007 -30,1 + 0,850
NS EPM 168,5 + 0,2082 0,128 + 0,016 -27.8 0,577
NS EPM + AH 169,5 + 0,3035 0,119+0,01 -28.5+0,115

Conforme o esperado nédo foi observado aumento significativo no tamanho das
nanoparticulas ap6s o revestimento a 0,05% de AH. Também ndo foram observadas
mudangas na dispersdo do sistema, que continuou monodisperso (IPD abaixo de 0,3) tanto
no caso das NS BRA AH quanto nas NS EPM AH.

Nota-se que o potencial zeta das NP revestidas continua préximo ou superior ao
das NP ndo revestidas, o que ja era esperado e € explicado pela presenca dos grupos
anioénicos inerentes do AH, sendo condizente com os resultados encontrados por Melo e
colaboradores (2020) e com os dados apresentados na Tabela 6, onde pode-se observar
que a medida que concentracdo de AH no revestimento era aumentada, o PZ se tornava
mais negativo. Ndao obstante, pode-se dizer que a mudancga no PZ das NP revestidas se
mostra benéfico, pois se aproxima de 30 mV em mddulo, contribuindo para assegurar
estabilidade fisica do sistema (XU, 2008; CLOGSTON & PATRI, 2011).

5.2. Estabilidade preliminar da formulacao

Foi avaliada a estabilidade das nanoparticulas ndo revestidas e revestidas por
0,05% (p/v) de AH nos dias 1, 7, 14 e 30 apds o seu preparo, mantidas a temperatura de
8°C. Nos tempos pré-estabelecidos, as formulages foram analisadas visualmente e ndo
foram observadas alteracGes visiveis nem formacdo de precipitados. Também foram
analisados o Dh, IPD e PZ, e os dados obtidos podem ser observados nas tabelas 8, 9 e
10.
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Tabela 8. Andlise do Diametro hidrodinamico das nanoesferas em diferentes dias para avaliagdo da

estabilidade
Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 30
NSB 191,0+ 1,35 195,0 £ 0,66 193,8 £ 1,37 191,7 +£ 0,264
NSB AH 192,6 £ 1,253 193,2 £ 3,014 193,3+1,518 194,9 + 1,997
NS EPM 168,5 + 0,2082 169,8 + 0,7638 168,6 + 0,7000 168,3 £ 0,4041
NS EPM AH 169,5 + 0,3035 172,3+1,138 171,5+ 1,069 170,3+ 0,978

Estabilidade das nanoesferas revestidas e ndo revestidas analisadas em dias diferentes com intervalos de
tempos: T1, T7, T14 e T30. As amostras foram armazenadas a 8°C durante toda a analise e avaliadas quanto
ao didmetro hidrodindmico das NS, os resultados estdo expressos em nm (nanémetros). Os dados foram
analisados por Two-way ANOVA seguido pelo teste Tukey’s de comparagdes multiplas com p < 0,05.

As analises estatisticas dos dados mostraram que ndo ha diferenca significativa
entre os dias (as diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05), portanto
n&o houve diferenca entre os tamanhos, IPD e potenciais zeta nos dias 1° ao 30°, quando
armazenadas em geladeira, a temperatura de 8°C. A formulacdo continuou a apresentar
tamanho esperado para nanoesferas obtidas por nanoprecipitacdo, em torno de 200nm,
que é um tamanho adequado para faixa preconizada em aplicacbes dérmicas e
transdérmicas (VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009).

Tabela 9. Anadlise do indice de polidispersdo das nanoesferas em diferentes dias para avaliagcdo da
estabilidade

Dial Dia7 Dia 14 Dia 30
NSB 0,156 + 0,014 0,167 + 0,.009 0,162 + 0,013 0,173 + 0,013
NSB AH 0,152 + 0,007 0,169 + 0,021 0,182 + 0,015 0,174 + 0,010
NS EPM 0,128 + 0,016 0,109 + 0,01 0,110 + 0,005 0,112 + 0,010
NS EPM AH 0,119 + 0,011 0,126 + 0,016 0,134 + 0,008 0,146 + 0,010

Estabilidade das nanoesferas revestidas e ndo revestidas analisadas em dias diferentes com intervalos de
tempos: T1, T7, T14 e T30. As amostras foram armazenadas a 8°C durante toda a andlise e avaliadas quanto
ao indice de polidispersdo das NS. Os dados foram analisados por Two-way ANOVA seguido pelo teste
Tukey’s de comparagdes multiplas com p < 0,05.

O Potencial Zeta das nanoesferas permaneceu estavel no periodo avaliado e,
conforme esperado para os valores encontrados, ndo foi observado nenhuma coalescéncia
ou agregacao globular. Isso também corrobora com os valores de IPD obtidos, que

demonstra que a formulacéo continuou a se apresentar como um sistema monodisperso.
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Tabela 10. Andlise do Potencial Zeta das nanoesferas em diferentes dias para avaliagdo da estabilidade

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 30
NSB -32,9+ 0,379 -33,1+0,321 -33,2+ 0,200 -33,3+ 0,416
NSB AH -30,1 + 0,850 -35,7 + 0,493 -34,0+ 0,379 -36,6 +1,42
NS EPM -27,8 + 0,577 -31.6 £ 0.416 -29,6 £ 0,603 -30,8 + 0,400
NS EPM AH -28,5+ 0,115 -29,3 £ 0,985 -32,5+0,929 -33,3+0,252

Estabilidade das nanoesferas revestidas e ndo revestidas analisadas em dias diferentes com intervalos de
tempos: T1, T7, T14 e T30. As amostras foram armazenadas a 8°C durante toda a anélise e avaliadas quanto
ao potencial zeta das NS, os resultados estdo expressos em mV. Os dados foram analisados por Two-way
ANOVA seguido pelo teste Tukey’s de comparagdes multiplas com p < 0,05.

Pode-se concluir entdo que as nanoparticulas se mostraram estaveis por 30 dias
consecutivos a temperatura de 8°C, sem mudancas estatisticamente significativas no

didmetro hidrodindmico médio, indice de polidispersao e potencial zeta.

5.3. Atividade antifungica in vitro das nanoesferas

A produtora das amostras de extrato de propolis utilizado nesse estudo, Mel
Milagres, forneceu dados de que a propolis utilizada para obtencao do extrato foi coletada
em colmeias localizadas em regido com predominancia de Baccharis dracunculifolia, na
Zona da Mata do estado de Minas Gerais. Foi demonstrado que a prdpolis coletada em
regides semelhantes, principalmente em regides tropicais como o Brasil, com
predominancia do alecrim-do-campo, apresenta uma composi¢ao quimica caracteristica,
rica em compostos fenolicos prenilados como o artepillin C, bacarina, e drupanina, além
de terpendides e do acido p-cumaérico e seus derivados prenilados (BANKOVA, 2005;
SALATINO et al., 2005; MACHADO et al., 2016).

O Extrato de Prépolis Milagres foi produzido seguindo os regulamentos técnicos
do Ministério da Agricultura, apresentando 11% de concentracdo de extrato seco, assim
como muitos outros produtos comerciais. O extrato final produzido € hidroalcdolico,
sendo utilizado alcool cereal 80% ficando no processo de maceracao até atingir o maximo
de diluicdo (minimo de 7 dias), em seguida realizada a filtracdo simples (MILAGRES,
2022). Logo, apesar de ndo ter sido realizados os testes de caracterizacéo do EP, pode-se
inferir que o EP utilizado nesse estudo apresenta os requisitos para ser utilizado como

potencial antiflngico.

42



A atividade antifungica das nanoesferas e do EP foi avaliada contra cepas de C.
albicans por meio do método de difusdo em &gar. Conforme pode ser observado na Tabela
11, a solucdo preparada a partir do EPM apresentou halo de inibi¢do de 12,01 £ 1,78 mm,
0 que configura uma atividade antifungica promissora quando comparado com o halo de
16,01 £ 2,33 mm formado pela solucdo de 5% de MN, que foi utilizada como controle
positivo. Conforme esperado, a solugdo de AH 0,05% p/v e as NS BRA revestidas e ndo
revestidas ndo apresentaram formacdo de halo de inibi¢cdo, uma vez que ndo possuem
propriedades antifungicas. Também pode-se observar na tabela que ndo houve formacao
de halo mediante 100 pL de amostra das NS EPM e NS EPM AH, que foram depositados
nos pocgos, 0 que contrasta com a evidéncia de atividade antifingica demonstrada pelo
halo de inibigdo formado pelo EPM livre.

Tabela 11. Halos obtidos a partir do método de difusdo em pogo, utilizando 100uL de amostra

Amostras Tamanho do Halo = DP (mm)
Solugdo MN 0,5 mg/mL 16,01 + 2,33

Solugdo EPM 10mg/mL 12,01 +1,78

Solugédo AH 0,05% p/v -

NS BRA -

NS BRA AH -

NS EPM -

NS EPM AH -

Considerando os resultados apresentados na tabela 8, um novo teste foi feito para
deteccdo de halos de inibicdo, afim de obter melhores resultados em relagédo as NS EPM
revestidas e ndo revestidas. Pelo método da difusdo de pocgos, diferentes volumes da
formulacdo foram adicionados aos pogos, com a finalidade de verificar se existe relacéo

entre a quantidade de EPM e a formacdo de halo.

Conforme esperado, e ja descrito anteriormente em outros estudos que
investigaram a atividade antifingica do extrato de propolis (CORREA et al., 2020), o
EPM inibiu o crescimento de C. albicans de maneira dependente da dose, 0 que pode ser
observado na Tabela 10, na qual o tamanho do halo de inibicho do EPM aumenta
proporcionalmente ao volume de extrato depositado no poco. Entretanto, as NS EPM
revestidas e ndo revestidas ndo apresentaram halos de inibigdo, mesmo utilizando maiores

volumes da formulagéo.
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Tabela 12. Didmetro dos halos de inibi¢cdo conforme volume de amostra

Diametro do Halo (mm)

Amostra 50pl 100pl 150pl 200ul 220l 250pl 300ul

Solugio EPM 10mg/mL 10 12 13 14 14 14 15
Solugio MN 0,5 mg/mL 14 15 15 16 18 18 19
NS BRA - - - - - - -

NS BRA AH - - - - - - -
NS EPM - - - - - - -

NS EPM AH - - - - - - -

Considerando os resultados encontrados para 0 EPM livre, uma possivel causa
para a auséncia de halo de inibicdo das amostras de EPM associado as nanoesferas pode
ser a maior interacdo dos compostos ativos da prépolis com a matriz polimérica, devido
a hidrofobicidade desses compostos, causando dificuldade de liberacdo do extrato no
meio de cultura. Além disso, sabe-se que nanoparticulas poliméricas promovem a
liberacdo controlada de moléculas aprisionadas e, portanto, a baixa atividade
antimicrobiana no método de difusdo em &gar pode ser atribuida ao processo de liberacéo
prolongada, permitindo um crescimento inicial dos microrganismos que impossibilita a
formacdo de halo (GASPAR et al., 2018; SILVA et al., 2020).

N&o obstante, na avaliacdo da atividade antifingica em modelo experimental in
vivo, as nanoparticulas ndo revestidas e revestidas apresentaram resultados expressivos,

conforme pode ser observado na tabela 11.

5.4. Atividade antifangica in vivo das nanoesferas em relacéo a Candida

albicans

Para a avaliagdo do efeito antifingico das NP EPM revestidas e ndo revestidas,
e seus respectivos controles, em relagcdo a C. albicans, foi empregado um modelo
experimental in vivo que envolve a indugdo prévia de um estado de imunossupresséo
transitorio, além de tratamento hormonal dos animais para a indugdo da fase estrogénica

do ciclo estral, de modo a garantir a infeccdo das ratas (CONTI et al., 2014). Os animais
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foram entdo tratados com as NPs e controles, e os resultados obtidos se encontram na
Tabela 11, onde pode ser observado o nimero de animais infectados e sua carga flngica
no TO (dia do tratamento) e T24 (24 horas apds os tratamentos), além da porcentagem da

reducdo da carga fangica de T24 em relacdo a TO.

Conforme esperado todos os animais dos grupos utilizados como controle e
tratados com PBS, NS BRA e NS BRA AH continuaram infectados até o final do
experimento, sem reducdo significativa na carga fungica. No grupo 4, que recebeu a
solucdo de miconazol 0,5 mg/mL (controle positivo), observou-se a reducdo de 100% da

carga fungica, com a cura de todos o0s animais.

Os animais do grupo 5, que foram tratados com a solucdo de EPM 10 mg/mL,
apresentaram reducdo de 22,7% da carga fangica em T24, porém todos 0s animais
permaneceram infectados. Esse resultado é condizente com dados obtidos em outros
estudos, que evidenciam a baixa solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade dos
compostos ativos da propolis (CORREA et al., 2020), sendo necesséria a associa¢do do
EP as tecnologias farmacéuticas que possibilitem superar barreiras de solubilidade,
permeacdo cutanea e biodisponibilidade para potencializacdo de suas atividades
bioldgicas (DOTA et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2016; MENDEZ-PFEIFFER et al.,
2021). Esses estudos também corroboram com os resultados obtidos in vivo para as
nanoesferas carregadas com EP: o grupo 6, tratado com NS EPM ndo revestidas,
apresentou 76% de reducdo na carga fungica, e 3 dos 5 animais do grupo se apresentaram
curados, evidenciando a potencializacdo da atividade biolégica do extrato de prépolis

guando associados as nanoparticulas poliméricas.

Por fim, pode-se considerar que os resultados mais promissores foram em
resposta ao tratamento com as NP EPM AH, com 100% de reducdo da carga fangica e
com todos os animais considerados curados em T24, apds dose Unica de tratamento.
Outros trabalhos que desenvolveram nanoparticulas poliméricas revestidas com acido
hialuronico, no estudo da atividade antifingica in vivo da formulagdo, também
observaram resultados superiores das nanoparticulas revestidas em relacdo as nédo
revestidas (MELO et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2022). Isso se deve a interacdo do HA
na superficie das nanoparticulas com os receptores CD44 na membrana plasmatica das
células epiteliais vaginais, induzindo a internalizacdo dos nanocarreadores e consequente
eliminacdo dos microrganismos (ALHO, UNDERHILL, 1989; MELO et al., 2020;
TEIXEIRA et al., 2022).
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Tabela 13. Nimero de animais infectados e quantificacdo da carga fangica observada nos animais tratados de forma intravaginal com nanoparticulas de
extrato de propolis e seus respectivos controles

o 24 Reducéo?

1 PBS 3,89 £0,02 5/5 3,90 £ 0,02 5/5 0

2 NS BRA 3,63 +0,15 5/5 3,77 0,12 5/5 0

3 NS BRA AH 3,77 £0,17 5/5 3,47+0,40 5/5 7,9
4 MN 0,5 mg/ml 3,91+0,01 5/5 0,00 = 0,00* 0/5 100
5 EPM 10mg/mL 3,65+0,21 5/5 2,82+0,18 5/5 22,7
6 NS EPM 3,88+0,11 5/5 0,92 +0,05* 2/5 76,3
7 NS EPM AH 3,70£0,20 5/5 0,00 £ 0,00* 0/5 100

TO = inicio do tratamento (dose Unica); T24 = 24 horas ap6s o inicio do tratamento; ® Porcentagem de reduc¢do da carga flngica comparada ao TO; *
Diferenca estatisticamente significativa comparada ao TO (p < 0,05). N = ndmero de animais (5).
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6. CONCLUSAO

Nanoparticulas de PCL incorporadas com EPM, revestidas ou ndo com &cido
hialurénico, foram sintetizadas pelo método da nanoprecipitacao, buscando estudar uma
alternativa terapéutica natural e segura para o tratamento da CVVR. O diametro
hidrodinamico medio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas se
mostraram adequados para aplicacdo vaginal. O AH foi utilizado como revestimento, e
pode-se supor ele que promoveu a interacdo com os receptores CD44 das células epiteliais
vaginais, e favoreceu a internalizacdo das NP, pois houve uma cura de 100% dos animais
tratados. Adicionalmente, as nanoparticulas mostraram-se estaveis por 30 dias

consecutivos, sem mudancas estatisticamente significativas nos parametros avaliados.

O EPM apresentou efeito inibitério dependente da dose, entretanto, as NP EPM
revestidas e ndo revestidas ndo apresentaram efeito antifungico in vitro. Isso pode ser
devido ao processo de liberagdo prolongada das NP, permitindo um crescimento inicial
dos microrganismos que impossibilita a formacdo de halo. A maior interacdo dos
compostos ativos com a matriz polimérica também pode dificultar a liberacdo e difusédo

desses compostos no meio de cultura.

Entretanto, na avaliacdo da atividade antifungica em modelo experimental in vivo,
as nanoparticulas ndo revestidas e revestidas apresentaram resultados expressivos,
indicando atividade antifungica contra cepas de C. albicans. Portanto, as formulacbes

podem ser consideradas como uma alternativa terapéutica para o tratamento da CVVR.
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