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RESUMO

PEREIRA, R. R. A., Desenvolvimento e caracterizacao de sistema mucoadesivo
termossensivel contendo microparticulas de prépolis para potencial
tratamento de candidiase vulvovaginal. 2011. 171f. Dissertacdo (Mestrado) —
Departamento de Farméacia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Estadual de
Maringa, 2011.

A candidiase vulvovaginal € uma infeccao fungica da vulva e da vagina, causada por
varias espécies de Candida, principalmente pela C. albicans. O tratamento
convencional € realizado por meio da administracdo de compostos imidazdlicos e
triazolicos, e agentes poliénicos, levando a sérios problemas de intolerancia no trato
gastrintestinal e toxicidade. Nos ultimos anos, foram realizados varios estudos
comprovando a atividade antimicrobiana da prépolis, destacando-se por promover
um tratamento potencialmente eficaz, seguro e de baixo custo. Além disso,
atualmente, busca-se a acdo localizada do farmaco pela utilizacdo de sistemas
mucoadesivos termossensiveis. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo
desenvolver e caracterizar um sistema termossensivel mucoadesivo contendo
microparticulas de propolis para tratamento de candidiase vulvovaginal. Assim,
coletou-se prépolis da regido noroeste do Parana e realizou-se seu controle de
qualidade. Preparou-se e avaliou-se a qualidade do extrato da droga, validaram-se
metodologias analiticas para quantificacdo de flavondides totais e polifendis totais.
Desenvolveu-se e caracterizou-se um sistema mucoadesivo termossensivel,
composto por poloxamer 407 e Carbopol 934P® contendo microparticulas de
propolis. Realizou-se a avaliagdo da atividade antifingica in vitro do extrato de
prépolis e do sistema. A prépolis apresentou boa qualidade, assim como seu extrato
etandlico, que demonstrou ser adequado para utilizacdo na producdo de
microparticulas in situ da droga. As metodologias analiticas foram validadas. Foram
desenvolvidos dois sistemas, com diferentes proporcbes dos polimeros, que
apresentaram temperatura de gelificacdo, propriedades mecanicas e reoldgicas, de
mucoadesao e teor de propolis adequadas para a liberacdo na cavidade vaginal. O
extrato de prépolis e os sistemas demonstraram atividade antifungica in vitro frente a
cepas de referéncia e isolados clinicos. A determinacao do perfil de liberacdo in vitro
demonstrou que a prépolis pode ser liberada de forma controlada por um periodo de
24 horas.



Palavras-chave: Propolis. Microencapsulacdo. Mucoadesdo. Termossensivel.

Candidiase vulvovaginal. Atividade antimicrobiana. Reologia.



ABSTRACT

PEREIRA, R. R. A. Development and characterization of thermo-sensitive
mucoadhesive system containing propolis microparticles for the potential
treatment of vulvovaginal candidiasis. 2011. 171f. Dissertation (Master) -
Departamento de Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Estadual de
Maringa, 2011.

Vulvovaginal candidiasis is a fungal infection of vulva and vagina, caused by several
species of Candida, mainly by C. albicans. The conventional treatment is
accomplished through the administration of imidazole and triazole compounds, and
polyenic agents, leading to serious problems of intolerance and toxicity in the
gastrointestinal tract. In the last years, several studies were made proving the
antimicrobial activity of propolis, especially by promoting a potentially effective
treatment, with safe and low cost. In addition, currently the goal is the localized action
of the drug by the use of thermo-sensitive mucoadhesive systems. Thus, the study
aimed to develop and characterize a thermo-sensitive mucoadhesive system
containing microparticles of propolis for the treatment of vulvovaginal candidiasis.
Then, propolis was collected in the Northwest region of Parana State and their quality
was evaluated. It was prepared and evaluated the quality of the drug extract,
validated analytical methods for quantification; developed and characterized a
thermo-sensitive mucoadhesive system, composed of poloxamer 407 and Carbopol
934P®, containing microparticles of propolis. It was held in vitro antifungal evaluation
of propolis extract and from the system is well. The propolis and extractive solution
showed good quality which proved to be suitable for use in the production of
microparticles in situ of the drug. The analytical methodologies were validated, two
systems were developed, with different proportions of the polymers, which showed
the gelation temperature, mechanical and rheological properties, mucoadhesion and
content of propolis appropriate to release into the vaginal cavity. The propolis extract
and systems demonstrated in vitro antifungal activity against reference strains and
clinical isolates. The determination of in vitro release profile of propolis from system

showed that propolis can be released in a controlled way for a period of 24 hours.

Keywords: Propolis. Microencapsulation. Mucoadhesion. Thermo-sensitive,

Vulvovaginal candidiasis. Antimicrobial activity. Rheology.
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1. INTRODUCAO

A administracdo de medicamentos pela via oral possibilita com que a
concentracdo do farmaco seja, muitas vezes, superior a necessaria para obtencao
do efeito terapéutico no local desejado, acarretando toxicidade e efeitos adversos
indesejaveis ao paciente (RANG et al., 2004; BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; DOTA
et al.,, 2010). Estes inconvenientes tem levado a exploragdo de outras vias com
grande potencial para a liberacdo local e absorcdo de farmacos. Rotas
transmucosas para liberacdo de ativos (como as mucosas de revestimento nasal,
retal, ocular e das cavidades oral e vaginal) oferecem claras vantagens sobre a
administracdo oral. Dentre estas, esta a possibilidade de uma presenca efetiva de
ativo no local de acdo, de contornar o efeito de primeira passagem e evitar a
eliminacdo pré-sistémica dentro do trato gastrintestinal e, principalmente, a alta
toxicidade e os efeitos adversos indesejaveis ao paciente (BRUSCHI; DE FREITAS,
2005; CHIDAMBARAM; SRIVATSAVA, 1995; GANDHI; ROBINSON, 1994;
ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009).

Nesse sentido, sistemas farmacéuticos mucoadesivos possibilitam controlar
a localizacédo e a liberacdo de farmaco em uma regido particular do organismo,
aumentando a disponibilidade e o tempo de contato entre este e a mucosa
(BONACUCINA, 2004; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009; CARVALHO et
al., 2010).

Além disso, as doencas infecciosas sdo as mais comumente encontradas
entre as do trato genital feminino (BILENSOY et al.,, 2006). Dentre estas, as
vaginites destacam-se como um problema comum em mulheres de todas as idades
(ALAM et al., 2007). Os habitantes da microbiota da mucosa vaginal permanecem
em equilibrio no ambiente vaginal (VITALI et al., 2007) protegendo-a de patégenos
invasores, incluindo os causadores de infeccbes do trato urinario e doencas
sexualmente transmissiveis (BORIS et al., 1998). Esta acdo da microbiota é
fundamental para impedir a colonizacdo por micro-organismos indesejaveis,
incluindo os responsaveis por candidiases, tricomoniase, infec¢des do trato urinério
e doencas sexualmente transmissiveis (FREDERICKS; FIEDLER; MARRAZZO,
2005; VITALI et al., 2007).
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A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma inflamagédo da mucosa genital, que
compromete principalmente vulva e vagina, desenvolve-se em decorréncia de
infeccdo por leveduras, as quais podem ser habitantes normais dessas mucosas,
sendo um problema relevante na saude da mulher e figurando entre as formas mais
comuns de infec¢des fangicas oportunistas (FIDEL, 2002; DOTA et al., 2010). As
manifestacbes da CVV sdo com frequéncia dolorosas e incomodas (FERRAZA et al.,
2005; DOTA et al., 2010), sendo caracterizadas clinicamente pela ocorréncia de
prurido vulvar intenso, leucorréia, dispareunia, disuria, edema e eritema vulvovaginal
(SOBEL, 1997; ALAM et al., 2007; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007;
BACHHAV; PATRAVALE, 2009, DOTA et al.,, 2010). O prurido € o sintoma mais
importante quando a CVV é comparada a vulvovaginites de outras etiologias
(FERRAZA et al.,, 2005; HOLANDA et al, 2007). Em alguns casos, é possivel
observar a presenca de lesdes satélites vulvares, como escoria¢des (FIDEL, 2002).
Por acometer milhdes de mulheres anualmente, determinando grande desconforto,
interferindo nas relacGes sexuais e afetivas e prejudicando o desempenho laboral, a
CVV é considerada um importante problema de saude publica mundial (CANDIDO et
al., 1998; HOLANDA et al., 2007; DOTA et al., 2010).

O tratamento desta desordem nédo tem obtido bons resultados. O alivio dos
sintomas, na maioria dos casos, € tempordrio e a taxa média de cura micoldgica €
de 75 a 80%, com recidivas constantes (MENEZES et al., 2001; DOTA et al., 2010).
Na década de 80, a introducdo dos derivados imidazdlicos, como cetoconazol,
clotrimazol, miconazol, tioconazol, e mais tarde, itraconazol e fluconazol, possibilitou
a elevacéo desta taxa para 85 a 90% (MENEZES et al., 2001; DOTA et al., 2010).
Entretanto, nenhum dos agentes antifingicos orais sistémicos tem a aprovacao da
Food and Drug Administration para uso especifico na CVV (MENEZES et al., 2001).
Além disso, ha outros fatores limitantes para o uso desses farmacos, entre eles a
hepatotoxicidade e distarbios gastrintestinais, principalmente do cetoconazol
(BENNET, 1996). Estes efeitos sdo menos frequentes para o itraconazol e
fluconazol, porém o elevado custo torna-os “proibitivos”, especialmente em saude
publica (GONZALEZ-PEDRAZA et al., 1998; MENEZES et al., 2001; DOTA et al.,
2010). Adicionalmente, nenhum dos agentes antifungicos disponiveis tem sido capaz
de erradicar os sintomas definitivamente e a problematica das recidivas permanece
(SOBEL; CHAIM, 1996; DOTA et al., 2010).
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Por outro lado, evidéncias sugerem que o desenvolvimento de tolerancia,
ocorréncia de efeitos colaterais e aumento da taxa de recorréncia da infec¢éo
(DOTA et al.,, 2010) sdo em grande parte devido a falha na restabilizacdo da
microbiota vaginal normal composta por Lactobacillus apos a terapia antimicrobiana
(REID, 2002; DOTA et al.,, 2010). Tratamentos da microbiota vaginal, portanto,
poderiam provocar a erradicacdo ndo somente de micro-organismos patégenos, mas
também os da microbiota vaginal normal, dificultando também o restabelecimento da
capacidade de enfrentar outros agentes infecciosos (INHOF et al., 2005). Nesse
sentido, a propolis demonstra ser eficaz no tratamento de infecgbes vaginais e,
diferente de antibidticos e antimicoticos sintéticos, ndo esta associada a formacéo de
resisténcia por micro-organismos (KOC et al., 2005; INHOF et al., 2005; DOTA et al.,
2010).

Propolis é uma gomo-resina fortemente adesiva produzida pelas abelhas
Apis mellifera L. que jA vem sendo utilizada pelos homens desde tempos antigos por
suas propriedades farmacéuticas (GHISALBERTI, 1979; BURDOCK, 1998). Entre
elas estéo incluidas a antimicrobiana (KUJUMGIEV et al., 1999; SFORCIN et al.,
2000; MARCUCCI et al., 2001), fungicida (MARCUCCI, 1995; KUJUMGIEV et al.,
1999; OLIVEIRA et al, 2006; FERNANDES et al., 2007; DOTA et al., 2010), antiviral
(KUJUMGIEV et al., 1999; MARCUCCI, 2001), antitlcera (BRUSCHI et al., 2004),
imunoestimulante (BRUSCHI et al., 2004), hipotensiva (BURDOCK, 1998;
MARCUCCI, 2001), anti-inflamatéria (BURDOCK, 1998; CESCHEL et al.,, 2002),
antioxidante (ISLA et al., 2001; NAGAI et al., 2001) e citostatica (CESCHEL et al.,
2002). Sua composicdo quimica € complexa e depende do material resinoso,
gomoso ou balsdmico que as abelhas coletam da vegetacdo ao redor da colmeia
(MARCUCCI, 1995; BURDOCK, 1998). Por estas caracteristicas, ela tem sido
utilizada em sistemas de liberacado, principalmente na forma de seu extrato alcodlico
microencapsulado, possibilitando a liberacdo prolongada de seus ativos (BRUSCHI
et al., 2003, 2004, 2006, 2007).

Além disso, Carbopol 934P® (C934P) e poloxamer 407 (P407) tém sido
empregados como blendas no desenvolvimento de sistemas mucoadesivos
termossensiveis, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e de interagdo com a
mucosa (DUMORTIER et al., 2006; BRUSCHI et al.,, 2006, 2007; JONES et al.,
2009; FABRI et al., 2011).

Raphaela R. de Araujo Pereira



32

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e
caracterizagdo de sistema mucoadesivo termossensivel contendo microparticulas de
prépolis para potencial tratamento de CVV. Assim, foi realizada uma revisdo de
literatura sobre CVV, propolis e sistemas de liberagcéo vaginais.

O controle de qualidade da propolis e seu extrato etandlico foram realizados
seguindo procedimentos farmacopéicos, assim como procedimentos de uso
consagrado na pratica analitica, além da comparacdo com outros estudos
relevantes. Para assegurar a confiabilidade dos resultados foi realizada a validacao
de metodologias analiticas para quantificacdo do teor de flavondides totais e
polifendis totais, principais responséveis pelas atividades biologicas da droga, além
de ensaios microbiolégicos, para comprovacao de sua atividade.

Desenvolveu-se um sistema semissolido mucoadesivo termossensivel
composto por P407 e C934, no qual foram preparadas in situ microparticulas de
propolis. Estas foram avaliadas em relagdo a morfologia e granulometria. O sistema
foi avaliado quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, tais como pH e
densidade relativa, temperatura de gelificacdo, suas propriedades reoldgicas e
mecanicas, mucoadeséo, teor de prépolis e atividade antifingica. Além disso, foi

avaliado in vitro o perfil de liberacdo de propolis a partir dos sistemas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anatamorfofisiologia da vulva e vagina

O sistema reprodutor feminino esta envolvido na reproducdo, sendo
constituido pelos ovarios, tubas uterinas, Utero, vagina e vulva, localizando-se no
interior da cavidade pélvica.

Nas mulheres, o clitéris e o aparelho vestibular, juntamente com algumas
pregas da pele e de tecido, formam a vulva. A cada lado da linha média, ha duas
pregas finas de pele denominadas pequenos labios. A regido contida por eles, e em
que se abrem a uretra e a vagina, € o vestibulo. (DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2004).
Anteriormente, os pequenos labios bifurcam-se, formando uma prega medial e uma
lateral. As pregas mediais unem-se para formar o frénulo do clitoris, que se une a
glande do clitéris. As pregas laterais unem-se ventralmente sobre a glande do clitoris
e o0 corpo do clitéris para formar o prepucio do clitéris. Posteriormente ao vestibulo,
0s pequenos labios se unem, formando uma pequena prega transversa, a comissura
posterior da vulva (DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2004; MOORE; DALLEY, 2007).

Dentro do vestibulo, o orificio vaginal é cercado, em graus variaveis, por uma
prega de membrana em forma de anel, o himen, que pode ter uma pequena
perfuracdo central ou pode fechar completamente a abertura vaginal. Os orificios da
uretra e da vagina associam-se as aberturas das glandulas. Os ductos das glandulas
vestibulares maiores (glandulas de Bartholin) abrem-se adjacentemente a margem
postero-lateral da abertura vaginal na prega entre o orificio vaginal e o0s
remanescentes do himen. (DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2004). Lateralmente aos
pequenos labios, ha duas pregas largas, os grandes labios, que se unem
anteriormente para formar o monte pubico. O monte pubico fica sobre a parte inferior
da sinfise pubica e é anterior ao vestibulo e ao clitéris. Posteriormente, os grandes
labios ndo se unem e sdo separados por uma depressdo de nominada comissura
posterior, que fica sobre a posi¢ao do corpo do perineo (DRAKE; VOGL; MITCHELL,
2004; MOORE; DALLEY, 2007).

A vagina tem um papel fundamental na reproducdo (VALENTA, 2005;
BALOGLU et al., 2009), sendo um importante 6rgdo do sistema reprodutor. Possui
estrutura tubular musculomembranacea se insere superiormente no contorno médio

do colo do atero (a abertura do Gtero), atravessa o diafragma urogenital e se abre na
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vulva (6rgaos genitais externos) pelo 6stio da vagina (Figura 1) (AHUJA; KHAR; ALI,
1997; HUSSAIN; AHSAN, 2005; DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2004; VALENTA, 2005;
MOORE; DALLEY, 2007; BALOGLU et al.,, 2009; ROHAN; SASSI, 2009). Esta
posicionada entre o reto, bexiga e uretra com dimensfes de 7,0 — 9,0 cm de
comprimento e 2,1-5,0 cm de diametro e apresenta-se em forma de “S” e suas
paredes, anterior e posterior encontram-se colapsadas, exceto em sua extremidade
superior onde o colo as mantém afastadas, constituindo uma cavidade virtual (Figura
2) (HUSSAIN; AHSAN, 2005; DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2004; VALENTA, 2005;
MOORE; DALLEY, 2007; BALOGLU et al., 2009). A vagina situa-se posteriormente
a uretra, que se projeta para sua parede antero-inferior, e a bexiga, e situa-se
anteriormente ao reto, passando entre as margens mediais dos musculos
levantadores no anus (DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2004; MOORE; DALLEY, 2007).

Figura 1 - Diagrama de corte coronal da vagina

Ovario

UTERO

Vagina

Rugas vaginais

Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

A parede vaginal € composta por trés camadas: a camada epitelial, a camada
muscular e tunica adventicia (HUSSAIN; AHSAN, 2005; VALENTA, 2005; BALOGLU
et al., 2009). A superficie da vagina é composta de numerosas pregas (AHUJA,
KHAR; ALI, 1997; HUSSAIN; AHSAN, 2005), que séo frequentemente chamadas de
rugas (Figura 1). As rugas promovem distensibilidade, suporte e uma maior area de

superficie da parede vaginal. A vagina tem uma elasticidade excelente, devido a
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presenca de fibras eldsticas na camada muscular (HUSSAIN; AHSAN, 2005). O
epitélio é escamoso estratificado ndo cornificado e sua espessura é dependente da
idade. Com a atividade hormonal o epitélio vaginal aumenta de espessura e é maior
na fase proliferativa e atinge o maior conteddo de glicogénio durante a ovulacao
(VALENTA, 2005).

Figura 2 - Diagrama de corte medial da vagina

Ostio externo
do utero

Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

A vagina nao possui glandulas, mas secreta uma grande quantidade de fluido
(AHUJA; KHAR; ALI, 1997; HUSSAIN; AHSAN, 2005). Secrecao cervical e
transudato dos vasos sanguineos com células descamadas e leucécitos sdo os
principais constituintes do fluido vaginal, bem como as secre¢6es do endométrio e
tubas uterinas (HUSSAIN; AHSAN, 2005; ROHAN; SASSI, 2009). Assim, o fluido
vaginal humano é uma mistura de varios componentes, incluindo enzimas, inibidores
enzimaticos, proteinas, carboidratos, aminoacidos, &lcoois, hidroxicetonas,
compostos aromaticos (HUSSAIN; AHSAN, 2005; VALENTA, 2005), transudatos do
epitélio, muco cervical, células epiteliais esfoliadas, secre¢cbes das glandulas de
Bartholin, leucdcitos, fluidos do endométrio e tubarios (VALENTA, 2005; ROHAN;
SASSI, 2009).

Além disso, o fluido vaginal possui caracteristicas especiais, como a presenca

de muco cervical. Muco €& uma secrecdo complexa viscosa aderente que €
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sintetizada pelas células goblet (DUCHENE; PONCHEL, 1992; ANDREWS;
LAVERTY; JONES, 2009). Estas sdo células glandulares do epitélio e estdo
presentes em todos os 6rgdos que sao expostos ao ambiente externo (ANDREWS;
LAVERTY; JONES, 2009). O muco apresenta muitas funcdes nesses locais, tais
como lubrificacdo, manutencdo da hidratacdo do epitélio, funcdo de barreira para
patégenos e substancias nocivas e como uma camada de gel permeavel permitindo
a troca de gases e nutrientes para o epitélio subjacente (AHUJA; KHAR; ALI, 1997;
HUSSAIN; AHSAN, 2005; VALENTA, 2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009;
BALOGLU et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; LAI et al., 2010). O muco cervical
contém glicoproteinas, sais inorganicos e organicos (VALENTA, 2005; CARVALHO
et al., 2010), mucinas, proteinas, colesterol, lipidios, carboidratos, uréia, enzimas e
aminoacidos (VALENTA, 2005; ROHAN; SASSI, 2009) e cerca de 95% de agua,
tornando-se um sistema altamente hidratado (CARVALHO et al., 2010). A mucina é
0 composto mais secretado e mais importante sendo a glicoproteina responsavel
pela estrutura do muco (BALOGLU et al., 2009, CARVALHO et al., 2010).

O muco desempenha um importante papel na adeséo célula-célula, atuando
também como lubrificante, permitindo que as células movam-se uma em relacéo as
outras, exercendo papel critico na bioadesdo de sistemas mucoadesivos de
liberacdo de farméacos (DUCHENE; PONCHEL, 1992; BRUSCHI; DE FREITAS,
2005; BRUSCHI et al., 2007; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; CARVALHO et
al.,, 2010). Ele forma uma barreira semipermedvel viscoelastica continuamente
renovada que reveste todo o trato reprodutivo feminino (LAI et al., 2010). Em pH
fisiologico, a rede de muco fica carregada negativamente (devido ao acido sialico e
residuos de sulfato) desempenhando papel na mucoadesdo (VALENTA, 2005;
ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009). Neste pH, o muco pode formar uma
estrutura de gel fortemente coesa que se liga a superficie de células epiteliais como
uma camada gelatinosa (DUCHENE; PONCHEL, 1992; BRUSCHI; DE FREITAS,
2005; VALENTA, 2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009).

2.2 Candidiase vulvovaginal

A vagina humana saudavel é colonizada por lactobacilos, que desempenham
um papel importante na defesa do hospedeiro contra infec¢des urogenitais (BORIS
et al., 1998; VASQUEZ et al., 2002; ROHAN; SASSI, 2009). O &cido lactico

produzido a partir de glicogénio pelos Lactobacillus acidophilus presentes na vagina
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age como um tampdao para manter o pH vaginal entre 3,8 e 4,2 (HUSSAIN; AHSAN,
2005; ROHAN; SASSI, 2009). No entanto, a presenca de muco cervical e da
guantidade de transudato vaginal podem alterar o pH vaginal (AHUJA; KHAR; ALI,
1997; HUSSAIN; AHSAN, 2005; ROHAN; SASSI, 2009).

Por outro lado, sabe-se que o equilibrio microbiano entre lactobacilos com a
microbiota dominante e outros, principalmente Gram-negativos anaerobios pode ser
rompido, resultando frequentemente na sindrome de vaginose bacteriana (VB),
tricomoniase, infec¢des do trato urinario, vaginite aerébica e doencas sexualmente
transmissiveis, como as causadas por virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus
simplex humano (HSV) e virus do papiloma humano (HPV) e CVV (YOO et al., 2006;
VITALI et al., 2007; DOTA et al., 2010).

A CVV é uma infeccdo da mucosa genital, causada por fungos
leveduriformes, patdégenos oportunistas frequentemente isolados das superficies
mucosas de individuos normais (MORAGUES et al., 2003; FERRAZA et al., 2005;
ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; DOTA et al., 2010), estando
associado a colonizacdo assintomatica; ou como formas filamentosas (pseudo-hifas
e hifas verdadeiras), observadas em processos patogénicos (ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007), sendo que em sua grande maioria pertencem ao
género Candida (ZIARRUSTA, 2002; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007),
80% a 90% dos casos sdo devidos a C. albicans e 10% a 20%, a outras espécies
chamadas nao-C. albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.
pseudotropicalis, C.lusitaniae). C. glabrata € a segunda espécie em frequéncia nas
CVV (SOBEL, 2003; FERRRAZA et al, 2005; ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007, DOTA et al., 2010). Porém, leveduras de outros géneros
também podem causar essa infeccdo, como Saccahromyces cerevisiae,
Rhodutorula sp. e Trichosporon sp (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

As infeccbes por leveduras do género Candida sao responsaveis por milhdes
de visitas ao consultério médico a cada ano (CARVALHO et al., 2003; ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; DOTA et al., 2010). Cerca de 5% das mulheres
com CVV desenvolvem CVVR, definida usualmente como a ocorréncia de quatro ou
mais episodios de CVV no periodo de 12 meses (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007; DOTA et al., 2010). Ao contrario das mulheres que tém
episédios esporadicos de CVV, aquelas com a doenca recorrente ndo se beneficiam

de uma diminuicdo na frequéncia de episodios sintomaticos com o passar da idade
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(FERRRAZA et al.,, 2005; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). A
patogénese da CVVR entre mulheres que nao tém condigdes predisponentes
aparentes, que sdo a grande maioria, esta sob investigacdo. Estudos ndo indicam
que uma elevacdo na resisténcia de espécies de Candida na maioria dos casos,
embora mulheres com recorréncia tenham uma prevaléncia discretamente mais
elevada de C. glabrata, menos sensivel aos farmacos imidazélicos, comumente
utilizadas no tratamento de CVV e CVVR (FERRRAZA et al., 2005). As lesdes da
CVV assemelham-se as da candidiase oral, mas produzem sintomas mais
desagradéaveis, como prurido vulvar intenso, leucorréia em grumos, semelhante a
nata de leite, inodora e, quando depositada nas vestes a seco, apresenta aspecto
farindceo (SOBEL, 2003; TORTORA; FUNKE; CASE, 2006). Frequentemente, a
vulva e a vagina encontram-se edemaciadas e hiperemiadas, algumas vezes
acompanhadas de ardor ao urinar e sensacao de queimadura (SOBEL, 2003;
ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; DOTA et al., 2010). Os sintomas se
intensificam no periodo pré-menstrual, devido a acidez vaginal aumenta (ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). Estudos indicam que 20 a 25% das mulheres
normalmente saudaveis sao completamente assintomaticas (ASS), ou seja,
apresentam culturas de secre¢do vaginal positiva para Candida, embora né&o
apresentem nenhum ou somente um dos sintomas acima relacionados, o que indica
a importancia da colonizacdo vaginal prévia para o desenvolvimento da infeccao
(SOBEL, 2003; CARVALHO et al., 2003; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007).

As infec¢cbes normalmente sdo resultados do supercrescimento oportunista,
guando a microbiota competidora é suprimida como consequéncia de alguns fatores
predisponentes (SOBEL, 1993; TORTORA; FUNKE; CASE, 2006) que incluem
diabetes mellitus ndo controlada, o uso de antibidticos de largo espectro e de
corticéides (CARVALHO et al., 2003; FERRAZA et al., 2005; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2006; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; HOLANDA et al., 2007).
Embora diferentes estudos ndo tenham sido conclusivos nesse sentido, antibioticos
podem suprimir a microbiota vaginal lactobacilar, que & o principal mecanismo
defensivo vaginal contra os fungos (ZIARRUSTA, 2002).

A microbiota vaginal normal é rica em lactobacilos produtores de peréxido
(bacilos de Ddderlein), os quais formam acido latico a partir do glicogénio, presente

principalmente no citoplasma das ceélulas escamosas do tipo intermediarias do
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epitélio vaginal, cuja producdo é estimulada pelos horménios sexuais femininos.
Esse mecanismo propicia acidez adequada do ambiente vaginal (pH em torno de
4,0), dificultando a proliferacdo da maioria dos patégenos (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007; DOTA et al., 2010). As leveduras sao excecdes, uma vez que
proliferam em ambiente acido (ALMEIDA, PASSOS, GOUVEA; 1995). A microbiota
vaginal composta por lactobacilos constitui uma barreira defensiva importante a
CVV, sendo que os lactobacilos competem com os fungos pelos nutrientes, realizam
um processo de co-agregacao, podendo com isso, além de competir com os fungos,
blogquear os receptores epiteliais para eles, inibindo a adesdo dos mesmos ao
epitélio vaginal e, ainda, sdo capazes de produzir substancias (bacteriocinas)
capazes de inibir a germinacdo de micélios (ZIARRUSTA, 2002; ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; DOTA et al., 2010).

A gestacdo e o uso de anticoncepcionais orais sdo também fatores
predisponentes, pois causam um aumento do glicogénio na vagina (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2006), diminuindo o pH vaginal, propiciando assim o ambiente ideal
para o desenvolvimento de CVV (FERRAZA et al.,, 2005). Parecem contribuir
também hébitos higiénicos e vestuéario inadequado, como roupas muito justas ou de
fibras sintéticas (FERRAZA et al., 2005). Os horménios sdo provavelmente outro
fator, principalmente no periodo pré-menstrual (SOBEL, 1993), a candidiase é muito
menos comum em meninas antes da puberdade ou em mulheres ap0s a menopausa
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2006). Contudo, a fisiopatogenia da CVV constitui um
intrincado mecanismo que envolve também a resposta do hospedeiro, além da
espécie de levedura isolada, fatores que ainda ndo estdo totalmente esclarecidos
(FIDEL; SOBEL, 1996; FERRRAZA et al., 2005).

A prevaléncia de CVV parece ter aumentado nos ultimos anos (FERRAZA et
al., 2005). Segundo dados do Ministério da Saude (2006) as vulvovaginites
constituem um dos problemas ginecolégicos mais comuns e incomodativos que
afetam a saude da mulher e representam cerca de 70% das gqueixas em consultas
ginecoldgicas, sendo as formas mais comuns de vaginite a CVV, causadas por
fungos — C. albicans e C. glabrata e a tricomoniase vulvovaginal, causada por
protozoario — Trichomonas vaginalis (FERRAZA et al.,, 2005). Além da alta
prevaléncia, as recidivas e reinfec¢cdes na CVV sao frequentes e representam um
dos problemas cruciais da doenca. Como é transmissivel por via sexual, desajustes

conjugais decorrentes da CVV sdo comuns e muitas vezes traumaticos,
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principalmente pela falta de informagéao do casal sobre a fisiopatogenia da doencga.
Essas questbes, aliadas ao sofrimento e a angustia da mulher, em funcdo dos
sintomas clinicos e, sobretudo, a interferéncia na sua capacidade de trabalho, dao
suporte a inclusdo desta doenca entre os problemas de saude publica (MENEZES et
al., 2001; DOTA et al., 2010).

O tratamento da CVV normalmente € empirico, porém as recidivas frequentes
refletem preocupacao desde longa data quanto a eficacia desses tratamentos. Este
€ realizado principalmente empregando-se agentes imidazdlicos e triazdlicos, entre
eles fluconazol, miconazol, clotrimazol, itraconazol e cetoconazol, e agentes
poliénicos, como a nistatina e algumas formulagcdes contendo anfotericina B
(FERRAZA et al., 2005; DOTA et al., 2010). As células fungicas possuem o
ergosterol como componente da membrana celular, exercendo funcdes semelhantes
as do colesterol em células animais. As semelhancas estruturais destes dois esterois
justificam o fato dos antifungicos atualmente disponiveis serem poucos e
consideravelmente mais toéxicos que 0s agentes antibacterianos, uma vez que seu
principal mecanismo de acdo € impedir a sintese ou ligar-se ao ergosterol
(TRABULSI; ALTERTHUM; GOMPERTZ, 1999). Terapias antifingicas de venda livre
para tratar essas infeccdes estdo entre os produtos sem prescricdo médica mais
vendidos nos Estados Unidos (FERRIS et al., 2002). Além disso, muitas pacientes
nao respondem a terapéutica inicial. Nesse sentido justifica-se a investigacdo quanto
a possivel tolerancia das leveduras aos antifungicos (FERRAZA et al., 2005).

O arsenal disponivel para o tratamento de infec¢gBes fungicas é limitado, a
anfotericina B € um excelente recurso terapéutico com alta eficacia contra leveduras
e fungos filamentosos, mas seu uso € limitado a casos graves, devido a sua alta
toxicidade (DOTA et al., 2010). Derivados azdlicos, especialmente o triazol
fluconazol, tem comprovado ser altamente efetivo no tratamento de infeccdes
fungicas, mas infeccdes resistentes a terapia com fluconazol tém aumentado
(FIDEL; CUTRIGHT; SOBEL, 1997; DOTA et al., 2010). Além disso, este apresenta
pouca eficacia nos casos de candidiase causadas por C. glabrata (FIDEL;
CUTRIGHT; SOBEL, 1997). Ferraza et al. (2005) sugeriram que a dificuldade no
tratamento da CVV néo estaria somente relacionada a suscetibilidade das leveduras
aos antifingicos. E possivel observar uma tendéncia das espécies C. néo-albicans
dependerem de maiores concentragbes de antifiungicos para serem inibidas. Esse

dado fica claro considerando principalmente C. glabrata diante do fluconazol. Estes
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autores observam ainda que essa espécie esta frequentemente associada a
resisténcia aos antifungicos também em infec¢Bes urinarias e sistémicas, que
costumam ser mais bem estudadas do que CVV.

Os compostos imidazélicos, sdo os de escolha nas micoses cutaneas e de
mucosas, mas uma efetiva terapia requer que a substancia ativa seja liberada no
sitio de infeccdo numa adequada concentracdo para produzir um efeito
farmacoldégico (FUCHS; WANNMACHER, 1998). A utilizacdo de um sistema
mucoadesivo termossensivel de liberacdo local do farmaco para o tratamento de
candidiases vulvovaginais, permitiia uma acdo localizada, aumentando-se a
disponibilidade e o tempo de contato entre o farmaco e a mucosa, obtendo uma
eficacia maior da terapia e a diminuicdo de efeitos invejaveis das formas

farmacéuticas tradicionais.

2.3 Propolis

O termo propolis é derivado do grego, significando em defesa (pro) da cidade
(polis) (GHISALBERTI, 1979). Ela € empregada para defesa da colmeia, a cidade
das abelhas (MOREIRA, 1986; BURDOCK, 1998; BRUSCHI, 2002). As abelhas, a
partir de coleta de material resinoso, gomoso ou balsamico de botbes de flores,
sépalas e pétalas, folhas, caules e cascas de arvores, produzem esse material.
Trata-se de um forte adesivo, substancia resinosa coletada, transformada e usada
pelas abelhas (Apis mellifera L.) para selar frestas em suas colmeias, paredes
internas e proteger a entrada contra intrusos (BURDOCK, 1998; BRUSCHI et al.,
2002). Essa resina sofre acdo de enzimas salivares da prépria abelha,
principalmente a enzima 13-glicosidase, formando a propolis e o material,
parcialmente digerido, € misturado com cera e usado na colmeia (BANKOVA; DE
CASTRO; MARCUCCI, 2000; BRUSCHI et al., 2002). Sua cor varia de amarelo-
esverdeado a marrom-escuro, dependendo da origem e idade, com odor
caracteristico e picante (Figura 3) (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995;
BURDOCK, 1998; BRUSCHI, 2006).
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Figura 3 - Fotografias da propolis in natura e triturada

Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

A prépolis é dificil de ser removida da pele humana, uma vez que ela interage
fortemente com os 6leos e proteinas da pele. E dura e quebradica quando fria, mas
macia e maleavel quando aquecida (GHISALBERTI, 1979). Normalmente a propolis
in natura é processada e o extrato obtido € utilizado como forma farmacéutica final
ou intermediaria (BRUSCHI, 2006).

2.3.1 Historico

A utilizacdo de propolis ja era descrita pelos assirios, gregos, romanos, incas
e egipcios. Era conhecida e utilizada pelos sacerdotes do Egito (1700 A.C.) como
auxiliar na mumificacdo de cadaveres (propriedades anti-putrefativas). Os gregos
sdo 0s responsaveis pelo seu nome e, entre os quais Hipocrates, a adotou como
cicatrizante (GHISALBERTI, 1979; PEREIRA et al., 2002; BRUSCHI, 2006; FUNARI;
FERRO; MATHOR, 2007). Aristoteles a cita em Historia dos Animais como “remédio
para os males da pele, chagas e supuragdes”. No Século I, Galeno também cita a
resina nos seus tratados. Nas Américas, os Incas a utilizavam no tratamento de
infeccdes febris. S&o encontrados a partir do Século Xll relatos de uso nos livros de
medicina da Geodrgia. Na idade moderna, o uso da propolis chegou a seu auge,
como desinfetante e cicatrizante, na guerra dos Boeres na Africa do Sul e também
no comeco do Século XIX no tratamento da doenca de Chagas na Franca (CARMO,
1999; PAMPLONA, 1997; FUNARI; FERRO; MATHOR, 2007). Ela também esta
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presente na farmacopéia de Londres no Século XVII (CASTALDO; CAPASSO, 2002;
FUNARI; FERRO; MATHOR, 2007).

Ao longo dos tempos observou-se a versatilidade de atividade biolégica da
prépolis. As atividades antibacteriana, hipotensora, antiviral, fungicida, antidlcera,
imunoestimulante e citostatica, sdo as mais descritas (BURDOCK, 1998;
MARCUCCI, 1995; KUJUMGIEV et al., 1999; BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI,
2006; FUNARI; FERRO;MATHOR, 2007).

Sua utilizacdo continua até hoje em medicamentos, alimentos funcionais e
cosméticos. Estas aplica¢des incluem uma infinidade de itens dermatol6gicos, onde
se procura a regeneracdo de tecido, tratamento de queimaduras, neurodermatites,
Ulceras de perna, psoriase, herpes simples e genital, pruridos e contra dermatofitos.
Produtos a base de propolis tém sido utilizados no tratamento de reumatismo e na
odontologia. A prépolis é utilizada em cremes e em enxaguatérios bucais no
tratamento de gengivites, queilites e estomatites. Também utilizada em produtos
cosméticos, tais como cremes faciais, pomadas, locdes e solucbes. E

comercializada em comprimidos, p6 e goma de mascar (BURDOCK, 1998).

2.3.2 Origem botanica

A prépolis € coletada na colmeia pelos apicultores, que raspam as paredes
com uma ferramenta, normalmente um forméo. Esta coleta é feita entre o outono e o
inverno, depois que o mel é extraido (BRUSCHI, 2006).

Os constituintes da prépolis refletem a sua origem botanica (Quadro 01) e,
com o advento de analises quimicas mais sofisticadas, pode-se identificar espécies
de arvores que podem ser utilizadas como fonte de material para a producdo de
prépolis pelas abelhas (BURDOCK, 1998). Na Europa, América do Sul, América do
Norte e oeste da Asia, a principal fonte de propolis é o exsudato de brotos de
choupo (Populus sp.). Menos comumente, em outras partes do mundo, outros
géneros, como Bétula sp., Pinus sp. e Acacia sp. séo utilizados como fonte para as
abelhas produzirem prépolis (KONIG, 1985). Na Nova Zelandia, a prépolis origina-se

também de espécies do género Populus (BANKOVA et al., 1999).
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Quadro 1 - Origem botanica da prépolis.

Género e espécie Localizagdo Referéncia
geografica
Xanthorrhoea sp. Australia GHISALBERTI, 1979
Populus nigra, P italica, P Bulgaria BANKOVA et al., 1992 ;
tremula, Betula verrucosa, BANKOVA et al., 1994;
Aesculus hippocastanum, MARCUCCI, 1995; POPOVA et
Salix alba, Fraxinus excelsior, al., 2004 ; SALOMAO et al., 2004
Alnus glutinosa, Prunus
padus, Prunus cerasus
Populus suaveolens Mongolia BANKOVA et al., 1992
Populus nigra Albania BANKOVA et al., 1994
Betula sp., Populus sp., Pinus MARCUCCI, 1995
sp., Prumus sp. e Acacia sp., | Hungria
Aesculus hypocastanum
Betula sp., Alnus sp. Polbnia MARCUCCI, 1995
Populus nigra Espanha GARCIA-VIGUERA;
GREENAWAY; WHATLEY, 1992
Eucalyptus sp Egito HADY; HEGAZI, 2002
Populus sp. Italia PIETTA; GARDANA; PIETTA,
2002

Populus sp. China HU et al., 2005
Baccharis dracunculifolia DC., | Brasil BRUSCHI et al., 2002; MANI et al.,
Eucalyptus citriodora, 2006; FUNARI; FERRO;MATHOR,
Araucaria angustifolia (Bert.), 2007
Pinus sp., Schinus
terebenthifolius
Populus sp. Turquia SILICI; KOC, 2006

No Brasil existem diversas espécies de plantas visitadas pelas abelhas para a

retirada de resina, estas plantas ainda nao foram todas identificadas, mas destacam-

se o alecrim do campo ou vassourinha (Baccharis dracunculifolia), pinheiros (Pinus
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sp.), aroeira (Schinus terebenthifolius) e eucalipto (Eucalyptus sp.) (BRUSCHI et al.,
2002).

2.3.3 Composicao quimica

A composicdo quimica da prépolis € muito complexa e estd diretamente
relacionada com a flora existente ao redor do apiario, a qual pode variar de regido
para regido em um mesmo territério (BURDOCK, 1998; BRUSCHI et al.,, 2003;
POPOVA et al., 2004).

A sua composicdo quimica €& complexa e, em geral, consiste de
aproximadamente 50% de compostos resinosos principalmente polifendis
(constituida por flavonoides e acidos fendlicos), outros compostos sdo 30% de cera,
10% de 6leos volateis e acidos aromaticos, 5% de balsamos e pdélen e 5% de varias
outras substancias, incluindo impurezas (BURDOCK, 1998; BRUSCHI et al., 2003;.
INHOF et al., 2005; CVEK et al., 2007; MIGUEL et al., 2010). A propolis é
considerada um mistura complexa com mais de 300 constituintes foram isolados
(BANKOVA; DE CASTRO; MARCUCCI, 2000; MIGUEL et al., 2010), principalmente
polifendis (flavondides, &cidos fendlicos e seus ésteres), terpendides, esteroides e
aminoécidos (MIGUEL et al., 2010).

Na Europa, América do Norte e Asia a fonte de exsudado para as abelhas é a
Populus sp., sendo assim somente um tipo de prépolis é encontrada nessas regides
(KONIG, 1985). Entretanto na América do sul a espécie Populus sp ndo é nativa,
existindo uma grande diversidade para retirada da resina, dificultando inclusive a
correlacdo da prépolis com a fonte produtora. Analises de propolis do Brasil
confirmaram a presenca siginificativa de polifendis, além dos flavonoides, que séo
comumente encontrados em maiores quantidades nas prépolis de regides
temperadas (MARCUCCI, 1995; PEREIRA te al., 2002; FUNARI; FERRO;MATHOR,
2007).

Nos recentes anos, varios estudos da atividade antibacteriana da prépolis em
locais distintos tém sido feita e os resultados demonstram semelhanca, embora a
prépolis de diferentes origens tenham diferentes composicoes, eles possuem efeitos
antimicrobianos similares (D’AURIA, 2003; KOC et al., 2005). No entanto, a sua
composicdo varia qualitativa e quantitativamente com a origem geogréfica e
botanica. Por causa da diferenca geografica, amostras de propolis da Europa,

Ameérica do Sul e Asia ttm composicbes quimicas diferentes e, consequentemente,
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diversas atividades biolégicas (BANSKOTA et al, 2001;. KUMASAWA et al, 2004;
MIGUEL et al, 2010).

No Brasil a fonte botanica predominante para coleta de material para
producéo da prépolis é o alecrim do campo (Baccharis sp), nesse tipo de prépolis
estudos tem demonstrado uma predominancia de polifendis (FUNARI;
FERRO;MATHOR, 2007). Polifen6is sdo um dos mais importantes grupos de
compostos que ocorrem em plantas. Em geral, os polifendis sao divididos em pelo
menos 10 grupos dependendo da sua estrutura basica. Dentre os cerca de 300
compostos isolados, a grande maioria séo polifenois (MIGUEL et al, 2010).

Flavondides e acidos fendlicos contituem a mais importante classe de
polifendis. Os flavonoides biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides,
constituem uma importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia
entre os metabdlitos secundarios dos vegetais (ZUANAZZI, 2000; BRUSCHI, 2006;
MIGUEL et al, 2010).

Os flavondides séo protetores contra doencas causadas por micro-
organismos em plantas. Eles podem servir como alimento dissuasivo contra insetos
e animais herbivoros. Alguns destes podem reagir com enzimas e, COmMO
consequéncia, interferir em processos bioldgicos, possuindo assim atividade
farmacolégica potencial (BRUSCHI, 2002; ZUANAZZI, 2000).

A composicao fendlica da maioria das amostras de propolis investigadas até
hoje demonstra ser similar e isso pode ser esperado devido a origem mais ou menos
comum dos exsudatos de brotos. Ao contrario, Bankova et al. (1994) observaram
substanciais diferencas na composicao de volateis em prépolis de diferentes locais,
indicando que a composicao destes na propolis varia de acordo com a origem dos
exsudatos dos brotos de diferentes arvores.

A literatura atribui a atividade biolégica da prépolis em grande parte aos
polifendis (FUNARI; FERRO; MATHOR, 2007; MIGUEL et al, 2010). Flavonéides,
acidos aromaticos, acidos diterpénicos, e compostos fendlicos aparecem como 0s
principais componentes responsaveis por suas atividades bioldgicas (MIGUEL et al.,
2010).
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2.3.4 Atividade bioldgica

As atividades bioldgicas da propolis tém sido estudadas extensivamente na
Europa (principalmente nos paises do leste) (BURDOCK, 1998), no Brasil
(BRUSCHI, 2006), na Argentina (MORENO et al., 2000) e no Japao.

Existe um grande namero de constituintes na propolis e em seus extratos que
sdo comuns em vegetais, alguns dos quais sdo bem conhecidos pelas suas
atividades bioldgicas. Destas substancias, nenhuma contribui mais para os efeitos
observados que os compostos fendlicos e seus derivados. Eles ocorrem
naturalmente nas plantas e possuem uma grande variedade de efeitos bioquimicos,
como atividade antioxidante, antiinflamatoria, citotoxica, antitumoral, capacidade de
inibir enzimas dentre outras atividades biologicas benéficas para a sautde humana
(MOREIRA, 1986; BANKOVA et al., 1999; BURDOCK, 1998; BRUSCHI et al., 2003;
INHOF et al., 2005; BRUSCHI, 2006; CVEK et al., 2007; MIGUEL et al., 2010).

2.4 Propolis e candidiase

Preparacdes com prépolis tém demonstrado atividades antimicrobianas in
vitro frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, Helicobacter pylori,
protozoéarios, fungos e virus (CASTALDO; CAPASSO, 2002). Em geral, bactérias
Gram-positivas sdo mais susceptiveis a prépolis que Gram-negativas. Outros
estudos tém demonstrado a atividade da prépolis frente a Candida (OTA et al., 2001,
INHOF et al., 2005; DOTA et al., 2010). Tem sido relatada a susceptibilidade de
varios micro-organismos a prépolis, mas seu mecanismo especifico de acdo ainda
nao foi totalmente esclarecido, mais estudos sdo necessarios para esclarecer se a
estrutura celular e a permeabilidade a tais compostos ou até alvos especificos do
sistema enzimético da célula estdo envolvidos na susceptibilidade microbiana (KOC
et al., 2005).

Prépolis destaca-se quando se procura um tratamento potencialmente eficaz
e de baixo custo (OLIVEIRA et al., 2006). Trata-se de uma gomo-resina considerada
um ‘antibidtico naturall sem graves efeitos colaterais, em comparacdo com
tratamentos utilizando sintéticos (BURDOCK, 1998). O tratamento de CVV
convencional ndo é muito efetivo, sob estas circunstancias, a propolis tem sido
recomendada tanto na monoterapia quanto em associagdo com outros produtos

farmacéuticos por ter demonstrado comprovada atividade antimicrobiana
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(BURDOCK, 1998; CASTALDO; CAPASSO, 2002). Além disso, o alto custo do
tratamento representa um sério problema para o Sistema Publico de Saude
(OLIVEIRA et al., 2006). A propolis pode ser utilizada como ativo de escolha para
tratamentos desta desordem, possuindo como vantagens além do baixo custo, a
auséncia de toxicidade e efeitos indesejaveis (BURDOCK, 1998).

Sozinho ou incorporado em outra forma farmacéutica, o extrato etandlico de
prépolis é geralmente utilizado em terapias, como cicatrizante, para regeneracao de
tecidos, tratamento de queimaduras, neurodermatites, Ulceras em membros
inferiores, psoriase, herpes simples e genital, reumatismo e entorses, doenca
periodontais, candidiases, quelites, estomatites, gripes e resfriados (BRUSCHI,
2006; DOTA et al., 2010).

O extrato etandlico de propolis tem efeito irritante na mucosa (CESCHEL et
al., 2002; DOTA et al., 2010). Além disso, a utilizacado de sistemas microparticulados
pode servir para controlar odores e sabores desagradaveis, proteger o farmaco da
umidade ou oxidacdo, alterar a solubilidade, retardar a volatilizacdo, remover
solventes indesejaveis, para prevenir incompatibilidades e modificar a liberacéo
(BRUSCHI et al., 2003, BRUSCHI, 2006, ANDREWS; LAVERTY; JONES et al.,
2009).

2.5 Sistemas de liberacao de farmacos para administracdo vaginal
2.5.1 Mucosa vaginal como um local para a liberacdo de farmacos

A via oral é talvez a via de administracdo de medicamentos preferida por
pacientes e médicos (VALENTA, 2005; BRUSCHI, 2006). Embora a administracéo
oral de farmacos tenha desvantagens, tais como:

(A) Metabolismo de primeira passagem hepética e degradacédo enzimatica no
trato gastrointestinal (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005);

(B) Limitag&o de absorcéo de alguns medicamentos, devido as caracteristicas
fisico-quimicas (por exemplo, solubilidade em agua) (VALENTA, 2005);

(C) Irritacdo da mucosa gastrointestinal (VALENTA, 2005);

(D) Problemas na absor¢cdo como propulsdo na presenca de alimentos ou
outras farmacos;

(E) Necessidade adesédo do paciente (VALENTA, 2005).

Essas desvantagens podem limitar ou impedir a administracao oral de certas

classes de farmacos, especialmente peptideos e proteinas, exceto quando eles séao
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inseridos por meio de sistemas de liberacdo célon especifica (BRUSCHI; DE
FREITAS, 2005). Essas limitagbes motivaram a exploracdo de outros locais para
administracdo de sistemas de liberacdo de farmacos (BRUSCHI; DE FREITAS,
2005; GARG et al., 2005). Rotas transmucosas para administracao de farméacos (por
exemplo, a mucosa nasal, retal, ocular, vaginal, e a cavidade oral) oferecem
diversas vantagens sobre a administracdo oral de farmacos de acdo sistémica
(CHIDAMBARAM et al., 1995; VALENTA, 2005; BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et al.,
2007). Essas vantagens incluem a possibilidade de evitar o efeito de primeira
passagem hepatica e evitar a eliminagdo pré-sisttmica no trato gastrointestinal
(CHIDAMBARAM et al., 1995; BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; VALENTA, 2005;
BRUSCHlI, 2006).

A via de administracdo vaginal tem muitas vantagens em compara¢cao com
outras rotas transmucosa, como:

(A) A presenca de uma rede densa de vasos sanguineos faz da vagina uma
excelente via de administracdo de farmacos tanto de acéo local quanto sistémica
(HUSSAIN; AHSAN, 2005; VALENTA, 2005, BALOGLU et al., 2009).

(B) Vagina fornece um local promissor para liberacdo de farmacos de acao
sistémica devido a sua grande area de superficie de absorcdo (VALENTA, 2005);

(C) A possibilidade da manutencdo dentro da cavidade vaginal por longos
periodos (diurnos e noturnos), diminuindo a frequencia de administracdo (VALENTA,
2005; WANG et al., 2008);

(D) Em numerosos estudos tem sido mostrado que ela possui uma boa
permeabilidade para uma ampla gama de compostos incluindo peptideos e
proteinas (VALENTA, 2005);

(E) Auséncia de efeitos colaterais gastrointestinais (VALENTA, 2005;
BALOGLU et al., 2009);

(F) A facilidade de auto-inser¢cdo e remocgdo da forma farmacéutica
(VALENTA, 2005; BALOGLU et al., 2009).

(G) Contato prolongado de um sistema liberacdo de farmacos na mucosa
vaginal pode ser alcancado mais facilmente do que em outros locais de absorcéo,
como reto ou mucosa intestinal (VALENTA, 2005; WANG et al., 2008);

Além disso, a vagina, ao contrario de outros sistemas, é altamente dinamica
no que diz respeito & absorgcdo de farmacos, seu metabolismo e sua eliminagédo
(GUPTA et al., 2009). Sistemas de liberagao vaginal de farmacos (SLFV) tém sido
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nos ultimos anos um proeminente campo de pesquisa (VALENTA, 2005; DAS
NEVES et al., 2008). SLFV s&o usados para contracepcédo, infeccbes vaginais,
manutencdo de higiene e saude vaginal (VALENTA, 2005; ALAM et al., 2007).
Formas farmacéuticas vaginais comerciais incluem comprimidos, pessarios, filmes,
esponjas, espumas, cremes, geis, solugdes, pomadas, 6vulos, capsulas gelatinosas
moles, duchas, supositérios e anéis vaginais. As formula¢des vaginais mais comuns
sao comprimidos e géis (ALAM et al., 2007).

Além disso, varios inconvenientes, incluindo sensibilidade cultural, higiene
pessoal, a especificidade de género, irritagdo local e influéncia da relacdo sexual,
precisam ser abordados durante o projeto de uma formulagéo vaginal (HUSSAIN;
AHSAN, 2005; VALENTA, 2005). Também € observada uma grande variabilidade na
taxa e extensdo da absorcdo de farmacos devido a mudancas na espessura do
epitélio vaginal (HUSSAIN; AHSAN, 2005).

Sistemas de liberacdo local na cavidade vaginal tem um grande ndimero de
aplicacdes como o tratamento de vaginites (CVV e tricomoniase) (ALAM et al. et al.,
2007). A administracdo local de farmacos via vaginal permite a acao localizada na
mucosa vaginal (HUSSAIN; AHSAN, 2005; VALENTA, 2005). Consequentemente,
os estudos sobre a liberagdo de agentes antimicrobianos, por exemplo, de propolis
(DOTA et al., 2010), clindamicina (GUPTA et al., 2009), fluconazol (BACHHAYV et al.,
2009), o clotrimazol (CESCHEL et al., 2001) ou metronidazol (BHOWMIK et al.,
2009), a partir de sistemas polimericos, e a avaliacdo dos seus efeitos clinicos tém
sido realizados. Tem sido sugerido que polimeros mucoadesivos podem ser (teis na
terapia vaginal (GARG et al.,, 2005; HUSSAIN; AHSAN, 2005; VALENTA, 2005;
BALOGLU et al., 2009; SHAIKH et al., 2011).

2.5.2 Estratégias para a liberagdo de farmacos na mucosa vaginal

Diversas estratégias farmacotécnicas envolvendo a administracdo de
farmacos na cavidade vaginal, para acao local ou sistémica tém sido propostas e até
mesmo algumas ja chegaram ao mercado (HUSSAIN; AHSAN, 2005). As formas
farmacéuticas convencionais (por exemplo, comprimidos, cremes, géis, ovulos, e
espumas) tém uso limitado devido a formulacdo possuir, geralmente, pouca retencéo
no trato vaginal, ser rapidamente removida devido a mecanismos fisiolégicos do
trato reprodutivo (CESCHEL et al., 2001; PAVELIC et al., 2004; VALENTA, 2005;
ALAM et al., 2007; BILENSOY et al., 2007; AHMAD et al., 2008; BHOWMIK et al.,
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2009; SHAIKH et al, 2011) e ao escoamento e em consequéncia efeitos
terapéuticos insuficientes (VALENTA, 2005; BRUSCHI, 2006; YOO et al., 2006;
ALAM et al., 2007; BILENSOQY et al., 2007). Além disso, formulacées convencionais
com multiplas administracdes resultam em baixa adesao pela paciente (ALAM et al.,
2007; BILENSOQY et al., 2007; AHMAD et al.,, 2008). As formas farmacéuticas
vaginais convencionais mais utilizadas sédo solugfes, géis, suspensdes, supositorios,
cremes e comprimidos e todos possuem curto tempo de residéncia (SHAIKH et al.,
2011). Sabe-se que pacientes tem preferéncia por produtos vaginais na forma de
géis ou pomadas (HUSSAIN; AHSAN, 2005). SLFV tém sido usados para
contracepcéo, infecgbes vaginais, manutencao da higiene e da saude vaginal (ALAM
et al., 2007; SHAIKH et al., 2011).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse no desenvolvimento de vacinas
para administracdo na mucosa contra uma variedade de patdégenos microbianos.
Varias rotas de imunizacdo da mucosa vém sendo estudados em um esforgo para
melhorar as respostas humoral e sistémica contra esses patdogenos (HAN et al.,
2006; GOODSELL et al.,, 2007) como Trichomonas vaginalis e Gardenerella
vaginalis, entre outros (PAVELIC et al., 2004; DIAS et al., 2005; GARG et al., 2005 ;
SIMOES et al., 2005). A administracdo intravaginal promove uma promissora
vacinagao nao invasiva (HAN et al., 2006; GOODSELL et al., 2007). As mulheres por
possuirem uma grande superficie de contato na cavidade vaginal, enfrentam um
risco maior de contrair doencas sexualmente transmissiveis (DST), como o HIV,
devido a exposi¢do da mucosa aos fluidos seminais, a alta prevaléncia de sexo ndo
consensual, o sexo sem o0 uso do preservativo, e aos desconhecidos
comportamentos de alto risco dos seus parceiros (GARG et al., 2005). Esforcos para
desenvolver vacinas contra o HIV ndo foram bem sucedidas até agora,
principalmente devido a natureza "dindmica" do virus (GARG et al.,, 2005).
Ferramentas de prevencdo padrdo, como 0 uso de preservativos e modificacdes
comportamentais (monogamia e abstinéncia sexual) também tem demonstrado
serem insuficientes para limitar a propagacédo de DST (GARG et al., 2005; GUPTA et
al., 2009; NDESENDO et al., 2010). Sob estas condi¢bes, uma nova categoria de
agentes profilaticos e formulagdes conhecidas como "microbicidas” estdo sendo
desenvolvidas na esperanca de controlar e impedir a disseminacédo rapida de DSTs
(HARRISON et al., 2000; ZANEVELD et al., 2001; GARG et al., 2005; YOO et al.,
2006; GUPTA et al., 2009; NDESENDO et al., 2010). Eles também podem ter um
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beneficio terapéutico em infec¢des sexualmente transmissiveis, como as causadas
por Candida, Chlamydia e Neisseria gonorrhoea. Assim, SLFV precisam residir nos
locais de infeccdo por um periodo prolongado de tempo para serem eficazes
(GUPTA et al., 2009). SLFV convencionais tém sido limitados em uso devido a pobre
retencdo no trato vaginal (PAVELIC et al., 2004; Valenta, 2005; ALAM et al., 2007;
BILENSOY et al., 2007; Ahmad et al., 2008; BHOWMIK et al., 2009 ANDREWS,;
LAVERTY; JONES, 2009; SHAIKH et al., 2011).

Neste contexto, novos SLFV tém sido desenvolvidos na intencédo de liberar
farmaco durante um periodo de tempo definido (HUSSAIN; AHSAN, 2005;
VALENTA, 2005; ALAM et al., 2007; BILENSQY et al., 2007; Ahmad et al., 2008;
ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; BHOWMIK et al., 2009) . Diferentes técnicas
vem sendo adotadas no desenvolvimento de sistemas de liberacdo como a
utiizacdo de nanoparticulas, lipossomas e ciclodextrinas, entre outros, para
veiculacao de farmacos (VALENTA, 2005; BILENSOY et al., 2006; BILENSOY et al.,
2007; BALOGLU et al., 2009). Ciclodextrinas sao utilizadas na area farmacéutica
para formar complexos de inclusdo com moléculas de farmacos, dessa forma
consegue-se um aumento da solubilidade em agua, uma melhora na estabilidade em
agua ou da fotoestabilidade, mascarar caracteristicas indesejaveis ou reduzir efeitos
colaterais, e também controlar a liberacdo de ativos (BILENSOY et al., 2006;
BILENSOY et al., 2007). Microemulsdes tem recebido uma grande atencdo na
utilizacdo de sistemas de liberacdo de agentes hidrofébicos para tratamento
sistémico e local (BACHHAV et al.,, 2009). No entanto, € essencial que a forma
farmacéutica figue aderida a mucosa vaginal, aumentando assim o tempo de
residéncia do farmaco na vagina. Isto pode ser alcancado utilizando-se na
microemulsdo materiais adesivos (BACHHAYV et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

Formulages liquidas para administragéo local, como na area dos olhos, bolsa
periodontal, mucosas vaginal, bucal ou nasal, podem ser desenvolvidas para
gelificar devido a mudancas quimicas e/ou fisicas induzidas por condi¢cdes
fisiologicas. Esta gelificacéo in situ pode ser induzida por uma mudanca no pH por
alterac6es nas concentracdes de fons célcio (por exemplo, Gelrite®) ou por aumento
da temperatura, como em sistemas termossensiveis, utilizando-se polissacarideos
(por exemplo, celulose e derivados, xiloglucana, quitosana), N-isopropilacrilamida e
poloxamers (CHANG et al.,, 2002; Han et al., 2006; BILENSOY et al.,, 2007,
DURMOTIER, 2006). A capacidade de intumescimento do polimero também é
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relatada como ponto importante no comportamento bioadesivo e tem um grande
impacto sobre estabilidade e os perfis de liberagdo dos farmacos incorporados (YOO
et al., 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009). A extensdo e a razao de
absorcdo de agua séo afetadas pelo grau de reticulagdo e comprimento das cadeias
das macromoléculas mucoadesivas. A adesividade aumenta com o grau de
hidratacdo, mas n&o € um processo ilimitado. Um intumescimento excessivo provoca
uma diminuicdo na coesividade das formulacdes e uma queda abrupta na forca
adesiva devida ao desentrelacamento na interface polimero-substrato (YOO et
al.,2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; CARVALHO et al., 2010).

Sistemas bioadesivos podem controlar a taxa de liberacdo de farmacos e
estender o tempo de residéncia na cavidade vaginal (CARVALHO et al.,, 2010;
SHAIKH et al., 2011). A bioadesdo pode ser usada para melhorar o contato, bem
como aumentar o tempo de residéncia da forma farmacéutica, podendo ser utilizada
para varias vias de administracdo (CHANG et al.,, 2002; ANDREWS; LAVERTY;
JONES et al.,, 2009; CARVALHO et al., 2010; SHAIKH et al.,, 2011). Estas
formulacbes podem conter farmacos ou, simplesmente, agir em conjunto com
agentes hidratantes para o controle de secura vaginal (SHAIKH et al., 2011).

Portanto, as vantagens em se usar sistemas terapéuticos mucoadesivos sao
muitas, pois estes podem manter terapeuticamente concentracdes efetivas do
farmaco diretamente no local de infeccdo (BONACUCINA, 2004; CARVALHO et al.,
2010) sem o uso de uma concentracdo superior a necessaria para se ter o efeito
terapéutico no local desejado, diminuindo assim problemas de alta toxicidade e
efeitos adversos, promovendo com isso uma maior adesdo do paciente ao
tratamento (BRUSCHI et al., 2003; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009;
DOTA et al., 2010). Para tanto, deve ser ressaltada a importancia da formulacéo e
da tecnologia bem equilibrada, para obter-se um sistema adesivo que cumpra seu
papel, aderindo de maneira eficaz na mucosa e liberando o farmaco de modo
prolongado (BRUSCHI, 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009;
CARVALHO et al., 2010).

Com isso, uma real contribuicdo ao melhoramento da atividade farmacolégica
pode ser encontrada nos processos farmacotécnicos, através de recursos capazes
de alterar caracteristicas fisico-quimicas e biologicas importantes na definicdo da
atividade destes compostos. Sistemas de liberagdo controlada, especialmente

sistemas de liberacéo sitio-especifico, que liberam o farmaco para o local de acao
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desejado, reduzem a quantidade total no sangue, diminuindo, desse modo, a chance
de reacdo adversa no sitio de acdo (LARA; GARCIA; PANZERI, 1998; BRUSCHI,
2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

Sistemas de liberagdo mucoadesivos de farmacos sao reportados por
fornecer como vantagem um contato intimo e prolongado da formulacdo com a
mucosa doente e pela alta resisténcia aos mecanismos fisiologicos de remocédo
(BRUSCHI, 2006; CARVALHO et al., 2010). O objetivo de todos eles € promover
uma quantidade terapéutica de farmaco(s) no local adequado do corpo para
conseguir, rapidamente, e depois manter uma concentracdo eficaz (BRUSCHI, 2006;
ANDREWS; LAVERTY; JONES et al, 2009; CARVALHO et al, 2010).
Proporcionando, por um longo periodo, efeitos terapéuticos que, pelas formas
convencionais, somente poderiam ser alcancados apos multiplas administracdes
(BRUSCHI, 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009; CARVALHO et al.,
2010). Além disso, outra vantagem de tratamentos terapéuticos com sistemas
mucoadesivos alvo-especifico € pode ser rapidamente suspensas pela remoc¢éo do
sistema. Finalmente, os sistemas mucoadesivos de liberacdo minimizam a
administracdo do medicamento, o que redunda em maior conforto ao paciente
(LARA; GARCIA; PANZERI, 1998; BRUSCHI, 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES
et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

A mucoadesdo é afetada pela acdo sinérgica no ambiente bioldgico, pelas
propriedades do sistema polimérico, e pela presenca do farmaco em si. As
interagcbes mucoadesivas dependem de ambos os componentes que formam o
contato: o polimero mucoadesivo, como componente do sistema de liberacdo de
farmacos, e o muco, que recobre a superficie da mucosa (Figura 4) (BOGATAJ,
1999; BRUSCHI, 2006; CARVALHO et al., 2010).

De acordo com Wong et al. (1999) a principal propriedade da bioadesao é a
forca de adesdo da forma farmacéutica ao tecido biolégico. O uso de sistemas
mucoadesivos tem sido uma alternativa para aumentar a eficacia de tratamentos
tradicionalmente realizados por via oral que acarretam desvantagens para pacientes
e sistema publico de saude (LARA; GARCIA; PANZERI, 1998; BONACUCINA, 2004;
CARVALHO et al., 2010). Os atributos desejaveis para um sistema mucoadesivo
para a liberacdo prolongada séo: a alta capacidade de carreamento de farmaco, boa

mucoadesdo, ndo ser irritante, ser confortavel e liberar o farmaco por um tempo
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prolongado (BRUSCHI et al., 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009;
CARVALHO et al., 2010).

Figura 4 - As duas etapas do processo de mucoadesao.

:Fa\__se de cqntf Fase de consolidagio

Forma
» " farmacéutica

Area de
interagao
Mucosa vaginal

Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

Formas farmacéuticas mucoadesivas vém sendo sugeridas para a liberagao
de farmacos para administracao vaginal, incluindo sistemas sélidos e semissolidos

composta por diversos polimeros (Quadro 2).
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Quadro 2 - Polimeros mucoadesivos utilizados em sistemas vaginais (sozinhos ou

combinados)

Polimeros

Referéncias

Carbopol 934P°

PATEL et al., 2009

Carbopol 934P° e Hidroxipropilmetilcelulose ou
Carboximetilcelulose sodica

DIAS et al.,, 2005; SHARMA et al.,
2006; YOO et al., 2006

Carbopol 974P®

PAVELIC et al., 2004; DAS NEVES et
al., 2008; CHOPRA et al., 2007,
BHOWMIK et al., 2009

Carbopol ETD-2020®, Alginato de sddio e
Hidroxipropilmetilcelulose

BACHHAV et al., 2009

Carboximetilcelulose

ZANEVELD et al., 2001

Quitosana

VALENTA et al., 2001; KAST et al.,
2002; BONFERONI et al.,, 2006;
GUPTA et al.,, 2009; PERIOLI et al.,
2008; PERIOLI et al., 2009a; PATEL
et al., 2010

Celulose microcristalina e Goma xantana

D'CRUZ, 2005

Pluronic F127® e Hidroxipropilmetilcelulose

BILENSOY et al., 2006; BILENSOQOY et
al., 2010

Poloxamer 407, Poloxamer 188 e Policarbofil

CHANG et al., 2002

Poloxamer P407, Poloxamer P188, Polyox@
WSR-1105 e Noveon® AA1

HAN et al., 2006

Policarbofil e Hidroxietilcelulose ou
Hidroxipropilmetilcelulose ou

Carboximetilcelulose soddica

CESCHEL et al., 2001; ALAM et al.,
2007; CURRAN et al., 2009

Alcool polivinilico, Hidroxietilcelulose e

Hidroxipropilmetilcelulose

GARG et al., 2005

Alginato de sodio e Quitosana

EL-KAMEL et al., 2002

Um polimero ideal para utilizacdo em sistemas mucoadesivos para liberacao

de farmacos via vaginal ndo deve ser toxico e ndo pode ser absorvido atraves da
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membrana mucosa, ndo causar irritacdo na mucosa, preferencialmente formar
ligagbes nado-covalentes com a mucina das céllulas epiteliais da superficie, aderir
rapidamente ao tecido Umido e deve possuir um sitio especifico, permitir a facil
incorporacdo do farmaco e néo oferecer impedimento para sua liberacdo, ndo se
decompor durante o armazenamento ou durante o prazo de validade da forma
farmacéutica, ter baixo custo, e permitir flexibilidade e conforto da forma
farmacéutica (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; HUSSAIN; AHSAN 2005; VALENTA,
2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; SHAIKH et al., 2011).

As propriedades fisico-quimicas das formulagbes mucoadesivas sé&o
caracterizadas em varios aspectos. O angulo de contato € usado como uma
indicacdo do grau inicial de molhabilidade, quanto menor o valor do angulo de
contato maior o grau de molhabilidade e hidrofilicidade (ANDREWS; LAVERTY;
JONES, 2009; CARVALHO et al., 2010; SHAIKH et al., 2011). E relatado que o
angulo de contato estd estreitamente relacionado com o trabalho de adeséao,
representado na mucoadesividade de formulacées contendo Carbopol®. Sistemas
formados in situ sdo baseados em diferentes estratégias, como irradiacdo UV,
alteracdo do pH e/ ou temperatura (YOO et al., 2006).

Materiais bioadesivos que conseguem aderir a tecidos moles tém grande
potencial em aplicagbes clinicas (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; ANDREWS,;
LAVERTY; JONES, 2009; CARVALHO et al., 2010). Polimeros que podem formar
interacOes adesivas com substratos bioldgicos tém sido relatados por varios autores
por oferecer certas vantagens para a liberacdo de farméaco, incluindo o tempo de
permanéncia prolongada e localizacdo em sitios especificos (ANDREWS; LAVERTY;
JONES, 2009; JONES et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

Uma grande variedade de polimeros, naturais e sintéticos, tém sido
estudados por seu uso potencial como mucoadesivos. Polimeros que aderem a
mucina da superficie epitelial podem ser divididos em trés grandes categorias:

1) Os polimeros que se tornam aderentes quando colocados em &gua,
tornando-se bioadesivos;

2) Os polimeros que aderem por meios ndo especificos, interagdes nédo
covalentes que sédo essencialmente de natureza eletrostatica (apesar de ligacdes de

hidrogénio e hidrofébicas poderem ser significativas);
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3) Os polimeros que se ligam a receptores especificos na superficie celular
(BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al, 2009;.
JONES et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

Géis vaginais com polimeros mucoadesivos como policarbofil, Carbopol®,
hidroxipropilcelulose e polivinilpirrolidona, aumentam a adesdo de formas
farmacéuticas em mucosas e podem estar combinanas com polimeros
termossensiveis, como o poloxamer, adquirindo assim a propriedade de gelificacédo
in situ, por alteragdo da temperatura (BILENSOY et al., 2006). Poloxamers sao
copolimeros que foram introduzidos no final de 1950, e desde entdo tém sido
propostos para diversas aplica¢cdes farmacéuticas (DURMOTIER et al., 2006). Sao
conhecidos por sua excelente compatibilidade com outros polimeros, além da sua
capacidade de dispersar farmacos com caracteristicas diversas, demonstrando
assim caracteristicas ideais para serem utilizados em sistemas de liberacdo
modificada de farmacos (CHANG et al., 2002). Poloxames séao formados por blocos
de 6xido de etileno (EO) e 6xido de propileno (PO) dispostos em uma estrutura
tribloco EO4-POy-EO, (CHANG et al., 2002, BRUSCHI, 2006; DURMOTIER et al.,
2006). Sua férmula quimica € HO [CH,-CH,QO]x [CH (CH3)-CH20], [CH,-CH,QO]x OH,
y é maior que 14. Marcas registradas desses copolimeros (por exemplo, Pluronic®,
Synperonic® ou Tetyronic®..) representam uma vasta gama de produtos liquidos,
pastosos e solidos. Eles sdo sintetizados pela polimerizagdo em sequéncia de
mondmeros de PO e EO na presenca de hidréxido de sédio ou hidréxido de potassio
(DURMOTIER et al., 2006).

Poloxamers tém sido amplamente utilizados em formulagbes farmacéuticas
para uso nasal, ocular e vaginal devido a sua propriedade termossensivel
(DURMOTIER et al., 2006; HAN et al.,, 2006). No entanto, embora poloxamers
permitam confortavel liberacdo local de farmacos terapéuticos em formas
farmacéuticas liquidas, seguido por gelificacdo nos locais de acdo e longo prazo
para liberacdo modificada, este polimero ndo possui propriedades mucoadesivas
(DURMOTIER et al.,, 2006; JONES et al., 2009). Polimeros mucoadesivos,
polietilenoglicol (PEO) e policarbofil (PC) tém sido usados para aumentar o contato
de compostos terapéuticos com a mucosa em uma variedade de formulagbes
farmacéuticas tépicas (DURMOTIER et al., 2006).

Neste sentido, um grande numero de SLFV tem sido desenvolvido para

administracdo de farmacos, utilizando um aplicador ou especificamente projetados
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para a administracdo intravaginal. Além disso, as formulagdes vaginais podem ser

desenvolvidas para acéo local como os espermicidas ou antibacterianos, ou para

acao sistémica como a liberacdo continua de contraceptivos (HUSSAIN; AHSAN,

2005; GARG et al,

2005; SHAIKH et al,

2011).

comercializadas e sua fungéo estdo demonstradas no Quadro 3.

Quadro 3 - Preparacdes mucoadesivas vaginais comercializadas

Algumas preparacdes

Farmaco (Nome Forma
_ Uso . Empresa
comercial) Farmacéutica
Progesterona Infertilidade, _
@ y . Gel Fleet Laboratories
(Prochieve™) amenorréia secundaria
® Contracepcao _
Nonoxynol-9 (Gynol 1l ) Gel McNeil-PPC, Inc
. ® Contracepcao ReProtect,
Tampéo (Buffer Gel™ - em o o
Gel Limited Liability
fase Il e lll)
Company
Dinoprostone (Prostin E2®) | Indug&o do parto Supositério Pharmacia
Acido 2-Naftalenosulfénico N
® Contracepcéao Endo
(PRO 2000/5™ - em fases Gel _
Pharmaceuticals
[l and 111)
Progesterona Infertilidade, _
e 3 . Gel Fleet Laboratories
(Prochieve™) amenorréia secundaria
Chlorhexidine (Clomirex®) Infeccdo bacteriana Gel Mipharm Spa
Fluor (Mifluoré) Secura vaginal Gel Mipharm Spa
Butoconazol (Gynazoleé) Infeccdo fangica Creme Sigma-Pharma
Metronidazol (Metrogel _ _ 3M
e Vaginose bacteriana Gel _
Vaginal™) Pharmaceuticals
) @ o o Comprimido )
Estradiol (Vagifem™) Vaginite atréfica _ Novo Nordisk
vaginal
Nonoxynol-9 (Conceptrol®) | Contracepcao Gel McNeil-PPC, Inc

continua
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continuagao

Farmaco

Forma

Uso Empresa

(Nome comercial) Farmacéutica

Restauracéo e

. e . ) Care
Tampéao (Aci-Jel™) manutencgéo da acidez | Gel )
' Pharmaceuticals
vaginal
o . Columbia
Nonoxynol-9 (Advantages™) | Contracepcéo Gel _
Laboratories
o ® ) . LDS Consumer
Glicerina (Replens™) Secura vaginal Hidratante
Products
Hidroxietilcelulose e N
Lubrificante Gel Johnson & Johnson

Glicerina (K-Y Gel®)

2.5.2.1 Comprimidos vaginais, 6vulos e supositérios

Um grande nimero de medicamentos vaginais estao disponiveis na forma de
comprimidos ou supositorios. Alguns autores utilizam os termos oOvulos e
supositorios de forma intercambiavel e consideram comprimidos vaginais como uma
outa forma farmacéutica (HUSSAIN; AHSAN, 2005).

Os comprimido amolecem e aderem ao sunbstrato e sdo mantidos no local de
acdo até completa dissolucdo e/ou liberacdo (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005;
HUSSAIN; AHSAN, 2005). Depois de um curto periodo de tempo com o comprimido
ele torna-se imperceptivel para a paciente. Estas formulacbes vaginais séo
projetadas para dissolver na cavidade vaginal e liberar o farmaco durante varias
horas. Supositérios sdo agora mais comumente usados para administracdo de
medicamentos para o amadurecimento cervical antes do parto e liberacdo local de
farmacos (HUSSAIN; AHSAN, 2005). Polimeros com propriedades mucoadesivas
sao por vezes utilizados na formulacdo de comprimidos vaginais para aumentar o
tempo de residéncia vaginal. (CESCHEL et al., 2001; HUSSAIN; AHSAN, 2005;
SHAIKH et al., 2011). Os materiais e farmacos utilizados em comprimidos, 6vulos e

supositdrios mucoadesivos estao apresentados no Quadro 4.
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Quadro 4 - Materiais e farmacos

utilizados em comprimidos, 6vulos e supositorios

mucodesivos
Materiais Farmaco(s) Referéncia(s)
Carboximetilcelulose Nonoxynol-9 ZANEVELD et al., 2001
Policarbofil e Clotrimazol CESCHEL et al., 2001

Hidroximetiletilcelulose

Alginato de sédio e Quitosana

Metronidazol

EL-KAMEL et al., 2002

Quitosana

Clotrimazol

KAST et al., 2002

Carbopol®934P e

Hidroximetiletilcelulose

Metronidazol

DIAS et al., 2005

Carbopolé 934P e
Carboximetilcelulose sédica

Clotrimazol

SHARMA et al., 2006

Policarbofil e Carboximetilcelulose
sodica

Monocitrato de
sodio, Clotrimazol,

Metronidazol

ALAM et al., 2007

Hidroxietilcelulose e Policarbofil

HIV-1 envelope
(CN54gp140)

CURRAN et al., 2009

Hidroximetiletilcelulose e Quitosana

Cetoconazol

PATEL et al., 2010

2.4.2.2 Semissolidos e filmes

Semissélidos sdo usados para liberacdo tépica de anticoncepcionais e

medicamentos antimicrobianos. Estas formas de dosagem vaginal devem ser faceis

de aplicar e ndo devem ser téxicas ou causar irritacdo a mucosa. Em muitas partes

do mundo, filmes vaginais sédo preferidos a semissolidos (GARG et al., 2005) devido

ao seu apelo estético. Além disso, os filmes tém varias vantagens:

(a) Portabilidade;

(b) Facilidade de aplicacao (ndo nescessita o uso de aplicador);

(c) Facil armazenamento e manuseamento;

(d) Viabilidade da producéo

em larga escala;
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(e) Maior estabilidade de medicamentos em condicbes extremas de
temperatura e umidade, portanto, os filmes podem ser mais adequados do que géis
para regides de clima tropical (GARG et al., 2005; YOO et al., 2006).

Cremes e géis vaginais podem ser formulados como emulsfées ou hidrogéis
para liberacéo de farmacos (HUSSAIN; AHSAN, 2005). Durante os ultimos anos,

Os hidrogéis vém sendo estudados de modo intenso como sistemas
carreadores de farmacos, dadas as suas excelentes propriedades de
biocompatibilidade, permeabilidade e de intumescimento, assim como sua
sensibilidade a estimulos. Hidrogéis sdo formados a partir de polimeros, os quais
podem hidratar-se em meio aquoso, sem sofrer dissolu¢ao, atuando como sistemas
de liberacdo dos farméacos confinados dentro da matriz, sendo destas liberados
lentamente por difusdo ou erosdo apos hidratacdo (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005;
HUSSAIN; AHSAN, 2005).

A principal desvantagem dos sistemas de liberacdo de farmacos é a pouca
retencdo no local de aplicacdo quando o polimero ndo possui propriedades
adesivas. Este inconveniente pode ser minimizado ou eliminado através da
incorporacdo de polimeros bioadesivos na formulagcdo (BRUSCHI; DE FREITAS,
2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009, JONES et al., 2009 ; CARVALHO
et al., 2010; SHAIKH et al., 2011). Além disso, o tempo de reteng&o formulagédo no
local de aplicacéo esta relacionado a eficacia dos polimeros bioadesivos, e a taxa e
extensdo da liberacdo depende das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e da
forma farmacéutica (BRUSCHI et al., 2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al.,
2009, JONES et al., 2009 ; CARVALHO et al., 2010; SHAIKH et al., 2011). Assim, as
propriedades de liberacdo podem ser controladas pela no desenvolvimento de
sistemas semissolidos e filmes para liberacdo de farméacos, tais sistemas tem como
base Carbopol®, policarbofil, alcool polivinilico, celulose microcristalina,
hidroxietilcelulose, hidroximetilcelulose, hidroxipropilcelulose, polietilenoglicol, goma
Xxantana, quitosana, entre outros. No Quadro 5 estdo resumidos 0s materiais e

farmacos utilizados em formula¢cdes mucoadesivas semissolidas e filmes.
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Quadro 5 - Materiais e farmacos utlizados em formulagdes mucoadesivas

semissolidas e filmes.

Materiais

Farmaco(s)

Referéncia(s)

Poloxamer 407, Poloxamer 188 e

Policarbofil

Clotrimazol

CHANG et al., 2002

Carbopol 974P®

Cloranfenicol

PAVELIC et al., 2004

Cellulose microcristalina e Goma

xantana

PHI-113, PHI-346, PHI-
443 (microbicidas anti-HIV)

D'CRUZ et al., 2005

Alcool polivinilico, Hidroxietilcelulose

e Hidroxipropilmetilcelulose

Polestireno sulfato (PSS)

GARG et al., 2005

Pluronic F127® e

Hidroxipropilmetilcelulose

Clotrimazol

BILENSOY et al.,
2006

Quitosana

Acido lactico

BONFERONI et al.,
2006

Poloxamer P407, Poloxamer P188,
Polyox® WSR-1105 e Noveon® AA1

Antigeno Hepatite B
(HBsAQ)

HAN et al., 2006

Carbopol 934P° e

Hidroxipropilmetilcelulose

Dodecil sulfato de soédio

YOO et al., 2006

Carbopol 974P®

Trigonella foenum-
graecum, Azadirachta
indica, Cichorium intybus,

Curcuma longa

CHOPRA et al., 2007

Carbopol ETD-2020®, Alginato de BACHHAV et al.,
_ _ . _ . Fluconazol
sédio e Hidroxipropilmetilcelulose 2009
o _ BHOWMIK et al.,
Carbopol™ 974P Metronidazol
2009
Quitosana Clindamicina GUPTA et al., 2009

Pluronic F127® e

Hidroxipropilmetilcelulose

5-fluorouracil

BILENSOY et al.,
2010
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2.5.3 Estratégias de avaliacéo

Uma bioadesdo eficaz é essencial para uma acdo bem sucedida de um
sistema mucoadesivo de liberacdo de farmacos na cavidade vaginal. A principal
caracteristica do bioadesédo é a capacidade de fixacdo da forma farmacéutica ao
tecido bioldgico, sendo portanto, necessario métodos de avaliacdo dos mecanismos
dos polimeros mucoadesivos. Estes testes também sdo importantes durante o
desenvolvimento de um sistema bioadesivo de liberacdo controlada, para garantir a
compatibilidade, estabilidade fisica e mecanica e as forcas bioadesivas (BRUSCHI,;
DE FREITAS, 2005; BRUSCHI et al., 2007; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al.,
2009, JONES et al., 2009; SHAIKH et al., 2011). Uma revisao sobre os métodos
usados para avaliar a bioadesdo os classificou em duas categorias principais,
métodos in vitro/ex vivo e métodos in vivo (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005;
CARVALHO et al., 2010).

Os testes in vitro sdo 0os mais comumente utilizados para a determinacédo das
propriedades mucoadesivas de polimeros (ANDREWS; LAVERTY; JONES et al.,
2009, JONES et al., 2009 ; CARVALHO et al., 2010; SHAIKH et al., 2011). A forca
adesiva pode ser avaliada medindo-se a forca necessaria para separar a superficie
da amostra e a superficie do corpo de prova, por meio da aplicacdo de uma tracao
ou tensdo (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; GARG et al., 2005; ANDREWS;
LAVERTY; JONES et al.,, 2009, JONES et al.,, 2009 ; CARVALHO et al., 2010;
SHAIKH et al., 2011).

Os testes in vitro / ex vivo baseados na medida da resisténcia a tensao (forca
necessaria para romper a unido adesiva entre um modelo de membrana e os
polimeros testados) utilizam membranas obtidas de mucosas vaginais de animais
(camundongo, porco, coelho, boi, ratos, hamster ou porquinho da india) (BRUSCHI;
DE FREITAS, 2005; BRUSCHI, 2006; CARVALHO et al., 2010). Os resultados dos
estudos fornecem importantes informagdes sobre os efeitos da densidade de cargas,
hidrofobicidade, e condicbes como pH, forca idnica, agentes mucoliticos, e da
pressao aplicada sobre bioadesédo (BRUSCHI; DE FREITAS, 2005; BRUSCHI et al.,
2007; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009, JONES et al., 2009; SHAIKH et
al., 2011). Os instrumentos normalmente utilizados para medir a resisténcia a tenséo
séo balanca de carga, tensiémetros e analisadores de textura (Quadro 6) (BRUSCHI
et al., 2007; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009, JONES et al., 2009;
SHAIKH et al., 2011).
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Quadro 6 - Equipamentos e modelos de membrana utilizados em testes in vitro

Bioadesivo Substrato Equipamento Referéncia(s)
Poloxamer 407, Poloxamer 188 | Mucosa vaginal de Analisador de CHANG et al.,
e Policarbofil ratas Sprague-Dawley | textura 2002

) o ) Mucosa intestinal de Balanca de EL-KAMEL et
Alginato de sédio e Quitosana
coelho carga al., 2002
) Mucosa vaginal de - . |KAST etal.,
Quitosana Cilindro rotatorio
vaca 2002
Alcool polivinilico, _ _
_ o Mucosa vaginal de Analisador de GARG et al.,
Hidroxietilcelulose e
ovelha textura 2005

Hidroxipropilmetilcelulose

Mucosa vaginal de

BONFERONI et

Quitosana Tensiometros
porca al., 2006
Poloxamer P407, Poloxamer o _
® Mucosas vaginais e Analisador de HAN et al.,
P188, Polyox™ WSR-1105 e _ o
® nasais de animais textura 2006
Noveon™ AAl
Carbopol 934P° e Mucosa vaginal de N SHARMA et al.,
) ) o TensiOmetros
Carboximetilcelulose sodica porca 2006
Policarbofil e Mucosa vaginal de Analisador de ALAM et al.,
Carboximetilcelulose sodica budfalo textura 2007
® Mucosa vaginal de Analisador de DAS NEVES et
Carbopol 974P
vaca textura al., 2008
o . Placa de Agar com
Carbopol ETD-2020", Alginato _ Aparelho para
. amostra imersa em BACHHAYV et
de sodio e B _ teste de
) ) _ _ tampéo fosfato citrato _ . al., 2009
Hidroxipropilmetilcelulose desintegragéo
em pH 4,5
) Mucosa vaginal de N GUPTA et al.,
Quitosana Tensidbmetros
ovelha 2009
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3. OBJETIVO

Desenvolver e caracterizar sistema  semissoélido mucoadesivo

termossensivel de liberacdo vaginal de propolis para o tratamento de candidiase

vulvovaginal.

3.1 Objetivos especificos

Realizar controle de qualidade da prépolis.

Preparar e avaliar a qualidade de extrato de propolis a ser
incorporado no sistema mucoadesivo.

Validar metodologias analiticas para quantificacdo de flavonoides
totais e polifendis totais.

Desenvolver sistema semissolido mucoadesivo termossensivel e
caracteriza-lo por meio de ensaios fisico-quimicos.

Preparar sistema semissélido mucoadesivo termossensivel
contendo microparticulas de prépolis e caracteriza-lo por meio de
ensaios fisico-quimicos.

Realizar a avaliacdo antifungica in vitro do extrato de propolis e do
sistema semissolido mucoadesivo termossensivel contendo

microparticulas de prépolis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Reagentes, solventes, solu¢cdes e matérias-primas
e Acetato de Etila grau analitico (FMaia®)
e Acetona grau analitico (FMaia®)
e Acido acético glacial (Dinamica®)
e Acido cloridrico grau analitico (Vetec®)
e Alcool etilico grau farmacéutico (96°GL)
e Carbopol 934P® (BF Goodrich®)
e Carbonato de sédio (Nuclear®)
e Eter de petréleo (Nuclear®)
e Metanol grau analitico (FMaia ®)
e Mucina crua tipo Il (Sigma-Aldrich®)
e Padréo Crisina (Sigma-Aldrich®)
e Padrao Acido galico monohidratado (Sigma-Aldrich®)
e Poloxamer 407 (Lutrol® F127, BASF®)
¢ Reagente fosfomolibdotungstico R (Folin-Ciocalteau)
e Solucao de Carbonato de sddio 14,06% (p/V)
e Solucéo de hexametilenotetramina 0,5% (p/p)
e Solucao etandlica de cloreto de aluminio 2% (p/V)
e Solucédo metandlica de acido acético glacial 5% (V/V)
 Sulfato de sédio grau analitico (Synth®)

e Trietanolamina grau farmacéutico (Galena®)

4.1.2 Equipamentos e acessorios
e Agitador mecanico (Reidolph®)
o Agitador mecanico (RW 20Digital - Ika®)
e Agitador magnético (Lab disc - 1ka®)
e Agitador magnético com aquecimento (Fisatom®)
o Aparelho analisador de textura (TA-XTplus — Stable Micro Systems®)
e Aparelho medidor de pH (Gehaka®)
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e Balanca analitica (Shimatzu®)

e Balanca de determinacao de umidade com unidade de infravermelho (MB 200
- Ohaus®)

e Balanca semi-analitica (Gehaka®)

e Banho-maria (Fisatom®)

e Camara de fluxo laminar (Veco®)

e Ceélulas de difuséo de Franz modificadas

e Centrifuga (206BL-Fanen®)

e Espectofotdmetro UV-VIS (UV 1650 PC - Shimatzu® ; Quimis®)

e Forno Mufla (Quimis®)

e Manta aquecedora termostatizada (Fisatom®)

e Membrana de acetato de celulose

e Microscopio 6ptico (Kozo Optics®)

e Pipeta automatica (Eppendorf®)

e ReOmetro de gradiente e tenséo de cisalhamento controlado MARS Il
(Haake®)

e Shaker (Tecnal®

e Sistema purificador de 4gua por Osmose Reversa (OS 20 LX - Gehaka®)

e Turboextrator (Mallory®)

4.1.3 Outros

Cepas de referéncia de C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, C.
parapsilosis ATCC 22019 e isolados clinicos C. albicans de CVV, C. albicans de
CVVR, C. albicans de ASS, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e
Saccahromyces cerevisiae do banco de leveduras do Laboratério de Micologia
Médica - Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta e controle de qualidade da prépolis
A amostra de propolis foi coletada em colmeias de abelhas Apis mellifera L.,

de apiario localizado na cidade de Cianorte, na regido noroeste do Parana. Esta foi
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submetida a refrigeracdo por 24 h. Apos esse tempo, foi triturada em liquidificador
industrial, acondicionada em saco plastico e armazenada em freezer. Sob

temperatura de -18 °C.

4.2.1.1 Determinacao da perda por dessecacao

A perda por dessecacao foi determinada por método gravimétrico, utilizando-
se balanca analitica com sistema de secagem por infravermelho. Amostras de
aproximadamente 3 g da propolis triturada foram exatamente pesadas, em bandejas
de aluminio taradas, e dessecadas a temperatura de 110 °C, até peso constante
(BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006). O resultado foi calculado em relacdo a

100 g de droga e representa a média de seis determinacgdes.

4.2.1.2 Determinagéo do teor de cinzas

O cadinho de porcelana foi previamente calcinado em mufla a 450 °C por 30
minutos, apo6s foi resfriado em dessecador e seu peso (tara) foi determinado em
balanca analitica. Neste foram adicionados cerca de 3,0 g da propolis triturada,
pesados em balanca analitica, os quais foram incinerados e, posteriormente,
submetidos a calcinacdo em mufla a temperatura de 450 °C por duas horas. Foi
colocado em dessecador para arrefecimento e pesagem posterior. Repetiu-se a
técnica até peso constante (FARMACOPEIA, 2010). O resultado foi expresso em
porcentagem em peso de cinzas na droga (%, p/p) e representa a média de seis

determinacdes.

4.2.1.3 Determinacao do teor de ceras

Para determinacdo do teor de ceras, aproximadamente 1 g de proépolis
triturada, pesada em balanca analitica, foi colocado em frasco de vidro, acrescido de
10 mL de éter de petroleo e submetido a agitacdo. Em seguida o frasco com o
material foi submetido a aquecimento até ebulicdo do éter de petréleo por 5 minutos.
Foram acrescentados mais 10 mL de éter de petréleo e submeteu-se a aquecimento
(ebulicdo) por mais 5 minutos. Em seguida, o processo foi repetido uma terceira vez.
A fracdo etérea foi desprezada e a amostra de propolis remanescente foi seca,
sendo posteriormente submetida a nova pesagem apds arrefecimento da
temperatura (BRUSCHI, 2006). O resultado foi expresso em porcentagem (%, p/p) e

representa a média de seis determinacdes.
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4.2.1.4 Determinacdo do teor de extrativos em agua

Cerca de 1,0 g da prépolis triturada foi pesada em balanca analitica e
submetida a decoc¢cdo com 100,0 g de agua, durante 10 minutos. Apés o
resfriamento o volume foi completado a 100,0 mL. A solucédo resultante foi filtrada
em papel de filtro, desprezando-se os primeiros 20 mL. Do restante do filtrado,
pesaram-se exatamente 20 g, em pesa-filtro tarado, e evaporado até secura em
banho-maria, sob agitacdo ocasional. O residuo foi dessecado em balanca analitica
com sistema de secagem por infravermelho a temperatura de 110 °C até peso
constante (DEUTSCHES, 1994; BRUSCHI, 2006). O resultado obtido foi expresso

em massa percentual segundo a equacao abaixo:

TE = g.FD.100 (1)
m

Onde: TE = teor de extrativos (%, p/p), g = massa de residuo seco (g), FD = fator de
diluicdo (5), m = massa da amostra (g).

O resultado representa a média de seis determinacdes.

4.2.1.5 Determinagéo do teor de extrativos em etanol 96 °GL

Foram pesados cerca 20 g de extrato etandlico de prépolis 1% (p/p), em
pesa-filtro previamente tarado, preparado sob refluxo. A amostra foi evaporada até
secura em banho-maria, sob agitacdo ocasional. O residuo foi dessecado em
balanca analitica com sistema de secagem por infravermelho a temperatura de 110
°C até peso constante (BRUSCHI, 2006). O resultado obtido foi expresso em massa

percentual segundo a equacao abaixo:

TE = g.100 (2)
M

Onde: TE = teor de extrativos (%, p/p), g = massa de residuo seco (g), m = massa
da amostra (g).

O resultado representa a média de seis determinagdes.
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4.2.1.6 Determinacédo do teor de flavondides totais da droga

Cerca de 400 mg da amostra de propolis triturada, exatamente pesadas em
balanca analitica, foram colocadas em baldo de fundo redondo de 100 mL e
acrescidos de 1,0 mL de uma solucdo de hexametilenotetramina a 0,5% (p/p), 20 mL
de acetona e 2 mL de &cido cloridrico 6% (V/V). Foram aquecidos sob refluxo por
trinta minutos. A mistura foi filtrada para baldo volumétrico de 100,0 mL através de
chumaco de algodao. O residuo da prépolis e o algodédo foram lavados com duas
porcdes de 20 mL de acetona, aquecendo-se a fervura, sob refluxo por 10 minutos
em cada lavagem. Apos resfriamento a temperatura ambiente, procedeu-se nova
filtracdo, através de algoddo, para o baldo volumétrico, completando-se o volume
com acetona. Exatamente 10,0 mL da fracdo acetdnica foram transferidos para funil
de separacéo, tratados com 20 mL de agua e, em seguida, extraidos com 15 mL de
acetato de etila, repetindo-se a operacao por trés vezes, com porc¢des de 10 mL de
acetato de etila. As fases de acetato de etila foram reunidas em funil de separacéo e
lavadas com duas porcfes de 50 mL de agua. A seguir, a fracdo de acetato de etila
foi filtrada para um baldo volumétrico de 50,0 mL, através de algodéao e sulfato de
sédio anidro, tendo seu volume completado a seguir. Exatamente 10,0 mL foram
colocados em baldo volumétrico de 25,0 mL, adicionando-se 1,0 mL de solucdo de
cloreto de aluminio a 2% (p/V) e completando-se com solu¢cdo metandlica de acido
acético a 5% (V/V). Ao mesmo tempo, 10,0 mL de fracdo acetato de etila foram
diluidos em baldo volumétrico de 25,0 mL com solu¢cdo metandlica de acido acético
a 5% (V/V), formando a solucdo de compensacao. Apdés trinta minutos, procedeu se
a leitura em espectrofotometro (A = 425 nm) (DEUTSCHES, 1994; BRUSCHI, 2006).
Os ensaios representam a média de seis determinacfes e o resultado de cada

determinacao foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

TF=A. FD

m. (1- PD
[e.rm. (1- PO] @)

Onde: TF = teor de flavonodides totais em quercetina expresso em gramas por 100 g
de droga seca (%, p/p), A = absorbancia da solucdo teste, FD = fator de diluicdo
(1250), ¢ = absortividade especifica da quercetina (500), m = massa de propolis

testada (g) e PD = perda por dessecacao da propolis (valor absoluto).
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4.2.2 Preparacdo e controle de qualidade do extrato de propolis

Foi preparado extrato contendo 30% (p/p) de prépolis triturada em etanol 96
°GL. Pesou-se 300,0 g de propolis os quais foram completados para 1000,0 g com
alcool, no copo do turbo extrator, permanecendo em repouso durante 24 h. Apds, o
peso foi completado com &lcool e o material foi submetido a turbo extracdo durante
15 minutos, com dois intervalos de repouso de 5 minutos. O extrato foi submetido a
refrigeracdo (8 °C) por 1 h sendo, em seguida, filtrado sob vacuo e acondicionado
em frasco de vidro ambar com batoque interno de vedacdo e tampa rosca
(BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006).

4.2.2.1 Determinacao do pH
A determinacdo do pH foi realizada utilizando-se aparelho medidor de pH
calibrado com solugdes tamp&o pH 4,0 e 6,86 (FARMACOPEIA, 2010).

4.2.2.2 Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa do extrato foi determinada utilizando-se picndmetro
calibrado a 20 °C, em ambiente com temperatura controlada (20 °C). Em balanca
analitica, o picndémetro foi previamente tarado e foram determinados os pesos do
picnbmetro contendo &gua e contendo extrato. A densidade foi calculada pelo
guociente relativo a massa do extrato e a massa de agua, ap6s subtracdo da massa
do picndmetro (FARMACOPEIA, 2010). Foram realizadas trés leituras.

4.2.2.3 Determinacéo do residuo seco

Uma amostra de cerca de 10 g da solucéo extrativa foi exatamente pesada
e evaporada em banho-maria, sob agitacdo ocasional. Apos a secura, 0 material foi
colocado em balanca analitica com sistema de secagem por infravermelho a
temperatura de 110 °C até peso constante (BRUSCHlI et al., 2002; BRUSCHI, 2006).
O resultado obtido para o residuo seco (RS) foi expresso em relacdo a 100,0 g de

extrato e representa a média de trés determinagdes.

4.2.2.4. Determinacgéo do teor alcodlico
Uma aliquota de 25,0 mL da solucdo extrativa foi colocada em baldo de
fundo redondo, acrescida de 100,0 mL de &gua purificada e submetida a destilacdo

simples. Aproximadamente 90 mL de destilado foram recolhidos em balédo
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volumétrico de 100,0 mL e resfriados a temperatura ambiente. O volume foi
completado com agua purificada. A densidade do destilado foi determinada por
aredmetro e o teor de etanol, expresso em porcentagem (V/V) foi calculado
(BRUSCHI, 2006; FARMACOPEIA, 2010). Foram realizadas trés determinacdes.

4.2.2.5 Avaliacéo in vitro da atividade antifungica do extrato de propolis
4.2.2.5.1 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do extrato de
propolis

O teste de susceptibilidade ao extrato de prépolis foi realizado por meio do

ensaio de microdiluicdo em caldo, segundo adaptacdo do documento M27 - A3 do
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI; 2008), no Laboratério de
Micologia Médica - LEPAC da Universidade Estadual de Maringa — PR. As leveduras
(estocadas a -20°C) foram reativadas em caldo SDB (Saboraud dextrose broth) a
37°C/24h e cultivadas em SDA (Saboraud dextrose Agar) a 37°C/24h. O preparo do
in6culo foi feito pela suspensdo das espécies em SSE (solucdo salina estéril —
0,85% p/V), ajustando a concentracao a ser testada no espectrofotbmetro em 1,0 a
5,0 x 10° unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL). A partir dessa
suspensao, foram realizadas novas diluicdes: 1:50 em salina estéril e, na sequéncia,
1:20 em meio de cultura, obtendo assim o inéculo final desejado de 1 a 5 x 103
UFC/mL (CLSI, 2008).

O meio de cultura utilizado foi 0 RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute -
Gibco) tamponado com &cido morfolinopropanosulfénico (Sigma, Chemical Co, USA)
pH 7,0, suplementado com 2% de glicose como proposto pelo European Committee
on Antibiotic Susceptibility (EUCAST) (CLSI; 2008). As suspensdes foram testadas
com EPRP em microplacas plasticas esterilizadas, contendo 96 pocos organizados
em oito séries identificadas de A a H, cada qual com doze pog¢os numerados de 1 a
12 (Figura 5), incubadas a 35°C/48 h. Cada linha (A-H) correspondeu a uma espécie
fungica. Inicialmente foram adicionados 100 uL do meio RPMI nos pocos de 2 a 11,
de cada linha. Apoés foi adicionado 200 pL do meio RPMI no pogo 12 de cada linha,
esse foi o controle negativo (CN). Em seguida foram adicionados 100 pL do EPRP no
poco 1 e 2. A partir do 2° poco, foi feita uma diluicdo seriada, transferindo-se 100 pL
do homogeneizado para o seguinte pog¢o, na coluna 10, foram desprezados os 100
ML, ndo passando, portanto para o po¢o 11, o controle positivo (CP). Por fim foram

adicionados 100 pL do in6culo em cada linda correspondente, indo do pogo 1 ao 11.
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Além dos controles positivo e negativo, também foi realizado um teste de cada
levedura com etanol, na mesma diluicdo e condi¢cdo que foi utilizado como liquido
extrator no preparo do extrato. Como controle da técnica foi utilizado a cepa de
referéncia C. parapsilosis (ATCC 22019) e os isolados clinicos de C. albicans de CVV,
CVVR e ASS, e os isolados de C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e
Sacharomyces cerevisae.

Figura 5 — Esquema de microplaca de 96 pocos.
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Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

A leitura foi realizada ap6s 48h em equipamento leitor de microplacas,
observando o crescimento nas diferentes concentragdes, onde o controle positivo
(CP) deve apresentar 100% de crescimento e o controle negativo (CN) nenhum. A
CIM foi considerada a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento

de cada levedura, tendo como referéncia o seu respectivo controle positivo.

4.2.2.5.2 Determinacéo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato de
propolis

A CFM do EPRP foi determinada frente a C. parapsilosis (ATCC 22019) e aos
isolados clinicos de C. albicans de CVV, CVVR e ASS, assim como, isolados de C.
glabrata, C.tropicalis, C. parapsilosis e Sacharomyces cerevisae. O teste para
determinacdo da CFM foi realizado em placas de Petri plasticas esterilizadas com
meio de cultura SDA suplementado com cloranfenicol, a qual esta organizada em
oito séries identificadas de A a H, cada qual com doze quadrados numerados de 1 a

12, seguindo o esquema da Figura 6. Para o teste, foram feito pontos com agulha
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estéril de cada concentracdo do teste da CIM e transferido para o respectivo local na
placa com meio SDA. Em seguida as placas foram incubadas a 35 °C sem agitacéo
por 24 a 48 h com monitoramento diario. A CFM foi considerada a menor

concentracdo do extrato capaz de impedir o crescimento de cada levedura.

Figura 6 - Esquema da placa para determinacdo do CFM do extrato de propolis.
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Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

4.2.2.6 Validacdo de métodos espectrofotométricos para andlise de extrato de

prépolis

4.2.2.6.1 Validacdo do método de analise para quantificagcdo de flavondides
totais

A linearidade do método foi determinada por meio da obtencdo da curva de
analise da crisina (padrdo grau analitico). Preparou-se uma solu¢cdo méae (SM) em
metanol na concentracdo de 0,40 mg/mL. Em seguida, foram obtidas as diluices
(0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,07 e 0,08 mg/mL) em metanol. Retirou-se uma aliquota de
2,0 mL de cada diluicdo, adicionou-se 1,0 mL de solucéo de cloreto de aluminio a

2% (p/V) e completou -se o volume em 10,0 mL em baldo volumétrico com solugéo
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metandlica de &cido acético a 5% (V/V). Ao mesmo tempo, outros 2,0 mL de cada
diluicdo foram diluidos em bal&o volumétrico de 10,0 mL com solug&o metandlica de
acido aceético a 5% (V/V), formando a solucdo de compensacao. Apds 30 minutos,
procedeu se a leitura em espectrofotdmetro (A = 425 nm) (BRUSCHI, 2006). Para
cada concentracdo foram realizadas seis determinacdes. Os resultados foram
utilizados para o célculo da regressao linear e obtencdo da equacdo da reta,
coeficiente de correlacdo, inclinacdo da reta, intercepto do eixo y, analise de
residuos e andlise da falta de ajuste (ICH, 2005; BRASIL, 2003). As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio de software Statistica 8.0°.

O limite de deteccgéao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados
baseando-se no desvio padrdo (s) e na inclinacdo (S) da curva de analise, de acordo
com as seguintes formulas (ICH, 2005; BRASIL, 2003):

L[=32 3%
=
@)
LQ=10.5
S (5)

A precisdo do método foi determinada de acordo com as normas descritas
pela International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e a resolucao brasileira,
RE N° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). Na avaliacédo da repetibilidade e
precisdo intermediaria, o desvio padrao(s) e o desvio padréo relativo ou coeficiente
de variacdo (CV) de seis determinagcbes foram considerados. A seletividade do
método foi avaliada pela analise do espectro de varredura para o extrato de prépolis
a 30% (p/p). A exatidao foi determinada pela recuperacédo, adicionando quantidades
pré-determinadas do padréo crisina & amostra. O experimento de recuperacgéo foi
realizado em triplicata. O resultado foi determinado pela raz&o do valor encontrado
na andalise da amostra simulada pela quantidade real adicionada do padrao,
multiplicado por 100 (ICH, 2005). A robustez do método foi determinada por meio da

variagcdo do comprimento de onda de 415 e 435 nm para leitura.
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4.2.2.6.2 Validacdo do método de andlise para quantificacdo de polifendis
totais

A linearidade do método foi determinada por meio da obtencdo da curva de
analise de acido galico monohidratado (padrdo grau analitico). Preparou-se uma
solugdo-méae (SM) em metanol na concentragéo de 100 pug /mL. Em seguida, foram
obtidas as dilui¢des (0,0125; 0,0250; 0,0375; 0,0875; 0,1000 e 0,1125 pg/ mL) em
metanol. Em baldes volumétricos de 25 mL, foram acrescentados 10 mL de agua
purificada e adicionado aliqguotas de SM de forma seriada. Em seguida, foram
adicionados 1,0 mL do reagente fosfomolibdotingstico R (Folin-Ciocalteau) em cada
um dos bal6es volumétricos da série e, posteriormente, o volume foi completado
com solucdo aquosa de carbonato de sodio a 14,06% (p/V). Como solugéo
compensatoria foi utilizada dgua purficada. As solucdes foram deixadas em repouso
ao abrigo da luz, apés 15 minutos, procedeu se a leitura em espectrofotdmetro (A =
760 nm). Os ensaios representam a meédia de cinco determinacdes e foram
utilizados para o célculo da regresséo linear e obtencdo da equacéo da reta (curva
de andlise), coeficiente de correlagdo, inclinacdo da reta, intercepto do eixo v,
andlise de residuos e andlise da falta de ajuste (ICH, 2005; BRASIL, 2003). As
andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio de software Statistica 8.0°.

O limite de deteccéo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados
baseando-se no desvio padrdo (s) e na inclinacéo (S) da curva de andlise, de acordo
com as férmulas (4) e (5), respectivamente (ICH, 2005; BRASIL, 2003).

A precisdo do método foi determinada de acordo com as normas descritas
pela ICH (2005) e a resolugédo brasileira, RE N° 899 de 29 de maio de 2003
(BRASIL, 2003). Na avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria, 0 desvio
padrao(s) e o desvio padrdo relativo ou coeficiente de variacdo (CV) de seis
determinacdes foram considerados. A seletividade do método foi avaliada pela
analise do espectro de varredura para o extrato de prépolis a 30% (p/p). A exatidao
foi determinada pela recuperacdo, adicionando quantidades pré-determinadas do
padrdo &cido galico a amostra. O experimento de recuperacdo foi realizado em
triplicata. O resultado foi determinado pela razédo do valor encontrado na analise da
amostra simulada pela quantidade real adicionada do padréo, multiplicado por 100
(ICH, 2005). A robustez do método foi determinada por meio da variacdo do

comprimento de onda de 750 e 770 nm para leitura.
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4.2.2.7 Analise dos extratos de propolis por espectrofotometria

O extrato etanolico preparado com a propolis (EPRP) foi analisado por
espectrofotometria utilizando-se os métodos de quantificacdo de flavondides totais e

polifendis totais, previamente validados.

4.2.2.7.1 Analise do extrato de propolis pelo método de quantificacdo de
flavonoides totais

Em funil de separagéo, foram adicionados 1,0 mL de extrato, 1,0 mL de
agua e 1,0 mL de acetona. Esta mistura foi extraida trés vezes com 5,0 mL de
acetato de etila. As fases foram reunidas e lavadas, em funil de separacdo, com
duas porcbes de 15,0 mL de agua. A seguir, a fracdo em acetato de etila foi filtrada
para um baldo volumétrico de 25,0 mL, através de algodao e sulfato de sddio anidro
e completou se o volume (SA). Retirou-se uma aliquota de 2,0 mL da SA, adicionou-
se 1,0 mL de solucéo de cloreto de aluminio a 2% (p/V) e completou -se o volume
em 10,0 mL em baldo volumétrico com solucdo metandlica de acido acético a 5%
(VIV). Ao mesmo tempo, outros 2,0 mL de fragdo acetato de etila foram diluidos em
baldo volumétrico de 10,0 mL com solu¢cdo metandlica de &cido acético a 5% (V/V),
formando a solucdo de compensacdo. Apos 30 minutos, procedeu se a leitura em
espectrofotdmetro (A = 425 nm) (BRUSCHI, 2006). Os ensaios representam a média
de seis determinacdes e o resultado de cada determinacao foi calculado utilizando-

se a curva de andlise obtida anteriormente.

4.2.2.7.2 Andlise do extrato de propolis pelo método de quantificacdo do teor
polifendis totais

Em baldes volumétricos de 25 mL, foram acrescentados 10 mL de &agua
purificada e adicionado 2,0 uL de extrato. Em seguida, foi adicionado 1,0 mL do
reagente fosfomolibdotingstico R (Folin-Ciocalteau) e o volume foi completado com
solucdo aquosa de carbonato de sodio a 14,06% (p/V). Como solucéo
compensatoria foi utilizada agua purificada. As solugcdes foram deixadas em repouso
ao abrigo da luz, apdés 15 minutos, procedeu se a leitura em espectrofotdbmetro (A =
760 nm) (FARMACOPEIA, 2010). Os ensaios representam a média de seis
determinacdes e o resultado de cada determinacéo foi calculado utilizando-se a

curva de analise obtida anteriormente.
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4.2.3 Desenvolvimento e caracterizacdo do sistema semissolido mucoadesivo
termossensivel

Foram preparadas formulagdes poliméricas binarias contendo 15 e 20%
(p/p) de P407 com 0,10; 0,15; 0,20 ou 0,25% (p/p) de C934P, por meio de uma
adaptacao do ‘método a frio’ descrito por Schmolka (1972). Primeiramente, o C934P
foi incorporado paulatinamente em agua purificada, sob agitagdo mecéanica
constante até a hidratacdo e dispersdo completa do polimero. Incorporou-se o P407
no gel de C934P, deixando a preparacdo em repouso na geladeira até a hidratacao
e dispersdo completa deste outro polimero. Apds 12 horas, a preparacdo foi
submetida & agitacdo mecéanica lenta por 10 minutos, para a completa
homogeneizacdo do gel. O pH de cada formulacdo foi ajustado para 7,0 com
trietanolamina. Apds o preparo, todas as formulacdes foram centrifugadas (3000
rpm), para a remocao de bolhas de ar, e armazenadas em geladeira por no minimo
24 horas antes das andlises (BRUSCHI, 2006).

4.2.3.1 Determinacao do pH

A determinacdo do pH do sistema mucoadesivo termossensivel (SMTS) foi
realizada utilizando-se aparelho medidor de pH calibrado com solu¢des tampéao pH
4,0 e 6,86 (FARMACOPEIA, 2010).

4.2.3.2 Determinacao da densidade relativa
A densidade relativa dos SMTS foi determinada por meio de picndmetro
como descrito no item 4.2.2.2.

4.2.3.3 Avaliacao preliminar da temperatura de gelificacao

Os sistemas semissolidos mucoadesivos termossensivel foram submetidos &
avaliacao preliminar da temperatura de gelificagéo (Tsoigel) de acordo com Choi et al.
(1999). Um béquer graduado de 20 mL, contendo uma barra magnética e 10,0 g de
preparacdo liquida sob baixa temperatura, foi colocado em uma placa
termostatizada. Um termdmetro foi imerso na preparacdo a qual foi aquecida
continuamente e com agitacdo constante. Quando a barra magnética parou de
movimentar-se devido a gelificagdo, a temperatura foi determinada como Tsoygel. O
aquecimento maximo foi de 55 °C. Foram realizadas trés determinacdes para cada

preparacao.
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4.2.3.4 Analise do perfil de textura

A andlise do perfil de textura (APT) das formulagBes poliméricas binarias foi
realizada utilizando um analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems®),
conforme Figura 7, no modo de analise de textura como descrito por Bruschi (2006).

Uma quantidade de 16 g de formulacdo foi colocada em frascos de vidro
com tampa de presséo, evitando a introducao de bolhas de ar. No modo APT, uma
prova analitica de policarbonato (10 mm de diametro) foi comprimida duas vezes no
interior da amostra, com velocidade de 2 mm/s, profundidade de 15 mm e tempo de
15 s entre o final da primeira e o inicio da segunda compressdo. A analise foi
realizada em, no minimo, cinco replicatas e nas temperaturas de 25 °C e 37 °C. A
partir do grafico resultante da forca versus distancia e forca versus tempo (Figura 7),
a dureza (forca necessaria para atingir uma dada deformacé&o), a compressibilidade
(trabalho necessario para deformar o produto durante a primeira compressao da
prova), a adesividade (o trabalho necessario para superar as forcas de atracao entre
a superficie da amostra e a superficie da prova), a elasticidade (capacidade de
distender e retornar ao seu tamanho e forma inicial) e a coesividade (forca das
ligacdes internas que constituem o corpo do material) foram calculados (BRUSCHI,
2006; BRUSCHI et al., 2007).

Figura 7 - Analisador de textura TA-XTplus (a) e curva tipica de analise do perfil de
textura (APT): (C) dureza, (Al) compressibilidade, (A3) adesividade, (A2/Al)

coesividade e (D) elasticidade (b).
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Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira
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4.2.3.5 Avaliagéo in vitro da forga mucoadesiva

A forca mucoadesiva das formulacbes poliméricas binarias foi avaliada in
vitro por meio da medida da forca necesséria para remover a formulagéo a partir de
um disco de mucina, utilizando um analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro
Systems®) no modo de tensdo (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et al., 2007), como
ilustrado na Figura 8.

Figura 8 — Esquema do teste in vitro de mucoadeséo (a) e gréfico tipico do tempo

versus forca necessaria para a remocao do disco de mucina a partir da formulacéo

(b).

= Forgade
ForgaO1 N = .
Prova — = separacao
]
[N
disco de
mucina\
amostra—— ]
o ———
Tempo de contato

Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

(a) (b)

Inicialmente, o disco de mucina foi preparado pela compressao de mucina
crua (400 mg), utilizando um anel de compressdao com um diametro de 14 mm e
forca de compressdo de 10 toneladas, aplicada por 30 s. O disco foi fixado
horizontalmente na extremidade inferior da prova de APT. Antes do teste, o disco de
mucina foi hidratado pela submersdo em uma solu¢do aquosa de mucina 5% (p/p)
por um tempo de 30 s. O excesso de liquido na superficie do disco foi removido
através de um papel absorvente macio. Na temperatura de 37 °C, uma amostra da
formulagéo, previamente acondicionada em frasco de vidro cilindrico e raso, foi

colocada sobre a prova analitica, a qual foi entdo abaixada até que o disco de
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mucina entrasse em contato com a superficie da amostra. Instantaneamente, uma
forca para baixo de 0,1 N foi aplicada por um tempo definido (30 s) para assegurar 0
contato intimo entre a amostra e o disco de mucina. A prova foi entdo levantada com
uma velocidade constante de 1,0 mm/s e a for¢ca necessaria para remover o disco de
mucina da superficie da formulacdo foi determinada como o valor resultante da
curva forca pelo tempo. Para todas as formulac¢des, as medidas foram realizadas, no

minimo em cinco replicatas.

4.2.3.6 Andlise reoldgica de cisalhamento continuo

Os reogramas de fluxo dos sistemas foram obtidos utilizando um re6metro
de gradiente e tensdo de cisalhamento controlado MARS Il (Haake®), no modo de
fluxo, nas temperaturas de 5 °C, 25 °C e 37 °C, com geometria cone-placa paralelas
de 60 mm de diametro, separadas por uma distancia fixa de 0,052 mm. As amostras
foram cuidadosamente aplicadas a placa inferior, assegurando o minimo
cisalhamento da formulacdo e permitindo um tempo de repouso (relaxamento da
tensdo introduzida antes da andlise) de 5 minutos antes de cada determinacéo. As
curvas ascendente e descendente de fluxo foram obtidas com um gradiente de
cisalhamento partindo de 0 s até 5000 s™. O gradiente de cisalhamento foi
aumentado durante um periodo de 150 s, mantido no limite superior por 10 s e,
entdo, diminuido durante um periodo de 150 s. A selecédo de faixa de cisalhamento
foi determinada de acordo com a consisténcia de cada formulacdo (BRUSCHI, 2006;
BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2009). As curvas ascendentes descendentes
foram analisadas utilizando a equacdo de Oswald de Waele (Lei da poténcia —
Power Law) (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2009):

o=k’ (6)

Onde: o = tensao de cisalhamento, k = indice de consisténcia, y = gradiente de

cisalhamento, n = indice de fluxo.

4.2.3.7 Analise reolbgica oscilatéria
A andlise oscilatéria dos sistemas foi realizada nas temperaturas de 5 °C, 25
°C e 37 °C utilizando um reémetro MARS Il (Haake®), no modo oscilatério, com

geometria cone-placa paralelas com 60 mm de diametro, separadas por uma
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distancia fixa de 0,052 mm. Para cada amostra, a Regido Viscoelastica Linear (RVL)
foi investigada pelo aumento da tensdo oscilatoria (torque sweep) a uma frequéncia
fixa. A RVL foi identificada como a regido onde a tensdo e a deformacao foram
diretamente proporcionais e o modulo de estocagem, ou eléstico (G’) permaneceu
constante. Uma deformagédo dentro da RVL foi selecionada para subsequentes
andlises de varredura de frequéncia. As amostras foram cuidadosamente aplicadas
a placa inferior do rebmetro, assegurando o minimo cisalhamento da formulacdo e
permitindo um tempo de repouso (relaxamento da tensdo introduzida antes da
andlise) de 5 minutos antes de cada determinacdo (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et
al., 2007; JONES et al., 2009). Cinco replicatas, no minimo, foram analisadas para
cada amostra num intervalo de frequéncia de 0,1 a 10,0 Hz. O mdédulo elastico (G’),
0 mddulo viscoso ou de perda (G, a viscosidade dinamica (') e a tangente de
perda ou viscosa (tan 6) foram entdo determinados utilizando o programa RheoWin
4.10.0000 (Haake®). Experimentalmente, o primeiro ponto de coleta de dado gerado
pelo rebmetro a 0,1 Hz esta sujeito a artefatos do instrumento e, assim, foi tratado

com cautela.

4.2.3.8 Determinacao da temperatura de gelificacao

A temperatura de transicdo sol/gel (Tsoige) das formulacdes poliméricas
binarias foi determinada utilizando um redmetro de tenséo e gradiente controlados
MARS Il (Haake®), no modo oscilatério com rampa de temperatura, com geometria
cone-placa paralelas com 60 mm de diametro, separadas por uma distancia fixa de
0,052 mm (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2009). Cada
amostra foi cuidadosamente aplicada a placa inferior do rebmetro, assegurando o
minimo cisalhamento da formulacdo e permitindo um tempo de repouso
(relaxamento da tenséo introduzida antes da andlise) de 5 minutos antes de cada
determinacdo. ApoOs a determinacdo da RVL de cada formulacdo nas temperaturas
de 5°C e 60 °C, a analise de varredura da temperatura foi conduzida da temperatura
de 5 °C a 60 °C, com incrementos de temperatura de 10 °C/min, seguindo a
aplicacédo de uma tensdo constante e frequéncia de 1,0 Hz. O modulo elastico (G), o
modulo viscoso ou de perda (G”), a viscosidade dinamica (n’) e a tangente de perda
ou viscosa (tan &) foram entdo determinados utilizando o programa RheoWin
4.10.0000 (Haake®). As andlises foram realizadas com, no minimo, trés replicatas

para cada formulagéo. A Tsogel foi definida como o ponto onde o modulo elastico foi
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a metade do caminho entre os valores para o estado solugéo e para o estado gel e
foi calculado para as formulagbes que tiveram aumento significativo da viscosidade
dindmica com o aumento da temperatura (gelificacdo) (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI
et al., 2007; JONES et al., 2009).

4.2.3.9 Analise estatistica

Os efeitos da concentracdo polimérica, assim como da temperatura nas
propriedades mecanicas de textura foram estatisticamente avaliados por meio de
utilizando Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias. Similarmente, os efeitos da
concentragdo polimérica e da temperatura no indice de consisténcia, no indice de
fluxo, nas propriedades viscoleasticas (G, G”, n’ e tan 6) em cinco frequéncias
representativas (0,60; 2,55; 5,04; 7,53; 10,0 Hz) foram estatisticamente comparados
utilizando ANOVA de duas vias. Além disso, os efeitos da concentracdo de cada
componente polimérico na forca requerida para superar a ligacdo adesiva
formulacdo-mucina foram estatisticamente avaliados por meio de ANOVA de uma
via. Em todos os casos de ANOVA, comparacdes post hoc das médias dos grupos
individuais foram realizadas utilizando o teste da Diferenca Honestamente
Significante de Tukey. Teste t para dados emparelhados foi utilizados para
determinar se a vciscosidade dinamica das formulacdes foi significativamente
aumentada com o aumento da temperatura (gelificacdo). Em todos os casos, um
nivel de p < 0,05 foi aceito para denotar significancia (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et
al., 2007; JONES et al., 2009) e foi utilizado o programa Statistica 8.0°.

4.2.4 Preparacdo e caracterizacdo do sistema semissélido mucoadesivo
termossensivel contendo microparticulas de prépolis

Foram preparadas formulagdes poliméricas binarias contendo 15% ou 20%
(p/p) de P407 com 0,15 ou 0,25% (p/p) de C934P, pela adaptacao do ‘método a frio’
(SCHMOLKA, 1972), como descrito anteriormente. ApGs o0 repouso em geladeira,
por no minimo, 24 horas, incorporou-se aos geis, por gotejamento, exatamente 4%
(p/p) de EPRP sob agitacdo magnética por 30 min na temperatura de 20 °C
(BRUSCHI et al.,, 2003; 2007), de acordo com a Tabela 1. Apdés completa
homogeneizacéo, as preparacdes foram acondicionadas em frascos de vidro ambar

e hermeticamente fechadas.
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Tabela 1 - Composi¢cdo dos sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis

contendo microparticulas de prépolis

Concentracao (%, p/p)

Sistemas 5 .
Poloxamer 407  Carbopol 934P Extrato de propolis

SMTS-1 15 0,25 4,0

SMTS-2 20 0,15 4,0

4.2.4.1 Analise morfoldgica

A analise morfolégica das microparticulas de extrato de propolis em cada
sistema SMTS foi realizada por microscopia 6ptica com a captacdo de imagens,
utilizando-se microscépio éptico Kozo Optics®. Uma amostra foi colocada sobre a

lamina de vidro e as imagens foram capturadas.

4.2.4.2 Analise granulométrica

A determinacdo da distribuicdo de tamanho das microparticulas em cada
sistema mucoadesivo termossensivel foi realizada por captacdo de imagens, por
meio de microscépio 6ptico Kozo Optics®, utilizando o programa Image Pro Plus®
para quantificagdo. As formulagdes foram colocadas sobre uma lamina de vidro e,
para cada campo analisado, foi realizada a distribuicAo de tamanho das
microparticulas, utilizando como parametro para medicao o didametro segundo Feret
(BRUSCHI., 2006). Foram medidas cerca de 2400 particulas, e a distribuicdo de

tamanho das mesmas foi determinada.

4.2.4.3 Determinacao do pH

A determinacdo do pH dos SMTS contendo microparticulas de propolis foi
realizada utilizando-se aparelho medidor de pH calibrado com solu¢des tampéao pH
4,0 e 6,86 (FARMACOPEIA, 2010).

4.2.4.4 Determinacao da densidade relativa
A densidade relativa dos SMTS contendo microparticulas de propolis foi
determinada através de picndmetro como descrito no item 4.2.2.2.
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4.2.4.5 Avaliacao preliminar da temperatura de gelificacéo

A avaliacdo preliminar da temperatura de gelificagdo dos SMTS contendo
microparticulas de propolis foi determinada como descrito anteriormente no item
4.2.3.3.

4.2.4.6 Analise do perfil de textura
A andlise APT dos SMTS contendo microparticulas de prépolis foi

determinada como descrito anteriormente no item 4.2.3.4.

4.2.4.7 Avaliagéo in vitro da forga mucoadesiva
A avaliagdo in vitro da forca mucoadesiva dos SMTS contendo

microparticulas de prépolis foi realizada de acordo com o item 4.2.3.5.

4.2.4.8 Analise reoldgica de cisalhamento continuo
A reometria de cisalhamento continuo dos SMTS contendo microparticulas

de propolis foi determinada como descrito anteriormente no item 4.2.3.6.

4.2.4.9 Analise reoldgica oscilatéria
A reometria oscilatoria dos SMTS contendo microparticulas de proépolis foi

determinada como descrito anteriormente no item 4.2.3.7.

4.2.4.10 Determinacao da temperatura de gelificacao
A Tsougel dos SMTS contendo microparticulas de prépolis foi determinada

como descrito anteriormente no item 4.2.3.9.

4.2.4.11 Determinacéo do teor de prépolis

O teor de prépolis dos sistemas SMTS foi determinado pelo método
espectrofotométrico por quantificacdo do teor de polifendis totais, como descrito no
item 4.2.2.7.2.

Em balGes volumétricos de 25 mL, foram acrescentados 10 mL de agua
purificada e adicionados 500 puL de amostra. Em seguida, foram adicionados 1,0 mL
do reagente fosfomolibdotingstico R (Folin-Ciocalteau) e o volume foi completado
com solugdo aquosa de carbonato de sédio a 14,06% (p/V). Como solucdo

compensatoria foi utiizada SMTS sem EPRP. As solugbes foram deixadas em
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repouso ao abrigo da luz, ap6s 15 minutos, procedeu se a leitura em
espectrofotometro (A = 760 nm). Os ensaios representam a média de seis
determinacdes e o resultado foi calculado utilizando-se a curva de analise obtida

anteriromente.

4.2.3.12 Andlise estatistica

Os efeitos da concentracdo polimérica, da presenca de microparticulas de
propolis e da temperatura no indice de consisténcia, no indice de fluxo, nas
propriedades viscoleasticas (G’, G”, n’ e tan §) em cinco frequéncias representativas
(0,60; 2,55; 5,04; 7,53; 10,0 Hz) foram estatisticamente comparados utilizando
ANOVA de trés vias. Similarmente, os efeitos das concentracdes dos polimeros, da
presenca de microparticulas de prépolis e da temperatura nas propriedades
mecanicas de textura foram estisticamente avaliados por meio de ANOVA de trés
vias. Além disso, os efeitos das concentracbes de P407 e C934P, assim como da
presenca de microparticulas de propolis, na forca requerida para superar a ligacéo
adesiva formulacdo-mucina foram estatisticamente avaliados por meio de ANOVA
de duas vias. Em todos os casos de ANOVA, comparacdes post hoc das médias dos
grupos individuais foram realizadas utilizando o teste da Diferenca Honestamente
Significante de Tukey. Teste t para dados emparelhados foi utilizados para
determinar se a vciscosidade dinamica das formulacdes foi significativamente
aumentada com o aumento da temperatura (gelificacdo). Em todos os casos, um
nivel de p < 0,05 foi aceito para denotar significancia (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et

al., 2007) e foi utilizado o programa Statistica 8.0°.

4.2.4.13 Avaliacao do perfil de liberacdo in vitro de prépolis a partir das
preparacdes

O perfil de liberacdo de propolis foi determinado em um aparelho de liberacao
composto por células de difusdo de Franz modificadas. O aparelho consistiu de uma
célula de vidro, de formato circular, para estudo de semissolidos, com capacidade
para um volume total de 50,0 mL e com controle de temperatura, por meio de banho
termostatico.

Utilizou-se um volume de 50,0 mL de agua purificada como meio de
dissolugcéo para garantir uma condicdo sink (BRUSCHI et al.,, 2004, BRUSCHlI,
2006), e temperatura de 37 + 0,5 °C sob agitacdo constante com auxilio de barra
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magnética, utilizando-se membrana de acetato de celulose como suporte, no intuito
de mimetizar a mucosa vaginal. O tempo de ensaio foi de 24 h, com tempos de
amostragem (1,0 mL) em 30 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 min, 360 min, 480
min, 960 min e 1440 min, sem reposic¢ao de volume.

As condig¢Oes descritas acima foram utilizadas tanto para o estudo preliminar
com o extrato de propolis, utilizando-se 2,0 mL de uma dispersdo aquosa do mesmo
4% (VIV), quanto para o estudo do perfil de liberagdo da prépolis a partir dos
sistemas mucoadesivos termossensiveis SMTS-1 e SMTS-2.

Todos os ensaios foram realizados com seis repeticées e a propolis liberada
da formulacéo, em cada intervalo de tempo foi quantificada em relacdo ao teor de
polifendis totais. Em balBes volumétricos de 25 mL, foram acrescentados 10 mL de
agua purificada e adicionado 1,0 mL da amostra coletada. Em seguida, foram
adicionados 1,0 mL do reagente fosfomolibdotingstico R (Folin-Ciocalteau) e o
volume foi completado com solucdo aquosa de carbonato de sédio a 14,06% (p/V).
Como solucdo compensatoria foi utilizada agua purificada. As solucbes foram
deixadas em repouso ao abrigo da luz, apés 15 minutos, procedeu se a leitura em
espectrofotdbmetro (A = 760 nm). O resultado de cada determinagao foi calculado
utilizando-se a equacao da curva analitica obtida anteriormente.

Os resultados foram avaliados em termos do teor absoluto e acumulado de
polifendis totais liberados em cada intervalo de tempo, considerando o teor real de
extrato de propolis presente na formulacéo.

Para investigar o mecanismo de liberacdo de propolis a partir dos sistemas,
os dados obtidos foram analisados por meio da equacdo geral que descreve a
liberacdo de farmaco a partir de sistemas poliméricos matriciais (KORSMEYER et
al., 1983), utilizando transformacdes logaritmicas e analise dos minimos quadrados

(regressao linear) como descrito abaixo:

Mt = k. t" (8)

Mo

log Mt = log k + n logt (9)
M
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Onde: Mt/ My € a fragdo de farmaco liberado, t € o tempo de liberacdo, k é a
constante cinética de incorporacdo de caracteristicas estruturais e geométricas do
dispositivo de liberacdo e n é o expoente o qual pode indicar 0 mecanismo de
liberacdo do farmaco (JONES et al., 2000; BRUSCHI, 2006).

Os efeitos da diferenca de concentragcdo P407/C934P no tempo requerido
para a liberacdo de percentagens definidas da massa original de prépolis (10, 30 e
50%) a partir dos sistemas SMTS foram avaliados estatiscamente usando ANOVA
de uma via. Por fim, foi realizada uma comparacdo dos tempos requeridos para
liberar 10, 30 e 50% do teor original de prépolis em cada sistema utilizando o teste t
para dados ndo emparelhados. Nos dois casos, comparagdes post hoc das médias
dos grupos individuais foram realizados utilizando o teste da Diferenca
Honestamente Significante de Tukey. Em todos os casos, um nivel de significancia
de p < 0,05 foi aceito (BRUSCHI, 2006) e foi utilizado o programa Statistica 8.0°.

4.2.4.14 Avaliacado da atividade antifungica
4.2.4.14.1 Determinacao da CIM dos sistemas contendo propolis

A CIM dos SMTS contendo microparticulas de propolis foi determinada frente
a cepas de referéncia de C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, C.
parapsilosis ATCC 22019 e aos isolados clinicos, C. albicans de CVV, CVVR e ASS,
assim como, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e Saccahromyces cerevisiae,
pelo método de macrodiluicdo em caldo segundo adaptacdo do documento M27-A3
do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (RODRIGUEZ-TUDELA, 2008),
no Laboratorio de Micologia Médica - LEPAC da Universidade Estadual de Maringa -
PR.

O preparo do in6culo foi feito através da suspenséo das espécies em SSE,
ajustando a concentracdo a ser testada na camara de neubauer de 1,0 a 5,0 x 10°
unidades formadoras de colbnias por mL (UFC/mL). A partir dessa suspenséo, foram
realizadas novas diluicdes: 1:100 em salina estéril e, na sequéncia, 1:20 em meio de
cultura, obtendo assim o inéculo final desejado de 5,0x10% a 2,5x10% UFC/mL (CLSI,
2008). Para os testes com SMTS contendo microparticulas de propolis foi
necessaria a realizacdo de uma etapa de diluicdo dos sistemas, na qual se obteve
as diluicdes para o teste em si. Foi realizada também a etapa de diluicdo para os
sistemas SMTS sem microparticulas de propolis nas mesmas diluicdes e condigbes

dos sistemas SMTS contendo microparticulas de propolis. Na etapa de diluicéo
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foram utilizados 10 tubos de vidro com tampa de rosca enumerados para cada
sistema a ser testado. Foram pipetados aliquotas de 1,0 mL de meio RPMI em todos
os tubos (1 a 10). Em seguida, foram adicionados 1,0 mL de formulacédo no 1° e no
2° tubo. A partir do 2° tubo, foi feita a diluicdo seriada, transferindo-se 1,0 mL de
cada tubo para o seu tubo posterior, até chegar ao décimo tubo, conforme a Figura
9.

Figura 9 - Esquema da etapa de diluicAo dos sistemas mucoadesivos

termossensiveis (SMTS)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AT

RPMI  1,0mL  10mL 1,0mL 10mL 1,0mL 10mL 1,0mL 10mL 1,0mL 10mL
SMTS ¢/EPRP 1,0 g 109 Descarta

1,0mL 10mL 10mL 10mL 10mL 10mL 10mL 10mL 1,0mL
Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira

Apbs a realizacdo da etapa de diluicdo dos sistemas iniciou-se o teste para
determinacao da CIM. Para cada indculo testado, utilizou-se 10 tubos de vidro com
tampa de rosca enumerados de 1 a 10 para as formulacdes, 1 tubo para controle
positivo e 1 tubo para controle negativo, totalizando 12 tubos. Foram pipetadas
aliquotas de 100 pL de cada concentracdo da etapa de diluicdo e transferidas para
0s respectivos tubos com tampas de roscas enumerados. Em seguida, foram
pipetados 400 pL da suspensédo do in6culo do primeiro ao décimo tubo, conforme a

Figura 10.

Figura 10 - Esquema do teste para determinacdo do CIM para os sistemas
mucoadesivos termossensiveis (SMTS) com microparticulas de prépolis
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CP CN

I/ I A

SMTS 100puL  100pL  100pL 100yl 100puL  100pL  100uL  100puL  100pL  100uL 500uL (RPMI)
In6culo  400pL  400pL  400uL  400pL  400pL  400pL  400uL  400uL  400uL  400uL  500pL
Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira
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Os tubos foram levemente agitados para homogeneizar todo o volume. Em
seguida, foram colocados em estufa a 35 °C (“Shaker” — 70 a 80 RPM) por 48 h com
monitoramento diario. Apos 48 h, verificou-se o crescimento por meio da turvacéo do
meio. A CIM foi considerada a menor concentracdo de SMTS com microparticulas
de EPRP capaz de inibir o crescimento de cada levedura, tendo como referéncia o

seu respectivo controle positivo.

4.2.4.14.2 Determinacdo da CFM dos sistemas contendo propolis

A CFM dos SMTS contendo microparticulas de EPRP foi determinada frente a
C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 2001, e dos isolados clinicos de C.
albicans de CVV, CVVR e ASS, assim como, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e Saccahromyces cerevisiae, pelo método de macrodiluicdo em caldo
segundo adaptacdo do documento M23-A7 do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) (CLSI; 2008), no Laboratério de Micologia Médica - LEPAC da
Universidade Estadual de Maringd — PR. O teste para determinacdo da CFM foi
realizado em placas de Petri plasticas esterilizadas com meio de cultura SDA
suplementado com cloranfenicol. Para averiguar a atividade fungicida, foi semeado
20uL de cada concentracédo do teste da CIM e transferidas para as placas de petri
conforme esquema apresentado na Figura 11. Em seguida as placas foram
incubadas a 35 °C sem agitacao por 24 a 48 h com monitoramento diario. A CFM foi
considerada a menor concentracdo de SMTS com microparticulas de EPRP capaz

de impedir o crescimento de cada levedura.

Figura 11 - Esquema da placa de SDA para determinacdo do CFM do SMTS com
microparticulas de prépolis.

Fonte: Raphaela R. de Araujo Pereira
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade da prépolis

A propolis vem sendo usada desde tempos remotos por suas propriedades
farmacéuticas (GHISALBERTI, 1979; BURDOCK, 1998). Estas atividades tem sido
responsaveis pela proliferacdo de preparacdes com propolis produzidas tanto pela
industria farmacéutica quanto pela alimenticia (BURDOCK, 1998; SFORCIN et al.,
2007; MIGUEL et al., 2010). Sua composicdo quimica € variavel, possuindo grande
dependéncia da flora existente ao redor do apiario, a qual varia de uma localidade
para outra (BRUSCHI et al., 2003; POPOVA et al., 2004). Além disso, outros fatores
contribuem para essa variabilidade como a época e forma de coleta, situacdo e
manejo das colmeias, linhagem das abelhas, densidade populacional das colmeias e
localizac&o do apiario, estando todos estes fatores intimamente relacionados com a
qualidade da propolis (FRANCO; BRUSCHI; BUENO, 2000; BRUSCHI, 2006).

A amostra de prépolis obtida apresentou odor aromatico e sabor picante, com
aspecto de gomo-resina ligante e coloragdo amarelo-esverdeada. Essas
caracteristicas sdo marcantes nas prépolis produzidas na regido tropical do Brasil,
como o norte e noroeste do estado do Parana, S&o Paulo e Minas Gerais
(PAMPLONA, 1997; BRUSCHI, 2006).

A origem vegetal da propolis tem relacdo direta com a sua cor (KONIG, 1985).
A prépolis foi coletada numa regido de vegetacdo variada, onde a principal fonte
vegetal para as abelhas s&o pinheiros (Pinus sp. e Araucaria heterophylla)
responsaveis pelo tom esverdeado, além de espécies do cerrado como o alecrim do
campo ou vassourinha (Bacharis dracunculifolia). O aspecto mais amarelado em
algumas amostras de prépolis € explicado pela fonte vegetal particular da regido e
principalmente pela maior quantidade de ceras (FRANCO, 2001).

Na avaliacdo da droga foram utilizados métodos analiticos fisico-quimicos. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2. A determinacédo da perda por
dessecacao avalia o grau de umidade da droga analisada, embora seja conhecido
que o aquecimento pode promover a liberacdo de substancias volateis presentes
tanto nas plantas como também na propolis (BRUSCHI, 2006). Franco et al. (2000)
observaram variacGes na perda por dessecacdo de amostras de propolis coletadas

em diferentes estagbes do ano e locais da colmeia, sempre dentro de um limite
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admitido de 15%. Além disso, amostras coletadas no inverno e das partes mais
externas da colmeia apresentaram maior perda por dessecacdo (FRANCO, 2000;
BRUSCHI, 2006). O valor encontrado (5,97%) indica que a amostra de proépolis foi
provavelmente coletada dos locais mais internos da colmeia (caixilho, por exemplo)

e bem acondicionada.

Tabela 2 - Resultados das andlises fisico-quimicas da amostra de propolis

Parametros Média S CV% n
Perda por dessecacéao (%, p/p) 5,97 0,1506 2,52 6
Teor de cinzas totais (%, p/p) 4,62 0,1922 4,31 6
Teor de ceras (%, p/p) 24,79 0,5622 2,27 6
Teor de extrativo em agua (%, p/p) 56,54 0,9176 1,62 6
Teor de extrativos em etanol (%, p/p) 64,20 1,0111 1,57 6

Teor de flavondides totais (%, p/p)
1,86 0,0523 3,84 6
em quercetina

s = desvio padrao CV% = coeficiente de variacdo n = nimero de andlises

O teor de cinzas totais evidencia o grau de substancias residuais ndo volateis
presentes na amostra em analise. O valor de referéncia normalmente estabelecido
para drogas sintéticas é de 1% e de até 3% para drogas de origem vegetal.
Entretanto, esse valor ndo pode ser considerado para a propolis, pois esta contém
um alto valor de gomo-resina, entre outros materiais, que podem elevar o valor de
cinzas totais. Constituindo-se, portanto de um parametro muito importante para
verificacdo de possiveis adulteracdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988;
BRUSCHI et al., 2002). O teor de cinzas totais obtido (4,62%) est4 de acordo com o
perfil especifico encontrado por Franco et al. (2000).

As abelhas podem incorporar mais cera a propolis durante periodos em que
as resinas sdo escassas ou de dificil coleta e periodos onde a vedacgédo da colmeia
deve ser muito maior, como no inverno (BURDOCK, 1998; BRUSCHI et al., 2002). E

necessario que a analise do teor de ceras da propolis seja feita para cada amostra
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como controle de qualidade obrigatorio, em funcdo da possibilidade da diminuicao
do teor de substancias ativas (BRUSCHI et al.,, 2002). A faixa normalmente
encontrada para o teor de ceras é de 10 a 35% (BRUSCHI et al., 2002). Dessa
forma, o resultado da determinacdo do teor de ceras na amostra analisada (Tabela
2) apresentou valor médio (24,79%) que justifica sua cor mais amarelada,
encontrando-se dentro da faixa desejada, contribuindo para um bom teor de
substancias ativas.

A determinacado do tamanho médio das particulas é um fator muito importante
na obtencdo de um extrato, pois a qualidade da extracdo estd intimamente
relacionada com as dimensdes das particulas e, consequentemente, com a area de
superficie de contato com o liquido extrator (BRUSCHI et al., 2002). As particulas da
droga triturada apresentaram um tamanho médio de 0,4432 mm permitindo uma boa
superficie de contato com o etanol, facilitando a extragéao.

Juntamente com a determinacdo do tamanho médio das particulas, a
determinacdo da fracdo extraivel, que permite visualizar a capacidade de um
determinado liquido extrator em retirar substancias presentes na droga, € um
parametro importante na otimizacdo do processo de extracdo. Devido a propolis ser
um material resinoso com solubilidade limitada em agua, a mesma é normalmente
utiizada na forma de extrato etandlico. Portanto, a determinacdo do teor de
extrativos foi realizada em agua e em etanol 96 °GL, para a avaliacdo do melhor
liquido extrator de substancias presentes na droga.

Os resultados encontrados para o teor de extrativos (Tabela 2) utilizando-se
etanol 96 °GL foi maior (64,20%) que utilizando agua (56,54%), com isso pode-se
concluir que no preparo de extrato de prépolis, a utilizacdo de etanol como liquido
extrator favorece a extragao.

Os flavondides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides,
constituem uma importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia
na propolis, sendo nela utilizados como marcadores (BRUSCHI et al., 2002;
BRUSCHI, 2006; BURDOCK, 1998; MARCUCCI et al.,, 1995). O método de
quantificacdo do teor de flavondides totais, baseado na complexacéo com cloreto de
aluminio e detectado espectrofotometricamente no visivel (A = 425 nm), é o
normalmente utilizado (BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006). Este quantifica os
flavondides da droga em quercetina, um flavondide comum na propolis. Na

quantificacdo da droga, o resultado obtido (1,36%) demonstrou que o material
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analisado possui um teor de flavondides adequado, estando dentro dos limites
normalmente encontrados (1,0 a 8,5%) (BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006;
BURDOCK, 1998; FRANCO, 2001).

5.2 Preparacdo e controle de qualidade do extrato de propolis

Com relacao a qualidade dos produtos contendo propolis, um problema muito
comum é o grande numero de formas de preparacdo de extrato de propolis sem
controle e padronizacdo. Franco e Bueno (1999) demonstraram a eficiéncia da
turboextracdo na obtencdo de solucbes extrativas de prépolis, com teores de
flavondides variando de 0,76 a 1,91%. Os resultados encontrados na analise dos
extratos de propolis (Tabela 3) demonstraram a semelhanca em teor de flavonoides
com os estudos citados acima e com o0s valores encontrados por Franco et al.
(2000). Comparando as origens das propolis e os teores de flavondides obtidos para
0s extratos, observa-se a semelhanca entre os teores das prépolis originarias do

Estado do Parana.

Tabela 3 - Resultados das analises fisico-quimicas do extrato de propolis

Parametros Média S CV% n
Densidade relativa (g/mL) 0,8718 0,0008 0,09 3
pH 5,31 0,0115 0,22 3
Residuo seco (%, p/p) 17,11 0,5733 3,35 3
Teor alcodlico (%, VIV) 85,00 3,0000 3,53 3

s = desvio padrdo CV% = coeficiente de variagdo n = nimero de analises

O pH de uma solucéo extrativa esta diretamente relacionado com o pH do
liquido extrator e com o pH das substancias nela presentes. Assim, o pH do extrato
de propolis € dependente do pH do etanol, das substancias fendlicas, dos derivados
do alcool cinamico, de substancias nitrogenadas como os aminoacidos, entre outras
substancias (BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006; FRANCO; BUENO, 1999). O
valor de pH (Tabela 3) foi compativel com o pH do fluido vaginal sendo, portanto,

adequado para com a utilizacao clinica.
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A determinacdo da densidade relativa dos extratos tem como objetivo
estabelecer mais um parametro de caracterizagcdo para reconhecimento destes. A
maior quantidade de propolis na preparacdo do extrato leva a um aumento da
densidade relativa, este aumento pode modificar a capacidade de dissolucdo do
solvente, e em consequéncia diminuir o coeficiente de solubilidade dos flavonoides
(BRUSCHI et al., 2002; FRANCO, 2001). Esse aumento estd relacionado
provavelmente, a dissolucdo de uma quantidade maior de resina e de cera. O valor
obtido para a determinacéo da densidade relativa (0,8718 g/mL) esta de acordo com
os valores normalmente obtidos (BRUSCHI, 2006).

A determinacéo do residuo seco justifica-se pela necessidade da obtencéo de
informacBes como a quantidade real de prépolis na solucéo extrativa e a escolha do
meétodo de extracdo. O valor encontrado (Tabela 3) esta de acordo com os valores
normalmente obtidos (BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006). Embora, o teor de
residuo seco ndo seja considerado como um padrao de melhor ou pior qualidade,
sendo apenas considerado como mais uma caracteristica do extrato de prépolis.

A determinacado do teor alcodlico € mais um parametro avaliado no do extrato
obtido. Segundo a Farmacopéia Brasileira (1959) esta determinacdo pode ser
realizada por meio da determinacao da densidade ou pelo teor de agua existente no
extrato. A determinacdo da densidade pode ser realizada por diversos métodos,
sendo 0s mais usuais, 0s obtidos através de densimetros (arebmetros) ou atraves
de picnébmetros. A destilacdo, preconizada no método de determinacdo do teor
alcodlico da Farmacopéia Brasileira (2010), elimina a possibilidade de interferéncia
na leitura da densidade devida a presenca de substancias extraidas no extrato.
Dessa forma, evita-se que ocorram determinacdes errbneas dos valores de
densidade e, consequentemente, dos teores alcodlicos. O teor alcodlico no extrato
(85,00%) foi inferior ao do liquido extrator utilizado, resultado da presenca de
umidade residual da droga e perda de solvente durante o processo extrativo devido
a evaporacdo, mesmo com os cuidados tomados com temperatura e vedacao dos

recipientes.

5.3 Validac&o de metodologias analiticas para avaliacdo do extrato de propolis

O aumento do uso de preparacdes farmacéuticas requer abordagens
relevantes para quantificacdo das substancias ativas e diversos procedimentos
analiticos vém sendo propostos (BANKOVA et al., 1992; BONVEHI; COLL, 1994;

Raphaela R. de Araujo Pereira



97

WOISKY; SALATINO, 1998; POPOVA et al., 2004). Métodos espectrofotométricos
rapidos tém demonstrado serem Uteis na rotina de controle de qualidade de prépolis
(BONVEHI; COLL, 1994; WOISKY; SALATINO, 1998; POPOVA et al., 2004). Os
métodos sao principalmente para determinacdo do teor de flavondides totais
(BRUSCHI et al., 2003) e polifendis totais (WOISKY; SALATINO, 1998; POPOVA et
al., 2004). Entretanto, para a propolis ser utilizada na terapéutica, seus
procedimentos analiticos de controle quimico devem ser descritos e validados, o que
garante sua qualidade, seguranca e eficacia.

Na andlise do extrato de propolis por espectrofotometria, foi realizada a
validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de flavondides totais e para
guantificacdo de polifendis totais contidos no extrato alcodlico de prépolis. O
procedimento foi validado de acordo com as normas descritas pela International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e a Resoluc¢éo brasileira, RE N° 899 de
29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). A validacdo, como parte integrante da
qualidade, tem por objetivo garantir, por meios de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando confiabilidade
dos resultados. Na andlise de matrizes biol6gicas complexas, como o extrato de
propolis, o tipo de método e seu respectivo uso determinam quais parametros
devem ser avaliados (BRUSCHI, 2006). Os parametros de validacdo os quais devem
ser considerados sdo a exatidao, a precisdo (repetibilidade e preciséo intermediaria),
a especificidade, o limite de deteccédo, o limite de quantificacdo, a linearidade e a
variacdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

5.3.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de flavondides
totais

A linearidade do método de quantificacdo do teor de flavondides totais do
extrato etandlico de propolis foi realizada a partir de diluicbes da solucdo-mée de
crisina. A curva analitica foi determinada investigando-se a crisina em seis niveis de
concentracdo (0,01-0,08 mg/mL). As analises foram realizadas em seis replicatas
para cada concentragéao (Figura 12).
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Figura 12 - Curva de analise da crisina obtida por espectrofotometria em 425 nm
(n =6).
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A equacéo linear representativa foi y = 10,269x + 0,0925. O coeficiente de
correlacdo linear (r) foi de 0,9855, com isso pode-se afirmar a existéncia de
correlacdo linear entre as absorvancias e as concentragdes da crisina. O limite de
deteccédo (LD) foi de 0,1661 mg/mL e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 1,7284
mg/mL. Segundo o ICH (2005) e a resolucdo RE n°899, de 29 de maio de 2003
(BRASIL, 2003), ap6s a obtencdo da curva de analise deve ser determinado o0s
parametros de linearidade por meio de andlise estatistica, como demonstrado na

tabela abaixo.

Tabela 4 - Parametros de linearidade para curva de calibracéo da crisina

Crisina
Faixa linear (mg/mL) 0,01-0,08
Numero de concentracdes 6
Coeficiente de correlacao 0,9855
Intercepto = Erro padréo 0,089714 + 0,011030
Inclinag&o + Erro padréo 10,312994 + 0,219146
LD (mg/mL) 0,1661
LQ (mg/mL) 1,7284

Foi realizada a regressao linear por meio do teste de Fisher, com nivel de

confianca de 95%. Nesta andlise o valor de F, calculado pela razdo da média
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quadratica da regressao pela média quadratica dos residuos (Fcaculado = MRQ /
MQE) é comparado com o valor de Fgitico tabelado. Quando Feacuiado = Feritico, S€
aceita, com 95% de confianga, que a inclinagdo da reta é diferente de zero (“a” # 0),
com isso conclui-se que a regressao é significativa e a inclinacdo da reta da
regressdo ndo é nula. Os resultados da regressao linear para a crisina encontram-se

na tabela 5.

Tabela 5 — Regresséo linear da curva de calibracdo da crisina

Regressao Residuos
Soma quadratica 2,51004531826742 0,0385352372881355
Graus de liberdade 1 34
Média quadrética 2,51004531826742 0,00113338933200398
Teste F 2214,64
F critico 4,13

Como 0 Feaculado @presentou-se mais que dez vezes maior que 0 Feritico, pOde-
se concluir que a regressao é altamente significativa.

A andlise da falta de ajuste foi realizada pelo teste de Fisher, com intervalo de
confianca de 95%. Ela é realizada comparando-se o valor de Fcaculado (determinado
pela razdo das médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro) com o valor de
I:crl'tico-

Se Fcaculado < Feriico, 0 Modelo apresenta ajuste satisfatorio. Os valores da
analise da falta de ajuste estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6 — Andlise da falta de ajuste da curva de calibrac@o da crisina

Falta de ajuste Erro puro
Soma quadrética 0,026616037 0,009977833
Graus de liberdade 4 30
Média quadratica 0,006654009 0,000332594
Teste F 20,01
F critico 2,69
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Como 0 Fcacuado @presentou-se ligeiramente maior que 0 Fgrico, pOde-se

concluir que o modelo linear apresenta uma pequena falta de ajuste. Entretanto

mesmo possuindo essa variancia entre os valores dos erros puros a curva de

analise foi utilizada pelo modelo possuir valores de regressdo linear altamente

significativos.

A seletividade do método foi avaliada pela analise do espectro de varredura

para o extrato de propolis a 30% (p/p) (Figura 13).

Figura 13 - Espectro de absorcdo para o extrato de prépolis a 30% (p/p) para o

método de quantificacdo de flavondides totais.
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O desvio padrao relativo ou coeficiente de variagdo percentual para as

concentracdes de crisina analisadas (Tabela 7) demonstraram reprodutibilidade.

Tabela 7 — Desvio padréo relativo (coeficiente de variacdo percentual) das

concentragdes de crisina analisadas

Crisina 0,01 0,02 0,03 0,05 0,07 0,08
(mg/mL)
CV (%) 4,74 4,80 3,81 2,68 3,47 2,15

Para determinacdo do pardmetro de precisdo (Tabela 8) foram realizadas a

repetibilidade e precisdo intermediaria. Este resultado é referente a média de trés
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determinacdes e esta de acordo com o limite estabelecido (BRASIL, 2003; ICH,

2005).

Tabela 8 - Precisdo do método de quantificacdo de flavondides totais

Crisina Repetibilidade Precisdo intermediéria

(mg/mL) Média + s " Média + s v
1 0,02641 + 0,00109 4,11

0,02000 2 0,02498 + 0,00061 2,43 0,02488 + 0,00156 4,62
3 0,02326 + 0,00088 3,80
1 0,02943 + 0,00088 2,98

0,03000 2 0,02796 + 0,00079 2,81 0,02790 + 0,00161 4,37
3 0,02631 + 0,00131 4,97
1 0,04861 + 0,00099 2,03

0,04000 2 0,04663 £ 0,00195 4,18 0,04807 + 0,00192 3,37
3 0,04897 £ 0,00229 4,68

A andlise de uma amostra preparada contendo uma quantidade conhecida de

acido gélico determinou a exatiddo do método utilizando ensaios de recuperacao

(Tabela 9). A recuperacdo de crisina adicionada foi de 112,52 + 13,65%. Este

resultado é referente & média de trés determinacdes e estd de acordo com o0s
valores de referéncia de 80 — 120% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Tabela 9 - Recuperacédo para método de quantificacdo de flavondides totais

Crisina (mg/mL) Crisina (mg/mL) Recuperacgéo Média
Adicionada Encontrada (% £ CV%) (% £ CV%)
0,02000 0,02488 + 0,002 124,40 + 7,8208
0,03000 0,02781 + 0,002 92,71 +5,6714 112,52 + 13,65
0,04000 0,04807 + 0,002 120,17+ 4,8054

A robustez do método foi avaliada pela variagdo do comprimento de onda

para leitura (Tabela 10). O método demonstrou ser robusto para o comprimento de

onda de 425 nm.
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Tabela 10 - Robustez para método de quantificacdo de flavondides totais

Crisina Crisina (mg/mL)
A (nm) CV%
(mg/mL) Média £ s
415 0,04309 £ 0,002 3,70
0,02000 425 0,02641 + 0,001 4,11
435 0,01222 + 0,001 5,75
415 0,04718 + 0,002 3,72
0,03000 425 0,02943 + 0,001 2,98
435 0,01653 £ 0,001 3,78
415 0,07695 + 0,002 2,16
0,04000 425 0,04861 + 0,001 2,03
435 0,02563 + 0,0005 1,95

5.3.2 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de polifendis totais

A linearidade do método de quantificacdo do teor de polifendis totais do
extrato etandlico de propolis foi realizada a partir de diluicbes da solucdo-mée de
acido galico. A curva analitica foi determinada investigando-se o acido galico em
seis niveis de concentracdo linear (0,0125 - 0,1125 pg/ mL). As analises foram

realizadas em cinco replicatas para cada concentracédo (Figura 14).

Figura 14 - Curva de analise do acido galico obtido por espectrofotometria em
760 nm (n =5).
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A equagéo linear representativa foi y = 6,9283x + 0,0845. O coeficiente de
correlacdo linear (r) foi de 0,9962, com isso pode-se afirmar a existéncia de
correlacdo linear entre as absorvanicas e as concentracdes do acido galico. Este
valor concorda com a Resolucdo Brasileira RE n° 899, de 29 de maio de 2003
(BRASIL, 2003), que estabelece uma r20,99 como critério de aceitagdo do método
proposto. Além disso, o limite de deteccdo (LD) foi de 0,0028 pg/ mL, o limite de
quantificacdo (LQ) foi de 0,0086 ug/ mL e os parametros de linearidade por meio de

analise estatistica, como demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11 - Parametros de linearidade para curva de analise do acido galico

Acido galico

Faixa linear (ug/mL) 0,0125-0,1125
Numero de concentracdes 6
Coeficiente de correlacao 0,9962
Intercepto * Erro padréo 0,084549 + 0,005929
Inclinacao + Erro padrao 6,928275 + 0,080568
LD (ug/mL) 0,0028

LQ (ug/mL) 0,0086

Foi realizada a regressao linear por meio do teste de Fisher, com nivel de
confianca de 95%. Nesta analise o valor de F, calculado pela razdo da média
quadratica da regressao pela média quadratica dos residuos (Fcaculado = MRQ /
MQE) é comparado com o valor de Fiico tabelado. Quando Fcaculado = Feritico, aceita-
se, com 95% de confiancga, que a inclinacdo da reta é diferente de zero (“a” # 0), com
isso conclui-se que a regressao é significativa e a inclinacdo da reta da regressao
nao € nula. Os resultados da regressao linear para a crisina encontram-se na tabela
12.
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Tabela 12 - Regresséo linear da curva de calibracéo do acido gélico

Regressao Residuos
Soma quadrética 2,17504560344828 2,17504560344828
Graus de liberdade 1 28
Média quadréatica 0,00823576321839081 0,000294134400656815
Teste F 7394,74
F critico 4,19

Como 0 Fcaculado € Mais que dez vezes maior que 0 Fgritico, pOde-se concluir
gue a regressao € altamente significativa.

A andlise da falta de ajuste foi realizada pelo teste de Fisher, com intervalo de
confianca de 95%. Ela é realizada comparando-se o valor de Fcaculado (determinado
pela razdo das médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro) com o valor de
Feritico- S€ Feaculado < Feriticoo 0 Modelo apresenta ajuste satisfatorio. Os valores da

andlise da falta de ajuste estdo descritos na tabela 13.

Tabela 13 - Andlise da falta de ajuste da curva de calibracdo do acido gélico

Falta de ajuste Erro puro
Soma quadratica 0,002791763 0,005444000
Graus de liberdade 4 24
Média quadratica 0,000697941 0,000226833
Teste F 3,08
F critico 2,78

O Fcalculado @presentou-se um pouco maior que o Ferico, l€vando-se a concluir
gue o modelo linear praticamente ndo apresenta falta de ajuste. Entretanto mesmo
possuindo essa pequena variancia entre os valores dos erros puros a curva de
analise foi utilizada pelo modelo possuir valores de regressédo linear altamente
significativos.

Adicionalmente, a seletividade do meétodo foi avaliada pela analise do

espectro de varredura para o extrato de prépolis a 30% (p/p) (Figura 15).
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Figura 15 - Espectro de absorcdo para o extrato de prépolis a 30% (p/p) para o
método de quantificacdo de polifendis totais.
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O desvio padrdo relativo ou coeficiente de variagcdo percentual para as
concentracbes de acido gélico analisadas (Tabela 14) demonstraram

reprodutibilidade.

Tabela 14 - Desvio padrdao relativo (coeficiente de variagcdo percentual) das

concentracdes de acido galico analisadas.

Acido galico
(ug/mL)
CV (%) 4,69 4,26 1,87 2,74 2,85 1,96

0,0125 0,0250 0,0375 0,0875 0,1000 0,1125

Para determinacédo do parametro de precisédo (Tabela 15) foram realizadas a
repetibilidade e precisao intermediaria. Este resultado é referente a média de trés
determinacdes e esta de acordo com o limite estabelecido (BRASIL, 2003; ICH,
2005).
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Tabela 15 - Precisdo do método de quantificacdo de polifendis totais

Acido gélico Dias Repetibilidade CV % Preciséo CV %
(ng/mL) Média + s intermediaria
Média £ s
1 0,08768 + 0,00252 2,87
0,08750 2 0,09197 £ 0,00110 1,20 0,09224 + 0,00429 4,65
3 0,09452 + 0,00320 3,39
1 0,09841 + 0,00297 3,02
0,10000 2 0,10390 + 0,00226 2,17 0,10277 £ 0,00472 4,59
3 0,10496 + 0,00432 4,12
1 0,11054 £ 0,00268 2,42
0,11250 2 0,11020 £ 0,00025 0,23 0,11185 + 0,00201 1,80
3 0,11251 + 0,00161 1,43

A andlise de uma amostra preparada contendo uma quantidade conhecida de
acido gélico determinou a exatiddo do método utilizando ensaios de recuperacao
(Tabela 16). A recuperacdo de acido galico foi de 101,77 + 4,29%. Este resultado é
referente a média de trés determinacdes e esta de acordo com os valores de
referéncia de 80 - 120% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Tabela 16 - Recuperacédo para método de quantificacdo de polifendis totais

Acido galico Acido galico Recuperacio Média
(mg/mL) (mg/mL) (% £ CV%) (% £ CV%)
Adicionada Encontrada
0,08750 0,09139 £ 0,004 104,44 + 4,1820
0,10000 0,10242 + 0,004 102,42 + 4,1723 101,77 = 4,29
0,11250 0,11075 £ 0,002 98,44 + 1,9624

A robustez do método foi avaliada pela variacdo do comprimento de onda
para leitura (Tabela 17). O método demonstrou ser robusto nos comprimentos de

onda avaliados.
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Tabela 17 - Robustez para método de quantificacdo de polifendis totais

- N Acido galico
Acido galico

(ug/mL) A (nm) (mg/mL) CV%
Média = s
750 0,08927 + 0,002 2,29
0,08750 760 0,08768 + 0,003 2,87
770 0,08889 + 0,002 2,39
750 0,09817 + 0,003 3,29
0,10000 760 0,09841 + 0,003 3,02
770 0,09913 + 0,003 3,00
750 0,10914 + 0,002 2,25
0,11250 760 0,11054 + 0,003 2,42
770 0,11131 + 0,003 2,41

5.3.3 Quantificacéo do extrato de propolis
Os resultados obtidos na quantificacdo (flavonoides e polifendis totais) do

extrato de propolis 30% (p/p) estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados da quantificacdo do extrato de propolis 30% (p/p) para teor

de flavondides e teor de polifendis totais.

Parametros .
Média s CV% n
Teor de flavondides totais (%, p/V)
o 2,23 0,0366 1,64 6
extrato em crisina
Teor de polifendis totais (%, p/V)
4,07 0,0806 1,98 6

extrato em &cido galico

s = desvio padrao CV% = coeficiente de variagdo n = nimero de andlises

5.4 Avaliagdo antifungica in vitro do extrato de prépolis

5.4.1 Determinacao da CIM e CFM do extrato de prépolis
A propolis possui diversas finalidades na colmeia, ela recobre sua parede

interna e veda aberturas, impedindo dessa forma de insetos e permitindo desse
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modo que ela figue mais protegida (GHISALBERTI, 1979). Além disso, ela é a
principal responsavel pela constancia da temperatura (28 a 30 °C) e pela
manutencdo de uma ambiente quase estéril da colmeia (GHISALBERTI, 1979;
BURDOCK, 1998). Portanto sua presenca garante a baixa incidéncia de bactérias e
fungos no local, agindo como microbicida. I1sso que explica seu amplo espectro de
atividades biol6gicas destacando-se, dentre elas, a antibacteriana e antifingica
(MARCUCCI, 1995), sendo a ultima a de principal interesse no presente trabalho.

Por conseguinte, a atividade antifungica in vitro do extrato de propolis foi
avaliada frente a cepas de leveduras provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC) e frente a isolados clinicos do banco de leveduras do Laboratério
de Micologia Médica pertencente ao LEPAC — UEM. Os resultados obtidos para os
controles positivo, negativo e etanol controlaram o0s ensaios e asseguraram a
eficacia do experimento.

A CIM do EPRP foi determinada frente a 17 leveduras, as quais apresentaram
condi¢cBes de cultivos compativeis com as exigéncias para a execucao do teste. A
variacdo da CIM foi de 340,55 — 1362,19 pug/mL para o extrato de EPRP (Tabela 19).
A partir dos resultados obtidos, realizou-se o teste para determinagdo da CFM para
comprovacao da atividade fungicida. O teste da CFM apresentou os mesmos valores
encontrados para CIM concordando, portanto com o teste anterior (Tabela 19). A
partir desse resultado foi calculado a CFM em polifendis totais (principal grupo
responsavel pela atividade antifungica da prépolis).

Os resultados obtidos para o extrato foram iguais ou menores que 55,44 ug/
mL de polifendis totais, demonstrado boa atividade frente tanto as cepas de
referéncia, como também frente aos isolados clinicos. Eles apresentaram menores
valores de CFM frente a 1 C. albicans CVV e 1 C. albicans CVVR. Em 27,72 yg/ mL
de polifendis totais foram susceptiveis 1 C. albicans CVVR, 2 C. albicans ASS, 1 C.
tropicalis e 2 C. parapsilosis. A menor susceptibilidade (13,86 pg/mL) foi
demonstrada frente a C. albicans ATCC, 1 C. albicans CVV e 1 C. albicans CVVR, 1
C. tropicalis, todas C. glabrata e Saccharomyces cerevisae.
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Tabela 19 — Concentracao fungicida minima (CFM) do extrato de prépolis frente as
leveduras testadas

CFM em
Micro-organismo Numero de CFM 1 Polifendis
leveduras Mg. mL’ Totais
pg. mL*

Candida albicans ATCC 90028 1 1362,19 55,44
Candida albicans CVV 1 340,55 13,86
Candida albicans CVV 1 1362,19 55,44
Candida albicans CVVR 1 340,55 13,86
Candida albicans CVVR 1 681,09 27,72
Candida albicans CVVR 1 1362,19 55,44
Candida albicans ASS 1 681,09 27,72
Candida albicans ASS 1 681,09 27,72
Candida glabrata 1 1362,19 55,44
Candida glabrata 1 1362,19 55,44
Candida glabrata 1 1362,19 55,44
Candida parapsilosis 1 681,09 27,72
Candida parapsilosis 1 681,09 27,72
Candida tropicalis 1 681,09 27,72
Candida tropicalis 1 1362,19 55,44
Saccharomyces cerevisae 1 1362,19 55,44
Saccharomyces cerevisae 1 1362,19 55,44
Total 17

Os antifingicos sintéticos apresentaram uma variacdo de 0,125 a 16 pg/mL
para o fluconazol, 2,0 a 16 pug/mL para nistatina e 0,03125 a 0,5 pug/mL para
anfotericina B. Entretanto, embora a propolis necessite de uma maior concentracao
gue os sintéticos, ela apresenta-se como uma opc¢ao de tratamento eficaz e segura,
e excluindo-se alergias, praticamente sem efeitos adversos.

Desta forma, pode ser comprovada que tanto a propolis quanto seu extrato
etanodlico apresentou qualidade e comprovacdo de sua atividade antifungica. A

concentracdo de extrato etandlico de propolis utilizado nas formulagcbes foi

Raphaela R. de Araujo Pereira



110

estabelecida com base em dados da literatura e resultados obtidos de suas
avaliagOes fisico-quimicas e microbiolégicas. O extrato de prépolis é comumente
utilizado na terapéutica em dispersées aquosas de 2 a 4% (V/V) (PAMPLONA, 1997;
BURDOCK, 1998; BRUSCHI, 2006), considerando-se a variagcdo do seu teor de
substancias ativas e, do extrato, com a origem geografica e época de coleta
(FRANCO, 2001; BANKOVA, 2005; BRUSCHlI, 2006).

Com base nesses resultados, o teor de extrato de propolis (residuo seco) e a
evidéncia que o sistema de liberacdo mucoadesivo termossensivel vaginal deve
liberar o agente antifungico por periodos prolongados de tempo na mucosa vaginal
em niveis maiores que a concentragdo fungicida minima (CFM) para as leveduras, a

concentracéo utilizada nos sistemas foi de 4% (p/p).

5.5 Desenvolvimento e caracterizacdo de sistema semissélido termossensivel

Nas dUltimas décadas, uma maior atencdo tem se concentrado no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos. O numero de
produtos baseados nesses novos sistemas vem crescendo significativamente. As
principais vantagens de sistemas de liberacdo de farmacos por meio de
administragao vaginal em relagdo aos convencionais, como a administracao oral,
entre outros s&do a capacidade de evitar 0 metabolismo de primeira passagem, a
facilidade de administracdo e alta permeabilidade para farmacos de baixo peso
molecular (PAVELIC et al., 2004; HUSSAIN; AHSAN, de 2005; BALOGLU et al.,
2009; NDESENDO et al., 2010; SHAIKH et al.,, 2011). Entretanto, uma grande
desvantagem ainda associada a sistemas de ac¢ao local para liberacdo de farmacos
€ a sua pouca retencdo no sitio de acdo (ANDREWS; LAVERTY; JONES; 2009).
Pode-se resolver esse problema utilizando-se agentes poliméricos que respondam a
estimulos externos como o pH, temperatura, alteracdes idnicas e de corrente elétrica
(BRUSCHI, 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009), como polimeros
mucoadesivos e/ou termossensiveis.

A administragcdo local de farmacos possui algumas vantagens distintas em
relacdo a administracéo oral. Em alguns casos, a administracéo local € fundamental
para a liberagcdo do farmaco em sua forma ativa. A disponibilidade & geralmente
mais rapida, ampla e previsivel que quando o farmaco é administrado por via oral
(WILKINSON, 2003; ANDREWS; LAVERTY; JONES et al., 2009; CARVALHO et al.,
2010). A dose eficaz, portanto, pode ser administrada de modo mais preciso.
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Pesquisas diversas tém demonstrado resultados promissores com a
utilizacdo de sistemas semissoélidos mucoadesivos (ANDREWS; LAVERTY; JONES
et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; SHAIKH et al., 2011), principalmente hidrogéis,
contendo agentes para higiene pessoal (YOO et al. 2006), para restauracdo e
manutencdo da acidez vaginal (BONFERONI et al., 2006), contraceptivos
(ZANEVELD et al., 2001), antiprotozoarios (EL-KAMEL et al.,, 2002; DIAS et al.,
2005; RAMADAN et al., 2008; BHOWMIK et al. et al., 2009), antibacterianos
(PAVELIC et al., 2004; DIAS et al., 2005; SIMOES et al., 2005; PERIOLI et al., 2008;
GUPTA et al., 2009; PATEL et al.,, 2009; PERIOLI et al, 2009a) ou antifingicos
(CESCHEL et al., 2001; CHANG et al., 2002; KAST et al., 2002; FRANCOIS et al.,
2003; BILENSOY et al., 2006; SHARMA et al., 2006; ALAM et al., 2007; ALBERTINI
et al., 2009; BACHHAV et al., 2009, PATEL et al., 2010). Juntamente, polimeros que
apresentam aumento da vsicosidade com o0 aumento da temperatura tém
despertado grande interesse (CHANG et al., 2002; BILENSOY et al., 2006; HAN et
al., 2006, BILENSOY et al., 2010)

Bioadesivos sdo materiais naturais ou sintéticos que podem fixar-se sobre
superficies biolégicas e permanecer ali durante um periodo prolongado de tempo
(ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009, SHAIKH et al., 2011). A bioadeséo pode ser
definida como algum tipo de fen6meno de adesao em que uma ou mais fases estéao
envolvidas, ou substrato ou adesivo, fazendo parte de um organismo vivo. Sempre
gque a adesdo é em uma superficie mucosa o fenbmeno entdo é chamado
mucoadesdo (WAITE et al.,, 1990; BRUSCHI, 2006). Assim como podem interagir
com a camada de mucina da mucosa vaginal, pelo principio da mucoadeséo,
recobrindo uma grande superficie da mucosa, exibindo boa retencdo na cavidade
vaginal por periodo de tempo desejavel (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009,
SHAIKH et al., 2011). A associacdo de polimeros mucoadesivos com polimeros
termossensiveis tem possibilitado desenvolver novos sistemas de liberacdo de
farmacos com capacidade de contato superior, melhor adesividade, tempo de
residéncia prolongados e, consequentemente, absorcdo assegurada no sitio de
aplicagdo selecionado (VALENTA, 2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009,
JONES et al., 2009; SHAIKH et al., 2011).

Nesse contexto, foi desenvolvido um sistema inédito objetivando a

administracdo vaginal, com liberacdo local de prépolis, para o tratamento de CVV,
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baseado nas propriedades fisico-quimicas do polimero termossensivel P407 e o do
polimero mucoadesivo C934P.

Considerando que o sistema polimérico binario (blenda) composto por P407 e
C934P deve ser liguido a baixa temperatura, gelificar na cavidade vaginal (34 - 37
°C) e possuir pH compativel com o da mucosa vaginal (VALENTA, 2005), foram
preparadas formulagdes poliméricas binarias com propor¢des diferentes de P407 e
C934P.

Partindo desse principio, utilizaram-se P407 e C934P no desenvolvimento de
um sistema semissoOlido mucoadesivo termossensivel para liberagdo de
microparticulas de prépolis na mucosa vaginal. A variagdo das concentragcdes
desses polimeros pode gerar sistemas com diversas propriedades fisicas. Os
sistemas binarios, preparados com varias proporcbes de P407 e C934P,
apresentaram diferengas com relagdo a aparéncia e consisténcia. Os mesmos
resultados foram observados por Bruschi (2006) ao preparar sistemas bioadesivos
formados por P407 e C934P em diferentes proporcdes. Verificou-se também a
influéncia do pH, mas principalmente do agente neutralizante na alteracdo da
viscosidade, sendo que o ultimo ndo a afeta de forma direta (BRUSCHI, 2006).
Entretanto, a utillizacdo de trietanolamina como neutralizante, no lugar de tampé&o
tris ou solucdo de hidroxido de sédio, foi justificada pelo fato desta proporcionar
utilizacao clinica e aumentar a mucoadesdo das formula¢cdes (MUSIAL; KUBIS,
2004; TAMBURIC; CRAIG, 1995; BRUSCHI; 2006). Portanto, a avaliacdo das
propriedades apresentadas pelos sistemas poliméricos binarios, foi importante para

prever e entender o comportamento in vivo dos mesmos.

5.5.1 Determinacéo da densidade relativa
Os sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis apresentaram
densidade relativa entre 1,0250 + 0,0003 e 1,0318 + 0,0003 conforme apresentado
na tabela 20.
Na avaliacdo de densidade, os sistemas apresentaram valores muito
proximos da densidade da agua. Esses resultados podem ser explicados pelo fato
de que ambos os sistemas sejam constituidos por cerca de 80% (p/p) de agua.
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Tabela 20 - Densidade relativa dos sistemas semissolidos mucoadesivos

termossensiveis @

Concentracéao (%, p/p) Densidade
SMTS
P407 C934P (g/mL)
15/0,20 15 0,20 1,0297 + 0,0003
15/0,25 15 0,25 1,0250 + 0,0003
20/0,10 20 0,10 1,0318 + 0,0003
20/0,15 20 0,15 1,0305 + 0,0003

& Cada valor representa a media (+ desvio padréo) de pelo menos trés replicatas

5.5.2 Avaliacéo preliminar da temperatura de gelificacéo
Os sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis foram avaliados
previamente pelo método mecanico para determinagédo da temperatura de transicao

sol-gel (Tsol-ger) € OS resultados estédo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 - Temperatura de gelificagéo (Tsougel) Obtida por meio de método mecéanico

(preliminar) dos sistemas semissoélidos mucoadesivos termossensiveis

Concentracéao (%, p/p)

SMTS Tsoligel (°C)
P407 C934P

15/0,10 15 0,10 31,23 +0,25
15/0,15 15 0,15 30,33 +1,04
15/0,20 15 0,20 29,00 + 1,53
15/0,25 15 0,25 28,17 = 0,00
20/0,10 20 0,10 23,33 +1,15
20/0,15 20 0,15 21,83 +0,29
20/0,20 20 0,20 19,67 + 0,58
20/0,25 20 0,25 16,00 + 0,00

%Cada valor representa a media (+ desvio padrédo) de pelo menos trés replicatas

A avaliacao preliminar temperatura de gelificacéo (Tsoiger) da maior parte dos
sistemas poliméricos binarios demonstrou ser adequada, podendo garantir o

comportamento de gel no interior da cavidade vaginal, sendo também utilizada como
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uma etapa de triagem dos sistemas com maior potencial para liberacdo de prépolis.
Grande parte das formulagbes contendo 15 e 20 % (p/p) de P407 apresentou-se na
forma liquida a temperatura ambiente e gelificaram em temperatura corporal. As
temperaturas de gelificacdo sdo adequadas se estiverem entre 25 e 37 °C (CHANG
et al., 2002; BRUSCHI, 2006). Quando a Tsagel de uma formulacéo termossensivel &
mais baixa que 25 °C pode-se ter a formagdo de um gel a temperatura ambiente
dificultando a produgdo, manuseio e administracdo desta. Entretanto se a Tsoigel €
maior que 37 °C, o estado liquido permanece no interior da cavidade vaginal,
causando o escoamento e perda do sistema do sitio de acdo. As formulacfes
poliméricas binarias apresentaram valores de Tsoygel €ntre 16,00 e 31,23 °C, e a partir
desses resultados selecionou-se as formulacdes para receberem as microparticulas
de propolis (BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009).

5.5.3 Anédlise do perfil de textura

Foram avaliadas as propriedades mecanicas (dureza, compressibilidade,
adesividade, elasticidade e coesividade) do sistema mucoadesivo termossensivel
contendo 15% (p/p) de P407 com 0,25% (p/p) de C934P (SMTS-1) e do sistema
contendo 20% (p/p) de P407 com 0,15% (p/p) de C934P (SMTS-2) sem
microparticulas de prépolis.

Observou-se que com o0 aumento da concentracado de P407 e da temperatura
houve um aumento significante em todas as propriedades avaliadas, que pode ser
comprovado pelos valores minimos de dureza, compressibilidade, adesividade,
elasticidade e coesividade apresentados pela formulacdo contendo 15% (p/p) de
P407 com 0,25% (p/p) de C934P na temperatura de 25 °C, e valores maximos das
propriedades na formulacdo contendo 20% (p/p) de P407 com 0,15% (p/p) de
C934P na temperatura de 37 °C.
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Tabela 22 - Propriedades mecanicas dos sistemas mucoadesivos termossensiveis
(SMTS-1 e SMTS-2) 2

Sistemas
Propriedades SMTS-1 SMTS-2
25 °C 37°C 25°C 37 °C
Dureza
) 0,30+0,02 0,39+£0,01 104005 1,10+0,03
Compressibilidade
1,38+0,07 1,75+0,04 532%+0,34 556+0,18
(N.mm)
Adesividade
1,12+0,06 1,51+0,05 4,74+0,23 5,04+0,47
(N.mm)

Elasticidade
( ) 1464 +0,31 1466+0,28 14,76 +0,13 14,90+ 0,08
mm

Coesividade

090+0,02 093+0,04 1,23+0,08 1,09+0,04
(N.mm)

& Valores representam a média (+ desvio padrdo) de seis replicatas.

As propriedades mecanicas das formulaces compreendem a resposta dos
sistemas as influéncias mecanicas externas, manifestadas por sua capacidade de
desenvolverem deformacdes reversiveis e irreversiveis, sendo essas propriedades
avaliadas por andlise de textura. A dureza € proporcional a forca aplicada para
ocasionar uma deformacdo ou rompimento da amostra. Observou-se um aumento
significante nessa propriedade com o aumento da concentracdo do polimero
termossensivel (P407), ou seja, a forca maxima avaliada, para esses sistemas €
dependente das propor¢des dos polimeros na formulacdo, estando diretamente
relacionados também com a temperatura.

A andlise dos resultados de textura aponta para valores adequados de
dureza, nestes pode-se observar que na formulagcdo com 20% (p/p) de P407 a 37 °C
ocasionou uma maior resisténcia da amostra a compressdo (BRUSCHI, 2006;
JONES et al., 2009). Esse parametro também teve aumento significativo nos seus
valores com o aumento de P407 e da temperatura.

A manutencdo da coesividade em sistemas poliméricos esta relacionada as

interacbes moleculares dos componentes, principalmente ligacbes de hidrogénio e
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ligacBes cruzadas com a participacdo de grupos carboxilicos livres (ndo carregados)
e a mobilidade da dgua na amostra. Valores baixos de coesividade caracterizam
sistemas fracamente estruturados de dificii manipulacdo e administracdo. O
aumento na concentracdo do polimero termossensivel (P407) e da temperatura
aumentou significativamente a coesividade e a elasticidade (BRUSCHI, 2006;
JONES et al., 2009).

A Ultima propriedade avaliada foi a adesividade, definida como o trabalho
necessario para superar as forcas de atracdo entre a superficie do sistema e a
superficie da prova, sendo determinada a partir da area sobre a curva forca-
distancia na parte de tensdo do gréfico (BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009). Os
resultados gerados por essa técnica sao Uteis para o objetivo dessa aplicacéo, visto
gue tem sido reportada a relacdo entre a mucoadesao e adesividade para sistemas
mucoadesivos (BRUSCHI, 2006; ANDREWS; LAVERTY; JONES; 2009; JONES et
al., 2009). Ambas as formula¢des binarias, contendo 15 ou 20% (p/p) de P407
exibiram adesividade tanto a 25 °C quanto a 37 °C. Esses resultados reforcam a
interacdo entre o0s polimeros e evidenciam a existéncia de mucoadesao,
favorecendo uma melhor retencdo do sistema na cavidade vaginal (ANDREWS;
LAVERTY; JONES; 2009; JONES et al., 2009).

5.5.4 Avaliacéo in vitro da forca mucoadesiva

Na avaliac&o in vitro da forca mucoadesiva dos sistemas SMTS-1 e SMTS-2
notou-se que com o aumento da concentragcdo de P407 houve um aumento
significante na forca vertical de remocdo necesséria para quebrar a ligacdo

mucoadesiva da formulacdo com o disco de mucina (Tabela 23).

Tabela 23 — Andlise in vitro da forca mucoadesiva dos sistemas mucoadesivos
termossensiveis (SMTS-1 e SMTS-2)?

Sistema Forca (N)
SMTS-1 0,29 £ 0,01
SMTS-2 0,57 £ 0,03

% Valores representam a média (+ desvio padréo) de cinco replicatas.
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E reportado que o C934P possui propriedades mucoadesivas (TAMBURIC;
CRAIG, 1995; CHANG et al., 2002a; BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009). Portanto,
a possibilidade de um maior contato entre as duas interfaces permitiu 0 movimento
de agua a partir da formulacdo para o disco de mucina, assegurando
intumescimento da mucina e possibilitando a interpenetracédo das cadeias de mucina
com as cadeias poliméricas do sistema. Devido as concentracfes poliméricas
utilizadas nos sistemas, a quantidade de agua foi suficiente para produzir o
intumescimento da mucina, garantindo a forca de ligacdo adesiva entre essa e 0
sistema.

A quantidade de grupos -carboxilicos livres presentes nas cadeias
poliméricas do C934P estd diretamente relacionada com a propriedade de
mucoadesdo deste polimero (BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009). Entretanto a
utilizacdo de trietanolamina como agente de neutralizagdo nas formulacdes
proporcionou uma boa performance mucoadesiva nos sistemas, estando de acordo
como valores obtidos por Tamburic e Craig (1995) e Bruschi (2006). Segundo
Tamburic e Craig sistemas neutralizados demonstraram uma maior densidade de
carga que sistemas ndo neutralizados, pela presenca de base para promover a
dissociacdo. Sabe-se que a natureza expandida da rede polimérica contribui
grandemente para a forgca mucoadesiva, portanto, a natureza ndo emaranhada das
moléculas poliméricas dentro das formulacfes neutralizadas pode ser explicada por
esses efeitos. Além disso, observou-se que cations monovalentes, como o hidroxido
de sodio, reduziram o intumescimento de acidos poliacrilicos (BRUSCHI, 2006),
afentando a mucoadesao.

Com relacdo ao polimero termossensivel P407, observou-se que 0s
segmentos OP deste podem agregar formando o nucleo de micelas em resposta au
aumento de temperatura. Juntamente, os segmentos OE sdo exteriorizados
formando a coroa (SCHMOLKA et al.,1972; BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009).
Devido a presenca de grupos hidroxilas nos segmentos OE, que possuem
capacidade de formar ligacbes de hidrogénio com os grupos carboxila do C934P,
exteriorizando dessa forma os ultimos contribuindo para a interpenetracdo das
cadeias poliméricas de mucina com os sistemas. Assim a temperatura da cavidade
vaginal é favoravel a um bom desempenho da propriedade mucoadesiva dos

sistemas.
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5.5.5 Andlise reoldgica de cisalhamento continuo

Na reometria de cisalhamento continuo os sistemas exibiram comportamento

de fluxo do tipo pseudoplastico com varios graus de valor de rendimento e area de

histerese (Figuras 16 e 17). Tixotropia e valor de rendimento foram mais marcantes

no SMTS-2 que possui uma maior concentragédo de P407.

Figura 16 - Reogramas de fluxo dos sistemas SMTS-1 sem microparticulas de

propolis. O simbolo fechado representa a curva de ida e o simbolo aberto representa

a curva de volta. Cada reograma é a média de, no minimo, cinco replicatas com

coeficiente de variacdo menor que 10%.
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Figura 17 - Reogramas de fluxo dos sistemas SMTS-2 sem microparticulas de
propolis. O simbolo fechado representa a curva de ida e o simbolo aberto representa
a curva de volta. Cada reograma € a média de, no minimo, cinco replicatas com

coeficiente de variacdo menor que 10%.
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Para possibilitar comparacdes estatisticas dos efeitos de cada componente
polimérico nas propriedades de fluxo das formulagbes, a curva de ida e volta de
cada reograma foi matematicamente definida por meio do modelo da Lei da Poténcia
(BRUSCHI, 2006, JONES et al., 2009), do qual os indices k e n de cada formulacao

foram obtidos e est&o apresentados nas Tabelas 24 e 25, respectivamente.

Tabela 24 - Valores obtidos para o indice de consisténcia (k) dos sistemas SMTS-1

e SMTS-2 sem microparticulas de prépolis?

Sistema k (Pa.s)

Temperatura 5°C 25°C 37°C
SMTS-1 3,15+ 0,05 5,10 + 0,10 114,34 + 0,90
SMTS-2 0,49+0,01 105,20 £ 11,08 243,35 + 3,66

% Valores representam a média (+ desvio padr&o) de cinco replicatas.
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O comportamento de cisalhamento continuo de SMTS-1 e SMTS-2 sem
microparticulas de propolis foi influenciado pela temperatura e o conteudo de P407 e
de C934P. Houve um aumento significativo no indice k com o aumento da
concentracdo polimérica e da temperatura. Além disso, o indice n foi diminuido
significativamente com o aumento das temperaturas e nao houve diferenca

significativa com o0 aumento da concentracdo polimérica.

Tabela 25 - Valores obtidos para o indice de comportamento de fluxo (n) dos

sistemas SMTS-1 e SMTS-2 sem microparticulas de propolis?

Sistema n (adimensional)

Temperatura 5°C 25°C 37°C
SMTS-1 0,61 + 0,00 0,63 £ 0,00 0,28 £ 0,00
SMTS-2 0,81 + 0,00 0,30 £ 0,02 0,42 £ 0,01

 Valores representam a média (+ desvio padr&o) de cinco replicatas.

O comportamento de cisalhamento continuo apresentado pelos sistemas
SMTS-1 e SMTS-2 (Figuras 16 e 17) foi influenciado pela temperatura e pela
concentracdo de cada polimero. Na temperatura de 5 °C, as formulacdes
apresentaram baixo indice k (Tabela 24), existindo na forma liquida. Por outro lado,
em temperaturas mais elevadas (25 e 37 °C), as formula¢des exibiram indices de
consisténcia maiores, existindo no estado semissolido.

Tem sido reportado que a viscosidade de formulacdes aquosas contendo
poloxamer aumenta com o aumento da concentracdo polimérica e com a
temperatura (SCHMOLKA, 1972). Em contraste, formulacdes aquosas de Carbopol®
apresentam diminuicdo da viscosidade com o aumento da temperatura (BRUSCHI,
2006). Consequentemente, o comportamento de fluxo das formula¢des foi devido,
em parte, as propriedades reoldgicas do P407 e do C934P.

Os sistemas exibiram fluxo pseudoplastico, com variados valores de
rendimento, tipico de pomadas e cremes, géis ou outros semissolidos (BRUSCHI,
2006; JONES et al, 2009). As reespostas nao-lineares para a tensdo de
cisalhamento exibidas por essas formula¢des nas trés temperaturas foram resultado

das alteragbes estruturais causadas pelo cisalhamento. Provavelmente, as
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formulagbes consistiam primariamente de moléculas poliméricas de cadeia longa no
estado de relaxamento, com a exposi¢cdo a tensdo de cisalhamento, as cadeias
poliméricas se desemaranharam e alinharam ao longo da direcdo do cisalhamento,
liberando o solvente que tinha sido previamente aprisionado nos emaranhados
moleculares. Como resultado, o cisalhamento subseqiiente aconteceu mais
prontamente e a viscosidade aparente diminuiu. A propriedade de diminuicdo da
viscosidade com o cisalhamento € desejavel em formulacdes desenvolvidas para
administracdo na cavidade vaginal (ANDREWS, LAVERTY; JONES 2009; SHAIKH
et al., 2011). Por exemplo, durante a expulséo a partir de um aplicador vaginal, em
altas tavxas de cisalhamento, o material fluird prontamente, facilitando a
administracdo. Entretanto, em condicbes de baixo cisalhamento, como as que
ocorrem dentro da cavidade vaginal, o0 material adotara uma consisténcia mais alta,
retornando as propriedades reoldgicas originais que ele possuia antes da
administracdo. Como a temperatura no interior da cavidade vaginal € da ordem de
34 a 37 °C (VALENTA, 2005; MOORE; DALLEY; 2007) e a temperatura de
gelificacdo dos sistemas esta acima de 20 °C, para algumas formulacdes, a
recuperacdo das propriedades reoldgicas originais acontecera junto com a
gelificagéo do sistema.

O grau de tixotropia dos sistemas SMTS-2, sendo mais ainda baixo para
SMTS-1lindica um curto periodo de tempo para a restauracdo da configuracéo
molecular relaxada. Esses atributos sdo vantajosos para formulacdes que sao
desenvolvidas para a administracdo na cavidade vaginal, pois melhorara a retencéo

das mesmas dentro do ambiente.

5.5.6 Andlise reoldgica oscilatéria

Os efeitos da concentracdo polimérica e da temperatura nas propriedades
oscilatorias (G, G”, n’ e tan §) dos sistemas SMTS-1 e SMTS-2 sem microparticulas
de propolis foram avaliadas e estdo apresentadas nas Figuras 18 a 21,

respectivamente.
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Figura 18 - Mddulo elastico (G’) e modulo viscoso (G”) em funcdo da frequéncia
para o0s sistemas SMTS-1 sem microparticulas de prépolis nas diferentes
temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma € a média de, no minimo, cinco

replicatas com um coeficiente de variagdo menor que 10%.
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Figura 19 — Viscosidade dinamica (n) e tangente de perda (tan 6) em funcdo da
frequéncia para os sistemas SMTS-1 sem microparticulas de propolis nas diferentes
temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma € a média de, no minimo, cinco

replicatas com um coeficiente de variagdo menor que 10%.
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Figura 20 - Mddulo elastico (G’) e modulo viscoso (G”) em funcdo da frequéncia

para o0s sistemas SMTS-2 sem microparticulas de prépolis nas diferentes

temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma € a média de, no minimo, cinco

replicatas com um coeficiente de variagdo menor que 10%.
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Figura 21 — Viscosidade dinamica (n) e tangente de perda (tan 6) em funcdo da
frequéncia para os sistemas SMTS-2 sem microparticulas de propolis nas diferentes
temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma € a média de, no minimo, cinco

replicatas com um coeficiente de variagdo menor que 10%.
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As propriedades viscoelasticas das formulacbes SMTS-1 e SMTS-2 foram
dependentes da concentragcdo polimérica, da temperatura e da frequéncia
oscilatéria. Aumentado a frequéncia significantemente diminuiu a viscosidade n’ e
aumento o médulo G’. O médulo G” desses sistemas também foi significantemente
aumentado com o aumento da frequéncia. Em altas frequéncias nao houve diferenca
significativa na tan 6 de ambos 0s sistemas.

Aumentando a temperatura significantemente aumentou a viscosidade n’ e o
modulo G’ de ambos os sistemas. Além disso, com o aumento da temperatura o
modulo G” do SMTS-1 aumentou significantemente, porém significantemente
diminuido para o SMTS-2 a 37 °C. A tan § para os sistemas SMTS-1 e SMTS-2
também foi significantemente diminuida com o aumento da temperatura.

Os efeitos das concentracGes poliméricas dos sistemas SMTS-1 e SMTS-2
também foram significantes. O aumento da concentracdo de P407 aumentou
significantemente a viscosidade n’ e os modulos G’ e G” A tan & foi
significantemente diminuida com o aumento da concentracao de P407.

As propriedades viscoelasticas proporcionam informacdo a respeito da
natureza estrutural da formulacdo e a resposta reoldgica a forcas sub-destrutivas,
propriedade estas que influenciam diretamente na performance de sistemas
semissolidos (BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009).

Comparando-se os dois sistemas, verificou-se que o sistema com maior
concentracdo de P407 (SMTS-2) apresentou viscosidade n’ e os médulos G’ e G”
significativamente maior. Esse comportamento pode ser creditado diretamente ao
aumento do emaranhado polimérico, que resulta em resisténcia aumentada a
deformacéo polimérica (BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009). Além disso, pode ser
o resultado de uma forte associacdo do emaranhado de moléculas de P407 com as
de C934P, devido a formacdo de ligacdes secundarias. Esse fenbmeno fisico foi
previamente observado para sistemas compostos de poloxamer com &cido
poliacrilico, principalmente via ligacdes de hidrogénio e interacao iénica (BRUSCHI,
2006).

A viscosidade n’ é comumente empregada para caracterizar a natureza
viscosa de sistemas viscoelasticos (JONES; BROWN; WOOLFSON, 2001; JONES
et al., 2009). Nesse estudo, a viscosidade n’ dos sistemas foi dependente da
frequéncia oscilatoria, de acordo com o modelo de Maxwell para a resposta de

materiais viscoelasticos frente a tensdes oscilatérias (BRUSCHI, 2006). Assim em
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altos valores de frequéncia, as propriedades viscosas de cada formulacdo
dominaram, enquanto, em baixos valores de frequéncia, a contribuicédo elastica para
a resposta viscoelastica foi consideravel. Com o aumento da frequéncia oscilatoria, a
magnitude da viscosidade n’ diminuiu devido ao relativamente curto periodo de
tempo disponivel durante cada ciclo de oscilacdo para deformacdes viscosas (tempo
dependentes). Além disso, o sistema SMTS-2 (maior concentragcdo de P407)
apresentou um aumento significante na viscosidade n’ comparado ao SMTS-1,

refletindo os efeitos desses polimeros na viscosidade das formulacdes.

5.5.7 Determinacao da temperatura de gelificacao

A propriedade termossensivel das formulagdes binarias foi avaliada pela
temperatura de transicdo sol/gel (Tsougel) € 0S resultados estéo apresentados na
Tabela 26.

Tabela 26 - Temperatura de transigéo sol/gel (Tsoyger) Obtida para os sistemas SMTS-

1 e SMTS-2 sem microparticulas de prépolis?.

Sistema Tsogel (°C)
SMTS-1 32,03 +0,54
SMTS-2 23,22 + 0,28

? Valores representam a média (+ desvio padr&o) de trés replicatas.

Os dois sistemas SMTS-1 e SMTS-2 aumentaram significantemente a
viscosidade n’ com o aumento da temperatura, apresentando Tsoge. O valor do
mobdulo G’ dessas formula¢gBes foi baixo no estado de solugdo, mas aumentou
significantemente no estado gel. Para ambos os sistemas, no final da transicéo
sol/gel, o médulo G’ apresenta-se independente ao longo de uma faixa variavel de
temperatuta e, depois, diminui. A temperatura de transicao das formula¢des diminuiu
com o aumento da concentragao de P407.

A Tsongel COrresponde a temperatura caracterizada por uma drastica mudanca
no comportamento reolégico e no G’ (CHANG et al., 2002; BRUSCHI, 2006). O
modulo G’, uma medida da energia estocada e recuperada por ciclo de deformacéo,

reflete o componente sdélido do comportamento elastico (BRUSCHI, 2006). Antes do
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ponto de gelificacdo, G’ é baixo e a amostra é caracterizada como um liquido
elastico. A partir do ponto de gelificacdo, ele aumenta e a amostra é caracterizada
com gel (solido viscoso). A ultima fase consiste de uma estabilizacdo dos valores do
moddulo G’ (BRUSCHI, 2006).

A Tsoiger das formulagbes demonstrou-se adequada, podendo garantir o
comportamento de gel no interior da cavidade vaginal. Ambas as formulagbes
contendo 15 e 20% (p/p) de P407 existiram na forma liquida em temperatura inferior
a 20 °C e gelificaram na temperatura da cavidade vaginal (34 a 37 °C). As
formulacdes apresentaram valores de Tsoygel Na faixa de 23,22 a 32,03 °C, sendo que
0 sistema que apresentou valor maior que 25 °C foi aquele contendo 15% (p/p) de
P407 (SMTS-1).

5.6 Preparacdo e caracterizacdo do sistema semissolido termossensivel
contendo microparticulas de propolis

A partir dos resultados obtidos com as avaliacdes dos sistemas poliméricos
binarios, foram selecionadas a formulacdo contendo 15% (p/p) de P407 com 0,25%
(p/p) de C934P e a formulacdo contendo 20% (p/p) de P407 com 0,15% (p/p) de
C934P, para o desenvolvimento do sistema contendo microparticulas de propolis.
Estes sistemas foram escolhidos por apresentarem 0s menores valores de
temperatura de gelificacdo na avaliacdo preliminar dos sistemas que possuiam 15 e
20% de P407, garantindo assim uma temperatura de transicao sol/gel na faixa de

21,83 a 28,17 °C, adequada para administracdo na cavidade vaginal.

5.6.1 Anélise morfologica

A analise morfolégica das microparticulas de extrato de prépolis preparadas
na temperatura de 20 °C foi realizada por microscopia 6ptica com a captacdo de
imagens, utilizando-se microscépio 6ptico Kozo Optics®. Segundo Bruschi (2006), h4
uma maior formacéo de microparticulas com pouca aglomeracdo quando estas sao

preparadas in situ a temperatura de 20 °C (Figuras 22 e 23).

Raphaela R. de Araujo Pereira



129

Figura 22 - Fotografia obtida por microscopia Optica (400X) do sistema semissolido
mucoadesivo termossensivel contendo microparticulas de propolis SMTS-1

A preparacdo de microparticulas in situ de extrato de prépolis nos sistemas
utilizando temperatura de 20 °C, segundo Bruschi (2006) possibilitou a obtencéo de
maior quantidade com pouca agregacdo das mesmas, sendo, portanto escolhida na

producado destas para esse trabalho.

Figura 23 - Fotografia obtida por microscopia 6ptica (400X) do sistema mucoadesivo

semissolido termossensivel contendo microparticulas de prépolis SMTS-2
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5.6.2 Andlise granulométrica

A andlise de distribuicdo de tamanho de particulas de propolis nos sistemas

mucoadesivos termossensiveis SMTS-1 e SMTS-2 foram realizados por microscopia

Optica, utilizando-se, como parametro de medicdo, a medida do diametro segundo

Feret.

A Tabela 26 e a Figura 24 apresentam a distribuicdo de tamanho das

microparticulas presentes no SMTS-1.

Tabela 26 — Distribuicdo de tamanho das microparticulas de propolis presentes no

sistema mucoadesivo termossensivel SMTS-1

Classe Ponto médio _ Frequé-nua
Frequéncia Relativa

(hm (Hm) %)
0,0<X=<0,5 0,25 21 1,75

0,5<X=<1,0 0,75 643 53,58

1,0<X=<1,5 1,25 399 33,25
1,5<X=<20 1,75 107 8,92
20<X=<25 2,25 25 2,08
25<X=<30 2,75 3 0,25
3,0<X<35 3,25 2 0,17

Total 1200 100,00

O diametro médio das particulas foi de 1,15 + 0,38 um, onde 53,58% das

particulas apresentam tamanho entre 0,5 e 1,0 um.
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Figura 24 - Distribuicdo de tamanho das microparticulas de prépolis presentes no

sistema mucoadesivo termossensivel SMTS-1: (l) histograma dos intervalos de

classe e (-+-) representacao da distribuicdo cumulativa dos tamanhos de particulas.
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microparticulas presentes no SMTS-2.

A Tabela 27 e a Figura 25 apresentam a distribuicdo de tamanho das

Tabela 27 - Distribuicdo de tamanho das microparticulas de propolis presentes no

sistema mucoadesivo termossensivel SMTS-2.

Classe Ponto médio Frequencia
Frequéncia Relativa
(hm) (Hm) %)
0,0<X<0,5 0,25 45 3,75
0,5<X=<1,0 0,75 613 51,08
1,0<X<15 1,25 371 30,92
1,6<X<20 1,75 126 10,50
20<X<25 2,25 38 3,17
25<X=<3,0 2,75 4 0,33
30<X=<35 3,25 2 0,17
3,5<X<40 3,75 1 0,08
Total 1200 100,00
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O didmetro médio das particulas foi de 1,26 + 0,50 um, onde 51,08% das
particulas apresentam tamanho entre 0,5 e 1,0 um. O sistema SMTS-2 apresentou
distribuicdo ligeiramente maior ao que a do sistema SMTS-1 (Tabela 26), estando de

acordo com o encontrado por Bruschi (2006) para 0 mesmo sistema polimeérico.

Figura 25 - Distribuicdo de tamanho das microparticulas de prépolis presentes no
sistema mucoadesivo termossensivel SMTS-2: (l) histograma dos intervalos de

classe e (-+-) representacao da distribuicdo cumulativa dos tamanhos de particulas.
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A andlise de distribuicdo de tamanho de particulas preparadas in situ nos
sitemas demonstrou que as microparticulas formadas apresentaram diametro médio
proximo de 1 uym, apresentando pouca variagdo de tamanho, sendo que o SMTS-2
apresentou uma distribuicdo ligeiramente maior das microparticulas presentes no
sistema. As diferentes viscosidades dos sistemas podem explicar essas diferencas
entre as microparticulas dos sistemas. Por outro lado, a uniformidade do tamanho
das particulas em cada formulacéo esta relacionada com a agitacdo constante e as
condicbes empregadas durante a preparacao in situ (BRUSCHI, 2006).

5.6.3 Determinacéao do pH
Os sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis apresentaram pH

levemente acidos, sendo, portanto compativeis com pH da mucosa vaginal.
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Tabela 28 - pH dos sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis SMTS

sem e com microparticulas de propolis @

Concentracao (%, p/p)

SMTS EPRP pH
P407 C934P
15/0,20 15 0,20 4,0 5,83 + 0,29
15/0,20 15 0,20 - 7,00 + 0,00
15/0,25 15 0,25 4,0 6,00 + 0,00
15/0,25 15 0,25 - 7,00 + 0,00
20/0,10 20 0,10 4,0 7,00 + 0,00
20/0,10 20 0,10 - 7,00 + 0,00
20/0,15 20 0,15 4,0 6,00 +0,00
20/0,15 20 0,15 - 7,00 + 0,00

& Cada valor representa a media (+ desvio padréo) de pelo menos trés replicatas

5.6.4 Determinacao da densidade relativa
Os sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis apresentaram
densidade relativa entre 1,0123 £+ 0,0003 e 1,0197 + 0,0003 conforme apresentado

na tabela 29.

Tabela 29 - Densidade relativa dos sistemas semissélidos mucoadesivos

termossensiveis SMTS contendo microparticulas de propolis 2

Concentracéao (%, p/p) Densidade
SMTS EPRP
P407 C934P (g/mL)
SMTS-1 15 0,25 4,0 1,0124 + 0,0007
SMTS-2 20 0,15 4,0 1,0197 + 0,0003

& Cada valor representa a media (+ desvio padréo) de pelo menos trés replicatas

Na avaliacdo de densidade, os sistemas SMTS-1 e SMTS-2 contendo
microparticulas de propolis apresentaram, assim como 0S sistemas sem
microparticulas, valores muito préximos da densidade da agua, sendo que com a
adicdo do EPRP houve uma ligeira diminuicdo da densidade. Esses resultados
podem ser explicados pelo fato de que ambos 0s sistemas sejam constituidos por

cerca de 80% (p/p) de agua, onde nota-se que o sistema SMTS-2, que possui uma
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quantidade ligeiramente inferior de agua (79,85%) em relacdo ao SMTS-1 (84,75%),

apresentou valor de densidade ligeiramente maior.

5.6.5 Avaliacédo preliminar da temperatura de gelificacéo

Os sistemas semissélidos mucoadesivos termossensiveis contendo
microparticulas de propolis foram avaliados previamente através de método
mecanico para determinacdo da temperatura de transi¢cdo sol-gel (Tso.ge) € OS

resultados estéo apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 - Temperatura de gelificag&o (Tsougel) Obtida por meio de método mecanico

(preliminar) dos SMTS contendo microparticulas de prépolis &

Concentracéao (%, p/p)

P407 C934P
SMTS-1 15 0,25 4,0 27,00 £ 0,00
SMTS-2 20 0,15 4,0 19,10 + 0,17

& Cada valor representa a media (= desvio padrdo) de pelo menos trés replicatas

Na avaliagéo preliminar da temperatura de gelificacdo dos sistemas SMTS-1 e
SMTS-2 observou-se que a adigdo de microparticulas de propolis interferiu na Tsoygel-
Sabe-se gue a transicao sol/gel é induzida por um aumento na temperatura, embora
seja dependente também da concentracdo de polimero e presenca de sais e outros
polimeros, com o aumento em suas concentracdes, ha um aumento da forca do gel
e uma diminuigdo da Tsoigel (EDSMAN; CARLFORS; PETERSSON, 1998; BRUSCHI,
2066). Com a incorporacdo do extrato etanolico de prépolis, foi observada uma
diminuicéo de 1,17 °C na Tsoygel d0 sistema SMTS-1 (4,15%) e de 2,73 °C na Tsougel
do sistema SMTS-2 (12,50%), o que ndo prejudica a administracdo na cavidade

vaginal dos mesmos.

5.6.6 Andlise do perfil de textura

As propriedades mecanicas (dureza, compressibilidade, adesividade,
elasticidade e coesividade) dos sistemas mucoadesivos termossensiveis SMTS-1 e
SMTS-2 contendo microparticulas de prépolis foram determinados por andlise do

perfil de textura e estdo demonstradas na Tabela 31.
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Tabela 31 - Propriedades mecéanicas dos sistemas mucoadesivos termossensiveis
SMTS-1 e SMTS-2 contendo microparticulas de propolis determinadas por andlise

de textura?

Sistemas com microparticulas de EPRP

Propriedades SMTS-1 SMTS-2
25°C 37 °C 25°C 37°C
Dureza
) 0,21+0,00 0,28+0.01 0.89 £ 0,03 0,95+0,01
Compressibilidade
0,94+0,03 1,28+0,05 4,49 £ 0,14 4,79 £ 0,08
(N.mm)
Adesividade
0,66+0,05 1,03%+0,04 3,89+0,16 4,19 £ 0,22
(N.mm)
Elasticidade
(mm) 14,61 +0,30 14,75+0,20 14,87 +0,09 14,76 + 0,18
mm

Coesividade

0,89+0,02 0,90+0,01 1,11 £ 0,05 1,09 +£0,01
(N.mm)

a Valores representam a média (+ desvio padrdo) de seis replicatas.

A administracdo de sistemas semissoélidos na cavidade vaginal requer a
utilizacdo de um aplicador vaginal, assim as propriedades mecéanicas desses
sistemas sdo fundamentais para o bom desempenho clinico dos mesmos
(BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009). A andlise do perfil de textura demonstrou
que em todas as propriedades mecéanicas avaliadas dureza, compressibilidade,
adesividade, elasticidade e coesividade houve uma diminuicdo ndo significante com
a adicdo de microparticulas de propolis nos sistemas, em relacdo aos respectivos

sistemas sem o ativo.

5.6.7 Avaliacéo in vitro da forca mucoadesiva
A adicdo de prépolis nas formulagbes promoveu um aumento na forga
necessaria para quebrar a ligagdo mucoadesiva com o disco de mucina dos

sistemas SMTS-1 e SMTS-2 quando comparada aos mesmos sistemas sem o ativo.

Raphaela R. de Araujo Pereira



136

Tabela 32 - Forca mucoadesiva dos sistemas mucoadesivos termossensiveis

SMTS-1 e SMTS-2 contendo microparticulas de prépolis 2

EPRP
Sistema Forca (N)
(%. p/p)
SMTS-1 4,0 0,37 £ 0,02
SMTS-2 4,0 0,66 + 0,03

aValores representam a média (= desvio padrdo) de cinco replicatas.

Embora os valores da adesividade tenham sido menores nos sistemas com
miocroparticulas de prépolis em comparacdo aos mesmos sem o ativo, estes
apresentaram mucoadesividade a 37 °C, tendo, portanto suas propriedades
mucoadesivas avaliadas. Em ambos os sistemas foram observados um aumento na
forca mucoadesiva com a adicdo de microparticulas de prépolis, ao contrario do que
ocorreu com a avaliacdo da adesividade. Podendo-se concluir que provavelmente os
componetes do extrato de prépolis interagiram com as cadeias poliméricas dos
sistemas, aumento a habilidade das mesmas de interpenetrarem nas cadeias de

mucina.

5.6.8 Andlise reoldgica de cisalhamento continuo

A incorporacdo de microparticulas de propdlis nas formulacbes poliméricas
binarias contendo P407 e C934P pode alterar o comportamento reolégico das
mesmas. Chang et al. (2002) observaram que diferencas na composicdo de géis
mucoadesivos termossensiveis podem levar a alteragbes dramaticas no
comportamento reoldgico. Nesse sentido, o estudo do comportamento de fluxo de
sistemas SMTS pode predizer a estabilidade fisica, o comportamento quando da
administracdo, o espalhamento por todos os locais do interior da cavidade vaginal e
a recuperacdo da estrutura dos mesmos apos a administragcdo (JONES; BROWN,
WOOLFSON, 2001; BRUSCHI, 2006). Portanto, as propriedades reolbgicas dos
sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis contendo microparticulas de
propolis, desenvolvidos para administracdo vaginal, foram caracterizados por

técnicas destrutivas (reometria de fluxo) e ndo-destrutivas (reometria oscilatoria).
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Na reometria de cisalhamento continuo os sistemas contendo de
microparticulas de propolis exibiram comportamento de fluxo do tipo pseudopléstico
com varios graus de valor de rendimento e area de histerese (Figuras 26 e 27).
Tixotropia e valor de rendimento foram mais marcantes no SMTS-2 que possui uma
maior concentracéo de P407. Além disso, com 0 aumento da temperatura, o sistema
SMTS-1 apresentou pequena area de reopexia, principalmente nas temperaturas de
25 e 37°C.

Figura 26 - Reogramas de fluxo dos sistemas SMTS-1 contendo microparticulas de
prépolis. O simbolo fechado representa a curva de ida e o simbolo aberto representa
a curva de volta. Cada reograma é a média de, no minimo, cinco replicatas com

coeficiente de variagdo menor que 10%.
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Figura 27 - Reogramas de fluxo dos sistemas SMTS-2 contendo microparticulas de
propolis. O simbolo fechado representa a curva de ida e o simbolo aberto representa
a curva de volta. Cada reograma é a média de, no minimo, cinco replicatas com

coeficiente de variacdo menor que 10%.
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Para possibilitar comparacdes estatisticas dos efeitos de cada componente
polimérico nas propriedades de fluxo das formulagbes, a curva de ida e volta de
cada reograma foi matematicamente definida por meio do modelo da Lei da Poténcia
(BRUSCHI, 2006, JONES et al., 2009), do qual os indices k e n de cada formulagao

foram obtidos e estdo apresentados nas Tabelas 33 e 34, respectivamente.

Tabela 33 - Valores obtidos para o indice de consisténcia (k) dos sistemas SMTS-1

e SMTS-2 contendo microparticulas de propolis?

Sistema k (Pa.s)

Temperatura 5°C 25°C 37°C
SMTS-1 0,69 + 0,02 1,89 £ 0,06 91,37 £ 4,67
SMTS-2 0,22 + 0,00 102,04 + 3,11 297,37 + 10,79

? Valores representam a média (+ desvio padréo) de cinco replicatas.
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O comportamento de cisalhamento continuo de SMTS-1 e SMTS-2 contendo
microparticulas de propolis foi influenciado pela temperatura e o conteudo de P407 e
de C934P. Houve um aumento significativo no indice k com o aumento da
concentracdo polimérica e da temperatura. Além disso, o indice n foi diminuido
significativamente com o aumento das temperaturas e nao houve diferenca

significativa com o0 aumento da concentracdo polimérica.

Tabela 34 - Valores obtidos para o indice de comportamento de fluxo (n) dos

sistemas SMTS-1 e SMTS-2 contendo microparticulas de propolis?

Sistema n (adimensional)

Temperatura 5°C 25°C 37°C
SMTS-1 0,74 £ 0,00 0,73 £ 0,00 0,29 £ 0,00
SMTS-2 0,89 + 0,00 0,30+ 0,01 0,31 +£0,02

% Valores representam a média (+ desvio padr&o) de cinco replicatas.

A presenca de extrato de propolis nos sistemas ndo aumentou
significantemente os indices k e n. Nao houve diferenca significativa nos valores do
indice k em relacdo a presenca de microparticulas de prépolis comparando-se 0s
sistemas com e sem microparticulas. Assim como, ndo houve diferenca significativa
nos valores do indice n em relacdo a presenca de microparticulas de propolis e
concentracdo polimérica comparando-se 0s sistemas com e sem microparticulas.

Os resultados obtidos a partir da reometria de cisalhamento continuo
demonstraram que o comportamento de fluxo dos sistemas SMTS continuou sendo
pseudoplastico, com de area de histerese e baixo valor de rendimento. O valor de
rendimento aumentou principalmente a partir de 25 °C.

Na temperatuta de 5 °C, os sistemas SMTS-1 e SMTS-2 exibiram indices de
consisténcia baixos (Tabela 33), existindo na forma liquida. Porém, nas
temperaturas maiores (25 e 37 °C), eles exibiram indices de consisténcia maiores,
existindo como uma forma sélida. Por outro lado, levando em consideracdo o
gradiente de cisalhamento aproximada para a administracdo por meio de um
aplicador vaginal (SCHRAMM, 1998), os valores de rendimento e de indice k
observados para os dois sisteas nao dificultam a administracdo (NORLING et al.,

1992) e favorecem o espalhamento dos mesmos na cavidade vaginal.
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Os valores de indice k obtidos, levando em consideracdo a temperatura e o
gradiente de cisalhamento, estdo de acordo com os relatados por Bruschi (2006) e
contribuem para a manutencdo dos géis no sitio de aplicagdo. O k dos sistemas ndo
apresentou aumento significativo com a presenca de microparticulas de propolis
(Tabela 33). No entanto, na temperatura de 37 °C o k diminuiu nos sistemas SMTS-1
com microparticulas. Esses resultados e os observados para as areas de histerese
(Figuras 26 e 27) indicam a influéncia dos compostos do extrato de propolis e da
concentracdo polimérica na viscosidade dos sistemas. Pode-se inferir que em
temperaturas proximas de 37 °Ca influéncia na queda de consisténcia dos
componentes da propolis (resina, cera de abelhas, entre outros) foi maior no

sistema.

5.6.9 Andlise reoldgica oscilatéria

Os efeitos da concentracdo polimérica e da temperatura nas propriedades
oscilatérias (G, G”, n’ e tan &) dos sistemas SMTS-1 e SMTS-2 contendo
microparticulas de prépolis em seis frequéncias oscilatérias representativas foram
avaliadas e estéo apresentadas nas Figuras 28 a 31.

As propriedades viscoelasticas das formulacées SMTS-1 e SMTS-2 foram
dependentes da concentracdo polimérica, da temperatura, da presenca de
microparticulas de prépolis e da frequéncia oscilatéria. Aumentado a frequéncia
significantemente diminuiu a viscosidade n’ e aumentou o0 médulo G’. O médulo G”
desses sistemas também foi significantemente aumentado com o aumento da
frequéncia. Em altas frequéncias ndao houve diferenca significativa na tan 6 de
ambos os sistemas.

Os efeitos das concentracBes poliméricas dos sistemas SMTS-1 e SMTS-2
também foram significantes. O aumento da concentracdo de P407 aumentou
significantemente a viscosidade n’ e os modulos G’ e G” A tan & foi
significantemente diminuida com o aumento da concentracao de P407.

Aumentando-se a temperatura significantemente aumentaram a viscosidade
n’e o modulo G’ de ambos os sistemas. Além disso, com 0 aumento da temperatura
0 médulo G” do SMTS-1 aumentou significantemente, porém significantemente
diminuido para o SMTS-2 a 37 °C. A tan d para os sistemas SMTS-1 e SMTS-2
contendo microparticulas de prépolis também foi significantemente diminuida com o

aumento da temperatura.
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A presenca de microparticulas de prépolis nos sistemas aumentou
significantemente os moédulos G’ e G” e a viscosidade n’, mas diminuiu
significantemente a tan &, dos sistemas nas temperaturas de 25 e 37 °C. Em
contraste, na temperatura de 5 °C, a presenca de propolis diminuiu
significantemente o modulo G’, o modulo G” e a viscosidade n’, mas aumentou

significantemente a tan 6.

Figuras 28 - Mddulo eléstico (G’) e médulo viscoso (G”) em funcdo da frequéncia
para os sistemas SMTS-1 contendo microparticulas de propolis nas diferentes
temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma é a média de, no minimo, cinco

replicatas com um coeficiente de variagdo menor que 10%.
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Na temperatura de 5 °C, e em todas as frequéncias, o modulo G” dos
sistemas excedeu o médulo G'. Em contraste, nas temperaturas de 25 e 37 °C, a

tan 6 foi menor que um através de toda a faixa de frequéncia utlizada.

Figuras 29 — Viscosidade dinamica (n) e tangente de perda (tan ) em funcéo da
frequéncia para os sistemas SMTS-1 contendo microparticulas de prépolis nas
diferentes temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma é a média de, no minimo,

cinco replicatas com um coeficiente de variacdo menor que 10%.
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Figuras 30 - Modulo elastico (G) e modulo viscoso (G”) em fungdo da frequéncia
para os sistemas SMTS-2 contendo microparticulas de propolis nas diferentes
temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma € a média de, no minimo, cinco

replicatas com um coeficiente de variagdo menor que 10%.
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Figuras 31 — Viscosidade dinamica (n) e tangente de perda (tan &) em funcéo da
frequéncia para os sistemas SMTS-2 contendo microparticulas de prépolis nas
diferentes temperaturas de 5, 25 e 37°C. Cada reograma € a média de, no minimo,

cinco replicatas com um coeficiente de variacdo menor que 10%.
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Por meio da andlise oscilatéria, foi observado que a presenca de
microparticulas de propolis aumentou os modulos G’ e G” e a viscosidade n’, nas
temperaturas de 25 e 37 °C, com o aumento resultante da resisténcia a deformacéao.
Além disso, somente na temperatura de 5 °C os sistemas SMTS apresentaram
caracteristicas elastoviscosas (G” > G’). Por outro lado, em todas as outras
condicbes, o0 G’ excedeu o G” sobre toda a faixa de frequéncia aplicada, sendo os
sistemas descritos como viscoelasticos (BRUSCHI, 2006; JONES et al., 2009).
Considerando a proposta de utilizacdo clinica desses sistemas, a elasticidade dos
mesmos na temperaturas de 25 e 37 °C € importante para assegurar resisténcia a
deformagéo, proporcionando uma boa retencdo dentro da cavidade vaginal (JONES;
BROWN; WOOLFSON, 2001; BRUSCHI, 2006).

Nas temperaturas de 25 e 37 °C, a viscosidade n’ foi dependente da
frequéncia oscilatéria para os dois sistemas, concordando com as respectivas
formulagbes sem microparticulas de prépolis e com o modelo de Maxwell para a
resposta de materiais viscoelasticos frente a tensfes oscilatorias (BRUSCHI, 2006;
JONES et al., 2009). Além disso, nessas mesmas temperaturas, a viscosidade n’ foi
aumentada com o aumento da concentracdo de P407 ou com a presenca de
microparticulas de prépolis, indicando, mais uma vez, a influéncia destes na

viscosidade dos sistemas.

5.6.10 Determinacdo da temperatura de gelificacéo
A propriedade termossensivel dos sistemas com microparticulas de prépolis
foi avaliada pela temperatura de transicdo sol/gel (Tsoige) € OS resultados estéo

apresentados na Tabela 35.

Tabela 35 - Temperatura de transi¢cao sol/gel (Tsoyger) Obtida para os sistemas
SMTS-1 e SMTS-2 contendo microparticulas de propolis?.

Tsol/gel (OC)
Sistema ) o
Método preliminar Método reoldgico
SMTS-1 27,00 £ 0,00 32,35+ 0,04
SMTS-2 19,10 £ 0,17 24,04 =+ 0,62

 Valores representam a média (= desvio padréo) de trés replicatas.
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A adicdo das microparticulas de prépolis interferiu na Tseiger dOS sistemas
SMTS (Tabela 35). A transicdo sol/gel € induzida por um aumento na temperatura,
mas depende da concentracdo de polimero e presenca de aditivos tais como sais e
outros polimeros. O aumento da concentracdo destes proporciona um aumento da
forca do gel e pode proporcionar uma diminui¢cdo da Tseigel (EDSMAN et al., 1998).
Entretanto, com a incorporacdo do extrato etandlico de propolis, foi observado um
pequeno aumento de 0,32 °C na Tsoigel do Sistema SMTS-1 e de 0,82 °C na Tsoygel dO
sistema SMTS-2. Choi et al. (1999) relataram que o etanol aumenta Tsoygel de
dispersbes aquosas de P407. Considerando o sensivel aumento da Tseygel pode se

concluir que o etanol influenciou na temperatura de transicao sol/gel dos sistemas.

5.6.11 Determinacéo do teor de propolis
Os resultados obtidos para a determinagéo do teor de prépolis nos sistemas
mucoadesivos termossensiveis SMTS-1 e SMTS-2 contendo microparticulas de

prépolis estdo descritos na Tabela 31.

Tabela 36 - Resultados do teor de prépolis nos sistemas mucoadesivos
termossensiveis SMTS-1 e SMTS-2 contendo microparticulas de propolis por
quantificacdo teor de polifendis totais?

Teor (média £ s)
SMTS-1 SMTS-2

Teor de polifendis totais em gramas
por 100 mL de gel (%)

Teor de polifendis totais em gramas
por 100 g de gel (%)

Teor de polifendis totais em gramas

0,0114 +0,0002  0,0077 +0,0002

0,0115 +0,0002  0,0076 + 0,0002

0,2840 £0,0047 0,1889 + 0,0038
por 100g de extrato (%)

Teor de polifendis totais em gramas
0,2476 £ 0,0041  0,1646 + 0,0033
por 100 ml de extrato (%)

aValores representam a média (+ desvio padrao) de seis replicatas.

O teor de propolis, obtido por meio da quantificacdo em polifendis totais, nos
sistemas SMTS-1 e SMTS-2 apresentaram valores adequados, sendo que o sistema

SMTS-2 apresentou um teor menor de propolis do que SMTS-1, isso provavelmente
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é devido a alguma interacdo polimero-reagente durante a complexa¢do que diminui
a quantidade de polifendis livres, o que explica 0 menor teor encontrado para esse

sistema que possui uma maior concentracao polimérica.

5.6.12 Estudo do perfil de liberagdo in vitro da prépolis a partir das
preparacdes

O perfil de liberacdo do extrato etandlico de propolis disperso 4% (V/V) em
agua e dos sistemas semissélidos mucoadesivos termossensiveis contendo
microparticulas de propolis SMTS-1 e SMTS-2 em fungdo do tempo esté
apresentados na Figura 32.

Figura 32 - Perfil de liberacdo a partir da dispersdo 4% (V/V) do extrato e dos
sistemas semissolidos mucoadesivos termossensiveis contendo microparticulas de
prépolis SMTS-1 e SMTS-2.
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Tabela 37 - Analise dos dados obtidos com o ensaio de liberacéo in vitro a partir dos

sistemas com microparticulas

Parametros (média £ s)

Sistemas : >

n K (min ™) r
SMTS-1 0,9327 +£0,0119 0,0649 + 0,0054 0,9696 + 0,0027
SMTS-2 0,8726 + 0,0111 0,2177 +0,0172 0,8812 + 0,0058

Os tempos requeridos para a liberacdo de 10, 30 ou 50% da concentracao
original de propolis a partir de cada sistema foram calculados e comparados. Os

valores obtidos estdo apresentados na Tabela 38.

Tabela 38 - Tempo necessério para a liberacdo de 10, 30 ou 50% da concentracao

original de propolis a partir dos sistemas com microparticulas?

Tempo (min)

Sistemas

10% 30% 50%
SMTS-1 43,24 + 0,72 24297 +5,25 542,13 + 12,99
SMTS-2 234,29 + 3,75 699,91 + 8,40 1164,25 + 12,21

aValores representam a média (x desvio padrdo) de seis replicatas.

Os testes in vitro fornecem condicdes apropriadas para a realizacao de
medidas de liberacéo reproduziveis e precisas, importantes para distinguir diferentes
formulac6es com o mesmo farmaco, a mesma formulacao apés o envelhecimento ou
mudanca de processo, como também durante o processo de producdo. Qunado
estes sdo realizados de maneira adequada, podem ser utilizados no monitoramento
das etapas de fabricacdo durante a fase de desenvolvimento e otimizacdo de
formulacdes, e apds a aprovacao do produto, além de prever o comportamento do
sistema in vivo e diminuir o risco de falta de bioequivaléncia entre lotes do mesmo
(BRUSCHI, 2006). Entretanto, esses testes nao substituem a necessidade de
trabalho clinico, mas podem localizar com precisdo, durante o desenvolvimento da
formulagdo, os fatores que determinam a cinética de liberacdo do farméaco
(BRUSCHI, 2006). Nesse contexto, foi realizado o teste de liberacdo in vitro para as
preparacdes contendo propolis.
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A forma comumente encontrada na terapéutica para utilizacdo de extrato de
propolis é sua dispersao 4% (V/V) (PAMPLONA, 1997; BURDOCK, 1998; FRANCO,
2001; BRUSCHI, 2006).

Para o desenvolvimento de um sistema de liberagdo para administracao
vaginal, a avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro é uma etapa fundamental
(BRUSCHI, 2006), sendo que o sucesso do método € atingido quando as condi¢des
experimentais, como temperatura e agitacao ou fluxo, sdo adequadas, simulando ao
méaximo as condi¢des in vivo (BRUSCHI, 2006).

Os sistemas de liberacao utilizando células de difusdo de Franz modificadas &
uma variagcdo dos métodos de dissolucdo que ndo usa cesta nem pa. O perfil de
liberacdo € obtido pela coleta de solvente por meio de um canal de comunicacéo e o
monitoramento continuo de concentracdo liberada de farmaco. O resultado
concentracdo-tempo € dependente do volume do solvente, da temperatura e
agitacdo ou fluxo e da membrana de acetato de celulose, buscando mimetizar a
mucosa vaginal, que limita a concentracdo de ativo liberado. Portanto, os sistemas
foram avaliados in vitro quanto a liberacdo do extrato de propolis em células de
difusdo de Franz modificadas para avaliacdo de preparacfes semissolidas, com
agitacdo e temperatura controlados, simulando o maximo possivel as condi¢cdes no
interior da cavidade vaginal.

As preparacdes SMTS-1 e SMTS-2 apresentaram liberacdo prolongada
(Figura 32) com perfis diferentes, onde o sistema SMTS-1 apresentou liberacdo mais
lenta (71,96%) quando comparado a liberagdo total do SMTS-2 (93,92%) em 24
horas. Dessa forma, pode-se inferir que a variagdo da concentracdo polimérica e do
teor de agua influenciou no perfil de liberacdo das formulacées.

O mecanismo de liberacdo de prépolis a partir dos sistemas foi investigado
por meio da equacao geral que descreve a liberacdo de farmaco a partir de sistemas
poliméricos matriciais (KORSMEYER et al.,, 1983; BRUSCHI, 2006), utilizando
transformacdes logaritmicas e analise dos quadrados. Nesse contexto, n = 0,5 indica
liberacdo controlada por difuséo fickiana (HIGUCHI, 1963; BRUSCHI, 2006) e n = 1
indica uma liberacdo controlada puramente pelo relaxamento das cadeias
poliméricas (transporte Caso Il). Os valores intermediarios entre 0,5 e 1, indicam um
comportamento andmalo (cinética ndo fickiana correspondente aos fenbmenos de
difusdo e de relaxamento das cadeias poliméricas) (RITGER; PEPPAS, 1987,

Raphaela R. de Araujo Pereira



150

BRUSCHI, 2006). Eventualmente verificam-se valores de n > 1 que estao
relacionados com cinéticas do tipo Super Caso Il (BRUSCHI, 2006).

Os valores de n para o sistemas SMTS-1 (Tabela 37) foi muito préximo de 1,
indicando um comportamento muito proximo da cinética de primeira ordem, o que
concorda com a composi¢cdo da matriz que é constituida por 98,36% de P407 e
apenas 1,64% de C934P. A associacdo de P407 e C934P €& um processo
endotérmico que ocorre para um ganho de entropia quando a interacdo entre 0s
polimeros permite a restauracdo da estrutura de ligacdes de hidrogénio livres de
agua, reestrututando o processo de micelizacdo (BRUSCHI, 2006). Portanto, o
C934P néo teve grande influéncia na cinética de liberacdo dos polifendis a partir do
sistema semissolido SMTS-1.

A associacao de P407 com outros polimeros tem também apresentado que a
liberacdo de farmaco a partir dessas matrizes pode seguir a cinética de raiz
guadrada do tempo, onde n =5 (BRUSCHI, 2006). Para o sistema SMTS-2 foi obtido
um n com valor intermediario entre 0,5 e 1, indicando um comportamento anémalo
(RITGER; PEPPAS, 1987; BRUSCHI, 2006) com a cinética de liberacdo dos
polifendis totais sendo governada pela difusdo através da matriz e pelo relaxamento
das cadeias poliméricas. Assim, pode ser observado que a maior concentracdo de
P407 no sistema SMTS-2 alterou o0 modelo da cinética de liberagéo.

Adicionalmente, foi verificado que houve diferenca entre os tempos requeridos
para liberar 10, 30 ou 50% de prépolis a partir dos sistemas. O sistema SMTS-1
exibiu liberagcdo mais lenta em relacéo ao sistema SMTS-2, principalmente no tempo
requerido para liberar 50% do teor original de propolis. A Figura 32 ilustra o perfil de
liberacdo dos polifendis totais expresso em massa por volume de meio coletado em

cada amostragem.

5.6.13 Avaliacdo antifungica in vitro dos sistemas mucoadesivos

termossensivel contendo microparticulas de propolis

5.6.13.1 Determinacado da CIM e CFM dos sistemas contendo prépolis
A CIM do SMTS foi determinada frente a 21 leveduras, as quais apresentaram
condi¢cbes de cultivos compativeis com as exigéncias para a execucao do teste. A

CIM para SMTS-1 em todas as leveduras testadas foi a mesma de 46,02 mg/mL.
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Para SMTS-2 a CIM foi de 50,99 mg/mL para todas as leveduras testadas. Os
resultados obtidos para os controles positivo, negativo e SMTS sem microparticulas
controlaram os ensaios e asseguraram a eficacia do experimento.

A partir do teste para determinacdo da CIM realizou-se o teste para
determinacdo da CFM para comprovacdo da atividade fungicida. O teste da CFM
apresentou os mesmos valores encontrados para CIM concordando, portanto com o
teste anterior (Tabelas 39 e 40). A partir desse resultado foi calculado a CFM em
polifendis totais (principal grupo responsavel pela atividade antifangica da propolis).

A CFM para SMTS-1 foi de 5,23 mg/mL em polifendis totais para todas as
leveduras tanto as cepas de referéncia, como também os isolados clinicos (Tabela
39). Assim como para 0 SMTS-2 que apresentou uma CFM de 3,85 mg/mL em
polifendis totais para todas as leveduras tanto as cepas de referéncia, como também
os isolados clinicos (Tabela 40).

Portanto, os sistemas SMTS-1 e SMTS-2 apresentaram atividade antifingica
in vitro, apresentando-se como um potencial tratamento para CVV e CVVR.

Tabela 39 - Concentracdo fungicida minima (CFM) do SMTS-1 contendo
microparticulas de propolis

NUmero CFM em
. : CFM Polifendis
Micro-organismo de 1 .
mg. mL totais
leveduras 1
Mg. mL
Candida albicans ATCC 90028 2 46,02 5,23
Candida albicans CVV 3 46,02 5,23
Candida albicans CVVR 3 46,02 5,23
Candida albicans ASS 3 46,02 5,23
Candida glabrata ATCC 2001 1 46,02 5,23
Candida glabrata 3 46,02 5,23
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 46,02 5,23
Candida parapsilosis 1 46,02 5,23
Candida tropicalis 2 46,02 5,23
Saccharomyces cerevisae 2 46,02 5,23
Total 21
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Tabela 40 - Concentracdo fungicida minima (CFM) do SMTS-2 contendo
microparticulas de propolis

NUmero CFM em
. . CFM Polifendis
Micro-organismo de 1 :

mg. mL totais pg.

leveduras A1
mL
Candida albicans ATCC 90028 2 50,99 3,85
Candida albicans CVV 3 50,99 3,85
Candida albicans CVVR 3 50,99 3,85
Candida albicans ASS 3 50,99 3,85
Candida glabrata ATCC 2001 1 50,99 3,85
Candida glabrata 3 50,99 3,85
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 50,99 3,85
Candida parapsilosis 1 50,99 3,85
Candida tropicalis 2 50,99 3,85
Saccharomyces cerevisae 2 50,99 3,85
Total 21
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6. CONCLUSOES

v

v

v

A amostra de propolis apresentou boa qualidade, com caracteristicas
semelhantes as de outras coletadas na mesma regiao.

O extrato produzido apresentou qualidade e se mostrou adequado para
utilizacdo na producao de microparticulas in situ nos sistemas.

A validacdo das metodologias analiticas para flavonoides totais e
polifendis totais demonstrou que as metodologias apresentaram
linearidade, precisdo e exatiddo para as concentragOes utilizadas,
confirmando que os métodos séo validos.

O extrato etandlico de prépolis 30% (p/p) demonstrou atividade
antifingica in vitro tanto em relagédo as cepas de referéncia quanto em
relagdo aos diversos isolados clinicos de pacientes com candidiase
vulvovaginal, candidiase vulvovaginal recorrente e assintomaticas.
Desenvolveu-se um sistema semissoélido mucoadesivo termossensivel
para liberacdo de microparticulas de propolis.

O sistema mucoadesivo termossensivel, formado pelo polimero
termossensivel poloxamer 407 e pelo polimero mucoadesivo Carbopol
934P®, possibilitou a preparacdo de microparticulas de prépolis in situ.
Além disso, os dois sistemas, com diferentes proporcées dos
polimeros, apresentaram temperatura de gelificagcdo, comportamento
reoldégico e mecanico, de mucoadesédo e teor de propolis adequadas
para a liberacdo na cavidade vaginal.

Os sistemas contendo microparticulas de propolis apresentaram
atividade antifangica in vitro tanto em relacdo as cepas de referéncia
guanto em relacdo aos diversos isolados clinicos de pacientes com
candidiase vulvovaginal, candidiase vulvovaginal recorrente e
assintomaticas.

A determinacdo do perfil de liberagdo in vitro a partir dos sistemas
desenvolvidos demonstrou que a prépolis pode ser liberada de forma

controlada por um periodo de no minimo 24 horas na mucosa vaginal.
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Abstract

Background:The vaginal mucosal cavity is a feasible, safe, very attractive site for drug delivery and highly dynamic with
respect to absorption of drugs, their metabolism and their elimination. Compared with other mucosal application
sites, the vagina has the following advantages as, a fall in the incidence and severity of gastrointestinal side effects,
avoidance of the inconvenience caused by pain, tissue damage and risk of infections which are associated with
parenteral routes, ease of self-insertion and removal of the dosage form is possible. In addition, a prolonged contact
of a delivery system with the vaginal mucosa may be achieved more easily than at other absorption sites like rectum
or intestinal mucosa. Mucoadhesive systems provide intimate contact between a dosage form and the vaginal
mucosa, which may resultin high concentration in a local area and hence high drug flux through the vaginal mucosa.
The efficacy of vaginal mucoadhesive drug delivery systems (DDS) is affected by the biological environment and the
properties of the polymer and the drug.

Objective: This article reviews systematically some relevant citations regarding the environment, strategies for vaginal
drug delivery, evaluation, and utilization of the main polymers.

Conclusion: We provide a review of several vaginal mucoadhesive DDS currently in developmental stages or available
in the market, immunization via the vagina and special emphasis on the challenges and difficulties associated with

delivery of drugs via the vaginal route.

Keywords: Mucoadhesion, vaginal mucosa, vaginal route, vaginitis, drug delivery systems

Introduction

Since the last decades, a greater attentlon has been
focused on development of controlled and/or sustained
drug delivery systems (DDS). The number of products
based on new DDS has significantly increased, and this
growth is expected to continue in the near future. The
purpose in designing these systems 1s to reduce the fre-
quency of dosing or to increase effectiveness of the drug
by localization at the site of the action, decreasing the
dose required or providing uniform drug delivery, and
to maximize the therapeutic effect while minimizing the
potential for systemic side-effects'*.

Alternative non-oral routes, like vaginal, are currently
assuming greater importance. The main advantages of

vaginal drug delivery over conventional drug delivery, as
per oral administration, are the ability to by pass first-
pass metabolism, ease of administration and high per-
meability for low molecular welght drugs®*7#,

The human vagina remains to be a relatively unex-
plored route of drug delivery despite its potential as a non-
invasive route of drug administration®. Moreover, the
administration of drugs for systemic effects via vaginal is
also feasible. This route has been traditionally used either
to provide women with therapy for local disorders™**,
for the administration of locally acting drugs such as
antifungal'~*'® antibacterial®'**, antimicrobial*"**, anti-
protozoal®, antichlamydial, antiviral agents'>**, labor-
inducing agents, spermicidal agents, prostaglandins,
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