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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um processo infeccioso que atinge o trato
geniturinario inferior feminino e atinge aproximadamente 75% das mulheres no mundo.
No tratamento de escolha emprega-se anfotericina B e azdlicos. Contudo, esses
medicamentos apresentam prolongado tempo de tratamento, hepatotoxicidade e
resisténcia medicamentosa. A terapia fotodinamica € baseada no principio de que um
fotossensibilizador (FS) liga-se a célula alvo e é ativado por uma luz com comprimento
de onda especifico, formando espécies reativas de oxigénio que sao lesivas as células e
bactérias. A curcumina (CUR) vem sendo utilizada como FS, além de possuir atividades
anti-fangica e anti-bacteriana. Porém, sua caracteristica hidrofébica afeta sua
capacidade farmacocinética e farmacodindmica. As micelas sdo excelentes sistemas
para incorporagdo da CUR; entretanto, apresentam-se fluidas, ocasionando disperséao
rapida quando administradas na vagina. Logo, a dispersdo em sistemas hibridos pode
contornar essa desvantagem. Assim, o objetivo deste trabalho foi 0 desenvolvimento e a
caracterizacdo de micelas dispersas em matrizes hibridas para futura administracdo
vaginal da CUR no tratamento da CVV. A caracterizacdo fisico-quimica desses
materiais foi realizada por técnicas de espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX), determinacdo da curva de
calibracéo e perfil da curva de liberagcéo. Os resultados de DLS e MEV revelaram que as
micelas com ou sem CUR tém tamanho de 35nm. Os resultados de eficiéncia de
encapsulacédo demonstram que para as micelas contendo 0,1, 0,5, 1 e 3% foram de
96,2 + 3,5, 86,4 +5,7,62,9 + 2,2 e 20,2 £ 0,7%, respectivamente. Contudo, quando
disperso no sistema hibrido foi observado 100%, confirmado pelo DRX. Os resultados
de liberagdo mostram que a CUR pura atingiu 100% de liberacdo em torno de 15
minutos. O material hibrido com CUR e material hibrido com micela e CUR
apresentaram outro perfil, a liberacdo ocorre de forma controlada e prolongada,
liberando ap6s 10 dias cerca de 70% da CUR. Esses resultados demonstram o
potencial do sistema em ser um tratamento multidose baseado em uma Unica aplicacéo,
0 gque sugere maior taxa de adesao e menor indice de desisténcia pelo usuario, além de
proporcionar a formulacdo de diversas formas farmacéuticas como 6vulos e anéis

vaginais, se adaptando as necessidades do paciente.

Palavras-chave: Candida albicans. Inovacdo Tecnologica. Sistemas Dispersos
Nanoestruturados.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (CVV) is an infectious process that affects the female lower
genitourinary tract and affects approximately 75% of women worldwide. The treatment
of choice employs amphotericin B and azoles. However, these drugs have prolonged
treatment time, hepatotoxicity and drug resistance. Photodynamic therapy is based on
the principle that a photosensitizer (FS) binds to the target cell and is activated by light
of a specific wavelength, forming reactive oxygen species that are harmful to cells and
bacteria. Curcumin (CUR) has been used as FS, besides having antifungal and
antibacterial activities, but its hydrophobic characteristic affects its pharmacokinetic and
pharmacodynamic capacity. Micelles are excellent systems for incorporating CUR;
however, they are fluid, causing rapid dispersion when administered to the vagina.
Thus, dispersion in hybrid systems can overcome this disadvantage. Thus, the
objective of this work was the development and characterization of dispersed micelles
in hybrid matrices for future vaginal administration of CUR in the treatment of CVV. The
physicochemical characterization of these materials was performed by dynamics light
scatering (DLS), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD),
determination of calibration curve and release curve profile. DLS and SEM results
revealed that micelles with or without CUR are 35nm in size. The encapsulation
efficiency results show that for micelles containing 0.1, 0.5, 1 and 3% were 96.2 + 3.5,
86.4 £ 5.7, 62.9 £ 2.2 and 20.2 + 0.7%, respectively. However when dispersed in the
hybrid system was observed 100%, confirmed by XRD. The release results show that
pure CUR reached 100% release within 15 minutes. The hybrid material with CUR and
hybrid material with micelle and CUR presented another profile, the release occurs in a
controlled and prolonged way, releasing after 10 days about 70% of the CUR. These
results demonstrate the potential of the system to be a multi-dose treatment based on a
single application, which suggests higher adhesion rate and lower dropout by the user,
as well as providing the formulation of various pharmaceutical forms such as ova and

vaginal rings adapting to the patient's needs.

Keywords: Candida albicans. Tecnologic Innovation. Nanostructured Dispersed
Systems.
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1 INTRODUCAO

Segundo Furtado et al. (2018), a Candidiase Vulvovaginal (CVV) é conceituada
como uma infeccao da vulva e da vagina, com ocorréncias de prurido vulvar intenso,
leucorreia, dispareunia, disuria, edema e eritema vulvovaginal, sendo prurido o
sintoma mais importante quando a CVV é comparada a vulvovaginites de outra
etiologia.

A CVV atinge aproximadamente 75% das mulheres no mundo ao menos uma
vez durante a vida, sendo que 50% tem um quadro de recidiva no prazo de um ano. As
leveduras do género Candida, principalmente a espécie Candida albicans é
considerada o principal fungo causador da CVV (cerca de 85%) (GERALD et al., 2017,
SARDI et al., 2013).

C. albicans possui morfologia extremamente versétil (esférica, ovdide ou
alongada, de aspecto liso ou rugoso), seu crescimento é favorecido a temperaturas
entre 20 e 38 °C e em pH de 2,5 até 7,5, podendo estar presente no meio vaginal sem
causar qualquer dano. Porém quando em associacdo a fatores predisponentes é
capaz de invadir tecidos a infeccdo (GLORY et al., 2017; HIRAKAWA et al., 2015;
WILLEMS et al., 2018).

O tratamento de escolha para a CVV emprega o uso de diversos antiflingicos,
dentre eles os farmacos anfotericina B, nistatina e azélicos que representa a classe
com maior numero de substancias ativas, tais como fluconazol, cetoconazol,
butaconazol, itraconazol e miconazol, comumente utilizados sob a forma de
suspensao, aplicada topicamente sobre a lesdo ou ainda sob a forma de comprimidos
e pomadas (COSTA et al., 2018).

Contudo, esses farmacos apresentam prolongado tempo de tratamento,
hepatotoxicidade e interagcdes medicamentosas, que podem agravar a situacdo. Além
disso, estudos demonstraram que a organizagdo dos micro-organismos em biofilme
promove diminuicdo consideravel na susceptibilidade aos agentes antimicrobianos,
dificultando a ag&o das drogas e aumentando a resisténcia aos diferentes farmacos
citados (DAVIES, 2003).

Nesse contexto, as pesquisas inovadoras estdo direcionadas na concepcao de
desenvolver tratamentos alternativos, dentre eles o uso da Terapia fotodinamica (TFD)
(CAMPOS et al., 2015; CIEPLIK et al., 2014; SANTEZI et al., 2018).



A TFD é baseada no principio de que um fotossensibilizador liga-se a célula
alvo e é ativado por uma luz com comprimento de onda especifico. Nesta reacao,
ocorre a formacao de oxigénio singleto e radicais livres, que sdo extremamente toxicos
para células e bactérias, podendo levar a morte celular ou destruicdo dos tecidos por
necrose ou apoptose, sem causar danos ao hospedeiro. A terapia fotodinamica, além
de eliminar bactérias, tem acdo também sobre fungos, virus e protozoarios (KIKUCHI
et al., 2015; MAISCH, 2007).

A curcumina (CUR), corante natural derivado da Curcuma longa, apresenta
atividade antifungica e antibacteriana e vem sendo estudada como agente
fotossensibilizador na TFD. Além disso, autores tém proposto que a curcumina auxilia
a imunomodulagdo da resposta inflamatéria do hospedeiro, podendo atuar tanto na
resposta celular quanto humoral do mesmo, auxiliando o processo cicatricial
(ALMEIDA et al., 2007; JAGETIA et al., 2007; KAMINAGA et al., 2003).

Contudo, a CUR é um composto considerado hidrofébico e pode sofrer rapida
degradacdo na presenca de luz e em meio aquoso. Devido aos efeitos toxicos
apresentados pelos solventes organicos, etanol e dimetilsulfoxido (DMSO), pesquisas
tém sido desenvolvidas para encontrar a melhor forma de diluicdo da CUR em solucao
aguosa, com solubilidade e estabilidade aceitaveis (SHAIKH et al., 2009; TONNESEN
et al., 2002).

Assim, uma variedade de sistemas nanoestruturados para liberagéo controlada
tém sido desenvolvidos para melhorar a biodisponibilidade, solubilidade e eficacia
terapéutica da CUR (LIU et al., 2015; SAMPAIO et al., 2014; WANG et al., 2017;
YALLAPU et al., 2012; SARI et al., 2015).

Dentre os sistemas nanoestruturados, as micelas sdo particulas de tamanho
coloidal (10-100 nm), compostas por um polimero de caracteristica anfifilica. Quando
tais polimeros sdo incorporados em agua, a partir de uma certa concentracao,
chamada de concentracdo micelar critica (CMC), passam a se agregar em esferas,
onde todas as extremidades hidrofilicas se voltam para fora criando um ambiente
hidrofébico no interior que interage com substancias ativas, como a curcumina, por
ligacBes de hidrogénio e/ou interacdes hidrofébicas possibilitando sua encapsulacéo,
melhorando solubilidade (CABRAL; KATAOKA, 2014; TALELLI et al., 2015).

Em virtude das vantagens mencionadas, as micelas sdo excelentes sistemas

para incorporacao e liberacdo controlada da CUR. Entretanto, as micelas apresentam-
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se muito fluidas, com carater liquido, podendo ocasionar uma dispersao rapida quando
administradas na vagina. Logo, a dispersdo em materiais hibridos do tipo ureasil-

poliéter pode ser uma atraente ferramenta para contornar essa limitagao.

Estes materiais hibridos combinam sinergicamente as caracteristicas fisico-
quimicas dos seus componentes, permitindo propriedades Unicas, tornando esta
classe de materiais excelente para o desenvolvimento de novos sistemas
multifuncionais com amplas aplicagcfes. A fase organica fornece propriedades fisicas
ou quimicas especificas (0ticas, elétricas, reatividade), enquanto que a fase inorganica
aumenta a resisténcia mecanica, a estabilidade térmica e permite modular o indice de
refracdo. Além disso, as propriedades reoldgicas favorecem o processamento do
material final com a possibilidade de variar formatos e tamanhos (OSHIRO JUNIOR et
al., 2015; OSHIRO JUNIOR et al., 2016 a).

Tais sistemas sao interessantes em virtude da facilidade de preparacao, pela
possibilidade de otimizagdo do tempo de contato da formulacéo final com a mucosa
vaginal (OSHIRO JUNIOR et al., 2015).

Portanto, tendo como base 0 panorama exposto, sugere-se que micelas
contendo CUR dispersas em sistemas hibridos do tipo ureasil-polieter associados a
terapia fotodindmica possam oferecer uma promissora e inédita ferramenta

nanobiotecnolégica visando o tratamento da CVV.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candidiase vulvovaginal (CVV)

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo fungica comum causada por
espécies de Candida, predominantemente C. albicans. Relatos historicos estimam que
aproximadamente 70% de todas as mulheres terdo pelo menos um episédio de CVV
durante seus anos reprodutivos. A marca patolégica da doenca € uma condicdo
inflamatoria aguda da vulva e da mucosa vaginal, induzida e acompanhada de
crescimento excessivo de organismos Candida que normalmente existe como um

comensal vaginal quieto (YANO et al., 2019).

C. albicans € o patdgeno humano fungico mais comum causando doencas que
variam de mucosa superficial a infeccbes sistémicas que ameacam a vida. Esse
patdgeno oportunista faz parte da micoflora humana comensal que coloniza de forma
assintomatica muitas areas do corpo humano, onde sua proliferagédo é controlada pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro. No entanto, sob condicbes de supressao
imunologica ou qualquer perturbacdo no ambiente hospedeiro, pode passar
rapidamente para um patdgeno, causando uma variedade de infec¢bes (TSUI; KONG;
JABRA-RIZK, 2016).

Segundo YANO et al. (2019), acredita-se que o inicio da maioria dos casos de
CVV esteja associado a uma ampla gama de fatores predisponentes ou eventos
desencadeantes, incluindo o uso de antibioticos, niveis aumentados de estrogénio (por
exemplo, contraceptivos orais com altas taxas de estrogénio, terapias de reposicao
hormonal, gravidez), diabetes mellitus ndo controlado, atividades sexuais e roupas
justas. Além disso, estima-se que 8 a 10% das mulheres sdo suscetiveis a CVV
recorrente (CVVR), com 4 ou mais episodios por ano. Mdltiplas infec¢des recorrentes
geralmente sao idiopaticas, sem levar em consideracédo a variedade de fatores de risco
em potencial. Diferentemente da maioria dos CVVs episédicos ou esporadicos, 0s
casos de CVVR requerem regimes de manutencdo com o uso prolongado de
antifingicos por varios meses para evitar a recorréncia.

Os sintomas cardinais incluem prurido vulvovaginal, irritacdo, dor, dispareunia e
corrimento vaginal. Os sinais clinicos sdao melhor exemplificados por eritema vulvar,
edema, escoriacédo e formacao de fissuras, juntamente com eritema introital e vaginal.

7

Uma secrecdo branca irregular e ndo-odorifera é sugestiva de CVV, mas é
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extremamente inespecifica. O diagnostico nunca deve se basear apenas nos achados
clinicos, dada a falta de especificidade. A CVVR, em virtude das recorrentes e
numerosas recorréncias agudas ou cronicidade, tem um efeito profundo na qualidade
de vida das mulheres afetadas com sintomas sistémicos adicionais, incluindo
depresséao e ansiedade (SOBEL, 2016).

Existem varias classes de compostos que compdem o arsenal usado para tratar
infeccbes por Candida. Os polienos, azois, equinocandinas, analogos de nucleosideos
e alilaminas sdo usados com eficacia variavel, dependendo do tipo e local da infec¢céo
e da sensibilidade das espécies de Candida. O antifingico mais comumente prescrito
usado para a maioria das infec¢cdes por C. albicans é o fluconazol, um membro da
classe azol de antifungicos. Os azois inibem a 14-a-esterol desmetilase, codificada
pelo gene ERG11, que é uma enzima envolvida na biossintese da membrana
especifica do fungo esterol ergosterol. Além disso, muitos estudos documentaram a
capacidade da Candida em desenvolver resisténcia de alto nivel aos antifungicos
azolicos (WHALEY, et al., 2017).

Estudos epidemiolégicos revelam que quase todas as mulheres diagnosticadas
com C. albicans resistentes ao fluconazol haviam experimentado consideravel
exposicdo prévia a este mecanismo. A confirmacdo do diagnostico requer testes de
sensibilidade laboratorial in vitro com determinac&o do teste de concentracao inibitoria
minima prontamente disponivel. Uma vez confirmada, a resisténcia cruzada a outros
azois orais deve ser determinada, pois sdo necessarias alternativas de tratamento ao
fluconazol. Se o cetoconazol e o itraconazol forem ativos, ou seja, sem resisténcia
cruzada, um desses agentes sistémicos orais podera substituir o fluconazol. No caso
de resisténcia cruzada ao azol, existem opc¢des limitadas para terapia de manutencao.
Nesse contexto, a inducdo e a terapia a longo prazo podem ser consideradas
utilizando nistatina vaginal ou &cido bérico, com poucos dados publicados de eficacia
(SOBEL, 2016).

2.2 Terapias alternativas

Uma modalidade terapéutica promissora para a inativacdo de microorganismos
patogénicos € a Terapia Fotodinamica (TFD). Essa técnica vem sendo desenvolvida
para o tratamento de lesGes cancerosas e aplicada com sucesso na oncologia com a

promocao de danos irreversiveis as ceélulas neoplasicas. Recentemente, estudos tém
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demonstrado o potencial da TFD na inativagcdo microbiana, incluindo alguns tipos de
virus, bactérias e fungos (COLETTI, 2013).

A terapia fotodindmica é uma modalidade que combina o uso de luz, oxigénio
molecular (02) e fotossensibilizador (FS) para causar morte as células-alvo. E
baseada no acumulo especifico de um agente fotossensibilizante em um tecido
especifico que, posteriormente, é ativado por luz de comprimento de onda que
coincida com o espectro de absorcdo do FS, gerando oxigénio singleto e outras
espécies reativas toxicas a partir do oxigénio molecular, responsaveis pela injuria das
células-alvo (SUZUKI, 2015).

As doses de luz e o tempo de pré-irradiagdo normalmente necesséarios para
eliminagdo do microrganismo ndo provocam efeito térmico significativo nos tecidos
sadios, o que também facilita a técnica, além de que as fontes de luz podem ser de
baixo custo (luz-ndo coerente) e facil acesso (SUZUKI, 2015).

Muitos autores se concentraram em procurar um FS que néo causasse efeitos
colaterais indesejaveis nas células saudaveis do hospedeiro e, para esse fim, os
produtos naturais sdo um dos mais pesquisados. A curcumina (CUR) é um corante
amarelo-laranja extraido da raiz da Curcuma longa L. e é comumente usado como
tempero na culinaria asiatica tradicional. Estudos etnofarmacol6gicos demonstram que
a CUR tem propriedades anti-inflamatérias, antitumorais, antifingicas, antibacterianas
e anticarcinogénicas (SANITA et al., 2017).

Por séculos a CUR foi utilizada na medicina tradicional indiana, conhecida como
Ayurveda, para tratar diversas enfermidades, como anorexia, reumatismo, doenca de
pele, dores no corpo, vermes intestinais, diarreia, desordens hepaticas, dispepsia,
febre intermitente, tosse, coriza, inflamacgao, sinusite, amenorreia e constipagdo, bem
como para varias condicbes respiratérias (MASSIMINO, 2016). Algumas das
propriedades podem ser aprimoradas apdés a ativacdo da luz. Além disso, a
fototoxicidade de CUR foi demonstrada contra sistemas bacterianos e C. albicans
(SANITA et al., 2017).

Apesar desses efeitos terapéuticos, o uso clinico da CUR é limitado devido a
insolubilidade na agua (hidrofobicidade), baixa estabilidade (hidrolitica, proteolitica e
fotodegradacao) e baixa biodisponibilidade. Portanto, os sistemas de administracao de
medicamentos foram investigados para superar essas desvantagens (SAKIMA et al.,

2018). Estudos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de curcumina
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sugerem que a curcumina tem metabolismo rapido, o que tem sido apontado como a

causa da baixa biodisponibilidade na circulacéo sistémica (CODEVILLA et al., 2015).

2.3 Sistemas Dispersos Nanoestruturados

No campo emergente da nanotecnologia farmacéutica, as nanoparticulas
prometem superar os desafios relacionados as respostas terapéuticas insatisfatorias
dos chamados medicamentos antigos e aos principais problemas de desempenho
relacionados a formulacdo dos compostos quimicos introduzidos recentemente. Entre
as diferentes formas de nanoparticulas, micelas poliméricas tém recebido crescente
atencdao cientifica (MOVASSAGHIAN et al., 2015).

Essa classe de carreadores de substancias ativas oferece um conjunto claro de
vantagens, incluindo a faixa de tamanho nanométrico (geralmente <100 nm) e a
distribuicdo estreita de tamanhos. Outras caracteristicas definidoras da micela
polimérica incluem sua alta estabilidade estrutural estatica e dindmica, essencial para
sua aplicagdo in vivo, sua capacidade de incorporar grandes quantidades de farmaco
hidrofébico em sua estrutura, mantendo sua solubilidade em agua, proporcionando
melhor biodisponibilidade para medicamentos pouco soliveis em &gua
(MOVASSAGHIAN et al., 2015).

A estrutura interna das micelas consiste em um nucleo central contendo os
blocos hidrofébicos cercados por uma concha feita dos blocos hidrofilicos inchados
pela agua. O tamanho tipico das micelas de copolimero em bloco é de 30 a 60 nm.
Esse tamanho medido por espalhamento dinamico de luz inclui a espessura do
invélucro hidrofilico inchado pela agua; o tamanho do nucleo hidrofébico € muito
menor (CHEVALIER; BOLZINGER, 2019). Entretanto, como desvantagem, as micelas
apresentam-se muito fluidas, podendo ocasionar uma dispersdo mais rapida que o
esperado quando administradas por via vaginal, logo, sua dispersdo em um material
mais estavel para o meio mostra-se necessaria.

Hibridos do tipo organico-inorganico (chamados de ureasil-poliéter, com a sigla
U-PEO) foram recentemente considerados como matrizes de suporte para a
incorporacdo e liberagdo de moléculas bioativas. A reticulacdo das cadeias PEO
permite a formacédo de uma rede insolivel em agua, evitando a erosao imprevisivel do
volume. Diferentes moléculas com usos meédicos, como diclofenaco de sdédio,
dexametasona, pramoxina, sulfadiazina de prata e cisplatina, foram incorporadas com

sucesso nos hibridos U-PEO e liberadas de maneira controlada. O perfil de
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administracdo de medicamentos de tais materiais hibridos pode ser adaptado usando
diferentes parametros, como o peso molecular e a natureza do poliéter utilizado
(TRUFFAULT et al., 2016).

Recentemente, foram estudados esses materiais ureasil-poliéter de diferentes
pesos moleculares, com o objetivo de avaliar esses materiais como sistemas de
administracdo de farmacos. Os resultados mostraram que a natureza quimica e o peso
molecular dos precursores afetam as propriedades finais das matrizes. Além disso,
esses fatores podem permitir a incorporacdo de quantidades maiores de farmacos e
alterar seu perfil de liberacdo. O processo de liberacdo do farmaco utilizando essas
matrizes ocorre por mecanismos de intumescimento seguidos de difusdo apdés o
contato com o meio receptor (OSHIRO JUNIOR et al., 2016).

Esses materiais sGo nanocompostos nos quais ocorre a interpenetracdo das
duas fases em escala nanométrica. Quando as fases tém dimensdes nanométricas (1
a 500 nm), exibem uma éarea de superficie alta, promovendo melhor dispersdo na
matriz polimérica. Esse fenbmeno melhora as caracteristicas fisicas do compdsito que
dependem da homogeneidade do material (OSHIRO JUNIOR et al., 2016).

Para esse fim, os hibridos organico-inorganicos sdo materiais Uteis, uma vez
que porcdes organicas e inorganicas interagem covalentemente como blocos de
construcdo em escala nanométrica, combinando as vantagens dos Oxidos inorganicos
convencionais (estabilidade térmica, mecanica e estrutural) e polimeros organicos
(funcionalidade especifica e alta flexibilidade) (PALACIO et al., 2018).

Estas caracteristicas manifestam-se de forma interessante para o0
desenvolvimento de hidrogéis capazes de incorporar e liberar de forma controlada
micelas contendo CUR, apresentando a vantagem de permitir a manipulacdo de
diversas formulas farmacéuticas, de acordo com um material molde, como por

exemplo 6vulos ou anéis vaginais, visando o tratamento da CVV.



16

3 METODOLOGIA

3.1 Preparacdo das micelas poliméricas

A metodologia utilizada para obtencdo das micelas poliméricas foi baseada na
técnica de evaporagcdo de solvente ou “filme polimérico”, com adaptacdes.
Primeiramente pesou-se 1,0 g Pluronic® F-127 (P127) e transferiu-se para um baldo
de fundo redondo de 50 ml. Esta quantidade foi solubilizada em 25 ml do solvente
cloroférmio que foi evaporado com o auxilio de um rotaevaporador ka® RV 8 por 10
min a 45 °C. A formulacéo do filme polimérico, reidratou-se com exatos 30 ml de 4gua
purificada e levou-se para o agitador magnético SL-92 SOLAB por 30 min com
agitacdo de 700 rpm. A quantidade de 1,0 g do copolimero em 30 ml de agua é

baseada em sua concentragdo micelar critica (2,8 x 10° M) (KABANOV et al., 2003).

Na etapa de formacgdo do filme polimérico foram adicionadas diferentes
porcentagens (0,1, 0,5, 1 e 3%) da CUR em relacdo a massa do polimero, com o

intuito de avaliar a concentragcdo maxima de farmaco solubilizado nas micelas.

ApoOs a incorporacdo da CUR nas micelas, a formulacdo foi levada ao
homogeneizador ultrassdénico UNIQUE® com o objetivo da obtencdo das micelas em

escala nhanométrica.

3.2 Caracterizacdao fisico-quimica das micelas sem e com CUR

3.2.1 Determinacdo do didmetro hidrodindmico médio (d.nm)

As andlises dos tamanhos das particulas foram realizadas apds o
desenvolvimento das micelas, utilizando a técnica do espalhamento de luz do raio
hidrodindmico ou dynamic light scattering (DLS) das particulas em suspensao
utilizando o equipamento Nanotrac (Nanotrac Wave Model MN401). As medidas foram
realizadas em triplicata com temperatura de 25°C e as amostras foram diluidas na

proporcado 1:30 (v/v) em agua destilada.
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3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a confirmacdo do didmetro médio das micelas, a técnica utilizada foi a
microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG) em equipamento
JEOL JSM-7500F. Posteriormente, uma gota do material foi disposta sobre suporte
metélico e seco em temperatura ambiente por trés dias em dessecador. O suporte foi
entdo revestido com material condutor (carbono) e as fotomicrografias foram obtidas.

3.2.3 Curva analitica

A curva analitica foi determinada por meio do UV-Vis Espectrophotometer
SHIMADZU UV-1900 utilizando o comprimento de onda de 426 nm. O meio
empregado para a realizacdo desta etapa foi composto de tampao acetato pH 4,0
(80%) como meio simulador do ambiente vaginal acrescido de tween 80 (15%) e

etanol absoluto (5%) para garantir a condigéo Sink.

A partir de uma solucdo estoque, composta pelo meio acrescido e CUR na
concentracdo de 100 pg/ml, foram preparadas diluicbes nas concentracdes de 0,5, 1,
2,4, 6, e 10 pg/ml. As analises foram feitas em sextuplicata, com analistas diferentes,

em dias alternados e analisadas no programa Excel.

3.2.4 Eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

A eficiéncia de encapsulamento das micelas contendo CUR foi realizada apdés
estas serem centrifugadas a 5000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi retirado e
guantificado UV-vis e a eficiéncia de encapsulamento (EE) foi determinada utilizando a

equacao da reta determinada a partir da curva analitica.
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3.3 Preparacao dos materiais hibridos ureasil-poliéter

Os precursores foram obtidos a partir da reagdo de um alco6xido modificado 3-
isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEOS) e polimeros modificados (NH,-POE-NH,) com
massas moleculares de 500 g/mol™. A mistura alcoéxido e polimero modificado foram
mantidos sob refluxo em Etanol absoluto a temperatura de 80°C por 24 horas.
Posteriormente, o solvente de sintese foi eliminado por aguecimento e pressdo
reduzida (OSHIRO JUNIOR et al., 2014).

Em seguida, as reacbes de hidrolise e condensacdo foram promovidas pela
adicdo controlada de 0,750 g do precursor, 50ul de agua purificada, 500ul de etanol e
100ul de um agente catalisador de carater acido (HCt 2M) e agitagédo de 700 rpm em

agitador magnético por 1 min, levando a formacéo de um gel.

As micelas contendo as propor¢fes citadas no item 2.1 foram incorporadas
nesta etapa de hidrélise e condensacdo. Posteriormente, o material hibrido
permaneceu em dessecador para secagem em temperatura ambiente (x 30 °C) por 72
h.

3.4 Difragéo de raios X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos com o difratbmetro de raios X modelo XRD
6000 (Shimadzu®), com varredura angular 5°<268<35°, na montagem de Bragg-
Brentano, sistema 08-26, utilizando radiagdo de Cu (ka1) com varredura no passo de

0,02 (28), com intervalo de 0,6 segundo para cada amostra.

3.5 Ensaio de liberacéo in vitro

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado utilizando trés grupos: i) material
hibrido com micela e CUR, ii) material hibrido com CUR e iii) CUR pura. Estes foram
imersos separadamente em uma solucao receptora composta por tampao acetato pH
4,0 acrescida de 15% de tween 80 e 5% de etanol absoluto e adicionado que estava

contido em um béquer contendo 750 mL do mesmo, sob agitacdo em agitador
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magneético SL-92 SOLAB de 100 rpm a 37 °C. Todo o sistema estava protegido da luz.
Decorridos os intervalos de tempo pré-determinados (15, 30, 45 min, 1, 2, 3, 4, 6, 12,
24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 e 240 horas) uma aliquota de 3,0 ml da
solucdo era coletada e analisada no espectrofotometro UV-vis, na faixa de

comprimento de onda de 426 nm. O experimento foi realizado em triplicata.
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4 RESULTADOS

4.1 Preparacao das micelas poliméricas com e sem CUR

As micelas com e sem CUR foram preparadas pelo método do filme polimérico
que permite a incorporacdo de altas concentracdes de retencéo de substancias ativas
hidrofébicas. Apds essa etapa, o material foi hidratado e levado ao homogeneizador
ultrassbnico, método de alta energia que possibilita a obtencdo de particulas de
tamanho manomeétrico.

Conforme descrito na metodologia, diferentes porcentagens de CUR em relacéo
a massa do polimero foram utilizadas. Visualmente, foi possivel determinar que,
quando a concentracdo de CUR est4 acima de 1%, este ndo se encontra totalmente
disperso ou solubilizado nas micelas, observado por meio da formacéo de precipitados

ou turvacao da solucéo coloidal.

4.2 Determinacao do diametro hidrodindmico médio (d.nm) das micelas com e
sem CUR.

Powers et al. (2006) revisaram os diferentes métodos de caracterizacao de
nanosistemas em solugcéo e propuseram o espalhamento de luz dinamico (DLS) como
técnica adequada para analisar o tamanho de particula, sendo utilizado desde 1975
como um método simples para avaliar a estabilidade (MURDOCK et al., 2008).

Na figura 1 pode-se observar o gréafico de distribuicdo da micela com CUR.

Os resultados revelaram que a micela com CUR apresentou valores médios de
tamanho entre 20 e 60 + 3,50 nm e com grande parte das particulas em 35 nm, o que
entra em acordo com trabalhos realizado por Song et al. (2011), no qual sua equipe
obteve resultados de DLS que mostraram que todas as micelas carregadas com
curcumina eram pequenas (cerca de 30 nm) com uma distribuicAo de tamanho
estreita, confirmando a eficiéncia do meétodo utilizado para a obtengdo das micelas

puras e carregadas com CUR.
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Figura 1 - Gréfico de distribuicdo de particulas obtido utilizando a técnica de DLS para
a medicdo da faixa de tamanho das micelas contendo CUR em diferentes

concentracoes
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Fonte: Préprio autor, 2019

4.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A MEV é uma técnica utilizada para analisar o tamanho das particulas e

morfologia das micelas. Assim, a figura 2 revela as fotomicroscopias da micela com e

sem CUR.

Figura 2 - Fotomicroscopia das micelas, (a) micela sem CUR e (b) micela com CUR,
aumento 100.000x

100 nm

Fonte: Préprio autor, 2019

Os resultados de MEV revelam que a adicdo da CUR né&o ocasionou alteracéo
drasticas no tamanho e na morfologia da micela sem CUR. Os resultados demonstram

micelas esféricas com tamanhos nanométricas entre 20 e 34 nm, resultados que
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corroboram com os tamanhos encontrados no grafico de distribuicdo de particulas do

DLS (Figura 1).

4.4 Curva analitica e Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)

A linearidade do método para quantificacdo da eficiéncia de encapsulacdo e
liberacdo da CUR por espectroscopia na regido do UV na faixa de absorbancia de 426
nm foi determinada através da construcédo da curva analitica, utilizando uma faixa de

concentragéo da CUR entre 0,5 e 10 pg/ml (Figura 3).

Figura 3 - Curva analitica da CUR em tampdo acetato de pH 4,0
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Fonte: Préprio autor, 2019

A equacdo da reta gerada foi de y = 0,1186x + 0,0022 e o coeficiente de
correlacao (R) foi de 0,9996, sendo esta linear e adequada para a quantificacdo das

concentracdes desconhecidas de CUR.

Os dados da curva analitica foram submetidos a anélise de variancia (falta de
ajuste e significancia da regressao) utilizando o teste F de Snedecor para avaliacdo do

ajuste do modelo. Os resultados revelaram que neste modelo ndo houve falta de
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ajuste (Falta de ajuste obtida = 1,17 < Ft = 2,68) e apresentou significancia da

regressao (~ 9500 vezes), validando o modelo dado pela equacao da reta.

O gréfico de residuos (Figura 4) possibilitou verificar o comportamento das
variancias dos dados na curva analitica em relacdo ao aumento da concentracao,
sendo este homocedasticos. Ademais, o Limite de deteccéo e o limite de quantificacao
foi determinado utilizando os parametros da curva analitica, sendo 0,010 e 0,032,

respectivamente.

Figura 4 - Gréfico de residuos
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Fonte: Préprio autor, 2019

Sendo assim, as micelas com diferentes concentracdes foram analisadas apoés
o processo de centrifugacao e filtracdo. Os resultados revelaram que a EE para as
micelas contendo 0,1, 0,5, 1 e 3% foram de 96,2 + 3,5, 86,4 £5,7,62,9+ 2,2 e 20,2 +
0,7%, respectivamente. Resultados que estdo de acordo com a analise visual, onde
apos 0,5% de CUR a solucéo coloidal apresentava-se com aglomerados/precipitados

Ou turva.

No resultado apresentado por Gong et al. (2013), a EE da CUR incorporada na
micela foi de 98,40% utilizando proporcdes semelhantes, assim como o tamanho da

particula apresentada que foi de 26,9 nm.



24

4.5 Obtencao das membranas hibridas do tipo ureasil- poliéter

Os filmes compostos pelo material hibrido sédo formados pelo processo sol-gel,
gue envolve reacdes de hidrdlise e condensacédo. A velocidade dessas reacdes (tempo
de formacao do filme) é controlada pela variacdo da proporgcédo precursor/catalisador
(OSHIRO JUNIOR et al., 2014).

No resultado final, apés a secagem, o material deve mostrar-se homogéneo e
apresentar flexibilidade, por este motivo sua obtencdo deve ser realizada de forma
metodica, uma vez que fatores como a pressao e a temperatura do ambiente podem
interferir, resultando em rachaduras, fissuras e materiais quebradicos. A figura 5
apresenta as caracteristicas visuais dos materiais hibridos desenvolvidos contendo as

micelas com e sem CUR.

Figura 5 - Material hibrido do tipo ureasil-poliéter (U-PEO 500) pura (a) com CUR (b) e
com micela CUR proporcao de 3% (c)

Fonte: Préprio autor, 2019

Os resultados visuais revelam que a presenca do farmaco e da micela em
diferentes concentracbes na membrana nao alterou as propriedades mecanicas e
organolépticas do material. Além disso, é possivel observar que, quando incorporada
no material hibrido, a micela contendo 3% de CUR apresenta-se visualmente
homogénea, sem presenca de aglomerados ou precipitados. O material hibrido devido
aos diferentes grupamentos (OH, C-O-C e N-H), é capaz de auxiliar na solubilizacédo
de diferentes moléculas (hidrofilicas, hidrofébicas e metais).
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4.6 Difracéo de raio x (DRX)

A Figura 6 apresenta os padroes de DRX das amostras sendo elas, o material
hibrido puro, material hibrido contendo CUR pura, material hibrido contendo micela
pura, material hibrido contendo micela com CUR, CUR pura, micela pura e micela
contendo CUR.

Figura 6 - Padrdes de DRX das amostras: (a) material hibrido puro, (b) material

hibrido + CUR, (c) material hibrido + micela pura, (d) material hibrido + micela + CUR,
(e) CUR pura, (f) micela pura e (g) CUR + micela
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Fonte: Préprio autor, 2019

Nos resultados da andlise de DRX da CUR pura, pode-se observar a sua forma
cristalina com picos caracteristicos, onde sua maior visibilidade foi na faixa de 16°.
Sun et al (2013), citam em sua pesquisa que a CUR pura existe em um estado

cristalino, exibindo um numero de reflexdes caracteristicas entre 10 e 30 ° 26.

O pluronic apresentou dois pontos caracteristicos na faixa de 19° e 23°,
permanecendo inalterados mesmo apo6s a incorporacdo da CUR na micela, assim
como ocorre em outros trabalhos, como na pesquisa realizada por Sahu et al (2011),
onde os resultados foram similares aos apresentados neste estudo (NAIKOO et al.,
2015).

Os padrdes de raios-X dos materiais sintetizados a partir do material hibrido,
CUR e micela (P127) demonstram um padrdo amorfo e o desaparecimento dos picos
da CUR e do pluronic, sugerindo dispersdo de ambos no material, corroborando com

as caracteristicas visuais descrita no item 3.5.

4.7 Ensaio de liberacgao in vitro

Para que ocorra a liberacdo do farmaco em sistemas matriciais ou mondlitos,
processos fisicos e quimicos estédo envolvidos, como a difusdo do farmaco pela matriz,
intumescimento, erosdo do sistema polimérico e por fim uma combinacdo desses
mecanismos (SAHU et al., 2011).

A ocorréncia de um ou de outro mecanismo sera dependente da natureza
quimica e estrutural do material. Para ser considerado adequado, o material precisa
ser capaz de controlar e manter a liberacdo do farmaco em niveis adequados dentro
da faixa terapéutica para o tecido-alvo, independentemente do mecanismo (SAHU et
al., 2011).

A figura 7 apresenta o perfil de liberacdo da CUR pura (preto), material hibrido
com CUR (azul) e material hibrido com micela e CUR (vermelho).

Podemos observar que a CUR atingiu 100% de liberagcdo em torno de 15

minutos. O material hibrido com CUR e material hibrido com micela e CUR
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apresentaram outro perfil, a liberacdo ocorre de forma controlada e prolongada,
liberando apds 10 dias cerca de 70% da CUR, demonstrando que esse sistema
desenvolvido pode ser utilizado em tratamento prologando, reduzindo as flutuacdes
plasmaticas dos niveis da CUR o que diminui os efeitos colaterais e aumenta a adesao

do paciente ao tratamento.

Na literatura varios sistemas nanoestruturados tem sido utilizados para melhorar
o perfil de liberacdo da CUR, como a pesquisa realizada por Anitha et al (2011),
utilizando nanoparticulas (NPs) como novo sistema de liberacdo e neste eles citam
que o padrdo de liberacdo do farmaco mostrou uma liberacéo de rajada nas primeiras
3 horas, seguida por uma liberagdo controlada de CUR durante um periodo de uma
semana e cerca de 70% do farmaco foi liberado durante esse tempo. A CUR que é
adsorvida na superficie das NPs e o farmaco aprisionado proximo a superficie pode
ser a razdo para a liberacdo inicial da explosdo. Ja que a taxa de dissolucdo do
polimero proximo a superficie é alta, a quantidade de droga liberada também sera alta.
Ja para Sahu et al (2011), que utilizaram as micelas poliméricas como fonte de um
novo sistema de liberacao, foi visto que uma liberacéo relativamente rapida ocorreu no
primeiro estagio, seguida de uma liberacdo sustentada e lenta durante um periodo
prolongado de até 10 dias. Durante as primeiras 4 h houve 5% de liberacdo das
micelas de Pluronic F127. Depois disso, a liberagcdo foi lenta e sustentada e,

finalmente, as 240 h, 63% da droga foi liberada das micelas de Pluronic F127.



28

Figura 7 - Liberacdo da CUR presente em um material hibrido do tipo ureasil-poliéter
em funcéo do tempo
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5 DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou o desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica
capaz de solubilizar uma alta concentracdo de CUR, além de apresentar um perfil de
liberacdo controlado e prolongado, liberando cerca de 70% do farmaco em 10 dias.
Este farmaco possui atividade antimicrobiana contra o género Candida como

demonstrado nos trabalhos abaixo.

Pacheco et al. (2015), utilizaram o extrato da CUR para verificar acdes
antimicrobianas do farmaco perante cepas de espécies de Candida e ele determinou
que as amostras contendo 10* como concentracdo de células flingicas foram
inoculadas em meio agar nutriente suplementado com os compostos curcuminoides
nas concentragdes de 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm e 125 ppm (Figura 2). Levando-
se em consideragdo a placa controle, os resultados mostram que o crescimento de C.
parapsilosis foi inibido de maneira dose dependente a partir da concentracdo de 500
ppm do extrato etanolico obtido a partir tanto de rizoma quanto de folha,

caracterizando este valor como concentragdo inibitéria minima (CIM).

J& no estudo realizado por Freitas (2015), a cepa utilizada para a comprovacao
da atividade da CUR foi a de Candida albicans resistente a fluconazol e ele
demonstrou que apos 24 h de exposicdo a CUR, alteracdes significativas no potencial
transmembrana mitocondrial (Aym) foram observadas na estirpe de C. albicans
resistente ao fluconazol, em comparacéo ao grupo controle (p < 0,05). Os resultados
sugerem que este composto pode afetar a funcéo respiratdria mitocondrial, causando
um colapso no Aym, fazendo com que a Rh 123 ndo se acumule nas mitocéndrias,
efeito dose-dependente. As células de C. albicans resistentes ao fluconazol tratadas
com curcumina apresentou um aumento de 10,03 + 1,59 % (CIM), 21,99 £ 2,50 % (2x
CIM) e 36,53 + 5,17 % (4x CIM), quando comparadas ao grupo controle (3,44 + 1,03
%) (p < 0,05).

Para Martins et al (2009), a falta de compostos antifingicos com efeitos
colaterais reduzidos destaca a importancia de se estudar produtos naturais para esse
fim. A curcumina inibiu dramaticamente a adeséo de espécies de Candida isoladas de
pacientes com AIDS a BEC, demonstrando que a curcumina € um promissor composto
lider que merece uma investigacdo mais aprofundada sobre seu uso terapéutico em

pacientes imunocomprometidos.
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Os resultados do trabalho elaborado por Gomes et al. (2012), mostram que este
composto foi capaz de inibir o crescimento de todas as leveduras de uma maneira
dependente da dose. Esta inibicdo € mais evidente para o isolado 88, onde 50 uym de

curcumina foi capaz de impedir o crescimento da cepa de C. albicans.

Além disso, a CUR pode ser utilizada na atividade fotodinamica onde os seus
efeitos sdo potencializados por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio,
como pode ser visto nos trabalhos a seguir.

Coletti (2013), mostrou que seu trabalho avaliou o efeito fotodinamico mediado
pela acdo fotossensibilizadora da curcumina, sobre cepas de referéncia (ATCC) e
isolados clinicos com resisténcia a fluconazol das espécies C. albicans e C. glabrata,
em meio homogéneo constituido de CUR/SAL e em meio micro-heterogéneo (micelar
ou pseudo-fase) constituido de CUR/CTAB. Foi observado que o uso do CUR/SAL nas
condicbes avaliadas na terapia fotodindmica nao foi capaz de inviabilizar
completamente as cepas de Candida resistentes ao fluconazol, o que ndo ocorreu com
as cepas sensiveis, nas quais foi observada a sua completa inativacdo. No entanto,
quando foi utilizada a CUR/CTAB, verificou-se um efeito antifiingico mais pronunciado

sobre as cepas resistentes a fluconazol, tanto para C. glabrata como para C. albicans.

Dovigo et al. (2011) observaram que, em comparagao com o grupo de controle,
uma diminuicdo estatisticamente significativa na atividade metabdlica foi observada
para todas as concentracbes de curcumina testadas. Uma relacdo direta entre a
concentragdo de curcumina e viabilidade de biofilme foi observada. Ou seja, a medida
gue a concentracdo aumentou, a viabilidade do metabolismo diminuiu. O efeito do
tempo de pré-irradiacédo (PIT) na eficacia da terapia fotodinamica foi perceptivel, como
maiores percentuais de reducdo foram obtidos quando os biofilmes foram incubados
por 20 min antes da irradiacdo. Em um outro trabalho também realizado por esta
equipe eles demonstram que o uso de CUR em associacdo com a luz foi capaz de
promover um efeito antifungico significativo contra a forma planctonica das leveduras.
Ao utilizar 40 uM de CUR, a atividade metabdlica dos biofilmes de C. albicans, C.
glabrata e C. tropicalis foi reduzida em 85%, 85% e 73%, respectivamente, a 18 J /
cm?. A terapia fotodinamica mediada por CUR também diminuiu a biomassa do
biofilme de todas as espécies avaliadas. (DOVIGO et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Essa pesquisa possibilitou concluir que a sintese das micelas contendo a CUR
foi realizada de maneira adequada, visto que o resultado do DLS e MEV, corroborando
com o resultado da eficiéncia de encapsulacdo demonstraram a incorporacdo da CUR
nao alterou as propriedades de tamanho hidrodindmico das micelas. Assim como a
dispersdo das micelas contendo CUR no material ureasil-poliéter, uma vez que 0s
resultados de DRX revelam que a CUR se mantem sollvel. Os resultados de liberagédo
in vitro demonstram que essa combinacdo € capaz de ser um sistema de liberacéo
prolongado, no qual apés 10 dias cerca de 70% da CUR foi liberado. Esses resultados
demonstram o potencial do sistema em ser um tratamento multidose baseado em uma
Unica aplicacdo, o que sugere maior taxa de adesao e menor indice de desisténcia pelo
usuario, além de proporcionar a formulacdo de diversas formas farmacéuticas como

ovulos e anéis vaginais, se adaptando as necessidades do paciente.
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