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RESUMO

HIDROGEL DE GOMA DE ALFARROBA CONTENDO NANOCAPSULAS DE DISSELENETO DE
DIFENILA PARA O TRATAMENTO DA TRICOMONIASE VAGINAL

AUTORA: Fernanda Padoin dos Reis
ORIENTADORA: Leticia Cruz
A tricomoniase ¢ uma infec¢do sexualmente transmissivel (IST) que tem como vetor o parasita Trichomonas
vaginalis. As terapias convencionais apresentam na maioria dos casos uma baixa eficacia e elevada toxicidade,
sendo relevante a busca por novas terapias. O Disseleneto de Difenila (PhSe), ¢ um composto orgénico de selénio
com propriedades antioxidante, antiinflamatoria, além de atividade frente a alguns microorganismos. Porém, este
composto apresenta elevada lipofilia e efeitos toxicos, o que dificulta seu uso clinico. Nesse sentido, as
nanocapsulas poliméricas tornam-se uma alternativa interessante para contornar as limitagdes do (PhSe),. Diante
disso, esta dissertagdo teve como objetivo desenvolver suspensdes de nanocapsulas de Eudragit® RS100 e 6leo de
coco contendo (PhSe), e avaliar, de forma inédita, sua atividade anti-trichomonas, além de investigar a viabilidade
da preparag@o de um hidrogel contendo as nanocapsulas, utilizando a goma de alfarroba como agente formador de
gel, visando a aplicacdo vaginal. As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposigdo
interfacial do polimero pré-formado e foram observadas caracteristicas compativeis com sistemas
nanoestruturados para liberacdo de farmacos, como tamanho médio de particula na faixa nanométrica (193-206
nm), indice de polidispersao adequado (0,19-0,22), potencial zeta positivo, pH na faixa acida (4,97-5,04), teor do
composto proximo ao valor tedrico (1,04 mg/mL), e elevada eficiéncia de encapsulamento (99,92 %). Na avaliacdo
da atividade in vitro em células infectadas pelo 7. vaginalis, (PhSe), nanoencapsulado em concentracdes
intermediarias, reduziu a viabilidade do trofozoito de forma mais expressiva em comparacdo a forma livre do
ativo.. A capacidade antioxidante do (PhSe), nanoencapsulado foi superior a forma livre. A avaliagdo do potencial
mucoadesivo das nanocapsulas, com altera¢do do didmetro médio e a inversdo do potencial zeta, comprovou seu
potencial mucoadesivo, atribuido ao polimero catidénico. Os hidrogéis foram preparados a partir do espessamento
das suspensdes de nanocapsulas com a goma de alfarroba (3%). As formula¢des desenvolvidas apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para aplicacdo vaginal, mantendo o tamanho nanométrico na faixa de
237-295 nm (espectroscopia de correlacdo de fotons), teor de ativo proéximo ao valor tedrico (1mg/g de (PhSe),)
(CLAE), valores de pH proximo a faixa da neutralidade 6,16-6,20 (potenciometria), assim como comportamento
reologico ndo-newtoniano pseudo-plastico (viscosimetro rotacional). A avaliagdo do potencial de irritacdo pelo
método da membrana corioalant6éide indicou auséncia de hemorragia, coagulacdo ou lise, demonstrando que as
formulagdes sdo consideradas ndo-irritantes. A for¢a mucoadesiva dos hidrogéis foi aprimorada para o ativo
nanoencapsulado em comparacao ao (PhSe); livre, demonstrando a escolha correta da goma. A permeacao através
da mucosa vaginal bovina utilizando células de Franz evidenciou que as formulagdes permaneceram na superficie
da mucosa vaginal, o que ¢ ideal para o tratamento de infecgdes vaginais superficiais. Portanto, baseado nos
resultados obtidos, o desenvolvimento do hidrogel atendeu a finalidade terapéutica proposta, podendo ser uma

alternativa promissora para o tratamento da tricomoniase.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Selénio; Via vaginal; Semissolidos; Trichomonas vaginalis.



ABSTRACT

LOCUST BEAN GUM HYDROGEL CONTAINING DIPHENYL DISELENIDE NANOCAPSULES
FOR VAGINAL TREATMENT OF TRICHOMONIASIS

AUTHOR: Fernanda Padoin dos Reis
ADVISOR: Leticia Cruz

Trichomoniasis is a sexually transmitted infection (IST) whose vector is the parasite Trichomonas vaginalis.
Conventional therapies have, in most cases, low efficacy and high toxicity, making the search for new therapies
relevant. Diphenyl diselenide (PhSe),, is an organic selenium compound with antioxidant, anti-inflammatory
properties, in addition to activity against some microorganisms. However, this compound has high lipophilicity
and toxic effects, which makes its clinical use difficult. In this sense, polymeric nanocapsules become an
interesting alternative to overcome its limitations. Therefore, this dissertation aimed to develop nanocapsule
suspensions of Eudragit® RS100 and coconut oil containing (PhSe), and to evaluate, in an unprecedented way, its
anti-trichomonas activity, in addition to investigating the feasibility of preparing a hydrogel with this suspension,
using locust bean gum as a gel-forming agent, aiming at vaginal application for the treatment of trichomoniasis.
The nanocapsule suspensions were prepared by the preformed polymer interfacial deposition method and
characteristics compatible with nanostructured drug delivery systems were observed, such as average particle size
in the nanometric range (193-206 nm), adequate polydispersion index (0.19-0.22), positive zeta potential, pH in
the acidic range (4.97-5.04), compound content close to theoretical value (1.04 mg/mL), and high encapsulation
efficiency (99.92 %). In the evaluation of the in vitro activity in cells infected by 7. vaginalis, (PhSe),
nanoencapsulated at intermediate concentrations reduced the viability of the trophozoite more significantly
compared to the free form of the active, due to controlled release provided by the nanocarrier system. The
antioxidant capacity of nanoencapsulated (PhSe), was superior to the free form. The mucoadhesion evaluation of
the nanocapsules, with change in the average diameter and the inversion of the zeta potential, confirmed their
mucoadhesive potential, attributed to the cationic polymer. The hydrogels were prepared by thickening the
nanocapsule suspensions with locust bean gum (3%). The developed formulations presented physicochemical
characteristics suitable for vaginal application, maintaining the nanometer size in the range of 237-295 nm (photon
correlation spectroscopy), active content close to the theoretical value (1mg/g of (PhSe),) (HPLC), pH values in
the neutrality range 6.16-6.20 (potentiometry), as well as non-Newtonian pseudo-plastic behavior (rotational
viscometer). The evaluation of the irritation potential by the chorioallantoic membrane method indicated the
absence of hemorrhage, coagulation or lysis, demonstrating that the formulations are considered non-irritating.
The mucoadhesive strength of hydrogels was improved for the nanoencapsulated active compared to the free
(PhSe),, demonstrating the correct choice of gum. Permeation through the bovine vaginal mucosa using Franz
cells showed that the formulations remained on the surface of the vaginal mucosa, which is ideal for the treatment
of superficial vaginal infections. Therefore, based on the results obtained, the development of the hydrogel met

the proposed therapeutic purpose and could be a promising alternative for the treatment of trichomoniasis.

Keywords: Nanoparticles; Selenium; Vaginal route; Semisolids; Trichomonas vaginalis.
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1 INTRODUCAO

A tricomoniase ¢ uma infeccdo parasitdria causada por Trichomonas vaginalis e ¢€
considerada a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) ndo viral mais comum no mundo,
infectando aproximadamente 276,4 milhdes de pessoas anualmente (DA SILVA et al., 2019;
LIN et al., 2019). Além disso, a prevaléncia mundial da tricomoniase ¢ muito maior quando
comparada a outras ISTs curdveis, como gonorreia, sifilis e clamidia. Em contrapartida, a
patologia nao ¢ notificavel e ndo existe sistema de vigilancia e detec¢ao de isolados resistentes
ao tratamento, recebendo relativamente pouca énfase dos programas de saude publica de
controle de ISTs (SCHWEBKE; BARRIENTES, 2006; WORLD HEALTH ORGANIZATION
etal., 2012).

Esta doenca pode trazer graves consequéncias para a saide, como risco aumentado em
50 % para aquisicdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (MASHA et al., 2019),
aumento do risco de cancer cervical (YANG et al, 2018), risco de aquisi¢ao do papilomavirus
humano (HPV) e virus do herpes simples (HSV-2) além de complicagdes reprodutivas
(KISSINGER, 2015). Soma-se a isso que o tratamento padrao para tricomoniase humana com
base na utiliza¢do de metronidazol e tinidazol permanece inalterado desde 1959. Em vista disso,
a combinacdo de altas taxas de infeccdo, relatos de efeitos adversos, possiveis complicagdes e
tratamentos baseados em apenas uma classe de antimicrobianos, com aumento de sua
resisténcia, torna relevante a busca por novas terapias (KUNG; FURNKRANZ;
WALOCHNIK, 2019).

Neste contexto, o Disseleneto de difenila (PhSe), ¢ um composto organico de selénio
sintético, o qual apresenta uma ampla gama de a¢des farmacoldgicas ja relatadas na literatura.
Estudos confirmam sua atividade antioxidante (BALDISSERA et al., 2020; MULLER et al.,
2018; QUISPE et al., 2019), antiinflamatéria e anti-nociceptiva (NOGUEIRA et al., 2003).
Além disso, (PhSe), ja demostrou atividade frente a microorganismos como fungos
(CHASSOT et al., 2016; DENARDI et al., 2013), virus (SARTORI et al., 2016) e protozoarios
(DOLESKI et al., 2017). Todavia, apesar das potencialidades terapéuticas do (PhSe),, sua
toxicidade, baixa biodisponibilidade e problemas de solubilidade limitam o progresso de seu
emprego terapéutico (NOGUEIRA; ROCHA, 2010; PRIGOL et al., 2013; PRIGOL et al.,
2012).

A utilizacdo de nanotecnologia em sistemas farmacéuticos vem sendo amplamente

estudada devido a uma série de beneficios conferidos as formulagdes. As vantagens em relagdo
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as propriedades fisico-quimicas dos farmacos estdo relacionadas com a formacao de estruturas
de tamanho inferior a 1 um (JAIN; THAREJA, 2019; LEYVA-GOMEZ et al., 2018). As
nanocapsulas sdo um exemplo de nanoestruturas caracterizadas por uma parede polimérica que
envolve o nucleo oleoso, o qual permite a incorporagao de farmacos lipofilicos, como o (PhSe).
(DA SILVA etal.,2014; DENG et al., 2020; ENGLERT et al., 2020). No entanto, nanocapsulas
sdo obtidas sob a forma de suspensdo aquosa liquida, o que dificulta sua residéncia sobre a
mucosa vaginal. Ao delinear uma estratégia terapéutica para a administra¢do vaginal, a
incorporagao das suspensdes em hidrogéis tem demonstrado ser uma escolha inteligente para o
desenvolvimento de terapias inovadoras (BOUCHEMAL, BORIES e LOISEAU, 2017; DE
LIMA etal., 2017).

Hidrogéis sao obtidos a partir da utilizagdo de polimeros de origem natural ou sintética,
também conhecidos como gomas ou hidrocoloides (AHMAD et al., 2019). No entanto, os
polimeros de origem natural vem ganhando preferéncia, visto que estes oferecem propriedades
ideais, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, facilidade de obtencdo, além de baixo
custo (BHOSALE et al., 2014; VERMA et al., 2019). Dentre eles destaca-se a goma de
alfarroba por oferecer propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes, além de
apresentar natureza nao idnica, ndo sofrendo influéncia pelo pH, sais e tratamento térmico
(BARAK; MUDGIL, 2014; ZHU et al., 2019).

Formulagdes convencionais usadas para terapia vaginal local apresentam baixa eficacia
devido ao escorrimento que leva a um curto tempo de residéncia da formulacao no local da
aplicagdo, baixa estabilidade do medicamento, além de problemas na liberacao e distribuigao
do farmaco (DOS SANTOS et al., 2020). Em contrapartida, hidrogéis de base nanotecnoldgica
propiciam melhor distribuicdo, reteng¢ao, controle da liberacdo e consequentemente melhor
eficécia terapéutica e aceitabilidade do paciente (COOK; BROWN et al., 2018).

Desta forma, considerando: (1) as limitagdes e resisténcia relacionadas ao tratamento
convencional para tricomoniase; (2) a relevancia das propriedades farmacolodgicas apresentadas
pelo (PhSe); e os resultados promissores anteriormente obtidos em trabalhos de nosso grupo de
pesquisa através da incorporagdo do mesmo em sistemas nanoestruturados; (3) as caracteristicas
interessantes dos hidrogéis como plataforma para o manejo terapéutico da tricomoniase, este
trabalho teve como objetivo a incorporacao de suspensdes de nanocapsulas de 6leo de coco

contendo (PhSe), em hidrogel de goma de alfarroba para o tratamento da tricomoniase.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de suspensdes de nanocapsulas de 6leo de coco contendo (PhSe).

frente a atividade anti-trichomonas vaginalis, bem como desenvolver hidrogéis a partir do

espessamento de uma suspensdo de nanocapsulas com a goma de alfarroba, com a finalidade

de propor uma forma farmacéutica final para o tratamento da tricomoniase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

< A N N N

AR

Preparar suspensdes de nanocépsulas de 6leo de coco e Eudragit® RS100 contendo
disseleneto de difenila (NC-(PhSe)y) e caracterizé-las quanto ao tamanho médio de
particula, indice de polidispersao, potencial zeta, pH, teor de ativo e eficiéncia de
encapsulacao;

Avaliar a atividade anti-7. Vaginalis das suspensdes de nanocapsulas;

Determinar a atividade antioxidante das suspensdes de nanocépsulas;

Avaliar o potencial mucoadesivo das suspensdes de nanocéapsulas;

Preparar hidrogéis pelo espessamento das suspensdes de nanocdpsulas com goma de
alfarroba;

Caracterizar os hidrogéis quanto ao tamanho médio de particula, indice de
polidispersdo, pH, teor de ativo, espalhabilidade e comportamento reoldgico;

Avaliar o potencial de irritagdo das formulagdes desenvolvidas;

Determinar o potencial mucoadesivo dos hidrogéis em mucosa vaginal bovina;

Estudar a permeacdo do (PhSe); a partir dos hidrogéis em mucosa vaginal bovina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 TRICOMONIASE: CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS, COMPLICACOES E
RESISTENCIA AO TRATAMENTO

A tricomoniase ¢ uma infecgdo sexualmente transmissivel (IST), ndo viral, considerada
a mais comum do mundo, tendo como agente etiologico o Trichomonas vaginalis, um
protozoario flagelado, que reside principalmente no trato geniturinario (VAN GERWEN;
MUZNY, 2019). Esta doenga ¢ um problema de satide global generalizado, e muitas vezes
negligenciado, ocorrendo em uma taxa crescente (KISSINGER, 2015.)

A Organiza¢cdo Mundial da Satde (OMS) em seu ultimo relatorio estimou um nimero
de 142,6 milhdes de novos casos causados pelo protozoario 7. vaginalis (DA SILVA et al,
2019). Em 2016, os numeros estimados chegaram a 156 milhdes de casos em todo o mundo,
sendo a tricomoniase responsavel por quase metade da incidéncia global de IST naquele ano
(VAN GERWEN; MUZNY, 2019).

A prevaléncia mundial da tricomoniase ¢ muito maior quando comparada a outras ISTs
curaveis, como gonorreia e sifilis, ambas com 36,4 milhdes, e clamidia, com 100,4 milhdes de
adultos infectados, entre 15 e 49 anos. Por outro lado, a tricomoniase nao ¢ notificavel ¢ nao
existe sistema de vigilancia e deteccdo de isolados resistentes ao tratamento, recebendo
relativamente pouca €nfase dos programas de satide publica de controle de ISTs (BHAKTA;
MORAN; MERCER, 2020; MENEZES; FRASSON; TASCA, 2016).

Apesar do parasita infectar ambos os sexos, nos homens os sintomas sao normalmente
leves ou assintomaticos e as infec¢des sdo eliminadas pelo sistema imunolégico do hospedeiro
em semanas. Além disso, a concentracdo de zinco encontrada nas secre¢des prostaticas
apresenta efeito toxico ao parasita, impedindo sua adesdo as células. Em compensacao, 89%
dos pacientes portadores da tricomoniase sdo do sexo feminino, onde as infecgdes podem
perdurar por muito mais tempo, podendo apresentar uma série de sintomas e complicagdes
(SENA et al., 2007; LEITSCH, 2016). A tricomoniase apresenta uma ampla variedade de
padrdes clinicos. O espectro da sintomatologia clinica em mulheres varia do estado de portador
assintomatico para sintomadtico e, de acordo com a gravidade da infec¢do, a tricomoniase pode
ser classificada como aguda ou cronica. Esta ultima ¢ particularmente importante do ponto de
vista epidemiologico, pois € neste estagio que os individuos sao a principal fonte de transmissao

do parasita (PETRIN et al, 1998).
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Os sintomas classicos associados ao diagndstico clinico de tricomoniase incluem,
prurido, distria, dor durante a relacdo sexual, irritagdo vulvar, dor abdominal, e corrimento
vaginal amarelo-esverdeado com mau cheiro. Este corrimento ¢ consequéncia da intensa
infiltragao leucocitaria como resultado da morte de células epiteliais que promove inflamagao
e leva a um aumento do nimero de leucocitos no fluido vaginal (KISSINGER, 2015;
MENEZES; FRASSON; TASCA, 2016).

Ainda, ha o risco de o paciente desenvolver vaginite, uretrite, cervicite, vaginose
bacteriana, candidiase e endometrite aguda (KISSINGER, 2015; MENEZES; FRASSON;
TASCA, 2016). Pode ocorrer também a presenca de secrecdo mucopurulenta cervical e outras
complicacdes, como hemorragias microscopicas pontilhadas no colo do utero que conferem
uma aparéncia conhecida como colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango, fazendo
com que 0 mesmo pareca eritematoso, edematoso e friavel (KHURANA; SINGH, 2018).

Consequéncias ainda mais graves foram reveladas em estudos que demonstram um risco
aumentado em 50% de aquisicdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) quando o
paciente ¢ portador da tricomoniase (MASHA et al., 2019). Os mecanismos pelos quais a
tricomoniase pode aumentar a aquisi¢ao do HIV incluem geragao de uma resposta inflamatoéria
do epitélio vaginal, exocérvice com recrutamento de linfécitos CD4, macrofagos e micro
hemorragias, comprometendo potencialmente a barreira mecanica e alteragdo da microbiota
vaginal normal, tornando-a mais permissiva para vaginose bacteriana que, por sua vez, pode
aumentar o risco de aquisi¢do de HIV (QUINLIVAN et al., 2012). Ainda, evidéncias mostram
que a tricomoniase esta associada a aquisicao do papilomavirus humano (HPV) e virus herpes
simples (HSV-2) (KISSINGER, 2015).

Outro estudo revelou que a infec¢do por 7. vaginalis foi significativamente associada
ao aumento do risco de cancer cervical (KISSINGER, 2015; YANG et al, 2018), uma vez que
areacao inflamatodria resultante da infec¢do causa anomalias celulares (ZHANG; BEGG, 1994).
Além disso, podem ocorrer também problemas reprodutivos, como doenca inflamatoria pélvica,
infertilidade, parto prematuro e baixo peso do recém-nascido (KISSINGER, 2015).

Em relagdo a patogenicidade desta doenga, o parasita 7. vaginalis propicia diversos
mecanismos multifatoriais para escapar da resposta imune do hospedeiro e estabelecer a
infec¢do. O sitio urogenital apresenta diversos fatores protetores para impedir a colonizacao por
microrganismos patogénicos visto que 7. vaginalis necessita de uma intensa capacidade de
adaptagao para sobreviver a hostilidade do ambiente, como pH acido, temperatura, presenga de

microbiota vaginal composta por lactobacilos e alteragdo hormonal ciclica. Desta forma, o
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parasita produz multiplos fatores de viruléncia envolvidos na citoaderéncia, citotoxicidade,
fagocitose, hemolise e evasdo do sistema imunoldgico que permitem seu estabelecimento na
regido e aquisi¢ao de nutrientes necessarios (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).

A colonizac¢dao do local da infecgdo ¢ iniciada quando o parasita desencadeia dano
celular no tecido do hospedeiro, secretando uma grande variedade de moléculas, conhecidas
como fatores citoliticos. Apds a aderéncia do parasita as células epiteliais vaginais (CEVs),
ocorre uma profunda alteracdo morfoldgica de piriforme para ameboide, facilitando o contato
com as c¢lulas (MENEZES; FRASSON; TASCA, 2016).

Concomitante ao contato, os parasitas secretam mucinases que solubilizam a mucina
rompendo a barreira de muco e promovem a lise e fagocitose das CEVs, ocasionando dano ao
epitélio. Em seguida, uma resposta inflamatoria com liberagao de interleucinas (IL-6 e IL-8),
fator de necrose tumoral alfa, macrofagos e neutrofilos € desencadeada, gerando inflamacao ao
epitélio vaginal e por consequéncia resposta imune inata ao estabelecimento da infeccdo
(FIGUEROA-ANGULO et al., 2012; MERCER; JOHNSON, 2018).

Para o diagnostico desta patologia, algumas das amostras clinicas apropriadas incluem
urina, fluido vaginal ou esfregagos endocervicais. Como forma de testagem, existem atualmente
diversos exames, o quais incluem, isolamento a partir de cultura, testes de amplificagdo do 4cido
nucleico, exame de papanicolau, testes de detec¢do de antigenos, além de exame microscopico
direto (KHURANA; SINGH, 2018).

De acordo com a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA, EUA), o
tratamento de primeira linha para tricomoniase inclui utilizagao de medicamentos da classe dos
S-nitroimidazois, como metronidazol e tinidazol (DA SILVA et al, 2019). O Centro de Controle
e Prevengao de Doencgas (CDC) dos EUA recomenda tratamento através da administragao oral
de dose unica de 2 g de metronidazol ou 500 mg duas vezes ao dia por 7 dias. No caso deste
tratamento falhar, as infecgdes sdo tratadas com 2 g de metronidazol ou tinidazol por 7 dias
(KUNG; FURNKRANZ; WALOCHNIK, 2019).

O metronidazol tem como mecanismo de acdo penetrar no parasita por difusdo passiva
como pro-farmaco, onde age como aceptor de elétrons formando grupamentos nitro que
desestabilizam a estrutura do DNA do parasita, impedindo sua replicagao e causando sua morte
(LEITSCH, 2017). Alguns dos efeitos adversos que podem ser causados pela administracao do
metronidazol sdo nduseas, vomitos, diarreia, desconforto abdominal, hipersensibilidade, dor de
cabeca, vertigem e gosto metalico (DA SILVA et al.,, 2019). Alguns pacientes podem

desenvolver reacdes de hipersensibilidade do tipo alérgica, apresentando prurido, exantema,
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broncoespasmo e febre (VIEIRA; TASCA; EVAN, 2017). Além disso, o uso de comprimidos
orais de metronidazol por um longo periodo pode causar complica¢gdes mais graves como
leucopenia e neutropenia (BADULESCU et al., 2016).

Atualmente ¢ estimado que aproximadamente 2,5 a 9,6% dos casos de tricomoniase
apresentem algum nivel de resisténcia ao tratamento com metronidazol e, levando em
consideracdo a alta prevaléncia mundial da tricomoniase, esta resisténcia torna-se um fator
preocupante para a saude publica (ALESSIO; NYIRJESY, 2019; DINGSDAG et al., 2018).
Outro fato que chama atencao ¢ que o primeiro caso de falha no tratamento de paciente com
tricomoniase fazendo uso de metronidazol ocorreu em 1962, apenas trés anos ap6s a introducao
do farmaco no mercado (ROBINSON, 1962).

O mecanismo de resisténcia ao metronidazol ainda nao estd completamente elucidado,
no entanto sugere-se que a resisténcia clinica esta correlacionada a diminuigao da toxicidade do
metronidazol frente ao parasita. Isto se justifica pela re-oxidag¢ao dos anions de radicais nitro,
que por consequéncia acabam inativando o fAirmaco, que acaba por voltar a sua estrutura inicial

de pro-farmaco, perdendo sua agdo (BRADIC et al., 2017).

3.2 DISSELENETO DE DIFENILA: UM COMPOSTO DE ORGANOSSELENIO COM
PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS PROMISSORAS

3.2.1 Selénio

O Selénio (Se) ¢ um elemento ndo metalico da familia dos calcogénios que foi
descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius (COMASSETO, 2010). Os
primeiros relatos sobre este elemento foram sobre sua toxicidade, principalmente da sua forma
inorganica (NOGUEIRA; ROCHA, 2011), porém a pesquisa frente aos compostos organicos
de Se (COSe) se intensificou durante a década de 1970, quando foram descobertas uma
variedade de novas estruturas com propriedades incomuns e promissoras farmacologicamente
(MUGESH; DU MONT; SIES, 2001).

Selénio atua como um oligoelemento essencial ao corpo humano, obtido principalmente
através de dieta ou suplemento nutricional, participando de uma ampla gama de processos
fisiologicos naturais. Esses processos incluem regulagdo do hormonio da tiredide, respostas

inflamatoérias e imunologicas, metabolismo de carboidratos, satide cardiovascular e reprodutiva,
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além da manutengdo da funcdo cerebral (TAN et al., 2019). A ingestdo diaria de Se em baixas
doses (55 para adultos) é recomendada pela OMS (NOGUEIRA; BARBOSA; ROCHA, 2021).

Na espécie humana, o selénio entra na composi¢ao de 25 selenoproteinas, as quais
desempenham papel importante a nivel celular em muitos processos metabolicos (KRYUKOV
et al., 2003). Este elemento ¢ conhecido por ser um componente essencial dos sitios ativos de
varias enzimas, incluindo a glutationa peroxidase (GPx) e a tiorredoxina redutase (TrxR), que
catalisam reacoes essenciais para a protecao dos componentes celulares contra danos oxidativos
e radicais livres (MAY, 2002).

Estudos clinicos e epidemioldgicos afirmam que o selénio tem papel importante em
doengas tropicais como a tuberculose, leishmania, filariose e chagas, atuando como agente
preventivo ou no diagnostico e progndstico. Estes estudos abordam a importancia do selénio no
estado oxidativo e sua capacidade de defesa antioxidante durante o curso da infec¢ao e
progressio de tais doengas em pacientes humanos e modelos experimentais (SANMARTIN et
al., 2011). Além disso, o conceito de que moléculas contendo selénio podem ser melhores
nucledfilos (e, portanto antioxidantes) do que os antioxidantes classicos tém levado ao

desenvolvimento de organocalcogénios sintéticos (SIES; ARTEEL, 2000).

3.2.2 Disseleneto de difenila

Disseleneto de difenila (PhSe)> (Figura 1), ¢ um COSe da classe dos disselenetos de
diorganoila de coloragdo amarela e odor caracteristico. E de facil obtengéo e ¢ utilizado como

reagente eletrofilico intermediario na sintese organica (ROSA et al., 2007).

Figura 1- Estrutura quimica do (PhSe)

Se

\

Se

Fonte: Proprio autor

Diversos grupos estudam suas propriedades tanto farmacologicas quanto toxicologicas
e resultados mostram que este se comporta como mimético da glutationa peroxidase em

sistemas bioldgicos, eficientemente com hidroperdxidos e perdxidos organicos, através de
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reacdo similar a catalisada pela GPx (NOGUEIRA; JOAO, 2010). Adiciona-se a isso que
(PhSe), demonstrou ser mais ativo como mimético da GPx () e menos tdxico em roedores em
comparacao ao ebselen, composto precursor dos organocalcogénios sintéticos (MEOTTI et al.,
2003, NOGUEIRA et al., 2003; NOGUEIRA; ROCHA, 2011).

Os pesquisadores Nogueira ¢ Rocha, os quais estudam a mais de uma década as
propriedades farmacoldgicas e toxicologicas de compostos de selénio, publicaram um artigo de
revisao intitulado “Diphenyl Diselenide a Janus-Faced Molecule”, onde relatam que (PhSe), ¢
conhecido por apresentar uma dupla face, ou seja, existe uma relagdo dose dependente entre os
efeitos toxicos e farmacologicos, como por exemplo, seus efeitos antioxidantes e pro-oxidantes,
0 que apresenta impacto em outras atividades relatadas para o composto (NOGUEIRA;
ROCHA, 2010; ROSA et al., 2007).

Diante disso, o (PhSe), tornou-se alvo de muitos estudos, a fim de elucidar suas
atividades terapéuticas e sua toxicidade. Na tabela 1 encontram-se diversas atividades

farmacoldgicas ja relatadas na literatura para o (PhSe)2 em diferentes modelos animais.

Tabela 1- Atividades farmacologicas do (PhSe)>

Atividade farmacoldgica Modelo animal Referéncias
Ansiolitica Rato/Peixe-zebra/Frangos (ROSA et al, 2016;
com 6 dias de vida IBRAHIM et al, 2014;

PRIGOL et al., 2011)
Antidepressiva Rato/Camundongo (QUINES et al., 2016)

Antitumoral Rato (FERREIRA et al., 2019b;
BARBOSA et al., 2008)

Neuroprotetora Rato/C.elegans (FULCO et al., 2020; BICCA
et al.,2020)
Hepatoprotetora Rato (HECK et al, 2017;

CARVALHO et al., 2013)

Gastroprotetora Rato (INEU et al., 2008)

Antihiperglicemiante Peixe-zebra/Rato (DOS SANTOS et al., 2020;
BARBOSA et al., 2006)
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Dentre as diversas atividades farmacolédgicas elencadas para esse composto, ¢ de grande
importancia e relevancia para este trabalho, destacar alguns estudos. Nogueira e colaboradores
(2003) relataram pela primeira vez as potenciais atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva
do (PhSe), em modelos térmicos e quimicos de nocicep¢dao em camundongos.

A atividade anti-inflamatdria pode ser atribuida a inibi¢do da sintese de eicosandides
como leucotrienos e prostaglandinas, bloqueando a sintese de mediadores da inflamagdo. Além
disso, (PhSe)> produziu antinocicepgao de longa duracdo, onde a reducao da sensibilidade a dor
pode estar relacionada a inibigdo da cascata da ciclooxigenase (NOGUEIRA et al., 2003b).

Petronilho e colaboradores (2016) demonstraram atividade anti-inflamatoria e
antioxidante do (PhSe), em modelo animal apresentando colite ulcerosa. A lesdo na mucosa do
colon, com presenca de células inflamatérias propicia a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), e neste caso, (PhSe), exerceu um efeito protetor como antioxidante, atuando
como mimético a GPx (PETRONILHO et al.,, 2016). Além disso, outros trabalhos
demonstraram que (PhSe)> apresenta atividade antioxidante em alguns modelos experimentais
para avaliacdo do estresse oxidativo (QUISPE et al., 2019; BALDISSERA et al., 2020;
MULLER et al., 2018).

Loreto e colaboradores (2011) demonstraram pela primeira vez a atividade antifungica
in vitro de (PhSe); frente aos fungos Candida spp, Aspergillus spp e Fusarium spp. Concluiu-
se que a atividade antifungica envolve a interacdo de (PhSe), com grupos sulfidrila de
biomoléculas presentes em fungos. Além disso, pode reduzir a principal defesa celular nao
enzimatica antioxidante da levedura, sensibilizando a célula aos efeitos prejudiciais das
espécies reativas de oxigénio (LORETO et al, 2011). Outros estudos demonstraram a atividade
antifungica do (PhSe) in vitro frente a espécies de Candida, fungo geralmente encontrado na
mucosa vaginal, trazendo este composto como uma alternativa a resisténcia ao tratamento
convencional (CHASSOT et al., 2016; DENARDI et al., 2013).

Na literatura também ja sdo relatadas atividades do (PhSe); frente a virus e protozoarios.
Sartori e colaboradores (2016) investigaram as atividades antivirais de (PhSe), contra a infeccao
por virus da herpes simples (HSV-2) in vitro e in vivo, em um modelo de infec¢do vaginal em
camundongos. A ag¢ado antiviral foi relacionada a sua imunomodulag¢ao, atividade antioxidante
e propriedades antiinflamatérias, onde demonstrou uma lenta progressao das lesdes, com uma
notavel reepitelizacdo e reducdo da infiltragdo leucocitaria, além de reducdo dos marcadores de
dano oxidativo (SARTORI et al., 2016). Ja Doleski e colaboradores (2017) demonstraram o

efeito do (PhSe), em camundongos infectados pelo protozoario Toxoplasma gondii, onde o



22

tratamento foi capaz de reverter a inflamagao hepdtica através do aumento da concentragdo de
nucleotideos, como ATP, e modulacdo de forma compensatoria da atividade enzimatica, como
também interacdo covalente com as enzimas em questdo, produzindo um efeito anti-
inflamatério por meio da via de sinalizagao purinérgica (DOLESKI et al., 2017).

Apesar das potencialidades terapéuticas do (PhSe)z, sua toxicidade e problemas de
solubilidade limitam o progresso dos estudos para a etapa clinica. Acredita-se que a toxicidade
do (PhSe); esteja relacionada ao processo de oxidagdo de grupos tiois enddgenos de importancia
biologica, provenientes principalmente da glutationa reduzida (GSH), proteinas ou de sitio ativo
de diferentes enzimas endogenas sulfidrilicas, incluindo a 5-lipoxigenase, SALA-D, esqualeno
monooxigenase € Na“, K" -ATPase (NOGUEIRA; ROCHA, 2010; ROSA et al., 2007).

Prigol e colaboradores (2013) publicaram um estudo mostrando o perfil bioquimico e
fisico-quimico do (PhSe),. Este trabalho mostrou que a molécula ¢ estavel quimicamente frente
aos meios gastrico e intestinal simulados, e biologicamente frente ao plasma humano e a
albumina sérica bovina, ndo havendo produtos de degradacdo na andlise. Entretanto, estudos de
solubilidade e coeficiente de distribuicdo (Log D) mostraram que o (PhSe), tem uma alta
lipofilia ¢ Log D maiores de 3,0, indicando baixa solubilidade em agua, dificultando a
dissolucdo nos fluidos do trato gastrintestinal, consequentemente podendo levar a uma baixa

biodisponibilidade oral (PRIGOL et al., 2013; PRIGOL et al., 2012).

3.4 NANOTECNOLOGIA VOLTADA PARA APLICACAO VAGINAL

A via vaginal ha muito tempo tem sido utilizada como rota de liberagdo de fdrmacos,
visto que oferece muitas vantagens sobre a administracdo oral convencional. Tais vantagens
sao devido a grande superficie de contato, elevado suprimento sanguineo e boa permeabilidade
para muitos farmacos. E possivel também evitar o metabolismo de primeira passagem e
absor¢ao a partir do trato gastrointestinal, através de um efeito local, com consequente reducao
da incidéncia e severidade de efeitos adversos. Nao menos importante, a via vaginal oferece a
possibilidade de utilizagdo de dosagem prolongada, com baixas doses diarias e liberacao
continua de medicamentos (LEYVA-GOMEZ et al., 2018).

Atualmente, os produtos vaginais sdo comercializados na forma de cremes, géis,
comprimidos, capsulas, ovulos, espumas, solugdes, etc. Porém, estas formas farmacéuticas
convencionais exibem baixa biodistribuigado, eficicia limitada, efeitos indesejaveis, degradagao

quimica, depuragdo e falta de seletividade. Além disso, as formulagdes convencionais estdo
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associadas a ma distribuicdo e retengdo, principalmente devido a a¢do de autolimpeza da
vagina, sua posicdo anatdmica, além de sua baixa capacidade para modular o destino dos
compostos ativos, uma vez que sao liberados no muco cervicovaginal (PALMEIRA-DE-
OLIVEIRA; MARTINEZ-DE-OLIVEIRA, 2015).

Diante disso, formulac¢des contendo fAirmacos para serem aplicados nesta via devem ser
capazes de contornar todas essas dificuldades, somando-se a necessidade de uma baixa
propensdo para causar irritagio genital e toxicidade sistémica (VANIC; SKALKO-BASNET,
2013).

A nanotecnologia farmacéutica ¢ um ramo multidisciplinar que atualmente vive um
crescimento exponencial, sendo considerada uma das tecnologias-chave do século 21,
apresentando importantes implicagdes no desenvolvimento de produtos farmacéuticos para
diversas doencas (KRUKEMEYER et al., 2015). Sistemas nanoestruturados proporcionam
importantes vantagens em comparagdo a sistemas convencionais e suas limita¢cdes, como
capacidade que estes podem apresentar de veicular moléculas hidro e lipofilicas, além de
conferir protecao fisico-quimica, modulagdo da liberagao, melhora da solubilidade aparente do
farmaco, bem como diminui¢ao da toxicidade. Em geral, essas caracteristicas aprimoradas sao
explicadas por seus minusculos tamanho de particula (< 1 um) e comportamento molecular
(LEYVA-GOMEZ et al., 2018; JAIN; THAREJA, 2019).

Alguns dos principais sistemas nanométricos (Figura 2) aplicados na terapéutica
contemplam os lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas
solidas, carreadores lipidicos nanoestruturados, dentre outros. No entanto, o uso de
nanoparticulas poliméricas para desenvolver sistemas de entrega vaginal tem recebido
consideravel atencdo, pois estas podem ser usadas para superar varios problemas e desafios que

a via vaginal apresenta (ENSIGN; CONE; HANES, 2014).
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Figura 2- Diagrama esquematico dos diversos tipos de nanocarreadores usados para entrega de
ativos.

§ ( X
/ i \
! Nanoparticulas \
! lipidica sélida —_— |
% Nanoparticula de
i ouro
Nanoprticules Nanocarreadores ) )

JA._ \ i Silica
oy I oo Mesoporosa
st V L
Fi

Nanotubos de

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

}

|

Carbono !
S e ‘
@B |
|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

Micela

w

| Carreadores vesiculares /

Fonte: Adaptado de JAIN; THAREJA, 2019

Nanoparticulas poliméricas englobam nanocapsulas e nanoesferas que diferem entre si
pela composi¢do quali e quantitativa das formulagdes e organizacao estrutural (Figura 3). As
nanocapsulas sdo sistemas vesiculares submicrométricos, de tamanho médio entre 100-500 nm,
compostos por um nucleo, geralmente oleoso, circundado por uma parede polimérica, nos quais
o farmaco pode estar dissolvido no nucleo e/ou adsorvido no material polimérico. J& as
nanoesferas sao sistemas matriciais onde o farmaco pode estar disperso e/ou adsorvido a parede
polimérica (DA SILVA et al., 2014; DENG et al., 2020; MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco
dissolvido no nticleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocapsulas; ¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) fArmaco

Nucleo Oleoso Matriz polimérica

| Nanocapsula | Nanoesfera
Farmaco Farmaco Farmaco Farmaco
adsorvido a parede dissolvido no adsorvido na superficie disperso na matnz
polimérica nicleo oleoso polimérica polimérica

Fonte: Proprio Autor

O uso de nanoparticulas poliméricas para desenvolver sistemas de entrega vaginal
recebe consideravel aten¢do, porque tais nanoparticulas podem ser usadas para superar varios
problemas responsaveis pelo baixo tempo de residéncia do ativo (DA SILVA et al., 2014).

De modo especial, nos ultimos anos, as nanocapsulas poliméricas tém atraido mais
interesse de aplicacdo na entrega de farmacos, beneficiando-se de sua nanoestrutura nucleo-
casca. Estes sistemas por apresentarem nucleo oleoso, sobressaem-se por terem maior
capacidade de incorporacao de ativos lipofilicos, por aumentarem a estabilidade do ativo devido
a protecdo contra degradacao quimica ou pela luz, pelo aumento da interagdo com tecidos e
células, e direcionamento de farmacos para estes. Também favorecem a liberacao prolongada
do ativo, evitando o contato direto do fArmaco com o tecido, consequentemente, diminuindo os
efeitos adversos locais, ¢ aumentando com isso a eficacia do tratamento (DENG et al., 2020;
FRANK et al., 2015).

Outra vantagem ¢ que esses nanossistemas poliméricos podem ser usados em diferentes
formas farmacéuticas, como suspensoes, hidrogéis ou pos, facilitando sua administragao devido
a flexibilidade de aplicacdo, além de manterem suas propriedades e nanoestruturas originais
(FRANK et al., 2015; POHLMANN et al., 2013).

As propriedades fisico-quimicas e biologicas das nanocapsulas poliméricas sao

dependentes do método de preparacdo e das matérias-primas usadas para produzi-los. Um dos
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métodos mais usuais para a preparagao de nanocapsulas, explorado neste trabalho, ¢ a deposicao
interfacial do polimero pré-formado (Figura 4), proposto por Fessi e colaboradores em 1988.
Este método compreende uma fase organica composta por um farmaco a ser encapsulado, o
tensoativo de baixo EHL (equilibrio hidroéfilico-lipofilico), o 6leo e o polimero, solubilizado
em solvente miscivel em agua. Ja a fase aquosa ¢ composta por tensoativo hidrofilico de alto
EHL e agua (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Quando o solvente organico difunde na dgua inicia-se o processo de precipitagao do
polimero hidrofobico, formando a estrutura casca-nticleo das nanocépsulas. Esse processo tem
seu término apds a evaporagao total do solvente organico, permanecendo apenas uma suspensao
coloidal (FESSI et al., 1989; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; MORA-
HUERTAS et al., 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 4- Método de Deposi¢ao interfacial do polimero pré-formado para formagdo de
nanocapsulas poliméricas

| Teonsoativo |
| Polimero | m | Agua i

Solvente
Tensoativo
Oleo
Farmaco

Evaporacao
Fase oleosa Fase aquosa do solvente

Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003

Esta metodologia traz algumas vantagens como facil execugdo, eficiéncia e
reprodutibilidade, obten¢do de particulas com menor didmetro, baixa polidispersdo e a auséncia
de mondmeros residuais apresentando também melhores resultados na encapsulagdo
(COUVREUR et al., 2002; GUTERRES et al., 2007). As caracteristicas das nanocapsulas
podem ser influenciadas principalmente pela concentragdo de polimero, método de injegdo de
fase orgénica, relagdo de volume entre a fase orgéanica e a fase aquosa e também a natureza dos
materiais (DENG et al., 2020). Além disso, cabe ressaltar que para a formulagao de sistemas de
entrega vaginal a interacao entre nanoparticulas e a mucosa como também sua penetragao no
epitélio pode ser influenciada diretamente pelo tamanho e area superficial das particulas. Esses
fatores também afetam a reten¢do na mucosa e transporte das particulas (DA SILVA et al.,

2014).
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Em vista disso, as propriedades dos polimeros exercem influéncia significativa na
estabilidade, eficiéncia de encapsulacao, perfil de liberacdo e biodistribuicdo das nanocépsulas
como sistema de liberacdo de farmacos (DENG et al., 2020). Materiais poliméricos
biocompativeis tém sido amplamente considerados como candidatos adequados para
desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas. Dentre eles, destaca-se o Eudragit® RS100
(Figura 5), um copolimero contendo unidades de metacrilato de alquilamodnio sintético.
Polimeros sintéticos biocompativeis t€ém sido empregados como carreadores de farmacos para
diferentes condi¢des vaginais, visto que geralmente oferecem maior controle nas propriedades
fisico-quimicas, além de apresentarem qualidade e pureza reprodutiveis (DA SILVA JUNIOR
etal., 2017; LEYVA-GOMEZ et al., 2018).

Figura 5- Estrutura quimica do Eudragit® RS100
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Fonte: DOMINGUES et al., 2008

Este polimero ¢ solivel em solventes organicos, o que facilita sua incorporacdo na
maioria dos métodos tradicionais para obtencao de sistemas transportadores nanoparticulados,
além de ser um material bastante empregado para obtencdo de formas farmacéuticas de
liberacao prolongada devido a sua insolubilidade nos meios fisiologicos, independente do pH
(DA SILVA JUNIOR et al., 2017; NIKAM et al., 2011).

Além disso, Eudragit® RS100 por ser um polimero de carater catidnico, possui
capacidade mucoadesiva por interagir com superficies bioldgicas carregadas negativamente,
como ¢ o caso da mucosa vaginal. Desta forma, se consegue promover o aumento do tempo de
residéncia de particulas quando interagirem com a mucina (DILLEN et al., 2006; NIKAM et
al., 2011). Chaves e colaboradores (2018) demonstraram que nanocéapsulas de Eudragit® RS100
apresentaram maior adesividade quando em comparagdo ao Eudragit S100 ou nanocépsulas de
poli(E-caprolactona) (PCL). O Eudragit® RS 100, por ser catidnico, pode levar a obtengio de
nanocapsulas bioadesivas, através de interagdes eletrostaticas entre o polimero com carga

positiva e a mucosa, com carga negativa (CHAVES et al., 2018).
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Quando falamos em nanocdapsulas de nucleo oleoso, outro constituinte importante € o
6leo, que pode ser de origem sintética como os triglicerideos de cadeia média (TCM) (SANTOS
et al., 2013), ou natural como o 6leo de semente de uva, 6leo de améndoas doces (ALMEIDA
et al, 2009), 6leo de roma (MARCHIORI et al., 2017), 6leo de rosa mosqueta (GEHRCKE et
al., 2017), oleo de arroz (RIGO et al., 2015), entre outros. Os 6leos de origem vegetal tém
atraido o interesse por possuirem propriedades terapéuticas que podem vir a potencializar o
desempenho das formulagdes, e dentre eles destaca-se o 6leo de coco por seu alto valor
nutricional e farmacéutico (YONG et al., 2009). O 6leo de coco virgem ¢ extraido de Cocos
nucifera Linné (Palmae) e tradicionalmente usado na industria farmacéutica como um
emoliente em bases de pomadas, xampus, sabonetes e sabonetes liquidos (ROWE; SHESKEY;;
QUINN, 2009). Apresenta propriedades farmacoldgicas interessantes como atividades
antifingica (OGBOLU et al., 2007) e antioxidante (MARINA et al., 2009) ja descritas para
seus principais componentes, acidos laurico e miristico (DEBMANDAL; MANDAL, 2011).

Nosso grupo de pesquisa ja vem desenvolvendo formulagdes nanotecnoldgicas para
tratamento de afec¢des vulvovaginas. Santos e colaboradores avaliaram a viabilidade de
formular nanocapsulas catidnicas usando Eudragit® RS100, TCM ou 6leo de coco como
polimero e nucleo oleoso, respectivamente. As formulagdes combinaram caracteristicas fisico-
quimicas adequadas, estabilidade com fotoestabilidade melhorada e liberagdo prolongada do
farmaco, além de serem capazes de manter a atividade do clotrimazol contra espécies de
Candida (SANTOS et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

Também, suspensdes de nanocapsulas poliméricas de Eudragit® RS 100 contendo a
associacdo de clotrimazol e (PhSe),, utilizando TCM ou 6leo de coco (OC) para compor o
nucleo oleoso desses nanocarreadores, foram estudadas como tratamento alternativo frente a
candidiase (ENGLERT et al., 2020). Foi investigado se a co-encapsulacdo dos ativos
proporcionaria qualquer impacto positivo na acdo antioxidante, onde foi observado que
nanocapsulas compostas por OC exibiram a¢do sequestrante superior em comparacao as
formulagdes contendo 6leo de TCM, apontando a acdo antioxidante j& descrita para o OC. Além
disso, todas as suspensdes de nanocapsulas foram mais eficazes do que as formas livres. O
ensaio antifungico in vitro revelou aumento nos valores de concentragdo inibitdria minima
(CIM), o que foi atribuido a uma limitagdo experimental tendo em vista a liberacdo lenta dos
ativos. No entanto, a formula¢do ainda tinha niveis de atividade aceitaveis (ENGLERT et al.,

2020).
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Em relagdo as afec¢des vaginais, até agora, na literatura, os unicos sistemas de base
nanotecnolégica desenvolvidos como alternativa para o tratamento da tricomoniase, foco deste
trabalho, foram nanoparticulas de poli(cianoacrilato de isobutila) revestidas com quitosana e
quitosana tiolada, sem ativo (PRADINES et al., 2015), nanoparticulas lipofilicas de bismuto
(RODRIGUEZ-LUIS et al., 2017), além de nanoparticulas de ouro conjugadas com anticorpos
especificos para diagnostico de tricomoniase e candidiase (HASHEMI et al., 2019).

Neste ambito, além dos estudos citados acima, nosso grupo de pesquisa vem estudando
alternativas para o tratamento da tricomoniase e desenvolveu nanocapsulas de Eudragit® RS100
e 6leo de rosa mosqueta contendo indol-3-carbinol (I3C) e avaliou a atividade anti-¢. vaginalis.
O I3C nanoencapsulado foi capaz de reduzir a viabilidade dos trofozoitos em todas as
concentracgoes testadas, tornando a formulagdo promissora como tratamento alternativo para
esta patologia (OSMARI et al, 2020).

Em relacdo ao nosso composto de estudo (PhSe),, ja foram encontrados na literatura
estudos sobre nanoestruturas como forma de carreamento para o mesmo. Giordane e
colaboradores (2014) desenvolveram nanocapsulas de PCL e 6leo de canola para a incorporagao
de (PhSe),. Verificou-se a partir dos testes biologicos, de distribui¢ao de selénio em diferentes
tecidos de camundongos que houve o aumento significativo da biodisponibilidade para as
nanocépsulas de (PhSe)2, quando comparadas ao (PhSe): livre. Na sequéncia, Stefanello e
colaboradores (2015) demonstraram que ap6s a administragdo intraperitoneal em
camundongos, estas mesmas formulagdes ndo foram téxicas. Além disso, as nanocapsulas
contendo (PhSe)> mostraram atividade antioxidante tanto in vitro quanto ex vivo através da
redugdo significativa na producdo de ROS e peroxidacdo lipidica (STEFANELLO et al., 2015).

Também foram desenvolvidas nanoparticulas de polidcido lactico (PLA) para
encapsulacdo de (PhSe),, o qual apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas,
melhorando a estabilidade do ativo, retardando sua degradacao e prolongando sua liberagao
(JUNIOR et al, 2017).

Nosso grupo de pesquisa também vem explorando as potencialidades terapéuticas do
(PhSe), aliando seu uso a sistemas nanocarreadores. Nanocédpsulas poliméricas contendo
(PhSe)> empregando PCL como polimero e TCM como ntcleo oleoso foram desenvolvidos
com sucesso. Investigou-se o potencial citotoxico contra linhagens celulares de melanoma
humano (A375) e a toxicidade da formula¢do em queratindcitos e células sanguineas humanas.
A formulagdo teve um potencial efeito citotoxico contra células de melanoma sem causar

toxicidade as células saudaveis, tornando-se uma alternativa promissora para o tratamento de
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melanoma devido a sua maior estabilidade quimica e falta de toxicidade em comparagdo ao
composto livre (FERREIRA et al, 2018).

Na sequéncia, foi avaliado se a exposi¢ao aguda do peixe zebra frente a mesma
suspensao de nanocapsulas causaria toxicidade. Nao houve nenhuma alteragdo comportamental
e locomotora exploratéria, nem a modificacdo de parametros relacionados ao estresse oxidativo
em amostras cerebrais (FERREIRA et al, 2019a).

Também avaliou-se a capacidade antitumoral in vitro, utilizando células de glioma e in
vivo, em modelo pré-clinico de glioblastoma. A nanoencapsulagdo do (PhSe), melhorou seu
efeito citotdxico contra células de glioma e atenuou o desenvolvimento do tumor cerebral, sem
alteracdo nos marcadores renais e hepaticos, nem parametros de equilibrio oxidativo no cérebro,
figado e rins (FERREIRA et al, 2019b).

Por fim, com o objetivo de maximizar o potencial terap€utico de (PhSe)> desenvolveu-
se uma formula¢do de nanocédpsulas de PCL contendo (PhSe),, peguiladas fisicamente,
revestida com polietilenoglicol (PEG), destinada a administragdo intravenosa do (PhSe), como
uma nova abordagem para terapia de glioma. A formulacdo ndo desencadeou qualquer efeito
hemolitico, sugerindo grande compatibilidade com a via intravenosa, além de exibir efeito

seletivo antiglioma, sem causar toxicidade aos astrécitos (FERREIRA et al., 2020).

3.5 HIDROGEIS DE BASE NANOTECNOLOGICA COMO FORMA FARMACEUTICA
FINAL PARA ADMINISTRACAO VAGINAL

Para projetar um sistema de entrega ideal para via vaginal, ¢ importante compreender
totalmente os desafios deste sitio inico, a fim de melhorar a distribuicdo, retencado, eficiéncia
farmacéutica e aceitabilidade do paciente as formulagdes finais (LEY VA-GOMEZ et al., 2018).

Apesar de suas vantagens, as nanocapsulas sao obtidas como uma suspensao liquida, o
que complica sua aplicagcdo vaginal, necessitando transformar essa suspensao em uma forma
farmacéutica adequada para a via de administracao de interesse (PITORRE et al., 2017). Além
disso, aspectos como retengdo, bioadesdo e conveniéncia nao sdo totalmente satisfatorios desta
maneira. Logo, a combinagdo de tecnologias farmacéuticas pode ser uma escolha inteligente
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras (BOUCHEMAL, BORIES e
LOISEAU, 2017).
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Os hidrogéis sao redes de polimeros hidrofilicos que podem absorver uma quantidade
significativa de 4gua em relagdo ao seu peso seco, sem se dissolverem. Sdo tipicamente obtidos
pela copolimerizacdo de mondmeros ou polimeros hidrofilicos com co-monomeros
polifuncionais promovendo a reticulacdo dos mesmos. Esta reticulacdo pode promover a
captacao de fluidos, o que favorece frequentemente a atividade farmacologica do ativo que
contiver e aumentar sua interacdo com o local de entrega (DA SILVA et al, 2014).

A combinagao tecnologica de diversos tipos de nanocarreadores e hidrogéis fornece uma
plataforma interessante, com uma variedade de aplicagdes, demonstrando resultados
promissores ja relatados na terapia de cancer, tratamento de doengas infecciosas, cutdneas ou
inflamatorias, anestesia /analgesia e aplicacdo ocular (PITORRE et al., 2017).

Os sistemas mais convencionais de administracdo de medicamentos vaginais sao 0s
hidrogéis. Estes sao faceis de fabricar e podem se espalhar sobre a superficie do muco. As
propriedades reoldgicas do gel e seu teor de agua oferecem vantagens de hidratacdo e
lubrificacdo, essenciais em algumas situagdes patoldgicas, na qual a mucosa vaginal pode estar
ressecada. Além disso, a adi¢do de polimero mucoadesivo na formulagdo em gel pode melhorar
o tempo de contato impedindo assim o vazamento ou perda de ativos prolongando seu efeito
(DAS NEVES e BAHIA, 2006).

Também ¢ valido destacar que a principal vantagem desta via de administragdo ¢ que
doengas vaginais podem ser tratadas localmente, fornecendo uma alta concentracao de firmaco
no local, potencialmente limitando quaisquer efeitos adversos sistémicos (COOK; BROWN et
al., 2018).

Hidrogéis sao obtidos a partir da utiliza¢do de polimeros de origem natural ou sintética,
também conhecidos como gomas ou hidrocoloides (AHMAD et al., 2019). No entanto, os
polimeros de origem natural vem ganhando preferéncia visto que estes oferecem propriedades
ideais, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, facilidade de disponibilidade, baixo
custo e capacidade de modificacdo quimica (BHOSALE et al., 2014; VERMA et al., 2019).

No que se refere ao desenvolvimento de produtos farmacéuticos, as gomas naturais vém
sendo utilizadas para producao de géis, filmes e dispositivos de liberagdo controlada, onde estes
polimeros podem ser utilizados de forma isolada, em associagdo com outras gomas (AKKAYA
et al., 2020; JANA et al, 2015; LAHA et al., 2019; MAITI et al. 2010).

Dentre esses polissacarideos, destaca-se a goma de alfarroba (Figura 6), uma
galactomanana, obtida a partir do endosperma da semente da alfarrobeira (Ceratonia siliqua

L.). Esta goma vegetal estd em ascensao na area farmacéutica devido a seus efeitos benéficos a
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satude e por possuir propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes. Além disso, por ser
de natureza ndo idnica, esta goma ndo sofre influéncia pelo pH, sais e tratamento térmico
(BARAK; MUDGIL, 2014), mostrando-se biocompativel, bioabsorvivel e biodegradavel por
natureza (ZHU et al., 2019).

Figura 6- Estrutura quimica da goma de alfarroba.
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Molecular-structure-of-Locust-bean-gum_figd 236201251

Na 4rea farmaceéutica essa goma ¢ utilizada na preparagao de varios sistemas de entrega,
como comprimidos (PRASANTHI; MANIKIRAN; RAO, 2010), involucros para cépsulas
duras (HE et al., 2017), microesferas (JANA et al., 2015), nanoparticulas (JANA; SAN, 2017),
matrizes mesoporosas (CORDEIRO et al., 2020), sistemas inaldveis e injetaveis, bem como
liquidos viscosos, filmes (KAUR et al., 2019) e na formulagao de hidrogéis (COVIELLO et al.,
2015). As formulagdes a base desta goma podem apresentar comportamento de liberagao
sustentada além de transmitir mucoadesividade a algumas formulagdes (BARAK; MUDGIL,
2014; COVIELLO et al., 2007; VERMA et al., 2019).

Neste ambito, em nosso grupo de pesquisa, hidrogéis contendo nanocapsulas foram
obtidos pelo espessamento da suspensdo com goma de alfarroba e se mostraram formulagdes
promissoras para a aplicag@o cutanea dos ativos 13C e 3,3’-diindolmetano (GIULIANI, 2019).
Embora a goma de alfarroba venha se destacando no ambito farmacéutico, convém salientar
que, até o momento, a maior parte dos estudos utilizou a mesma em associagdo com outras
gomas (COVIELLO etal., 2015; HE et al., 2017; LAHA et al., 2019; PETINELLI et al., 2020),
ndo havendo estudos que relatem o seu uso isolado para a obtencao de hidrogéis de aplicacao
vaginal.

Alguns estudos elencados na tabela 2 tem demonstrado que o uso de hidrogéis
nanotecnoldgicos desempenha um papel fundamental e muito vantajoso na melhora da eficacia

terapéutica por via vaginal. Todavia, a porcentagem de estudos sobre hidrogéis pretendidos ao
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tratamento de infecgdes vaginais mostra a candidiase vulvovaginal como a desordem mais
estudada, representando 56%, seguido por vaginose bacteriana (28%) e tricomoniase (16%)

(DOS SANTOS et al., 2020).



Tabela 2- Aplicagoes de hidrogéis de base nanotecnologica destinado ao tratamento de afec¢des vaginais

Afecgdo vaginal

Nanossistema

Vantagens

Referéncias

Candidiase
Vulvovaginal

Lipossomas cationicos contendo AmB dispersos
em hidrogel termorresponsivo de Poloxdmero

Nanoestruturas lipidicas contendo fluconazol
incorporadas em hidrogel de Carbopol 974P

Complexo de ciclodextrina contendo AmB

disperso em hidrogel Pluronic®
termorresponsivo

Nanoparticulas lipidicas so6lidas contendo
itraconazol dispersas em hidrogel

termorresponsivo de Carbopol 934 e Poloxamer
P407

A dispersao dos lipossomas
promoveu aumento na taxa de
liberagao

Hidrogel desenvolvido apresentou
maior capacidade mucoadesiva em
relacdo ao comercial, bem como
maior atividade

Os complexos de ciclodextrina
dispersos em hidrogel mostraram
potencial para aplicagdo vaginal,
destacando sua alta tolerabilidade
in vitro € ex vivo

Sistema apresentou baixa
citotoxicidade in vitro e alta
tolerabilidade in vivo, bem como a
otimizacdo da atividade do
itraconazol

(KANG et al., 2010)

(TAKALLAR;

DESALI 2018)

(KIM et al., 2010)

(MIRZA et al., 2016)
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Vaginose
Bacteriana

Hidrogel de Hidroxipropilmetilcelulose e goma
gelana contendo clindamicina

Hidrogéis degradaveis a base de nanocarreador
de poli(etilenoglicol) (PEG) contendo acido
lactico

Hidrogel apresentou alta
capacidade bioadesiva e
antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus

Hidrogéis degradaveis a base de
nanocarreador  prolongaram a
liberagdao do medicamento

(PATEL;  PATEL,
2015)

(RAJAN et al., 2014)

AmB: anfotericina B
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Seguindo a linha de desenvolvimento de hidrogéis para entrega vaginal, em trabalhos
recentes do nosso grupo de pesquisa, De Lima e colaboradores (2017) desenvolveram hidrogéis
contendo nanocapsulas de Eudragit® RS 100 e nucleo de TCM e clotrimazol, através da
associagdo inovadora de dois polimeros mucoadesivos Pemulen® TR1 e Pullulan. O estudo
mostrou, com sucesso, a conversao tecnoldgica de uma suspensdao de nanocapsula em uma
formulagdo semissolida, com propriedades mucoadesivas ideais, efeito local, além de pH
compativel com aplicagcdo vaginal, tornando-se uma alternativa ao tratamento da candidiase
(DE LIMA et al., 2017).

Como relatado anteriormente, na literatura sdo observados poucos estudos de
desenvolvimento de hidrogéis de base nanotecnoldgica para tratamento da tricomoniase, em
comparagao com outras afec¢des vaginas. Em nosso grupo de pesquisa, Osmari e colaboradores
(2020) formularam um hidrogel de goma gelana contendo nanocapsulas mucoadesivas de
Eudragit® RS100 e 6leo de rosa mosqueta contendo 13C. A formula¢io demonstrou ser segura
e ndo irritativa, com excelentes propriedades mucoadesivas, sendo considerada uma alternativa
promissora para tratar infecgdes do trato vaginal, causadas pelo parasita Trichomonas vaginalis
(OSMARI et al., 2020)

Malli e colaboradores (2016) projetaram um hidrogel termossensivel e mucoadesivo
contendo Pluronic F127, quitosana e metronidazol, promovendo uma liberacao controlada do
medicamento para tratamento da tricomoniase, prolongando sua a¢do, com diminui¢do de
efeitos adversos que o metronidazol oferecia. Visto que a motilidade de 7Trichomonas vaginalis
nos fluidos biologicos desempenha um papel proeminente na infectividade do parasita, em
estudo subsequente, com a mesma formulacdo, porém livre de metronidazol, verificou-se que
houve o bloqueio da motilidade do parasita, podendo impedir a sua fixagdo a mucosa, reduzindo
assim a aquisicao da infecgdo, através da formacdo de uma barreira fisica pelo hidrogel
(MALLI; LOISEAU; BOUCHEMAL, 2019)

Nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) contendo auranofina,
foram incorporadas em hidrogel termorresponsivo de quitosana para administragao intravaginal
no tratamento da tricomoniase. A formulacdo mostrou uma liberacao sustentada do farmaco,
aumentando o efeito antiparasitario com diminuigdo de efeitos adversos (ZHANG et al., 2019)

Por fim, nanoparticulas de poli(cianoacrilato de isobutila) revestidas com quitosana e
quitosana tiolada sem farmaco, dispersa em hidrogel Pluronic F127 mostraram-se ativas contra
T. Vaginalis nao apresentando qualquer toxicidade ex vivo em mucosa vaginal de suinos

(PRADINES et al., 2015).



37

No que diz respeito ao ativo deste estudo (PhSe),, ha relatos somente de dois trabalhos
realizados em nosso grupo de pesquisa.No primeirofoi desenvolvido um hidrogel de base
nanotecnolégica, empregando goma xantana, o qual demonstrou caracteristicas promissoras
para aplicagdo no tratamento de melanomas cutaneos (FERREIRA et al, 2019c).
Posteriormente, foi desenvolvido um hidrogel de goma gelana contendo nanocapsulas de poli
(e-caprolactona) carregada com (PhSe)2, o qual demonstrou eficécia in vivo em um modelo

animal de candidiase vulvovaginal (ZIMMERMANN e at., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias Primas

- Disseleneto de Difenila: Laboratorio de Sintese, Reatividade e Avaliagdo Farmacoldgica
e Toxicologica de Organocalcogénios, LASRAFTO.

- Oleo de coco: Thera Herb (Niter6i, Brasil)

- Eudragit® RS100: R6hm Pharma, Alemanha

- Monooleato de sorbitano (Span® 80): Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América;

- Polissorbato 80 (Tween® 80): Delaware, Brasil

- Goma de Alfarroba: Cp-Kelco, Brasil;

4.1.2 Solventes

- Acetona P. A.: Dinamica, Brasil;
- Metanol grau HPLC: Dindmica, Brasil;
- Etanol: Dinamica, Brasil;

- Dimetilsulfoxido: Vetec, Brasil.

4.1.3 Equipamentos e outro materiais

- Agitador magnético: Tecnal, Brasil;

- Balanga analitica: Shimadzu, Japao;

- Células de difusao vertical de Franz: Vidrotec, Brasil;

- Centrifuga: Solab, Brasil;

- Coluna: - Coluna Inertsil® ODS-3 C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm, 100 A), Brasil;
- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia: Shimadzu, Japao;

- Evaporador rotatério Buchi R-3: Buchi, Brasil;
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- Filtro centrifugo de 10.000 MW: Amicon® Ultra, Millipore;

- Impressora multifuncional: Scanner HP Officejet 4500 Desktop, Brasil;
- Potenciometro - mPA-210p - MS Tecnopon, Brasil;

- Pré-coluna SecurityGuard Cis 4 x 3,0 mm, Brasil;

- Micrometro digital: Digimess, Brasil;

- Ultrassom: Altsonic Clean, Brasil;

- Viscosimetro rotacional: Brookfield® modelo DV-I prime, Brasil;

- Vortex - modelo AP-56: Phoenix Luferco, Brasil;

- Zetasizer Nanoseries (espectroscopia de correlacdo de fotons): Malvern Instruments,

Reino Unido.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacao das suspensoes de nanocapsulas

As suspensdes de nanocédpsulas foram preparadas em triplicata pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al, 1988), no qual uma fase orgénica
contendo acetona (27 mL), Eudragit® RS100 (0,1 g), Span 80® (0,077 g) e 6leo de coco virgem
(0,3 g) foi mantida sob agitagao magnética por cerca de 10 min a 40 °C. Em seguida, o (PhSe)>
(0,01 g) foi adicionado a esta fase organica, que permaneceu por mais 10 min em agitagao.
Apo6s completa solubilizagdo dos componentes, esta fase foi vertida através de um funil em
53 mL de uma dispersdo aquosa (fase aquosa) de Tween 80® (0,077 g). Apos 10 min sob
agitacdo magnética, a suspensdo foi concentrada por evaporacdo sob pressdo reduzida
(rotaevaporador) para ajuste do volume final (10 mL) e eliminacdo do solvente organico,
correspondendo a concentragdo final de (PhSe)> de 1 mg/mL, a qual foi denominada de NC-
(PhSe),. Para fins comparativos, foram preparadas formulagdes sem (PhSe), (nanocapsulas

brancas) denominadas de NC-B.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas
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Ap0s a preparagdo das suspensoes, estas foram caracterizadas quanto ao aspecto, cor,
tamanho de particula e indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e teor de ativo. Todos os
parametros foram avaliados em triplicata. O tamanho de particula, indice de polidispersao e
potencial zeta foram avaliados por espectroscopia de correlagdo de fotons a 25 °C (ZetaSizer,
Malvern), ap6s diluicdo das amostras em agua ultrapura (500x). O pH das formulagdes foi
avaliado através de potencidmetro previamente calibrado (mPA-210p - MS Tecnopon), por sua
imersao direta nas suspensoes de nanocéapsulas. Para quantificagao do (PhSe) nas formulagdes,
uma aliquota de 90 uL da suspensao foi adicionada a um baldao volumétrico de 10 mL, o qual
foi completado com metanol. Este foi deixado em ultrassom por 30 minutos, para completa
extragdo do (PhSe),. A amostra foi filtrada através de uma membrana de 0,45 pm e analisada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu), utilizando metodologia ja
validada em nosso grupo de pesquisa (ENGLERT et al., 2020). A fase modvel isocratica
constituiu-se de metanol e agua ultrapura (90:10, v/v), a uma vazao de 1 mL/min e um volume
de injecao de 20 pL, e comprimento de onda de 243 nm. Para determinar a eficiéncia do
encapsulamento, uma aliquota da suspensao de NC- (PhSe), foi colocada em um dispositivo de
filtro centrifugo de 10.000 MW (Amicon® Ultra, Millipore) e o ativo livre separado das
nanoestruturas usando a técnica de ultrafiltracdo/centrifugacdo (2200 rpm por 10 min). A
eficiéncia de encapsulamento (%) foi calculada como a diferenca entre as concentracdes totais
e livres de (PhSe),, determinadas nas nanoestruturas e no ultrafiltrado, respectivamente

(Equacao 1).

(EE%) _ Teor total—Teor Livre x 100 (1)

Teor Total

4.2.3 Avalia¢ao da atividade anti-7. vaginalis

4.2.3.1 Cultura celular de 7. vaginalis

Nesse estudo, foram utilizados isolados de 7. vaginalis 30236 da American Type
Culture Collection (ATCC). Os isolados foram cultivados in vitro em meio trypticase-estrato
levedo de maltose (TYM), pH 6,0, suplementado com 10% (v/v) de soro inativado pelo calor e

incubados a 37 °C (DIAMOND, 1957). Trichomonas com mais de 95% de viabilidade e
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morfologia normal na fase de crescimento logaritmico foram utilizados para o teste de atividade

anti-7. vaginalis.
4.2.3.2 Ensaio de atividade anti-7. Vaginalis

Suspensdes de nanocépsulas contendo (PhSe)> na concentragdo de 1 mg/mL foram
utilizadas para determinar a metade da concentragdo inibitéria maxima (ICsp), com a
concentracdo final por poco variando de 0,31 mg/mL a 0,008 mg/mL. Apds, a suspensao do
parasita foi adicionada em cada pogo resultando em uma densidade final de 2,0x10°
trofozoitos/mL. A mesma diluicdo foi usada para a suspensdo de nanocapsulas branca. As
microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C com 5% de CO, e a viabilidade dos trofozoitos
medida pela contagem de parasitas utilizando o método de exclusdo por azul de tripano (0,2%)
e hemocitometro. A avaliagdo da atividade do (PhSe):, livre também foi realizada, onde este foi
diluido com dimetilsulféxido (DMSO). Os resultados foram expressos como organismos vivos
em comparagdo com os parasitas ndo tratados e os valores de 1Cso foram avaliados usando o

software GraphPad Prism 6.
4.2.4 Determinacio do potencial antioxidante

O potencial antioxidante foi avaliado usando o ensaio de eliminacao de radicais DPPH,
conforme descrito por Sharma; Bhat (2009). As amostras foram avaliadas nas concentracdes
1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 25,0 ug/mL. A suspensdao NC-(PhSe); foi diluida em agua destilada para
atingir as concentracdes desejadas para o teste. (PhSe)> puro, 6leo de coco virgem e a
combinagdo de oleo de coco virgem e (PhSe), foram diluidos em DMSO. O DPPH foi
dissolvido em metanol e utilizado conforme obtido (50 uM). As amostras foram incubadas com
a solu¢do de DPPH por 30 min sob prote¢do da luz. A seguir, cada amostra teve a absorbancia
medida usando um espectrofotometro UV/Vis (Shimadzu, Japao) a 517 nm. Solugdes puras de
DPPH e 4cido ascorbico foram utilizadas como controles negativo e positivo, respectivamente.
Este experimento foi realizado em triplicata e a atividade de eliminagao de radicais foi expressa

como porcentagem da capacidade de eliminacdo, a partir da equacdo abaixo (Equacgdo 2):

(Abs - Abb) x 100

SC% =100 - =22 )
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Onde SC% ¢ a capacidade scavenger em porcentagem, Abs ¢ a absorbancia da amostra
incubada com DPPH, Abb ¢ a absorbancia do respectivo branco e Abc a absorbancia do controle

negativo.

4.2.5 Avaliacdo da mucoadesio in vitro das suspensoes de nanocapsulas

A mucoadesividade das suspensodes de nanocéapsulas foi avaliada com base no método
de particula de mucina descrito por Takeuchi e colaboradores (2005). Mucina porcina Tipo II
foi suspensa em 0,1% de 4gua ultrapura (p / v). A suspensdo de nanocapsulas foi diluida em
solucao de mucina (1: 500, v / v) e o tamanho médio das particulas e o potencial zeta foram
determinados em Zetasizer®. Estas analises foram realizadas a temperatura ambiente em

triplicata.

4.2.6 Preparacio dos hidrogéis

A tabela 1 apresenta a composi¢ao quali-quantitativa dos hidrogéis desenvolvidos nesse
estudo. As formulagdes foram preparadas em triplicata utilizando gral de vidro e pistilo. A goma
de alfarroba foi empregada como polimero formador de gel na concentragdo de 3 %. As
suspensdes NC-(PhSe)z, na concentracdo de 1 mg/mL foram incorporadas lentamente, a frio,
junto a goma, até completa homogeneizagao dos componentes e formacao de 10 g de hidrogel,
o qual foi denominado HG-NC(PhSe),. Da mesma forma, o hidrogel com a suspensiao de
nanocapsulas brancas (HG-NCB) foi preparado. Também foi preparado o hidrogel livre
contendo somente (PhSe), denominado HG-(PhSe), através de uma dispersdo de goma de

alfarroba em agua,contendo uma mistura de 6leo de coco e DMSO, para fins de comparagao.

Tabela 1- Composicao quali e quantitativa dos hidrogéis.

Componente HG-NC(PhSe): HG-NCB HG-(PhSe)2
Suspensdo de NC (mL) 10 10 -
Goma de Alfarroba (g) 3 3 3
(PhSe): (g) = - 0,01

Oleo de coco (uL) - - 330



43

DMSO (uL) - - 670
Agua destilada (mL) - - 9

4.2.7 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

Apos a preparacao, as formulagdes semissolidas foram caracterizadas quanto ao
aspecto, cor, tamanho de particula e indice de polidispersdao, pH e teor de ativo. Todos os
parametros foram avaliados em triplicata.

O didmetro médio das particulas e o indice de polidispersdao dos hidrogéis foram
avaliados por espectroscopia de correlagcdo de fotons a 25 °C (Zetasizer Nanoseries, Malvern
Instruments, UK), apds a diluicdo das amostras em agua ultrapura (500x) e filtracdo em
membrana de 0,45 um. Para avaliagdo do pH, os hidrogéis foram diluidos a 10% em &agua
destilada e as avaliagdes feitas a temperatura ambiente, em potencidmetro (mPA-210p - MS
Tecnopon) previamente calibrado. Para a determinagdo do teor de (PhSe)>, os HGs (0,01 g)
foram dispersos em 25 mL de metanol, submetidos a 30 min de agitacio magnética a
temperatura ambiente, seguido de 30 min em banho de ultrassom. Em seguida, as amostras
foram filtradas através de uma membrana de 0,45 um e analisadas por Cromatografia a Liquido
de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu), utilizando metodologia ja validada em nosso grupo de

pesquisa.

4.2.8 Avaliacio da espalhabilidade dos hidrogéis

A espalhabilidade foi determinada, em triplicata, através do método das placas paralelas
descrito por Borghetti e Knorst (2006) e modificado por Rigo e colaboradores (2012). Nessa
técnica, a amostra foi cuidadosamente colocada no orificio central, apresentando 1,2 cm de
diametro, de uma placa de vidro, removida lentamente. Sobre a amostra, em intervalos de 1
min, foram sendo colocadas placas de vidro (10 x 10 cm) com pesos conhecidos. A cada nova
placa, utilizando um scanner, a imagem da formulagdo era registrada. Para verificar a area
expandida da formulacdo a cada placa aplicada, utilizou-se o programa Imagel (Version 1.49q,
National Institutes of Health, EUA). O fator de espalhabilidade (FE), em mm?¥g, foi

determinado utilizando a equagdo (3), onde A= area méxima espalhada e P=peso total aplicado.

FE= A (mm?)/P (g) 3)
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4.2.9 Avaliacio reologica dos hidrogéis

Para determinar o comportamento reoldgico (n=3), um viscosimetro Brookfield
(modelo RVDV-IPRIME, Brookfield, EUA) com um spindle RV06 foi utilizado.
Aproximadamente, 30 g de cada hidrogel foram submetidos a velocidades de cisalhamento de
2 a 100 rpm a temperatura ambiente (25 = 1 °C).

Para avaliar o modelo reologico que melhor descreveu o comportamento dos hidrogéis,

as equacdes de Bingham (4), Casson (5) e Ostwald (6) foram testadas.

G=cotmny (4)
o 0,5 — G 00,5 4 nO,S ,YO,S (5)
=Ky (6)

Onde: 1 ¢ a viscosidade, o ¢ a tensdo de cisalhamento, y taxa de cisalhamento, n ¢ o indice de

plasticidade, K ¢ o coeficiente de consisténcia e 6o € o valor de cedéncia.

4.2.10 Avaliacido do potencial irritativo das formulacgoes

O potencial de irritagdo das formulagdes foi avaliado pelo método da membrana
corioalantdide (MCA), a partir da metodologia recomendada pelo Comité Interinstitucional
para Validacdo de Métodos Alternativos (ICCVAM). Esta avaliagao foi aprovada pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA) (Processo n°
5428271020/2021). Para o ensaio foram utilizados ovos de galinha fertilizados no 10° dia de
incubac¢do (36,0 + 0,5 °C e 88 % de umidade), doados pela empresa Languiru (Teutonia, Brasil).
Com auxilio de uma pinga foi retirada a casca na regido da camara de ar e a membrana externa,
deixando exposta a MCA, que foi umedecida com solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%). Para as
suspensdes de nanocapsulas foram aplicados 300 pL. das mesmas (n=6) na MCA durante 20 s
e para os hidrogéis 0,3 g foram aplicados em pelo menos 50% da membrana, analisando os
resultados na parte ndo coberta pelo hidrogel. Em seguida, a membrana foi lavada com NaCl
0,9%. O aparecimento dos eventos de lise, coagulacdo e hemorragia foram observados durante
300 s. Para a validacdo, foram utilizadas solug¢des controle, onde o controle negativo utilizado

foi uma solugdo aquosa de NaCl 0,9% e para o controle positivo uma solu¢do de hidroxido de
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sodio 0,1 M. O grau de irritagdo foi calculado conforme a equacdo 7 e os resultados foram
classificados na faixa de 0 - 0,9 (ndo irritantes), 1 - 4,9 (ligeiramente irritante), 5 - 8,9

(moderadamente irritante), 9 - 21 (irritante severo) (CONTRI et al, 2016; LUEPKE, 1985).

El = 5x 8% ) 4 7, 807D | g, (8017 ) 7)
300 300 300

Onde: EI representa o escore de irritacdo, 4 corresponde ao tempo de hemorragia, / ao tempo

de lise e ¢ equivale ao tempo de coagulagao.
4.2.11 Avaliacao da for¢ca mucoadesiva dos hidrogéis

A for¢a mucoadesiva foi determinada pela metodologia descrita por Gonjari e
colaboradores (2009) com algumas modificagdes. Para este ensaio, a mucosa vaginal bovina
(4,5 cm) foi cortada e fixada sobre uma placa de vidro. Em um suporte superior foram
adicionados 0,8 g de cada hidrogel (n=3) que foi colocado em contato com a mucosa por 1 min,
aplicando um peso de 1 N. Apos, foi adicionada d4gua em um recipiente em lado oposto até que
ocorresse a separacao entre mucosa ¢ formulagdo. A quantidade de dgua adicionada foi medida
em uma proveta para determinacao do volume necessario para a separacdo da formulagdo e
mucosa. Para fins comparativos, como controle positivo, um gel de Carbopol foi preparado
pesando-se 0,05 g do mesmo, o qual foi incorporado em 10 mL H>O destilada e 100 pL de
trietanolamina até o espessamento e formagao do gel. A forca mucoadesiva foi determinada

utilizando a equacao 8.
For¢ca mucoadesiva = % (8)

Onde: m corresponde a quantidade de agua necessdria para a separagdo, g a aceleracdo da

gravidade (980 cm/s?) e 4 a area da mucosa (4,5 cm).
4.2.12 Estudo de permeacio ex vivo em mucosa vaginal bovina
Neste estudo a metodologia utilizada foi descrita por Nielsen e colaboradores (1998)

com algumas modificagdes. Para a execugao do experimento, células de difusao de Franz foram

utilizadas, tendo como meio receptor tampao fosfato pH 5,5 a 37 = 0,5 °C e mucosa vaginal
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bovina como membrana (n=6). Para o teste, a mucosa foi cuidadosamente separada do tecido
adjacente e cortada em tamanho apropriado para o experimento. Os fragmentos foram mantidos
congelados em -18 °C até o teste. A area de difusdo utilizada foi de 3,14 cm?, bem como 6,0
mL de meio receptor. Uma quantidade de 0,5 g de cada hidrogel foi aplicada na superficie da
mucosa. Ap6s 8 h de incubacdo, uma aliquota do meio foi coletada do compartimento receptor,
a fim de avaliar se o ativo permeou através da mucosa. O excesso de formulagdo foi removido
e a mucosa cortada em pedacos, sendo colocada em contato com 5 mL de metanol. Na
sequéncia, as amostras foram submetidas ao processo de extragdo em vortex (2 min) e ultrassom
(15 min). Apos, as amostras foram filtradas através de uma membrana de celulose regenerada

de 0,45 um e analisadas (50 uL) por CLAE.

4.2.13 Analise estatistica

As formulagdes foram preparadas e analisadas em triplicata, sendo seus resultados
expressos como média = desvio padrao. Foi analisada a normalidade dos resultados, que
posteriormente foram tratados estatisticamente através do teste ¢ ou de analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Tukey. Todos os testes foram conduzidos utilizando
o software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados

como indicativos de significancia estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

Apds o preparo, todas as formulagdes (Figura 7) mostraram uma aparéncia
macroscopica homogénea ‘“‘semelhante ao leite”, sem qualquer precipitagdo visivel. As
suspensoes NC- (PhSe), apresentaram coloracao levemente amarelada devido a incorporagdo
do composto nas nanoestruturas. Observou-se também aspecto turvo e reflexo opalescente

azulado, caracteristicas do movimento caético apresentado pelas particulas coloidais.

Figura 7- Foto da suspensdao NC-B (A) e da suspensao NC- (PhSe)2 (B)

Os resultados da caracterizagdo estdo expressos na Tabela 3. As suspensdes de
nanocépsulas apresentaram diametro médio na faixa nanométrica e valores de indice de
polidispersdo (IPD) na faixa adequada, em torno de 0,2, indicando uma distribui¢do estreita do
tamanho de particula e homogeneidade do sistema. Os valores do potencial zeta foram
positivos, refletindo a carga positiva dos grupos de amonio quaternario presentes no copolimero
acrilico Eudragit® RS 100 (SANTOS et al., 2013; SANTOS et al., 2014). Os valores de pH
foram levemente acidos, coerentes com outras suspensdes de nanocéapsulas preparadas com
Eudragit® RS 100 (DE LIMA et al., 2017; ENGLERT et al., 2020) e compativeis com o pH do
trato vaginal (cerca de 4,5) (SCHAFFAZICK et al., 2006). O teor total de (PhSe) na suspensao
de nanocapsulas apresentou valores proximos ao valor tedrico (1,0 mg/mL), indicando que ndo
houve perdas durante o processo de preparacao. Além disso, foi alcangada uma alta eficiéncia
de encapsulacdo de 99,92 %, o que pode ser atribuido a alta lipofilicidade do (PhSe); e a alta
solubilidade do mesmo no dleo utilizado na preparacdo do nanocarreador. Esses resultados

estdio de acordo com outros relatos que mostram a incorporagdo de compostos de
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organosselénio em nanoestruturas (ENGLERT et al., 2020; FERREIRA et al.,2018). Nao foi

observada diferenca estatistica significativa entre nenhum dos parametros avaliados (p> 0,05).

Tabela 3- Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas (média + desvio
padrdo, n=3, teste t).

Formulacao DM IPD PZ (mV) pH Teor EE
(nm) (mg/mL) (%)

NC-B 20620 0,22+0,05 +8,50+222 497+0,18 - -

NC-(PhSe). 193+14 0,19+0,07 +6,86+0,66 5,04+0,02 1,04+0,03 99,92

DM: Didmetro médio; IPD: Indice de polidispersdo; PZ: Potencial zeta

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI- TRICHOMONAS VAGINALIS

No presente estudo, a atividade anti-7. vaginalis do (PhSe); foi avaliada pela primeira
vez, bem como o desempenho de uma suspensdo de nanocapsulas contendo este composto
(Figura 8). Os valores de ICso obtidos para (PhSe), e NC-(PhSe), foram de 0,027 mg/mL e

0,034 mg/mL, respectivamente.

Figura 8- Atividade anti-T. vaginalis (PhSe)>, NC-(PhSe), e NC-B contra isolado ATCC 30236.
Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo do controle (considerando 100% de
viabilidade dos trofozoitos) (ANOVA de uma via, seguida de Tukey). Onde: (***) p <0,001:
diferenca estatistica entre controle e tratamento. (###) p <0,001: diferenga estatistica entre NC-
B e NC-(PhSe),. (@@@) p <0,001: diferenga estatistica entre (PhSe). e NC-(PhSe)s.
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Observou-se que na concentragdo mais baixa tanto o (PhSe), como NC-(PhSe):

apresentaram atividade frente ao 7. vaginalis, reduzindo a viabilidade do trofozoito de forma
semelhante. Na concentracdo intermediaria, (PhSe), nanoencapsulado apresentou atividade
anti-trichomonas superior ao (PhSe): livre, com reducao de forma expressiva na viabilidade do
trofozoito. Para a maior concentragdo, a nanoencapsulagdo manteve a atividade anti-
trichomonas do (PhSe)2, mesmo em uma concentracao mais elevada, enquanto o composto livre
aumentou sua agao citotdxica no parasita. De maneira geral, as nanocapsulas brancas (NC-B)
nao reduziram a viabilidade do trofozoito, o que demonstra que os componentes da formulagao
ndo influenciam a atividade anti-7. vaginalis, sendo esta somente atribuida ao (PhSe)..
O fato de NC-(PhSe), manter o percentual de viabilidade dos trofozoitos da concentragdo
intermediaria em relacao a maior concentracao poderia ser explicado pela taxa lenta e altamente
controlada de liberacao que o ativo apresenta a partir das nanocapsulas, visto ser um composto
com elevada lipofilia (PRIGOL et al., 2013; PRIGOL et al., 2012) As moléculas devem superar
a barreira de parti¢do entre o nlicleo oleoso e a membrana polimérica para serem liberadas para
0 meio externo, que ¢ aquoso ¢ nao oferece condi¢des adequada para liberacao de (PhSe)>.Logo,
a barreira da casca polimérica impediria a liberagdo abruta do ativo das estruturas e
consequéntemente a agdo instantanea do ativo encapsulado frente ao paraita. Desta forma,
acredita-se que as condi¢des experimentais da avaliacdo da atividade anti-7. vaginalis nao
favoregam o gradiente de concentragdo para uma maior liberagdo do (PhSe)(ZIMMERMANN
e at., 2021)

Todavia, (PhSe); livre reduz de forma mais acentuada a viabilidade do trofozoito para
maior concentragdo testada, visto que trabalhamos com uma molécula que tem uma toxicidade
relevante. Compostos organicos de selénio, até uma determinada concentragdo, apresentam
efeitos biologicos positivos, porém dependendo da sua atividade ou tecido em que interagem,
comecam a prevalecer os efeitos toxicos, o que ¢ conhecido como Efeito Janus Face
(NOGUEIRA; ROCHA, 2010; ROSA et al., 2007).

Assim, a nanoencapsulacdo de (PhSe): torna-se uma abordagem interessante para
superar as restrigdes fisico-quimicas do composto, bem como sua toxicidade, sem comprometer
suas propriedades biologicas potenciais. Trabalhos na literatura ja demonstraram que a
nanoencapsulacao do (PhSe); foi capaz de reduzir sua toxicidade, ampliando a perspectiva de
sua aplicacdo terapéutica (FERREIRA et al., 2018; FERREIRA et al., 2019a).

A patogenicidade gerada pelo 7. vaginalis desencadeia uma resposta inflamatéria com

liberacdao de interleucinas, fator de necrose tumoral alfa, macrofagos e neutréfilos, gerando
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inflamacdo ao epitélio vaginal (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012; MERCER; JOHNSON,
2018). Todavia, as células do sistema imune de maior prevaléncia em infec¢des pelo 7.
vaginalis sdo os neutrofilos, e como resposta imunologica a tricomoniase ocorre o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células atingidas pelo patogeno (SONG et al., 2008).
Com isso, Hiibner e colaboradores (2016) investigaram a capacidade de ativos em reduzir a
produgdo de EROs em neutréfilos estimulados pelo 7. vaginalis. No estudo, concluiram que os
compostos capazes de controlar a producdo de EROs pelos neutrofilos e que também
apresentaram efeito anti-inflamatoério, danificaram a sinalizagdo celular levando a morte dos
trofozoitos (HUBNER et al., 2016). Nesse contexto, diversos trabalhos na literatura
demonstram que (PhSe), ¢ um agente antioxidante e anti-inflamatério (BALDISSERA et al.,
2020; MULLER et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2003b; PETRONILHO et al., 2016; QUISPE
et al., 2019; SANMARTIN et al., 2011), o que pode justificar a atividade anti-Trichomonas
vaginalis apresentada pelo composto.

Além do exposto acima, trabalhos anteriores da literatura indicaram que o acido siélico
¢ o principal componente da membrana de 7. vaginalis, contribuindo para a carga superficial
negativa do protozoario. Pode-se sugerir que a superficie positiva das nanocapsulas de
Eudragit® RS 100 tem potencial para interagir com a membrana carregada negativamente do
parasita através de interagdes eletrostaticas (E SILVA FILHO; ELIAS; DE SOUZA,1986;
PRADINES et al., 2015). Também ¢ bem conhecido que 7. vaginalis tem intensa atividade
endocitica através da superficie celular, onde ja demonstrou sua capacidade de incorporar
nanoparticulas por meio de um processo que envolve vesiculas endociticas e vacuolos. Esta
internalizagdo de nanoparticulas gera, consequentemente, vazamento de componentes
intracelulares e morte parasitdria (BENCHIMO et al., 1986, BENCHIMOL; BATISTA; DE
SOUZA, 1990; MALLI et al., 2018).

5.3 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O ensaio de DPPH ¢ uma metodologia muito 1til para avaliar o potencial antioxidante
de substancias. O acido ascorbico, que foi utilizado como controle positivo, nas concentragdes
testadas de 1; 2,5; 5 ;10 e 25 g/mL apresentou capacidade sequestrante de 55,36% =+ 5,73;
85,26% £ 2,03; 88,00% + 0,63; 90,32% + 1,59 € 92,42% + 0,63 respectivamente, comprovando

assim, a performance correta do teste.



51

Observou-se (Figura 9) que em todas as concentragdes testadas, a suspensdao de NC-
(PhSe), apresentou acdo sequestrante superior em comparagao com (PhSe): livre (p< 0,01).
Além disso, para a maior concentracao testada, a nanoencapsulacdo do composto demonstrou
maior capacidade antioxidante do que o dleo de coco livre, e a combinagao de 6leo de coco e
(PhSe),, destacando a a¢do antioxidante ja descrita para ambos os ativos (BALDISSERA et al.,
2020; MARINA et al., 2009; MULLER et al., 2018; QUISPE et al., 2019).

Figura 9- Potencial antioxidante avaliado pelo ensaio do DPPH (média + desvio padrao, n = 3)
(ANOVA de uma via, seguida de Tukey). (**) p< 0,01, (***) p<0,001: significa diferenca
significativa entre NC-(PhSe)> e demais tratamentos. (#) p<0,05, (###) p<0,001: diferenca
significativa entre OC e demais tratamentos.
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O aumento do potencial antioxidante através da nanoencapsulagdao pode ser explicado
devido a uma maior superficie de contato proporcionado pela escala nanométrica das particulas
em suspensao, facilitando a doag@o de hidrogénio para o sitio do radical (KUMAR et al., 2015;
MARCHIORI et al., 2017b). Além disso, nossos resultados sdo corroborados por outros estudos
que mostraram a melhora na atividade de eliminacdo de radicais proporcionada pelas

nanoparticulas (ENGLERT et al., 2020; GEHRCKE et al., 2017; MATTIAZZI et al., 2019).

54 AVALIACAO DA MUCOADESAO [N VITRO DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS

Dado que a mucoadesividade pode influenciar na reten¢do da formulagdo para o tecido
vaginal, a interacdo das nanocapsulas com a mucina foi avaliada considerando que a mucina ¢

o principal componente do muco, sendo também responsavel pelas propriedades viscosas e
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elasticas (BANSIL; TURNER, 2006; DOS SANTOS et al., 2020). Ao medir a mudanga no
tamanho das particulas ou potencial zeta através da metodologia de particula de mucina, em
uma determinada concentracdo de solucdo de polimero, podemos estimar a extensao de sua
propriedade mucoadesiva (TAKEUCHI et al., 2005).

Os resultados ilustrados na Figura 10 demonstraram que a exposi¢do a mucina causou
uma modificagdo com aumento significativo no tamanho médio de particula (p<0,01) e
alteracdo do potencial zeta, através da inversdo da carga do polimero em comparagao com 0s
valores iniciais. Como pode ser observado, os valores de potencial zeta iniciais das suspensoes
foram +7,28 = 0,79 mV e +12,70 + 0,53 mV para NC-(PhSe), ¢ NC-BR, respectivamente, e
apds o contato com mucina, o potencial mudou para -7,21 £ 0,50 mV e -7,82 + 0,21 mV,

respectivamente.

Figura 10- Representagdo grafica do diametro médio (A) e potencial zeta (B) das suspensoes
antes (NC-(PhSe)2; NC-B) e apos (NC-(PhSe)2 + M; NCB + M) o contato com a dispersdo de
mucina (média + desvio padrdo, n = 3) (teste t pareado). (##) p < 0,01 e (###) p <0,001: indica
diferenga estatistica entre tamanho da formulacdo de nanocapsulas antes e depois do contato
com mucina.
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A modificac¢do e aumento do didmetro médio apds contato com dispersdo de mucina se
deve a agregacao de particulas de polimero / mucina. Além disso, a interagdo eletrostatica ¢ o
mecanismo mucoadesivo que explica este fenomeno. Este, pode ser devido a interagao de
cargas negativas de grupos sidlicos da mucina com a camada superficial das nanoparticulas
carregadas positivamente. Portanto, pode-se concluir que as nanocapsulas sdo capazes de
interagir ionicamente com a mucina (DILLEN et al., 2006; NIKAM et al., 2011; CHAVES et
al., 2018; BHATTA et al., 2012).

Esses resultados sdo corroborados por outros estudos que utilizaram a mesma
metodologia de avaliagdo (CHAVES et al., 2018; DE LIMA et al., 2017; ENGLERT et al.,
2020), além de serem esperados para as formulagdes devido ao material bioadesivo polimérico
utilizado para compor as nanocapsulas, o que pode aumentar o tempo de residéncia da forma

farmacéutica na mucosa vaginal (CHAVES et al., 2018).
5.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS HIDROGEIS

As caracteristicas macroscopicas dos hidrogéis (HGs) sao demonstradas na Figura 11.
Todos os HGs apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatorias com aspecto
homogéneo, sem grumos ou precipitados. HG-NCB apresentou uma aparéncia branca leitosa,
ao passo que ambos os hidrogéis contendo (PhSe), exibiram uma coloragdo amarelada, onde

HG-(PhSe), era amarelo brilhante, enquanto HG-NC(PhSe), apresentou aspecto mais opaco.

Figura 11- Aspecto macroscopico dos hidrogéis de goma de alfarroba

HG-(PhSe)2 HG-NCB HG-NC(PhSe)2

Os resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica dos HGs estdo representados na
Tabela 4. As formulagdoes HG-B e HG- NC(PhSe),, em comparagdo as suas respectivas

suspensodes, apresentaram discreto aumento de tamanho (p<0,01) devido a incorporagdo da
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goma de alfarroba. No entanto, mantiveram os didmetros médios na faixa nanométrica,
indicando a manuten¢do do tamanho das nanoestruturas no hidrogel. A presenca de
nanocapsulas intactas nos HGs mostra-se importante para uma adequada distribuicao, retencao
e absor¢ao da formulacdo na mucosa vaginal, melhorando assim, a eficdcia terapéutica

(LEYVA-GOMEZ et al., 2018; OSMARI et al., 2020).

Tabela 4- Caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes semissélidas desenvolvidas (média
+ desvio padrdo, n=3, teste t e ANOVA seguido de Tukey para pH).

Formulacao DM (nm) IPD pH Teor (mg/g)
HG-(PhSe): - - 7,52 +0,10 1,08 0,09
HG-B 295+ 24 0,29 + 0,09 6,16 £0,14 -
HG- NC(PhSe)> 237+4 0,25 +0,01 6,20 + 0,14 0,96 + 0,01

DM: Didmetro médio; IPD: Indice de polidispersdo; PZ: Potencial zeta

O indice de polidispersao (IPD) nos permite avaliar a homogeneidade das formulagdes
em relagdo ao tamanho das particulas. Valores abaixo de 0,25 indicam distribui¢dao adequada
(WU; ZHANG; WATANABE et al., 2011). Assim, os HGs apresentaram valores de IPD
satisfatorios.

Os valores de pH dos HGs ficaram préximos da neutralidade, mesmo considerando o
pH acido das suspensdes de nanocapsulas (p<0,01). No delineamento de formulagdes vaginais,
recomenda-se aten¢do ao pH vaginal (3,8 - 4.5) porque ¢ considerado um fator de prote¢ao
contra a proliferacdo de patogenos (LEYVA-GOMEZ et al., 2018). No entanto, muitos fluidos
biologicos podem aumentar o pH vaginal a um valor préximo a neutralidade (pH > 5), como
menstruacao, transudato vaginal e sémen (HUSSAIN; AHSAN, 2005). Além disso, vaginose
bacteriana e tricomoniase também aumentam o pH vaginal (KISSINGER et al., 2015;
MENARD, 2011). Desse modo, apesar do pH do hidrogel estar acima da faixa recomendada, a
formulagdo desenvolvida ndo € potencialmente nociva e seus possiveis beneficios para o
manejo da tricomoniase superam as possiveis consequéncias da alteragdo de pH. Para apoiar
esta conclusdo, formulagdes apresentando valores de pH proximos da neutralidade ja foram
descritas na literatura (OSMARI et al., 2020; SINGH et al., 2014; SZYMANSKA et al., 2018).

Em relacao ao teor do ativo, valores proximos aos teoricos foram encontrados, onde as
concentragdes de (PhSe)2 nos HGs foram proximas de 100 %, indicando que nao houve perdas
ou degradacao do composto durante o processo de preparacao dos hidrogéis (ENGLERT et al.,
2020; FERREIRA et al.,2018).
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De maneira geral, os resultados estdo de acordo com outros relatos que mostraram a
incorpora¢ao de nanoestruturas em gomas para obten¢do de uma forma farmacéutica final

(FERREIRA et al., 2018; PERINELLI et al., 2018; RIGON et al., 2019; SARI et al., 2020).

5.6 ESPALHABILIDADE

A avaliagdo da espalhabilidade ¢ uma caracteristica importante a ser a determinada no
desenvolvimento de formulacdes semissolidas, pois verifica a capacidade da formulagdao em
espalhar-se sobre uma superficie, e esta relacionada com a sua aplicacdo diretamente no local
pretendido (GARG et al., 2002). Os perfis de espalhabilidade dos HGs (Figura 12) mostraram
que a area espalhada de todos os HGs aumentou com a acumulagao de peso. A analise estatistica
nao revelou nenhuma diferenca significativa entre esses perfis. Os fatores de espalhabilidade
dos HGs também foram calculados e sdo representados na Tabela 5, que mostra semelhantes
resultados para todos os HGs (p>0,05). Valores de FE mais altos foram relatados, para
hidrogéis de goma xantana contendo (PhSe), (6,7 = 1,3 mm?/g 8,3 £+ 0,7mm?/g (FERREIRA et
al., 2019¢c) e goma gelana contendo (PhSe): (3.92 = 0.36 mm? /g e 3.77 + 0.22 mm? /g)
(ZIMMERMANN e at., 2021). Tratando-se de uma formulagdo para aplicagdo vaginal, essas
diferengas pondem indicar que os hidrogéis de goma de alfarroba possuem uma consisténcia
superior quando comparada a goma xantana e gelana, proporcionando melhor fluidez e retengdo

do semissolido no local de aplicagao.
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Figura 12- Representagao grafica da espalhabilidade das formulagdes HG-(PhSe),, HG-NCB e
HG-NC(PhSe), em fun¢ao do peso adicionado (g) (média + desvio padrdao, n = 3). (ANOVA
de uma via, seguido de Tukey).
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Tabela 5- Determinacao do fator de espalhabilidade dos hidrogéis. Média + desvio padrdo, n=3.
(ANOVA de uma via, seguido de Tukey).

Formulacao Espalhabilidade (mm?/g)
HG-(PhSe). 3,43 +0,44
HG-NCB 2,94 +0,02
HG-NC(PhSe), 2,95 +0,08

5.7 REOLOGIA

A caracterizagdo reologica dos géis ¢ importante para determinar o equilibrio adequado
entre a espalhabilidade e a reten¢do dos hidrogéis no local aplicado. Embora complexa, a
viscoelasticidade ¢ de interesse especial para a entrega vaginal de fArmacos como modulacao
do equilibrio viscoso. Portanto, através das propriedades interessantes dos géis, estes podem
ser delineados para oferecer facilidade de aplicacao, propagagao intravaginal adequada e maior
residéncia devido a uma melhor capacidade de resistir a tensdes in vivo, particularmente apos

dilui¢do nos fluidos vaginais (YU et al., 2011).
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O viscograma e o reograma dos HGs foram obtidos através da representacdo grafica da
viscosidade versus taxa de cisalhamento (Figura 13), e tensdo de cisalhamento versus taxa de
cisalhamento (Figura 14), respectivamente. A partir desses graficos, pode-se observar que os
hidrogéis apresentaram fluxo nao-newtoniano, uma vez que as viscosidades ndo se mantém
constantes com a varia¢ao da taxa de cisalhamento aplicada e a relagdo da taxa de cisalhamento

versus tensdo de cisalhamento ndo ¢ linear (LAHOUD; CAMPOS, 2020)

Figura 13- Representagdo grafica da viscosidade dos hidrogéis (mPa.s) versus a taxa de
cisalhamento (s). (n=3)
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Figura 14- Representagdo grafica da tensdo de cisalhamento (mPa) versus a taxa de
cisalhamento (s-1), (n=3).
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Em sistemas ndo-newtonianos os fluidos podem apresentar diferentes tipos de
comportamento de fluxo: pléstico, pseudoplastico ou dilatante. Assim sendo, todas as
formulacdes adequaram-se melhor ao modelo de Ostwald, tendo em vista que foram obtidos os
maiores valores de coeficiente de correlacao (7). Este modelo descreve fluxo ndo-newtoniano
pseudoplastico, o qual ndo necessita de tensdo de cisalhamento minima para comegar a fluir
(FERREIRA, 2008; LAHOUD; CAMPOS, 2020). Perfis semelhantes ja foram relatados na
literatura para outros estudos que utilizaram goma de alfarroba (HADDARAH et al., 2014) e
HGs de outras gomas naturais, inclusive para aplicagao vaginal (SARI et al., 2020; OSMARI
et al., 2020).

Tabela 6- Coeficientes de correlagdo (r) obtidos para os diferentes modelos matematicos (média
+ desvio padrao, n = 3).

Formulagao Binghan Casson Ostwald
HG-(PhSe), 0,982 + 0,006 0,992 + 0,004 0,998 + 0,001
HG- NCB 0,968 + 0,006 0,984 + 0,004 0,997 + 0,002
HG- NC (PhSe), 0,968 + 0,006 0,985 =+ 0,004 0,997 + 0,001

Apos estabelecer o melhor modelo, os indices de fluxo (n) e de consisténcia (k) foram
calculados e estdo representados na Tabela 7. O indice de consisténcia esta relacionado com a
propria viscosidade do produto, ou seja, com a resisténcia ao fluxo, enquanto que o indice de
fluxo se refere ao grau de pseudoplastia do material (LAHOUD; CAMPOS, 2020). Todos os
HGs apresentaram indices de fluxo menores que 1, confirmando o comportamento
pseudopléstico, o qual ¢ caracterizado pela diminuicdo da viscosidade aparente de forma
gradual, a medida que aumenta a tensdo de cisalhamento e, portanto, sua viscosidade nao pode
ser expressa por um unico valor (CORREA et al., 2005).

Em geral, pode-se presumir que géis para administragdo vaginal com uma viscosidade
mais baixa, tendem a se espalhar em uma taxa mais rdpida e em maior extensao através da
superficie vaginal. Isso torna-se uma desvantagem significativa, aumentando a probabilidade
de vazamento do produto (YU et al., 2011). Neste contexto, em relacdo ao indice de
consisténcia, foi possivel observar que os hidrogéis contendo as nanoestruturas propiciaram

uma maior viscosidade ao sistema (p <0,05) em comparacao ao hidrogel com ativo livre. Estes
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resultados sdo corroborados por outros estudos que demonstraram o mesmo perfil reoldgico
para a incorpora¢do de nanoestruturas contendo compostos de organosselénio a HGs, onde a
nanoencapsulacao resultou em aumento da viscosidade das formulagdes em comparagao ao
ativo livre (FERREIRA et al., 2019c; SARI et al., 2020).

Nesse sentido, este resultado torna-se interessante para formulagdes de aplicacdo local,
devido a maior facilidade de administracdo e também por melhorar a fluidez e reten¢do do

semissoOlido no local de aplicacao (BALESTRIN et al., 2016).

Tabela 7- Indice de fluxo (n) e indice de consisténcia (k) dos hidrogéis (média + desvio padrio,
n = 3) (ANOVA de um fator, seguido de Tukey). (*) p <0,05: diferenca estatistica entre HG-
(PhSe)> e HG-NCB, (#) p <0,05: diferenca estatistica entre HG-(PhSe)> e HG-NC(PhSe),.

Formulagao N K
HG-(PhSe), 0,565 = 0,0209 80896,54 + 7565,01
HG- NCB 0,5131+0,0114 153301,47 + 9511,48"
HG- NC (PhSe), 0,5032 +0,0588 155698,51 + 4410,87"

5.8 AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITATIVO DAS FORMULACOES

O teste da membrana Corioalantéide (HET-CAM) foi desenvolvido como alternativa a
testes de toxicidade em modelos animais, sendo um teste rapido, sensivel, barato e capaz de
fornecer informacgdes sobre embriotoxicidade, teratogenicidade, efeitos sist€émicos, metabolicos
e imunopatologicos. Uma vez que os produtos vaginais sao principalmente destinados a
autoadministragdo e visam oferecer o maximo conforto tanto no momento da aplicacdo e
durante o tempo de uso, a avaliacdo dos efeitos adversos como irritagdo local sdo especialmente
importantes (PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2018; WINTER et al., 2020). Assim, todas as

formulacdes desenvolvidas foram testadas, conforme demonstra a Figura 14.
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Figura 15- Imagens do teste em membrana corioalantdide. Membranas expostas no tempo zero,
e ap6s 5 minutos, respectivamente, que correspondem: A e B ao (PhSe): livre; C e D a NC-
(PhSe)2; Ee F aNC-B; G e Ha HG-NC(PhSe)2; I e J a HG-NCB; K e L a HG-(PhSe)2; M e N
4 HG-Veiculo e O e P aos controles negativo (NaCl 0,9%) e positivo (NaOH 0,1 M).

Nao foram visualizadas alteragdes como lise, coagulacdo ou hemorragia nas MCA
frente as formulagdes em estudo, considerando-se que as imagens foram registradas em tempo
zero € apos 5 min de exposi¢ao. De mesmo modo procedeu-se com os controles positivo e
negativo, classificados como severamente irritante (EI=16,3 + 0,1) e ndo irritante,
respectivamente. Assim, tanto as suspensdes de nanocépsulas, como os HGs desenvolvidos
foram classificados como nao irritantes, apontando que os componentes usados na formulagdo
sao considerados biocompativeis (ENGLERT et al., 2020).

O teste do HET-CAM ¢ tradicionalmente usado para avaliar o potencial de irritagdo de
materiais para aplicacdo oftdlmica. No entanto, a norma ISO 10993-10 considera que os
epitélios oftdlmico e vaginal apresentam sensibilidades semelhantes quanto ao potencial
irritativo e por isso este teste também pode ser aplicado na avaliagdo de formulagdes vaginais

(ISO 10993-10, 2010; PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2018).



61

Em vista disso, qualquer material irritante para a pele ou olhos deve ser rotulado
diretamente como um potencial irritante vaginal sem testes em animais. Embora vérias técnicas
ndo animais para a caracterizagdo de formulagdes vaginais ja foram descritas na literatura, a
maioria tem sido aplicada apenas no desenvolvimento de formulagdes, sem correlacdes com
resultados in vivo (CUNHA et al., 2014; GARG et al., 2001). Portanto, obter estes resultados
através do ensaio HET-CAM e transpo-lo para aplicacgdo ao teste de irritagdo vaginal, representa
um resultado relevante para a avaliagdo de seguranca pré-clinica de produtos vaginais

(PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2018).

5.9 AVALIACAO DA FORCA MUCOADESIVA DOS HIDROGEIS

O fendmeno de mucoadesdo tem o potencial de otimizar a entrega localizada de um
ativo, mantendo a formulagdo em contato intimo com a mucosa vaginal. Desta forma, o tempo
de residéncia da formulagao ¢ prolongado, resultando em um aumento na eficacia terapéutica,
facilidade de administragdo do medicamento e melhora na adesdo do paciente ao tratamento
(MANSURI et al., 2016).

Neste sentido, foram avaliadas as propriedades mucoadesivas dos HGs de goma de
alfarroba em comparagdo ao HG-carbopol, um agente formador de gel frequentemente
empregado devido a sua capacidade bioadesiva ja conhecida (KUMAR, et al., 2014).
Observando os resultados obtidos na Figura 15, verificou-se que os hidrogéis de goma de
alfarroba HG-(PhSe);, HG-NCB e HG-NC(PhSe)> apresentaram maior capacidade
mucoadesiva (p<0,01) quando comparados ao hidrogel de carbopol, reforcando a escolha

adequada da goma de alfarroba.

Figura 16- Representacdo grafica da forca mucoadesiva dos hidrogéis em mucosa vaginal
bovina (média + desvio padrao, n = 3) (ANOVA de uma via, seguida de Tukey). (*) p<0,05 e
(**) p <0,01: diferenca estatistica entre Carbopol Ultrez e os demais hidrogéis. ). (#) p<0,05 e
(###) p <0,001: diferenga estatistica entre HG-(PhSe), e os demais hidrogéis. (@) p<0,05:
indica diferenca estatistica entre HG-NCB e HG-NC(PhSe),
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Caracteristicas estruturais da goma de alfarroba, como elevado peso molecular e
presenga de grupamentos carbonila, poderiam contribuir para uma maior interagdo com a
mucosa (ASATI; JAIN; CHOUBEY, 2019; ZHU et al., 2019). Um maior acimulo de polimero
sobre a superficie bioldgica, onde unidades de cadeias poliméricas estdo disponiveis para
interagir com o tecido por forcas de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio, fortaleceriam a
aderéncia, contribuindo para a reten¢ao da formulagdo (MANSURI et al., 2016).

Estudos anteriores investigaram o potencial bioadesivo de comprimidos de goma de
alfarroba combinada com outras gomas para uso por via vaginal (CAZORLA-LUNA et al.,
2019). Também se observou que os hidrogéis contendo as nanocépsulas apresentaram forga
mucoadesiva superior ao hidrogel livre (p<0,05). Esses dados confirmam que a estratégia de
combinar nanocépsulas mucoadesivas de Eudragit® RS100 com polimero formador de gel com
propriedades mucoadesivas resultou em um hidrogel superior, com maior potencial de ser retido
na mucosa vaginal. Outros estudos também apresentaram mucoadesdo aprimorada para
formulac¢des contendo sistemas nanoestruturados (CHAVES et al., 2018; GARG et al., 2001;
RIGON, et al., 2019).

Dessa forma, a goma de alfarroba mostra-se como um polimero mais promissor para a
forma¢ao de HGs contendo suspensdes de nanocépsulas para aplicagdo vaginal, a fim de se

obter uma formulac¢do que permaneca retida por mais tempo no local de aplicacao.

5.10 ESTUDO DE PERMEACAO EX VIVO EM MUCOSA VAGINAL BOVINA

O estudo de permeacao foi conduzido usando células de difusdo do tipo Franz e mucosa

vaginal bovina. Esta foi selecionada como substituta para tecidos humanos devido as
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semelhancas anatomicas, fisiologicas e funcionais. Além disso, ambos os tipos de tecidos
vaginais estdo sob constante regulacdo hormonal ciclica pelos niveis plasmaticos de estrogénio
e progesterona, que influenciam a espessura do epitélio vaginal, a taxa de secrecao de muco e
suas propriedades fisico-quimicas (BERGINC et al., 2012).

Observando os resultados mostrados na Figural7, apés 8 h de incubagdo, nio foi
detectado nenhuma concentragdo do ativo (PhSe)> no meio receptor, estando presente somente

na mucosa vaginal (p<0,05) para ambos os hidrogéis HG-(PhSe), e HG-NC(PhSe)s.

Figura 17- Estudo de permeagdo em mucosa vaginal bovina (média + desvio padrdo, n = 6)
(teste t ndo pareado). p > 0,05: significa que nao houve diferenca estatistica
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Este resultado ¢ promissor para uma aplica¢do local, pois ¢ importante minimizar a
absorc¢ao sistémica do ativo, visto que o mesmo ¢ sabidamente téxico (NOGUEIRA; ROCHA,
2010; ROSA et al., 2007). Quanto menos (PhSe), permear pela mucosa vaginal, mais o
tratamento torna-se eficaz e menos efeitos sistémicos sdo associados a ele (DE LIMA et al.,
2017), principalmente levando-se em consideracao que a tricomoniase ¢ uma doenga de carater
local, onde o parasita adere-se as células epiteliais da mucosa vaginal (MENEZES; FRASSON;
TASCA, 2016).

Além disso, o perfil de permeacdo obtido torna-se interessante em associagdo com a
propriedade mucoadesiva apresentada pelos hidrogéis, a fim de prolongar o efeito do ativo

quando administrado localmente (MANSURI et al., 2016; DE LIMA et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a viabilidade da preparagdo de suspensdes NC- (PhSe),,
as quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, compativeis com
nanocarreadores para liberacao de farmacos. Também, mostrou-se pela primeira vez a atividade
in vitro anti-T. vaginalis do (PhSe),, da NC- (PhSe),, bem como sua atividade antioxidante
aprimorada através da nanoencapsulagao do ativo. Além disso, as suspensdes mostraram-se
mucoadesivas, devido a presenga do polimero Eudragit® RS100 que interage com a mucosa
vaginal.

O espessamento das nanocapsulas de (PhSe) em goma de alfarroba, permitiu a
formagao de um hidrogel destinado a administragdo vaginal, com comportamento de fluxo nao-
newtoniano pseudoplastico e fator de espalhabilidade adequado para aplicacdo vaginal. A forga
mucoadesiva foi aprimorada para o ativo nanoencapsulado em comparagdo ao (PhSe) livre,
além de demostrarem ser ndo-irritantes através do método da membrana corioalantdide. Os
resultados do estudo de permeagao mostraram que os hidrogéis desenvolvidos permaneceram
na superficie da mucosa vaginal, o que ¢ ideal para o tratamento de infec¢des vaginais
superficiais, além de minimizar os riscos de absorcdo sistémica do ativo livre, o qual apresenta
toxicidade relevante.

Com base no nimero restrito de antiprotozodrios disponiveis, resisténcia ao tratamento
e consequentes efeitos adversos, o hidrogel desenvolvido pode ser considerado uma alternativa

promissora para o tratamento da tricomoniase.
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