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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um problema de saude publica que afeta pelo menos 75%
das mulheres uma vez na vida. Candida albicans é responsavel por 90% dos casos devido a sua
plasticidade e aos seus fatores de viruléncia. Atualmente, o tratamento da CVV é comprometido
pela resisténcia fungica e por problemas de eficacia e segurancga. A terapia combinada é uma
alternativa capaz de reduzir doses e efeitos adversos associados ao tratamento e pode ser capaz
de retardar a resisténcia. A cucumina (CUR) é um polifenol obtido da Curcuma longa, com
efeito antifingico demonstrado e que j& tem sido testada em combinagdes com antifingicos
comerciais. O miconazol (MCZ), agente imidazol, € uma op¢éo de escolha para a CVV, sujeita
aos problemas do tratamento convencional. Os sistemas hibridos ureasil-poliéter podem ser
eficazes para veicular esses ativos e contornar limitagoes fisico-quimicas e farmacocinéticas. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver sistemas hibridos ureasil-poliéter incorporados com
CUR e MCZ e avaliar a atividade anticandida dos compostos isolados e combinados. Os
sistemas foram preparados utilizando um precursor hibrido composto de um alcoxido
modificado e polimeros modificados. Os ativos foram adicionados na etapa de hidrélise e
condensacdo. As caracteristicas fisico-quimicas dos materiais foram avaliadas por
espectroscopia no infravermelho (FTIR), termogravimetria (TGA) e analise térmica diferencial
(DTA). As concentragdes inibitorias minimas (CIMs) de CUR e MCZ contra C. albicans ATCC
10231 foram determinadas por microdiluicdo segundo a norma M27-A2 do CLSI. O efeito
sinérgico entre os ativos foi analisado pelo método checkerboard. Os hibridos foram moldados
como membranas circulares que se apresentaram transparentes e homogéneas ap0s a secagem.
As curvas de TGA mostraram que a incorporacdo de CUR e MCZ em U-PEO e U-PPO
aumentou a estabilidade térmica de ambos os ativos, devido a capacidade dos materiais de
conferir protecdo térmica. Nas curvas de DTA, CUR e MCZ demonstraram incompatibilidade
fisica, enquanto CUR e PEO apresentaram incompatibilidade térmica. Contudo, no FTIR, nédo
foram observados espectros indicativos de incompatibilidade quimica. Nos testes
microbioldgicos, as CIMs de CUR e MCZ foram 256 e 2,5 pg/mL, respectivamente. No ensaio
checkerboard, as CIMs foram reduzidas para 32 e 0,625 pug/mL e o indice de concentracdo
inibitdria fracionada (ICIF) foi calculado em 0,375, indicando sinergismo (ICIF < 0,5) entre
CUR e MCZ. Portanto, a combinagéo e incorporacdo de CUR e MCZ em sistemas hibridos

ureasil-poliéter é vantajosa e pode ser uma terapia alternativa para o tratamento de CVV.

Palavras-chave: candidiase vulvovaginal; terapia antifingica combinada; sinergismo.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a public health problem that affects at least 75% of women
at least once in their lifetime. Candida albicans is responsible for 90% of cases due to its
plasticity and virulence factors. Currently, the treatment of VVC is compromised by fungal
resistance and by problems of efficacy and safety. Combination therapy is an alternative capable
of reducing doses and adverse effects associated with treatment and may be able to delay
resistance. Cucumin (CUR) is a polyphenol obtained from Curcuma longa, with a demonstrated
antifungal effect and has already been tested in combination with commercial antifungals.
Miconazole (MCZ), an imidazole agent, is an option of choice for VVC, subject to the problems
of conventional treatment. Ureasil-polyether hybrid systems can be effective to deliver these
actives and overcome physicochemical and pharmacokinetic limitations. The objective of this
work was to develop ureasil-polyether hybrid systems incorporated with CUR and MCZ and to
evaluate the anticandida activity of the isolated and combined compounds. The systems were
prepared using a hybrid precursor composed of a modified alkoxide and modified polymers.
The drugs were added in the hydrolysis and condensation step. The physicochemical
characteristics of the materials were evaluated by infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetry (TGA) and differential thermal analysis (DTA). The minimum inhibitory
concentrations (MICs) of CUR and MCZ against C. albicans ATCC 10231 were determined
by microdilution according to CLSI standard M27-A2. The synergistic effect between the
compounds was analyzed by the checkerboard method. The hybrids were molded as circular
membranes that were transparent and homogeneous after drying. TGA curves showed that the
incorporation of CUR and MCZ in U-PEO and U-PPO increased the thermal stability of both
actives, due to the ability of the materials to provide thermal protection. In DTA curves, CUR
and MCZ showed physical incompatibility, while CUR and PEO showed thermal
incompatibility. However, n FTIR, no spectra indicative of chemical incompatibility were
observed. In microbiological tests, the MICs of CUR and MCZ were 256 and 2.5 pg/mL,
respectively. In the checkerboard assay, the MICs were reduced to 32 and 0.625 pug/mL and the
fractional inhibitory concentration index (FICI) was calculated at 0.375, indicating synergism
(FICI £ 0.5) between CUR and MCZ. Therefore, the combination and incorporation of CUR
and MCZ in ureasyl-polyether hybrid systems is advantageous and could be an alternative
therapy for the treatment of VVC.

Keywords: vulvovaginal candidiasis; combination antifungal therapy; synergism.
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1 INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo fungica que afeta cerca de 75% das
mulheres pelo menos uma vez durante a vida. Trata-se de um problema de saude publica, que
esta relacionado a gastos governamentais, pois afeta o rendimento e contribui para o estresse
das mulheres acometidas, visto que seus sinais e sintomas clinicos, que incluem prurido e
queimacéo genital, disdria e dispareunia, estio associados a intenso desconforto (DE CASSIA
ORLANDI SARDI et al., 2021; GONCALVES et al., 2016).

C. albicans é o principal patdgeno causador de CVV, responsavel por 85 a 95% dos
casos, e por colonizar cerca de 10 a 15% de mulheres assintomaticas. No entanto, mudancas no
microambiente vaginal e nos mecanismos de defesa do hospedeiro, decorrentes do uso de
antibidticos e corticosteroides, e de condi¢fes clinicas como gravidez e diabetes mellitus
descompensada, associadas a fatores de viruléncia do fungo, como adeséo e formacao de hifas
e de biofilmes, podem favorecer o desenvolvimento patogénico de C. albicans, desencadeando
aCVV (DADAR et al., 2018; MARTINS et al., 2014; POULAIN, 2015; SOBEL, 2007).

O tratamento da CVV é varidvel quando a condicdo é ndo complicada, que inclui casos
leves frequentemente causados por C. albicans, ou complicada, quando outras espécies estdo
envolvidas, a doenca ocorre durante a gravidez, ou, associada a outras condicdes clinicas, como
imunossupressao ou diabetes (DOVNIK et al., 2015). Em ambos 0s cenarios, a terapia envolve
0 uso de agentes antiflngicos topicos como imidazdis ou nistatina, ou, a administracéo oral de
triazois, a curto ou a longo prazo, a depender da gravidade. Quando a CVV ¢ recorrente, a
terapia padrdo deve ser associada a um tratamento de manutencdo durante 6 meses (BRASIL,
2020).

Entretanto, apesar de eficaz para a maioria das mulheres, o tratamento convencional oral
estd associado a risco de toxicidade hepatica, especialmente em pacientes com predisposi¢ao
genética, comorbidades, ou que fazem uso de outros farmacos e de alcool, enquanto o regime
topico também pode desencadear eventos adversos como irritabilidade, edema e até dor vulvar
cronica (LIRIO et al., 2019; TVERDEK; KOFTERIDIS; KONTOYIANN, 2016). Isso sugere
a necessidade de alternativas terapéuticas que garantam eficacia e mais seguranca a mulheres
sensibilizadas por efeitos indesejados.

A combinagdo de dois agentes antifungicos ja é utilizada na prética clinica e possui
beneficio comprovado na reducéo do indice de mortalidade por meningite criptococica com a
associacdo de flucitosina e anfotericina B (DAY et al., 2013). O uso de agentes sinérgicos pode

ser promissor na terapia anticandida por aumentar a atividade e o efeito fungicida de farmacos
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atualmente disponiveis, reduzir sua toxicidade e o risco de resisténcia, tornando-se uma opg¢ao
frente as limitacGes dos tratamentos atuais (CAMPITELLI et al., 2017).

A curcumina (CUR) é um polifenol presente no rizoma da Curcuma longa, planta
amplamente utilizada no continente asiatico como tempero, corante e conservante alimentar.
Esse composto e dotado de atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatdria e antioxidante, e
tem se destacado pelo seu potencial antifingico (HEWLINGS; KALMAN, 2017). A CUR
mostrou-se 2,5 vezes mais eficaz que o fluconazol em inibir a adesdo de Candida ao epitélio
bucal, o que a torna um antifungico natural de interesse para novos tratamentos para a CVV
(MARTINS et al., 2009).

Por sua vez, o nitrato de miconazol (MCZ) é um antifungico imidazol comercializado
para o tratamento de infeccdes de pele causadas por fungos e candidiases, incluindo a CVV.
Seu efeito farmacoldgico deve-se a inibicdo da sintese do ergosterol, componente principal da
membrana celular dos fungos, por interagdo com o citocromo P450. A disrupcdo da sintese
membranar contribui para o efeito fungistatico primordial desse agente (PIERARD et al., 2012).

Apesar de serem aplicaveis no tratamento da CVV, CUR e MCZ sdo compostos
lipofilicos de alta solubilidade em solventes potencialmente toxicos, como dimetilsuféxido
(DMSO) e etanol. Além disso, a baixa estabilidade de CUR frente a luz e em meio aquoso,
junto a necessidade de alta frequéncia de administragdo das preparacOes vaginais
comercialmente disponiveis de MCZ, revelam a necessidade de sistemas alternativos para a
administracdo segura e eficaz de ambos (AL-BADR, 2005; SLIKA; PATRA, 2020).

Sistemas hibridos organico-inorganicos do tipo ureasil-poliéter sdo materiais que
associam caracteristicas fisico-quimicas de suas fases, tornando-se aplicaveis para a producao
de sistemas multifuncionais capazes de carrear farmacos hidrofilicos ou lipofilicos e controlar
sua liberacdo, prevenir efeitos adversos locais e sistémicos, garantir maior tempo de circulacdo
plasmatica e reduzir o nimero de doses diarias, aumentando a adesdo ao tratamento (OSHIRO
JUNIOR et al., 2016a).

A constituicdo quimica desses materiais, formados por cadeias de poli(oxido de etileno)
(PEO) e poli(éxido de polipropileno) (PPO) e por siloxanos, confere aos hibridos potenciais
grupos formadores de ligaces de hidrogénio e tempo de contato prolongado com a mucosa
vaginal, composta por um fluido constituido basicamente por agua e mucina. Isso, associado a
capacidade de modificar as propriedades poliméricas finais, torna esses sistemas atraentes para
o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para administracdo vaginal de farmacos para
o tratamento da CVV (NEVES et al., 2014; OSHIRO JUNIOR et al., 2015).
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Diante da possibilidade da utilizagdo de sistemas hibridos para a reducédo das limitagGes
da administragéo de curcumina e miconazol, propde-se a incorporagdo de ambos os ativos em
materiais hibridos como uma alternativa segura e eficaz para o tratamento de CVV causada por

C. albicans.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Candidiase Vulvovaginal

A Candidiase Vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo do trato reprodutor feminino causada
por espécies de fungos oportunistas do género Candida. Dentre as espécies do género, C.
albicans € responsavel por cerca de 90% dos casos de CVV, enquanto outras espécies, como
C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis possuem menor prevaléncia. A doenca ocorre
guando a paciente apresenta, além do agente etioldgico, sinais e sintomas de inflamacéo
vulvovaginal e auséncia de outros microrganismos no local (DE CASSIA ORLANDI SARDI
etal., 2021).

Estima-se que 75-80% das mulheres desenvolvem a CVV pelo menos uma vez na vida
e que cerca de 9% delas apresentam a forma recorrente da doenca, com mais de trés episodios
por ano (ROSATI et al., 2020). A CVV ¢ considerada uma doenca de mulheres
imunocompetentes e cursa com coceira, ardor, dor e vermelhiddo, que podem ser
acompanhados por corrimento vaginal resultante do fluido vaginal acompanhado por
descamacdao epitelial, células imunes e leveduras (WILLEMS et al., 2020).

O desenvolvimento patogénico do principal agente causador de CVV, C. albicans,
decorre da transicdo morfoldgica do fungo de levedura para hifa —forma invasiva capaz de
penetrar ativamente no tecido hospedeiro e de induzir a endocitose—, resultante de mudancas
no microambiente vulvovaginal. A forma de hifa ainda é capaz de produzir uma toxina
denominada candidalisina, que danifica a membrana epitelial por criacdo de poros e pela
ativagdo de vias inflamatdrias inatas e relacionadas ao aparecimento dos sintomas da CVV
(TALAPAKO et al., 2021; WILLEMS et al., 2020).

Outros fatores de viruléncia associados a patogenia de C. albicans incluem a adeséo, a
liberacdo de enzimas hidroliticas e a formacéo de biofilmes. A adesdo é mediada por proteinas
conhecidas como adesinas, que reconhecem ligantes especificos na superficie das células
hospedeiras, e esta envolvida no inicio da colonizagdo e no desenvolvimento da infec¢do. As
enzimas hidroliticas, especialmente as proteinases asparticas (SAP), sdo capazes de hidrolisar
0 revestimento do epitélio vaginal e proteinas de defesa, como imunoglobulinas, mucina,
fibronectina e os componentes C3b, C4b e C5 do complemento, comprometendo a defesa do
hospedeiro contra a infeccdo (CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022; DE
BERNARDIS et al., 2018).

Os biofilmes sdo comunidades microbianas heterogéneas, formadas por uma ou varias
espéecies de fungos e/ou bactérias. Essas estruturas sdo constituidas por diferentes tipos

celulares, incluindo hifas, leveduras e pseudohifas, envoltos por uma matriz extracelular
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composta majoritariamente por proteinas, que oferece nutrientes e protecdo contra fatores
externos, conferindo resisténcia ao biofilme (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2020). Na
patogenia da CVV, dois tipos de biofilmes estdo envolvidos: o abidtico, que pode ser formado
na superficie de dispositivos intrauterinos; e o biotico, na superficie do epitélio vaginal. O
ultimo esté relacionado a formacdo de células persistentes e a alta resisténcia flngica aos
tratamentos convencionais (WU et al., 2020).

A ocorréncia da CVV esta relacionada a fatores comportamentais que resultam em
mudancas no microambiente vaginal. A reposi¢cdo hormonal, 0 uso de corticoesteroides e de
antibioticos locais ou de amplo espectro, além de gravidez e diabetes mellitus descompensada,
contribuem para a reducdo da resposta imune ou para a reducdo da microbiota vaginal,
aumentando o risco patogénico de C. albicans (DE CASSIA ORLANDI SARDI et al., 2021).
Além disso, o alto consumo de leite, de produtos lacteos e os habitos intestinais também estdo
relacionados ao desequilibrio da microbiota vaginal e parecem ter relevancia no
desenvolvimento de CVV (PEREIRA et al., 2021).

Com relacdo ao tratamento da CVV, alguns fatores contribuem para a falha terapéutica,
como a baixa biodisponibilidade de alguns farmacos em tecidos com pH baixo, problemas
farmacocinéticos, além da necessidade de suporte do sistema imune do hospedeiro quando
agentes estaticos sdo utilizados. A resisténcia de C. albicans aos farmacos convencionais, pode
ser mediada por alteragdes no alvo de agéo, pela formacéo do biofilme e por bombas de efluxo,
especialmente as da familia ABC (do inglés, ATP-binding cassette), e também é um dos fatores
responsaveis por comprometer o tratamento disponivel atualmente (BHATTACHARYA; SAE-
TIA; FRIES, 2020; LEE et al., 2020).

2.2 Cavidade Vaginal

A cavidade vaginal é uma estrutura fibromuscular que mede cerca de 6 a 12 cm e
compreende a extensdo da vulva ao colo uterino. A mucosa dessa cavidade cria um
microambiente favordvel para o crescimento da microbiota normal, enquanto impede o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos. As jungdes frouxas dessa camada ainda
possibilitam a permeacdo e retencdo de mediadores imunoldgicos no local, e permitem que
substancias antimicrobianas aplicadas topicamente infiltrem a superficie vaginal, conferindo
protecdo ao longo da sua extensdo (ANDERSON; MARATHE; PUDNEY, 2014,
GRAZIOTTIN; GAMBINI, 2015).

Além disso, a existéncia de uma microbiota vaginal Unica, formada principalmente por

especies de Lactobacillus, também contribui para a defesa do hospedeiro, dada a capacidade



17

dessas espécies de reduzirem o pH vaginal para 3,5 a 4,5 e de produzirem compostos capazes
de matar ou inativar agentes invasores, além de promoverem uma barreira fisica no epitélio
capaz de impedir a adesdo de patogenos (LEYVA-GOMEZ et al., 2019).

Apesar dos mecanismos de defesa da regido, desequilibrios na microbiota podem
facilitar o crescimento de microrganismos patogénicos e o desenvolvimento de infecgdes no
local. Nesses casos, o0 tratamento pela aplicacdo tépica de farmacos por via vaginal mostra-se
vantajoso devido a alta vascularizacdo da regido, a alta superficie de contato e por evitar a
degradacéo gastrointestinal do ativo, bem como o efeito de primeira passagem hepatica, quando
comparada & administrac&o oral (LEYVA-GOMEZ et al., 2019; PANDEY et al., 2020).

As formas farmacéuticas mais comumente usadas para administragdo vaginal incluem
semissolidos, como géis e cremes, para periodos curtos de tratamento, além de dvulos vaginais,
geralmente compostos de glicerol e gelatina. Para tratamentos longos, anéis vaginais podem
fornecer liberagéo prolongada do ativo (COOK; BROWN, 2018). Contudo, essas preparacoes
comumente apresentam baixa retencdo na mucosa vaginal, o que limita a eficacia terapéutica e
alerta para a necessidade da escolha de excipientes, especialmente polimeros, capazes de se
aderir a mucina do fluido vaginal (PANDEY et al., 2020).

2.3 Tratamento da Candidiase Vulvovaginal

Atualmente, apenas quatro classes de antifungicos estdo disponiveis comercialmente
para o tratamento de infeccOes fingicas: os polienos, como a anfotericina B e a nistatina; as
pirimidinas, como a flucitosina; os azéis, divididos em imidazdis e triazdis e mais amplamente
utilizados devido a sua seguranca e variedade de formulacgdes; e as equinocandinas, classe mais
recente que inclui opcdes terapéuticas para o tratamento da candidiase causada por espécies
resistentes aos azois (ROBINS; WRIGHT; COWEN, 2016).

O esquema terapéutico atual para a CVV ndo complicada inclui a administracéo vaginal
de cremes de agentes imidazois, como miconazol 2%, butaconazol 2% ou clotrimazol 1%, por
3 a7dias, ou, de nistatina por 10 a 14 dias. A segunda op¢éo é o uso oral de fluconazol 150 mg
em dose unica ou itraconazol 100 mg em duas doses por um dia. Para a CVV complicada e
recorrente, 0s azois topicos e orais também sdo utilizados, mas em esquemas de tratamento
prolongado por até 6 meses (BRASIL, 2020; COLOMBO et al., 2013).

O uso desses agentes, contudo, é limitado por condi¢fes clinicas, como a gravidez, e
por problemas como baixa biodisponibilidade e alta toxicidade dos farmacos, o que estreita a
disponibilidade de formulacGes e compromete a adesdo e a seguranca do tratamento. Associado

a isso, 0 autodiagndstico, a venda livre e 0 uso indiscriminado desses medicamentos sdo
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responsaveis pelo maior desafio da comunidade médica atual, o desenvolvimento da resisténcia
fangica, capaz de inviabilizar grande parte do arsenal antifngico disponivel, alertando para a
necessidade novas estratégias terapéuticas para a CVV (CHEW; THAN, 2016; SOBEL, J.D;
SOBEL, R., 2018).

Dentre as alternativas, formulagcbes mucoadesivas tém ganhado destaque por atuar
prolongando o tempo do ativo no local de agdo e, consequentemente, aumentando sua
biodisponibilidade e eficacia clinica, além de fornecer uma liberacao rapida ou prolongada de
farmacos de modo néo invasivo (KUMAR et al., 2020; ROSSI et al., 2018). Géis mucoadesivos
in situ e a base de lipossomas e microparticulas promovem liberacéo sustentada, maior atividade
anticandida e maior tempo de retencéo de clotrimazol, sertaconazol e miconazol na cavidade
vaginal, o que pode contribuir para reduzir a frequéncia de administracdo e aumentar a adesdo
e a eficacia do tratamento (ABDELLATIF et al., 2020; KENECHUKWU et al., 2018;
RENCBER et al., 2017).

A administracdo vaginal de probioticos, como Lactobacillus crispatus e L. delbrueckii,
também tem sido estudada e, apesar de exibir fraco efeito anticandida, esta associada a
diminuicdo da recorréncia de CVV por reestabelecer a microbiota normal, que é comprometida
pelo uso prolongado de antimicrobianos (LI et al., 2019). A imunoterapia também parece ser
eficaz em aumentar o tempo de reaparecimento dos sintomas e pode vir a ser uma alternativa
para pacientes acometidos pela forma recorrente da doenga (EDWARDS et al., 2018).

No tocante a reduzida quantidade de farmacos em uso e ao desenvolvimento de
resisténcia por cepas de C. albicans, 0os compostos naturais representam potenciais opgcoes
terapéuticas. A variedade de compostos moleculares encontrados nas plantas pode oferecer
mecanismos de acdo diferentes dos atualmente disponiveis, contribuindo para aumentar o
arsenal farmacoldgico para o tratamento da CVV e de infec¢Bes fangicas invasivas. Além disso,
a associagdo de tais compostos com os farmacos comerciais tem sido estudada e parece ser

promissora para reduzir o risco de resisténcia (ZIDA et al., 2017).

2.3.1 Terapia Antifungica Combinada

A terapia combinada é utilizada no tratamento de doencas causadas por microrganismos,
como malaria, HIV, tuberculose e meningite criptocdcica, para a qual a associacdo de
anfotericina B e flucitosina representa o padrdo ouro de tratamento (ROBINS; WRIGHT;
COWEN, 2016). As vantagens da terapia combinada incluem reducéo do risco de resisténcia e

da toxicidade dos farmacos convencionais, o efeito sinérgico e o aumento do espectro
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antimicrobiano de ativos comerciais, em comparacdo com a monoterapia (HATIPOGLU,;
HATIPOGLU, 2013).

O efeito sinérgico entre dois compostos pode ocorrer por diferentes mecanismos. Os
ativos podem atuar no mesmo sitio alvo, de modo que um facilita e aumenta a fixacédo do outro
no local de acdo. As duas substancias também podem atuar em vias bioldgicas distintas, mas
exercendo um efeito antimicrobiano coletivo, ou, ainda, agir em estagios diferentes de vias
comuns, contribuindo para maior atividade farmacologica (AHMAD et al., 2017).

A terapia antifungica combinada estd relacionada a uma menor falha clinica,
especialmente quando se tratam cepas resistentes. A maximizacdo do efeito de farmacos
conhecidos implica ndo somente em beneficios farmacodindmicos, mas favorece a reducgéo de
doses e, consequentemente, de efeitos adversos, aprimorando a eficacia e a seguranca do
tratamento ao paciente (CARRILLO MUNOZ, ALFONSO JAVIER et al., 2017).

O sinergismo e a associacdo de antifungicos comerciais tém sido estudados e é
comprovadamente benéfica em alguns casos, mas a combinagao com novos compostos também
estd sendo avaliada. Os fitoconstituintes, por exemplo, sdo capazes de potencializar a atividade
antifngica dos farmacos conhecidos e reverter a resisténcia através da inibicao do efluxo pela
membrana plasmatica. As combinacdes entre antifingicos conhecidos e compostos naturais
podem ser mais eficazes que a monoterapia atual e representam uma alternativa de menor custo
para a terapia combinada (ZAIDI et al., 2018).

A administracdo vaginal da combinacdo de agentes comerciais, como o fluconazol, com
extratos vegetais, a exemplo do de gengibre, mostrou-se eficaz em reduzir as concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) de ambos os ativos e a toxicidade renal do azélico, além de
promover aumento da atividade antiflngica e maior erradicacdo do biofilme de C. albicans, o
que reflete aumento da suscetibilidade da cepa ao farmaco comercial e a capacidade da
combinacdo de evitar a resisténcia fangica. Além disso, a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias danosas ao epitélio vaginal e relacionadas a patogenia da CVV foi
consideravelmente menor em comparagdo com a monoterapia, o que amplia os beneficios da
terapia combinada (KHAN et al., 2021).

2.3.2 Curcumina (CUR)

A curcumina, (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona,
também denominada diferuloilmetano, é um polifenol extraido do rizoma de Curcuma longa,
planta conhecida como acafrdo-da-india. A CUR é formada por dois anéis aromaticos que

contém grupos o-metoxifendlicos ¢ sdo unidos por uma cadeia B-dicetona-a,B-insaturada de
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sete carbonos. Possui formula quimica C21H200s e peso molecular igual a 368,38 g/mol
(PRIYADARSINI et al., 2014). A estrutura da CUR esta representada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica da CUR.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

A sua composicao quimica Ihe confere carater hidrofobico (log P ~ 3) e baixissima
solubilidade em &gua, mas boa solubilidade em solventes polares como etanol, metanol, DMSO
e acetato de etila. Outra caracteristica marcante da CUR é o tautomerismo ceto-enol (Figura 2),
dependente da polaridade e do pH do meio. Em solventes apolares e em valores de pH > 8, a
forma enol predomina, enquanto em solventes polares e em meios &cidos e neutros, a CUR
existe na forma diceto. A cor da CUR também varia com o pH, de modo que, em valores de pH
<lepH>7,aCUR apresenta coloracdo vermelha, e em pH entre 1 e 7, coloracdo amarelo-
alaranjada (ESATBEYOGLU et al., 2012).

Figura 2. Tautomerismo ceto-enol da CUR.
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Fonte: Adaptado de Farooqui; Farooqui (2019).

A curcuma é um po de cor amarelo-alaranjado, utilizado como desde tempos remotos
como corante, tempero alimentar e na medicina asiatica para tratar doencas do estbmago e do
figado. A CUR, principal componente deste pd, foi isolada mais de dois séculos atras, e na
década de 1970, diversas atividades farmacologicas deste ativo, como antidiabética, anti-
inflamatdria e redutora de colesterol, foram descobertas (FAROOQUI; FAROOQUI, 2019).

A CUR também apresenta atividade antifungica potente atribuida a mecanismos que

incluem a geracao de espécies livres de oxigénio (EROs) e inducdo de apoptose das células,
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alteracdo na sintese do ergosterol e na permeabilidade da membrana plasmatica. Além disso,
este composto também é capaz de reduzir a secre¢do de proteinases asparticas por C. albicans,
de inibir a transicdo de levedura para hifa, através da ligacdo ao supressor TUP1, e modular as
bombas de efluxo ABC, responsaveis pela resisténcia aos antifingicos comerciais (ANDRADE
etal., 2019; KUMAR et al., 2014; SHARMA et al., 2010).

Apesar da sua gama de efeitos bioldgicos e da atividade antifingica potencial para a
aplicacdo no tratamento da CVV, a baixa biodisponibilidade da CUR, seu rapido metabolismo
e eliminacdo, além da minima solubilidade em agua e da instabilidade frente a luz e a meios
alcalinos, comprometem seu uso clinico. Pensando nisso, sistemas de liberagdo modificados,
como nanoparticulas, hidrogéis, nanogéis e nanoemulsfes, podem ser utéis contornar as

limitagGes fisico-quimicas e farmacocinéticas da administracdo da CUR (STANIC et al., 2017).

2.3.3 Miconazol (MCZ)

O miconazol (Figura 3), 1-(2,4-dicloro-B-[(2,4-diclorobenzil oxi)]fenetil)imidazol, é
um antifangico pertencente a classe dos imidazdis, utilizado como base ou sal de nitrato para
tratar infeccbes micoticas como candidiase superficial, pitiriase versicolor e dermatofitose.
Possui amplo espectro de acdo, mas tem uso limitado devido a sua baixa solubulidade em &gua
(0,1 mg/mL) e biodisponibilidade imprevisivel (AL-MAGHRABI et al., 2020; CERDEIRA,
MAZZOTI; GANDER, 2010).

Figura 3. Estrutura quimica do MCZ.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O MCZ ¢é um farmaco de carater lipofilico que possui alta permeabilidade e esta
classificado na classe 11 (alta permeabilidade e baixa solubilidade) do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica. E um antiflingico de meia-vida curta, administrado por via topica e associado
a efeitos adversos locais, como irritacdo e sensibilidade na pele, sensacdo de queimacao, eritema

e até erupcdo cutanea (SHAH et al., 2017).
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A atividade antifungica do MCZ ocorre primordialmente pela inibicdo da biossintese do
ergosterol, principal esterol da membrana celular dos fungos, através do blogueio da enzima
14-a-lanosterol desmetilase, pertencente ao complexo CYP450. A reducdo do ergosterol e o
acumulo de esterois e de metabdlitos toxicos tornam a membrana celular mais permeavel e
fluida. O MCZ ¢ o Unico azol capaz de inibir outras enzimas de membrana, como a peroxidase
e a catalase, resultando em um aumento na producéo de EROs e na consequente alteragéo nas
organelas celulares, gerando necrose celular. Em baixas concentracdes (0,01 pg/mL) a
atividade é fungistatica, enquanto em maiores concentra¢fes (1-50 pg/mL), é fungicida
(PIERARD et al., 2012).

Diferentemente do que ocorre com outros antibioticos e com outros azois, como 0
fluconazol, a resisténcia fungica ao MCZ permanece baixa, tanto em experimentos laboratoriais
guanto em isolados clinicos, o que pode ser atribuido ao seu uso exclusivamente tépico e ao
seu mecanismo de acdo multidirecionado. No entanto, a formacgéo de biofilmes pelas cepas
fangicas é capaz de impedir a atividade do MCZ, mesmo sem a resisténcia ao farmaco ser
confirmada nas células (PIERARD et al., 2012).

Diante do exposto, novos sistemas de liberacdo, como nanoparticulas, preparados com
sistemas poliméricos biodegradaveis, podem ser eficazes para aprimorar a farmacocinética do
MCZ, reduzir a sua dose e, consequentemente, os efeitos adversos, além de contribuir para
liberacdo sustentada do ativo (AMARAL et al., 2019). A combinacdo de MCZ com outros
compostos, sintéticos ou de origem natural, é capaz de diminuir as concentra¢fes necessarias
do farmaco para a terapia antifingica e de inibir fatores como a formacéao do biofilme por C.
albicans, aumentando a atividade do imidazol (MO et al., 2020; TITS et al., 2020).

2.4 Sistemas Hibridos Organico-Inorganicos

Os sistemas hibridos orgéanicos-inorganicos sdo materiais multifuncionais que
apresentam as vantagens dos 6xidos inorganicos, como alta estabilidade mecénica, estrutural e
térmica, associadas as caracteristicas dos polimeros organicos, como flexibilidade e variedade
funcional (DIAZ; CORMA, 2018). Além disso, esses materiais conferem indimeras
possibilidades atribuidas pelo acoplamento do estado coloidal com as propriedades fisico-
quimicas de sistemas bioldgicos e de fluidos complexos, o que desperta o interesse para sua
utilizacdo em diversas areas pela industria e pela academia (FAUSTINI et al., 2018).

Uma das aplicagdes desses materiais encontra-se na industria farmacéutica. Hibridos
organicos-inorganicos que possuem fase inorganica formada por silica sdo alternativas de baixo

custo e de facil aplicacdo que podem ser utilizadas para incorporar uma variedade de
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medicamentos. O carater macroporoso desses sistemas lhes confere vantagens no
encapsulamento e na liberacdo dos farmacos, podendo ser aplicaveis tanto para distribuicdo

sistémica quanto para administracédo local (OSHIRO et al., 2018).

2.4.1 Sistemas Hibridos Ureasil-Poliéter (U-PEO e U-PPO)

Os materiais poliméricos representam alternativas aplicaveis no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada, que tém ganhado destaque pela sua capacidade de incorporar
farmacos lipofilicos e hidrofilicos, de aumentar a permanéncia na corrente sanguinea e de
garantir mais seguranca ao tratamento. O poli(6xido de etileno) (PEO) é um polimero de carater
hidrofilico, com alta capacidade de intumescimento e boa estabilidade em pH bioldgico. Por
sua vez, o poli(éxido de propileno) (PPO), apresenta carater hidrofobico, devido a presenca de
um grupo metil adicional em sua cadeia (OSHIRO JUNIOR et al., 2016a).

Os sistemas hibridos ureasil-poliéter sdo constituidos por cadeias de PEO ou PPO e
unidades de siloxano (Figura 4). A unido das caracteristicas da fase inorganica com as da fase
polimérica, como alta flexibilidade e possibilidade de modificar o peso molecular, permite que
esses materiais sejam moldados em formas farmacéuticas distintas. Ademais, a presenca de
grupos formadores de ligagcdes de hidrogénio, como —OH e —COOH, permite a interacao destes
com o substrato biolégico, garantindo uma capacidade bioadesiva aos hibridos (OSHIRO
JUNIOR et al., 2015).

Figura 4. Estrutura quimica de U-PEO (A) e U-PPO (B).
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Fonte: Adaptado de Oshiro Junior et al. (2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver sistemas hibridos do tipo ureasil-poliéter incorporados com curcumina e
miconazol, potencialmente aplicaveis no tratamento da candidiase vulvovaginal causada por C.

albicans.

3.2 Objetivos Especificos
e Preparar e realizar a caracterizacdo fisico-quimica dos materiais hibridos ureasil-
poliéter com e sem curcumina e miconazol;
e Avaliar a atividade antifungica in vitro de curcumina e miconazol contra C. albicans;
e Estimar a interacdo do efeito entre curcumina e miconazol através do método

checkerboard.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados entre Dezembro de 2021 e Abril de 2022 no

Laboratdrio de Desenvolvimento e Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF), no

Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) na Universidade

Estadual da Paraiba (UEPB), e no Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM) na
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias primas

Agua destilada;

Agar Sabouraud-Dextrose (Lote: 012519506 — Kasvi®, Itélia);

Alcool etilico PA (Lote: 155147 — LabSynth®, Diadema, SP, Brasil);

Alcoxido modificado 3-isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEOS) (Lote: BCBZ6236 —
DAS, Sigma Aldrich®, Cotia, SP, Brasil);

2-aminopropil propilenoglicol-polietileno (Lote: BCBH5375V — Sigma Aldrich®, SP,
Brasil);

2-aminopropiléter propilenoglicol (Lote: MKBN7686V — Sigma Aldrich®, SP, Brasil)
Caldo Sabouraud-Dextrose (Lote: 091217505 — Kasvi®, PR, Brasil)

Curcumina (Sigma Aldrich®, SP, Brasil);

Solucéo de HCI 2M;

Nitrato de Miconazol (Sigma Aldrich®, SP, Brasil).

4.1.2 Equipamentos

Analisador térmico Shimadzu™ — DTA-60 (NGmero de série: C205651 — Barueri, SP,
Brasil);

Balanga semi-analitica AW220 — Shimadzu (NUmero de série: B12917113 — Quioto,
Honshu, Japéo);

Destilador de agua Pilsen SP5L — SPBALOR (Numero de série: 03616/116 — Vila
Formosa, Prudente, Brasil);

Espectrometro Spectrum 400 — PerkinElmer (Waltham, MA, Estados Unidos);
Termobalanga Shimadzu™ — TGA-50 (Numero de série: C305651 — Barueri, SP,
Brasil).
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4.2 Métodos

4.2.1 Sintese dos materiais hibridos ureasil-poliéter com e sem IFAs

Os precursores hibridos PEO500 e PPO400 foram obtidos pelo método sol-gel, através
da reacdo entre um alcoxido modificado 3-isocinatopropiltrietoxisilano (ISOTrEOS) e o0s
polimeros funcionalizados, poli(6xido de etileno), de massa molecular igual a 500 g.mol?, e
poli(6xido de propileno), de massa molecular 400 g.mol, respectivamente. A mistura dos
reagentes foi realizada na proporcao 1:2 (polimero:alcoxido) e mantida sob refluxo em etanol
por 24 horas a 70 °C. Em seguida, o solvente foi evaporado sob vacuo em um rotaevaporador a
80 °C por cerca de 15 minutos.

Apds a obtencdo dos precursores, reacdes de hidrélise e condensacdo foram realizadas
para a formacdo de membranas hibridas, utilizando para isso, 0,75 g de precursor, 500 pL de
etanol, 50 pL de &gua e 15 pL de agente catalisador (HCI 2M), misturados nesta ordem sob
agitacdo a 290 rpm em agitador magnético por 3 minutos.

As membranas incorporadas com curcumina e miconazol foram preparados com 0,0225
g de cada, aos quais adicionou-se 0s mesmos volumes de etanol e agua citados anteriormente,
sob agitacdo. Apds 1 minuto, o conteudo foi vertido em 0,75 g de precursor PEO500 e PPO400,
e 0 mesmo periodo foi aguardado até que o volume previsto de HCI 2M fosse adicionado, com

a amostra ainda sob agitacdo a 290 rpm em agitador magnético até a formacdo das membranas.

4.2.2 Caracterizacgao fisico-quimica dos materiais hibridos contendo CUR e MCZ
4.2.2.1 Termogravimetria (TG)

As curvas de curcumina, miconazol e dos materiais hibridos com e sem IFAs foram
obtidas em uma termobalancga Shimadzu™ (TGA-50), sob atmosfera de nitrogénio com razdo
de fluxo de 100 mL/min. Em média 10 mg de cada amostra foram colocadas em cadinhos de
alumina e submetidas a aquecimento no intervalo de temperatura entre 40 e 900 °C, com razéo

de aquecimento de 10 °C.min.

4.2.2.2 Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas de DTA foram obtidas em um analisador térmico Shimadzu™ (DTA-60), sob
atmosfera de nitrogénio com razdo de fluxo de 100 mL/min e raz&o de aquecimento de 10
°C.min’%, na faixa de temperatura entre 40 e 400 °C. Aproximadamente 2 mg das amostras foram
pesadas e colocadas em cadinhos de aluminio posteriormente selados com auxilio de uma

prensa manual.
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4.2.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros FTIR das amostras foram obtidos em um espectrometro de infravermelho
(Spectrum 400 - Perkin Elmer, EUA) com varredura na faixa de 4000 a 650 cm™, com resolugio

de 4 cm™. Os dados foram analisados pelo software Origin® (verséo 8.5).

4.2.3 Ensaios de atividade antimicrobiana
4.2.3.1 Preparacéo do inéculo de C. albicans

A avaliacdo in vitro da atividade antifungica foi realizada utilizando a linhagem de
referéncia de C. albicans ATCC 10231 obtida da American Type Culture Collection (ATCC).
C. albicans foi mantida em caldo de levedura com base de nitrogénio (YNB, Sigma Aldrich®,
EUA) suplementado com D - (+) - glicose 100 mM (Sigma Aldrich ®, EUA). O microrganismo,
em seguida, foi subcultivado em placas Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Sigma Aldrich®,
EUA) e incubado a 37 °C por 48 h para crescimento de colonias.

O in6culo do microrganismo foi preparado com coldnias crescidas em agar Sabouraud-
Dextrose por 24 horas a 35-37 °C suspendidas em caldo Sabouraud-Dextrose (Kasvi®). Em
seguida, a suspensdo foi padronizada em espectrofotometro a 530 nm a fim de se obter uma
concentragdo equivalente a 5 x 10® UFC/mL. Para a realizacdo dos testes abaixo, a suspensio

foi diluida em caldo para uma concentragdo final de 2,5 x 103 UFC/mL.

4.2.3.2 Determinacgdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima foi determinada pelo método de microdiluicdo em
caldo, de acordo com a norma M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

O ensaio foi realizado em uma microplaca de 96 pogos com fundo chato. Inicialmente,
0s pogos foram preenchidos com 100 pL de caldo Sabouraud-Dextrose (Kasvi®). Em seguida,
acrescentou-se 100 pL das solugcGes de curcumina e miconazol, preparadas em dimetilsulféxido
a 10%. Procedeu-se a realizacédo de diluigdes seriadas de 1024 a 0,03125 pg/mL para curcumina
e de 5 a 0,00015269 pg/mL para miconazol. Por fim, um volume equivalente a 5 pL da
suspensdo de C. albicans ATCC 10231 foi inoculado. Como controles positivos foram
utilizados caldo Sabouraud-Dextrose misturado as solugdes de curcumina e de miconazol,
enquanto o caldo isolado representou o controle negativo. O controle de crescimento foi
realizado com o0 meio e a suspensdo do fungo. A microplaca foi incubada em estufa

bacterioldgica a 35-37 °C por 24-48 horas.
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A revelacdo do teste foi realizada apds 24 e 48 horas pela adi¢do de 40 pL de resazurina
a 0,01% (Sigma Aldrich®) previamente filtrada em membrana 0,22 um e a mudancga de
coloracdo de roxo para rosa evidenciou o crescimento de C. albicans nos orificios. As CIMs
foram definidas como a menor concentracdo dos IFAs capaz de inibir o crescimento do
microrganismo testado.

As concentracgdes testadas na microplaca ainda foram avaliadas quanto a sua capacidade
inibitéria através do semeio do conteudo dos pocos em placas de Petri contendo agar

Sabouraud-Dextrose (Kasvi®), seguida de incubacdo por 24 horas a 35-37 °C.

4.2.3.3 Ensaio checkerboard para avaliacédo de sinergismo

A interacdo dos efeitos de curcumina e miconazol frente a C. albicans ATCC 10231 foi
avaliada pelo método checkerboard, seguindo a metodologia descrita por Pillai, Moellering &
Eliopoulos (2005), com adaptacdes.

As solucdes dos IFAs foram preparadas em dimetilsulfoxido a 10% e diluidas
serialmente em caldo Sabouraud-Dextrose (Kasvi®) antes de serem adicionadas aos pogos da
microplaca. A coluna n® 1 foi preenchida até o pogo G com 100 uL das dilui¢bes de curcumina,
de forma decrescente, de modo que as concentragdes finais atingissem 256 a 4 ug/mL. A fileira
H foi preenchida da coluna n® 2 a n® 8 com as dilui¢es de miconazol, de forma crescente, com
as concentracdes finais compreendidas entre 2,5 e 0,0390625 pg/mL. Os pogos compreendidos
da coluna n® 2 a n® 8 foram preenchidos até a linha G com 50 pL das respectivas diluicGes de
curcumina e de miconazol, seguindo a ordem de concentracGes previamente adicionadas. Em
seguida, 100 pL do indculo de C. albicans foi adicionado aos po¢os.

A coluna n° 11 foi reservada para o controle de meio de cultura caldo Sabouraud-
Dextrose, enquanto a coluna n® 12 e o po¢o 1H foram preenchidos com o controle de
crescimento fungico. A microplaca foi incubada por 24-48 horas a 35-37 °C e o resultado foi
revelado pela adicdo de 40 pL de resazurina a 0,01%, indicador do crescimento de
microrganismos.

O esquema da microplaca para o teste de avaliacdo do sinergismo esta demonstrado na

Figura 5.
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Figura 5. Ensaio checkerboard para avaliar o sinergismo entre CUR e MCZ.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

A avaliacdo da interacdo dos IFAs foi calculada pelo indice de concentracéo inibitoria
fracionada (ICIF), conforme a equacao abaixo:

CIM CIM
ICIF = ClF;yg + ClFyc; = CUR COMBINADA MCZ COMBINADO

CIMCUR ISOLADA CIMMCZ ISOLADO

Segundo Pillai, Moellering & Eliopoulos (2005), valores de ICIF iguais ou inferiores a
0,5 indicam sinergismo entre os ativos, enquanto valores iguais a 1 e 2 sugerem efeito aditivo

e antagonico, nesta ordem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencao dos materiais hibridos ureasil-poliéter com e sem IFAS

Os materiais hibridos U-PEO500 e U-PPO400 foram obtidos pelo processo sol-gel e
moldados na forma de membranas circulares, que apresentaram aspecto homogéneo e
transparente, sem a presenca de rachaduras ou fissuras apds a secagem. A Figura 6 apresenta

as caracteristicas visuais das membranas hibridas puras e incorporadas com CUR e MCZ.

Figura 6. Materiais hibridos U-PEO500 e U-PPO400 puros (A, B), com CUR (C, D), com
MCZ (E, F) e com CUR e MCZ (G, H).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: U-PEO500: Membrana hibrida de ureasil-poliéxido de etileno (A); U-PPO400: Membrana hibrida de
ureasil-polioxido de propileno (B); U-PEO + CUR: Ureasil-polioxido de etileno incorporado com Curcumina a
3% (C); U-PPO + CUR: Ureasil-poliéxido de propileno contendo Curcumina a 3% (D); U-PEO + MCZ: Ureasil-
poliéxido de etileno incorporado com Miconazol (E); U-PPO + MCZ: Ureasil-polidxido de propileno contendo
Miconazol (F); U-PEO + CUR + MCZ: Ureasil-polioxido de etileno incorporado com Curcumina e Miconazol a
3% (G); UPPO + CUR + MCZ: Ureasil-polioxido de propileno contendo Curcumina e Miconazol a 3% (H).

O método sol-gel permite a obtengdo de hibridos com tamanho, poros e area de
superficie controlada. Contudo, a evaporacdo do solvente pode causar uma contracdo abrupta
no material e levar a um estresse interno que resulta em fissuras ou rachaduras na membrana
final (OSHIRO JUNIOR et al., 2016b). Sendo assim, a uniformidade das caracteristicas
macroscopicas é fundamental para indicar a eficiéncia do processo de obtencdo desses
materiais.

Além disso, a observacdo visual (Figura 6) demonstrou que todos os ativos foram

incorporados completamente na matriz quando adicionados em uma propor¢do maxima de 3%
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em relagdo a massa do precursor, de modo que ndo foi observada precipitacdo de particulas de
CUR ou MCZ. O mesmo comportamento foi observado na literatura, quando U-PEO500 foi
incorporado com CUR e com micelas contendo 3% de CUR, e o material final apresentou-se
limpido e homogéneo (NICOLAU COSTA et al., 2021).

As membranas dos precursores hibridos isolados (Figuras 6A e 6B) apresentaram-se
transparentes, enquanto aquelas contendo CUR (Figuras 6C e 6D) adquiriram a coloragéo
alaranjada dessa substancia. Quando o MCZ (Figuras 6E e 6F) foi incorporado, as membranas
tornaram-se turvas devido a distribui¢do do farmaco no material. Na membrana de U-PEO com
CUR e MCZ (Figura 6G) e possivel perceber uma coloragdo vermelho escura, caracteristica da
curcumina quando desprotonada.

Além das caracteristicas visuais, também foram analisados os parametros de peso,

didametro e espessura das membranas finais, conforme exposto na Tabela 1.

Tabela 1. Peso, didametro e espessura das membranas hibridas de U-PEO e U-PPO com e sem
CUR e MCZ.

Membrana Peso () Diametro (cm) Espessura (cm)
U-PEO500 0,61 £ 0,008 1,75+ 0,07 0,20
U-PEO + CUR 3% 0,61 +0,010 1,90+0,1 0,20
U-PEO + MCZ 3% 0,67 £0,070 1,80 0,20
U-PEO + CUR + MCZ 3% 0,65 £ 0,030 2,20 0,20
U-PPO400 0,53 £ 0,020 1,65 + 0,07 0,20
U-PPO + CUR 3% 0,56 £ 0,002 1,90 0,20
U-PPO + MCZ 3% 0,56 £+ 0,001 1,80 0,20
U-PPO + CUR + MCZ 3% 0,57 £ 0,008 1,80 0,20

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: U-PEO500: Ureasil-polioxido de etileno; U-PEO + CUR: Ureasil-polioxido de etileno incorporado com
Curcumina; U-PEO + MCZ: Ureasil-polioxido de etileno incorporado com Miconazol; U-PEO + CUR + MCZ:
Ureasil-polioxido de etileno incorporado com Curcumina e Miconazol; U-PPO400: Ureasil-polioxido de
propileno; U-PPO + CUR: Ureasil-poliéxido de propileno contendo Curcumina; U-PPO + MCZ: Ureasil-polidxido
de propileno contendo Miconazol; UPPO + CUR + MCZ: Ureasil-polioxido de propileno contendo Curcumina e
Miconazol. Valores expressos em média e desvio padrdo (n = 3).

A reducdo do peso das membranas em relacdo a massa do precursor adicionada na
inicialmente ocorre devido a perdas durante o processo de producéo e a evaporagédo do etanol e
da agua durante o processo de secagem. A correspondéncia entre as medidas obtidas e os baixos
valores de desvio padrao refletem a reprodutibilidade do método e apontam para a capacidade

da producdo em maior escala de formas farmacéuticas sélidas a partir dos materiais hibridos.
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5.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos materiais hibridos com e sem CUR e MCZ
5.2.1 Termogravimetria (TG)

Os parametros termogravimétricos de CUR, MCZ e dos precursores hibridos puros e
incorporados com 0s IFAs estdo apresentados nas Figuras 7-9 e na Tabela 2. A curvade TG do
precursor hibrido U-PEO500 (Figura 7A) apresenta trés etapas de decomposicdo térmica. A
primeira ocorre entre 57,49-161,37 °C com perda de massa de 13,41%, atribuida a evaporacéo
de &gua e de etanol. O principal evento térmico ocorre em 268,33-431,39 °C com perda de
58,45% devido a decomposi¢do das unidades ureasil. O ultimo estagio ocorre entre 446,73-
545,79 °C com 26,04% de perda de massa.

O perfil termogravimétrico do U-PPO400 (Figura 7B) mostrou-se semelhante, com trés
eventos térmicos, sendo o primeiro entre 42,08 e 223,93 °C com perda de 3,31% referente a
desidratacdo e perda do solvente. O principal estagio de decomposi¢do ocorre em 228,31-
489,47 °C com perda de 57,74%. O Ultimo evento térmico em 492,10-782,46 °C cursa com
reducdo de 8,41% de massa. Observou-se um residuo final de 3,2032 mg (30,53%).

Figura 7. Curvas de TG dos precursores hibridos U-PEO500 (A) e U-PPO400 (B).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: U-PEO500: Material hibrido ureasil-polidxido de etileno; U-PPO400: Material hibrido ureasil-poliéxido
de propileno.

A curvade TG da CUR (Figura 8A) apresentou dois eventos térmicos de decomposicao.
Até 200 °C o ativo se manteve estavel e ndo houve perda de massa referente a desidratacéo, o
que atesta que a amostra estava totalmente seca. O primeiro evento ocorre em 239,12-443,28
°C com perda de 56,01%. O segundo estagio ocorre em 440,73-900 °C com 16,03% de perda e
formacdo de um residuo final de 2,9083 mg (27,95%). Segundo Chen, Z., et al. (2014), a
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primeira e segunda etapas séo referentes a decomposi¢do de grupos substituintes e dos anéis
aromaticos da CUR, respectivamente.

Por sua vez, a curva termogravimétrica do MCZ, na Figura 8B, exibiu decomposic¢ao
térmica em trés estagios. O primeiro ocorre entre 180,42 e 214,16 °C com perda de 20,49%. O
segundo refere-se ao principal evento termogravimétrico e ocorre em 219,42-356,56 °C com
65,72% de perda de massa. A Ultima etapa de decomposicéo, entre 361,40 e 900 °C cursa com
perda de 10,01%, restando um residuo de 0,4048 mg (3,75%). Esses dados corroboram com
aqueles encontrados em Tejada et al. (2018), que atribuem o pico largo em 309 °C com ombro
em cerca de 200 °C como o principal evento termogravimétrico do farmaco.

O primeiro evento térmico do MCZ pode ser atribuido a perda de CzHsN2 e HCI na
forma de gases, ao passo que o segundo e terceiro eventos correspondem a liberacdo do restante
da molécula, C15H10CI30. O MCZ tem decomposicao térmica completa, que ocorre na forma
de liberaco de gases, entre os quais estdo N2, CO, CO2 e NHz (ABD EL-HALIM et al., 2012).

Figura 8. Curvas de TG de CUR (A) e de MCZ (B).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Legenda: CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol.

As curvas de TG do U-PEO (Figura 9A) e U-PPO (Figura 9B) contendo CUR e MCZ
apresentaram trés eventos térmicos, sendo o primeiro referente a perda de dgua e solvente (40-
63 °C), e 0 segundo e terceiro relacionados a decomposi¢édo térmica dos materiais incorporados,
ocorrendo entre 230-273 °C e 435-900 °C, respectivamente. Nao foram observados sinais de
incompatibilidade entre os hibridos e os ativos. Além disso, a estabilidade térmica de ambos 0s
farmacos aumentou ap0Os a dispersdo nos materiais, 0 que é indicado pelo aumento da

temperatura do evento de decomposicédo principal e da maior massa residual, especialmente de
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MCZ, que tinha decomposicao praticamente completa quando isolado. Tal melhora se deve a
mais alta estabilidade dos materiais hibridos que, portanto, fornecem protecéo térmica aos IFAs
dispersos em suas matrizes.

Figura 9. Curvas de TG de CUR e MCZ incorporados no material hibrido U-PEO500 (A) e U-
PPO400 (B).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; U-PEO + CUR: Ureasil-polidxido de etileno contendo Curcumina;

U-PEO + MCZ: Ureasil-polidxido de etileno contendo Miconazol; U-PEO + CUR + MCZ: Ureasil-polidxido de

etileno contendo Curcumina e Miconazol; U-PPO + CUR: Ureasil-poliéxido de propileno contendo Curcumina;

U-PPO + MCZ: Ureasil-polidxido de propileno contendo Miconazol; U-PPO + CUR + MCZ: Ureasil-polioxido
de polipropileno contendo Curcumina e Miconazol.

Tabela 2. Parametros termogravimétricos de CUR, MCZ e dos materiais hibridos U-PEO500

e U-PPO puros e incorporados com os IFAs. (continua)
Amostra Evento Tnicio- Trinal (°C) Perda de massa (%)
U-PEO500 Primeiro 57,49-161,37 13,41
Segundo 268,33-431,39 58,45
Terceiro 446,76-545,79 26,04
U-PPO400 Primeiro 42,08-223,93 3,31
Segundo 228,31-489,47 57,74
Terceiro 492,10-782,46 8,41
CUR Primeiro 239,12-433,28 56,01

Segundo 440,73-900 16,03
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(concluséo)

Amostra Evento T inicio- Trinal (°C) Perda de massa (%)
MCZz Primeiro 180,42-214,16 20,49
Segundo 219,42-356,58 65,72
Terceiro 361,40-900 10,04
U-PEO500 + CUR Primeiro 45,08-272,08 5,67
3% Segundo 273,01-436,85 62,71
Terceiro 446,05-900 10,25
U-PEO500 + MCZ Primeiro 40,10-259,70 5,45
3% Segundo 261,46-429,78 62,36
Terceiro 435,04-900 13,33
U-PEO500 + CUR Primeiro 43,50-266,66 6,44
+ MCZ 3% Segundo 267,54-502,98 69,65
Terceiro 505,61-900 4,35
U-PPO400 + CUR Primeiro 51,95-247,66 3,88
3% Segundo 250,29-487,16 61,05
Terceiro 488,91-900 8,77
U-PPO400 + MCZ Primeiro 63,06-205,85 2,72
3% Segundo 236,94-509,38 66,34
Terceiro 511,13-900 6,08
U-PP0O400 + CUR Primeiro 51,23-226,34 3,55
+ MCZ 3% Segundo 230,28-489,01 62,77
Terceiro 493,83-887,84 8,16

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; U-PEO + CUR: Ureasil-polidxido de etileno contendo Curcuming;
U-PEO + MCZ: Ureasil-polioxido de etileno contendo Miconazol; U-PEO + CUR + MCZ: Ureasil-polidxido de
etileno contendo Curcumina e Miconazol; U-PPO + CUR: Ureasil-poliéxido de propileno contendo Curcumina;
U-PPO + MCZ: Ureasil-polidxido de propileno contendo Miconazol; U-PPO + CUR + MCZ: Ureasil-poliéxido
de polipropileno contendo Curcumina e Miconazol.

5.2.2 Anélise Térmica Diferencial (DTA)

A Figura 10 e a Tabela 3 mostram, respectivamente, as curvas e 0s parametros de DTA
dos IFAs e dos precursores hibridos puros e incorporados com CUR e MCZ.

O PEO e o PPO tém carater amorfo e ndo apresentam temperatura de fusdo definida e
nenhum pico de evento significativo foi observado em suas curvas (MOURA et al., 2015).

Quando a combinacdo dos hibridos com a mistura binéria dos ativos foi analisada, a
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caracteristica dos precursores predominou, 0 que sugere uma interagdo entre estes e CUR e
MCZ.

Figura 10. Curvas de DTA de CUR, MCZ, mistura binaria CUR + MCZ 1:1 e dos precursores

hibridos PEO500 e PPO400 puros e combinados com os IFAs.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: PEO500: Precursor hibrido ureasil-poliéxido de etileno; PPO400: Precursor hibrido ureasil-poliéxido de
propileno; CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; CUR + MCZ 1:1: Mistura binaria de Curcumina e Miconazol;
PEO + CUR 1:1: Precursor hibrido ureasil-poliéxido de etileno e Curcumina na proporcédo 1:1; PEO + MCZ:
Precursor hibrido ureasil-poliéxido de etileno e Miconazol na proporgdo 1:1; PEO + CUR + MCZ 1:1: Precursor
hibrido ureasil-polioxido de etileno e mistura binaria de Curcumina e Miconazol na proporagdo 1:1; PPO + CUR
1:1: Precursor hibrido ureasil-polioxido de propileno e Curcumina na proporcéo 1:1; PPO + MCZ 1:1: Precursor
hibrido ureasil-polidxido de propileno e Miconazol na proporgéo 1:1; PPO + CUR + MCZ 1:1: Precursor hibrido
ureasil-polioxido de propileno e mistura binaria de Curcumina e Miconazol na proporagdo 1:1.

A CUR apresenta um pico endotérmico em 186,41 °C com entalpia AH = -77,11 J/g,
que corresponde ao seu ponto de fusdo. O segundo evento € exotérmico, com Tpico igual a
381,34 °C e AH = 23,79 J/g. Segundo Fugita et al. (2012), esse evento estd relacionado a
decomposicgéo térmica da CUR.

Na curva do MCZ, também foram observados um pico endotérmico e outro exotermico.
O primeiro, em 185,29 °C, refere-se a fusdo do ativo, com entalpia igual a -42,81 J/g. O segundo
pico, em 208,25 °C (AH = 138,04 J/g), € exotérmico e pode ser atribuido a recristalizacdo parcial
resultante de transicdo de segunda ordem para o estado fundido a partir de um estado amorfo
(KENECHUKWU et al., 2018).

O termograma da mistura binaria de CUR e MCZ 1:1 apresentou um Unico pico
endotérmico Unico em 161,79 °C (AH = -58,99 J/g), referente a fusdo dos ativos. A reducdo da
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temperatura de fusdo em mais de 20 °C, associada ao desaparecimento dos picos exotérmicos
anteriormente apresentados pelos IFAs, pode indicar incompatibilidade fisica entre eles.

Na curva da mistura de CUR com os precursores hibridos, foi observado que o PEO
antecipou o pico endotérmico da CUR (Tpico = 111,67 °C), 0 que indica incompatibilidade
térmica entre este hibrido puro e o composto. Contudo, no material PPO, o evento de fuséo
apresentou valores em 178,96 °C.

Na mistura do MCZ com os precursores hibridos, os picos exotérmicos do IFA foram
sutilmente antecipados, enquanto os endotérmicos nao foram registrados. Esse comportamento
esta em conformidade com o encontrado por Tejada et al. (2017), que explicam que o farmaco
pode ter passado de um estado cristalino para um amorfo ou foi disperso na matriz polimérica.

Tabela 3. Parametros de DTA de CUR, MCZ e dos precursores hibridos PEO500 e PPO400

puros e combinados com 0s IFAs.

Amostra Thpico (°C) AH (J/9)

CUR 186,41 -77,11
381,34 23,79

MCZ 185,29 -42,81

208,25 138,04

CUR+MCZ1:1 161,79 -58,99
PEO + CUR 1:1 111,67 -4,66
348,84 14,17

PEO + MCZ 1:1 194,52 337,25
PPO +CUR 1:1 178,96 -3,25
338,13 4,03

PPO + MCZ 1:1 194,17 23,95

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: Tpico: Temperatura de pico; AH: Variacdo de entalpia; CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; CUR +
MCZ 1:1: Mistura binaria de Curcumina e Miconazol; PEO + CUR: Precursor hibrido ureasil-poliéxido de etileno
e Curcumina na propor¢do 1:1; PEO + MCZ: Precursor hibrido ureasil-poliéxido de etileno e Miconazol na
propor¢éo 1:1; PPO + CUR 1:1: Precursor hibrido ureasil-poliéxido de propileno e Curcumina na proporcéo 1:1;
PPO + MCZ 1:1: Precursor hibrido ureasil-polidxido de propileno e Miconazol na propor¢éo 1:1.

5.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR dos precursores hibridos U-PEO500 e U-PPO400 estdo
apresentados na Figura 11. As primeiras bandas sdo referentes ao estiramento N-H dos grupos

ureia e aparecem em 3370 cm™ e 3338 cm™, respectivamente. Em cerca de 2920 cm™ e 2870
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cm™ observa-se picos referentes a estiramento CH, assimétrico e simétrico, em ambos 0s
hibridos. O U-PPO apresenta um pico extra em 3007 cm™ referente ao seu grupo CHs adicional.
As ligacOes ureia podem ser visualizadas por bandas nas regides amida I, que aparecem em
torno 1635 cm™, enquanto as bandas amida 11 aparecem em aproximadamente 1560 cm™. Por
fim, o pico mais intenso nos dois espectros, em cerca de 1080 cm™, pode ser atribuido ao
estiramento de ligacbes C-O. Esses dados estdo em conformidade com aqueles encontrados

por Mendes et al. (2021), confirmando a obtencéo e caracterizacdo correta desses materiais.

Figura 11. Espectros de FTIR dos precursores hibridos U-PEO500 e U-PPO400.

U-PEO500

U-PP0O400

T T y T y T T T J T g T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda / cm’

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Legenda: FTIR: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier; U-PEO500: Ureasil-polioxido de
etileno; U-PPO400: Ureasil-polioxido de propileno.

Na varredura da curcumina (Figura 12), o espectro exibiu picos caracteristicos de
estiramento O-H de hidroxila fendlica em 3509 cm?, estiramento de grupo metilénico em 2970-
3000 cm't, estiramento de ligagdes C=C em 1625 cm™, vibrages C=0 e C=C aromaticas em
1500 cm?, além de dobramento C-H em 1427 cm e estiramento C-O em 1150 cm™. Esses
dados estdo em conformidade com aqueles encontrados na literatura (CHEN, J., et al., 2018;
CHEN, X, et al., 2015).

No espectro do miconazol, na Figura 12, o primeiro pico, visualizado em 3180 cm™, é
atribuido ao estiramento C-N do anel imidazol, enquanto em 3100 cm™ observou-se um pico
de maior intensidade referente ao estiramento C-H aromatico. Em 2965 e 2905 cm™, séo
visualizados picos de fraca intensidade que podem estar relacionados ao estiramento CH. e CH,
segundo a literatura (AL-BADR, 2005). Em 1586 cm™ ha um pico caracteristico de estiramento
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C=C aromatico e, em sequéncia, outra banda de mesma intensidade referente ao estiramento
C=C do anel imidazol, em 1545 cm™, conforme descrito por Barillaro et al. (2005).

O espectro da mistura binaria de CUR e MCZ na proporcao 1:1 também é mostrado na
Figura 12. E possivel observar que os picos caracteristicos de ambos os IFAs foram
preservados, mas aparecem com menor intensidade, o que pode ocorrer pela diminui¢do da
quantidade dos compostos na mistura frente aos espectros deles isolados. Sendo assim, nédo
houve indicios de incompatibilidade quimica entre os ativos.

A incompatibilidade de misturas binarias é visualizada no FTIR pelo desaparecimento
de picos existentes, pelo aparecimento de novas bandas ou por alteragdo de intensidade ou da
regido em que o pico de um dos compostos aparece originalmente no espectro. Contudo, €
comum que bandas localizadas na mesma regido do espectro se sobreponham e dificultem a
analise da varredura (ROJEK; WESOLOWSKI, 2019).

Figura 12. Espectros de FTIR de curcumina, miconazol e da mistura binaria CUR + MCZ 1:1.
CUR

MCZ

CUR + MCZ 1:1
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Legenda: FTIR: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier; CUR: Curcumina; MCZ:
Miconazol; CUR + MCZ 1:1: Mistura binaria de Curcumina e Miconazol.

Nos espectros de U-PEO incorporado com curcumina, miconazol e ambos, Figura 13A,
amodificacdo das bandas referentes ao estiramento N-H do material e 0 aumento da intensidade
das bandas amida I e Il sugere interacéo dos grupos quimicos dos IFAs com 0s grupos ureia do
hibrido por ligaces de hidrogénio. Além disso, a observacdo de um novo pico em cerca de
2870 cm™, regido referente ao estiramento de grupos CHa, sugere que a estrutura do U-PEO

estd sendo alterada com a incorporacdo de CUR e MCZ.
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Nas varreduras de U-PPO incorporado com os ativos, Figura 13B, ndo foram observadas
alteracOes dos picos de estiramento N-H, mas o aumento da intensidade das bandas de amida,
em especial amida Il, associado a mudanca na intensidade das bandas de estiramento C-H
também evidenciam mudancgas na estrutura do material apds a incorporacdo dos ativos. O
aparecimento de um pico em 1010 cm™ pode indicar interagdo que os IFAs interagem com este

hibrido na regido dos grupos oxietilenos, diferentemente de quando incorporados no U-PEO.

Figura 13. Espectros de FTIR de U-PEO500 (A) e U-PPO400 (B) incorporados com CUR,
MCZ e CUR + MCZ.

A U-PEO500 B U-PPO400
U-PEO + CUR U-PPO + CUR

UFEQ + MCZ U-PPO + MCZ

U-PEQ + CUR + MCZ U-PPO + CUR + MCZ

T T T T T T T T T T r T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

. -1
Numero de onda / cm Numero de onda / cm”

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Legenda: FTIR: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier; U-PEO500: Ureasil-polioxido de
polietileno; U-PEO + CUR: Ureasil-poliéxido de polietileno incorporado com Curcumina; U-PEO + MCZ:
Ureasil-polioxido de etileno incorporado com Miconazol; U-PEO + CUR + MCZ: Ureasil-polioxido de etileno
incorporado com Curcumina e Miconazol; U-PPO400: Ureasil-polioxido de propileno; U-PPO + CUR: Ureasil-
poliéxido de propileno contendo Curcumina; U-PPO + MCZ: Ureasilpolioxido de propileno contendo Miconazol;
U-PPO + CUR + MCZ: Ureasil-polioxido de propileno contendo Curcumina e Miconazol.

5.3 Ensaios de atividade antimicrobiana
5.3.1 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antifingica de CUR e MCZ foi avaliada pelo método de microdiluicdo com
revelagdo utilizando resazurina a 0,01%. Os resultados dos testes de CIM para ambos o0s ativos
estdo expostos na Tabela 4.

As menores concentragdes de CUR e MCZ capazes de inibir o crescimento de C.
albicans ATCC 10231 foram 256 pug/mL e 2,5 pg/mL, respectivamente. Os controles negativo,
positivo e de crescimento apresentaram-se adequados. Nao houve diferenca nos resultados entre
as revelacdes realizadas ap6s 24 e 48 horas de incubagéo.
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Além disso, os valores de CIMs revelados com resazurina foram comprovados pela
auséncia de crescimento fungico nas placas de agar Sabouraud-Dextrose 24 horas apds o semeio
(Figura 14) e demonstraram a atividade fungicida das CIMs, visto que as concentragdes abaixo

dos valores inibitérios minimos encontrados ja permitiram minima proliferacdo de C. albicans.

Figura 14. Semeio das concentragcOes das microplacas de CUR (A) e MCZ (B) em placas de

agar Sabouraud-Dextrose.

’

1024 pg/mL 512 pg/mL

256 pg/mL 128 pg/mL

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Legenda: CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; pg/mL: Micrograma por mililitros.

Tabela 4. Concentragdes inibitorias minimas (CIM) de CUR e MCZ, representadas em pg/mL.

Microrganismo Substancia teste CIM (ug/mL)
C. albicans ATCC 10231 CUR 256
MCZ 2,5

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Legenda: CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo
Fungicida Minima; pg/mL: Micrograma por mililitros.

Segundo Sartoratto et al. (2004), para compostos naturais, valores de CIM entre 50 e
500 pg/mL s&o indicativos de excelente atividade antimicrobiana, enquanto valores acima de
600 e 1500 pg/mL indicam atividade moderada e fraca, respectivamente. Aplicando-se esses
critérios, é possivel denotar que CUR isolada apresentou boa atividade antifungica no presente
estudo.

A CIM do MCZ também apresentou valores compativeis com o encontrado na literatura,
como no estudo de Mo et al. (2020), em que a CIMsp do ativo foi igual a 2 pg/mL e a ClMso
igual a 4 pg/mL contra C. albicans ATCC 10231.
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5.3.2 Ensaio checkerboard para avaliagdo de sinergismo

A interacdo do efeito de CUR e MCZ frente a C. albicans ATCC 10231 foi avaliada
pelo método de microdiluicdo denominado checkerboard. Os resultados do teste estdo expostos
na Tabela 5.

A CIM encontrada CUR isolada, igual a 256 pg/mL, caiu 8 vezes na combinagdo com
MCZ, resultando em 32 pg/mL. Por sua vez, a CIM de MCZ puro, 2,5 pg/mL, apresentou
reducdo de 4 vezes, atingindo um valor igual a 0,625 pug/mL quando o antifungico azélico foi
combinado com o polifenol.

O indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF), obtido pela soma das CIFs de
CUR e MCZ foi calculado em 0,375 e comprovou o efeito sinérgico entre os ativos, que ocorre

quando esse valor é menor ou igual a 0,5.

Tabela 5. Avaliacdo do efeito sinérgico entre CUR e MCZ contra C. albicans.

Microrganismo | Substéncia teste CIM (pg/mL) ICIF Resultado

Isolado Combinado
C. albicans CUR 256 32 0,375 | Sinergismo
ATCC 10231 MCZ 25 0,625

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Legenda: CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; pg/mL: Micrograma por
mililitros; ICIF: indice de Concentracao Inibitoria Fracionada.

O sinergismo entre CUR e MCZ contribui para o aumento da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) pelo polifenol em células de C. albicans, em concentra¢cdes muito
menores do que quando isolado. O efeito sinérgico também esta associado a apoptose precoce
das formas viaveis do fungo. Assim, atuando em diversas vias de sinalizacdo, a terapia
combinada com esses agentes também pode ser favoravel para evitar a resisténcia aos azolicos
desenvolvida por Candida (SHARMA et al., 2010).

Outra vantagem promovida pela associacdo de CUR e MCZ esta relacionada a
capacidade do fitoconstituinte de modular bombas de efluxo expressas por C. albicans, como
CaCdrlp e CaCdr2p, sem servir como alvo, mas conseguindo sensibilizar as células fangicas
ao imidazol, evitando sua eliminacao pelo microrganismo e a consequente falha na terapia, que
também pode contribuir para a emergéncia de resisténcia (SHARMA et al., 2009).

O oleo essencial de Curcuma longa, da qual a CUR ¢é obtida, também apresentou efeito
sinérgico com formulacBes de cremes antifungicos comerciais, como clotrimazol 1% (ICIF =

0,5) e terbinafina 1% (ICIF = 0,4). A associa¢do ndo diminuiu a atividade dos farmacos contra
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C. albicans, mas complementou sua eficacia clinica, sugerindo que a combinacdo dos
compostos bioativos da planta com os agentes sintéticos pode viabilizar a obtengdo de
formulacBes cosméticas para o tratamento de micoses (OGIDI et al., 2021).

A combinacdo de dois ativos sinérgicos € uma estratégia em potencial para reduzir a
dose de um medicamento de eficacia conhecida e, consequentemente, sua toxicidade e 0s
efeitos adversos associados ao seu uso. Além disso, a possibilidade de atingir dois ou mais alvos
¢ capaz de proporcionar um controle vigoroso das infeccbes flangicas e retardar o

desenvolvimento de resisténcia (CUI et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

A candidiase vulvovaginal é uma infecgdo fungica que afeta mulheres em todo o mundo
e esta atrelada a impactos econémicos e na salde publica. Os tratamentos convencionais para
candidiase estdo associados a efeitos adversos indesejados e podem ser comprometidos pela
resisténcia microbiana. Como uma alternativa terapéutica segura e eficaz, neste trabalho,
curcumina e miconazol foram incorporados em sistemas hibridos do tipo ureasil-poliéter para
futuro desenvolvimento de formas farmacéuticas de administracdo vaginal. Os resultados de
caracterizagdo fisico-quimica demonstraram que os hibridos aumentaram a estabilidade térmica
dos ativos, e que CUR e MCZ apresentam incompatibilidade fisica, enquanto CUR e PEO tém
incompatibilidade térmica. No entanto, nenhuma incompatibilidade quimica foi observada. A
atividade antifungica contra C. albicans foi comprovada por valores de CIM iguais a 256 e 2,5
pg/mL para CUR e MCZ, respectivamente, que foram reduzidos 8 e 4 vezes em relagdo aos
ativos idolados. Além disso, o sinergismo demonstrado (ICIF = 0,375) pelo método
checkerboard entre CUR e MCZ, favorecem a combinacdo dos dois ativos nesses sistemas

visando a reducdo de doses, de efeitos adversos e 0 aumento da eficacia do tratamento.
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