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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo vulvar/vaginal que afeta aproximadamente
75% das mulheres em todo o mundo. O atual tratamento consiste em antimicrobianos com
propriedades hepatotoxicas e elevadas probabilidades de interacdo medicamentosa. Por este
motivo, este estudo visa desenvolver um novo tratamento para CVV a base de micelas contendo
curcumina (CUR) dispersas em um hibrido ureasil-poliéter (U-PEO) apresentando uma forma
farmacéutica de anel vaginal. A caracterizacao fisico-quimica foi realizada a fim de observar o
tamanho, forma, grau de cristalinidade e dispersao de particulas na formulacéo e foi obtida por
meio do espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia eletronica de varredura (MEV),
difracdo de raios X (DRX), estudo de liberacdo in vitro, além de testes microbiolégicos em
células planctonicas de C. albicans. Os resultados de DLS para micelas contendo CUR 0,5%
exibiram micelas com valor médio de 35 + 3,50 nm, ja para as concentracGes de 1 e 3% 0
grafico passou de modomodal para bimodal e trimodal, respectivamente, provavelmente devido
a presenca de precipitados e aglomerados. O MEYV realizado nas micelas brancas determinou
tamanhos nanométricos entre 20 e 34 nm e uma faixa de 22 a 51 nm para micelas contendo
CUR a 1 e 3%. Para a eficiéncia de encapsulacdo (EE) resultados demonstraram que para
micelas contendo 0,1, 0,5, 1 e 3% de CUR, 96,2 + 3,5, 86,4 £ 5,7, 62,9 + 2,2 e 20,2 £ 0,7%,
respectivamente da CUR foi dispersa nas micelas. O aspecto visual do U-PEO ndo apresentou
aglomerado ou precipitado tanto nas matrizes brancas, quanto naquelas contendo CUR 3%, o
que foi confirmado pelo DRX. Os resultados da liberacdo mostraram que a CUR carregada em
U-PEO foi de 70 + 0,43% liberada ap6s 10 dias, o que demonstra a aplicacdo potencial deste
material, além de se apresentar como uma possibilidade de tratamento multidose com base
numa Unica aplicacdo, sugerindo uma taxa mais elevada de aderéncia do paciente. Em adicéo,
os testes microbiologicos conduzidos com a micela contendo CUR com e sem exposicao de luz
revelaram um indice de reducdo de crescimentos de microrganismos de 3 a 5 logs,
representando, segundo a FDA, 99,9% e 99,999% de reducdo do crescimento, respectivamente,
0 que leva a crer que esta pode se apresentar como uma possivel alternativa para o tratamento
de CVV.

Palavras-chave: Candida albicans. Material hibrido ureasil-poliéter. Nanoparticulas

poliméricas.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a vulvar/vaginal infection that affects approximately 75%
of women worldwide. Current treatment consists of antimicrobials with hepatotoxic properties
and high chances of drug interaction. Therefore, this study aims to develop a novel treatment
for VVC based on micelles containing curcumin (CUR) dispersed in a ureasyl-polyether hybrid
(U-PEO) presenting a vaginal ring pharmaceutical form. Physicochemical characterization was
performed in order to observe the size, shape, degree crystallinity and dispersion of particles in
the formulation and was obtained by dynamic light scattering (DLS), scanning electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), in vitro release study, in addition to
microbiological tests on planktonic cells. The DLS results for micelles containing CUR 0.5%
exhibited micelles with an average value of 35 + 3.50 nm, whereas for the 1 and 3%
concentrations the graph went from modomodal to bimodal and trimodal, respectively,
probably due to the presence of precipitates and agglomerates. The SEM performed on the
white micelles determined nanometer sizes between 20 and 34 nm and a range of 22 to 51 nm
for micelles containing CUR at 1 and 3%. For encapsulation efficiency (EE) results showed
that for micelles containing 0.1, 0.5, 1 and 3% CUR, 96.2 £ 3.5, 86.4 £ 5.7, 62.9 + 2.2 and 20.2
+ 0.7%, respectively of the CUR was dispersed in the micelles. The visual appearance of U-
PEO showed no agglomerate or precipitate in both the white matrices and those containing 3%
CUR, which was confirmed by XRD. Release results showed that CUR loaded on U-PEO was
70 £ 0.43% released after 10 days, which demonstrates the potential application of this material,
besides presenting itself as a possibility of multidose treatment based on a single application,
suggesting a higher rate of patient adherence. In addition, microbiological testing of the micelle
containing CUR with and without added light revealed a reduction rate of 3 to 5 logs,
representing, according to the FDA, 99.9% and 99.999% reduction in the growth of
microorganisms, respectively, leading to the belief that this may present itself as a possible
alternative for the treatment of CVV.

Keywords: Candida albicans. Ureasyl-polyether hybrid material. Polymeric nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

Candidiase vulvovaginal (CVV) é conceituada como uma infec¢do da vulva e vagina,
com ocorréncias de coceira vulvar intensa, leucorreia, dispareunia, disUria, edema e eritema
vulvovaginal, em que o prurido é o sintoma mais decisivo quando se compara CVV com
vulvovaginite de outra etiologia (RODRIGUEZ-CERDEIRA, C. et al., 2019; WILLEMS, H.
M. E, et al., 2020). A CVV afeta aproximadamente 75% das mulheres em todo 0 mundo pelo
menos uma vez na vida, sendo que 50% apresentam recorréncia em um ano. Leveduras do
género Candida, principalmente da espécie Candida albicans, sdo consideradas os principais
fungos causadores da CVV (SARDI et al., 2013; ZENG et al., 2018).

O tratamento de escolha para CVV emprega varios antifingicos. Entre eles estdo 0s
medicamentos anfotericina B, nistatina e 0s az0is, que representam a classe com maior nUmero
de substancias ativas, como fluconazol, cetoconazol, butoconazol, itraconazol e miconazol,
comumente usados em suspensdo, aplicados topicamente sobre a lesdo, ou na forma de
comprimidos e pomadas (SOBEL, J. D.; SOBEL, 2018). No entanto, esses medicamentos
apresentam tempo de tratamento prolongado, retratam efeitos colaterais como hepatotoxicidade
e promovem interagfes medicamentosas, que podem agravar o quadro. Alem disso, estudos tém
demonstrado que a organizagdo de microrganismos em biofilme promove uma diminuicéo
consideravel da susceptibilidade aos antimicrobianos, inibindo a acdo dos farmacos e
aumentando a resisténcia aos referidos farmacos (ARAUJO, G. M. F. et al., 2019; DAVIES,
2003).

Nesse contexto, pesquisas inovadoras se concentram no estudo, planejamento e
desenvolvimento de tratamentos alternativos, incluindo o uso de terapia fotodindmica (TFD)
(CIEPLIK et al., 2014; QUISHIDA et al., 2015; SANTEZI; REINA; DOVIGO, 2018). ATFD
é baseada no principio de que um fotossensibilizador se liga a célula-alvo e € ativado por uma
luz em um comprimento de onda especifico. Nessa reacdo, espécies reativas de oxigénio
extremamente toxicas para 0s microrganismos sdo obtidas, consequentemente levando a sua
morte e causando baixo dano ao hospedeiro, uma vez que a luz esta irradiando para o alvo
farmacoldgico do patdgeno (CLAUDIA; ISSA, 2010; KIKUCHI et al., 2015; OSHIRO-
JUNIOR, J. A. et al., 2020; STRATEN, VAN et al., 2017).

A curcumina (CUR), um corante natural derivado de Curcuma longa L. que possui
atividade antiflngica e antibacteriana, foi estudada como um agente fotossensibilizador na TFD
e pode estimular a imunomodulacdo da resposta inflamatoria do hospedeiro, melhorando o
processo de cicatrizacdo (DUSE et al., 2019; LEE et al., 2017; TSAI et al., 2018). Varios
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estudos demonstraram a eficadcia da CUR contra patégenos e em associacdo com TFD, o0s
efeitos tornam-se mais efetivos contra fungos e bactérias resistentes aos medicamentos
convencionais. No entanto, a CUR € um composto com caracteristicas hidrofobicas e pode
sofrer degradacéo rapida na presenca de luz e em meio aquoso (PREIS et al., 2019; SANTEZI;
REINA; DOVIGO, 2018).

Devido aos efeitos tdéxicos apresentados por solventes organicos, etanol e
dimetilsulfoxido (DMSQO) (SUN, M. et al., 2019; TRIGO GUTIERREZ et al., 2017), uma
variedade de sistemas nanoestruturados para liberacdo controlada foram desenvolvidos para
melhorar a biodisponibilidade, solubilidade e eficécia terapéutica da CUR (BARROS et al.,
2020; CABRAL; KATAOKA, 2019; LIU et al., 2015; MANGOLIM et al., 2014; OLIVEIRA,
DE et al., 2020; OSHIRO-JUNIOR, J. A. et al., 2018; OSHIRO, J. A. et al., 2017; SARI et al.,
2015; TALELLI et al., 2015; WANG et al., 2017; YALLAPU et al., 2012). Dentre os
nanossistemas desenvolvidos para contornar a solubilidade da CUR, estdo nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas inorganicas e lipossomas; no entanto, as micelas tém varias
vantagens, como a capacidade de incorporar substancias lipofilicas e aquelas sollveis em agua,
baixo custo e facilidade de producdo em larga escala (CHENG et al., 2020; DUTTA et al., 2020;
FENGetal., 2017; IURCIUC-TINCU, C.-E. et al., 2020; IURCIUC-TINCU, C. E. et al., 2020;
IURCIUC et al., 2021).

Micelas sdo particulas de tamanho coloidal (10-100 nm) compostas por um polimero
anfifilico que apds uma certa concentracdo atingem uma concentracao micelar critica (CMC) e
agrupam-se em esferas, onde as extremidades hidrofilicas se projetam para fora, criando um
ambiente hidrofébico no seu interior que interage com a curcumina, por meio de ligacfes de
hidrogénio e/ou intera¢des hidrofébicas, melhorando sua solubilidade (CABRAL; KATAOKA,
2019; OSHIRO, J. A. et al., 2017; TALELLI et al., 2015). Recentemente, n0sso grupo mostrou
a atividade de micelas CUR (concentragédo de 270 M) contra S. mutans e C. albicans biofilmes
(DANTAS LOPES DOS SANTOS et al., 2021). No entanto, as micelas s&o muito fluidas, e
podem causar répida dispersdo quando administradas na vagina. Portanto, a dispersdo em
material de ureasil-poliéter (U-PEQO) pode ser uma alternativa para superar essa limitacao.

Esses materiais hibridos U-PEO combinam sinergicamente as caracteristicas fisicas e
quimicas de seus componentes, proporcionando propriedades Unicas e tornando esta classe de
materiais excelente para o desenvolvimento de novos sistemas multifuncionais. A fase organica
fornece propriedades fisicas ou quimicas especificas (6ticas, elétricas, reativas), enquanto a fase
inorganica aumenta a resisténcia mecanica, a estabilidade térmica e permite a modulacdo do

indice de refracdo. Além disso, as propriedades reoldgicas favorecem o processamento do
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material final com a possibilidade de formas e tamanhos variados, como aneis vaginais
(OSHIRO, J. A. etal., 2018; OSHIRO, J. A. et al., 2017; OSHIRO JUNIOR, J. A. et al., 2015;
OSHIRO, J. A. et al., 2016).

Anéis vaginais sdo estruturas compostas principalmente por polimeros que apresentam
um formato flexivel de anel visando a liberagcdo controlada de farmacos administrados pela via
vaginal de forma local ou sistémica. Diversas vantagens sdo citadas no decorrer do
processamento dos anéis vaginais, como seguranca de aplicacdo, efeitos adversos minimos,
liberagdo modificada, além de serem controlados de acordo com a necessidade da paciente, ou
seja, podem permanecer no local de agdo por meses, exercendo sua funcéo terapéutica, sendo
retirados pela propria usuéria quando necessario (BOYD et al., 2019 ;FU; YU; JIN, 2018;
KROVI et al., 2021; WELSH et al., 2019).

Portanto, as propriedades cedidas pela formulacdo contendo o material hibrido sdo
interessantes pela facilidade de preparo e pela possibilidade de otimizar o tempo de contato da
formulacdo final com a mucosa vaginal ou outros tecidos (oral e epidérmico) além de apresentar
alternativas para burlar as desvantagens apresentadas pelos componentes isolados (ALMEIDA
et al., 2019; ARAUJO, P. R. de et al., 2019). Além disso, a captacéo e liberacio de CUR de
micelas ja foi relatada na literatura sem sucesso de aumento de escala (GUPTA et al., 2020).
Como tal, aqui incorporamos 0 CUR as micelas, adicionamos ao material U-PEO e analisamos

seu perfil de liberacdo para fornecer uma opcao concreta em uma forma farmacéutica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  Fisiologia Vulvovaginal

A vagina corresponde a uma por¢ao daquilo que compde o trato geniturinario feminino.
Como um dos 6rgdos componentes do sistema reprodutor feminino, a vagina é caracterizada
como um canal tubular que se estende desde a por¢do do colo do Utero até a vulva e possuli
aproximadamente 10 cm de comprimento. Além disso, a vagina participa do canal de
sustentacdo de 6rgdos proximais como a bexiga e uretra (ALSHIEK et al., 2020; APPELBAUM
etal., 2018).

Assim como pode ser observado na Figura 1, a vulva esta localizada na extremidade da
vagina, e possui uma anatomia complexa, apresentando diversos componentes, se tornando

assim um conjunto de drgaos complexo e elaborado.

Figura 1 — Sistema reprodutor feminino
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Fonte: Autoria propria, elaborado com auxilio do BioRender.

Possuindo uma regido altamente inervada, a vulva pode ser dividida em regides, sendo
estas eréteis e ndo eréteis. Dentre as partes eréteis estdo o clitoris, pequenos labios, por exemplo.
Ja aqueles ndo eréteis sdo compostos pelo monte pabico ou monte do pubis, vestibulo vulvar e
grandes labios (JACKSON et al., 2019; YEUNG; PAULS, 2016). A anatomia da vulva pode
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ser descrita de acordo com a diviséo de partes que compdem sua estrutura, mostrada na Figura
2.

Figura 2 — Esquema ilustrativo da vulva
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Fonte: Autoria prépria, elaborado com auxilio do BioRender.

O pH e a microbiota vaginal estdo diretamente ligados a saude da mulher, podendo se
tornar uma ferramenta indispensavel para diagnosticos e prognosticos de doencas relacionadas
com as areas acima citadas. O pH vaginal pode sofrer variacdes fisiologicas de acordo com o
periodo de vida em que a mulher se encontra, se a mesma esta em periodo reprodutivo ou ndo
e durante o ciclo menstrual. Aquelas em periodo ndo reprodutivo possuem um pH de
aproximadamente 4,5, entretanto, durante o periodo menstrual este niUmero pode variar de 6 a
4. No periodo de menopausa e pds-menopausa este valor também pode sofrer mudancas,
apresentando valores de 4,5 até >5. O valor considerado mediano pela industria farmacéutica,
entretanto, é o de 4,5 (GODHA et al., 2018; MILLER et al., 2016).

De maneira semelhante ao pH, a microbiota vaginal também sofre alteracGes ao longo
da vida da mulher, porém, sdo influenciadas de acordo com as atividades realizadas no dia a
dia. Possuindo, como grande parte dos microrganismos presentes (4 dos 5 grupos), 0s
Lactobacilllus spp. que séo derivados da microbiota intestinal e em combinagdo com a acidez
imposta pelo pH, ditam um ambiente desfavoravel para a proliferagéo de bactérias patogénicas.

A outra porc¢do presente na microbiota sdo associadas a ndo-Lactobacillus, que por vezes podem
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desencadear uma disfungdo da homeostase vaginal, levando a um ambiente susceptivel a
infeccOes e até infertilidade (MILLER et al., 2016; SMITH; RAVEL, 2017; VENTOLINI,
2016). A escala referente a microbiota vaginal se refere principalmente a presenca ou auséncia
destes Lactobacillus e acontece da seguinte forma: Flora Grau | corresponde a 100% de
Lactobacillus; Flora Grau lla corresponde a predominancia de Lactobacillus, porém com
presenca de outras bactérias; Flora Grau Ilb corresponde a microbiota mista com diminuicéo
ou perda da predominancia de Lactobacillus; Flora Grau Ill corresponde a predominancia de
outras bactérias ndo-Lactobacillus (DONDERS et al., 2000; VLADAREANU et al., 2018).
Além da acdo combinada do pH e da microbiota, as células imunes ligadas ao trato
reprodutivo também exercem uma funcdo diretamente ligada a protecdo contra agentes
patdgenos tanto na vagina como no colo do Utero, além de exercerem outras funcdes como o
desempenho de uma tolerancia direcionada aos espermatozoides e embrido, para que 0S
mesmos ndo sejam eliminados. A ativacdo deste sistema ocorre pelo reconhecimento de
patdgenos, levando a ativacao de linfocitos T e B e liberagdo de citocinas (SMITH; RAVEL,
2017; VENTOLINI, 2016). Das doencas mais comumente instaladas neste trato encontra-se
sifilis, herpes genital, cancer e vulvovaginites, como a candidiase (originada a partir da

Candida), tricomoniase e vaginose bacterina.

2.2 Candida albicans

2.2.1 Morfologia e caracteristicas gerais

Como uma levedura oportunista, a Candida é responsavel por causar patologias que
podem variar quanto ao grau de patogenicidade, podendo atingir a corrente sanguinea de
pacientes imunossuprimidos e causar danos irreversiveis ao seu organismo. Quando descoberta,
a mais de um século, a Candida era responsavel apenas por infec¢des orais, entretanto,
atualmente pode atingir a maioria dos tecidos do corpo humano (LU et al., 2021; PRASAD,
1991). E um género de fungo que possui a capacidade de gerar hifas e se apresenta como mais
de 20 diferentes espécies patologicas em humanos, dentre estas as mais citadas sdo C. albicans
como principal, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e representam uma grande porcéo de
causas de doengas causadas por fungos (CHIN et al., 2016; SELLAM; WHITEWAY, 2016).

O género Candida apresenta dimorfismo, sofrendo modifica¢es na sua morfologia no
momento em que inicia uma nova infeccdo e apos esta infeccdo estar instalada, além de

apresentar uma variagdo de morfologia sob outras condigdes, inclusive ambientais.
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Fisiologicamente presentes na pele e tratos gastrointestinal e geniturinario, a Candida
inicialmente ndo causa dano algum ao hospedeiro, porém quando a imunidade deste se encontra
comprometida e tanto o sistema imune e as barreiras anatdmicas se tornam insuficientes,
levando ao desequilibrio da microbiota, ha uma maior proliferacdo e aparecimento de sintomas,
além disso, seu crescimento € favorecido em temperaturas menores que 33 °C e em pH proximo
de 4 (PRASAD, 1991; VILA et al., 2017).

2.2.2 Epidemiologia

Dentro todas as espécies de Candida que representam perigo patoldgico a humanos, a
Candida albicans € a mais prevalente (90% dos casos) tanto em quadros leves, como aqueles
graves, contando com infecgbes da corrente sanguinea (candidemia). Trés em cada quatro
mulheres em idade reprodutiva ja apresentaram pelo menos um evento de candidiase
vulvovaginal e dentre estas, 5-10% apresentam infec¢des recorrentes, além de também serem
responsaveis por casos de micoses profundas. Em adicdo a isto, possuem a mais alta taxa de
incidéncia quando relacionado a pacientes internados em unidades de terapia intensivas (UT]I),
sendo responsavel por até 15% das infec¢bes adquiridas apos a internacéo do paciente (CHIN
et al., 2016; THEILL et al., 2016; VILA et al., 2017; ZIDA et al., 2017). No Brasil micoses
sistémicas ndo estdo incluidas no objeto de vigilancia epidemioldgica de rotina, portanto, ndo
ha dados epidemioldgicos diretamente ligados a grandiosidade da disseminacdo da doenca no

pais (Ministério da Saude - Governo Federal, 2021).

2.2.3 Células planctdnicas e biofilmes

Muitos microrganismos sao capazes de gerar biofilmes, mas no caso da Candida, este é
um mecanismo comum aplicado. Células unitarias dispersas em um ambiente sdo denominadas
planctdnicas ou de flutuagdo livre. Quando essas células planctonicas aderem uma superficie
tanto bidtica quanto abidtica ha o inicio do processo da producdo do biofilme, processo este que
possui quatro etapas, sendo a primeira etapa denominada “adesao inicial”, levando a formacao
de uma camada basal nesta superficie. Com o decorrer do tempo ha uma proliferacdo das
leveduras e posteriormente estas células se diferenciam resultando na formagdo de hifas e
pseudohifas, seguida por sua maturagéo se tornando uma comunidade complexa dispersa em
uma matriz extracelular que confere protecdo as celulas de levedura. Finalmente, células

superficiais do biofilme se desprendem da matriz e se tornam mais uma vez células planctonicas
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que d&o inicio a formacdo de um novo biofilme (dispersdo) (CHIN et al., 2016; GULATI,
NOBILE, 2016; LOHSE et al., 2018; LU et al., 2021; UPPULURI et al., 2018).

Assim, os biofilmes se tornaram uma potencial ameaca a saude por apresentarem um
alto grau de resisténcia medicamentosa, aumentarem a viruléncia do patdgeno e por serem
amplamente estruturados, e sdo responsaveis por um alto indice de infec¢cGes microbianas em
humanos, apresentando um valor de cerca de 80% (LOHSE et al., 2018; LU et al., 2021,
UPPULURI et al., 2018).

2.3  Candidiase vulvovaginal (CVV)

2.3.1 Caracteristicas gerais

A candidiase vulvovaginal (CVV) se caracteriza por ser uma infec¢do localizada no
trato geniturinario feminino, afetando cerca de 75% da populacdo feminina, causada por
diferentes espécies do género Candida, principalmente a Candida albicans (Figura 3), onde 0s
pacientes apresentam sinais e/ou sintomas de anormalidade da microbiota vaginal que induz
uma reducdo na qualidade de vida, alem de apresentar uma alta taxa de episodios secundarios
(50%) e até recorrentes (5-10%) (BITEW; ABEBAW, 2018; BROWN et al., 2019;
MATHESON; MAZZA, 2017). Diversos fatores podem desencadear sintomas referentes a
candidiase, algumas vezes indetectaveis, mas outras podem ser geradas a partir do aumento na
ingestdo de carboidratos (glicose), troca de parceiros sexuais, ambiente rico em presenca de
prostaglandina (E2) e tromboxano (B2) e uso exacerbado de antibidticos. O mal uso de duchas
higiénicas, uso excessivo de protetores intimos, absorventes utilizados além do prazo
recomendado e roupas apertadas sao alguns dos fatores que contribuem para a colonizacao da
Candida, além de aumentarem o risco de recorréncia. Além disso, a CVV apresenta uma maior
probabilidade de instalagdo em ambientes que possuem um alto teor de estrogénio presente,
portanto, mulheres gravidas se apresentem susceptiveis a esta patologia (BITEW; ABEBAW,
2018; DENNING et al., 2016; MATHESON; MAZZA, 2017).
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Figura 3 — Representacao esquematica da candidiase vulvovaginal
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Fonte: Autoria prépria, elaborado com auxilio do BioRender.

Os sintomas apresentados pelos pacientes acometidos de CVV sdo de simples deteccao
e podem variar de nenhum a diversos, dentre eles é possivel citar eritema, irritacdo, prurido,
dor, escoriacdo, podendo ocorrer corrimento vaginal e mudanca de odor. Porém um diagnostico
assertivo nao deve ser baseado apenas na descricdo dos sintomas pelos pacientes, ja que muitos
destes sdo inespecificos e podem levar a um falso diagnostico. Sendo assim, é necessario que
ocorra um procedimento padrao realizado pelo médico ginecologista resultando na retirada de
uma amostra do local afetado para analise laboratorial. O exame microscopico a partir do
esfregaco vulvar ird mostrar leveduras do género Candida. Ha pouca chance de alteracdo do
pH vaginal no caso de candidiase, levando a crer que haja uma infeccdo mista, caso o paciente
apresente este episodio. Culturas microbiolégicas também se encaixam como um dos meios
utilizados para diagndstico de CVV, assim como métodos de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (BLOSTEIN et al., 2017; DENNING et al., 2016; SOBEL, J. D., 2016).

2.3.2 Tratamentos Convencionais

Quando referente ao tratamento para CVV e CVV recorrente, 0s azois, desde a sua
liberacdo em 1967, sdo utilizados, dentre eles 0 miconazol (creme, 6vulos vaginais), terconazol
(creme vaginal), cetoconazol (creme e comprimidos), clotrimazol (creme vaginal), fenticonaol

(6vulos vaginais). Além dos azoéis, a nistatina (creme vaginal, suspensdo oral) também é
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observada como componente neste tratamento. Porém, o uso da automedicacgdo, terapia
prolongada, diabetes descontrolada e resisténcia intrinseca da espécie levaram a resisténcia
medicamentosa e até a colonizacdo de espécies ndo-albicans (BLOSTEIN et al., 2017;
GONGCALVES et al., 2016; SOBEL, J. D., 2016).

O fluconazol, geralmente administrado via oral, é o farmaco mais utilizado dentre os
azdis, porém apresenta inimeras desvantagens destacadas, assim como 0s outros componentes
desta mesma classe. Mesmo apresentando uma boa solubilidade, variados efeitos adversos
podem ser observados, como comprometimento gastrointestinal e hepatico, varias tomadas em
um mesmo tratamento, resisténcia medicamentosa (LEYVA-G; DEL; ORTEGA-PENA, 2019).
Estudos relatam que uma taxa maior que 57% dos pacientes que utilizaram este farmaco como
tratamento para CVV apresentaram uma contaminacao recidiva ap6s 6 meses do tratamento
realizado (ABDELLATIF; EL-TELBANY; ZAYED, 2019; MATHESON; MAZZA, 2017).
Além das desvantagens apresentadas pelos azéis, a Candida albicans possui 0 mecanismo de
resisténcia a partir de formacéo de biofilmes, podendo sofre variacdo no grau de viruléncia
apresentada dependendo do padrdo da formacio do mesmo (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al.,
2019).

2.3.3 Via de administragéo vaginal

Desde a antiguidade, a mucosa vaginal vem sendo utilizada como rota de administracédo
para medicamentos tanto locais como sistémicos. A via oral é a via mais utilizada para
administracdo de insumos farmacéuticos ativos, porém, passa por processos que podem reduzir
a biodisponibilidade (devido ao metabolismo de primeira passagem) do mesmo. A via vaginal
é caracterizada pela administracdo de insumos na cavidade vaginal, previamente conhecida pelo
seu alto indice de vascularizagdo local, o que leva a uma satisfatéria absorcdo do farmaco,
garantindo efeito sistémico e local. Esta via tem sido utilizada como rota alternativa para o
tratamento de diversas patologias, como aquelas geradas por fungos, bactérias, condi¢Ges
locais, além de procedimentos de inducdo de parto. E uma alternativa indolor, que apresenta
menos danos hepaticos quando em comparagdo com a via oral, por nao apresentar mecanismo
de primeira passagem e consequentemente gera um aumento de biodisponibilidade ligada ao
insumo, uma vez que este ndo precisara passar pelo trato gastrointestinal. Além disso, é um
local de fécil administracdo e possui uma ampla superficie de contato, mesmo que menor que
estdmago e intestino, levando a uma rapida absorcdo. As formas farmacéuticas que se encaixam

para administracdo por meio desta via sdo géis, cremes, 6vulos, solucbes, capsulas, anéis
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vaginais, entre outros (ARAUJO, P. R. de et al., 2019; EL-HAMMADI; ARIAS, 2020;
FERREIRA et al.,, 2017; IQBAL; DILNAWAZ, 2019; LALAN; PATEL; MISRA, 2021;
LEYVA-G; PIN; ID, 2018).

Os anéis vaginais sao dispositivos formulados com o intuito de obedecerem aos padrbes
de liberacdo vaginal convencional. Sdo flexiveis, possuem forma de anel com 5,5 cm de
didmetro e espessura de 4 mm visando conforto na aplicacdo. Foram desenhados para liberagdo
controlada de farmacos, atingindo efeitos tanto locais quanto sistémicos e podem realizar a
incorporacdo de mais de um farmaco em seu interior, se tornando um sistema multidrogas, além
de apresentarem a alternativa de remocgdo em caso de periodo menstrual. Normalmente seus
principais componentes sdo polimeros. Atualmente sete diferentes tipos de anéis vaginais sao
aplicados na clinica médica incluindo Nuvaring® (contraceptivo), Progering® (suplemento de
fase ltea, contendo apenas progesterona), Ornibel® (contraceptivo), Estring® (tratamento de
vaginite atréfica), Femring® (alivio de sintomas associados a menopausa), Fertiring®
(suplemento de fase lutea, contendo apenas progesterona) e Annovera® (contraceptivo), além
de diversos outros em fases de estudos pré-clinicos e clinicos (BOYD et al., 2019; FU; YU;
JIN, 2018; HUSSAIN; AHSAN, 2005; JOHAL; GARG; RATH; GOYAL, 2016; MALCOLM
etal., 2016; MCCQY et al., 2019).

Apesar de todas estas vantagens apresentadas pela via vaginal, esta também desencadeia
desvantagens significativas e que afetam diretamente na acdo terapéutica do insumo
administrado. A vagina possui um mecanismo de acao autolimpante, que se da pela producéo
de muco, que acaba promovendo a expulsdo de algumas formas farmacéuticas, levando a uma
diminuigdo do tempo de contato do insumo com a mucosa, afetando sua absorgéo. Seu pH
também pode influenciar neste quesito, estimulando uma instabilidade significativa para o
insumo. A atividade das enzimas presentes na mucosa vaginal também se torna um fator
influenciavel na acdo terapéutica do tratamento, uma vez que as enzimas podem degradar
peptideos e proteinas, comprometendo o resultado, porém esta atividade enzimatica ainda é
menor quando comparada com a que ocorre no trato gastrointestinal. O ciclo menstrual e
mudancas hormonais também exercem influéncia na rota de administracéo vaginal (ARAUJO,
P.R.deetal., 2019; EL-HAMMADI; ARIAS, 2020; FERREIRA et al., 2017; JOHAL; GARG;
RATH; GOYAL et al., 2016).
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2.3.4 Materiais hibridos do tipo Ureasil-Poliéter

Materiais organicos-inorganicos a base de ureasil sdo hibridos com caracteristicas que
possuem a capacidade de desviar algumas das desvantagens apresentadas pelo ambiente
vaginal, além de se apresentarem como uma alternativa promissora no ambiente fisioldgico por
ndo apresentar um alto teor de citotoxicidade e um alto indice de mucoadesdo. Estes materiais
hibridos sdo baseados em uma estrutura composta por siloxano-poliéter, possuindo entdo suas
bases organicas e inorganicas ligadas através de uma ligacdo de ureasil. Sua composi¢do mista
favorece para o desenvolvimento de diversas caracteristicas convenientes para a entrega de
farmacos, dentre elas a capacidade de hospedar uma grande carga de insumo, sendo este
hidrofébico (como a curcumina), hidrofilico ou até mesmo um metal; flexibilidade,
estabilidade, capacidade de alterar o molde da forma final da formulacdo, transparéncia;
biocompatibilidade com o meio fisiolégico; possuem uma capacidade de intumescimento
devido a composicdo da matriz de 6xido de polietileno (PEO). Estas propriedades podem sofrer
variacdes de acordo com o peso molecular do poliéter e, até mesmo, sua estrutura, podendo
variar para o 6xido de propileno (U-PPO) (CARAVIERI et al., 2019; MARIANO et al., 2021;
MENDES et al., 2021; NICOLAU COSTA et al., 2021; OSHIRO-JUNIOR, J. A. et al., 2021,
OSHIRO, J. A. et al., 2021; OSHIRO, J. A. et al., 2017; PALACIO et al., 2018; SANTANA,
DE et al., 2021).

2.4 Curcumina

2.4.1 Caracteristicas gerais

A curcumina, também conhecida como acafrdo-da-terra ou acafrdo-da-india, € obtida
através de extracdo dos rizomas da Curcuma longa L. (popularmente conhecida como circuma)
que ¢ facilmente encontrada na india e no sul da Asia, gerando um p6 de coloragdo amarelo-
alaranjado e apresentando uma férmula molecular de C21H200s, assim como mostra a Figura 4.
Devido a sua composic¢do, a curcumina apresenta um log P de aproximadamente 3,2, portanto,
se encaixa nas caracteristicas de uma molécula hidrofobica, apresentando praticamente
insolubilidade em &gua (0.00575 mg/ml) e solubilidade em &lcool e cido acético glacial. Possui
um ponto de fusdo de 179-182 °C, além de se encaixar nos padrbes de moléculas fotossensiveis
e possuindo uma dose maxima diaria de 8 g (BHAT et al., 2019; NEBRISI, EL, 2021; NOCITO
etal., 2021; SALEHI et al., 2018).
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Figura 4 — Estrutura quimica da Curcumina
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Fonte: Autoria propria, elaborado com auxilio do ChemDraw.

Possuindo uma ma absorcdo pelo trato gastrointestinal, a curcumina pode sofrer
metabolismo tanto no intestino como no figado, se ingerido por via oral ela formara produtos
de metabolismo de fase 2, j& no caso de administracdo por via intravenosa os produtos séo
gerados a partir de metabolitos de reducdo. A variacdo de pH também interfere de maneira
direta na estrutura quimica da CUR devido a presenca de hidrogénios acidos, localizados
proximos ao grupamento carbonila. A modificagdo do pH gera uma alteracdo do seu
comprimento de onda de méxima absor¢do, deixando-a solivel em solventes bésicos,
modificando consequentemente a sua coloragdo, passando a ser avermelhada. Este fenémeno é
atribuido devido a retirada de um proton &cido que leva a um aumento de densidade da
molécula. Sua rota de eliminacdo é principalmente composta pelas fezes, atingindo 75% de
eliminacdo por esta rota e uma quantidade considerada insignificante é excretada pela urina, a
porgéo restante passa pela rota de excregéo biliar. Estudos relatam que seu potencial terapéutico
seja atribuido aos grupos hidroxila nos anéis aromaticos, gerando fendis, sua por¢édo dicetona
de localizacéo central e duplas ligagbes na porcédo alceno (LIU et al., 2017; MIRZAEI et al.,
2017 ;NEBRISI, EL, 2021; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

2.4.2 Aplicagdes da Curcumina

Desde tempos antigos a CUR vem sendo utilizada de diversas maneiras, dentre estas,
como condimento alimentar. A CUR foi implementada na dieta de pessoas ao redor de todo o
mundo, funcionando como corante, além de melhorar o sabor de alguns alimentos, ja que possuli
uma caracteristica ligeiramente amarga e possuir uma boa estabilidade de armazenamento, pois

estudos apontam que a mesma tenha capacidade antimicrobiana. Muitos adicionaram o
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composto em sua dieta por ela apresentar um potencial antioxidante. Sua concentragao utilizada
em alimentos pode variar de acordo com o uso, mas encontra-se entre 5-500 mg/kg.
Adicionalmente, a industria cosmética também vem aplicando este insumo em suas
formulagdes, uma vez que sdo encontradas acGes anti-inflamatdrias e anti-aging, além das ja
citadas anteriormente. Dentre os cosméticos estdo mascaras faciais, bases, protetores labiais,
xampus, produtos para combate de acne, géis para o tratamento de psoriase, entre outros
(SHARIFI-RAD et al., 2020; STANIC, 2017).

Considerando as atividades farmacoldgicas e terapéuticas, a curcumina é descrita como
uma substancia que possui propriedades, incluindo atividade antifungica, antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante, cicatrizante, antidiabética, antitrombdética, antirreumatica, antiviral,
entre outras (SALEHI, B. et al. 2018). Um dos mecanismos exercidos pela CUR é de inibicéo
de citocinas pro-inflamatorias, agindo assim diretamente em doengas como artrite reumatoide
e doencas oculares inflamatdrias. Doencas como Alzheimer, diabetes, alergias, cancer e feridas
também estdo entre as beneficiadas pelas atividades terapéuticas da CUR, podendo apresentar
diversas formas farmacéuticas para a administracdo, como sabonetes, pomadas, cosméticos,
comprimidos, capsulas, po e até bebidas a base de CUR (HEWLINGS; KALMAN, 2017; LIU
etal., 2017; SALEHI et al., 2018; SHARIFI-RAD et al., 2020; STANIC, 2017).

Assim como mencionado anteriormente, a CUR apresenta uma baixa solubilidade e
baixa absorcdo oral, afetando diretamente na sua biodisponibilidade, com isso, algumas
estratégias precisaram ser tracadas para contornar esta desvantagem. Dentre as abordagens
utilizadas, os nanossistemas estdo em crescimento exponencial para a estratégias com esta
finalidade, podendo ser citados as nanoparticulas poliméricas e lipidicas como as mais
empregadas. Somado a isto, os efeitos adversos que ja eram escassos se tornaram ainda menores
(HEWLINGS; KALMAN, 2017; MIRZAEI et al., 2017; SHARIFI-RAD et al., 2020; STANIC,
2017). Estando incorporada nestes nanossistemas, a CUR passa a ser explorada de maneiras
alternativas, como por exemplo, por sua funcéo fotossensibilizadora, podendo ser ativada por
um comprimento de onda especifico para a molécula (426 nm), gerando assim espécies reativas
de oxigénio (EROs) que podem ser nocivas para as células alvo (AILIOAIE; AILIOAIE;
LITSCHER, 2021; AL-ASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA, 2018; OSHIRO-JUNIOR,
J. A etal., 2020).

2.5  Terapia Fotodinamica
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2.5.1 Defini¢éo e mecanismo de agao

A terapia fotodindmica (TFD) vem sendo amplamente utilizada como forma de terapia
alternativa para patologias que apresentam resisténcia ao tratamento convencional. Vendo
sendo aplicada para os mais diversos fins, dentre eles cancer e patologias provenientes de
fungos e bactérias, além de ser uma técnica ndo invasiva. A TFD se caracteriza pela ativacao
de um agente fotossensibilizador (FS) por meio de um comprimento de onda pré-determinado
de maior absorcéo. Esta ativacdo gera radicais livres e EROs como oxigénios singletos que sao
nocivos para a célula alvo, levando a apoptose e até necrose celular. Além disso, os FS podem
se acumular nos tecidos alvo, levando a uma entrega mais seletiva do tratamento, sendo este
ativado apenas na presenca da luz que sera aplicada especificamente no local desejado (CHEN
etal., 2020; CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017; LIANG et al., 2016; ULRICH E., 2014).

O dano causado pela TFD nas células saudaveis ¢ minimo, uma vez que assim que o FS
é administrado e absorvido pelo organismo ele é direcionado para a célula alvo e ativado pela
luz. Esta ativacdo vai fazer com que o FS gere um estresse oxidativo, dando origem a EROs
localizados atingindo especialmente a célula alvo e parcialmente células vizinhas, porém com
uma intensidade significativamente menor. Além disso o tempo de vida util do oxigénio
singleto é curta, variando de 10 a 320 nanosegundos, limitando assim a sua capacidade de
difundir-se no meio. O mecanismo de geracdo de EROs pode ser separado em dois tipos, o tipo
| que é responsavel pela geracdo de radicais livres (superoxido, peroxido de hidrogénio e
radicais de hidroxila reativos); e o tipo Il que € responsavel pela geracdo de oxigénio singleto,
ambos citotoxicos. A via escolhida dependerd de fatores como a concentracdo do FS,
caracteristicas fisico-quimicas atreladas a ele e propriedades do alvo (ABRAHAMSE;
HAMBLIN, 2016; CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017; CIEPLIK et al., 2018; KESSEL,
2019; LIANG et al., 2016; ULRICH E., 2014).

2.5.2 Aplicagdo

TFD vem sendo aplicada principalmente com o uso concomitante de nanossistemas,
causando otimizacao dos efeitos terapéuticos e reducdo da frequéncia dos efeitos adversos. Por
este modo, pesquisas em variados ramos estdo sendo desenvolvidas envolvendo o uso da TFD.
Estudos direcionados a cancer sdo os pioneiros, porém atividades antibiéticas, antifingicas
também estdo sendo avaliadas. A maioria dos estudos envolvendo microrganismos abordam

células planctonicas, porém, foi observado que a TFD vem se mostrando eficaz no tratamento



27

de patologias causadas por biofilmes, incluindo os do género Candida (ABRAHAMSE;
HAMBLIN, 2016; CHEN et al., 2020; CIEPLIK et al., 2018; LIANG et al., 2016).

Desta forma, a TFD aplicada em conjunto com a administracdo das membranas hibridas
contendo curcumina podem apresentar-se como uma promissora alternativa para aqueles
pacientes que apresentaram resisténcia medicamentosa ao tratamento convencional da CVV,
além de apresentar caracteristicas de aplicacdo mais confortaveis e uma aplicacdo mais

espacada, auxiliando na adesdo do tratamento.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral
Desenvolver e caracterizar micelas contendo curcumina dispersas em matrizes hibridas

do tipo ureasil-poliéter para aplicacdo na forma farmacéutica de anéis vaginais no tratamento

da candidiase vulvovaginal em associacdo com a aplicacao da terapia fotodinamica.
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4 METODOLOGIA

4.1  Preparacao das Micelas Poliméricas

A metodologia utilizada para obtencdo das micelas poliméricas foi baseada na técnica
de evaporacdo de solvente ou “filme polimérico”, com adaptagdes. Primeiramente pesou-se
1,00 g Pluronic® F-127 (P127) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para as micelas brancas
(sem CUR) e Pluronic® + CUR (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) em diferentes
concentraces (0,10, 0,50, 1 e 3%). Os pos foram transferidos para um baldo de fundo redondo
de 50 ml. Esta quantidade foi solubilizada em 25 ml do solvente cloroformio (Sigma-Aldrich,
Séo Paulo, Brasil) que foi evaporado com o auxilio de um rotaevaporador lka® RV 8 por 10
min a 45 °C. Apos a formacao do filme polimérico, este foi reidratado com 30 ml de agua
purificada buscando atingir a CMC e posteriormente a formulagéo foi levada para o agitador
magnético (SL-92 SOLAB) por 30 min com agitacdo de 700 rpm. A quantidade de 1,00 g do
polimero em 30 ml de 4gua é baseada em sua concentracdo micelar critica (2,8 x 10 M)
(KABANOV; BATRAKOVA; MILLER, 2003).

Ap0Os o processo de agitacdo, a formulacdo foi levada ao homogeneizador ultrassonico
(UNIQUE®, Séao Paulo, Brasil) sendo aplicada amplitude de 35% por 5 ciclos de 1 min, om
intervalos de 30 segundos, com o objetivo da obtencdo das micelas em escala nanométrica. As
amostras foram separadas em aliquotas e levadas a centrifuga (Hettich — MIKRO 220
R, Tuttlingen, Alemanha) por 30 min a 5000 rpm para que fossem retirados todos os possiveis
contaminantes que foram desprendidos da haste de titdnio presente no homogeneizador

ultrassonico.

4.2  Caracterizacdo Fisico-quimica das Micelas Carregadas com Curcumina

4.2.1 Determinacdo do Didmetro médio Hidrodinamico (d nm)

As analises 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 suspensdo utilizando o equipamento Nanotrac (Nanotrac
Wave Model MN401, Sdo Paulo, Brasil). As medidas foram realizadas em triplicata com

temperatura de 25°C.
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4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a analise do didmetro médio e forma das micelas contendo ou ndo CUR e obter
informac0es sobre a diferenca de tamanho com a presenca de CUR, a técnica utilizada foi a
microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG) em equipamento JEOL
JSM-7500F. Para isto, 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.
4.2.3 Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%)

A eficiéncia de encapsulacdo das micelas contendo CUR foi realizada apos estas serem
centrifugadas a 5000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi retirado e a quantificacdo da CUR
encapsulada foi baseada no seu espectro de absorgcdo, onde foi utilizado o UV-Vis
Espectrophotometer SHIMADZU UV-1900 (Kyoto, Japéo) e lido em um comprimento de onda

de 426 nm. Assim, a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada através da Equacéo 1:
M1
EE% = - X 100 1)

tendo EE referente a eficiéncia de encapsulacdo; M1 = absorbancia da CUR encapsulada na

micela; MT = absorbancia teérica da CUR usada na micela.
4.3  Preparacdo dos Materiais Hibridos do tipo Ureasil-Poliéter

Os precursores foram obtidos a partir da reacdo de um alcodxido modificado 3-
isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEOS) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e polimeros
modificados (NH2-POE-NH:) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) com massas moleculares de
500 g/mol. A mistura alcodxido e polimero modificado foi mantida sob refluxo em etanol
absoluto a temperatura de 80 °C por 24 horas. Posteriormente, o solvente de sintese foi
eliminado por aguecimento e pressao reduzida (OSHIRO JUNIOR; SHIOTA,; CHIAVACCI,
2014).

Em seguida, as reacBGes de hidrdlise e condensacdo foram promovidas pela adicao

controlada de 0,750 g do precursor, 50 pl de agua purificada, 500 pl de etanol e 100 pl de um
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agente catalisador de carater acido (HCt 2M) e agitagdo de 250 rpm em agitador magnético por
1 min, levando a formacao de um gel. As micelas contendo as proporcdes de 0,10, 0,50, 1,0 e
3,0% de CUR foram incorporadas nesta etapa de hidrélise e condensacdo. Posteriormente, o
sistema obtido permaneceu em dessecador para secagem em temperatura ambiente (30 + 2 °C)
por 72 h (OSHIRO-JUNIOR, 2019).

4.4  Difragdes de Raios X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos com o difratdbmetro de raios X modelo XRD 6000
(Shimadzu®, Séo Paulo, Brasil), com varredura angular 5°<26<35° na montagem de Bragg-
Brentano, sistema 6-20, utilizando radiag@o de Cu (kal) com varredura no passo de 0,02 (20),

com intervalo de 0,6 segundo para cada amostra.

45 Curva analitica

A curva analitica foi determinada por meio do UV-Vis 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 condicao Sink (BUI, H. T. etal., 2014; L1, J. et al., 2015;
LI, X. etal., 2015; SUBTAWEESIN, C. et al., 2018). A linearidade do método foi alcancada a
partir de uma solucéo estoque, composta pelo meio acrescido de CUR na concentragéo de 100
pg/ml, foram preparadas dilui¢des nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4, 6, ¢ 10 pg/ml. As analises
foram feitas em sextuplicata, com analistas diferentes, em dias alternados e analisadas no

programa Excel.

4.6  Ensaio de Liberacéao In Vitro

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado utilizando trés grupos: i) U-PEO com micela
e CUR, ii) U-PEO com CUR e iii) CUR livre. Estes foram imersos separadamente em uma
solucdo receptora composta por tampdo acetato pH 4,0 acrescida de 15% de tween 80 e 5% de
etanol absoluto contida em um béquer apresentando um total de 750 ml do mesmo, sob agitacédo
constante em agitador magnético SL-92 SOLAB em 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 3,00 ml da solugéo
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foi coletada e analisada no espectrofotometro UV-vis, no comprimento de onda de 426 nm.
Posteriormente, uma aliquota de 3,00 ml da solucdo receptora foi reposta ao béquer para

preservar o meio e evitar concentragdo do mesmo. O experimento foi realizado em triplicata.

4.7  Ensaio Microbiolégico

Diferentes operacdes foram executadas na preparacdo do ensaio microbioldgico, sendo
estas as seguintes.

(1) Todo o material utilizado foi esterilizado e preparado. Os meios de cultura foram
preparados. Em seguida o repique dos microrganismos foi feito em placas Sabouraud
Dextrose Agar (SDA, Sigma Aldrich®, EUA) e deixados em estufa de circulacéo de ar
a 35+ 2 °C por 24 horas. A cepa utilizada foi C. albicans (ATCC 90028);

(2) O inoculo foi preparado em solugdo salina a 0,85% a partir das colénias retiradas do
repique e, posteriormente, padronizado utilizando 5 coldnias, colocando-as no tubo de
ensaio com 5 ml de PBS e levados para um agitador vértex por 15 segundos com
posterior leitura no espectrofotdometro a 530 nm encontrando uma faixa de absorbancia
de 0,08 — 0,1 para garantir a concentracdo adequada do in6culo de 5,0 x 10° células por
ml. Em seguida, esta concentragdo de células passou por uma diluigdo 1:100 e seguida
de uma diluigdo 1:20 levando ao resultado de uma concentragio de 5,0 x 10%a 2,5 x 103

células por ml?;

(3) Seguindo, os grupos foram pré-determinados como mostra o Quadro 1, levados a placa
de 96 pocos contendo PBS, onde o ensaio foi realizado através do método de
microdiluicdo em placa diluigcdes seriadas de 20 ul e foram expostos ou néo a luz por
um periodo de 5 minutos e ao final do procedimento. O esquema representativo da placa
e da distribuicdo dos grupos foi descrito na Figura 5. As placas foram levadas a estufa
por 24 horas;



Quadro 1 — Divisdo dos grupos de tratamento para 0 ensaio microbiolégico.

Grupos Tratamento Composicéo

a Grupo controle | 200 pL de meio de cultura

b Grupo controle Il 100 pL de DMSO e agua purificada + 100 pL do
(negativo) indculo

c Grupo controle 111 100 pL de PBS + 100 pL do in6culo
(negativo)

d Grupo Controle IV 100 pL de Nistatina 4 pg/mL + 100 pL do in6culo
(positivo)

e Luz 100 pL de PBS + 100 pL do indculo + luz

f Micela 100 pL de micela + 100 pL do in6culo

g Micela + Luz 100 pL de micela + 100 L do in6culo + luz

h Micela + CUR 100 pL de micela com CUR + 100 pL do in6culo

i CUR 100 pL de CUR + 100 pL do indculo

] Micela + CUR + Luz 100 pL de micela com CUR + 100 pL do in6culo

+ luz
k CUR + Luz 100 pL de CUR + 100 pL de inéculo + luz
I Grupo controle V 200 pL de PBS

Fonte: Autoria propria, .2021.
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(4) Apos o periodo de incubacéo, as placas de 96 pogos foram retiradas da estufa. As placas

de Petri contendo meio de cultura Sabouraud foram divididas em 8 se¢des, onde 10 pl

de cada aliquota da placa de 96 pocos foi depositada sob sua superficie seguidas de uma

nova incubacdo por 24 horas para posterior leitura. O experimento foi realizado em

triplicata.



Figura 5 — Esquema representativo da distribui¢do dos tratamentos na placa de 96 pogos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Preparacao das Micelas Poliméricas com e sem Curcumina

As micelas com e sem CUR (Figura 6) foram preparadas pelo método do filme
polimérico que permite a incorporacdo de altas concentracBes de substancias ativas
hidrofobicas. ApoOs essa etapa, o material foi reidratado e levado ao homogeneizador
ultrassénico, método de alta energia que possibilita a obtencdo de particulas de tamanho
manométrico.

Figura 6 — Aspecto visual das micelas poliméricas com e sem curcumina. (a) micela pura; (b)
micela com curcumina 0,1%; (c) micela com curcumina 0,5%

Fonte: Autoria propria, 2021

O material obtido na forma de micela branca, que ndo contém CUR (Figura 6a), foi
caracterizado como um liquido fluido e translicido, no qual foi observado o efeito Tyndall,
levantando a possibilidade da solucgéo se encontrar na faixa de tamanho desejada, uma vez que
este efeito ocorre quando ha dispersdo de luz pelas particulas coloidais (WU et al., 2020). Por
outro lado, foi observada uma coloragdo amarelo-clara caracteristica nas micelas que
apresentavam CUR nas concentracdes de 0,1 e 0,5% (Figura 6b e 6cC), que escurecia
gradativamente com o aumento da concentragdo de CUR. J& na Figura 7, é possivel observar

um padrdo destoante com concentra¢Ges de CUR superiores como em 1 e 3%.
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Figura 7 — Aspecto visual das micelas poliméricas com curcumina. (a) micela com curcumina
1%; (b) micela com curcumina 3%

Fonte: Autoria prépria, 2021

As caracteristicas visuais revelam que ambas (Figura 7a e 7b) possuem um padrdo de
cor mais forte, em comparacdo com aquelas de menor concentracdo. Além disso, também
possivel observar um padrdo turvo que se intensifica & medida que a concentracdo da CUR

aumenta, indicando que parte da CUR ndo foi encapsulada nas micelas.

5.2  Determinacdo do Diametro Médio Hidrodinamico (d mn) das Micelas

Os resultados revelados na Figura 8 séo referentes as distribuigdes das particulas através
da técnica de DLS.
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Figura 8 — Distribuicdo de particulas (%) em relagdo ao didmetro das micelas contendo CUR
0,5% (a), micelas contendo CUR 1% (b) e micelas contendo CUR 3% (c)
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Fonte: Autoria prépria, 2021

As analises determinam que as micelas com CUR referentes a concentracdo de 0,5%
apresentou valores médios numa faixa de tamanho entre 20 e 60 nm, com grande parte das
distribuicGes do numero de particulas em 35 + 3,50 nm, o que esta de acordo com estudos
realizados por VAIDYA et al. (2019), onde os pesquisadores obtiveram resultados de DLS que,
através da aplicacdo do mesmo método de preparacdo de micelas, mostraram que todas as
micelas carregadas com CUR em concentracdo semelhante obtiveram uma distribuicdo de
tamanho estreita, mas semelhante & encontrada neste estudo. Além disto, esta faixa de tamanho
apresentada pelas micelas em adicdo com outras caracteristicas confere uma maior afinidade
com biofilmes de C. albicans e uma facilitacdo da penetracdo da sua biomassa, gerando uma
melhora na atividade antifingica. Podendo esta, ser ainda mais intensificada de acordo com o
polimero escolhido, uma vez que a carga cationica pertencente no polimero pode gerar um
direcionamento a parede do biofilme devido aos constituintes glicoproteicos anionicos
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presentes em sua superficie, gerando uma interacdo eletrostatica (ALBAYATY, Y. N. et al.,
2020).

Por outro lado, as concentracbes de 1 e 3% (Figura 8b e 8c) o grafico passa de
monomodal para bimodal e trimodal, respectivamente, provavelmente devido a presenca de
precipitacdo e aglomerados, onde para ambas a populacdo alfa (de menor didmetro) esta se
sobrepondo a populacdo beta (maior didmetro) em termos de quantidade de particulas,
indicando uma faixa de tamanho dentro da faixa coloidal, diferindo da faixa de tamanho

apresentada pela populacao beta.
5.3  Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
MEV é uma técnica usada para analisar o tamanho de particula e a morfologia de

micelas (Figura 9), além de estabelecer uma comparacgdo para determinar se a presenca de uma

determinada substéncia como a CUR gera alteracdo destes padrdes.
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Figura 9 — Fotomicroscopia das micelas: (a) micela sem CUR; (b) micela com CUR 1% e (c)
micela com CUR 3%, aumento de 100.000 x

100 nm

Fonte: Autoria propria, 2021

Assim, os resultados de MEV mostram que a adi¢cdo de CUR (Figura 9b e 9¢) ndo causou
alteragOes significativas no tamanho e na morfologia das micelas, demonstrando um padrao
contendo micelas esféricas com tamanhos nanomeétricos entre 20 e 34 nm para micelas brancas
e entre 22 e 51 nm para micelas contendo CUR a 1 e 3%. A modificacdo do estado hidratado
das micelas pela técnica de MEV ndo apresenta uma taxa significativa de mudanca no tamanho
médio das particulas.

5.4  Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%)

Micelas com diferentes concentragcdes de CUR foram analisadas ap0s 0s processos de
centrifugagdo. Os resultados revelaram que a EE para micelas contendo 0,1, 0,5, 1 e 3% de
CUR foram 96,2 + 3,5, 86,4 £ 5,7, 62,9 £ 2,2 e 20,2 + 0,7%, respectivamente. No resultado
apresentado por GANGULY et al. (2017), a EE da CUR incorporado nas micelas a 1% foi de
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46%, quando aplicado uma metodologia distinta de aquecimento, levando a crer que a
metodologia aplicada neste trabalho exerce uma eficiéncia de encapsulacéo significativamente

maior em relacdo as micelas apresentando esta concentragéo.

55  Obtencéo das Membranas Hibridas do tipo Ureasil-Poliéter

Os filmes compostos pelo material hibrido sdo formados pelo processo sol-gel, que
envolve reacGes de hidrolise e condensacdo. A velocidade dessas reagdes (tempo de formacao
do filme) € controlada pela variagdo da proporcao precursor/catalisador (OSHIRO, J. A. et al.,
2018; OSHIRO, J. A. et al., 2017; OSHIRO JUNIOR, J. A. et al., 2015; OSHIRO, J. A. et al.,
2016).

No resultado final, apds a secagem, a membrana deve mostrar-se homogénea e
apresentar flexibilidade, por este motivo sua obtencdo deve ser realizada de forma metddica,
uma vez que fatores como a presséo e a temperatura do ambiente podem interferir, resultando
em rachaduras, fissuras e membranas quebradicas.

Visando verificar se o sistema hibrido seria capaz de aumentar a capacidade de
solubilizacdo ou aprisionamento da CUR, a concentracdo de micela-CUR 3% foi escolhida. A
Figura 10 apresenta as caracteristicas visuais das membranas U-PEO desenvolvidas contendo

as micelas com e sem CUR.

Figura 10 — Material hibrido do tipo ureasil-poliéter (U-PEO 500) pura (a), com CUR 3% (b),
com micela CUR proporc¢éo de 3% (c) e anel vaginal (d)

Fonte: Autoria prépria, 2021

Os resultados visuais revelam que a presenca do farmaco e da micela na membrana néo
alterou as propriedades mecanicas do material. Além disso, € possivel observar que, quando
incorporada no U-PEO, a micela contendo 3% de CUR (Figura 10c) apresenta-se visualmente
homogénea, sem presenca de aglomerados ou precipitados. O U-PEO, devido aos diferentes
grupamentos (OH, C-O-C e N-H), é capaz de auxiliar na solubilizacdo de diferentes moléculas
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(hidrofilicas, hidrofébicas e metais) se tornando um promissor meio de entrega para farmacos.
O processo sol-gel permite ao manipulador produzir uma variacdo de formas, sendo essas
apenas dependente da matriz, sendo assim de facil e acessivel reprodutibilidade (OSHIRO, Jodo
Augusto et al., 2016).

Sendo assim, verificando se o sistema hibrido é capaz de contribuir com a encapsulacao,
mesmo que a EE% da CUR presente na micela na concentragdo de 3% seja de 20,2%, a sua
incorporacdo no material hibrido acaba atingindo os 100% garantindo a presenca da CUR no
sistema, devido a presenca dos diferentes grupamentos presentes na matriz, que auxiliam na

solubilizacdo da propria.
5.6  Difracdo de Raios X (DRX)
A Figura 11 apresenta os padrdes de DRX das amostras sendo elas, o U-PEO puro, U-

PEO contendo CUR pura, U-PEO contendo micela pura, U-PEO contendo micela com CUR,

CUR pura, micela pura e micela contendo CUR a 3%.
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Figura 11 — Padrdes de DRX das amostras: (a) U-PEO puro, (b) U-PEO + CUR 3%, (c) U-

PEO + micela pura, (d) U-PEO + micela + CUR 3%, (e¢) CUR pura, (f) micela pura e (g) CUR
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Fonte: Autoria prdpria, 2021

Nos resultados da andlise de DRX da CUR pura (Figura 11e), pode-se observar a sua
forma cristalina com reflex@es cristalinas caracteristicas, onde sua maior visibilidade foi na
faixa de 16°. SUN, X. Z. et al. (2013), citam em sua pesquisa que a CUR pura existe em um
estado cristalino, exibindo um nimero de reflexdes caracteristicas entre 10 e 30 © 20. O P127

(Figura 11f) apresentou dois pontos caracteristicos na faixa de 19° e 23°, permanecendo
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inalterados mesmo apos a incorporagdo da CUR na micela (Figura 11g), 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., 2016).

Os padrdes de raios-X dos materiais sintetizados a partir do U-PEO, CUR e micela
(P127) demonstram um padrdo amorfo e o desaparecimento dos picos da CUR e do Pluronic®,
sugerindo dispersdo de ambos no material, portanto, corroborando com as caracteristicas

visuais apresentadas.

5.7 Curva analitica

A linearidade do método para quantificar a eficiéncia de encapsulacéo e liberacdo de
CUR por espectroscopia na regido do UV na faixa de absorbancia de 426 nm foi determinada
pela construcdo de uma regressao linear usando uma concentracdo de CUR variando entre 0,5
e 10 ug/ml. A linha gerada foi y = 0,1186x + 0,0022 e o coeficiente de correlagdo (r?) foi 0,9996,

que é linear, conforme mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Curva analitica da CUR em tampao acetato pH 4,0
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Fonte: Autoria propria, 2021

Assim, os dados da regressdo linear foram submetidos a uma andlise de variancia (falta
de ajuste e significancia da regressao) utilizando o teste Snedecor F para avaliar o ajuste do

modelo. Os resultados revelaram que neste modelo ndo houve falta de ajuste (falta de ajuste
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obtido = 1,17 <Ft = 2,68) e apresentou regressdo significativa (~ 9.500 vezes), validando o
modelo dado pela equacéo da reta.

O grafico de residuos (Figura 13) permitiu verificar o comportamento das variancias
dos dados na regressdo linear em relagdo ao aumento da concentracdo, que € homocedastica.
Além disso, o limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foram determinados a partir dos

parametros da regressao linear, obtendo-se resultados de 0,010 e 0,032, respectivamente.

Figura 13 — Grafico de residuos

0,06 -
0,03 -
u [ |
. : - -
S n® H .
5 0004 g 1 -
3 B u
xx ™ ™
| ]
[ |
-0,03 "
-0,06 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Curcumina (ug/mL)

Fonte: Autoria propria, 2021

5.8  Ensaio de Liberacéo In Vitro
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Figura 14 — Liberacdo da CUR presente em um material hibrido do tipo ureasil-poliéter (U-
PEO) em funcdo do tempo, tendo a liberacdo de curcumina pura (linha preta), U-PEO +

curcumina 3% (linha azul) e U-PEO + micela + curcumina 3% (linha vermelha)

—e— H_M_Curcumina

100 - f —a— Curcumina pura
—4—H_Curcumina

80

Curcumina Liberada (%)

—T—
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tempo (horas)

Fonte: Autoria propria.

A Figura 14 apresenta o perfil de liberacdo da CUR pura (preto), U-PEO com CUR
(azul) e U-PEO com micela e CUR (vermelho). E possivel observar que a CUR atingiu 100%
de liberacdo em torno de 15 minutos. O U-PEO com CUR e U-PEO com micela e CUR
apresentaram outro perfil, a liberagdo ocorre de forma controlada e modificada, liberando apds
10 dias cerca de 70 £ 0,43 % da CUR, demonstrando que esse sistema desenvolvido pode ser
utilizado em tratamento prologando, reduzindo as flutuacdes no local de acdo dos niveis da
CUR o0 que diminui os efeitos adversos e aumenta a adesdo do paciente ao tratamento
(USHERWOOD, 2017).

A liberacdo modificada da CUR em baixas concentracGes garante que o seu efeito local
seja realizado de maneira satisfatoria e que as flutuacbes locais ndo sejam significativas ao
ponto de levarem a um efeito sistémico e consequentemente a efeitos adversos. As micelas ndo
apresentaram influéncia significativa nas ligagbes quimicas envolvendo U-PEO e CUR.
Caracteristicas intrinsecas do U-PEO em possuir carater hidrofilico-hidrofobico que afetam na
habilidade de englobar e liberar a CUR juntamente com as micelas. Entretanto, a vantagem da

presenca das micelas no sistema esté relacionada com a sua influéncia na solubilidade da CUR,
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aumentando-a através da sua encapsulacgdo, ja que no ambiente fisiologico a sua solubilidade é
significativamente menor, assim como a sua biodisponibilidade.

Na literatura, varios sistemas nanoestruturados tem sido utilizados para melhorar o perfil
de liberagdo da CUR, como a pesquisa realizada por ANITHA et al., (2011), utilizando
nanoparticulas (NPs) como novo sistema de liberagdo. Os autores mencionaram que o padréo
de liberacdo do f&rmaco mostrou um pico de liberacdo nas primeiras 3 horas, seguidas por uma
liberacdo controlada da CUR ao longo de um periodo de uma semana, na qual cerca de 70% do
farmaco foi liberado durante este periodo. A CUR que é absorvida na superficie das NPs e
aquela presa proxima a superficie podem ser o motivo do pico inicial de liberacdo. Uma vez
que a taxa de dissolucdo do polimero que se localiza proximo a superficie é alta, a quantidade
de farmaco liberado também serd alta. Para SAHU et al. (2011), que usaram micelas
poliméricas como fonte de um novo sistema de liberacdo, uma liberacdo relativamente rapida
ocorreu no estagio inicial, sequida de uma liberacdo lenta e sustentada durante um periodo
superior a 10 dias. Durante as primeiras 4 horas, obteve-se uma taxa de liberagdo de 5% das
micelas de Pluronic® F127. Apos isto, a liberacdo se apresentou lenta e sustentada, onde
finalmente, as 240 horas, 63% do farmaco foi liberado das micelas de Pluronic® F127.

Uma vez que a vagina possui diversos mecanismos que dificultam a agdo de
medicamentos, como a presenga de enzimas, acdo autolimpante, pH acido, entre outros, a
formulacdo aplicada deve possuir alternativas para burlar essas dificuldades. As fases orgénicas
e inorganicas que compdem o U-PEO apresentam propriedades fisicas e quimicas que
aumentam a resisténcia do material, estabilidade térmica e fisica, além da possibilidade de
modulagdo da forma farmacéutica e apresentar caracteristicas de mucoadesdo, aumentando o
contato com a mucosa alvo (OSHIRO, J. A. et al., 2018).

5.9  Ensaio Microbiol6gico

O ensaio microbiolégico foi realizado de acordo com 0s grupos preestabelecidos. A
Figura 15 mostra o padrao microbioldgico dos grupos de controle das amostras, sendo estes o
meio de cultura, PBS puro, a nistatina como controle positivo e PBS + in6culo como controle

de crescimento.
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Figura 15 — Padrdo microbioldgico dos grupos de controle das amostras: (a) meio de cultura,
(b) PBS puro, (c) nistatina, (d) PBS + indculo

Fonte: Autoria prépria.

Os grupos de controle apresentaram resultados esperados, onde as placas referentes ao
meio de cultura, PBS e nistatina ndo houve crescimento microbioldgico, e a placa referente ao
PBS + in6culo apresentou crescimento de 5 logs, atuando como o controle de crescimento do
microrganismo.

Ja na Figura 16, é mostrado os grupos referentes a CUR isolada, contendo ou nédo a
presenca da luz, para a determinar se a CUR, quando ndo é ativada pela luz, exerce alguma
atividade fungicida no composto.
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Figura 16 — Padrdo microbioldgico dos grupos das amostras: (a) CUR pura sem luz, (b) CUR

pura com luz

Fonte: Autoria propria.

No grupo referente a CUR sem luz, pode-se observar um crescimento de 6 log,
demonstrando que a CUR isolada ndo possui capacidade fungicida. Contudo, quando
adicionado a luz, os resultados revelam uma reducao de 3 log, ou seja, foi capaz de reduzir em
99,9% a concentracdo fungica. Na literatura, estudos demonstram que ha inibicdo do
crescimento de Candida na presenca de CUR e luz, apresentando uma inibigdo concentracdo
dependente e sendo capaz de inibir tanto células plancténicas como biofilmes (MA et al., 2019;
TRIGO-GUTIERREZ et al., 2021).

Assim como na Figura 16, a Figura 17a se refere a possivel atividade apresentada pela
micela isolada, sem a presenca da CUR em seu interior, para verificar se a sua presenca ira

influenciar da reducéo de crescimento microbiologico.

Figura 17 — Padrdo microbioldgico dos grupos das amostras: (a) Micela, (b) Micela + CUR

sem luz, (c) Micela + CUR com luz

Fonte: Autoria prdpria.
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O grupo contendo apenas micela apresentou um crescimento de 5 log, representando
gue a micela isolada ndo exerce atividade sobre a reducéo de crescimento da Candida, porém,
diversos nanossistemas ja foram testados de acordo com a literatura para a inibicdo do
crescimento das distintas espécies de Candida, como nanoparticulas metélicas, lipossomas,
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas, carreadores lipidicos nanoestruturados, entre
outros. Entretanto, as micelas apresentam uma alta taxa de biocompatibilidade, baixo custo e
producdo facilitada, além de influenciar na formulacdo aumentando a solubilidade e
biodisponibilidade da CUR (ARAUJO et al., 2020; TRIGO-GUTIERREZ et al., 2021)

Quando referente ao sistema contendo CUR incorporada nas micelas sem luz, hd uma
inibicdo significativa do crescimento da Candida em ambas as placas (b,c). Houve uma reducéo
de 3 logs referentes a comparagdo entre a CUR pura sem luz e a micela + CUR sem luz,
representando uma reducao de 99,9% do crescimento, isto quer dizer que a CUR encapsulada
pode ter sido capaz de permear a célula fingica de maneira mais eficaz, exercendo assim uma
melhor atividade farmacolégica por meio do mecanismo de ataque do DNA do fungo, gerando
quebras totais da cadeia (FREITAS, D., 2015).

A aplicacdo da luz se apresenta como um diferencial potencializador que causa uma
acao sinergica benéfica podendo provavelmente dissipar cepas resistentes e até a formacao de
biofilmes, porém, mais estudos referentes a estes pontos especificos sdo necessarios. Além
disso, de acordo com a FDA, para argumentar que a eficacia da formulacdo é significativa
devera ocorrer uma reducdo minima de 3 logs (reducéo percentual de 99,9%), sendo assim,
observado uma diminuicdo de 4 logs (99,99%) quando comparados o grupo de controle de
crescimento (PBS + in6culo) com o grupo de tratamento contendo micela + CUR e de 5 logs
(99,999%) quando comparado com a CUR pura (CANTON et al., 2009; MELO et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

Esta pesquisa permitiu concluir que a sintese das micelas contendo CUR foi realizada
de forma adequada, visto que os resultados de DLS e MEV confirmaram a nédo alteracdo das
propriedades hidrodinamicas de tamanho do micelas. O resultado da eficiéncia de encapsulagéo
demonstrou que a CUR n&o apresentou uma incorporacao tdo satisfatoria nas micelas, porém,
através dos resultados de DRX foi possivel observar que a porcdo da CUR que ndo estava
encapsulada nas micelas passou a estar encapsulada na matriz hibrida, confirmando que a matriz
€ um meio promissor para incorporacdo de uma alta concentracdo de insumos hidrofébicos. Os
resultados da liberagéo in vitro demonstram que esta combinacdo foi capaz de se apresentar
como um sistema de liberacdo modificada, onde, ap6s 10 dias, aproximadamente 70% da CUR
foi liberada, além de demonstrar que a presenca da micela no sistema nao interfere de maneira
significativa na liberacdo, porém, apresenta um papel fundamental para a aplicacdo da terapia.
Am adicdo, o ensaio microbiologico apresentou uma acdo sinérgica entre a TFD e a CUR
incorporada nas micelas, resultando em uma reducdo de até 5 logs (99,999%) no crescimento
dos microrganismos, levando a crer que a terapia pode ser aplicada tanto em células
plancténicas quando em biofilmes causados pela espécie Candida albicans, porém, mais
estudos sdo necessarios para a confirmacao desta teoria. Por fim, esses resultados demonstram
0 potencial dos sistemas em ser um tratamento multidose baseado em uma unica aplicacéo,
visto a sua liberacdo modificada, sugerindo um maior indice de adesdo e um menor indice de
abandono pelo paciente. Este trabalho gerou um pedido de depdsito de patente que pode ser
encontrado no ANEXO I1.
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Abstract: Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a valvar /vaginal infection that affects approximately
75% of women worldwide. The current treatment ésts of antimicrobials with hep ic proper-
ties and high drug intevaction probabilities, Therefore, this study aimed to develop a new treatment o
VVC based on micelles containing curcumin (CUR) dispersed in a ureasil-polyether (U-PEO) hybrid,
The physical-chemical characteri was carried out inorder to observe size, shape, orystallinity
degree and particle dispersion in the formulation and was performed by dynamic light scattering
(DLS), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and through in vitro release
study. The results of DLS and SEM exhibited micelles with 35 nm, and encapsulation efficiency
(EE) results demonstrated 100, of EE to CUR dispersed in the U-PEO, which was confirmed by the
DRX. The release results showed that CUR loaded in U-PEO is 0% redeased after 10 days, which
& the p ial apphlication of this material in different pharmaceatical forms (ovules
and rings), and the possibility of multidose based on a single application, suggesting a higher rate
of adbwerence,
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1. Introduction

Vulvovaginal candidiasis (VVC) 1s conceptualized as an infection of the vulva and
vagina, with occurrences of Intense vulvar itching, leukorrhea, dyspareunia, dysuna,
edema and vulvovaginal erythema, in which itching is the most decisive symptom when
companng VVC to vulvovaginitis of another etiology |1]. VVC affects approximately 75%
of women around the world at least once in their lifetime, where 507 present a recurrence
within one year. Yeasts of the genus Candida, mainly of the species Candida albicans, are
considered the main fungus that causes VVC (about 85%) [2,3].

The treatment of choice for VVC employs the use of several antifungals. Among
them are the amphotericin B, nystatin and azole drugs, which represent the class with
the highest number of active substances, such as fluconazole, ketoconazole, butoconazole,
itraconazole and miconazole, which are commonly used in suspension form, applied
topically over the lesion, or in the form of tablets and ointments [£], However, these drugs
have a prolonged treatment time, portray side effects such as hepatotoxicity and perform
drug interactions, which can aggravate the condition. Additionally, studies have shown

Pharmacentics 2021, 13, 475, bttps: / /docorg/ 103390/ pharmuaceutics 1 3050675

htps: / /weww.mdpt.oom /jowmal / pharmaceutscs

63



64

ANEXO B - Pedido nacional de invencéo, Modelo de utilidade, Certificado de invengéo e

entrada na fase nacional do PCT

INSTITUTO
‘ NA CIONAL
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

1122018 ot 2

DA

20408161912673001

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigdo de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Namero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2019 026216 8

Depositante 1 de 1

Nome ou Razdo Socialk
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Naclonalidade:
Qualificac8o Jurfdica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pals:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
Pessoa Juridica
12671814000137

Brasileira

Instituigio de Ensino e Pesquisa
Rua Baradnas, 351

Campina Grande

PE

58429-500

Brasil

(83) 3315 3383

inovateupeb@uepb edu.br

E co

Petigho £70190E51424, de 111272019, pag. 122

mLﬂR’gmumo Esia sobcitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamente Eletrérico em 11/12/2019 as
NI 09-18, Paticio 870180131424



Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengdo (Pl)

Thulo da Invengdo ou Modelo de PRODUTO FARMACEUTICO BASEADO EM MICELAS
Utilidade (54): DISPERSAS EM HIDROGEL HIBRIDO PARA TRATAMENTO DE

ENFERMIDADES VAGINAIS

Resumo: A presente invencio trata do desenvolvimento de um produto
farmacéutico na forma farmacéutica de dvulo vaginal efou anel
vaginal compreendendo micelas dispersas em hidroge! hibrides para
liberagio prolongada e controlada de substincias ativas de cardter
hidrofilico, hidrofébice ou metal sendo este de crigem natural,
semissintética ou sintética para uso no tratamento de enfermidades
vaginais,

Figura a publicar: 00

W Esta sobcitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamente Eletrdnico em 11/12/2019 as
E 09:18, Patigio 870180131424

Petigho $70190E51424, de 111272019, pag. 222

65



Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 4

Nome: JOAO AUGUSTO OSHIRDO JUNIOR
CPF: 32661623825
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagio Fisica: Professor do ensino superior
Enderego: Rua Emiliano Rosendo da Silva, 120 A, Novo Bodocongd
Cidade: Campina Grande
Estado: PB
CEP: 58431-000
Pals: BRASIL
Telefone: (16) 997 201228
Fax
Email: paocoshiro@yahoo com br
Iinventor 2 de 4

Nome: KAMMILA MARTINS NICOLAU COSTA
CPF: 10940356457
Nacionalidade: Brasileira
Qualificag8o Flsica: Estudante de Graduacao
Enderego: Rua Cicero Galdino Sobrinho, 300, Centro
Cidade: Esperanca
Estado: PB
CEP: 58135-000
Pals: BRASIL
Telefone: (83)998 034871
Fax:
Email: kammilamartins@gmai.com
Inventor 3 de 4

:mfm Esta solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 11/12/2019 as

09:18, Paticio 870180131424

Petigho $70190E51424, de 111272019, pag. 322

66



Nome: BOLIVAR PONCIANO GOULART DE LIMA DAMASCENO
CPF: 91816751487
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagio Flsica: Professor do ensino superior
Enderego: Av. Marechal Floriano Peixoto, 5255 ~ Cond. Serravite - Casa P12 -
Malvinas
Cidade: Campina Grande
Estado: PE
CEP: 58434-500
Pals: BRASIL
Telefone: (83) 331 53300
Fax:
Email: bolivarpgld@nhotmail.com

Inventor 4 de 4

Nome: ANA CLAUDIA DANTAS DE MEDEIROS
CPF: 02956467468
Nacionalidade: Brasileira
QualificagBo Fisica: Professor do ensino supenor
Enderego: Rua Desembargador Trindade, 250, apt, 1003, Centro
Cidade: Campina Grande
Estado: PB
CEP: 58400-260
Pals: BRASIL
Telefone: (83)893 23717
Fax:
Email: anaclaudia@uepb.edu.br

W Esta sobcitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamente Eletrdnico em 11/12/2019 as
E 09:18, Patigio 870180131424

Petigho $70190E51424, de 111272019, pag 422



Documentos anexados

Tipe Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 Comprovante GRU pdf
Contrato de trabaiho Comprovante de Vinculo - Oshiro,pdf
Contrato de trabalho Comgrovante de Vinculo - Bolivar paf
Contrato de trabaihe Comprovante de Vinculo - Kammila pdf
Contrato de trabalho Comprovante de Vinculo - Ana Cldudia pdf
Revvindicagao Retvindicagdo_091218final. pdf
Relatério Descritivo Relatorio_091219_final pdf
Resumo Resumo_091219fnal pdf
Desenho Flguras_091219final pdf
Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaraciio Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengio
ndo fol obtido em decorréncia de acesso & amostra de componente do Patrimdnio Genético
Brasilelro, © acesso fol realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaracao de veracidade

@Dedafo. sob as penas da lei, que todas as informagfes acima prestadas s3o compleias e
verdadeiras.

W Esta sobcitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamente Eletrdnico em 11/12/2019 as
E 09:18, Patigio 870180131424

Petigho $70190E51424, de 111272019, pag. 322



69

ANEXO C - Physicoebemical characterization of bioactive compounds in

nanocarriers
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ANEXO E - Nanoparticle Synthesis and Administration Routes for Antiviral Uses
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