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RESUMO

No contexto da alta prevaléncia de candidiase vulvovaginal (CVV) e da crescente resisténcia de
espécies de Candida spp. aos tratamentos convencionais, o reposicionamento de farmacos surge
como uma estratégia importante para estabelecer novos usos terapéuticos de medicamentos ja
aprovados clinicamente para outras indicacdes. Experimentos anteriores demonstraram a
atividade antifungica in vitro da sertralina, farmaco da classe dos Inibidores Seletivos da
Recaptacdo de Serotonina (ISRS), e determinaram sua concentracdo inibitéria minima (CIM),
constatando sua capacidade de atuar sobre fatores de viruléncia de alguns fungos, como
leveduras do género Candida. No presente estudo, foi avaliado o efeito antifungico da sertralina
in vivo com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de uma formulacdo de
administracdo vaginal contendo o farmaco para o tratamento de CVV experimental. A atividade
antifungica da sertralina em diferentes concentragdes, em solucdo e em emulgel, foi examinada
em um modelo de rata imunossuprimida e dependente de estrogénio, no qual os animais foram
infectados intravaginalmente com C. albicans. Os resultados demonstraram que a sertralina,
quando administrada por meio de uma matriz farmacéutica adequada ao ambiente vaginal,
apresenta eficdcia significativa, atingindo a cura da infecgdo com apenas 3 dias de tratamento. A
partir desses achados, é possivel afirmar que a sertralina é promissora para o reposicionamento
de farmacos no tratamento da CVV.

Palavras-chave: Reposicionamento de medicamentos, Sertralina, Candidiase vulvovaginal,
Agente antifungico, Administragao intravaginal.
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REPOSITIONING OF THE DRUG SERTRALINE FOR THE
TREATMENT OF VULVOVAGINAL CANDIDIASIS

ABSTRACT

In the context of the high prevalence of vulvovaginal candidiasis (VVC) and the increasing
resistance of Candida spp. to conventional treatments, drug repurposing emerges as an
important strategy for improving the health and quality of life of women worldwide suffering
with this illness. Previous studies evidenced the in vitro antifungal activity of sertraline, a
Selective Serotonin Reuptake Inhibitor (SSRI) antidepressant, and shed light to its capacity to
act on virulence factors of some fungi, such as yeast of the genus Candida. Herein, we
evaluated the in vivo efficacy of sertraline for treating VVC following once-daily intravaginal
administration of solutions (0.02% 0.2% and 2% w/v) and emulgels (1%, 2% and 4% w/w). In
this pursuit, a model of immunosuppressed and estrogen-dependent female Wistar rats was
used. Our unprecedented results confirm that topical administration of sertraline-loaded
emulgel, even in the lower concentration, eradicated the VVC within 3 days of treatment
compared to positive and negative controls (p < 0.05). In turn, the sertraline solution at 2%
controlled the infection in 6 days of treatment. The healing of animals’ vaginal mucosa was
confirmed by means of histopathological analysis. Therefore, sertraline stands out as a
suitable candidate for undergoing further clinical trials dealing with the treatment of VVC in
human subjects.

Keywords: Drug repurposing, Sertraline, Vulvovaginal candidiasis, Antifungal agent,
Intravaginal administration.
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INTRODUCAO

As micoses mucocutaneas estdo entre as infecgdes fungicas mais comuns, sendo
as leveduras do género Candida as principais causadoras de infec¢des de mucosa,
principalmente a oral e a vaginall. A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo da
vulva e da vagina causada por varias espécies de Candida spp., leveduras comensais das
mucosas vaginal e digestiva, que podem tornar-se patogénicas sob determinadas
condi¢des que alteram o ambiente vaginal. A incidéncia dessa doenga é alta e, apesar
de facil diagndstico e tratamento, muitas vezes é recorrente. Os fatores de risco
associados com a forma aguda de CVV incluem a modula¢do ou o desequilibrio de
hormonios reprodutivos (gravidez, terapia hormonal, uso de anticoncepcionais), assim
como o uso de antibidticos e o diabetes mellitus'?. Apesar dos avangos nas terapias
antifungicas para o tratamento de candidiase, ainda existem problemas relacionados
aos farmacos disponiveis, a exemplo da toxicidade de alguns azélicos e polienos, assim

como a reduc¢3o da sensibilidade de cepas de Candida a estes farmacos3®.

Pesquisas recentes mostraram ampla atividade antimicrobiana dos
antidepressivos da classe dos Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina (ISRS)
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. A atividade antifingica in
vitro de ISRS contra Candida spp. tem sido descrita com resultados significativos para
alguns antidepressivos, como a fluoxetina, paroxetina e sertralina®’, demonstrando a
propriedade antifingica por interferir em fatores de viruléncia do fungo®. Além disso, os
estudos que avaliaram a atividade antifungica dos ISRS in vitro destacaram a
necessidade da realizacdo de testes in vivo para ampliar a aplicabilidade dos resultados®.
Essas evidéncias, combinadas com o aumento da frequéncia de resisténcia cruzada do
género Candida em relagao ao principal tratamento atual, o fluconazol, fundamentam o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Nesse enfoque, o reposicionamento de farmacos tem surgido como uma
abordagem para o estabelecimento de novas terapias. O recurso baseia-se na utilizacdo
de medicamentos ja estabelecidos no mercado para o tratamento de doencas diferentes
daquelas para as quais o farmaco foi desenvolvido, diminuindo, assim, o tempo de
pesquisa, de estudos clinicos e, consequentemente, dos gastos, visto que os perfis

farmacolégicos e toxicoldgicos desses medicamentos ja sdo conhecidos!®!3, Dessa
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forma, justifica-se esse estudo in vivo da a¢do antifungica da sertralina, na busca de

novos direcionamentos terapéuticos contra a CVV.

METODOLOGIA

Animais

O modelo animal de escolha para a avaliagdo do efeito da sertralina no
tratamento da candidiase vulvovaginal sdo as ratas da espécie Rattus norvegicus, da

linhagem Wistar, que sao comumente utilizadas nos protocolos do modelo experimental

de candidiase vaginal4.

Foram utilizadas 55 ratas fémeas da linhagem Wistar, com 8 semanas e peso
corporal entre 150 e 200 g. Todos os animais foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de S3do Jodo Del-Rei (UFSJ) — Campus Tancredo Neves — CTAN, e
foram mantidos no Biotério CT-Infra Il, do Campus Centro Oeste da UFSJ. Os animais
foram aclimatados por um periodo de 15 dias antes da realizagdo dos experimentos, em
gaiolas de propileno com cama de maravalha, sob condicbes ideais de temperatura (24
+1°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e providos de dgua e alimentacdo (Ragdo industrial

Labina®) ad libitum.
Microrganismos, farmacos e composto-teste

Para a realizacdo do estudo, foi empregada a cepa padrdao ATCCs (American Type
Culture Collection) de Candida albicans ATCC 10231, que apresenta resisténcia aos
azélicos fluconazol, itraconazol e voriconazol, e a equinocandina anidulafungina®. Foi
utilizado o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Himedia®, Brasil) para
cultivo do microrganismo. Os farmacos empregados no estudo: nistatina creme vaginal
(Micostatin® Bristol-Myers Squibb®), ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter®, Brasil),
cipionato de estradiol (E.C.P.®, Pfizer®, Brasil), doxiciclina (Vibramicina®, Pfizer®, Brasil),
prednisolona (Prelone®, Aché®, Brasil) e sertralina (Gemini®, Brasil) foram obtidos

comercialmente.
Preparo das solugGes de sertralina

O farmaco sertralina foi diluido em uma solucdo de DMSO (dimetilsulféxido) 2%

em agua e as concentracles de sertralina foram definidas com base em resultados de
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estudos in vitro encontrados na literatura cientifica, que resultou em concentragao
inibitdria minima (CIM) média da sertralina sobre C. albicans de 20 pg/mL, sendo
considerada uma substincia promissora em rela¢do a sua atividade antifungica®¢18,

Assim, foram definidas as concentragdes de 0,02%, 0,2% e 2,0% (p/v).
Preparo do emulgel contendo sertralina

Foram preparados emulgeis com sertralina a 1%, 2% e 4% (m/m). As
concentragdes de sertralina no emulgel foram definidas a partir do resultado obtido no
teste in vivo com as solugdes de sertralina. Para todas as etapas do estudo, os emulgeis
foram produzidos individualmente para cada concentracao de sertralina. A preparagao
das fases em todas as formulac¢des foram as mesmas?*®. Para a manipulag¢do, pesou-se
adequadamente todos os componentes e utilizou-se béquer, balanca analitica, bastao
de vidro e chapa aquecedora. Para a preparacdo da fase aquosa (fase do gel), foi
dissolvido um umectante e um polimero hidrofilico ndo-i6nico em agua purificada sob
agitacdo constante. Na fase oleosa, foram dissolvidos sertralina e um antioxidante em
um dleo emoliente, e esta solucdo foi entdo misturada em uma base autoemulsionante
nado-idnica, sob aguecimento. Tanto a fase oleosa quanto a fase aquosa foram aquecidas
separadamente a 70-802C e a fase aquosa foi vertida sob a fase oleosa, em agitacao
constante até arrefecimento. Antes de arrefecer (402C), uma solucdo conservante foi
adicionada nos emulgeis. A fim de garantir o pH ideal para a administracdo vaginal, o pH
do emulgel foi ajustado entre 4.0 e 4.5 com auxilio de solucdo acida diluida. Os emulgeis
foram embalados em tubos plasticos e armazenados em um local protegido da luz e
umidade, em temperatura ambiente até o uso.

Avaliacdo da atividade antifingica in vivo

Preparo do inéculo

Para preparo do indculo, a cepa padrdo de C. albicans ATCC 10231 foi cultivada
em meio ASD por 48 horas em estufa bacterioldgica, sob temperatura mantida entre 30-
35°C. Em seguida, colonias foram transferidas para solucdo salina 0,85% e a suspensao
foi ajustada a concentragdo de 5,0x107 UFC/mL, que foi confirmada pela leitura da
absorbancia em espectrofotémetro, em comprimento de onda de 625 nm, até obter

densidade éptica entre 0,08-0,10.

Avaliacao do efeito das solugdes de sertralina e dos emulgeis de sertralina no
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tratamento da candidiase vulvovaginal

Para avaliar o efeito da sertralina no tratamento da CVV, foi empregado um
modelo experimental in vivo que se baseia na indugdo prévia de um estado de
imunossupressao transitério e tratamento hormonal para a inducdo da fase estrogénica
do ciclo estral®®. As ratas foram divididas em 11 grupos experimentais, contendo 5

animais por grupo, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais e protocolos de tratamento da avaliacdo do efeito da

sertralina no tratamento de candidiase vulvovaginal experimental

Grupos de tratamento Infeccao Tratamento
Grupo 1 - Controle: ndo infectados - Solucdo salina (0,85%)
Grupo 2 — Controle: infectados + Solucdo salina (0,85%)
Grupo 3 — Controle: positivo + Nistatina creme vaginal 25.000 Ul/g
Grupo 4 — Controle: veiculo + Solugdao DMSO a 2%
Grupo 5 — Sertralina (concentracdo 1) + 0,02% (p/v)
Grupo 6 — Sertralina (concentracdo 2) + 0,2% (p/v)
Grupo 7 — Sertralina (concentracdo 3) + 2,0% (p/v)
Grupo 8 — Controle: emulgel base + Emulgel sem sertralina
Grupo 9 — Emulgel com sertralina 1% + 1% (m/m)
Grupo 10 — Emulgel com sertralina 2% + 2% (m/m)
Grupo 11 — Emulgel com sertralina 4% + 4% (m/m)

Os animais receberam prednisolona (5 mg/L) e doxiciclina (20 mg/L) na agua de
beber durante 4 dias prévios a infec¢cdo, com o intuito de promover imunossupressao,
diminuir a microbiota bacteriana vaginal e facilitar o estabelecimento da infec¢do. Além
disso, com o objetivo de promover um estado de imunossupressao transitdrio, as ratas
receberam, no 42 dia de experimento, uma dose Unica de ciclofosfamida (CPA) (50
mg/kg, via intraperitoneal) e uma dose de cipionato de estradiol (0,2 mg/mL, via
subcutanea) para inducdo hormonal da fase estrogénica do ciclo estral. Esse
procedimento se justifica pelo fato de que, ao contrdrio dos seres humanos, C. albicans
ndo é um colonizador natural de superficies mucosas de roedores. Dessa forma, os

animais devem ser experimentalmente infectados, e o estabelecimento de colonizacao
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ou infeccdo na mucosa vaginal requer o uso de imunossupressores e tratamento
hormonal com estradiol, pois sdo os principais fatores que afetam a susceptibilidade de

ratas a levedural®.

Ap0ds o pré-tratamento, no dia da infec¢ao (52 dia), cada animal recebeu, por via
intravaginal, 0,2 mL da suspensdo do inéculo de C. albicans, para obtengao de animais
com candidiase vulvovaginal. Apdés 48 horas (72 dia), foi realizada uma lavagem da
cavidade vaginal de cada animal com 0,1 mL de solucdo salina 0,85%, utilizando uma
micropipeta com ponteira. O lavado vaginal foi cultivado em placas de Petri contendo
meio ASD, as quais foram mantidas em estufa a 35°C por 24 horas, para verificar o
estabelecimento da infec¢do, que foi considerada suficiente quando a contagem de

colénias para cada animal apresentou, no minimo, 102 UFC/mL.

Ap0ds a confirmacgdo da infecgdo (82 dia), foram iniciados os tratamentos por via
intravaginal (0,1 mL da solucdo ou 0,1 mg do emulgel) com trés diferentes
concentragdes de sertralina (solucdo a 0,02%, 0,2% e 2% e emulgel a 1%, 2% e 4%) e
seus controles, uma vez ao dia, durante 6 dias.

Apods 3 dias (1192 dia) e 6 dias (142 dia) do inicio do tratamento, procedeu-se
novas lavagens da cavidade vaginal das ratas e plagueamento do fluido, para a
determinacdo da carga fungica, mediante a contagem de UFC/mL. No 152 dia, apds a
ultima coleta do fluido vaginal, foi realizada a eutandsia dos animais e o canal vaginal de
cada rata foi longitudinalmente removido e fixado em formaldeido para posterior
preparo de laminas e andlise histopatoldgica. Os resultados foram tabelados,
apresentados como média do Log UFC/mL por grupo e analisados estatisticamente,
seguido da determinacdo da porcentagem de reducdo da carga fungica. O resumo dos

procedimentos e a sua progressdo temporal sdo esquematizados na Figura 1.

Figura 1. Linha do Tempo do Experimento
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A eutanasia foi procedida pela administracdo de anestésicos cetamina (300
mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) em associa¢do, por via intraperitoneal e, em seguida, o
animal foi colocado em uma caixa limpa e permaneceu em uma sala reservada de
ambiente calmo e silencioso, até que tenha alcancado os planos mais profundos de
anestesia. A confirmacdo da morte foi realizada pela observacdo da auséncia dos sinais
vitais no animal, observando se houve cessac¢do dos batimentos cardiacos, se ndo houve

reflexo ao toque do globo ocular e se as mucosas estavam arroxeadas.
Analise Histopatoldgica

Apds a eutandsia dos animais, os canais vaginais foram removidos e sec¢des do
orgao foram fixadas em formaldeido a 10% por 24 horas, transferidas para alcool a 70%
e, em seguida, embebidas em parafina. Secc6es com espessura de 5mm foram coradas
com hematoxilina e eosina (H&E), analisadas por microscépio dptico e obtido registro
de imagens utilizando um sistema de captura automatizado, modelo EVOS FL AUTO®
(Thermo Fisher Scientific), com aumento de 60x.

Anilise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA)
para experimentos inteiramente casualizados, com o calculo da estatistica F e de seu
respectivo p-valor. Nos casos em que p < 0,05, as médias de tratamentos foram
comparadas pelo método de Tukey, com o calculo da diferenga minima para a =0,05. O
software GraphPad Prism® versdo 8 (GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com) foi utilizado para as analises estatisticas.

Consideragdes Eticas

O projeto foi submetido 3 andlise pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
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(CEUA) da Universidade Federal de S3o Joao Del-Rei (UFSJ) e aprovado sob o nimero de

protocolo 034/2019.

RESULTADOS

A atividade antifungica da sertralina em diferentes concentracdes, em solucdo e
em emulgel, foi examinada em um modelo de rata imunossuprimida e dependente de
estrogénio, no qual os animais foram infectados intravaginalmente com C. albicans. A
Tabela 2 apresenta a evolugdao do numero de animais infectados e sua carga fungica no
1¢ dia (dia da determinacdo do estabelecimento da infeccdo) e nos 32 e 62 dias apds o

inicio dos tratamentos.

Tabela 2. Numero de animais infectados e quantificacdo da carga fungica observada em
animais tratados intravaginalmente com diferentes concentragdes de sertralina e seus

respectivos controles

Grupos Dia 0 Dia 3 Dia 6 Reducao
a
(%)
Log Animais Log Animais Log Animais
UFC/mL infectados UFC/mL infectados UFC/m infectados/

+ DP N +DP N L+DP N

Nistatina 4.07 = 5/5 0.56 = 1/5 0.00 = 0/5 100°
0.47 0.00° 0.00°

Controle infeccdo  4.32 + 5/5 424 + 5/5 3.90 + 5/5 9.72
0.06 0.09 0.36

Veiculo 4.06 + 5/5 3.39+ 5/5 3.08+ 5/5 24.13
0.07 0.77 0.58

Sertralina 0,02 % 331+ 5/5 224 + 4/5 1.66+ 2/5 49.84°
0.11 0.48 0.26°

Sertralina 0,2 % 3.39+ 5/5 2.81% 5/5 1.15+ 2/5 66.07 °
0.03 0.52 0.21°

Sertralina 2,0 % 3.59+ 5/5 192+ 2/5 0.00 £ 0/5 100°
0.03 0.63° 0.00°

Emulgel base 2,79+ 5/5 3,17+ 5/5 3,21+ 5/5 -
0,14 0,38 0,35

Emulgel sertralina 3,86 + 0.00 + 0.00 + 100°

5/5 0/5 0/5
1% 0,15 0.00° 0.00°
Emulgel sertralina 3,98 + 0.00 + 0.00 + 100°
5/5 0/5 0/5
2% 0,11 0.00° 0.00°
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Emulgel sertralina 4,05 + 0.00 £ 0.00 £ 100°

5/5 0/5 0/5
4% 0,21 / 0.00° / 0.00° /

“Reducdo percentual da carga fungica comparada ao primeiro dia de tratamento. ®Diferenca
estatisticamente significativa comparada com o dia 0 (p <0.05). Nistatina creme vaginal (25,000 Ul/g) foi

usada como controle positivo. DP = desvio padrdo. N =5

O grupo de animais infectados e nao tratados manteve a infec¢ao até o final do
experimento, apresentando carga fungica elevada, assim como no grupo controle
negativo (veiculo) e o grupo controle emulgel base, em que todos os animais
permaneceram infectados até o ultimo dia do experimento. No grupo controle positivo,
tratado com nistatina creme vaginal, foi observado que, apds 3 dias de tratamento,
apenas 1 animal permanecia infectado com baixa carga fungica, e a remissao da infeccao
em todos os animais foi confirmada apds o ultimo tratamento. Nos trés grupos tratados
com diferentes concentragdes de sertralina em solugdo, houve uma redugao progressiva
na carga fungica. Embora ndo tenha sido observada cura entre os animais nos grupos
tratados com as concentragdes 0,02% e 0,2%, ambas as concentragdes foram capazes
de reduzir a infeccdo em cerca de 50 e 66%, respectivamente, podendo ser observada
diferenca estatisticamente significativa na redu¢do da carga fungica comparados a carga
obtida no primeiro dia. O grupo tratado com a concentracdo de 2,0% mostrou total
redugao total da carga fungica apds 6 dias de tratamento, com 100% dos animais
curados, demonstrando ser a concentracdo mais eficaz no tratamento da CVV, nas

condi¢cbes experimentais utilizadas neste estudo.

Nos grupos de animais tratados com emulgel contendo sertralina nas diferentes
concentragdes, foi observada total remissao da carga fungica apds 3 dias de tratamento
em todas as concentracdes (1%, 2% e 4%). Portanto, todos os animais dos grupos
tratados com emulgel contendo sertralina foram considerados curados apds esse tempo

de tratamento.

Os resultados da analise histopatoldgica sdo apresentados na Figura 2. O grupo
de animais ndo infectados (A) apresentou epitélio escamoso estratificado (EES) com
células integras e discreta queratinizagdo. No grupo controle negativo (B), nos quais os
animais foram infectados e ndo receberam nenhum tipo de tratamento, observou-se
grande numero de células tumefeitas com acumulo intracelular de substancias e intenso

infiltrado inflamatdrio. No grupo controle positivo nistatina (C), foi possivel observar
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epitélio integro e reducao significativa do processo inflamatério. Ja nos grupos controle
do veiculo (D) e emulgel base (H), observou-se grande nimero de células tumefeitas
com acumulo intracelular de substancias e intenso infiltrado inflamatdrio,
respectivamente. Os grupos B, D e H também apresentaram acantose e espongiose. Nos
animais tratados com solucdo de sertralina 0,02% (E), havia um processo inflamatério
consideravel, poucas células tumefeitas e uma leve descamacgao no Iimen. Ja no grupo
tratado com solucdo de sertralina 0,2% (F), observou-se presenca de descamacdo do
epitélio queratinizado, mas significativa reducdo do infiltrado inflamatério. Os animais
tratados com solucdo de sertralina 2,0% (G) apresentaram reducdo visivel dos sinais de
inflamacgdo, com auséncia de células tumefeitas e EES sem descamacao significativa. Nos
grupos tratados com emulgel contendo sertralina 1,0% (1), 2,0% (J) e 4,0% (K) observou-
se reducdo considerdvel dos sinais de inflamacdo e auséncia de células tumefeitas, além

de integridade do epitélio em K.

Figura 2. Secgdes do epitélio vaginal de ratas submetidas a tratamentos com sertralina

e seus respectivos controles (aumento 60x).
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A San A

A*-t

H

(A) Grupo controle ndo infectado. (B) Animais infectados e ndo tratados. (C) Animais infectados
tratados com creme de nistatina (controle positivo). (D) Animais infectados tratados apenas com o veiculo
(solu¢do DMSO a 2%). (E, F, G) Grupos de tratamento com solugdo de sertralina em diferentes
concentragdes: 0,02%, 0,2% e 2,0%, respectivamente. (H) Animais infectados tratados com emulgel base
sem sertralina. (I, J, K) Grupos de tratamento com emulgel contendo sertralina nas concentrag¢des: 1,0%,

2,0% e 4,0%, respectivamente.

DISCUSSAO

As leveduras do género Candida s3ao microrganismos comensais da microbiota
humana normal, consideradas como oportunistas, devido a capacidade de se tornarem
patogénicas quando ocorrem alteracdes nas condicdes do hospedeiro®. A infec¢io
fungica mais comum da mucosa vaginal é a CVV, doenca que provoca inflamacado da

vulva e da vagina e afeta cerca de 75% das mulheres em idade adulta pelo menos uma
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vez na vidal. Essa condic3o apresenta como manifesta¢des clinicas mais comuns edema
e eritema vulvar, prurido e ardor vaginal, acompanhados de disuria, dispareunia e
corrimento de coloragdo branca a amarelada, quadro que traz inUmeros desconfortos,

afetando diretamente a qualidade de vida da mulher?®.

O tratamento convencional da CVV é realizado com o uso de antifungicos na
forma de O6vulos e cremes vaginais ou agentes orais?. Dentre as vdrias classes de
compostos que sdo utilizados no tratamento da doenca, incluem-se os polienos e os
azois, majoritariamente. Os polienos tdpicos, como a nistatina, apresentam alta taxa de
cura em casos ndao complicados de CVV, assim como os agentes azdlicos topicos e orais,
a exemplo do miconazol e fluconazol®?°, Apesar da preferéncia dos pacientes pela
conveniéncia da administracdo oral, esses medicamentos tém potenciais efeitos
colaterais, no qual ressalta-se a hepatotoxicidade?%?. Além dos problemas relacionados
aos farmacos disponiveis, também é relatada na literatura a crescente resisténcia de
Candida spp. aos antifungicos tradicionais. Sabe-se que as espécies de Candida
apresentam susceptibilidades variadas aos agentes antifungicos mais utilizados, na qual
se destaca as elevadas taxas de resisténcia intrinseca ao fluconazol — farmaco mais
amplamente usado — entre as espécies de Candida n3o-albicans>>®. Dessa maneira,
levando em consideracdo as falhas apresentadas pelas tradicionais terapias
antifungicas, é muito importante que estratégias terapéuticas mais eficientes sejam

desenvolvidas para reduzir os impactos clinicos provocados por essa doenca.

Considerando a notdria realidade de aumento da resisténcia aos
antimicrobianos, o reposicionamento de farmacos surge como uma alternativa
terapéutica para a CVV. Essa estratégia consiste no emprego de medicamentos ja bem
estabelecidos para o tratamento de doencas diferentes daquelas para as quais foram
desenvolvidos!® 2, Isso economiza no processo de validacdo do emprego do farmaco,
visto que a farmacocinética e a farmacodindmica ja sdao bem conhecidas, diminuindo,
assim, o tempo de pesquisa, a duracao dos ensaios clinicos e, consequentemente, os

gast0510'13'22

Nessa busca por novas terapias antifungicas, o redirecionamento de farmacos da
classe dos ISRS tem se destacado, principalmente relacionado a sua CIM baixa para

leveduras do género Candida. Ha& alguns anos, a atividade antifingica dos
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antidepressivos da classe dos ISRS vem sendo estudada contra diferentes espécies de
fungos. Essa propriedade ja foi testada para alguns ISRS sozinhos ou combinados com
medicamentos antifungicos classicos*’?3%4. A atividade antifingica de sertralina,
farmaco da classe dos ISRS, tem sido demonstrada em diversos estudos. A exemplo
disso, Lass-Florl et al. (2001) apresentaram o efeito antifungico in vitro de alguns ISRS
contra o género Aspergillus e demonstraram que a sertralina foi o farmaco mais ativo

entre os utilizados no experimento, evidenciando um importante efeito fungicida®>.

Ao considerar a atividade antifungica da sertralina contra fungos do género
Candida, o potencial efeito desse farmaco foi relatado primeiramente por Lass-Florl et
al. (2001). No estudo, trés pacientes com CVV recorrente receberam tratamento para
Transtorno Pré-Menstrual Grave a base de sertralina e, durante a terapéutica, observou-
se a interrup¢do da sintomatologia cldssica da CVV nas pacientes, o que indicou uma
potencial interacdo antifingica entre esse ISRS e a infec¢cdo por Candida sp®. Ademais,
Lass-Florl et al. (2003) demonstraram a interagdo in vitro entre sertralina e algumas
espécies de Candida, entre elas C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. dubliniensis.
Isso resultou na significativa diminuicdo de importantes fatores de viruléncia para as
espécies estudadas, como o prolongamento de hifas, a secre¢do de aspartil proteinases,

a producio de fosfolipases e a germinacdo de blastoconidios?.

O papel antifungico da sertralina contra Candida spp. também foi avaliado por
Oliveira et al. (2017) e, nos testes apresentados, a CIM da sertralina correspondeu a
concentracdo fungicida minima (CFM) na grande maioria das cepas do género Candida
estudadas, isto é, a sertralina teve uma alta capacidade de erradicar o fungol16. Além
disso, Silva et al. (2017) estudaram o efeito in vitro de alguns ISRS contra cepas de
Candida spp. resistentes ao fluconazol. Entre os farmacos testados — fluoxetina,
paroxetina e sertralina — o ultimo teve o melhor resultado antifungico ao apresentar
CIM50 de 10-20 pg/ml, enquanto a CIM50 de fluoxetina foi de 20-160 pg/ml e a de
paroxetina foi de 10-100,8 pg/ml. Logo, foi necessaria uma menor dose de sertralina,
em relacdo aos outros farmacos, para inibir 50% do crescimento fungico4. Esse
resultado demonstra uma importante atividade desse farmaco contra cepas resistentes

e reitera a possibilidade de se utilizar a sertralina como tratamento para CVV.

Para avaliacdo da atividade antifingica in vivo, o modelo animal usando ratas

Brazilian Journal of Implantology and Health Sciences
Volume 6, Issue 8 (2024), Page 2330-2353.



REPOSICIONAMENTO DO FARMACO SERTRALINA PARA O TRATAMENTO DE CANDIDIASE
VULVOVAGINAL
Araljo et. al.

tem sido empregado desde o inicio dos anos 60 e continua sendo o mais eficaz!4. Esse
fato se justifica pelo ciclo estral dos roedores ser semelhante ao de humanas, que
consiste em quatro fases — proestro, estro, metaestro e diestro — e dura de 4 a 6 dias.
Um esfregaco da fase proestro apresenta predominantemente células epiteliais
nucleadas; a fase estro apresenta células cornificadas anucleadas; a fase metaestro
possui em igual proporg¢ao leucdcitos e células epiteliais nucleadas e anucleadas; e a fase
diestro é composta predominantemente por leucécitos. Baixos niveis de estrégeno nao
permitem que a infeccdo se estabeleca e, assim, um dos fatores que afetam a
susceptibilidade dos animais frente a C. albicans é aindug¢ao hormonal, que ird promover
alterac6es morfoldgicas no epitélio vaginal das ratas, aumentar o conteido de
glicogénio no local, alterar o pH e o crescimento dos substratos. Por isso, um estado
prolongado de fase pseudoestro é induzido e mantido com a administracdo de estradiol,
0 que é possivel obter com efetividade em ratas Wistar. A mucosa vaginal, quando em
estado de pseudoestro, possui diversos fatores que auxiliam na adesdo e
estabelecimento da infeccdo por leveduras do género Candida. O modelo animal ideal
de CVV experimental utilizando ratas Wistar reproduz fielmente o processo de
colonizacdo, além de corresponder a defeitos imunes e/ou condicdes hormonais
associadas a infeccdo em um determinado local. A infeccdo nesse modelo se mantém
prolongada e, assim, é possivel revelar a participacao de atributos de viruléncia de

Candida e o recrutamento de defesa do hospedeiro426-28,

Sabe-se que, para o tratamento local de infec¢des mucocutdneas, como a CVV,
os sistemas de administracdo de medicamentos devem apresentar caracteristicas
mucoadesivas para permanecer no local por um periodo adequado, além de serem
capazes de liberar o principio ativo de acordo com o tratamento?®=3!. Diferentes
formula¢Ges vaginais convencionais para CVV disponiveis atualmente tém eficacia
limitada devido ao menor tempo de permanéncia no epitélio vaginal, como cremes e
géis, o que leva a necessidade de uma administracao frequente da formulacdo e acaba
por causar incobmodos a mulher?®32, Assim, para superar esse problema, é desejavel um
contato prolongado e intimo com a mucosa vaginal, o que pode ser conseguido
utilizando polimeros mucoadesivos, como os emulgeis33. Os polimeros mucoadesivos
tém uma excelente capacidade de ligacdo aos tecidos da mucosa por um periodo de

tempo consideravel e permitem prolongar o tempo de retengao da forma farmacéutica
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no local de ac¢do, possibilitando a obtencao de liberagado sustentada do principio ativo, o
que, consequentemente, exigiria uma administracdo menos frequente. Além disso,
como o farmaco sera liberado no espaco mais préximo da mucosa, a absorcao e a

biodisponibilidade do principio ativo também serdo melhoradas34-3°,

No presente estudo, assim como é encontrado na literatura, os resultados
obtidos com a sertralina corroboram com o fato de que o redirecionamento desse
farmaco para o tratamento de candidiase vulvovaginal é promissor. Os resultados dos
testes realizados utilizando a solugdo de sertralina em DMSO a 2% forneceram subsidio
para que um dos objetivos deste trabalho, o qual inclui o desenvolvimento de uma
formulagdo para administracao intravaginal a base de sertralina, pudesse ser alcangado.
Assim, foram desenvolvidas as formulacGes de emulgel com a incorporacdo de sertralina
em diferentes concentragdes. Considerando que o resultado com a concentragao de 2%
de sertralina em solucdo foi o que obteve remissao total da carga fungica, decidiu-se por
produzir o emulgel com sertralina a 2% e, a partir desta concentragao, produzir também
um emulgel contendo a metade (1%) e duas vezes (4%) a concentracdo eficaz. Dessa
forma, seria possivel observar se a sertralina, quando administrada por meio de uma
matriz farmacéutica adequada ao ambiente vaginal, poderia apresentar melhor

resultado devido as capacidades de adesdo da formulacdo a mucosa.

Em relacdao a escolha pela administragdo vaginal, sabe-se que ela permite uma
via de acesso ndo invasiva, possibilitando a autoadministracdo das formulacbes de
forma simples. A vagina possui uma rede densa de vasos sanguineos, o que a torna uma
via adequada para a administracdo local e sistémica de farmacos3’~3°. Em comparacio
com a administracdo convencional, a administracdo vaginal apresenta varias vantagens,
incluindo uma reducdo nos efeitos colaterais gastrointestinais, desvio do metabolismo
hepatico de primeira passagem, facilidade de autoinsercdo e de remocdo da forma
farmacéutica e alta permeabilidade para farmacos de baixo peso molecular. Portanto, é
comum administrar medicamentos ginecoldgicos por via vaginal, como agentes
indutores do parto, agentes espermicidas, antimicrobianos, prostaglandinas e
esteroides?®*1, Contudo, vale apontar algumas limitacdes das formas farmacéuticas de
administracdo vaginal. O mecanismo fisioldgico de limpeza da vagina pode resultar em
vazamento prematuro e levar a resultados subterapéuticos. Além disso, ha variabilidade

da estabilidade do farmaco no pH do ambiente vaginal, assim como baixa liberacao e
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distribuicao dos farmacos na cavidade vaginal. O perfil de liberagdao do farmaco também
varia com a presenca de fluidos vaginais fisioldgicos e as mudangas que ocorrem em seu
volume e composicdo ao longo do ciclo menstrual, contribuindo para a remocado da
formulacdo e exigindo a necessidade de muitas aplicagbes, o que leva a um
comprometimento na adesdo ao tratamento por parte da paciente*?~#, Alguns ensaios
clinicos comparando a via oral com a local demonstraram que as mulheres tiveram uma
taxa de cura semelhante, mas aquelas que usaram os antifungicos intravaginais
resultaram em maior satisfagdo com o tratamento, uma vez que as preparagdes vaginais

podem proporcionar alivio sintomatico**".

Na avaliagdo in vivo do efeito da sertralina no tratamento de CVV, nas condi¢des
experimentais utilizadas neste estudo, os resultados obtidos mostraram que houve
diferenca estatisticamente significativa na reducdo progressiva da carga fungica nos
grupos tratados com solucdo de sertralina nas trés concentracdes, observando-se cura
em 100% dos animais tratados com a concentragao de 2,0% apds 6 dias de tratamento.
J4 em relacdo aos grupos tratados com emulgel contendo sertralina, em todas as
concentracdes testadas foi obtida cura apds 3 dias de tratamento com 1 aplicacdo ao
dia, sugerindo, assim, que a eficacia do farmaco foi mais significativa quando

administrado incorporado ao emulgel em relacdo a administracdo em solugdo.

Conhecendo a ja relatada resisténcia da cepa de Candida albicans ATCC 10231 a
azolicos, o grupo controle positivo foi tratado com nistatina, o qual demonstrou a
sensibilidade do modelo experimental, uma vez que esse farmaco apresentou reducao
de 100% da carga fungica em todos os animais ap6s o ultimo dia de tratamento. As trés
concentra¢des de sertralina em emulgel, quando comparadas ao controle positivo,
foram capazes de erradicar a infeccdo em todos os animais tratados com 3 dias de
tratamento, mostrando resultados mais favoraveis do que a nistatina, no qual 1 animal

permaneceu infectado neste periodo.

Através das andlises histopatolégicas, foi possivel monitorizar o efeito
terapéutico da sertralina no canal vaginal das ratas infectadas com C. albicans, conforme
mostrado na Figura 2. Sabe-se que, em roedores, o canal vaginal é composto por um
epitélio escamoso estratificado queratinizado sem glandulas, por lamina propria

constituida de tecido conjuntivo fibroso com camadas musculares circulares e
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longitudinais e por camada adventicia mais externa*®. Os animais infectados e ndo
tratados apresentaram alguns granulomas na regido epitelial, vacuoliza¢do do epitélio,
acantose, espongiose e intenso infiltrado inflamatdrio na mucosa vaginal, assim como
os grupos controle do veiculo e emulgel base. Nos animais tratados com nistatina, foi
possivel observar a preservacdao da estrutura da mucosa em relacdo aos animais

infectados, validando as condigdes experimentais.

O tratamento com as menores doses de sertralina em solucdo (0,02% e 0,2%)
nao reverteu de forma considerdvel todos os efeitos deletérios da infec¢ao do tecido
vaginal. No entanto, um efeito terapéutico significativo da sertralina em solucdo foi
observado na dose mais alta avaliada (2,0%), com redugdo visivel dos sinais
inflamatdrios. No tratamento com sertralina incorporada ao emulgel vaginal, os
vacuolos epiteliais foram reduzidos na dose de 1% e desapareceram totalmente com o
tratamento na dose de 2% e de 4%. Além disso, na dose de 4% observou-se maior
integridade do epitélio, cuja espessura foi comparavel ao controle de animais saudaveis.
Portanto, esses resultados mostram que, além da cura micoldgica, o emulgel com
sertralina também foi capaz de preservar a arquitetura morfolégica da mucosa do canal
vaginal em ratas infectadas, o que certamente reflete em uma reducao dos sinais e

sintomas clinicos da CVV.

Nos experimentos realizados neste estudo, como descrito na metodologia, a
infecgao intravaginal dos animais foi realizada utilizando-se a cepa de C. albicans ATCC
10231. Sabe-se que, originalmente, essa cepa foi isolada de pacientes com
broncomicose e ndo estd adaptada a infeccdo da mucosa vaginal®®, o que poderia se
configurar como uma limitacdao do estudo, pois pode produzir uma vaginose fungica
menos robusta em ratos do que em isolados clinicos de mulheres com CVV. No entanto,
C. albicans ATCC 10231 é comumente utilizada nos modelos experimentais de diferentes
tipos de infeccdes, incluindo candidiase vulvovaginal*=!, candidemia®!, candidiase
intra-abdominal®?°3 e ceratite fungica®*. Ademais, a American Type Culture Collection
indicou esse patégeno como um modelo para ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo de
novos agentes antifungicos, uma vez que C. albicans ATCC 10231 é comprovadamente
resistente a alguns antifungicos (itraconazol, fluconazol, voriconazol, anidulafungina),
tem viruléncia compativel com o uso em modelos pré-clinicos e seu genoma é

totalmente sequenciado®®.
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CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, mostramos que a sertralina pode ser um possivel agente terapéutico
para reposicionamento de farmacos, a fim de ser utilizada no controle de infec¢des
fungicas oportunistas de mucosa causadas por C. albicans. Como o perfil, a cinética e o
mecanismo de liberagdo da sertralina, bem como sua retengao e permeacao através do
epitélio vaginal ainda ndo foram completamente elucidados, investigacdes adicionais

s3o necessarias.
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