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RESUMO
Devido ao aumento alarmante das infeccdes fungicas, da resisténcia dos isolados
obtidos, da alta taxa de morbidade da candidiase vaginal e severidade dos casos
recorrentes, o objetivo desta pesquisa é validar uma formulacdo vaginal Gnica, contendo
cinamaldeido (CNMA) avaliando sua eficAcia no tratamento de candidiase
vulvovaginal. O CNMA foi incorporado ao creme vaginal em duas concentracées (2% e
4%). Os cremes foram testados contra linhagens de Candida spp. provenientes de
secrecdo vaginal de mulheres com suspeitas clinicas de vaginite fangica. Os testes
antifangicos foram feitos por meio de agar difusdo e microdiluicdo. Amostras de cremes
também foram submetidas a testes de centrifugacdo e estabilidade fisica bem como a
caracterizacdo de suas propriedades organolépticas. As formula¢Ges mantiveram-se
estaveis e com capacidade inibitéria contra as leveduras Candida albicans e Candida
glabrata clinicas, mostrando alto potencial como formulacdo antifingica alternativa,
eficaz e promissora no tratamento da candidiase vulvovaginal.
Palavras-chave: Atividade antifingica. Creme vaginal. Cinamaldeido. Candida.
Candidiase vulvovaginal.
Financiamento: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq).



INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV), embora seja assintomatica em 90% dos casos
relacionados a Candida albicans, é a segunda principal causa de vaginite infecciosa
(Coudray; Madhivanan, 2020). Nos ultimos dez anos, a prevaléncia de CVV tem
aumentado, com novas espécies tais como Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida glabrata sendo identificadas (Sobel, 2016). CVV pode causar
coceira, dor, irritacdo, odor desagradavel, dispareunia e queimacao, afetando 75% das
mulheres ao longo da vida. Destas, 5% sofrem de candidiase vulvovaginal recorrente
(CVVR), com mais de quatro episédios anuais, 0 que agrava os sintomas (Denning et
al., 2018).

Embora ndo seja letal, a CVV compromete a salde fisica e psicoldgica,
impactando relacionamentos e podendo resultar em complicagfes como infertilidade e
parto prematuro. Assim, tornou-se uma preocupacado crescente de satde publica global
(Papon; Naglik, 2021; Mckloud et al., 2021).

A terapéutica atual depende de poucos medicamentos, aplicados topica ou
oralmente, o que favorece a dishiose da microbiota vaginal e aumenta a resisténcia a
antifangicos (Candida spp.) (De Oliveira Santos et al., 2021). Isso reforca a necessidade
de novas substancias bioativas com efeitos colaterais minimos (Ré et al., 2021).

Recentemente, os Oleos essenciais ganharam destaque por serem ricos em
metabdlitos secundarios com propriedades antimicrobianas. O cinamaldeido (CNMA),
principal componente do 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum), tem se
mostrado promissor como antifangico. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu e esta
investigando a eficacia e a estabilidade de um creme vaginal a base de CNMA como
alternativa no tratamento da CVV. Essa pesquisa se destaca pela inovagdo, pois ndo ha
outros estudos focados em cremes vaginais com CNMA. Apesar da alta prevaléncia e
morbidade da CVV, ainda sdo escassos 0s estudos sobre novos tratamentos naturais
para infeccdes fungicas, que geralmente sdo tratados de forma empirica. O objetivo da
pesquisa foi verificar a atividade antifingica e a estabilidade de creme vaginal
formulado a base de cinamaldeido como alternativa para o tratamento de candidiase
vulvovaginal.

METODOLOGIA
Aquisicdo, diluicdo e determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do
CNMA



O CNMA (98%) foi adquirido da Sigma-Aldrich, diluido em dimetilsulfoxido
(DMSO) a 2% no intervalo de concentracdo de 0,0234 a 24 mg/mL. CNMA (100 pL)
foi testado por microdiluicdo junto a 100 pL tanto de RPMI contra linhagens de
Candida provenientes de secrecdo vaginal e padrdo, acompanhados de fluconazol e

anfotericina B.

Preparacdo de creme vaginal a base de CNMA
Foram preparadas duas formulacdes de cremes com ambas contendo CNMA nas
concentracfes 2 e 4%. Foi utilizado um tipo de creme base, ndo iénico. Além disso, o

creme base, sem CNMA, foi utilizado como controle nos experimentos.

Testes de estabilidade dos cremes vaginais formulados

Os testes de estabilidade foram feitos de acordo com a Farmacopeia Brasileira,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2019). Os cremes estiveram mantidos em
frascos de plastico com tampas rosca, opacos, ao abrigo da luz, com excelente vedacéo,
mantidos a temperatura ambiente (28°C). Primeiramente foram centrifugados (3.000
rpm, 30 minutos), e, se estaveis, foram feitos os demais testes. As formulacdes foram
submetidas as temperaturas + 28 °C, 35 °C (x 2 °C) e 4 °C, sendo avaliadas por 1, 7, 15,
30, 63, 90 e 135 dias, para observacdo parametros organolépticos (aspecto, cor, odor),
fisico-quimicos (valor de pH e separacdo de fase por centrifugacdo) e analise

microbioldgica.

Aspectos éticos da pesquisa

As linhagens por serem de prospecc¢do clinica humana foram submetidas a uma
comisséo de ética em pesquisa (CEP) para execucdo dos testes. Obtendo a aprovagéao e
identificado pelo parecer consubstanciado numero 2.519.446/2018 — CEP/UNICEUMA.

As linhagens utilizadas foram as padrdes Candida albicans ATCC 90028,
ATCC SC5314, Candida glabrata ATCC 2001, Candida parapsilosis ATCC 69548,
Candida krusei ATCC 6258 (Colecédo de culturas do Departamento de Biologia, IFMA
— Monte Castelo) e as clinicas Candida albicans JPA, CAS, IC-CA-03, IC-CA-11, IC-
CA-23 (Laboratério de Imunofisiologia, Depto. de Patologia/UFMA), Candida glabrata
MJINOP, FCSO, CFDS e FJF (Colecdo de culturas do Depto de Biologia/IFMA — Monte

Castelo). Todas foram cultivadas em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e



armazenadas a 4 °C. Para inoculacdo, foram ressuspendidas em solucdo tampéo fosfato
salina (PBS) com ajuste para 1 — 5 x 108 UFC/mL.

Atividade antimicrobiana dos cremes vaginais em agar difuséo (Tercas et al., 2017).

Cada creme (100 pL) foi depositado em pocos na superficie do meio SDA
semeado com linhagens Candida spp. A incubacéo foi a 35 °C por 24h. O aparecimento
de halos de inibicdo ao redor dos pocos foi indicativo de atividade antifungica. Estes
foram medidos em milimetros e os valores registrados. Os controles foram em poc¢os
com PBS (100 pL, negativo) e com fluconazol (100 pL, positivo).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Concentracdo inibitéria minima do CNMA

Determinada por ensaio de microdiluicdo contras as linhagens padréo e clinicas
vaginais de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. O CNMA inibiu todas
as linhagens com CIM variando entre 9 — 312 pg/mL. Percebe-se linhagens resistentes a
Fluconazol (128 pg/mL) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de Concentracdo Inibitéria minima (CIM) de Antifangicos padrbes e
do Cinamaldeido frente a linhagens padrdo e isolados clinicos de Candida spp. obtidas
de secrecéo vaginal.

Amostras Linhagens CIM (pg/mL)
ANB FLZ CNMA

ATCC 90028 Candida albicans 0,5 4 78
ATCC SC5314 Candida albicans 2,0 0,5 78
ATCC 2001 Candida glabrata 0,25 16 78
ATCC 69548 Candida parapsilosis 0,5 4,0 19
ATCC 6258 Candida krusei 2,0-1,0 16 9,0
MJNOP Candida glabrata 2,0 128 156
FCSO Candida glabrata 0,5 128 312
JPA Candida albicans 0,5 8,0 312
CAS Candida albicans 0,5 8,0 312

Legenda: ANB — Anfotericina B; FLZ — Fluconazol e CNMA — Cinamaldeido.
Fonte: Autores (2024).
As concentragcGes obtidas no teste viabilizaram a concentracdo adequada para a

formulacédo dos cremes vaginais com CNMA.

Estabilidade dos cremes vaginais
Conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira, foram realizados os testes
de avaliacdo das propriedades organolépticas, de estabilidade e microbiolégico durante

os intervalos de 1, 7, 15, 30, 63, 90 e 135 dias. Amostras dos cremes formulados com as



concentragOes correspondentes foram armazenadas em diferentes temperaturas, estufa a
35 °C, ambiente a 25 °C e geladeira a 4 °C e analisados conforme a tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Dados de estabilidade dos cremes vaginais.

DIA  ASPECTO COR ODOR pH MICROBIOLOGICO

E A G E A GE A G E A G E A G

B 2% 4% B 2% 4% B 2% 4% B 2% 4% B 2% 4%
1 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 5 SC SC SC
7 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 5 SC SC SC
15 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 5 SC SC SC
30 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 S) SC SC SC
63 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 S) SC SC SC
90 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 5 SC SC SC
135 NORMAL NORMAL NORMAL 7 6 5 SC SC SC

Legenda: E — Estufa; A — Ambiente; G — Geladeira; B — Creme base; 2% - Creme com 2% de
cinamaldeido; 4% - Creme com 4% de cinamaldeido e SC — Sem crescimento.
Fonte: Autores (2024).

Os cremes ndo tiveram alteracGes,

preservando as suas caracteristicas
organolépticas e sem contaminacdo por microrganismos, fator este presente devido ao
uso de conservantes na formulagéo, ja que o creme base, sem CNMA, também nao teve
contaminagédo e devido ao proprio CNMA, corroborando a pesquisa de Poczapski,

Watanabe, Ferreira (2019).

Atividade antimicrobiana em agar difusao

Os testes foram realizados em duplicatas no meio SDA contra Candida spp. de
prospeccdo clinica. Os halos da atividade inibitdria, conforme figura abaixo, dos cremes
foram medidos em milimetros com um paquimetro.

Figuras 1. Teste de agar difusdo realizado contra levedura Candida Ibicans IC-CA-03.
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Fonte: Autores (2024).
ApoOs a medicdo de todos os halos indicadores de inibigdo contra todas as

linhagens, estes dados foram compilados na tabela 3 a seguir.



Tabela 3. Medidas dos halos de inibi¢do dos cremes vaginais apos o teste de agar
difusdo em diferentes temperaturas contra diferentes linhagens.

DESVIO

LEVEDURA PLACA 1 PLACA 2 PADRAO
2% 34 mm 42 mm 4
4% 48 mm 48 mm 0
ESTUFA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 38 mm 36 mm 1
IC-CA-03 4% 42 mm 44 mm 1
C. albicans AMBIENTE B 0mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 24 mm 26 mm 1
4% 32 mm 38 mm 3
GELADEIRA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 32 mm 30 mm 1
4% 36 mm 42 mm 3
ESTUFA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 0 mm 0 mm 0
IC-CA-11 4% 0 mm 0 mm 0
C. albicans AMBIENTE B 0mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 28 mm 26 mm 1
4% 32 mm 32 mm 0
GELADEIRA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 32 mm 32 mm 0
4% 40 mm 40 mm 0
ESTUFA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 14 mm 26 mm 6
IC-CA-23 4% 36 mm 38 mm 1
C. albicans AMBIENTE B 0mm 0mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 22 mm 30 mm 4
4% 34 mm 32 mm 1
GELADEIRA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 22 mm 26 mm 2
4% 27 mm 30 mm 15
ESTUFA B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
CFDS 2% 16 mm 19 mm 15
C. glabrata AMBIENTE 4% 26 mm 23 mm 15
B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0
2% 26 mm 24 mm 1
GELADEIRA 4% 27 mm 29 mm 1



B 0 mm 0 mm 0

F 0 mm 0 mm 0

2% 20 mm 26 mm 3

4% 27 mm 29 mm 1

ESTUFA B 0 mm 0 mm 0

F 0 mm 0 mm 0

2% 19 mm 16 mm 15

FJF 4% 22 mm 26 mm 2
C. glabrata AMBIENTE B 0 mm 0 mm 0
F 0 mm 0 mm 0

2% 16 mm 24 mm 4

4% 24 mm 24 mm 0

GELADEIRA B 0mm 0 mm 0

F 0 mm 0 mm 0

Legenda: 2% — Creme com 2% de CNMA; 4% — Creme com 4% de CNMA e B —
Creme base.
Fonte: Autores (2024).

O creme base, sem CNMA em sua composi¢do, ndo teve atividade inibitoria

contra as linhagens clinicas, 0 mesmo ocorreu com o antifungico fluconazol. Os cremes
com CNMA, 2% e 4%, inibiram o crescimento de Candida spp. no seu entorno,
notavelmente a espécie mais prevalente em casos clinicos, a Candida albicans, o que
corrobora estudos recentes sobre o poder inibitorio do CNMA sobre o seu crescimento,
(Chen; et al., 2019, p. 9038, traducdo nossa).

CONCLUSAO

Os atuais casos de resisténcia das leveduras Candida aos farmacos antifdngicos,
que sdo poucos disponiveis no mercado, estdo enfatizando a necessidade de buscar
novas substancias bioativas promissoras para a solucdo disto. Com esta situacao,
recorre-se ao uso de Oleos e extratos botanicos ainda ndo explorados para o
desenvolvimento de novas formulagdes.

O cinamaldeido, usado nesta pesquisa, € uma substancia bioativa com potencial
para o tratamento da candidiase, conforme mostrado pelos resultados aqui obtidos que
demonstram a capacidade antifingica do composto e dos cremes de uso topico
formulados contendo CNMA, 0s quais se mostraram uma promessa alternativa para o

tratamento da candidiase vulvovaginal.
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