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Resumo

O virus do Papiloma Humano, (HPV) é um dos agentes infeciosos de transmissao
sexual mais comum e é responséavel por mais de 5 % de todos os cancros humanos. Dos
200 geno6tipos capazes de infectar os humanos, 40 podem infectar o trato anogenital e
causar lesoes benignas ou pré-cancerosas. Mais de 90% de todos os casos de cancro do
colo do ttero sdo devido a infecoes causadas pelo HPV de alto risco. Na grande maioria
dos casos, as infe¢oes provocadas pelo HPV apenas sdao detectadas quando as lesdes ja
sdo de elevado grau e evoluem para cancro. Embora existam vacinas profilaticas contra
o HPV, estas sdo ineficazes nos casos de infecao latente, ndo sendo deste modo

benéficas para individuos ja infectados e com lesdes causadas pelo mesmo.

Diversos sistemas de entrega de farmacos anticancerigenos com elevada especificidade
tem sido desenvolvido para o tratamento de cancro, nomeadamente lesoes cancerosas
uterinas provocadas pelo HPV. O uso de formulagbes vaginais é frequentemente
indicado para a aplicacao topica e tem sido frequentemente utilizado no tratamento de

lesoes vaginais.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar formulac¢oes contendo 6leo
essencial de Thymus vulgaris (TEO) na sua constituicio e compostos tais como
mitoxantrona (MTX) e do derivado de laranja de acridina (Cs), de forma a avaliar a sua
acdo anticancerigena, nas células do cancro do colo do tatero. O tomilho, para além de
propriedades antifingicas e antibacterianas, também apresenta propriedades
anticancerigenas resultantes do aumento especifico dos radicais livres e do stress

oxidativo causado nas células cancerosas.

O seu efeito antiproliferativo foi avaliado por ensaios de viabilidade celular através do
ensaio colorimétrico do reagente brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)-2,5-difenil
tetrazolio MTT) nas linhas celulares HeLa e NHDF. Para avaliacdo da permeabilidade
dos compostos no tecido vaginal da porca, foi utilizada a camara de Ussing e posterior
quantificacdo pelo método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As
formulacGes também foram caracterizadas quanto aos valores de pH e capacidade

tampao, osmolalidade, viscosidade e bioadesao.
Os resultados demonstraram que houve um aumento no efeito antiproliferativo das
formulacées com MTX e Cs na presenca de TEO, possivelmente indicando que o TEO

pode ser um potencializador do efeito antiproliferativo de MTX e Cs nas linhas
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celulares do cancro do colo do utero. Entretanto o TEO apresentou alguma toxicidade
tanto nas células HeLa como nas células saudaveis (NHDF), apresentando um efeito
antiproliferativo maior nas células Hela, na maioria das formulacées nas
concentracoes de 1 % e 0,4 %. Os resultados da caracterizacao das formulacoes
revelaram que nem sempre apresentaram as propriedades tecnologicas ideais (pH,
capacidade de tamponamento, osmolalidade, viscosidade e bioadesdo); no entanto,

obteve-se os resultados esperados com as dilui¢oes fisioldgicas no fluido vaginal.

No geral, os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que as formulacoes
contendo o TEO na sua constituicdao, principalmente a de Ti% + Cs sdao as mais
promissoras em termos de custo-beneficio e e aplicacdo topica do composto ativo para

o tratamento de lesOes causadas pelo HPV.

Palavras-chave

Oleo essencial de Thymus vulgaris, formulacdes vaginais, simulante de fluido vaginal,

derivado de laranja de acridina, mitoxantrona.






Abstract

Human papillomavirus (HPV) is one of the most common sexually transmitted
infectious agents being also responsible for 5% of all human cancers. More than 200
types of HPV have been recognized capable of infecting humans, more than 40 infect
the genital tract. causing benign or precancerous lesions. 90% of cervical cancer cases
are due to high-risk HPVs and usually is detected when HPYV infection remain over
long periods. Although prophylactic vaccines can prevent infections by HPV types, they
are ineffective to people who are already infected with HPV, because vaccines do not
treat infection. They provide maximum benefit if a person receives them before he or

she is sexually active.

Several types of delivery systems developed for cancer revealed high specificity to
uterine cancerous lesions caused by HPV. The vaginal formulations is often indicated
for the topical application of drugs and has been frequently used in the treatment of

vaginal lesions.

This work aims to develop and characterize formulations containing Thymus vulgaris
essential oil (TEO) in its constitution and compounds mitoxantrone (MTX) and
acridine orange derivative (Csg) in order to evaluate its action in terms of cytotoxic effect
on cervical cancer cells HeLa. Thyme have showed effective bactericidal and antifungal
activities and also anticancer properties resulting from the specific increase of the free

radicals and oxidative stress caused in cancer cells.

The antiproliferative effect was assessed by colorimetric assay of [3- (4,5-
dimethylthiazol-2-1) -2,5-diphenyl tetrazolium MTT reagent in HeLa and NHDF cell
lines. The permeability of the compounds was evaluated in the Ussing chamber using
vaginal tissue and quantified by the high-performance liquid chromatography (HPLC)
method. The formulations were also characterized in terms of pH buffering capacity,

osmolality, viscosity and bioadhesion.

The TEO formulations loaded with MTX and Cs showed an increase of antiproliferative
effect, indicating that TEO may be an enhancer of the cytotoxic effect of MTX and Cs in
cervical cancer cell lines. However, TEO showed some toxicity in both HeLa cells and
normal cells (NHDF), presenting a greater antiproliferative effect in HeLa cells, in most
formulations at concentrations of 1% and 0.4%. The formulations did not present the

ideal technological properties (pH, buffering capacity, osmolality, viscosity and
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bioadhesion); however, in dilutions of vaginal fluid simulant presented the expected

results.

Overall, the formulations containing thyme and T1% + Cg developed under this project
are the most promising in terms of cost-benefit and topical application for the

treatment of lesions caused by HPV.

Keywords

Thymus vulgaris essential oil, vaginal formulations, vaginal fluid simulant, acridine

orange derivative, mitoxantrone.
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Capitulo 1

Introducao

Um dos grandes problemas de satde enfrentado pelas mulheres jovens e sexualmente ativas,
mundialmente, sdo as neoplasias intraepiteliais cervicais.! A infecdo continua por alguns dos
tipos de papilomavirus humano (HPV) considerados de alto risco, resultam em lesGes
intraepiteliais escamosas (SILs). Caso estas ocorram no colo do utero (CU), as lesdes designam-
se de Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC) e na regido vulvar sdo denominadas de
Neoplasias intraepiteliais vulvares (NIV). Quando nio diagnosticadas e tratadas precocemente
podem progredir para cancros malignos, especificamente, cancro do colo do utero (CCU),
segundo tipo de cancro que mais afeta as mulheres com menos de 50 anos, e o quarto mais

diagnosticado nas mulheres a nivel global e importante problema de satde ptblica.2

1.1 Lesoes pré-cancerosas e cancerosas provocadas pelo

HPV

As SILs, terminologia dada pelo sitema de Bethesda, foi proposta de forma a simplificar a
classificacao dada anteriormente pelo sistema de Richart, que classificava as NIC em trés graus
histologicos: NIC 1, NIC 2, NIC 3 e carcinoma in situ. De acordo com o sistema Bethesda, as
lesGes designadas como NIC 1 s3o classificadas como lesoes intraepiteliais escamosas de baixo
grau (LSIL) e as NIC 2, NIC 3 e carcinoma in situ classificadas como lesoes intraepiteliais de alto
grau (HSIL).2

A persisténcia da infecdo por HPV, devido a diversos fatores como maultiplos parceiros sexuais,
tabagismo, cervicite, etc., implica que a carga viral do virus aumente e permaneca em niveis
altos no organismo, levando ao desenvolvimento de lesdes cervicais e o aumento da gravidade
das mesmas.3 A NIC é bastante comum no célo uterino. Caracteriza-se por lesdes intraepiteliais
pré-invasivas com a capacidade de regredir naturalmente para o epitélio normal, persistir na
lesdo ou nos casos mais graves progredir para um carcinoma invasivo.4

NIC 1, é dada por um diagndstico histologico correlacionado a replicacdo viral, e considerada de
baixo potencial de malignidade. Caracteriza-se basicamente por uma infecao viral pelo HPV, em
geral autolimitada e que dificilmente progride para um carcinoma, representando apenas 1 a 2%
dos casos de cancro.>¢ A maioria destas lesoes s@o eliminadas pelo sistema imunolégico no
periodo de seis a doze meses apds o seu aparecimento, apresentando uma taxa de regressao em
mulheres jovens de mais de 90% e 70 a 80% em mulheres adultas. Entretanto, quando a infegdo
se torna persistente e nao é tratada devidamente, estas lesdes podem progredir para lesdes de

alto grau, as NIC 2 e NIC 3 e consequentemente para um carcinoma (Figura 1).6
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Figura 1. Perspetiva geral da estrutura epidemiolégica da infeccio pelo HPV. (Adaptado da
referéncia 7) A infecgdo pelo HPV pode progredir para verrugas genitais ou para NIC ( Graus 1, 2, 3) com
possivel progressao para CCU. No entanto, pode ocorrer regressio das lesdes de maior grau para as de
menor grau. Apenas o CCU confere um risco adicional de mortalidade. HPV= Papilomavirus humano;
NIC= Neoplasia Intraepitelial cervical; CCU= Cancro de c6lo do ttero.

Normalmente as lesdes NIC1 apresentam células epiteliais superficiais alteradas com nicleos
grandes, hipercromaticos e halos citoplasmaticos perinucleares, caracteristico dos condilomas.
Estudos prévios demostraram que as lesdes NIC 2, assim como a NIC 1, apresentam uma alta
taxa de regressdo, embora a taxa de progressio seja maior.

Ja as lesdes NIC 3 sdo consideradas altamente malignas, com elevado potencial para progredir
para um carcinoma invasivo, com uma taxa de 0,2% a 4% em até doze meses.8 No entanto, as
lesGes NIC 2 e NIC 3 apesar de estarem correlacionados na maioria das vezes com tipos de HPV

de alto risco, quando decorrentes de infe¢bes por HPVs considerados de baixo risco, podem



levar até 5 anos para se instalarem e 20 a 30 anos para progredirem para um carcinoma
invasivo.9

As lesOes de alto grau (NIC 2 e NIC 3) embora apresentem um alto grau de malignidade e
assumam implicitamente o mesmo prognostico, é impraticavel determinar se tém ou nao a
mesma probabilidade de progressao e regressao. Caracterizam-se por um elevado ntimero de
células pré-cancerosas na superficie do colo uterino. H4 um aumento de células atipicas, com
diferentes variacoes na relacao nicleo/citoplasma, e uma perda progressiva da diferenciacdo até
que todo o tecido esteja totalmente comprometido com células atipicas com elevado potencial

de se tornarem malignas ( carcinoma ) e invadirem outros tecidos (Figura 2).9

Alteracoes no colo uterino

— i Cancro do
Normal . " LSIL . _____~ HSIL—> i
- v colo do utero

Figura 2. Representacao ilustrativa das altera¢bes celulares do colo uterino na presenca de infeccdo por
HPV. (Adaptado de referéncia 1°)

O risco de desenvolvimento de um carcinoma do colo uterino é relativamente maior em
mulheres diagnosticadas com NIC!. O carcinoma in situ (CIS) é caracterizado pela malignidade
pré-invasiva limitada ao epitélio, em que as células cancerigenas nao possuem a capacidade de
invadir a membrana basal.!2

Quando ha a invasdo da membrana basal pelas células pré-cancerosas de alto grau, é designado
de carcinoma invasivo cervical (ICC), variando dos estagios I (localizado no colo do utero) ao IV
(quando atinge 6rgaos distantes). Quando constituido por células semelhantes as do epitélio
escamoso, 0 ICC é denominado de carcinoma de células escamosas invasivas, e quando

apresenta elementos glandulares e escamosos juntos este é denominado de adenocarcinoma.!2



1.2 Virus do Papiloma Humano (HPV)

H4 mais de 40 anos foi comprovado o importante papel do HPV no desenvolvimento da maioria
dos cancros cervicais, sendo considerado o agente infeccioso sexualmente transmissivel mais
comum no mundo (Figura 3).1312 E responsével por mais de 5% de todos os cancros humanos, e
30% de todos os cancros relacionados a agentes infecciosos.1314 Estima-se que o nimero de
novos casos de cancros decorrentes de infe¢oes por HPV seja de aproximadamente 630 000, dos
quais 570 000 em mulheres e 60 000 nos homens, sendo o nimero de mortes de 250 000, por
ano no mundo inteiro.154 Também é reportada sua correlacdo com outros cancros anogenitais,
de cabeca e pescoco e de alguns tipos especificos a cancros cutineos, sendo por isso um foco

intensivo de diversas pesquisas.!37
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Figura 3. Principais marcos envolvidos na patologia do HPV. (Adaptado de referéncia 5)

1.2.1 Tipos de HPV

Considerados bastante heterogéneos, mais de 300 gendtipos de papilomavirus ja foram
identificados, dos quais cerca de 200 sdo capazes de infectar os humanos, e destes 40 podem
infectar o trato anogenital e causar lesdes benignas ou pré-cancerosas.’51 Os tipos de HPV
encontrados em humanos sdo classificados em 5 géneros, baseado nas diferencas da sua
sequéncia de DNA gendmica, e sio nomeadamente, a -papilomavirus,  -papilomavirus, y -
papilomavirus, p-papilomavirus e v-papilomavirus, sendo que os géneros a, p e y —
papilomavirus representam os maiores grupos (Fig. 4).15%7 O género a, considerado o maior,
compreende 64 tipos de HPVs que sdo capazes de infectar o colo uterino e as mucosas anal e
peniana.18

Os tipos de HPV sdo divididos em dois grandes grupos, baixo risco e alto risco, definida pela
afinidade de ligacdo das oncoproteinas aos genes supressores tumorais (p53 e pRb), que se
fundamenta no risco da célula infectada perder o controlo do ciclo celular e transformar-se em

maligna.19



Os HPVs de baixo risco, dentre eles os HPV 6,11, 40, 42, 43, 54, 61, 72, estdo mais
associados ao desenvolvimento de verrugas ou condilomas anogenitais, enquanto que os de
alto risco, nomeadmente os HPVs 16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 estdo
relacionados com cancros anogenitais e lesdes neoplasicas precurssoras.’®2° O DNA dos
HPVs de tipos considerados de alto risco, esta presente em aproximadamente 99% dos CCU,
em que o tipo mais prevalente é o HPV 16, seguido pelos tipos 18, 31, 33 e 45.2!

Alpha- papilomavirus
Mucosa e

cuténeo

Mu-papilomavirus
Cutaneo

Nu- papilomavirus
Cuténeo

Gama papilomavirus
Cutaneo

Beta- papilomavirus

Cuténeo \/

Figura 4. Ilustracio dos tipos de HPV pertencentes a cada género e o tropismo de cada um.
Representados em vermelho os tipos de HPV de alto risco (cancerigenos). Os tipos do grupo a geralmente
apresentam tropismo pelo epitélio cutianea e pela mucosa. Os representados na parte cinza sdo os cutaneos
considerados de baixo risco, em rosa os da mucosa de alto risco e em laranja os com tropismo pela mucosa
e considerados de baixo risco. (Adaptado de referéncia 17)



1.2.2 Estrutura e organizacao do genoma do HPV

O HPV é um pequeno virus pertencente a familia Papillomaviridae, contendo DNA circular de
cadeia dupla. E um virus icosaédrico nio envelopado (didmetro 50-55 nm) com um genoma
epissomal de aproximadamente 8 000 pares de base (pb)?5, que pode ser dividido em 3 regides.
Uma regido inicial denominada de “Early” (E) com quadros de leitura aberta para 77 proteinas
regulatdrias expressas precocemente, nomeadamente E1, E2, E4, E5, E6 e E7; uma regiao tardia
“Late” (L) contendo quadros de leitura aberta para duas proteinas estruturais da céipside
expressas tardiamente, L1 e L2; e uma regido reguladora, denominada de Regido Longa de
Controlo (LCR) (Figura 5).17:22

Figura 5. Ilustracio da estrutura tipica do genoma de trés sub-géneros do HPV. (A) Apesar de
todos compartilharem uma organizacio genética comum, o tamanho e a posicao das suas regides podem
variar. Os tipos de HPV pertencentes ao [3- papiloma virus ndo possuem a regido E5. As setas marcadas no
mapa genémico do a-papiloma virus representam a regido das principais proteinas oncogénicas. (B)
Representagdo esquematica da estrutura do HPV contendo o DNA do virus no interior de uma capside
proteica. (Adaptado de referéncia 17-23).

A denominagio das regides contidas no genoma viral (iniciais e tardias) esta relacionada com as
posicoes dos genes dentro do genoma e da janela temporal de expressao durante o ciclo do HPV.
As proteinas codificadas pelos genes da regiao inicial (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) sdo as
responséveis pela replicac¢o, transcrigdo viral e a transformagio oncogénica.2

A proteina codificada pelo E2 desempenha um papel auxiliar na replicacao viral e também
funciona como regulador negativo da expressao dos genes virais E6 e E7, como reportado em

alguns estudos.1¢



Os genes E6 e E7, que sdo oncogenes, codificam as principais proteinas transformadoras dos
HPVs considerados oncogénicos (como HPV16 e 18), mas também desempenham papéis
importantes no ciclo de vida normal do virus.?® A expressdo de E6 e E7 é necessaria durante a
infeccdo para que as células se mantenham mitoticamente ativas.1s

As proteinas L1 e L2 sdo expresssas no final da diferenciacdo nas camadas superiores do
epitélio, e é sempre seguida da expressao da E4. A L1 é a proteina principal da capside enquanto

a L2 a proteina menor.2

1.2.3 Ciclo de vida do HPV

O HPV por ser um virus especifico, infecta e replica apenas num epitélio escamoso e com
capacidade de diferenciacdo.’® O ciclo viral inicia-se com a infecdo de uma das células em
divisdo da camada basal do epitélio pelo HPV, decorrente de microlesdes no epitélio. A ativacao
do ciclo celular ocorre conforme a célula infectada se diferencia e cria um ambiente favoravel
para que ocorra a replicacio e a amplificagdo do genoma viral.’s Posteriormente a entrada na
célula, o genoma do HPV é transportado para o ntcleo e comecam a ser expressas as primeiras
proteinas virais.22 Ap6s algum tempo comeca a diferenciacdo dos queratindcitos através da
ativacio dos genes virais tardios, em que sdo expressas as proteinas virais tardias L1 e L2, que
auxiliam a amplificacio do genoma e producdo de viriGes, nas camadas superiores de
diferenciacdo do epitélio.2c O virus e a célula, inicialmente, replicam-se juntos e o ntmero de
copias é mantido em torno de 50 a 100 copias nas células filhas. Essa fase é mediada pelas
proteinas virais E5, E6 e E7.16 Nos HPV de alto risco (cancerigenos), enquanto as células se
dividem, a expressao das proteinas virais é altamente controlada, sendo os oncogenes E6 e E7
expressos em niveis muito baixos!8, no entanto nos casos de malignidade inicial, ha uma perda
do controlo da expressdo de E6 e E7, e a expressdo génica na célula torna-se desregulada.’s O
mecanismo de acdo das oncoproteinas E6 e E7 passa por interromper o controlo do ciclo celular
através da sua interagdo com a proteina supressora de tumor p53 e da proteina retinoblastoma
(pRb). A proteina E6 degrada o p53 através da via ubiquitina proteassoma e a E7, através da
ligagdo a pRb, bloqueia a atividade do fator de transcri¢do E2F, resultando na perda do controlo
do ciclo celular, facilitando a progressao do ciclo celular.©

A integracao do DNA viral no genoma do hospedeiro é essencial para desencadear o processo de
carcinogénese induzida pelo HPV, sendo a E2 a regido mais afetada durante o processo,
podendo levar a sua delecdo. Essa integracdo pode ocorrer pela instabilidade genoémica causada
pelas oncoproteinas E6 e E7, devido as quebras aumentadas das cadeias de DNA tanto do
hospedeiro como do genoma viral. Por ser a regido gendémica mais afetada, o E2 deixa de atuar
como um regulador negativo do E6 e E7, e estes comegam a ser expressos de forma
descontrolada levando a carcinogénese. Para além da integracdo genbémica, estudos
demostraram que os mecanismos de hipermetilacio do HPV também levam ao bloqueio da

regido E2, causando uma expressao desregulada dos oncogenes.!5



Ao perder a sua capacidade de replicar produtivamente e sintetizar novas particulas, o genoma
viral do HPV pode permanecer por muitos anos em células epiteliais em divisdo ativa,
resultando em uma infecdo persistente.22 Entretanto numa infec¢do normal, apds a divisao
celular da camada basal, a célula infectada se tornara em uma célula amplificadora, destinada a
completar a diferenciacdo epitelial e movimentar-se através das camadas epiteliais.22 O tempo

decorrente entre a infecao e a geracao do virus infeccioso é cerca de 3 semanas.6
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Figura 6. Ilustracio do ciclo de vida e do processo de carcinogénese do HPV em células do epitélio

escamoso. (Adaptado de referéncia 24)



1.3 Tratamento das lesoes derivadas de infecoes pelo HPV

Na grande maioria dos casos, as infe¢oes pelo HPV nas mulheres apenas sao detectadas quando
as lesdes ja passaram do NIC 1 ou entdo quando ja ha desenvolvimento de um cancro. Estao
disponiveis atualmente no mercado, trés vacinas profilaticas contra o HPV, a Cervarix®, que é
uma vacina bivalente contra os HPVs de alto risco 16 e 18, a Gardasil®, vacina quadrivalente
direcionada para os HPVs 6, 11, 16, e 18 e a Gardasil 9®, que é uma vacina nonavalente
direcionada para tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 582. Embora sejam vacinas bastante
eficientes na profilaxia do HPV, sio ineficazes em casos de infecao pré-existente pelo HPV, logo

nao sendo benéficas para os individuos ja infectados pelo virus.:

O objetivo inicial do tratamento das lesdes causadas pelo HPV é diminuir a transmissibilidade
da infecao principalmente quando se tem a presenca de verrugas ( condilomas), onde parece ser
mais significativo eliminar os sintomas, amenizar a carga psicologica e melhor a estética do
paciente. Entretanto, ainda nao existe um tratamento comprovadamente capaz de eliminar o
virus nem um tratamento ideal para todos os pacientes, estando disponiveis tratamento

quimicos, fisicos e imunomodeladores.2526

1.3.1 Terapéuticas das verrugas genitais

O tratamento das verrugas genitais, visa eliminar as lesoes, melhorando a estética do paciente e
um controlo adequado da doenca. Inclui tratamentos topicos (quimicos, imunomodeladores ou

excisionais) ou sistémicos (Tabela 1).25

Tabela 1. Métodos de tratamento das verrugas genitais. (Adaptado de referéncia 26)

Aplicaciao
Tipo de Tratamento @ Mecanismo de ac¢io Administraciao intravaginal ou
intra-anal

Topico |

Podofilotoxina Anti-mitético Paciente Nio

Imunomodelador
Imiquimod Paciente Nao

Anti-oxidante, antiviral
Sinecatequinas e anti-tumoral Paciente Desconhecido

5-Fluorouracilo Quimioterapico Médico Sim

Tratamentos destrutivos e cirargicos




Acido Destruicao quimica das Médico Sim

tricoloracético proteinas teciduais
(ATA)

Crioterapia Destruicao dérmica Médico Sim

induzida por baixas

temperaturas
Excisdo cirargica Excisao do tecido Médico Sim
anomalo
Laser CO2 Vaporizagao de lesoes Médico Sim
por agdo de
infravermelhos
Terapia Destruicao pela Médico Sim
fotodinamica aplicacao de feixe de luz

Tratamento sistémico

Interferon Imunomodulador Médico Sim

Isotretinoina Imunomodulador Paciente Sim

1.3.2 Terapéuticas destrutivas das NIC

A finalidade do tratamento das NIC é impedir a progressao das lesoes para um cancro invasivo.
A escolha do tratamento para NIC ou CCU inclui ponderagdes importantes como a histéria
natural e evolutiva das lesbes, a seguranca do diagnoéstico citologico e histologico, os problemas
anestesiologicos, os fatores de risco oncolégicos, o desempenho clinico, a possibilidade de
continuacao do tratamento e o desejo da paciente em querer ter filhos ou nio.27.28

Visando a remocao/destruicdo total da zona de transformacao (ZT), o tratamento pode ser
destrutivo ou excisional (Tabela 2), no entanto qualquer tratamento destrutivo é contra-
indicado quando ja se tem um envolvimento do canal endocervical ou na presenca de doenca
invasiva e também durante a gravidez. O tratamento excisional objetiva a remocao total da (ZT),

em que é recomendavel a excisdo em pega Gnica e que compreenda toda a lesao.29
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Tabela 2: Métodos de tratamentos destrutivos das lesGes intraepiteliais cervicais. (Referéncia 29)

Métodos destrutivos

Principio

Uso de um eléctrodo em forma de bola, com temperaturas variaveis entre
50 e 120°C, em que a destruicilo em profundidade depende da

Diatermocoagulacdo | temperatura e da duracdo da aplicacio. Este método deve ser evitado uma
vez que a profundidade de destrui¢do nao é controlavel.

E o método preferivel, devido a sua precisio. Usado sob visualizacio

Vaporizacao LASER | colposcopica, com profundidade de destruicdo dependente da técnica

CO2 utilizada pelo operador

Uso de uma sonda metélica de tamanho variavel, que se adapta ao colo

Criocoagulacao uterino e provoca congelacao tissular através da libertacao de dioxido de

(crioterapia) carbono ou perboxido de azoto, que causa congelagdo intracelular e

destruicao da lesao.

Métodos excisivos

Principio

ExcisaodaZT “ a
frio”

Maior risco de hemorragia, distorcao anatémica e de estenose cervical,
entretanto nao possui efeitos flogisticos. Geralmente obtem um cone de
maior altura. E realizada sob anestesia geral.

Excisao da ZT com
ansa diatérmica

De todas ¢ a que apresenta maiores efeitos flogisticos, tendo como
limitacdes as lesdes mais extensas e profundas. E uma técnica econémica e
facil de implementar, com a vantagem de poder ser efectuada em
ambulatério, sob anestesia local.

Excisao da ZT com
agulha dérmica

Tem as mesmas vantagens da ansa dérmica, mas € mais versatil
permitindo excisdo tinica das lesdoes mais extensas e mais altas do canal
endocervical.

Excisao da ZT com
LASER CO2

E o método mais dispendioso, mas com efeitos flogisticos minimos. Tem
como vantagem permitir o controle da excisdao da pega operatéria, quer em
profundidade quer em largura.Realizada sob anestesia local
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1.3.3 Tratamentos do CCU

O estadiamento da doenca é fundamental para o planeamento do tratamento (Tabela 3).
Contrariamente as pacientes com CCU em estigio inicial ou localmente avancado, que tém
acesso a tratamentos convencionais, incluindo cirurgia, radioterapia ou quimioterapia, os

pacientes com cancro cervical metastatico nao tém tratamento padrao devido as manifestacées

heterogéneas da doencga.3°

Tabela 3: Sistema de estadiamento de cancro do colo do titero da Federagao Internacional de Ginecologia

e Obstetricia (FIGO). 3!

Estagios Caracteristicas
Estagio I . o ,
Carcinoma limitado ao colo do ttero.
IA Carcinoma pré-clinico
A1 Invasdo do estroma < 3mm em profundidade e < 7mm em extensdo.
IA2 Invasao do estroma > 3mm e < 5mm em profundidade e < 7mm em extensao
Lesdes clinicas limitadas ao colo ou pré -clinicas com dimensdes superiores ao estadio
IB IA.
IB1 Carcinoma clinicamente visivel, < 4cm
B2 Carcinoma clinicamente visivel, >4cm
Estagio I1 Carcinoma estende-se para além do colo, mas ndo atinge a parede pélvica, nem 1/3
inferior da vagina.
. Tumor envolve até os 2/3 superiores da vagina, sem infiltragdo 6bvia do paramétrio
1A Carcinoma clinicamente visivel, < 4cm, sem envolvimento do paramétrio
1
e Carcinoma clinicamente visivel, > 4cm, sem envolvimento do paramétrio
2
B Carcinoma infiltra o paramétrio, sem atingir a parede pélvica.
Estagio III | Carcinoma estende-se 4 parede pélvica e/ou invade o 1/3 inferior da vagina.
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A Invasao do 1/3 inferior da vagina, sem atingir a parede pélvica

. Extensao a parede pélvica, e/ou hidronefrose, e/ou rim nao funcionante

Estagio IV | Carcinoma estende-se para além da pelve e/ou invade a mucosa da bexiga e/ou reto

. O tumor invade a mucosa da bexiga e/ou do recto

Metastases a distancia
IVB

1.3.3.1 Tratamentos Cirargicos

O tratamento cirargico do CCU é apontado como o mais eficaz, principalmente quando em
estagio inicial e de baixo risco da doenga.28 Tem como objetivo a remocdo total de todas as
células cancerigenas, o que pode incluir a remog¢io de um cone do colo do ttero (conizacao), a
remocao completa do dtero e do colo uterino (histerectomia) ou a remocao parcial do CU
(traquelectomia), em que o corpo do ttero é mantido.29

A histerectomia radical com linfadenectomia pélvica é considerado o tratamento padrao para o
CCU em estado inicial, como é o caso de pacientes com doenca nos estagios IA2 e IIA1 enquanto
que a histerectomia simples ou é mais indicada para pacientes no estagio 1A1.32

Uma opcao cirargica de tratamento, razoavel para poupar a fertilidade em pacientes com
cancros nos estagios IA2 ou IB1, € a traquelectomia vaginal radical (TVR), em que é removido o
colo do tutero, as margens vaginais e os ligamentos de suporte, mantendo intactos o corpo
principal e o fundo do dtero.32 O tratamento cirargico deve ser realizado ou assistido por

laparoscopia ou entao por laparoscopia robdtica.28

1.3.3.2 Radioterapia

A radioterapia (RT), introduzida em 1913 como método de tratamento do CCU, foi pressuposta
tdo eficaz quanto a cirurgia.?® Pode ser utilizada no CU como tratamento tnico, visando
erradicar o tumor ou como tratamento auxiliar, posteriormente a uma intervencio cirargica,
associando-se ou ndo a quimioterapia e em alguns casos pode ser indicado como tratamento
complementar com recurso a braquiterapia intra-cavitaria, um dos métodos de RT interna.

Existem dois tipos de tratamentos de radioterapia para o CCU. A RT externa, em que é
administrada uma radiacdo através de um aparelho de grande dimensao que incide o feixe de
radiacdo na regiao alvo, com elevada precisdo. Nao ha necessidade de internamento para este

tipo de terapia, e tem um periodo de duracdo de 5 a 7 semanas, com até 5 sessoes por semana.28
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O outro tipo de RT ¢ a intracavitaria, ou RT interna, em que a radiacio é aplicada com auxilio de
implantes contendo substincias radioativas na vagina da paciente. E um tratamento de curta
duracao, podendo demorar horas ou dias, e posteriormente retirados os implantes. Implica o
internamento da mulher e algumas medidas de protecdo de forma a prevenir que outras pessoas
sejam expostas a radiacao. A Radioterapia de Intensidade Modulada ou Arcoterapia (RIMT), um
método de radioterapia intracavitaria, é a técnica mais utilizada, pois permite conformar o feixe
de radiacao e poupar os tecidos saudaveis, diminuindo os efeitos adversos do tratamento.28.

Para pacientes considerados de alto risco, com linfonodos pélvicos, margem cirtirgica e/ou
paramétrio positivo, recomenda-se a braquiterapia vaginal, considerada ttil também quando se
tem margens da mucosa vaginal positivas.

Pacientes com estagios avancados do tumor, ITA2 e IIB2, tratados simultaneamente com
radioterapia e quimioterapia contendo cisplatina apresentaram uma melhoria significativa da

sobrevida. 33

1.3.3.3 Quimioterapia

A indicacdo da quimioterapia é dada em duas situagOes: terapia priméria no tratamento da
doenca em estado avancado/recorrente ou juntamente com a radioterapia (quimioradioterapia)
para o tratamento de tumores localmente avancados. O CCU é considerado relativamente
resistente a quimioterapia, devido as respostas limitadas ao tratamento, ao comprometimento
da vascularizacao de tratamentos anteriores e da funcao renal, a natureza agressiva dos tumores
recorrentes e a curta duragdo da resposta, que dura aproximadamente 4 a 6 meses. A
quimioterapia de primeira linha baseia-se em combinacdes a base de platina, direcionada para o
tratamento de CCU metastatico, embora raramente fornega um controlo permanente da doenga.
Estudos anteriores demostraram que a combinacdo de bevacizumabe com quimioterapia de
primeira linha melhora significativamente a sobrevida global média por um periodo de 3,7
meses. J4 no caso da quimioterapia de segunda linha as taxas de resposta foram consideradas
baixas e nao foi evidenciado nenhum beneficio de sobrevivéncia.34

A cisplatina tem sido considerado o tratamento mais ativo para o CCU avangado/recorrente,
com uma taxa de resposta de 21-44%, e uma sobrevida média de 6,1 a 77,1 meses.35 Varios
estudos demonstraram que a combinagdo da cisplatina com outros farmacos, como a ifosfamida
e paclitaxel, melhorou consideravelmente a resposta, estabelecendo a quimioterapia a base de

cisplatina como padréo de tratamento do CCU recorrente ou metastatico.3s 34

1.3.3.4 Terapias direcionadas

Uma grande aposta no tratamento de CCU, sdo as terapias antiangiogénicas, que podem
aumentar a sobrevida clinica dos pacientes e oferecer uma qualidade de vida relativamente

melhor. Esse tipo de tratamento visa o bloqueio das vias de sinalizacao especificas de células
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cancerosas que estimulam o crescimento.3¢ A angiogénese desempenha um papel crucial na
carcinogénese do CCU.35

O bevacizumabe foi um dos primeiros agentes antiangionénicos com boa eficacia no CCU, e
recomendada pelas diretrizes como o padrao de tratamento.3” E um anticorpo monoclonal anti-
VEGF humanizado, que tem como mecanismo de acdo bloquear o fator endotelial de
crescimento vascular (VEGF) e consequentemente impedir que os tumores estimulem o
crescimento dos vasos sanguineos levando a diminuicdo dos cancros uterinos atrasando a sua
progressao e diminuindo a toxicidade.35:34.37

Além do bevacizumabe, outros farmacos adicionais tem sido estudados como potenciais
anticancerigenos no CCU avancado. O pazopanibe, uma pequena molécula intracelular de
tirosina quinase, inibidor da angiogénse, que atua no receptor de VEGF e no fator de
cresimento derivado de plaquetas (PDGFR), e o sorafenibe, que inibe a acdo da multiquinase,
também foram retratados como possiveis agentes antiangiogénicos eficazes no tratamento do

cancro cervical.34:35

1.3.3.5 Imunoterapia

7

Outra forma de tratamento dos cancros cervicais é a imunoterapia, em que o sistema
imunolégico do paciente é usado para combater o cancro.

O pembrolizumabe, é considerado um inibidor do ponto de verificacio imunolégico. Foi
aprovado recentemente para uso em pacientes com histéria de CCU recorrente e metastatica

que expressam a proteina de morte celular programada 1 (PD-1).37

1.4 Formulacoes vaginais para entrega de farmacos

1.4.1 Ambiente vaginal

A vagina apresenta um epitélio com uma espessura em torno de 200-300um, variando de
acordo com a idade e os niveis hormonais (Figura 7). Apesar de em condi¢Ges normais nao ter
glandulas secretoras e carecer de células caliciformes, esta é considerada uma mucosa. A
superficie vaginal é revestida e protegida por uma fina camada de liquido, o muco vaginal, que
inclui secrecoes endometriais e tubarias, transudato vaginal, residuos de urina e produtos da
autolise celular. Estudos anteriores sugerem uma producao de fluido vaginal de até 6g por dia, e
o volume presente na vagina de sensivelmente 0,5-1 mL, em que ha presenca significativa de
compostos como acido lactico, glicerol, 4cido acético, ureia e glicose.38:39 A producao de muco
vaginal varia de acordo com a fase do ciclo celular em que ocorrem as altera¢des hormonais,
com a maior taxa de produ¢ido durante a fase ovulatéria, e diminuindo consideravelmente (50 a
30%) durante as fases folicular e latea. As caracteristicas do muco cervical também variam
consoante as fases do ciclo menstrual, apresentando-se mais fino e facilmente penetravel
durante a primeira metade do ciclo, e mais espesso e em menores quantidades na segunda fase
do ciclo. A viscosidade do muco é aumentada com o uso de hormonas anticoncecionais e

reduzida com as alteragdes que ocorrem na flora vagina, por exemplo na presenca de infecoes.38
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Figura 7. Representacdo esquematica do epitélio vaginal. (Adaptado de referéncia 4°)

A via vaginal é uma importante via de administracio de farmacos locais ou sistémicos, tanto
para o tratamento de infecOes ou lesOes vaginais como também uma alternativa eficaz para a
entrega de farmacos locais de forma a minimizar os efeito adversos da quimioterapia. Suas
caracteristicas especificas como, grande area de superficie, permeabilidade relativamente alta a
determinados medicamentos, autoinserc¢ao, circulacdo sanguineo abundante, auséncia do efeito
de primeira pasagem hepatica, conferem-lhe um potencial significativo para a entrega de

diversos compostos.4t

1.4.2 Formulagoes vaginais

O desenvolvimento de um produto farmacéutico seguro, eficaz e aceitavel, requer uma
formulacdo apropriada, capaz de ultrapassar os diversos obsticulos que a vagina apresenta em
termos de administracdo de fairmacos. Estas devem ser de aplicacdo reversivel, faceis de usar,
indolores para a paciente, de elevado custo-beneficio e seguras para administra¢io continuada,
além de permitir a autoadministracio e interferir minimamente no normal funcionamento

corporal e na vida diaria.4>

Atualmente as formas farmacéuticas convencionais mais frequentemente administradas por via
vaginal s20 os supositdrios vaginais, comprimidos e as formulacGes semissélidas (pomadas, géis
e cremes), de venda livre ou sujeitos a receita médica. Estas formas farmacéuticas sdo

destinadas a entrega de farmacos anti-infeciosos (antifngicos, antiprotozoarios,

antibacterianos, antivirais), queratoplasticos, cicatrizantes, espermicidas, entre outros.

As formulacOes semissélidas apresentam um aspeto homogéneo, com propriedades
viscoelasticas de fluidos nao-newtonianos. Sao as formas farmacéuticas vaginais mais utilizadas

e elegidas pelas mulheres no tratamento de problemas vaginais, demonstrando ser tdo eficazes
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quanto o tratamento por via oral. Apresentam como principais vantagens a aceitabilidade,
viabilidade e baixo custo, para além de evitar danos aos tecidos saudaveis e evitar o
metabolismo hepéatico de primeira passagem.42 No entanto podem apresentar desvantagens
como desconforto, escorrimento, interferéncia nas relacdes sexuais, reduzido tempo de
residéncia do medicamento devido ao fluido vaginal, o que pode resultar em uma menor

absorcao e distribuicao do medicamento.43

Como exemplos de formulacoes semissolidas vaginais comercialmente disponiveis na Europa e
nos Estados Unidos da América, com diferentes fins terapéuticos, encontram-se antibacterianos
(Dalacin V®), antifangicos (Dermofix®, Gino-Canesten®, Gino Travogen®, Gyno-Pevaryl®,
Lomexin® e Sertopic®) e estrogénios de aplicacdo vaginal (Blissel®, Colpotrophine® e
Ovestin®). Estes foram caracterizados anteriormente por Machado e colaboradores, e
demonstraram ndo apresentar as caracteristicas tecnologicas ideais quando testadas sob
condicoes fisiologicas, como mostrado. Os problemas de escorrimento e desconforto, estdo
fortemente relacionados com as caracteristicas reologicas e osmolalidade dos produtos
vaginais.39 Com isto o perfil viscosimétrico ideal para formulacGes vaginais é o tixotrépico, em
que as propriedades da viscosidade variam com a tensdo aplicada, ou seja diminuem com o
tempo de aplicagdo da taxa de cisalhamento e voltam a aumentar quando esta cessa e a
osmolalidade nao deve ser maior que o limite maximo definida pela organizacdo mundial da

saude (OMS), que é 1200 mOsm / Kg.39

1.4.3 Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris popularmente conhecido como tomilho, é uma erva aromética e medicinal rica
em O6leo essencial, de grande interesse comercial, pertencente 4 familia Lamiaceae. Contém na
sua constitui¢do monotorpenos oxigenados e hidrocarbonetos monotorpenos como os principais
constituintes quimicos, sendo que o timol, carvacrol, p-quimeno, borneol, trans-cariofileno e
hidrato de cis-sabinemo, sdo encontrados em maiores concentracoes.4445 Sua vasta gama de
compostos sdo responsaveis pelas diversas atividades farmacolégicas que este possui, entre elas
propriedades antimicrobianas4¢, antifungicas47, antioxidantes e anticancerigenas.48

O Oleo essencial de tomilho é um dos 10 Oleos essenciais extraidos de plantas mais
comercializados mundialmente.49 E constituido essencialmente por dois compostos fenolicos,
timol (2-isopropil-5-metilfenol) e o carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol), no entanto outros
componentes como cineol, cimeno, a-pineno e borneol, estdo presentes em concentra¢des mais
reduzidas.5© Pode conter até 30 monotorpenos, resultando em uma composicdo quimica que
difere dos restantes 6leos derivados de plantas da mesma espécie.4® Presume-se que suas
atividades farmacolégicas estejam relacionadas principalmente com o timol, um dos principais

constituintes (10 a 64%)5! seguido do seu isémero, o carvacrol (0,4 a 20,6% )(Figura 8).5°
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Figura 8. Estrutura quimica dos monoterpenos, a esquerda, timol e a direita o carvacrol. (Adaptado de

referéncia 52)

Estudos anteriores demonstraram que o timol apresenta citotoxicidade para algumas linhas de
células cancerosas .5352 Embora nao esteja muito bem detalhado na literatura, o mecanismo de
acao do timol e seus derivados inclui a supressdo do crescimento celular, indugao da apoptose,
producao de espécies reativas do oxigénio (ROS) intracelular, despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial com ativagdo da proteina Bax (proteina mitocondrial pro-apoptoética) e

interacao com as caspases (Figura 9).54
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Figura 9. Esquema ilustrativo da atividade anticancerigena do timol nas células cancerosas. (Adaptado
de referéncia 54).
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O timol pode causar disfun¢do mitocondrial pelo stress oxidativo causado na célula e
consequentemente levar a apoptose intrinseca e extrinseca nas células cancerosas. No entanto, a
sua atividade anticancerigena pode também estar relacionada com o efeito antioxidante e
citoprotetor, juntamente com a atividade antiapoptotica, anti-inflamatéria e antigenotoxica que

exerce nas células normais (Figura 10).44

Figura 10. Possivel mecanismo anticancerigeno do timol por vias de apoptose e anti-
apoptose. a) Via anticancerigena numa célula cancerosa: o timol pode causar danos graves ao DNA pela
inducao de ROS, e consequente aumento do stress oxidativo/ disfunc¢do mitocondrial ou ativagdo do fator
nuclear das células T e ativando a via da apoptose. b) Via anticancerigena numa célula normal: o timol
reduz a ativacdo das células T, resultando na regulacdo negativa da via apoptdtica e sobrevivéncia da
célula. (Adaptado de referéncia 54)

1.4.4 Mitoxantrona

O desenvolvimento de medicamentos quimioterapicos citostaticos e citotoxicos é bastante
fomentado, devido ao alto indice de morbilidade e mortalidade por doencas neoplasicas. A
mitoxantrona, (MTX, 1,4-dihidroxi-5,8-bis [2- (2-hidroxietilamino) etilamino] antraceno-9,10-
diona) é um farmaco sintético quimioterapico, pertencente ao grupo das antracenedionas,
desenvolvida no ano de 1980, como alternativa as terapias com antraciclinas, por apresentar
uma melhor atividade tumoral e reduzida cardiotoxicidade.55 Apesar de ser considerada menos
cardiotoxica, alguns estudos revelaram que a sua toxicidade aumenta ao longo da terapia e que
apresenta uma cardiotoxicidade semelhante & da doxorrubicina.5556 E o tinico medicamento da
classe da antracenediona aprovado para uso clinico e apresenta um amplo espectro de atividade
tumoral.5” E clinicamente utilizada no tratamento de diversos tipos de cancros, como o cancro

de mama, leucemia aguda, cancro de prostata, linfoma e devido as suas propriedades
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imunossupressoras comecou a ser usada no tratamento das formas ativas de esclerose multipla
recorrente.55:58

E uma molécula estruturalmente simétrica, compreendendo um croméforo plano triciclico, e
duas cadeias laterais contendo azotos e um anel de antraquinona planar, que é o elemento chave
na intercalacdo do MTX no DNA da célula alvo. Os grupos laterais basicos auxiliam a ligacdo

eletrostatica com os grupos fosfato carregados negativamente do DNA (Figura 11 e 12).55:59:60
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Figura 11. Estrutura quimica do MTX. (Referéncia 55)

1.4.4.1 Mecanismo de acao do MTX nas células cancerigenas

Os farmacos quimioterapicos exibem diferentes mecanismos de agdo, em que a maioria atua
principalmente no ciclo celular e no DNA. Embora o seu mecanismo de acao niao seja muito
claro, sdo aceites varias teorias. Estudos anteriores revelaram que o MTX tem capacidade de
penetrar as células e se concentrar no ntcleo®, onde interage com os acidos nucleicos,
utilizando mecanismos bioldgicos para interromper o a reparacao e sintese do DNA, de forma a
prevenir a proliferacio celular, e inibir a acdo da topoisomerase II e a via mitocondrial.62
Entretanto a sua inespecificidade, pode causar danos tanto nas células saudaveis quanto nas
cancerigenas, levando a apoptose induzida pelo MTX.63

A atividade farmacoldgica do MTX baseia-se na capacidade deste se ligar ao DNA e inibir a sua
replicacio e a sintese de RNA. Este apresenta afinidade para sequéncias com pares de bases
Guanina-Citosina (GC), sendo que esta especificidade resulta dos elementos especificos do anel
da antraquinona.t4 Além disso, inibe também a acdo da topoisomerase II, que é uma enzima
importante na reparagdo do DNA danificado, resultando em quebras em cadeias simples e
duplas do DNA.55:61
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Figura 12. Representacao esquemética da intercalagdo da molécula do MTX no DNA da célula. (Adaptado

de referéncia 1)

Alguns estudos revelaram que além da intercalacdo com DNA, o MTX também pode levar a
formacao de aductos através de ligacoes covalentes DNA-farmaco, promovidas pela ativacdo do

MTX pelo formaldeido (Figura 13).6
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Figura 13. Representacao do modelo proposto do monoaduto MTX-DNA ativado com formaldeido.

(Adaptado de referéncia 1)
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1.4.5 Derivados de laranja de acridina

A acridina e os seus derivados vém sendo bastante estudados, devido as suas diversas
propriedades, entre elas quimioterapicas. A acridina é um composto organico e heterociclico de
azoto, estruturalmente semelhante ao antraceno. A sua atividade quimioterapica é derivada da
sua estabilidade quimica e biolégica e a capacidade que possui em intercalar-se entre os pares
de bases do DNA de cadeia dupla, causando alteracGes biologicas nas células neoplasicas. A sua
estrutura plana e heterociclica poliaromatica (Figura 14) favorece a intercalacdo com as cadeias
polinucleotidicas dos acidos nucleicos, causando perturbacoes no ciclo celular, etapa primordial

da sua atividade antitumoral.t5
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Figura 14. Esquematizacio da estrutura quimica de derivados de acridinas a titulo de exemplo. A laranja,

a estrutura da laranja de acridina. (Adaptado de referéncia 66)

Os derivados de acridina atuam nas células diminuindo a atividade de algumas enzimas
consideradas cruciais durante o ciclo celular, como por exemplo a telomerase, a topoisomerase e
as cinases dependentes de ciclina. Estudos anteriores mostraram que existe relacdo entre o

tempo de ligaciao ao DNA e a atividade biologica dos derivados de acridina.67

O Cs (10- (8- (4-iodobenzamida) octil)) - 3,6-bis (dimetilamina) iodeto de acridinio) (Figura 15)
é um composto derivado de laranja de acridina de grande potencial na quimioterapia, em funcao
devido ao seu potente efeito inibitério do crescimento de células cancerosas, sua fluorescéncia
intrinseca e sua capacidade de penetracdo no nucleo das células cancerosas, nomeadamente na

linha celular de células do cancro do colo do atero HeLa.68:69
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Figura 15- Estrutura quimica do ligando Cs. (Adaptado de referéncia 7°).

O genoma do HPV exibe muitas sequéncias ricas em G, com elevado potencial em formar G-
Quadruplexes (G4’s) altamente estaveis encontrados em regioes regulatérioas cruciais de alguns
tipos de HPV (nominalmente nos HPV’s de alto risco 16, 18, 52 e 58), sendo encontrados
também sequéncias G4 nos genotipos de baixo risco. Estas sequéncias sdo alvos de potenciais

farmacos no controlo do ciclo de vida do virus.”

Resultados anteriores sugerem que o Cg desempenha um importante papel na encapsidacao do
genoma viral, embora o efeito sobre a amplificacdo do genoma viral seja moderado. Na maioria
dos casos estudados, a atividade tumoral do Cs mostrou-se dependente das sequéncias de G4.7

Carvalho e colaboradores avaliaram o Cs como ligando da estrutura G4 do oncogene KRAS-
22RT, uma vez que o gene KRAS aparece frequentemente mutado no CCU, concluindo que este
ligando consegue internalizar nas células cancerosas HeLa a nivel do ntcleo e do nucléolo e

causar citotoxicidade.68

1.4.8 Producao e caracterizacao de formulacoes

Um dos fatores importantes a ter em consideracao no desenvolvimento de um produto vaginal,
para a sua eficacia é a aceitabilidade. E um fator que influencia diretamente o uso correto e
constante do produto, principalmente quando ha necessidade de uso prolongado. Deve-se ter
em consideragdo o tipo de produto mais indicado, as preferéncias das mulheres e também o seu
status socioecondmico e origens culturais.39

Outra caracteristica de grande interesse para a producao de produtos vaginais é a bioadesao.
Esta é definida como a fixacdo de macromoléculas sintéticas e naturais a um determinado tecido
biolbgico. Um caso especifico de bioadesao é a mucoadesao, em que o tecido bioldgico é coberto

por muco.3? A analise da textura para obter a abordagem mecanica de bioadesao baseia-se na
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avaliacdo da resisténcia a tracdo da camada interfacial formada entre a formulacao e o epitélio
vaginal, utilizando um texturémetro. As formulacées semissolidas mucoadesivas conseguem
prolongar a permanéncia de fairmacos na cavidade vaginal através das ligacGes fisico-quimicas
com a mucosa.43 As propriedades bioadesivas concedem um melhor desempenho da formulacao
no tecido vaginal, como melhor tempo de contacto. Os mecanismos de biadesao envolvem véarias
etapas. As etapas de contato, hidratacdo, umedecimento e alastramento, sdo consideradas as
etapas mais importantes, seguidas da etapa de consolidacdo, em que hi a ocorréncia das
ligacbes polimero-mucina, através das forcas de van der Waals, ligacGes de hidrogénio ou
interacOes eletrostaticas.3872 De forma a contornar as limitacdes apresentadas pelos produtos
vaginais, varios estudos tém-se concentrado em polimeros bioadesivos e novas formas de
dosagem, com o intuito de aumentar o tempo de residéncia, melhorar a eficicia e a seguranca
deste sistemas de entrega, aumentando a adesdo e penetracdo dos farmacos na mucosa
vaginal.43:39

Os polimeros bioadesivos sao considerados excipientes de grande utilizacdo na producao de
formas farmacéuticas principalmente em terapias locais e de libertacao controlada, devido a sua
versatilidade.”s Geralmente sdo macromoléculas hidrofilicas com intimeros grupos funcionais
como carboxilas, hidroxilas, amidas ou aminas que interagem com os filamentos das
glicoproteinas presentes na mucosa vaginal73. Dos polimeros mucoadesivos mais comuns
encontram-se os derivados do acido poliacrilico, derivados da celulose, quitosana e seus
derivados, acido hialurénico, entre outros.38

Para além da bioadesdo, outros parametros como a capacidade das formula¢gdes manterem o pH
vaginal normal (capacidade de tamponamento), a osmolalidade e a viscosidade, devem ser
ferramentas seletivas de modo a caracterizar as formulagdes com maior precisao, e projetar a

sua aceitabilidade final e sua eficiéncia clinica:39

e pH e capacidade de tamponamento: Um parametro bastante importante é o pH das
formulacoes, que deve ser compativel com o pH do ambiente vaginal (3,5 - 4,5).39 No
entanto, variacbes do pH vaginal sdo bastante comuns, principalmente quando héa
perturbacao da flora local (devido a infec6es), estimulacdo hormonal (diminuicdo dos niveis
de estrogénio), fase do ciclo menstrual ou durante relacées sexuais (aumento do pH devido
a presenca do sémen), induzindo um aumento de pH, geralmente maior que 5,5.3972 E
relevante também avaliar a capacidade de tamponamento do pH, ou seja, a capacidade da
formulacdo em modificar o pH vaginal. Quando as formulacoes sdo testadas num simulante
de fluido vaginal (SFV), ha um melhor entendimento do tamponamento do pH apoés a
aplicacdo, em que sao considerados dois pontos diferentes: a capacidade de tamponamento
relevante (CTR) e a capacidade de tamponamento absoluta (CTA). A CTR representa a
capacidade de uma formulacdo ultrapassar um pH de 5, superando o intervalo do pH
fisiologico vaginal, e a CTA representa a capacidade de uma formulacao alterar em 1 valor de

pH o seu pH natural.74
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e Osmolalidade: Estudos anteriores demostraram que existe uma relacdo entre a
osmolalidade de um produto vaginal e a irritagdo causada na mucosa vaginal por este .75 A
osmolalidade de uma formulagdo deve atender aos valores recomendados pela OMS de
forma a ndo interferir na eficacia do produto.39 E definida como massa de soluto dissolvida
em 1 quilograma de solvente, que tende a aumentar a medida que aumenta a concentragio
do soluto na solugdo. As formulagbes sdo consideradas iso-osmoéticas para o ambiente
vaginal, quando apresentem valores nas faixas de osmolalidades consideradas normais para

as secregoes femininas e sémen humano.39

e Viscosidade: As propriedades reoldgicas de uma formulacao vaginal sdo influenciadas
pela presenca de fluidos vaginais. Pouco se sabe ainda sobre os valores ideais de viscosidade
de uma formulacio vaginal, no entanto é desejavel que o produto seja de simples aplicacdo e
consiga espalhar-se facilmente sobre a mucosa vaginal e permanecer no canal vaginal.76
O estudo da viscosidade é um parametro de muito interesse, devido ao efeito que poder ter
nas caracteristicas de libertacio dos firmacos e no deslocamento passivo entre as
superficies epiteliais, e também devido a sua capacidade de poder determinar a dispersao,
assim como o tempo de residéncia no trato geniturinirio da mulher.39 Pode variar mediante

a constituicio da formulacgao e do fluido em que for diluida.7®

As opgoes terapéuticas atualmente disponiveis para o HPV, objetivam o alivio da ansiedade e o
controlo da doenca e nao a eliminagdo da infecao viral, ndo havendo ainda qualquer indicacao
para o tratamento de lesGes assintomaticas. O tratamento farmacolégico de entrega local das
lesoes cervicais causadas pelo HPV ainda é limitado, uma vez que a maioria dos tratamentos
farmacoloégicos existentes ndo sdo indicados para aplicacdo intravaginal. Geralmente sdo
indicados nos tratamentos de verrugas genitais, e apresentam uma taxa de recorréncia

consideravel.

As formulacbes semissolidas vaginais sdo mencionadas frequentemente como apresentando
baixa aceitabilidade pelas mulheres, muitas vezes devido a sua baixa retencdo vaginal e

consequente escorrimento. Apesar de ja existirem diversas formulacoes semissdlidas vaginais e

o

com diferentes fins terapéuticos, a entrega de farmacos de administracdo vaginal ainda
considerado um grande desafio. O desenvolvimento de formulacdes vaginais demanda a
necessidade de uma caracterizacdo correta das diversas propriedades da formulacao,
especificamente das propriedades viscosimétricas, mucoadesivas e reologicas, tendo em
consideracdo as condicoes fisiologicas. A aposta em polimeros pode ser uma tatica para
melhorar a eficicia dos produtos vaginais, superando os problemas de escorrimento e

desconforto causados.

Assim sendo, nesta dissertacdo pretendeu-se desenvolver e caracterizar formulacGes

intravaginais para a entrega de potenciais farmacos quimioterapicos com conhecida atividade
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citotoxica sobre linhas celulares do cancro de colo do ttero, de forma a prevenir o
desenvolvimento da doencga e caracteriza-las, avaliando o seu comportamento quando em

contato com o trato vaginal.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho de investigacdo foi o desenvolvimento de formulacoes
terapéuticas contendo 6leo essencial de T. Vulgaris na sua composicdo, juntamente com os
farmacos ja reportados com agdo anticancerigena sobre as células cancerosas do cancro de colo
de ttero HeLa (MTX e Cg) no tratamento de lesdes causadas pelo HPV.

Para isto, também foi essencial a caracterizacao das formulagoes tendo em conta as condicGes

fisiologicas do ambiente vaginal.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

» Avaliar a acdo antiproliferativa do 6leo essencial de Thymus vulgaris por meio de
ensaios de MTT nas células HeLa e NHDF;

» Avaliar a acdo antipoliferativa do TEO juntamente com os potenciais farmacos em
estudo, sobre as células tumorais do cancro do colo do ttero, com o intuito de que
induzissem a apoptose destas com danos minimos nas células saudaveis. E com isto

avaliar a acdo do TEO em potencializar ou nao o efeito da MTX e do Cs;

» Avaliar a pemeabilidade dos compostos MTX e Cg no tecido epitelial da porca;

» Caracterizar as formulacées quanto ao pH e capacidade de tamponamento, a
osmolalidade, a viscosidade e a bioadesdo ao tecido vaginal, mimetizando o ambiente
vaginal (temperatura de 37 © C e dilui¢do no volume do simulante de fluido vaginal

encontrado na vagina).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os reagentes e consumiveis necessarios para o desenvolvimento deste de trabalho foram:
hidroxipropilmetilcelulose K100 (DOW, Chemical Company); propilenoglicol (Acofarma®);
acido soérbico/ sorbato de potéissio (Acofarma®); Tween 80 (Fisher®); 10- (8- (4-
iodobenzamida) octil) -3,6-bis (dimetilamina) iodeto de acridinio (Cgs) sintetizado como
previamente descrito®®; mitoxantrona (Chemical Industry, Toéquio); 6leo essencial de Thymus
Vulgaris (adquirido comercialmente); brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) (Acros Organics); mucina géstrica tipo 2 (Sigma, Alemanha); tecido vaginal da

porca (adquiridos do matadouro); solucao fisiolégica ( NaCl 0.9%) (Liofilchem®), Italia).

3.2 Preparacao das formulacoes vaginais

Os excipientes utilizados na producio da formulacao base sio GRAS (Generally Recognized as
Safe, FDA), de grau farmacopéico (cumprimento das especificacées da farmacopeia Europeia
9.0 ou Farmacopeia Portuguesa 9.0) e tém evidencia de utilizacdo em produtos vaginais
comercializados no espaco europeu.

Excipientes da formula¢ido base (% m/m): hidroxipropilmetilcelulose K100; propilenoglicol;

acido sorbico/ sorbato de potéssio; agua Milli Q; NaOH (10M) gbp ajustar o pH.

Tabela 4. Funcio dos excipientes e matérias-primas usados.

Excipientes Funcao
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) k100 Polimero
Propilienoglicol Umectante / Promotor da permeacido
Acido sérbico / sorbato de potassio Conservante
Agua Milli Q Meio de dispersio
NaOH 10 M Ajustar pH

3.2.1 Preparagao da formulagao base

O método utilizado para a preparacao das formulacoes baseou-se nos seguintes passos:
1. Dissolver o sorbato de potassio/acido sérbico em 10g de agua.

2. Dispersar o polimero na agua restante, sob agitacdo mecanica (agitador em hélice

Heidolph) adicionando a pouco e pouco o p6 a agua fria.
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3. Adicionar o propilenoglicol sob agitacao.

4. Centrifugacdo do gel, p.e. 3000 rpm for 5 min, a 4°C.

3.1.2 Preparacao da formulacao com 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris)

A aplicagdo TEO em formulacao ¢é limitada devido sua baixa solubilidade46. O polisorbato 80
(Tween ® 80) é um surfactante e emulsificante usado frequentemente na formulagdo de
produtos com fins terapéuticos.
Inicialmente procedeu-se a obten¢do da emulsdo do TEO (1%) no Tween 80 (1%), evitando que
houvesse precipitacdo do TEO, quando misturado com os outros excipientes da formulacao.
Posteriomente realizaram-se os seguintes passos:
1. Dissolver o sorbato de potassio/acido sérbico em 10g de agua.
2.Dispersar o polimero na agua restante, sob agitacio mecénica (agitador em hélice
Heidolph) adicionando a pouco e pouco o p6 a agua fria.
3. Adicionar o propilenoglicol sob agitacao.
4.Adicionar a mistura do TEO (de modo a ficar a uma concentracdo de 1%) lentamente e
sob agitacdo forte, evitando que o TEO se precipite.

5. Centrifugacdo do gel, p.e. 3000 rpm for 5 min, a 4°C.

3.2.3 Preparacao das formula¢oes com o Mitoxantrona (MTX)

Para a preparacao das formulacbes com MTX, preparou-se uma solu¢do em agua milli Q, a uma
concentracao inicial de 4950 uM.

Adicionou-se o MTX a formulacdo base, de modo a ficar a concentracdo de 50 uM e centrifugou-
se a 3000 rpm, durante 5min.

Para preparacao da formulacdo do TEO adicionou-se o MTX a formulacdo com tomilho, de

modo a ficar a concentracao de 50 uM e centrifugou-se a 3000 rpm, durante 5min.

3.2.4 Preparacao das formulacoes com o Cg

Para preparagdo da formula¢io base com o Cg, adicionou-se o Cs na concentracio de 50 uM a
formulacdo base e centrifugou-se a 3000 rpm, durante 5min.
Para preparacgao da formulagdo de TEO com o Cg, adicionou-se o Cg na concentragio de 50 uM a

formulacdo base e centrifugou-se a 3000 rpm, durante 5min.
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3.2.5 Preparacao da formulacao com Tween 80

Foi preparado uma formulacdo com o tween 80, de modo a verificar se 0 mesmo teria algum
efeito citotoxico nas linhas celulares.

Para a preparacdo da formulagdo com o tween, fez-se 0 mesmo procedimento, adicionando o
tween 80 a formulacao base, de modo a ficar a 1% e posteriormente centrifugou-se a 3000 rpm

por 5 min.

3.3 Preparacao dos simulantes de fluido vaginal

O simulante de fluido vaginal (SFV) foi preparado conforme descrito por Owen e Katz em
199977, onde foram utilizados os seguintes reagentes: 3,51 g de cloreto de sbdio, 1,40 g de
hidroéxido de potassio , 0,22 g de hidréxido de calcio, 0,018 g de albumina sérica bovina, 0,40 g
de ureia, 5,00 g de glucose, 2,00 g de acido lactico, 1,00 g de acido acético glacial, 0,16 g de
glicerol, adicionados em 1L de agua ultra-pura e agitou-se a solucio vigorosamente até a

dissolucdo total e completa homogeneizacao.

Para a preparacao do fluido vaginal modificado (SFVm), adicionou-se ao SFV conforme descrito
por Katz, a mucina gastrica suina tipo II numa concentragado de 1,5% (m/m), perfazendo um

volume final de 50mL (0,75 g de mucina + 49,25 g de SFV).

3.4 Avaliacao das formulacoes no meio de cultura

As formulacgoes foram diluidas para concentragoes de 30%, 10%, 20%, 5%, 1%, 0,4%, 0,2%, 0,1%
(m/ v) em 1 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibi6tico, contendo 0,5 % de DMSO para garantir a
solubilidade adequada das formulacoes. As formula¢Ges foram deixadas em contacto com o

meio durante 48 horas.

3.5 Caracterizacao tecnoldgica das formulacoes

Como descrito na literatura, a quantidade de fluido vaginal presente na vagina é de
aproximadamente 6 g / dia, apresentando um volume variavel de 0,5 a 1 mL na vagina.7838 Os
produtos vaginais atuais tendem a ser aplicados em volumes entre 1 a 5 g. Maiores volumes vem
sendo cada vez mais relacionados com os problemas de vazamento e desconforto causados nas

mulheres.78:39
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As formulacées foram caracterizadas nos seguintes parametros: pH capacidade de
tamponamento, viscosimetria, osmolalidade e bioadesdo. Foram feitas as determinacées
diretamente das formulacGes e em diluicoes fisioldgicas, em que dilui-se 1,5 g de cada
formulacdo em 0,75 mL de SFV, e a temperatura fisiologica vaginal (37°C) para a determinacao
da viscosidade e osmolalidade. Esse procedimento foi realizado a fim de avaliar a viscosidade e

osmolalidade do produto quando em contato com o fluido vaginal.

3.5.1 pH e Capacidade de tamponamento

O pH das formulagGes foi medido a temperatura ambiente, imergindo diretamente um elétrodo
de pH nas amostras. A sua capacidade de tampao de pH foi avaliada por titulagdo com 4acido-
base realizada a temperatura ambiente em dispersdes em solu¢do salina NaCl 0.9% e SFV.
Diluiu-se 1 g de formulacdo em 10 mL de NaCl e sob agitacdo constante. A capacidade de
tampao com NaCl simples foi utilizado como controlo. Por as formulagdes apresentarem um
valor de pH > 5, ap6s a dispersdo em NaCl, foi analisado a capacidade de tampao reverso, onde
adicionou-se em incrementos de 20 ulL, acido cloridrico (HCl 1M) a dispersdo com NaCl,
registrando cada adicdo apoés estabilizagdo, até atingir um valor de pH < 3. De forma a clarificar
a capacidade de tamponamento das formulagbes no ambiente vaginal, fez-se o mesmo
procedimento usando o SFV como meio de dispersao, onde diluiu-se 1 g de formulacao em 10
mL de SFV. Para esta dispersao, adicionou-se incrementos de 20 uL de hidréxido de sédio
(NaOH 1M), até obter um pH > 9.

Utilizou-se os resultados das titulacoes, para determinar a capacidade de tampao relevante, que
como ja definida no capitulo 1 é a quantidade de NaOH preciso para atingir um valor de pH 5 da
dispersao (NaCl ou SFV) e a capacidade de tamponamento absoluta definida como a quantidade

de NaOH necesséria para aumentar em uma unidade, o valor de pH.39.74

3.5.2 Analise viscosimétrica

A determinacao da viscosidade foi realizada utilizando um re6metro de placa conica (Brookfield
DV-3T, Brookfield, EUA). As medicoes foram realizadas nas formulac6es simples e apés diluicao
em SFV, a temperatura fisiologica vaginal (37 © C). Os cones usados foram o CPA-52Z e o CPA-
40Z (Brookfield, EUA), onde se colocou 500 pL de amostra. Os testes foram realizados em
triplicado, e deixados em repouso por 1 min entre as medic6es, com velocidades entre 5 e 250
RPM de forma a obter um torque aceitavel (torque de 10-100%)39. A diluicao das formulacées

foi realizada conforme descrito na seccdo 5.6.
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3.5.3 Determinacao da osmolalidade

A osmolalidade foi determinada usando um osmoémetro freezing point (Osmomat 3000,
Gonotec, Alemanha) com aliquotas de 50 puL das formulacdes simples e diluidas no SFV
(conforme descrito na seccdo 5.6) e as medicoes foram realizadas em triplicado. Inicialmente
utilizaram-se trés padrboes de referéncia para calibracdo do equipamento que foram Aagua
destilada (ponto zero), NaCl 300 mOsm/ Kg e NaCL 850 mOsm/Kg disponiveis comercialmente

pelo fabricante do equipamento.

3.5.4 Determinacao da bioadesao

A adesdo das formulagGes ao tecido vaginal da porca foi avaliada usando um texturdmetro
(TAXT Plus, Stable Micro Systems, Reino Unido), em que o método consistiu na avaliacao da
resisténcia a tracdo da camada interfacial formada entre a formulacao e o epitélio vaginal3o.
Para a determinacao deste parametro utilizou-se uma sonda cilindrica com didmetro de 10 mm.

As determinagoes foram realizadas a temperatura de 37 + 1 ° C num forno para mimetizar a
temperatura corporal. As amostras do tecido epitelial foram fixadas com o aparelho de
mucoadesdo, colocado na base do equipamento. O tecido foi hidratado com 50 pL de VFSm,
supondo que a mucina é a proteina responséavel pela bioadesdo. Utilizou-se uma fita adesiva
dupla-face para prender um pequeno pedaco de membrana de acetato de celulose a sonda, onde
pesou-se diretamente 30 mg de formulacdo. A membrana de celulose presa na sonda sem
formulagao foi usada como controlo. O software foi usado no modo adesivo conforme as
condicoes descritas por Machado et. al (Tabela 5)39, ligado ao texturémetro. A forga de
desprendimento foi registrada, assim como a area grafica negativa, representativa do trabalho

de adesdao (N.mm) necessaria para desprender as duas superficies.

Tabela 5. Condicoes do método utilizado para analise texturométrica.39

Velocidade de pré-teste 0.5 mm/s
Velocidade de teste 0.1 mm/s
Velocidade de pé6s-teste 0.1 mm/s
Forca de gatilho (trigger force) 0.02942N
Tempo de contato 180s
Forca aplicada 25N
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3.6 Ensaios in vitro e ex vivo

3.6.1 Cultura de células

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se duas linhagens celulares, células de cancro
cervical humano (HeLa) e fibroblastos dérmicos humanos normais (NHDF). As células HeLa
foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibio6tico (penincilina e estreptomicina) e as células NHDF
foram cultivadas em meio RPMI, suplementado com 10% de FBS, 1% antibi6tico ( penincilina e
estreptomicina), 0,01 M de HEPES, 0,02 M de L-glutamina e 0,001 M de piruvato de s6dio. As

culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO..

3.6.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo o ensaio colorimétrico do reagente brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-1)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), onde através deste, € possivel medir a quantidade

de células viaveis apds incubacao com compostos eventualmente toxicos.79

As células metabolicamente ativas (células viaveis), convertem o MTT que apresenta coloracao
amarela em numa substancia de cor roxa, o formazano. Quanto maior for a intensidade da
coloracao roxa, maior a viabilidade celular. Compreende-se que a quantidade de formazano
produzida é dependente da atividade metabodlica da célula, em que a producdo de formazano é

diretamente proporcional ao niimero de células viaveis existentes por pogo 79.
As formulacoes foram diluidas para concentragoes de 10%, 5%, 1%, 0,4%, 0,2%, 0,1% (m/ v) em
1 mL de meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de antibidtico, contendo 0,5 % de

DMSO para garantir a solubilidade adequada das formulacGes.

Tabela 6. Concentracoes das formulacoes testadas nas HeLa e nos NHDF.

HeLa / NHDF

Formulacoes Concentracoes

Formulacao base 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%
Tomilho 1% 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%
F. Base + MTX 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%
T1% + MTX 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%
F. Base + Cg 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%
T1% + Cg 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%
F. Base + Tween®80 10% 5% 1% 0,4% 0,2% 0,1%

F.Base= Formulag¢do Base; T1%= Formulag¢do base com tomilho a 1%.
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Para o ensaio de viabilidade celular, as células ap6s confluentes foram semeadas em placas de
96 pocos, com uma densidade celular de 1x104 células/ mL com os respetivos meios completos
de cultura, HeLa (DMEM) e NHDF (RPMI). Apbs 24 h de incubacgdo, retirou-se o meio de
cultura e as células foram incubadas novamente com 100uL de cada concentracdo das
formulacgbes, com um n=3, por mais 24h. Foram utilizados 2 controlos, pocos contendo células
nao tratadas (apenas meio de cultura ao longo do ensaio) e outro utilizando DMSO como
controlo de veiculo. Posteriormente, retirou-se o meio de cada poco e adicionou-se uma solucao
do reagente MTT a 5 mg / mL a diluicdo de 1:5 (MTT dissolvido em 20% de PBS e 80% de meio
DMEM e RPMI sem suplementacgio, para as HeLa e os NHDF, respectivamente). Incubaram-se
as células HeLa durante 45 min e 1thi5 min para as NHDF até se formarem os cristais de
formazano. Posteriormente, a solucdo foi aspirada e os cristais formados dissolvidos em 100 uL
de DMSO. Por fim as absorvancias foram registradas no leitor de micro-placas Bio-Rad xMark™
a 570 nm e os resultados tratados com recurso ao Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 6
(Graph Pad, EUA).

Os valores de viabilidade celular foram determinados como média + erro padrao de pelo menos

trés experimentos diferentes, usando os pocos sem formulacao como controlo.

3.6.3 Permeacao das formulacdes no tecido vaginal (ex vivo)

O ensaio de permeacao foi realizado utilizando uma camara de ussing. A cadmara de ussing é um
método que mimetiza as condigdes in vivo da taxa de absor¢io de farmacos, recomendado pela
Food and Drugs Administration (FDA).

Foram realizados cortes no tecido epitelial vaginal de porca de forma a se encaixarem nas
camaras de ussing, com a mucosa virada para cimara dadora. Adicionou-se 1,8 mL (com ajuda
de uma seringa) na cimara recetora. Nas cAmaras dadoras adicionou-se 200 uL de SFV em
todas as células, de modo a equilibrar a membrana. Deixou-se establizar por 20 min e substitui-
se o SFV de todas as células, exceto do controlo, por 300 mg das seguintes formulacgoes : T1% ,
T1% + Cs (50 uM), T1% + MTX (50 uM) e a formulacéo base.

As amostras (100 uL) da camara receptora de cada formulacido foram recolhidas nos seguintes
tempos: 0 (momento zero), 5, 20 30, 25 30 e 56 h apos serem colocadas as formulacGes. Ao fim
das 56 hs também se recolheu as amostras das camaras dadoras e o tecido epitelial e reservou-se

para posterior analise pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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Tabela 7. Recolha das amostras de cada célula durante o ensaio.

Célula 1 Célula 2 Célula 3 Célula 4 Célula 5
Amostras
Controlo Tomilho T1% +C8 | T1%+ MTX F.Base
(VFS) 1%
1 oh oh oh oh oh
2 5h 5h 5h 5h 5h
C.R. 3 20h30 20h30 20h30 20h30 20h30
4 25h30 25h30 25h30 25h30 25h30
5 56h 56h 56h 56h 56h
C.D. 1 56 h 56 h 56 h 56 h 56 h
Tecido 1 56 h 56 h 56 h 56 h 56 h

3.6.3.1 Determinacao da concentracao dos compostos pela cromatografia liquida de alta
efeiciéncia (HPLC)

Para determinacdo da concentracdo dos compostos foi utilizada a técnica de cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) de 1290 acoplada a um detector de fluorescéncia de
1260 (FLD) da Agilent Technologies (Soquimica, Lisboa, Portugal). A separacdo dos
analitos foi obtida utilizando-se uma coluna anacratica YMC-Triart PFP (5um, 4,6 i.d. x
150 mm) acoplado a um titular guard-c (4 x10 mm) e uma Triart PFP (5um, 3 x10 mm)
pré-coluna, fornecida pela Solitica, Lisboa, Portugal. A fase movel foi constituida por
metanol e 4cido trifluoroacético a 0,1% (9:1; v/v) a uma razdo de o,5mL/min no modo
isocratico. O volume de injecao foi de 50 uL. As temperaturas da coluna e do autosampler
foram fixadas em 25 e 4 °C, respectivamente, e os analitos foram detectados em 498 e 530
nm como comprimentos de onda de excitacdo e emissao, respectivamente. Os tempos de
retencao foram 2,4 minutos para mitoxantrona (MTX) e 9,3 minutos para Cs. O método foi
validado de acordo com os principios norteadores da Food and Drug Administration para a
analise de medicamentos e biolo6gicos.8? As curvas de calibracao foram estabelecidas entre
0,20 e 100 ug/mL para MTX e 1 e 500 pg/mL para Cs. Os limites de deteccido e
quantificacdo foram considerados os mesmos que os limites de quantificacdo, 0,20 e 1
pg/mL para MTX e Cg, respectivamente. A Figura 16 descreve um cromatograma de MTX a

0,20 ug/mL (A) e descreve um cromatograma de Cs a 1 ug/mL (B).
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Figura 16. Exemplo do gréafico do cromatograma de MTX a 0,20 ug/mL (A) e do cromatograma de Cs
a 1 pug/mL (B).

3.7 Analise estatistica

A analise dos resultados foi feita através do MicrosoftOffice Excel, onde se calculou as médias
aritméticas e os devios-padrao dos resultados obtidos. As determinagoes dos parametros de
viscosidade e osmolalidade foram realizadas em triplicado (n=3). Analisou-se os resultados
obtidos através do software GraphPad Prism 6 (Graph Pad, EUA) e as diferencas significativas

dos resultados.

38



39



Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Avaliacao da estabilidade das formulacoes em meio de
cultura

Primeiramente, as formula¢6es (F.Base, T1%, FB + Cs, FB + MTX, T1% + Cs, T1% + MTX e
Fbase + tween) usadas como teste, foram diluidas as concentrag6es de 30, 20, 10, 5, 1, 0,4,
0,2 e 0,1% em meio de cultura de forma a assegurar a solubilidade adequada das mesmas
para 0s ensaios in vitro subsequentes. Adicionou-se 0,5% (m / v) de DMSO, a todas as

concentracdes das formulagbes de forma a melhorar a solubilidade das formulaces.

Como observado na Figura 17 todas as sete formulagdes dissolveram-se por completo no
meio, nas concentracbes de 10, 5, 1, 0,4 e 0,1%; entretanto para as concentracdes de 20 e
30%, ndo observou-se o mesmo resultado. A formulacdo base, F.base + Cs, F.Base + MTX e
F.Base + Tween, as concentra¢cdes (20 e 30%) apresentaram-se bastante turvas e viscosas e
as formulacgdes contendo tomilho (T1%, T1% + Cs e T1% + MTX), para além de apresentarem-
se turvas, ndo dissolveram por completo no meio de cultura. Conforme descrito na literatura, o
uso do TEO em formulacdes é limitado, isso devido sua baixa solubilidade.*¢ As formulacdes
contendo TEO foram desenvolvidas adicionando-se o polisorbato 80 (Tween 80) a 1% (m / v),
um surfactante e emulsificante frequentemente empregue em formulacdes de fins terapéuticos,
de forma a aumentar a solubilidade do mesmo, e evitar que houvesse precipitacdo do TEO
guando misturado com os demais excipientes das formulagGes.8!

No entanto, de acordo com os resultados obtidos, as concentragdes de 20 e 30% mesmo com

a incorporacdo do Tween 80, as formulacdes de tomilho ndo se dissolveram por completo.

Assim sendo, as concentracfes (20 e 30%) foram consideradas inviaveis para realizacdo dos
ensaios subsequentes in vitro uma vez que, por apresentarem-se bastante turvas e insolaveis,
poderiam dificultar a troca de nutrientes entre as células e apresentarem-se citotoxicas por si

s0, interferindo deste modo nos resultados posteriores.

A avaliagdo das formulagbes em meio de cultura as diferentes concentragbes foi importante
pois através desta foi possivel avaliar e assegurar as concentracdes adequadas para a
solubilizagdo completa das formulagées em estudo de modo a evitar eventuais interferéncias

nos resultados do ensaios a realizarem-se.
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Figura 17. Resultado da analise da viscosidade e solubilidade das formulacoes em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibi6tico, contendo 0,5 % de DMSO, apos
deixadas em contacto com o meio por 48 horas.



4.2 Caracterizacao das formulacoes

4.2.1 pH e capacidade de tamponamento

O pH vaginal é acido, e geralmente apresenta um pH de 3,5 a 4,5, podendo variar com alteracoes
hormonais, infegoes e fases do ciclo menstrual.3 O pH de uma formulacido vaginal é um
parametro importante e a sua capacidade de tamponamento de pH, ou seja a capacidade de
manter o pH fisiolégico vaginal ap6s aplicacdo da formulacdo é importante avaliar. A
manutencdo do pH 4cido promove a fisiologia e microbiota vaginais normais e contribui para
uma resposta imunolégica eficaz.74 A determinacdo da capacidade de tamponamento de pH,
quando realizada em dispersao num SFV, mimetiza as condicGes reais in vivo apbs a
administragdo da formulacio na vagina. Produtos vaginais devem apresentar compatibilidade
com o pH vaginal e idealmente conseguir manté-lo ou ajudar a restabelece-lo.

Como mostrado na Tabela 8 embora as formula¢es tenham sido desenvolvidas com um pH
inicial maior que 5, quando em contato com o SFV o pH diminuiu para aproximadamente 4,5
ficando em conformidade com pH vaginal fisiol6gico, possivelmente diminuindo quaisquer
efeitos indesejaveis.

Como ja descrito anteriormente, o aumento do pH vaginal (pH > 5) estd associado ao
favorecimento de infegcbes vaginais3974, e pH mais baixos (pH< 3) ainda sdo pouco
compreendidos. No entanto resultados experimentais em animais sugerem que produtos
vaginais de valores de pH < 3 sejam menos aceitaveis para uso humano.82 H4 poucos relatorios
na literatura sobre as alterac6es de pH vaginal decorrentes de infec6es causadas pelo HPV, e das
NIC.u

Tabela 8. Estudos de pH e titulacio acido-base, realizados em dispersao com solucao salina normal (NaCl
0,9%) e no simulante de fluido vaginal. Estao representados as médias e os desvios padrao, n=2.

PH apoés Volume de PH apés Volume de
Formulacdes pHinicial diluicio em HCL 1M, diluicio em NaOH, pH
NacCl 0,9% pPH<3 SFV >5

Formulacéo base 5,5 7,54 £ 0,00 40 L 4,52+ 0,01 180 uL
Tomilho 1% 5,46 6,89 + 0,01 60 uL 4,49 + 0,02 180 uL
F.Base + Cs 5,5 7,62 £ 0,01 40 pL 4,51 + 0,01 180 uL
F.Base+MTX 5,56 7,48 + 0,02 40 pL 4,52 + 0,01 180 uL
T1%+ Cs 5,49 6,31 £ 0,02 60 uL 4,41 + 0,01 160 pL
T1%+MTX 5,4 6,64 + 0,01 60 uL 4,48 + 0,00 160 pL
Tween 80 5,5 7,03 + 0,01 40 pL 4,52 + 0,01 180 uL

Como demostrado na Figura 18 todas as formulagdes apresentaram maior capacidade de

tamponamento ap6s diluidos no SFV do que na solugdo salina normal, em conformidade com
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resultados ja publicados anteriormente.3974 Para a avaliacdo da capacidade de tamponamento
de pH das formulac6es foram considerados dois parametros: a capacidade de tamponamento
relativa representado a preto e a capacidade de tamponamento absoluta representado a cinza.
Apos dispersao em solucdo salina, as formulac6es apresentaram pH > 5, sendo por isso titulados
com HCI 1M e na dispersao no SFV por apresentarem pH inferior a 5 foram titulados com NaOH
1M.

| Capacidade tampé&o de pH relativa

Capacidade tampé&o de pH absoluta
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Figura 18. Capacidade de tamponamento das formula¢oes com dispersao em NaCl 0,9% (A) e em SFV
(B). Na dispersao com NaCl a titulacao foi feita usando HCI dado que todas as formulac¢Gess apresentaram
pH >5 e com SFV utilizou-se NaOH uma vez que o pH foi menor que 5.
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No ensaio com solucdo salina e SFV, a capacidade de tamponamento absoluta das formulacoes
nao foi diferente dos controlos (solucdo salina simples e SFV), apresentando um aumento
significativo da capacidade de tamponamento relativa no ensaio com soluc¢ao salina.

Apesar das formulacGes apresentarem pH acima do limite fisioldgico, as formulacoes
apresentaram baixa capacidade em manter o pH quando em contato com o SFV revelando que
podem facilmente atingir o intervalo normal de pH fisiol6gico vaginal.

Nas figuras 19 e 20 estdo representadas as curvas obtidas para o ensaio de pH e capacidade de

tampao em NaCl a 0,9% de pH 7 e em SFV de pH 4,4, respectivamente.

9
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0
0 002 004 006 008 01 0212 014 016 018 0,2 022
mL de HC
e=@e= Controlo  ==@==Fbase Tomilho 1% FB+(C8

=B+ MTX — ele=T1%+(8 ol [ 196+ MTX  ==f@umTyyeen

Figura 19. Variacdo do pH das formulacgoes dispersas em NaCl 0,9 % com adicdo de NaOH.

Com base nos graficos apresentados, conclui-se que todas as formulacées com dispersao em
solucdo salina apresentam melhor capacidade de tamponamento do que o controlo. No entanto
foi necessario apenas 0,040 mL de HCl, em todas as formulagbes, para que o pH atingisse um

pH menor que 3, revelando deste modo baixa capacidade de tamponamento.
Ainda de acordo com os resultados, todas as formulacbes aumentaram a capacidade de

tamponamento do SFV (Figura 22), anteriormente descrito como tendo baixa capacidade de

tamponamento77.74 o que pode indicar um efeito positivo na manutenc¢ao do pH vaginal.
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Figura 20. Variacdo do pH das formulacgoes dispersas no SFV com adi¢do de NaOH.

Na dispersdo em SFV, é bastante visivel o aumento da capacidade de tamponamento das
formulagdes em comparagao ao controlo (SFV). Foi necessaria a adi¢do do volume de 0,18 mL
de NaOH para as formulacoes F.Base, T1%, F.base + Cg e F.Base + MTX e 0,16 mL para T1% +
Cs e T1% + MTX atingirem um valor de pH maior que 5. Ainda de acordo com o grafico das
formulagoes em dispersdo no SFV, a formulacao de T1% + MTX demonstrou apresentar maior
capacidade de tamponamento, o que sugere que esta formulacao se adequa ao resultado final

pretendido.

4.2.2 Analise Viscosimétrica

O estudo das propriedades reolégicas de formulagbes vaginais como sistemas de entrega de
farmacos é de elevada importancia pois permite compreender a sua eficicia terapéutica e a
qualidade do produto a desenvolver. O objetivo da avaliagdo destas propriedades é a previsdo de
como se irA comportar in vivo e avaliar a sua distribuicdo e tempo de retencido no trato
geniturinario. A avaliacdo das propriedades reoldgicas de uma formulacdo vaginal ainda é
considerado um grande desafio uma vez que sdo influenciadas pela presenca de fluidos
(vaginais, muco cervicais, sémen) e da acdo auto-limpante da vagina, limitando a retencdo dos

produtos na vagina.39

45



O estudo das propriedades viscosimétricas é necessario durante o desenvolvimento de uma
formulacdo, devido ao efeito que esta pode ter na libertacdo do farmaco e no deslocamento
passivo entre as superficies epiteliais, assim como a capacidade de determinar dispersao e o
tempo de residéncia no trato geniturinirio da mulher.”® Pouco se tem descrito na literatura
sobre valores ideais de viscosidade de formulacGes vaginais, tendo em conta que os géis sempre
apresentam comportamento nao newtoniano, e uma tnica medicao da viscosidade a uma taxa
de cisalhamento definida, ndo sejam suficientes para caracterizar a formulacao distintamente,
sendo necessario uma medicdo em varios pontos.42 No entanto é desejavel que qualquer
formualacio seja de facil espalhamento sobre o tecido vaginal e consiga permanecer no canal
vaginal.

Além do estudo das propriedades reolégicas da formulacdo em si, é indispensavel incluir
estudos considerando as dilui¢ées em fluidos possiveis de serem encontrados na vagina, o que
pode variar mediante a constituicdo da formulagdo, dado que constituintes diferentes podem
levar a comportamentos reologicos diferentes e do fluido na solucao diluida.42

Neste trabalho avaliou-se a viscosidade das sete formulacGes na sua forma original, e apos a
diluicao fisiolégica no SFV tendo em conta a temperatura vaginal, 37 °C.

Os resultados da analise viscosimétrica (Figura 21) foi representado pelo shear stress, em Pascal

(Pa) das duas determinacoes, direta e ap6s diluicao fisiologica em SFV.

B viscosidade direta a 37°C
I Viscosidade da diluicdo fisiolégica em SFV a 37°C
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Figura 21. Resultados da anélise viscosimétrica das medigoes direta e ap6s diluigdo com o SFV, a 37 °C.
Os resultados da viscosidade expressos cmo taxa de cisalhamento correspondem a média e ao desvio-
padrao, de 3 determinagdes (n=3).
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Todas as formulagdes apresentaram valores de viscosidade relativamente elevados,
principalmente as formulacoes a base de tomilho, sendo esta adequada para aplicacao vaginal,
face ao problema de escorréncia e desconforto apresentados pelos produtos vaginais comerciais.
Um estudo realizado por Wang, Y et Lee, CH83, demostrou que o uso de HPMC a concentracdo

de 1,5% aumenta eficazmente a viscosidade de formulacoes vaginais.

As formulacgoes contendo tomilho sdo mais viscosas comparativamente as demais formulacoes,
provavelmente pelo fato de conterem Tween 80 na sua composicdo, uma vez que formulacées
com emulsdes Tween 80 tendem a aumentar a viscosidade das formulacGes.84 No entanto a
viscosidade das formulagdes T1%+Cg e T1% + MTX, foi menor do que da formulaciao de T1%
devido aos compostos serem dissolvidos no DMSO e agua. De um modo geral, as formulagoes a
base de tomilho apresentaram-se mais viscosas, e consequentemente foi preciso tensoées

maiores de cisalhamento para obtencao de um torque aceitavel.39

Estes resultados também indicaram que a viscosidade de todas as formulacGes foi ligeiramente
menor apo6s diluicao fisioldgica no SFV a temperatura corporal. O mesmo foi observado por
Machado e colaboradores, ao avaliarem as propriedades viscosimétricas de formulacoes
vaginais comerciais, como Gino-Canesten e Sertopic. De acordo com o mesmo estudo, apds
diluidos no SFV, as viscosidades foram notavelmente menores quando comparadas as
formulacbes simples, nao sendo proporcional e nem semelhante a variacdo entre as
formulacoes, pois cada uma apresentava um comportamento singular devido a sua
composicao.39 Esse comportamento ja era esperado dado que as dilui¢oes foram feitas a uma
proporcao de 1:2 no SFV e este apresenta-se menos viscoso que as formulagoes em si, alterando

deste modo a viscosidade das formulacGes.

Owen e colaboradores®s estudaram o efeito da temperatura e do pH em formulages de gel
contraceptivas a base de poliacrilatos e a base de celulose, onde usaram um SFV a pH 4,2 e um
simulante de sémen a pH 7,7 as temperaturas de 25 °C e de 37 °C. Observaram que os géis a
base de poliacrilato responderam de forma diferente as dilui¢bes, concluindo que as
propriedades reoldgicas eram fortemente dependentes do tipo de diluente usado. Observaram
nestes géis as diluicoes realizadas no simulante de sémen aumentavam as viscosidades dos géis
enquanto que nas dilui¢des no SFV o efeito era contrério, atribuindo esse efeito as variacoes de
pH. Ja os géis a base de celulose nao se observou este efeito, ocorreu diminuigdo das
viscosidades em ambas diluigdes no entanto as viscosidades a temperatura de 25°C foram
menores do que as observadas a temperatura de 37°C, assim como observado por outros

investigadores.39-38

Como € possivel observar a variagdo foi desproporcional e diferente entre as formulacoes,
exceto as formulagGes de tomilho com Cg e com MTX que apresentaram viscosidade similar
direta e apos diluicdo no SFV. As diferencas observadas entre as formulagbes com e sem

tomilho podem dever-se a percentagem de cada uma, sugerindo que as medigdes feitas nas
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formulacoes simples nao representam a viscosidade adquirida ap6s administracdo, uma vez que
apo6s diluicdo no volume médio de fluido encontrado na vagina, houve uma diminuicdo da

viscosidade.

Conforme descrito anteriormente o perfil viscosimétrico ideal para formulacoes de aplicacao
vaginal é o tixotrépico, dado que possui propriedades que variam de acordo com a tensao
aplicada.7839 Os resultados obtidos demostraram que todas as formulagoes apresentaram esta
caracteristica, uma vez que a relacio entre a tensao e taxa de cisalhamento nao foi linear.

A viscosidade de todas formula¢des diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento, e voltou
a aumentar com a diminuicdo da mesma, revelando apresentar propriedades nao-newtonianos.
Estas propriedades possivelmente contornam os problemas relatados pelas mulheres quanto ao
uso de produtos vaginais, aumentando a retencdo e consequentemente diminuindo a

escorréncia e desconfortos causados.

A formulacao de T1% embora apresentasse maior viscosidade, apds diluicdo no SFV diminui
consideravelmente a sua viscosidade, o que poderia aumentar a probabilidade de escorréncia e
desconforto dada a baixa viscosidade. Embora formulacGes vaginais com baixa viscosidade
facilitem a dispersao aumentando o contato com o epitélio e ambiente vaginal, a incapacidade
da formulacao em resistir a diluicdo no SFV resultaria em um periodo de retencao vaginal muito
curto, aumentando a escorréncia e consequente diminuicio da integridade de

revestimento.38:39.78

No entanto, formulagoes altamente viscosas podiam promover maior resisténcia as diluicoes e
as tensoes, limitando a aplicacao e disseminacao intravaginal do produto.39

Posto isto a formulacao mais promissora dada as propriedades viscosimétricas é a de tomilho
com o composto ativo Cs (T1%+ Cs ) uma vez que esta nao apresentou uma viscosidade tao alta e
mostrou-se capaz de resistir a dilui¢do no SFV, diminuindo ligeiramente a sua viscosidade. A
formulacdo T1% + MTX também apresentou idénticas propriedades viscosimétricas, mas
inferiores a de T1% + Cs. Provavelmente estas formulaces contornariam problemas os efeitos

de escorréncia e facilitaria a sua dispersao e alcance no epitélio vaginal.

4.2.3 Osmolalidade

A osmolalidade foi determinada diretamente das formulacGes e apés diluicdo no volume
correspondente de fluido vaginal encontrado na vagina (0,75 mL), utilizando o SFV (Tabela 9).
Primeiramente determinou-se a osmolalidade do SFV em que apresentou-se ligeiramente iso-
osmolal (185 mOsm/ Kg), um pouco abaixo dos resultados de osmolalidade de SFV ja descritos
na literatura (212 mOsm/ Kg).39:86

Sdo considerados iso-osmoéticos ou iso-osmolais para o ambiente vaginal, produtos

apresentando osmolalidade consistente com a osmolalidade normal de secregdes femininas

48



(260 a 290 mOsm/ kg) e sémen (250 a 380 mOsm/ Kg).7s Contudo, intervalos mais amplos de
osmolalidade para administracdo vaginal sdo bem tolerados, podendo atingir valores de até

1200 mOsm/ Kg, limite superior recomendado pela Organiza¢cao Mundial da Satide (OMS).39.74

Tabela 9. Resultados da osmolalidade das formula¢ées em estudo. Na dilui¢ao fisiologica todas as
formulagoes foram afetadas, com diferencas estatisticas (ANOVA two-way, p < 0,05), n=3.

Osmolalidade + desvio-padrio (mOsmol/Kg)

Formulacdes Difrg;[ilrﬁf;;;ona Dﬂm@ig fgls;‘iglégica
F. base 1562 + 47,571 838 + 10,148
Tomilho 1% 1515 + 19,035 876 + 6,506
F.Base + Cs 1638 + 7,084 894 + 9,609
F.Base + MTX 1636 + 12,096 856 + 11,015
T1%+ Cs 1500 + 21,361 847 + 13,527
T1%+ MTX 1545 + 7,637 877 + 22,538
Tween 1% 1446 + 24,062 786 + 30,171

De acordo com os resultados obtidos, as 7 formulacoes apresentaram-se ligeiramente acima do
limite superior recomendado pela OMS. Valores mais altos de osmolalidade podem estar
relacionados com presenca de altos niveis de glicerina ou propilenoglicol presentes na
composicao das formulacoes, em que quanto maior a concentracido destes compostos, maior
sera o valor da osmolalidade. A recomendacdo da OMS sobre as concentragdes de glicerina e

propilenoglicol é que estas ndo excedam 9,9% (v / v) e 8,3% (v / v), respectivamente.39:75

Cunha e colaboradores realizaram um estudo em que avaliaram 12 géis vaginais comerciais, e
destes, 7 apresentavam osmolalidades de até 3 vezes maior que o limite maximo recomendado
(Tabela 10 os quais foram relacionados com as concentragdes de glicerina / propilenoglicol

presentes nas formulages.

Tabela 10: Valores de pH e osmolalidade de produtos comerciais. (Adaptado de referéncia 74)
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Produtos pH Osmolalidade (mQOsm/kg)
Fillergvn® 15+0.1 591 =6
Geliofil® Classic 3801 358211
GelSea® 5.7+0.1 3.797 £ 16
Ginix® 50+0.1 589 =9
Ginix® Plus 50+0.1 977 £ 8
Hyalo Gyn® 48+0.1 1336+ 7
K-Y* Jelly 3.5+0.2 3,631+ 13
Phyto Sova® 46+0.1 1226+ 6
RepHresh® 34+01 1,439+ 6
Replens® 3.0+0.1 1,177+5
Velastisa® Intim VG 3.7+ 0.1 1,151+ 7
Vidermina® 49+0.1 3,707 £ 16

O estudo de Machado e colaboradores de 11 produtos vaginais com diferentes fins terapéuticos
(Tabela 11), 9 apresentaram-se fora dos limites recomendados, desta 3 foram hipo-osméticas e
as restantes hiper-osmoticas. Das formulagoes hiper-osmoéticas, mesmo apo6s diluidas no SFV,
apenas 3 foram estatisticamente afetadas pela diluicdo, e ficando em conformidade com os

valores recomendados. Estes resultados também foram relacionados aos niveis de glicerina e

propilenoglicol presentes nas formulagoes.39.74

Tabela 11. Caracterizacao de formulacoes vaginais comerciais. (Adaptado de referéncia 39)

Foglnglillllﬁges pH .. PH Osmolalidade ~ Osmolalidade
comerciais (SFV)+D.p Diluicio (SFV)+D.P +D.P diluicdo + D.P
Gino-Canesten 5,89 + 00,7 4,22 £ 0,0,1 144 £ 3 165 + 2
Sertopic 2,71 + 0,01 4,21+ 0,01 300 £ 2 272+ 7
Dermofix 2,70 £ 0,02 4,19 + 0,03 248 + 4 228 + 2
Gyno-Prevaryl 2,74 + 0,03 4,07 + 0,01 340+ 8 264+ 3
Lomexin 3,57 + 0,01 4,02 £ 0,05 1446 + 20 1210 + 16
Gino Travogen 3,56 + 0,04 4,16 + 0,00 43+ 2 75+ 1
Dalacin V 3,54 + 0,01 4,19 £ 0,01 1681+ 10 1223 + 8
Ovestin 3,92 + 0,01 3,95 £ 0,03 3332 + 60 0938 +7
Blissel 4,79 + 0,05 4,32 + 0,02 1537+ 6 920 + 12
Colpotrophine 7,26 + 0,04 6,76 £ 0,04 1723 + 20 396 £ 4
Pcacebo Universal 4,51 + 0,04 4,19 + 0,02 3390+2 306 £ 2
Replens 2,81 + 0,02 4,12 + 0,00 2350 +81 1859 £ 22

Niveis mais altos de glicerina e propilenoglicol, e consequente aumento da osmolalidade, foram

correlacionados com o potencial de irritacdo dos produtos vaginais.”s Através das diluigbes
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fisiologicas é possivel conhecer o potencial de irritagdo que pode estar associado ao produto, o
que nao é possivel quando as aferi¢oes sao feitas diretamente nas formulaces.

Dados pré-clinicos e clinicos reportados na literatura suportam que os produtos vaginais hiper-
osmoticos podem comprometer a seguranca do produto, assim como efeitos nocivos nos
espermatozoides. Estudos realizados demostraram que formulacdes altamente hiper-osmoticas
( > 2000 mOsm/ Kg) podem levar a ruptura epitelial, barreira funcional da mucosa contra
potenciais patogenos. Além de que também podem causar irritacdo da mucosa e desencadear
uma resposta inflamatoéria. Conforme estudo realizado por Adriaens, Els et Remon, JP 75, estas
alteracbes ndo foram observadas em produtos com a osmolalidade abaixo desta ordem de

valores.”s

A composicao de uma formulacgao contribui para a sua osmolalidade final, devendo por isso ser
considerado o impacto de cada excipiente individualmente na osmolalidade. No caso das
formulagdes hipo-osmoticas (abaixo dos limites fisiologico e tolerado para fluidos do trato
reprodutor feminino) resultam em diminuicdo da producao de muco vaginal, promovendo que a

membrana superficial vaginal fique mais seca.7587,88

Apo6s diluicdo no SFV, todas as formulagoes foram afetadas, diminuindo consideravelmente a
sua osmolalidade e havendo diferencas estatisticas (ANOVA two-way, p < 0,05) entre as duas
medicOes, apresentando valores de osmolalidade em conformidade com o limite maximo
recomendado pela OMS. Essa atenuacao na osmolalidade ja era esperado, uma vez que o SFV é
uma solucio hipoténica e as formulagGes apresentam osmolalidades mais altas, ocasionando na
diminuicao progressiva do valor das osmolalidades comparativamente a medi¢ao sem adicao do
SFV.

Os resultados deste trabalho mostraram que a formulagao F.Base + Cs e a F.Base + MTX foram
as mais hiper-osmoéticas, mesmo apds a diluicao fisiolégica no SFV. As formulacbes contendo
tomilho na sua constituicao (T1%, T1%+Cs e T1% + MTX) apresentaram-se menos osmoticas,

caracteristica esta que pode ter sido conferida pelo préprio TEO.

A formulagdo T1% + Cs demostrou ter a melhor osmolalidade, mesmo que a osmolalidade direta
superasse o limite maximo recomendado. Esta apresentou ter menor valor de osmolalidade
dentre as restantes formulacoes ap6s a diluigdo no SFV, embora apods diluicdo todas estivessem
dentro da gama recomendada. Por apresentar-se menos osmoética, a probabilidade de

comprometimento da seguranca da formulagao é menor.
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4.2.4 Bioadesao

Outro parametro importante que foi estudado foi a adesividade da formulac¢io ao tecido vaginal.
A andlise da bioadesdo de formulacOes vaginais permite conhecer a capacidade de uma

formulacio aderir a uma superficie biologica.39

A bioadesdo é caracterizada pela interacdo entre uma forma de dosagem farmacéutica e a
membrana mucosa ou muco secretado pela vagina. Um dos principais componentes do muco
vaginal sdo as mucinas soluveis, glicoproteinas altamente glicosiladas.3®8 As mucinas consistem
em cerca de 500 subunidades kDa unidas por pontes dissulfeto formando estruturas capazes de
reter elevada quantidade de 4gua conferindo uma camada protetora viscoelastica sobre a
superficie da mucosa.38:39

As propriedades bioadesivas possibilitam o contato da formulacdo com a superfice vaginal, e
consequentemente maiores tempos de retencio no trato genitourinario. Varios estudos tem se
concentrado em excipientes poliméricos, uma vez que na maioria dos casos a bioadesao das
formulacoes é conferida pelos polimeros, visando aumentar o tempo de retengao e melhorar a

eficacia e seguranca das formulacGes. 39:38:89

Os mecanismos da bioadesdo abrangem diversas etapas. Entre elas, a etapa de contato
(primordial), hidratagdo, humedecimento e alastramento, consideradas etapas importantes
durante o processo e a etapa de consolidacdo que envolve o revigoramento da ligagdo-polimero
mucina. As cadeias do polimero conseguem interpenetrar na camada de muco e ligarem-se a
mucina, através de ligacbes de hidrogénio, forcas de van der Waals e interacoes
eletrostaticas.38:39 Devido a estes mecanismos, os polimeros promissores com propriedades

bioadesivas sao os constituidos por grupos hidroxila ou carboxilato. 38

A necessidade de mimetizar o ambiente vaginal fez com que diferentes protocolos experimentais
especificos in vitro e ex vivo fossem desenvolvidos para avaliacdo da capacidade de bioadesdo de
diversas formas farmacéuticas vaginais. Estas técnicas geralmente envolvem as forgas
envolvidas no desprendimento de uma formulacdo e o tecido biologico utilizado. A forca
méaxima de desprendimento (F max), correspondente a forca necessaria para o desprendimento
da formulagido do epitélio vaginal, e o trabalho de adesao (T .4) correspondente ao trabalho
realizado na separacdo das duas superficies, foram os parametros utilizados para avaliar o
potencial bioadesivo das formulagbes.3989 A fiabilidade deste método é estreitamente

dependente da falha na regiao de interagdo do polimero com a mucina.38
De acordo com os resultados obtidos (Tabela 12) e a analise estatistica do trabalho de adesao

pela One-Way ANOVA e teste de comparacdo multipla de Turkey (n=5, p < 0,05 ) apenas a

formulacdo base com Cg apresentou diferenca estatistica significativa.
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Tabela 12. Parametros bioadesivos das formulag¢oes. Forca maxima de desprendimento (N), distancia de
desprendimento (mm) e trabalho de bioadesdo (N.mm), representados pelas médias e devio-padrao, para
um n=5. Anélise estatistica do trabalho de adesao pela One-Way ANOVA e teste de compara¢do multipla

de Turkey ( p < 0,05). * representa diferenca estatistica com o resultado do controlo.

Formulacoes Forca maxima Desprendimento (m.m) Trabalho de adesao
(N) + Desvio- + Desvio-Padrio (N.mm) + Desvio-
Padrao Padrao
Controlo 0,030 + 0,015 1,888 + 0,178 0,012 + 0,007
F. base 0,060 + 0,017 2,332 + 0,990 0,070 + 0,045
Tomilho 1% 0,043 + 0,023 2,204 + 0,637 0,048+ 0,030
F.Base + Cg 0,070 % 0,026 3,536 1,510 0,106 £ 0,055"
F.Base +

MTX 0,066 + 0,030 2,248 + 0,394 0,055 + 0,024
T1%+ Cg 0,050 + 0,026 2,742 £ 0,746 0,065 £ 0,016
T1%+ MTX 0,063 + 0,051 2,672 +1,096 0,071 + 0,014
Tween 1% 0,023 + 0,015 1,924 + 0,493 0,025 + 0,005

A formulacao base com Cg (F.Base+Cg) apresentou maior bioadesao ao tecido vaginal, seguido
da formulacao de tomilho a 1% com MTX (T1% + MTX) e da formulacdo base (F.Base), sendo
por isso necessaria uma forca maxima de desprendimento maior. A formulacao com tween 1%
apresentou um menor trabalho de adesdo, e consquentemente menor forca méxima de
desprendimento.

Contudo os trabalhos de adesdo e forca maxima de desprendimento devem ser analisados

cuidadosamente devido o desvio-padrao apresentados.

Dado que a formulagdo base contendo Cg apresentou uma maior bioadesdo ao tecido vaginal,
apresentando um trabalho de adesdo maior, explicaria os resultados apresentados pelo HPLC
nas camaras de ussing, em que o Cs apresentou uma maior capacidade de reten¢ido no tecido
vaginal, provavelmente devido a maior biaodesao das formulagdes com Cg no tecido. Formas de
dosagens bioadesivas podem contribuir para uma residéncia in situ prolongada, resultando em
caracteristicas vantajosas, como diminui¢do da escorréncia vaginal, menor numero de
aplicacoes didrias e aumento do contato dos compostos ativos com o tecido epitelial.39

No entanto, 0 mesmo nao se verificou para a formulagdo T1%+Cs dado que para esta formulacio
o trabalho de adesao foi menor. O mesmo pode ser explicado pelas proprias caracteristicas do
tecido, visto que foram utilizados tecidos vaginais de porca diferentes. O potencial bioadesivo de
formas farmacéuticas e de polimeros também depende das especificidades do ambiente do

epitélio vaginal e a avaliacdo deste deve levar isso em considera¢io.o°
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A maioria das formulacées (FBase, Fbase + Cs, Fbase + MTX, T1% + Cs, T1% + MTX)
apresentaram propriedades bioadesivas semelhantes, provavelmente por serem formulacoes a
base de géis, um tipo de formulacdo monofasica com estrutura tridimensional mais coesa e
também devido o excipiente polimérico hidroxipropilmetilcelulose, presente em todas as
formulagoes, conferindo-lhes propriedades bioadesivas. A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
um éter de celulose, comumente utilizado em formula¢ées como veiculos de entrega local de
farmacos devido a sua capacidade em encapsular elevadas quantidades de farmacos e formar
um gel em meio aquoso. Normalmente géis vaginais baseados em derivados de celulose exibem
um potencial bioadesivo significativamente maior, dado que estes derivados de celulose
apresentam a vantagem particular de serem relativamente independentes do pH, uma vez que

estudos relatam que o valor de pH podem interferir no potencial de bioadesao de formulacoes.s©

Os mecanismos de autolimpeza da vagina, o stress mecanico (como exemplo, durante a
penetracdo do pénis) e a leve inclinacdo do canal vaginal contribuem para a expulsio de
produtos de aplicacdo vaginal. A variabilidade do fluido vaginal (ciclo menstrual, praticas de
higiene, etc.) pode afetar o fendmeno de bioadesao das formulagdes ao tecido vaginal, sendo por
isso importante o desenvolvimento de formulacbes vaginais com promissoras propriedades

bioadesivas39:90

4.3 Ensaios in vitro e ex vivo

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular

O estudo da viabilidade celular in vitro é importante para testar formulacGes destinadas a
aplicacao vaginal e avaliar as consequéncias terapéuticas e a seguranca farmacologica das
mesmas em linhas celulares conhecidas, neste caso em células cancerosas do colo do ttero
(HeLa) e de células saudaveis (NHDF), fundamentando a sua utilizacao.

O ensaio colorimétrico do MTT foi realizado para avaliar a o efeito antiproliferativo das sete
formulagoes em células HeLa e NHDF apo6s as células estarem em contato com as formulacGes
diluidas em meio de cultura por um periodo de 24h. Os resultados estdo apresentados como a
média de um n=3 de experiéncias diferentes e expressos como percentagem de viabilidade
celular, tendo como controlo negativo as células tratadas apenas com o respectivo meio. Os
pocos de maior intensidade da cor roxa indicaram haver maior viabilidade celular e os pocos
com menor intensidade da cor roxa indicaram um nimero reduzido de células viaveis, portanto

um menor efeito antiproliferativo (Figura 22).
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Figura 22. Resultado de um dos ensaios de viabilidade celular nas HeLa, das formulacGes apds 1h

incubadas com o reagente MTT.

Todas as formulagdes (T1%, FB + Cg, FB + MTX, T1% + Cs e T1% + MTX), exceto as
formulagoes base e com tween 1% (controlos), demonstraram inibir o crescimento de ambas as
linhas celulares nas dilui¢oes de 10% e 5%, conforme apresentado na Figura 23, além de que
apresentaram um comportamento similar nas restantes concentracoes em ambas as linhas

celulares.
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Figura 23. Viabilidade celular relativa das células HeLa e NHDF determinada pelo ensaio de MTT apds
24h de incubacdo com as formulac¢bes em estudo.

De um modo geral as formulacGes apresentaram um efeito antiproliferativo ligeiramente mais
acentuado nas células HeLa, sendo mais evidente nas concentracoes de 1% e 0,4%, exceto para a
formulacdo F.Base + MTX, que apresentou maior efeito na viabilidade das NHDF, em
praticamente todas as concentracoes (somente na concentracdo de 10% a citotoxicidade foi

menor nas HeLa).

Na Figura 24 estao representados todos os perfis de citotoxicidade das formulacoes nas duas
linhas celulares. A formulacio base, neste trabalho usada como referéncia, assim como ja era
esperado em ambas as linhas, ndo apresentou efeito antiproliferativo consideravel, na qual as

viabilidades ndo parecem ter sido afetadas pelo fator de diluicao.

56



A maioria das formulacoes apresentou um aumento linear das viabilidades celulares com a
diminuicao da concentragdo, numa tipica relacdo dose-resposta. A formulacao de T1% diminuiu
consideravelmente a viabilidade das HeLa e NHDF nas concentracoes de 10% e 5%. Ja na
concentracao de 1%, a viabilidade celular nas HeLa foi menor que 50% (39,5%) e nas NHDF, a
mesma concentracdo, a viabilidade foi de praticamente 90% (89,03 %). Para as demais

concentracoes a viabilidade celular foi maior que 50%.

O efeito antiproliferativo na presenca F.Base + Cs foi maior nas HeLa nas concentracoes de 10 %
e 5 % e moderado nas concentragoes de 0,4 % e 0,2 %, entretanto a concentracao de 0,1 % foi
observada uma ligeira diminuicao na viabilidade celular nas NHDF.

Carvalho e colaboradores estudaram o efeito do ligando Cs conjugado com sistemas de entrega
(nomeadamente aptameros de DNA) e na sua forma livre nas células HeLa e nas NHDF. Neste
estudo observaram que o Cg apresentava o mesmo efeito nas duas linhas, mas no entanto seu
efeito citotoxico era diminuido nas NHDF quando conjugado, demostrando que estes

aumentavam a seletividade do Cs para as células cancerosas.”°

Os resultados de T1% + Cs foram bastantes promissores, uma vez que esta formulacdo revelou
ter consideravelmente maior efeito antiproliferativo as células HeLa em praticamente todas as
concentracoes, exceto nas mais altas (10% e 5 %) em que viabilidade foi praticamente 0% nas
duas linhas celulares. T1% + Cs tem elevada viabilidade ( > 50 %) nas HeLa apenas nas

concentrac6es mais baixas (0,2 % e 0,1 %).

Por outro lado, a formulacdo de T 1 % + MTX, revelou apresentar maior efeito antiproliferativo
nas HeLa apenas nas concentracoes de 10 %, 5 % e 1 %. Contudo nas concentracoes de 0,4 %,
0,2 % e 0,1 % houve um aumento consideravel da viabilidadade nas HeLa, notavelmente maior

que nas NHDF, revelando-se pouco promissor a estas concentracgoes.

Perillo e colaboradores avaliaram a entrega da MTX as células cancerosas HeLa por meio de
lipossomas de polietilenoglicol funcionalizados com o peptideo de penetragio celular gH625, e
de acordo com os resultados concluiram que estes aumentaram a internalizacdo do MTX nas
HeLa, aumentando deste modo a citotoxicidade. Observaram que a administragio do MTX
colocaliza o nucleo das células cancerosas, enquanto que com os lipossomas o firmaco era
direcionado para zonas perinucleares, onde a producao e coloracdo de metaboélitos foi mais

significativa.o!

Parker e colaboradores estudaram a capacidade da MTX em formar adutos de DNA em algumas
linhas de células cancerosas entre elas, as células HeLa. Avaliaram a capacidade do MTX em
formar adutos com DNA, RNA e proteinas e observaram que o DNA foi o melhor substrato na
formacao dos adutos nas células. No entanto observaram também que com a mitoxantrona
como agente tnico havia formacao de adutos em baixos niveis, mas que quando na adigdo de um

pré-farmaco, aumentava consideravelmente a formacdo de aduto em todas as linhas
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Figura 24. Perfis de viabilidade celular relativa comparativo entre as células HeLa e NHDF, de todas as
formulagoes testadas neste estudo, em diluicoes varidveis de 0,1 % a 10 % (m / v). O resultados
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apresentam-se divididos em duas colunas, em que do lado esquerdo estid representado os perfis da
viabilidade celular de cada formulacdo nas HeLa e do lado direito os perfis nos NHDF. As formulag6es
estdo representadas do seguinte modo : A) T 1%. a verde, B) F.Base + Cs. a azul, C) F.Base + MTX a
vermelho, D) T 1% + Cs a amarelo e E) T 1 %+ MTX a lilas e os controlos representados a preto. Os
resultados correspondem a média e os desvios padrao para um n=3 e anélise estatistica realizada pela One-
way ANOVA e teste de comparagdo miltipla de Dunnett’s (n=3, p < 005), em que * representa
estatisticamente diferente.

Através dos resultados de viabilidade celular foi possivel observar algumas inconsisténcias entre
as formulac¢6es, mesmo estas tendo sido desenvolvidas usando a mesma formulagdo base. Isso
pode ser explicado pela dificuldade em atribuir atividade antiproliferativaa a uma unica
molécula (neste caso aos antineoplasicos) uma vez que as formulacoes foram desenvolvidas a
partir da mistura de excipientes juntamente com os principios ativos (MTX ou Csg) e algumas

delas com o 6leo essencial de tomilho.

O TEO, como ji descrito na literatura apresenta forte aclo antiproliferativa sobre células
cancerosas, nomeadamente nas HeLa.5492 De acordo com os resultados, houve uma reducao da
viabilidade celular dependente da concentracido nas células HeLa, possivelmente induzida pelo
timol, principal constituinte do tomilho, assim como descrito por De La Chapa et. al.92 Ainda
segundo o estudo realizado por De La Chapa et al., o timol reduziu significativamente o
crescimento de tumores in vivo, ndo demonstrando nenhum efeito adverso ao longo dos
estudos.

Os efeitos antiproliferativos do tomilho podem ter ocorridos através da disfun¢ao que este causa

na mitocondria e com isto induzindo a apoptose.54

As formulagoes com Cg e MTX, na presenca de tomilho a 1% apresentaram efeito
antiproliferativo consideravelmente superior as formulagdes apenas com o Cs e com MTX. Para
a F.Base + Cg os resultados de viabilidades celulares nas HeLa as concentragoes de 5% , 1% e
0,4% foram respectivamente 26,22% , 66,14% e 68,06%. Quando na presenca de T1%, para as
mesmas concentragoes, as viabilidades foram o0 %, 5,53 % e 22,5 %, respectivamente.

Ja a viabilidade celular da F.Base + MTX nas HeLa, as mesmas concentragoes foram de 63,77%,
65,98% e 100% e na presenca do tomilho reduziram-se para 43,14 %, 47,74 % e 64,14 %,

respectivamente.

Mastelic e colaboradores estudaram o efeito de alguns dos componentes do 6leo essencial de
thymus vulgaris nomeadamente do timol, carvacrol e eugenol nas células HeLa e observaram
que estes compostos apresentavam efeitos antiproliferativos dose-dependentes nestas células, o
que os tornaria potencialmente interessantes como coadjuvantes em tratamentos experimentais
de cancros. O efeito antiproliferativo derivou-se da diminuicdo da atividade mitocondrial

causada por estes compostos.93
O mesmo foi observado por Kubatka e colaboradores ao avaliarem o efeito do TEO em células de
carcinoma de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), em que o TEO demostrou diminuir

significativamente de forma dose-dependente a atividade metaboélica das células e também a
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viabilidade celular em ambas as linhas celulares, embora nas células MDA-MB-231 mostrasse

ter menor efeito.44

Li e colaboradores, para avaliar os efeitos do timol no cancro da bexiga, trataram células
cancerosas da bexiga (T24, SW780 e J82) e células uroteliais ndo malignas (SV-HUC-1) com
diferentes concentracoes de timol por 24h.Posteriormente analisaram as alteragdoes na
viabilidade das células através do ensaio de MTT. Os resultados demostraram que o timol
reduziu significativamente a viabilidade das células cancerosas da bexiga, enquanto que nas
células normais s6 foi possivel observar esse efeito apenas nas concentracbes mais altas,
sugerindo deste modo que o timol exerceu atividade anticancerigena seletiva em células do

cancro de bexiga.84

A aclo sinérgica da combina¢do do TEO com os potenciais firmacos (Cs e MTX) resultou na
inibicdo significativa do crescimento das células cancerosas, dado que tanto o Cg como MTX
estdo descritos na literatura como inibidores das células HeLa. Posto isto, provavelmente o 6leo

essencial de tomilho potencializou o efeito antineoplésico dos potenciais fairmacos, Cs e MTX.

Em suma, o MTX assim como o Cg apresentaram efeito antiproliferativo, consideravel tanto nas
celulas cancerosas HeLa como nas NHDF, assim como ja descrito na literatura.7e:93 No entanto
assim como sumariado na Figura 19, a formulacao T1% + Cs demonstrou ser mais promissora
neste ensaio, dado sua maior atividade antiproliferativa nas células HeLa na maioria da

concentracoes, assim como desejado.

4.2.2 Ensaio de permeacao dos compostos no tecido vaginal da porca (ex vivo)

A avaliacdo da libertacdo e permeacdo de farmacos é um fator importante e obrigatério no
desenvolvimento e controlo da qualidade dos medicamentos na industria farmacéutica, quando
0 objetivo é limitar a atividade a superficie da parede vaginal sendo por isso fundamental a
escolha correta de um método que mimetize o ambiente in vivo, de modo a testar o desempenho
de uma formulagdo em promover ou evitar a permeac¢ao por meio do tecido vaginal.42

A vagina é um orgdo extremamente vascularizado, devido a sua ampla area de superficie rico em
vasossanguineos, permitindo assim a absor¢ao de farmacos para a circulacio sistémica. Embora
a maioria dos farmacos de administracio vaginal seja utilizado para fins topicos, os farmacos
que conseguem atravessar o epitélio vaginal atingem a circulacdo sanguinea em concentragoes
capazes de exercer efeitos sistémicos.4

Para avaliar a permeacdo dos compostos ativos (Cs e MTX) utilizou-se a camara de ussing, onde
foram mimetizadas as condi¢Ges in vivo da taxa de absor¢do dos compostos ativos para

posterior quantificagdo usando o HPLC.
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Para além das formulagdes contendo os compostos ativos, fez-se 0 mesmo procedimento com a

formulacao base, um simulante de fluido vaginal e a formulacdo de tomilho a 1% (Tabela 10),

sendo estes usados como controlo, dado que nao continham farmacos na sua composi¢ao. Como

esperado, em todos os tempos de recolha, a quantificacdo foi inferior ao limite minimo

detectavel.

Tabela 13. Resultado da anélise da HPLC dos controlos. FB — formulagio base. SFV — Simulante de fluido
vaginal. T1% - Formulacao de tomilho a 1%. CD — cimara dadora. CR — Camara receptora.

Amostra A*FD C ug/mL Tempo de recolha
FB1 0,84 <LLOQ oh
FB2 3,833 < LLOQ 5h
FB3 5,03773 <LLOQ 20h30
FB 4 2,68101 <LLOQ 25h30
FB 5 3,16183 <1LOQ 56h

CDFB 2,24 <LLOQ 56h
Tecido FB 2,36 <1LOQ 56h
CRFB 2,75725 <LLOQ 56h
SFV 1 6,31677 < LLOQ oh
SFV 2 17,8745 < LLOQ 5h
SFV 3 3,33206 < LLOQ 20h30
SFV 4 10,6615 <LLOQ 25h30
SFV 5 10,6968 <1LOQ 56h
CD SFV 24,048 <LLOQ 56h
Tecido SFV 59,445 < LLOQ 56h
CR SFV 5,5742 < LLOQ 56h
T1%1 1,97975 <LLOQ oh
T1% 2 6,8806 < LLOQ 5h
T1%3 4,95934 <LLOQ 20h30
T 1% 4 3,21744 <LLOQ 25h30
T1%5 0,26 <LLOQ 56h
CD T1% 65,91 <LLOQ 56h
Tecido T1% 10,3234 <LLOQ 56h
CRT1% 5,88056 <1LOQ 56h

Para quantificacdo dos farmacos Cs e MTX, no tecido epitelial da porca foram testadas as

formulacoes T1% + Cs e T1% + MTX e os resultados estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 14. Resultados da quantificacdo do Cs e do MTX através da cromatografia de alta eficiéncia, ao
longo de 56 horas. T1%+Cs — Formulacao de tomilho a 1% com Cs. T1% + MTX — Formula¢ao de tomilho a

1% com MTx.

Amostra Area 608 nm Cug / mL Periodo de recolha
1 0] 0] oh
2 1,01247 0,000465 5h
3 o] 0 20h30 m
T1 %+ C8 4 33,943 0,017522 25h3om
5 54,483 0,028161 56h
CDCS8 3501,16 1,813417 56h
Tecido C8 241 0,12477 56h
CR C8 40,9116 0,021132 56h
1 4,95899 < LLOQ oh
2 32,4944 0,555754 5h
3 25,11 0,506839 20h30
4 19,1652 0,46746 25h30
T1 %+ MTX 5 22,004 0,492226 56h
CD MTX 12,33286 0,503896 56h
TecidoMTX 10,474 < LLOQ 56h
CR MTX 18,4614 0,462798 56h

De acordo com os resultados, a formulagdo T1% + Cs somente comecgou a libertar o composto
ativo (Cg) a partir de 24h (25h30), e a concentracbes muito baixas. No final do ensaio, a
concentracdo de Cg quantificada na camara receptora (0,021132 ug) foi consideravelmente
menor que a quantificada na cimara dadora (1,813417 pg), revelando que quantidades muito
baixas do Cg permearam o tecido ao longo do ensaio. O Cs demonstrou apresentar baixa
capacidade em atravessar o tecido epitelial vaginal e atingir a circulacdo sanguinea,
impossibilitando deste modo possiveis efeitos sistémicos.

De facto, a quantificacdo de Cs no tecido demonstra que este ficou retido, o que pode ser
interessante do ponto de vista de aplicacao topica da formulacdo com vista a aumentar a
bioadesado dos farmacos ao tecido alvo, uma vez que varios estudos tém sido realizados com o

intuito de aumentar a adesao de farmacos no epitélio vaginal.

No caso da formulagao de T1% + MTX, observou-se um efeito contrario a formulagio contendo
o Cs. Nesta formulacao o composto ativo (MTX) ndo foi detectado na primeira recolha, e na
segunda recolha (5h) foi possivel detectar o composto na cidmara receptora. A concentracao
quantificada no periodo de s5h foi praticamente a mesma quantificada na camara dadora,
mantendo-se aproximadamente a mesma concentracdo ao longo das recolhas, sugerindo que o
MTX foi libertado minutos ap6s a formulacao ser adicionada tendo atingido um equilibrio entre
camara dadora — camara receptora.

A quantificacdo no periodo de 56 h na camara receptora revelou ser praticamente a mesma
quantificada na camara dadora. No tecido nao se detectou MTX, sugerindo que o MTX permeia

o tecido com maior facilidade do que o Cs. Este resultado é promissor para formulagoes em que
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0 objetivo seja potenciar os efeitos sistémicos onde haja interesse o firmaco permear o tecido

epitelial e chegar a circulacao sistémica

Dado que grande parte dos produtos vaginais comerciais (cremes, géis, comprimidos, etc.)
demostraram apresentar um curto periodo de retencao, devido a acdo de autolimpeza da vagina
e muitas vezes requererem varias administracoes diarias, quanto maior a adesao e retencao de
farmacos no tecido vaginal, melhor a eficicia e o efeito terapéutico desejado3o.74.

Uma vez que o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de formulacGes vaginais de
aplicacdo topica, o Cs reuniu as melhores condi¢des neste ensaio, posto que apresentou maior
capacidade de retencao no tecido, sendo libertadas concentracoes bastante baixas para a camara

receptora.
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Capitulo 5

Conclusao e perspetivas futuras

Cada vez mais tem-se observado o aumento do nimero de casos de mulheres que sio
diagnosticadas, anualmente, com lesées cancerosas de alto grau provocadas pelos HPVs de alto
risco e que evoluem para estadios avancados de cancro. Estas lesoes sao no seu estadio inicial
sdo assintomaticas, sendo o rastreio e a vacinacido ferramentas muito importantes na prevencao.
Deste modo é impreterivel investigacdo nesta area da saide e novas abordagens terapéuticas
anticancerigenas de entrega de farmacos tem vindo a ser implementada. Visando a diminuicdo
da morbidade (diminuicdo drastica dos sintomas) e taxas de mortalidade associados ao cancro,
as terapias direcionadas focam-se nos tecidos lesados, sem afetar os tecidos saudéveis e deste
modo contornar um dos maiores desafios enfrentados pelas indtstrias farmacéutica e
biotecnologica. A identificacio precoce das lesdes intraepiteliais cervicais permite a
implementacao de medidas preventivas e um tratamento adequado de modo a impedir a
progressao para o desenvolvimento de cancro do colo do ttero que na maioria dos casos resulta
das lesoes de alto grau provicadas pelo HPV.

A aceitabilidade das mulheres em relacdio a administracdo vaginal de farmacos para o
tratamento tem vindo a aumentar no decorrer dos tempos, e os géis, cremes tem sido utilizadas

pelas mesmas.

A finalidade deste trabalho foi desenvolver formulagoes para entrega de compostos ativos para o
tratamento de lesGes cancerosas provocadas pelo HPV. A acdo anticancerigena dos compostos
incorporados nas formulacoes dado a sua capacidade de penetracdo no ntcleo de células
cancerosas e se ligarem ao DNA, torna-os promissores para o desenvolvimento de formulacoes

com acao anticancerigena.

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular, a acdo combinada do
TEO com os compostos MTX e Cg resultou na inibi¢do da viabilidade celular das células HeLa
comparando com as formulacGes base contendo apenas os compostos.

Embora se tenha observado um resultado idéntico de algumas formulagdes nas células NHDF, o
efeito antiproliferativo da formulagdo T 1% + Cs foi consideravelmente maior nas HeLa nas
concentracoes de 1%, 0,4 %, 0,2 % e 0,1 %, e s6 mostrou atingir viabilidades > 50% nas
concentracoes mais baixas (0,2 e 0,1 %). Ja a formulagdo de T 1 % + MTX, revelou ser mais
citotoxica nas HeLa apenas nas concentracoes de 10 %, 5 % e 1 %. De um modo geral as
formulagbes apresentaram-se ligeiramente mais citotoxicas nas HeLa, sendo mais evidentes nas
concentracoes de 1% e 0,4%, exceto para a formulacao de F.Base+MTX, onde apresentou maior

citotoxicidade nas NHDF que nas HeLa, em praticamente todas as concentragoes.
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De acordo com o ensaio de permeacdo dos compostos no tecido vaginal da porca e a
caracterizacdo dos compostos, a formulacao de T1% + Cs revelou-se bastante promissora. O
composto Cg apresentou uma menor capacidade de permear o tecido vaginal da porca,
aumentando deste modo a bioadesividade do mesmo no tecido, revelando-se promissor uma vez
que o objetivo do estudo é o desenvolvimento de uma formulacao para aplicacdo topica e com
vista 0 aumento da bioadesdo dos compostos ao tecido alvo onde a formulacao base com Cg
apresentou maior bioadesdo ao tecido. Esta formulacdo apresentou caracteristicas
viscosimétricas e de osmolalidade promissoras nas diluicoes fisioloégicas em SFV. A viscosidade
desta formulacdo diminuiu ligeiramente evitando escorréncia e facilitaria a sua dispersao maior
alcance no epitélio vaginal, uma vez que formulacoes altamente viscosas limitam a disseminacao
intravaginal do produto.

No entanto o MTX revelou maior facilidade em permear o tecido epitelial; este resultado para
formulagdes podera ser promissor nos casos em que o objetivo é potenciar efeitos sistémicos

onde o farmaco permeie o tecido epitelial atinja a circulacao sistémica.

As formulagbes desenvolvidas nem sempre apresentaram as propriedades ideais de pH,
capacidade de tamponamento, osmolalidade, viscosidade e bioadesao. As dilui¢oes fisioldgicas
no simulante de fluido vaginal obteve-se os resultados esperados, reafirmando que a
caracterizacdo ideal de formulacOes vaginais e a mimetizacdo fisiolégica in wvitro no

desenvolvimento de produtos vaginais aumenta a sua eficacia e aceitabilidade pelos utentes.

De um modo geral, os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que as
formulacoes contendo o tomilho na sua constituicao, principalmente a de T1% + Cs sdo as mais
promissoras em termos de custo-beneficio e e aplicacdo topica do composto ativo para o
tratamento das lesbes provocadas pelo HPV e para o contorno dos problemas de escorréncia e

desconforto frequentemente relatados pelas mulheres.

Futuramente seria importante :

- Avaliar a acdo antiviral da formulacdo com Cs em culturas organotipicas infectadas com os
HPVs 16 e 18;

- Aumentar a seletividade dos compostos nas células cancerosas versus células saudaveis,
através da sda utilizacio de nanoparticulas de entrega seletiva de compostos reduzindo deste
modo o potencial citotéxico em células normais e aumentando a eficiéncia terapéutica. Outra
sugestdo seria a utilizacio de aptameros de —quadruplex-quadruplex, uma vez que varios
estudos demonstraram a sua eficicia em inibir o crescimento de células cancerosas sem afetar

as células saudaveis, devido a especificidade que estes possuem para células cancerosas;
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- Avaliar novas estratégias visando o aperfeicoamento das formulacdes para o tratamento de

lesGes decorrentes da infecao pelo HPV;

- Estudar o mecanismo de acdo do MTX nas células HelLa de forma a a promover o

direcionamento do MTX as células alvo;
- Estudar a acdo de outros compostos tais como, docetaxel, paclitaxel, ifosfamida, pazopanibe,

etc., com acdo anticancerigena e antiviral e inclui-los nas formulacoes encapsulados em

nanoparticulas.
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Anexos
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Development of drug-loaded gel formulations for
intravaginal administration of anti-HPV drugs
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Introduction

I>_'\_ Amang mare than 180 types of human papillomavinus (HPV], 30 infects the genital tract, being responsible for

|.\_ ,"I over 900 of all cervical cancer cases. The use of vaginal gels is often indicated for local vaginal drug delivery.

T Previaus studies have shawn that besides antifu ngal and antibacberial properties, thyme exhibits anticancer
roperties. It activity derives fram a specific increase in fres radicals and oxidative strecs caused in cancer cells®

#7This study simed to develap and characterize drug-loaded formulations containing T voigaris essential ail (TEO) W
! Junhance the activity of Mitoxantrone (MTX} and acridine crange derivative Cg, [reported to inhibit the growth of
#— corvical cancer cell line Hela)™, for the treatment af HPV-induced lesians.
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" TED prasented higher oytotesic effect towards Hela cells;
® TED may be an enhancer of the cytotaxic effect of MTY and Cy in the cervical cancer cell lines, and the gel farmulations are suitable candidates far

local imtravaginal delivery of anti-HPY drugs.
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