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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo causada por fungos do género Candida. O
tratamento padrdo € limitado pela baixa eficAcia das monoterapias e baixa adesdo as
formulacdes semissélidas comerciais. A eficécia clinica pode ser aumentada com a combinagéo
de curcumina (CUR) e miconazol (MCZ). Esses ativos podem ser carregados em formulagoes
solidas, como oOvulos vaginais a base de polimeros hibridos ureasil-poliéter. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver Ovulos de ureasil-poli(6xido de etileno) (U-PEO500) e ureasil-
poli(6xido de propileno) (U-PPO400) com CUR e MCZ para o tratamento da CVV. Os
materiais hibridos foram obtidos pelo método sol-gel e moldados a frio em dvulos. A
caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica foi realizada por ressonancia magnética nuclear
(RMN), termogravimetria (TGA), analise térmica diferencial (DTA), espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios X (DRX),
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e liberagdo in vitro. A atividade antifngica foi
verificada por microdiluicdo e por difusdo em agar. A biocompatibilidade dos farmacos e dos
ovulos foi avaliada com Lactobacillus jensenii e com a linhagem celular VK2/EGE7. Na DTA,
observou-se uma interacdo entre CUR e MCZ e os hibridos. A FTIR ndo mostrou interacbes
quimicas entre os ativos e os ureasil-poliéter. O carater cristalino dos farmacos e amorfo dos
hibridos foi observado na DRX, e também foram detectados cristais de CUR e MCZ nos évulos,
o0 que foi confirmado por MEV. A liberacdo in vitro mostrou que 80-90% de CUR e MCZ foram
liberados de U-PEO500 em 144 horas, engquanto apenas 12,06% de CUR e 60,95% de MCZ
foram liberados no mesmo periodo. As concentracdes inibitorias minimas de CUR foram iguais
a256,>1024,512, e 512 ug.mL* para C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata,
respectivamente. Para 0 MCZ, os valores foram 2,5; 2,5; 1,25; e 12,5 pg.mL™, na mesma
ordem. O sinergismo foi observado para as trés primeiras linhagens, que apresentaram indices
de concentracdo inibitoria fracionada iguais a 0,375; 0,265 e 0,265 (< 0,5). Na difusdo em agar,
os ovulos contendo CUR e MCZ apresentaram zonas de inibi¢cdo > 16,5 mm, caracteristicas de
sensibilidade. Os estudos de biocompatibilidade mostraram que concentragdes de MCZ maiores
que 95 pg/mL e 594 pg/mL afetam o crescimento de L. jensenii e de VK2/EGE7,
respectivamente. Os dvulos hibridos mostraram-se biocompativeis e seguros nos ensaios pré-
clinicos in vitro. Dessa forma, os ovulos de U-PEO500 e U-PPO400 com CUR e MCZ s&o
candidatos promissores para superar as limitagdes dos tratamentos convencionais da CVV.

Palavras-chave: infeccdo vaginal; terapia antifingica combinada; azol; polifenol; materiais

organico-inorganicos.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection caused by fungi of the genus Candida. The low
efficacy of monotherapies and poor compliance with commercial semisolid formulations limits
standard treatment. The clinical efficacy can be increased with combining curcumin (CUR) and
miconazole (MCZ). These actives can be loaded into solid formulations, such as vaginal ovules
based on ureasil-polyether hybrid polymers. Thus, this work aimed to develop ureasil-
poly(ethylene oxide) (U-PEO500) and ureasil-poly(propylene oxide) (U-PPO400) loaded with
CUR and MCZ for the treatment of VCC. The hybrid materials were obtained by the sol-gel
method and cold-molded into ovules. The physicochemical and morphological characterization
was carried out through nuclear magnetic resonance (NMR), thermogravimetry (TGA),
differential thermal analysis (DTA), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray
diffractometry (XRD), scanning electron microscopy (SEM), and in vitro release. The
antifungal activity was verified by microdilution and agar diffusion assays. The
biocompatibility of the drugs and the ovules was evaluated with Lactobacillus jensenii and the
VK2/E6E7 cell line. DTA showed an interaction between CUR, MCZ, and the precursors. FTIR
showed no chemical interactions between the drugs and the ureasil-polyethers. The crystalline
nature of the drugs and the amorphous character of the hybrids were observed in XRD, and
crystals of CUR and MCZ were also detected in the ovules, which SEM confirmed. In vitro
release showed that 80-90% of CUR and MCZ were released from U-PEO500 in 144 hours,
while only 12.06% of CUR and 60.95% of MCZ were released in the same period. The
minimum inhibitory concentrations of CUR were equal to 256, > 1024, 512, and 512 ug.mL*
for C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, and C. glabrata, respectively. For MCZ, the
values were 2.5, 2.5, 1.25, and 12.5 pg.mL™%, in the same order. Synergism was observed for
the first three mentioned strains, which presented fractional inhibitory concentration indices
equal to 0.375, 0.265, and 0.265 (< 0.5). In agar diffusion, the ovules containing CUR and MCZ
showed zones of inhibition > 16.5 mm, characteristic of sensitivity. The biocompatibility
studies showed that MCZ concentrations higher than 95 pg/mL and 5.94 pg/mL impact the
growth of L. jensenii and VK2/EGE7, respectively. The hybrid ovules proved biocompatible
and safe in the preclinical in vitro studies. Therefore, U-PEO500 and U-PPO400 ovules with
CUR and MCZ are promising candidates for overcoming the limitations of conventional VVC
treatments.

Keywords: vaginal infection; antifungal combination therapy; azol; polyphenol; organic-

inorganic materials.
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1 INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infec¢do oportunista causada por fungos do
género Candida, que afeta 75% das mulheres mundialmente ao menos uma vez na vida. No
Brasil, a prevaléncia € estimada em 18%, mas acredita-se que o valor real seja maior, devido a
subnotificacdo da doenca e aos casos assintomaticos. A CVV desencadeia sinais e sintomas
como prurido, queimacdo, corrimento vaginal, disdria e dispareunia, responsaveis por causar
sofrimento intenso nas mulheres, que reflete em um impacto econémico estimado em 2,8
milhdes de ddlares por custos médicos e por perdas de horas trabalhadas apenas nos Estados
Unidos (Carvalho et al., 2021; Willems et al., 2020).

A CVV pode ser classificada em ndo complicada e complicada. A forma ndo complicada
compreende de 80 a 90% dos casos, € causada principalmente por Candida albicans em
mulheres saudaveis e gravidas ou ndao, com gravidade leve a moderada. Por outro lado, 10 a
20% das pacientes apresentam a forma complicada da doenca, que inclui episédios causados
por espécies de Candida ndo-albicans (CNA), além do quadro recorrente, caracterizado por
mais de quatro episddios por ano (Chatzivasileiou; Vyzantiadis, 2019; Goncalves et al., 2016).

O manejo clinico da CVV nédo complicada pode ser realizado pela administracdo topica
ou oral de antifingicos. Dentre 0os medicamentos tdpicos, sdo recomendados 0s cremes de
miconazol a 2% e de nistatina a 100.000 Ul. Por sua vez, a terapia oral compreende a
administracdo de uma dose Unica de 150 mg de fluconazol ou de uma dose dupla de 100 mg de
itraconazol. O tratamento padrdo para casos de CVV complicada, causada por cepas CNA, e
para a CVV recorrente, deve ser reforcado com uma terapia de manutencdo com agentes azois
administrados por via oral ou tépica por um periodo que pode variar de 14 dias a 6 meses
(Brasil, 2022).

Embora seja preferido por pacientes, o tratamento por via oral ndo é adequado para todos
os casos de CVV e pode causar efeitos adversos de moderados a graves, como hepatotoxicidade,
interacdes do citocromo P450 e danos fetais (Tverdek; Kofteridis; Kontoyiann, 2016). Em vista
disso, a via topica torna-se mais conveniente por permitir a concentracdo local do farmaco e
reduzir a incidéncia de reacdes adversas sistémicas. No entanto, a maioria dos tratamentos esta
disponivel em formas farmacéuticas semissolidas, como cremes, géis e pomadas, que requerem
administracdo frequente e possuem baixa retencdo na cavidade vaginal, levando a
extravasamento da formulacdo e desconforto para as pacientes (Palmeira-de-Oliveira et al.,
2022).
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A fim de contornar esses inconvenientes, formas farmacéuticas sélidas podem ser
utilizadas. Os 6vulos vaginais sdo formas de dosagem Unica, que contém um ou mais insumos
farmacéuticos ativos (IFAs) dispersos em uma base adequada, e podem fundir ou dissolver
quando inseridos na cavidade vaginal. Dentre suas vantagens, estdo a administracao facil e
indolor, maior retencdo no local de administragdo e menor risco de extravasamento da
formulacdo, e o fato de ndo exigirem alto volume de fluido biol6gico para a liberagéo dos ativos.
No entanto, os dvulos sdo convencionalmente produzidos por moldagem por fuséo, técnica que
pode resultar em sedimentacdo dos farmacos na formulacdo (Domsta et al., 2022;
Farmacopeia..., 2019; Ham; Buckheit Jr, 2017).

O éxito no desenvolvimento de évulos vaginais ainda requer a escolha apropriada da
base de dispersdo, que deve ser biocompativel com o trato genital feminino, e liberar o(s)
farmaco(s) a uma taxa adequada no local de acdo (Winfield, 2019). Os materais hibridos
organico-inorganicos formados por poliéteres reticulados com ureasil (ureasil-poliéter),
destacam-se pela flexibilidade, resisténcia térmica e mecanica, e biocompatibilidade. Esses
materiais sdo atrativos para a industria farmacéutica, pois podem atuar como bases versateis
para o carreamento de farmacos, uma vez que podem ser facilmente moldados a frio em
diferentes formas farmacéuticas por processos de hidrdlise e condensacdo (Chiavacci et al.,
2022; Souza et al., 2013).

Os hibridos do tipo ureasil-poli(6xido de etileno) (U-PEQO) e ureasil-poli(6xido de
propileno) (U-PPO) podem modular a liberacdo de insumos farmacéuticos ativos lipofilicos ou
hidrofilicos em taxas variaveis, como resultado de seus perfis de intumescimento e de massas
moleculares distintos (Oshiro-Junior et al., 2021). O potencial desses sistemas de carrearem
altas quantidades de substancias sollveis ou insolGveis em dgua em sua matriz, ainda os torna
atrativos para a producdo de sistemas de entrega dupla de farmacos como recurso terapéutico
para multiplas adversidades a satde (Caravieri et al., 2019).

No tratamento farmacoldgico, a associagdo de dois ou mais IFAs constitui o principio
da terapia combinada. Esta é o ultimo recurso para o tratamento de infec¢Bes fungicas graves e
invasivas, mas também pode oferecer um beneficio para aumentar a eficacia clinica e a adesdo
ao tratamento tépico convencional da CVV. No momento em que dois agentes antifungicos sdo
combinados, estes podem atuar paralelamente inibindo vias bioquimicas comuns, aumentando
a penetracdo celular um do outro, ou, pelo ataque a diferentes alvos nas células fungicas
(Ahmad et al., 2017; Livengood; Drew; Perfect, 2020).

A terapia combinada de antiflngicos sintéticos com produtos naturais isolados mostrou-

se promissora no aumento da suscetibilidade de cepas resistentes e ndo resistentes aos agentes
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sintéticos e na reducdo das doses necessarias para impedir o crescimento patogénico de fungos
(Ogidi et al., 2021). A curcumina (CUR) é um composto bioativo extraido da Curcuma longa
L. (acafrdo-da-terra), que destaca-se pelo efeito anti-Candida resultante da inducéo de apoptose
por geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A CUR também € capaz de potencializar
a atividade biologica de antifingicos azdis, como o miconazol, o que foi demonstrado pela
ocorréncia de efeito sinérgico em experimentos in vitro (Andrade et al., 2019; Sharma et al.,
2010).

O miconazol (MCZ) é um farmaco lipofilico, de baixa solubilidade em &gua,
administrado no tratamento tépico padrdo da CVV na forma de supositorios ou em cremes. O
MCZ bloqueia a biossintese do ergosterol e gera niveis toéxicos de metabolitos de esterol
nocivos as ceélulas fungicas. Contudo, as formas farmacéuticas disponiveis requerem
administracdo frequente, o que reduz a adesao ao tratamento. A eficacia clinica deste agente no
tratamento de casos de CVV complicada e recorrente também é reduzida (Fan; Liu; Liang,
2015; Salah; Awad; Makhoulof, 2018). Desse modo, aumentar a atividade do MCZ pelo
sinergismo com a CUR, um composto bioativo, mostra-se altamente relevante.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de 6vulos
vaginais a base de dois polimeros hibridos ureasil-poliéter distintos, através da técnica de
moldagem a frio, contendo curcumina e miconazol, para aplicacdo como um novo tratamento

topico da candidiase vulvovaginal causada por cepas de C. albicans e de C. ndo-albicans.



18

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Candidiase vulvovaginal (CVV)

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo oportunista ocasionada pelo
crescimento patogénico de fungos do género Candida no trato genital inferior feminino. A CVV
acomete 75% das mulheres uma vez na vida, das quais 40 a 50% experiencia um segundo
episddio, e cerca de 5 a 10% podem apresentar o quadro recorrente, que cursa com quatro ou
mais episddios ao ano. A maioria das pacientes afetadas estd em idade fértil, especialmente
entre 0s 20 e os 40 anos de idade, enquanto aquelas em idades antes da menarca raramente s&o
acometidas. Apds a menopausa, a incidéncia da CVV é baixa e estimada em 3 a 7% (Jafarzadeh
et al., 2022; Mtibaa et al., 2017).

O quadro clinico da CVV esté associado a inflamacdo vaginal, representada pelas
sensacOes de coceira, queimacao, e por vermelhiddo, aléem dos sinais e sintomas caracteristicos
da infeccdo, como corrimento vaginal branco e espesso, semelhante ao queijo cottage, disuria
e dispareunia. Apesar da sintomatologia bem conhecida, o diagndstico da CVV nao deve ser
baseado apenas no quadro clinico, uma vez que os sinais e sintomas se assemelham aos de
outras vaginoses. Desse modo, 0 exame da secrecdo vaginal com hidréxido de potéssio para a
identificacdo de elementos de fungos e a posterior cultura microbiol6gica para o isolamento das
espécies de Candida devem ser realizados para comprovar a CVV (Muthusamy; Elangovan,
2016; Yano et al., 2019).

Dentre os agentes etioldgicos da infecgdo, Candida albicans é a espécie responsavel por
aproximadamente 90% dos casos. Esse fungo € classificado pela Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) como um patdgeno critico prioritario fangico e pode ser encontrado como
colonizador natural da microbiota vaginal, mas desencadeia um quadro infeccioso em face de
desequilibrios no microambiente local, que decorrem do uso indiscriminado de antibi6ticos de
amplo espectro, de corticosteroides e de contraceptivos orais. Os casos de CVV por C. albicans
acometem especialmente mulheres saudaveis, gravidas e em pré-menopausa (Chatzivasileiou;
Vyzantiadis, 2019; Fisher; Denning, 2023; Pereira et al., 2021).

Por outro lado, as espécies de Candida ndo-albicans (CNA), como C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. kruseii, proliferam-se principalmente em pacientes
imunodeprimidas, com diabetes mellitus descompensada, ou ap6s a menopausa. As cepas de
CNA séo responsaveis por 10 a 20% dos casos de CVV complicada, que cursam com um quadro

clinico mais brando que aquele causado por C. albicans, mas com implica¢des no diagnostico
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e no tratamento, devido as dificuldades de examinar as distingdes entre as espécies e a
resisténcia intrinseca apresentada por essas cepas aos farmacos aplicados na terapia
convencional (Makanjuola; Bongomin; Fayemiwo, 2018).

A prevaléncia das espécies de CNA parece variar de acordo com a regido, tendo sido
reportadas C. glabrata, C. kruseii e C. tropicalis como as mais prevalentes na Africa, na Etiopia
e na India. Em todas as ocasides, a deteccdo das espécies de CNA esta relacionada com a
resisténcia in vitro a um ou mais antifungicos sintéticos disponiveis para o tratamento da CVV,
como o fluconazol, a nistatina e a anfotericina B. A resisténcia intrinseca dessas espécies parece
estar relacionada a mutagdo ou a inativacdo de genes envolvidos na biossintese de ergosterol, a
superexpressdo de genes responsaveis por bombas de efluxo, ou, com a formacao de biofilmes
(Bitew; Abebaw, 2018; Krishnasamy et al., 2020; Waikhom et al., 2020; Whaley et al., 2017).

A proliferacdo patogénica das espécies de Candida na mucosa vaginal é atribuida a
diversos fatores de viruléncia, que sdo considerados as estratégias dos patdgenos para lidar com
0 sistema de defesa do hospedeiro. O mecanismo de adesdo, mediado por proteinas
denominadas adesinas, € um dos principais fatores que contribuem para a colonizacdo da
mucosa e 0 estabelecimento da infeccdo. A producdo de enzimas extracelulares, como
fosfolipases, coagualse e hemolisinas também desempenha papel crucial no desenvolvimento
da CVV (Ciurea et al., 2020; Fukazawa et al., 2019).

As espécies do género ainda sdo capazes de formar biofilmes, um mecanismo de
viruléncia de relevancia meédica, que contribui para o estabelecimento e a recorréncia da
infeccdo. Os biofilmes sdo definidos como comunidades de microrganismos embebidas em uma
matriz extracelular, que surgem quando as células unitéarias flutuantes, também chamadas de
planctdnicas, encontram-se e aderem-se a uma superficie abidtica ou biética, modificando suas
caracteristicas fenotipicas e aproveitando-se dos nutrientes e das vantagens oferecidas por essa
regido para iniciar a formacdo de uma estrutura mais complexa, que confere alta resisténcia e
protecdo contra agentes externos (Rodriguez-Cerdeira et al., 2019; Rodriguez-Cerdeira et al.,
2020).

Em infeccBes causadas por C. albicans, a patogénese também é resultado principal da
mudanca morfogenética da forma comensal de levedura para a forma invasiva de hifa, capaz
de penetrar no tecido hospedeiro por penetracdo ativa e por endocitose induzida. As hifas séo
filamentos septados, que se desenvolvem apos o processo de adesdo as células epiteliais, como
um mecanismo para atacar e escapar mais facilmente das células imunes, uma vez que séo
capazes de perfurar macréfagos e possuem tamanho consideravel para o sistema imunoldgico
enfrentar (Ciurea et al., 2020; Talapko et al., 2021).
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A plasticidade morfoldgica nas cepas de CNA, contudo, parece ser menos relevante do
que em C. albicans. A espécie C. glabrata, por exemplo, ndo forma hifas, e se beneficia de um
sistema imunoldgico debilitado para se proliferar, 0 que explica a sua maior incidéncia em
mulheres ndo saudaveis. Nessa espécie, outros fatores de viruléncia, como o mecanismo de
adeséo e a producdo de hemolisinas, parecem ser mais relevantes. Em C. tropicalis, a formagéo
de biofilmes se destaca, enquanto em C. parapsilosis a liberacdo de enzimas proteoliticas,
favorecem o desenvolvimento da infeccdo (Deorukhkar; Saini; Mathew, 2014; Kalaiarasan;
Singh; Chaturvedula, 2018).

2.2  Tratamento da candidiase vulvovaginal

A administracdo topica ou oral de azois estabelece a terapia padrdo da CVV nao
complicada. Dentre os agentes topicos, estdo disponiveis o miconazol e outros derivados
imidazdis, como o clotrimazol e o butaconazol. A aplicacao local frequentemente é mais segura,
mas pode desencadear efeitos adversos como irritacdo e queimacéo. Por sua vez, a terapia oral
é realizada com a administracdo de uma dose Unica de 150 mg de fluconazol ou de uma dose
dupla de 100 mg de itraconazol. Nesse caso, reacdes adversas moderadas a graves podem
acontecer, como hepatotoxicidade e prejuizos ao desenvolvimento fetal em mulheres gravidas
(Brasil, 2022; Satora et al., 2023).

O uso de azois no tratamento da CVV complicada, contudo, é limitado. A gravidez é
uma condicao clinica que restringe o uso desses farmacos. A administracdo de fluconazol ndo
é recomendada, pois pode estar associada com aborto espontaneo e com a formacdo de
anomalias congénitas. Em tal situacdo, apenas a terapia topica com agentes imidazois é
recomendada, por um periodo de 7 dias (Bender et al., 2021). Outro fator que prejudica o uso
dos antifungicos az6is na CVV complicada sdo as cepas de CNA, menos sensiveis a esses
farmacos. O tratamento mais efetivo para essas espécies ainda permanece desconhecido, mas
uma terapia topica ou oral de 7 a 14 dias com agentes ndo-azois é recomendada (Workowski et
al., 2021).

Diante do aumento do uso indiscriminado de antifingicos e da alta incidéncia de
especies CNA, principalmente devido ao crescimento da aplicacdo de dispositivos
intravasculares, responsaveis pelos casos de candidemia causados por espécies comensais da
pele, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas cepas de Candida se apresenta
como um fator de relevancia médica, que alerta para a necessidade de disponibilizar tratamentos

a antifungicos alternativos (Kaur et al., 2016; Rodriguez-Cerdeira et al., 2019).
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2.2.1 Terapia antifangica combinada

O arsenal terapéutico para o enfrentamento de infecgdes fungicas é limitado a quatro
classes farmacoldgicas distintas: os azdis, os polienos, as equinocandinas e as pirimidinas. Em
face da eficacia reduzida da monoterapia com os agentes antifangicos disponiveis, bem como
da emergéncia da resisténcia intrinseca e adquirida, resultado do uso indevido e exacerbado dos
antimicrobianos, a combinacdo de agentes farmacoldgicos surge como alternativa para
promover resultados positivos apds o tratamento. A terapia combinada é considerada
atualmente o Gltimo recurso empirico de tratamento de infec¢des fangicas graves (Chang et al.,
2017; Spitzer; Robbins; Wright, 2016; Van Daele et al., 2019).

O objetivo desta terapia é que os agentes combinados apresentem efeito sinérgico e
possam conferir beneficios contra cepas dificeis de tratar, através da inibicdo de diferentes
estagios de vias bioquimicas comuns, da interacdo com transportadores do tipo bombas de
efluxo ou mesmo pela atuacdo em alvos moleculares distintos, que potencializam o efeito
esperado. Dessa forma, a combinagdo agentes sinérgicos pode refletir em uma melhora clinica
que resulta de menores doses dos farmacos, menor toxicidade e maior e mais rapida resposta
do paciente a terapia (Fohrer et al., 2006; Johnson; Perfect, 2010).

O sinergismo entre dois antifungicos é considerado uma resposta positiva que ocorre
quando dois ou mais farmacos combinados resultam em um efeito cumulativo. Esse, por sua
vez, é capaz de aumentar o espectro de acdo de compostos com atividade conhecida, aumentar
a taxa ou extensdo de morte microbiana e reduzir as chances de falha terapéutica quando
microrganismos resistentes sdo responsaveis por uma infeccéo. A ocorréncia de efeito sinérgico
entre antifungicos de mesma classe, de classes distintas e com substancias dotadas de outras
atividades farmacoldgicas foi demonstrada em diversos estudos in vitro e apresenta potencial
para superar as limita¢Oes das terapias convencionais (Belanger; Yang; Forrest, 2015; Carrillo
Mufioz et al., 2014).

A atividade anti-Candida de antifangicos da classe dos azb6is pode ser
consideravelmente aumentada em associacdo com compostos sintéticos. O fluconazol e a
fluoxetina exibiram sinergismo contra isolados clinicos de C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis e a concentracdo necessaria para inibir o crescimento fangico pelo
agente azol caiu 64 vezes na combinacéo (Oliveira et al., 2014). Em outro estudo, a associacdo
de MCZ com o antisséptico brometo de domifeno apresentou sinergismo com C. albicans e

reduziu em até 1000 vezes o numero de células de biofilmes viaveis do fungo (Tits et al., 2020).
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Os produtos naturais também podem contribuir significativamente para aumentar a
eficacia de farmacos comercialmente disponiveis. O sinergismo entre o polifenol resveratrol e
0 cetoconazol reduziu a concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento fungico pelo
azol em cerca de 8 vezes (Wang et al., 2021). Por sua vez, a CUR e alguns de seus derivados
quimicamente modificados apresentaram sinergismo com o fluconazol contra cepas de C.

albicans, C. tropicalis e C. kruseii resistentes ao farmaco sintético (Dong et al., 2020).

2.2.2 Curcumina (CUR) e Miconazol (MCZ)

A curcumina (CUR), (1E, 6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona, € o principal composto ativo extraido do rizoma de Curcuma longa L., popularmente
conhecida como acafrdo-da-terra. A CUR é um polifenol hidrofdbico, que apresenta log P igual
a 3,29, formula molecular C21H200s, massa molar igual a 368,38 g.mol™* e ponto de fusio de
cerca de 183 °C. E um p6 cristalino de coloragdo amarelo-alaranjada insolGvel em agua (7,8
png/mL), mas muito solGvel em etanol e em &cido acético glacial, e por isso, classificado na
classe Il (alta permeabilidade e baixa solubilidade) do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB) (Salehi et al., 2019; Salem; Rohani; Gillies, 2014; Suresh; Nangia,
2018; Truzzi et al., 2021).

A estrutura quimica da CUR ¢é marcada por um grupo PB-dicetona, que exibe
tautomerismo ceto-endlico, como apresentado na Figura 1. Esse comportamente quimico
confere a CUR uma estabilidade pH-dependente. Em meios acidos aquosos e em membranas
celulares, a forma dicetona predomina e pode atuar como um potente formador de ligacéo de
hidrogénio, capaz de favorecer as interagdes bioldgicas e os efeitos farmacoldgicos do
polifenol. Por outro lado, em condicdes alcalinas, a forma enol é favorecida e a CUR torna-se
mais suscetivel a degradacdo em acido ferdlico, feruloilmetano e em vanilina. Esses produtos
também sdo observados quando a CUR é submetida a temperaturas superiores a 70 °C e sob
exposicdo a luz, seu principal estimulo a degradacao (Liu et al., 2016; Sabet et al., 2021).
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Figura 1 — Estrutura quimica da forma dicetona e tautomerismo ceto-endlico da CUR
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Fonte: Adaptado de Salem; Rohani; Gillies (2014).

Os efeitos terapéuticos da CUR sdo atribuidos principalmente a presenca de hidroxilas
fenolicas, do grupo dicetona e dos alcenos em sua estrutura quimica, que conferem-a o seu
potencial antioxidante, anti-inflamatorio, antidiabético, anticancer, antimicrobiano, entre outros
(Esmaeelzadeh et al., 2018). A atividade antifungica da CUR é resultado principal da apoptose
provocada pela geracdo de EROs, mas mecanismos secundarios também estdo envolvidos,
como a regulacao negativa do alvo ERG3 e a deplecdo do ergosterol. Outros estudos mostraram
que a CUR também altera a biossintese da parede celular em C. albicans e ainda pode causar 0
extravazamento de componentes intracelulares através da disrupcdo da membrana plasmatica
fangica (Kumar et al., 2014; Lee; Lee, 2014; Sharma et al., 2010a, 2012).

A associacdo da CUR com azdis ou polienos foi demonstrada como sinérgica e eficaz
para intensificar a geracdo de EROs e 0s danos a célula fangica (Sharma et al., 2010b). O
miconazol (MCZ), 1-[2-(2,4-diclorofenil)-2-[(2,4-diclorofenil)metoxi]etil]imidazol, é um
antifungico imidazol de primeira geracdo, convencionalmente formulado na forma de sal de
nitrato, que apresenta formula quimica CisHisClsN3O4 e massa molecular igual a 479,14
g.mol™ (Kersten, 2018). O MCZ é um po cristalino branco, que exibe baixa solubilidade em
agua (0,7 pg/mL), mas boa solubilidade em solventes organicos como o dimetilsufoxido
(DMSO), que apresenta log P igual 5,86, e esta elencado na classe Il do SCB (Kelemen et al.,
2018). A estrutura quimica do MCZ esté exposta na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica do MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

O efeito antifangico de amplo espectro do MCZ ¢ atribuido principalmente ao bloqueio
da biossintese do ergosterol pela inibicdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase, que ocorre pela
interacdo de um nitrogénio do anel imidazol com um grupo heme que compde a enzima. O
MCZ também provoca a inibi¢do enzimatica de catalase e peroxidase, gerando um acimulo de
EROs na célula fungica e desencadeando a morte celular. Esse Gltimo mecanismo garante ao
MCZ seu efeito fungicida, enquanto os outros imizaddis apresentam apenas potencial
fungistatico (Aljaeid; Hosny, 2016; Moraca et al., 2014; Regidor et al., 2023).

O MCZ ¢é administrado por via tépica para o tratamento de infec¢bes flngicas
superficiais na pele, na boca e na vagina. Para tratar a CVV, estdo disponiveis formulacdes na
forma de supositdrios de 100 e 200 mg de MCZ, bem como cremes e pomadas, que podem ser
aplicados por um periodo que varia de um a sete dias a depender da concentracdo do agente
azol. Devido a sua administracdo exclusivamente tépica e ao seu mecanismo de acao
multidirecionado, a incidéncia da resisténcia adquirida ao MCZ permanece baixa, mas a
formacgdo de biofilmes e o aumento dos casos de CVV causados por cepas de CNA
comprometem a sua eficacia e reduzem as taxas de cura apds o seu uso (Amaral et al., 2019;
Fan; Liu; Liang, 2015).
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2.3 Ovulos vaginais

O tratamento topico de infec¢bes vaginais pode ser realizado com a administracao de
diversas formas farmacéuticas, como as semissolidas, dentre as quais estdo pomadas, cremes e
géis, e as solidas, que incluem supositorios, 6vulos, capsulas, comprimidos e anéis. Os 6vulos
sdo formas solidas ovoides, de dosagem Unica, que contém um ou mais compostos bioativos
dispersos em uma base que, a depender de sua natureza quimica, podera se dissolver ou se
fundir na cavidade vaginal, liberando os ativos (Farmacopeia..., 2019; Coben; Lieberman,
2001).

O efeito terapéutico dos dvulos é resultado da interacdo do(s) farmaco(s) com a base,
que confere as propriedades mecanicas e estruturais necessarias para a estabilidade da forma
farmacéutica. E fundamental que na producio convencional de évulos, as bases apresentem
caracteristicas ideais, devendo desintegrar-se a temperatura corporal, solidificar rapidamente
apos a fusdo, ser facilmente moldadas, liberar o IFA a uma taxa adequada, apresentar
estabilidade frente a agentes atmosféricos e frente a microrganismos, e ndo ser tdxicas ou
irritantes (Winfield, 2019; Prista et al., 2014).

As bases empregadas na fabricacdo de O&vulos podem ser lipossoliveis ou
hidrossollveis. Dentre os excipientes lipossollveis estdo glicerideos semissintéticos,
constituidos por misturas de triglicerideos de acidos graxos saturados com 12 a 18 carbonos, a
exemplo das massas Witepsol. Contudo, 6vulos obtidos com essas bases normalmente fundem
na cavidade vaginal corporal e geram corrimento desagradavel nas mulheres. Do contrério, as
bases hidrodispersiveis, como aquelas de glicerina-gelatinada e de polioxietilenoglicéis,
dissolvem-se facilmente no fluido vaginal sem ocasionar vazamentos, mas podem causar
irritacdo devido a um efeito osmotico antifisioldgico, resultante da hidrofilia dos excipientes
(Melnyk; Yarnykh; Herasymova, 2020).

Um requisito importante para 0s excipientes convencionais é que sejam capazes de
produzir évulos por compressao e por fusdo. O primeiro método consiste em uma técnica antiga,
baseada na mistura dos farmacos e excipientes, seguida da compressdo do contetdo em uma
compressora especifica. A compressdo ndo é uma técnica popular na industria, visto que
apresenta consequéncias negativas, como a dificil homogeneizacdo dos farmacos na base, a
presenca de ar nas massas, a exigéncia de uma maquina robusta e de mais mao-de-obra do que
0 processo de fusdo (Coben; Lieberman, 2001; Prista et al., 2014).

Por sua vez, a moldagem por fuséo, é o método industrial para o fabrico de 6vulos e

supositorios, que promove a fusdo da base a temperatura mais baixa possivel e a incorporacao
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do IFA previamente triturado, devendo a mistura ser vertida em moldes para a solidificacdo da
forma farmacéutica final. Apesar da extensa aplicabilidade, essa técnica frequentemente resulta
em formulagcdes ndo homogéneas e com teor de farmacos variavel em um mesmo lote,
decorrentes da distribuicdo ndo uniforme dos ativos ou pela sua sedimentacdo nas bases
(Domsta et al., 2022; Prista et al., 2014).

Diante das limitacGes relacionadas as técnicas de producdo existentes, pesquisas tém
sido direcionadas para a solucdo desses problemas. A impressdo 3D se apresenta como uma
estratégia de producdo que permite a personalizacdo da terapia. 1sso é alcancado através da
impressdo de moldes para o fabrico de 6vulos em tamanhos e formatos variados, que podem
ser adequados as preferéncias das pacientes, permitindo assim, a otimizagdo da adeséo ao
tratamento (Krezi¢ et al., 2019; Tagami et al., 2019). Ademais, com a impressdo 3D ainda €
possivel desenvolver 6vulos a partir de novas bases, capazes de promover liberacdo controlada
dos ativos e reduzir o corrimento indesejado ap6s a administracdo (Kocabas et al., 2024).

Por outro lado, uma alternativa menos dispendiosa ao método de impressdo, € o
aproveitamento de excipientes com propriedades modificadas para producdo de 6vulos pelas
técnicas de moldagem convencionais, a fim de contornar as limitacdes do método tradicional.
O desenvolvimento de dvulos vaginais a base de gel de carragenina por moldagem a quente
apresentou potencial para carrear o microbicida tefonavir e promover o controle de sua
liberagdo, com 45 a 50% do ativo liberado em duas horas e cerca de 95% ao final de 24 horas.
As formulacdes promoveram a liberacdo do farmaco para o fluido vaginal simulado sem sofrer
desintegracdo, o que pode conferir maior aceitabilidade pelas pacientes por ndo provocar
corrimento desagradavel (Zaveri; Hayes; Ziegler, 2014).

Bases que possuem efeito terapéutico proprio podem ser investigadas com a finalidade
de aumentar a eficacia de um tratamento realizado por via vaginal. O sinergismo do éleo de
coco com o clotrimazol foi explorado para produzir 6vulos para o tratamento da CVV. Os
6vulos produzidos pelo método de moldagem de fusdo, contendo 100 mg do agente azol, 40%
de 6leo de coco solidificado com cera de abelha a 50%, apresentaram zonas de inibic¢&o iguais
a 21 mm, 19 mm e 23 mm contra C. albicans, C. tropicalis e C. kruseii, em comparagédo aos
halos de inibicdo de 13 mm a 18 mm observados para o clotrimazol isolado, e mostraram-se
potencialmente aplicaveis no tratamento da CVV ndo complicada e complicada (Mustapha et
al., 2023).
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2.4 Materiais hibridos ureasil-poliéter

Os materiais hibridos organico-inorganicos sao definidos como compostos
multicomponentes que possuem duas fases, uma inorganica e uma organica, misturadas em
escala molecular, ou mais comumente, nanométrica. As propriedades Unicas desses materiais
resultam ndo apenas das caracteristicas de ambos os componentes, mas também da sinergia
criada pela interface hibrida disposta entre as fases. A interface organico-inorganica confere os
atributos finais dos materiais, como estabilidade mecanica, quimica e térmica (Faustini et al.,
2018).

A depender da natureza da interface e das interagdes entre 0s componentes organico e
inorganico, esses materiais sdo categorizados em trés classes. Os hibridos de classe | sdo
formados por interacdes fracas entre as fases, como ligacbes de hidrogénio, ligacdes
eletrostaticas ou forcas de van der Waals. A classe Il é representada por materiais nos quais 0s
componentes organico e inorganico interagem por ligagfes covalentes ou ionocovalentes. A
associacdo das interacdes fracas e fortes das classes anteriores resulta nos materiais hibridos de
classe Il (Oshiro Junior et al., 2016).

Os materiais hibridos obtidos pela funcionalizacdo de polimeros organicos com
componentes inorganicos, como espécies a base de silica ou siloxano, destacam-se pelo seu
potencial de melhorar propriedades mecanicas e de barreira dos sistemas hibridos. As reacdes
de funcionalizacdo de cadeias poliméricas com alcoxidos metalicos pelo método sol-gel podem
ocorrer em condi¢des brandas de temperatura e de pressdao, em solventes aquosos ou organicos
de baixa toxicidade. Nessas condicGes, o processo sol-gel cursa com a formacdo de redes em
duas etapas, a primeira consiste na funcionalizagdo das fases organico-inorganica para obtengéo
do sol, enquanto na segunda sdo realizadas reacGes com sol para a formacao do gel (Pandey;
Mishra, 2011).

Os sistemas organico-inorganicos ureasil-poliéter sdo nanocompdsitos de hibridos de
classe Il produzidos pelo método sol-gel, formados por unidades siloxanos ligados
covalentemente a cadeias de poli(oxialquileno) através de pontes de ureia (-NH(C=0O)NH-).
Os materiais do tipo ureasil-poli(6xido de etileno) (U-PEO) e ureasil-poli(6xido de propileno)
(U-PPO), formados pela funcionalizacéo de duas porg¢des inorganicas nas extremidades com 0s
polimeros modificados com grupos amina poli(oxido de etileno) e poli(6xido de propileno),
nesta ordem, sdo os mais explorados deste grupo. Quimicamente, esses sistemas diferenciam-

se pela presenca de um grupo metil adicional na cadeia polimérica de U-PPO, o que o torna
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mais hidrofébico do que U-PEO (De Jesus et al., 2018; Molina et al., 2014a). As estruturas de
U-PEO e U-PPO estdo expostas na Figura 3.

Figura 3 — Estruturas quimicas de U-PEO e U-PPO
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Os hibridos ureasil-poliéter sdo materiais transparentes, flexiveis, mecanicamente e
termicamente resistentes e insollUveis em agua, capazes de carrear substancias quimicas
sollveis e insolUveis, devido a presenca de por¢des quimicas polares nas extremidades e pela
cadeia de poli(oxialquileno) central. Diante disso, os ureasil-poliéter apresentam-se como
promissores para o carreamento de farmacos, que permitem a obtencdo de perfis de liberacéo
distintos e modulaveis para moléculas hidrofdbicas ou hidrofilicas, como resultado da formacéo
de redes expansiveis (U-PEO) e ndo expansiveis em agua (U-PPQO) (Chiavacci et al., 2022;
Molina et al., 2014b).

O controle da liberagdo promovido por matrizes hibridas resulta tanto do seu carater
quimico hidrofilico ou lipofilico, como também da massa molecular da cadeia polimérica, que
influencia em sua flexibilidade. As matrizes com maior teor hidrofébico e com menor massa
molecular, resultam em maior aprisionamento e em menor taxa de libera¢do dos ativos. Além
de modificar a liberacdo de farmacos, a maleabilidade e a presenca de grupos quimicos capazes
de formar ligacBes de hidrogénio nas cadeias de poli(oxialquilenos), como hidroxilas,
carbonilas e ureias, tornam as matrizes ureasil-poliéter promissoras para aderir a sitios
bioldgicos e originar formas farmacéuticas topicas com boa retencao no local de administracao
(Souza et al., 2013; Oshiro Junior et al., 2018).
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Na literatura, a primeira aplicacdo dos sistemas hibridos ureasil-poliéter para a entrega
de farmacos por via vaginal foi descrita com o desenvolvimento de matrizes de U-PEO
contendo curcumina e micelas de curcumina também para o tratamento da CVV causada por
C. albicans (Costa et al., 2021). Neste projeto, combinamos a curcumina com o miconazol no
U-PEO e no U-PPO para melhorar a performance no tratamento da mesma condi¢do e
desenvolver novas estratégias terapéuticas paraa CVV.
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OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo consiste em desenvolver dvulos vaginais a base de sistemas

hibridos ureasil-poliéter contendo curcumina e miconazol aplicaveis no tratamento da

candidiase vulvovaginal causada por cepas de C. albicans e de C. ndo-albicans.

3.1

Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho incluem:

a)

b)

d)

produzir 6vulos vaginais a base de ureasil-poli(éxido de etileno) (U-PEO500) e
ureasil-poli(6xido de propileno) (U-PPO400) contendo curcumina e miconazol, por
moldagem a frio;

realizar a caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica dos 6vulos vaginais;

estudar o perfil e a cinética de liberacdo de curcumina e miconazol a partir dos
6vulos vaginais ureasil-poliéter;

determinar as concentracdes inibitorias minimas e a ocorréncia de efeito sinérgico
de curcumina e miconazol, e a atividade antifingica dos 6vulos vaginais de U-
PEO500 e U-PPO400 sem e com farmacos, em linhagens padrdo de C. albicans e
C. ndo-albicans;

avaliar a citotoxicidade dos 6vulos vaginais produzidos frente a linhagem de células
epiteliais vaginais VK2/E6E7, a inducdo da producéo de citocinas pré-inflamatdrias
pelas formulacGes e a biocompatibilidade na presenca de espécie saudavel de

Lactobacillus da microbiota vaginal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os reagentes, substancias quimicas e meios de cultura utilizados no presente trabalho e

seus respectivos fornecedores estdo descritos abaixo:

a) 0,0’-Bis (2-aminopropil) polipropilenoglicol-blocopolietilenoglicol-bloco-
polipropilenoglicol 500, Poli(propilenoglicol) bis(2-aminopropil éter), 3-
(isocianatopropil)trietoxissilano 95% (IsoTrEOS), Curcumina (>94% (teor de
curcuminoide), >80% (curcumina)), = Nitrato de Miconazol — Sigma Aldrich®,
Cajamar, SP, Brasil,

b) etanol absoluto, lauril sulfato de sddio, Tween80, dimetilsulféxido (DMSO), acido
acético glacial P.A. — Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Indaiatuba, SP,
Brasil;

c) é&cido cloridrico (HCI) P.A. — Qhemis®, Jundiai, SP, Brasil;

d) resazurina, caldo de levedura & base de nitrogénio (YNB), D-(+)-glicose — Sigma
Aldrich®, Cajamar, SP, Brasil;

e) caldo Sabouraud Dextrose, agar Sabouraud Dextrose — Kasvi®, Pinhais, PR, Brasil;

f) dimetilsulfoxido-d6 — Sigma Aldrich®, Oakville, ON, Canada;

g) phosphate buffered saline (Dulbecco A) pH 7,3 £ 0,2 (PBS) — Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Reino Unido;

h) caldo MRS, agar bacteriolégico, meio Gibco™ Keratinocyte serum-free (K-SFM),

Gibco™ Penicilina/Estreptomicina — Fischer Scientific, Mississauga, ON, Canada.

4.2  Desenvolvimento dos 6vulos vaginais hibridos de ureasil-poliéter

Os precursores hibridos PEO500 e PPO400 foram obtidos através da reagdo entre 0s
polimeros funcionalizados poli(éxido de etileno), de massa molecular igual a 500 g/mol, e
poli(6xido de propileno), de massa molecular igual a 400 g/mol (Sigma Aldrich®, Cajamar, SP,
Brasil), solubilizados em etanol absoluto, e o alcoxido modificado 3-
isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEOS) (Sigma Aldrich®, Cajamar, SP, Brasil), na razdo
molar 1:2 (polimero:alcoxido). As misturas foram mantidas sob refluxo a 70 °C por 24 horas e,
apos esse periodo, o solvente foi evaporado em rotaevaporador sob vacuo a 80 °C.
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Posteriormente, os precursores hibridos foram submetidos a reacdes de hidrolise e
condensacao para a formacao dos 6vulos de U-PEO500 e de U-PPO400. Para isso, 5,00 g dos
precursores, 2,00 mL de etanol absoluto, 0,20 mL de &gua deionizada, 135 mg de curcumina
e/ou miconazol foram misturados a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética de 290 rpm.
Apbs completa homogeneizacdo, 0,08 mL do catalisador HCI 2M (Qhemis®, Jundiai, SP,
Brasil) foi adicionado e o contetdo foi agitado por mais um minuto. As misturas foram
transferidas para formas plasticas para a moldagem no formato de évulos vaginais. Os 6vulos

hibridos foram armazenados em dessecador para secagem a temperatura ambiente (x 25 °C).

4.3  Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica

4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A obtencdo das moléculas hibridas organico-inorganicas foi avaliada por estudos de
ressonancia magnética nuclear de *H dos precursores hibridos PEO500 e PPO400 solubilizados
em DMSO-d6 (Sigma Aldrich®, Oakville, ON, Canadd). Os espectros de RMN foram
registrados em um espectrometro Bruker Ultra-Shield™ 300 MHz e analisados no software
Bruker Topspin 4.4.1 (Bruker Corporation, Billerica, MA, EUA).

4.3.2 Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A fim de analisar a compatibilidade entre os ativos e os precursores hibridos, as curvas
de DTA foram obtidas em um analisador térmico simultaneo Shimadzu™ (DTG-60), sob
atmosfera inerte de nitrogénio com razéo de fluxo de 100 mL/min, sob aumento de temperatura
até 400 °C a uma razdo de aquecimento de 10 °C/min, utilizando para isso, 2 mg das amostras
acondicionadas em cadinhos de aluminio selados. As curvas de DTA foram analisadas com o
software TA-60WS versdo 2.2.1 (Shimadzu, Quioto, Japdo).

4.3.3 Termogravimetria (TGA)

A analise da variacdo de massa e da estabilidade térmica de curcumina, miconazol e dos
ovulos hibridos de U-PEO500 e de U-PPO400 foi realizada em um analisador térmico
simultaneo Shimadzu™ (DTG-60). As amostras (10 mg) foram acondicionadas em cadinhos

de alumina, e submetidas a aquecimento até 900 °C, a uma razdo de 10 °C/min, sob atmosfera
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inerte de nitrogénio com razéo de fluxo de 100 mL/min. A aquisic¢&o e a interpretacdo dos dados
foram realizadas utilizando o software TA-60WS versdo 2.2.1 (Shimadzu, Quioto, Japéo).

4.3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos grupos quimicos e a avaliacdo de intera¢des intermoleculares entre
0s ativos e 0s materiais hibridos foi realizada através de um espectrofotdmetro de infravermelho
(Spectrum 400 — Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) com dispositivo de refletancia total
atenuada com cristal de selénio, na faixa de 4000 a 650 cm™* e com resolucdo de 4 cm™. A
andlise dos dados foi realizada com auxilio do software Origin® versdo 8.5 (OringLab,
Northampton, MA, EUA).

4.3.5 Difratometria de raios X (DRX)

A determinacdo da cristalinadade dos farmacos e dos 6vulos hibridos de U-PEO500 e
de U-PPO400 foi realizada por difracdo de raios X. As medidas foram realizadas em um
difratometro de raios X Shimadzu™ XRD-6000, com varredura angular 3°<20<50°, na
geometria Bragg-Brentano, sistema 020, utilizando radiacdo de Cu (kal) (A = 1.5418 A), com
varredura no passo de 0,02 (26) e um intervalo de 0,6 segundos por amostra.

4.3.6 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A morfologia de superficie dos 6vulos vaginais de U-PEO500 e U-PPO400 sem e com
farmacos foi analisada por microscopia eletronica de varredura. As amostras foram revestidas
por pulverizacdo catddica com uma fina camada de ouro e as imagens de MEV foram obtidas
em um Zeiss FESEM 1530 (Carl Zeiis AG, Jena, Alemanha), utilizando o modo de baixo vacuo

e voltagem de aceleracdo de 20 kV.

4.4  Ensaio de liberagéo in vitro

O ensaio para determinacéo do perfil de liberagéo in vitro de curcumina e miconazol a
partir dos ovulos vaginais foi realizado em triplicata. A liberacdo de CUR foi avaliada pela
imersdo dos 6vulos em 900 mL de tamp&o acetato pH 4,2 contendo 15% de Tween80® e 5% de
etanol absoluto (Dindmica Quimica Conemporanea Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil) para
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manutencdo das condicdes sink, sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C £ 2 °C, conforme previamente
validado (Costa et al., 2021). Em intervalos de tempo previamente determinados (0,25; 0,50;
0,75; 1; 2; 3; 4; 6; 12; 24; 48; 72; 96; 120 e 144 horas), aliquotas de 3 mL do meio foram
coletadas, filtradas em membranas de Nylon de 0,45 pum e a analisadas em espectrofotémetro
UV-visivel (UV-1900, Shimadzu, Barueri, SP, Brasil) a 424 nm. O mesmo volume de meio
retirado foi posteriormente reposto com meio fresco.

A analise do MCZ liberado foi realizada pela imersdo dos évulos em 200 mL de tampao
acetato pH 4,2 adicionado de 5% de lauril sulfato de s6dio (Dindmica Quimica Conemporanea
Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil), mantido sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C £ 2 °C. Nos mesmos
intervalos de tempo especificados acima, aliquotas de 3 mL do meio foram coletadas, filtradas
em membranas de Nylon de 0,45 um de poro e analisadas em espectrofotdmetro UV-vis a 272
nm. O meio tamponado foi reposto ao béquer em volume equivalente ao da aliquota removida.

O mecanismo de liberagdo de curcumina e miconazol foi analisado pelo ajuste das
curvas de liberagdo versus tempo aos modelos mateméticos de Korsmeyer-Peppas, Weibull,
Higuchi e ordem zero, através do software SigmaPlot 10.0 (Systat Inc., San Jose, CA, EUA)
(Bruschi, 2015).

4.5  Ensaios microbioldgicos para avaliacdo da atividade antifungica

4.5.1 Linhagens de fungos

As linhagens padrdo de C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C.
glabrata ATCC 90030 e C. tropicalis ATCC 13803 foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA) e mantidas em caldo de levedura a base de nitrogénio
(YNB, Sigma Aldrich®, Cajamar, SP, Brasil) suplementado com 100 mM de D-(+)-glicose
(Sigma Aldrich®, Cajamar, SP, Brasil). Os microrganismos foram sememados em placas de
Agar Sabouraud Dextrose (Sigma Aldrich®, Cajamar, SP, Brasil) e incubados a 35 °C + 2 °C

por 48 horas para crescimento de coldnias.
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4.5.2 Determinacdo das concentrac@es inibitorias minimas (CIMs) e das concentragdes

fungicidas minimas (CFMs) de curcumina e de miconazol

As concentrac@es inibitdrias minimas de CUR e MCZ contra as diferentes cepas padroes
foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos, em
adaptacdo a norma M27 do Clinical and Laboratory Standards Institute (2017).

A principio, preparou-se os indculos das leveduras, pela suspensdo de cinco col6nias de
1 mm de didmetro incubadas por 24 horas a 35 °C £ 2 °C, em caldo Sabouraud Dextrose
(Kasvi®, Pinhais, PR, Brasil). Posteriormente, os inéculos foram padronizados em
espectrofotdmetro a 530 nm para obter uma concentragdo de 1 a 5 x 106 UFC/mL (Unidades
Formadoras de Col6nia por Mililitro). As solucGes-teste de CUR e MCZ foram preparadas em
dimetilsuféxido (DMSO) (Dindmica Quimica Conemporanea Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil) a
10% e diluidas seriadamente em 100 pL de caldo Sabouraud Dextrose nas microplacas para
obter concentracgdes entre 1024 a 0,0312 pg/mL de CUR e 10 a 0,0781 pg/mL de MCZ. Para C.
glabrata ATCC 90030, as concentracbes de MCZ testadas foram 25 a 0,1953 pg/mL. Em
seguida, o indculo padronizado foi diluido de 1:100 e um volume equivalente a 5 pL dos
indculos diluidos foi pipetado nos pogos, de modo a atingir uma concentragdo entre 5 x 102 a
2,5 x 10% UFC/mL por pogo. O meio de cultura, o crescimento e o veiculo (DMSO) foram
controlados. A nistatina (Pharméacia Geranium, Barretos, SP, Brasil) foi utilizada como controle
positivo. O ensaio foi realizado em triplicata na mesma microplaca (n = 3) em dois
experimentos independentes.

As microplacas foram incubadas em estufa microbioldgica a 35 °C + 2 °C por 24 horas.
Ap0s esse periodo, o ensaio foi revelado com a adigdo de resazurina 0,01% (Sigma Aldrich®,
Cajamar, SP, Brasil) previamente filtrada em membrana PTFE de 0,22 pum de poro. Decorridas
2 horas de incubacdo, a mudanca de coloracdo da resazurina de roxo para rosa evidenciou a
presenca de microrganismos viaveis. As CIMs foram definidas como as menores concentracfes
de curcumina e miconazol capazes de inibir o crescimento flngico.

As concentracOes fungicidas minimas foram (CFMs) foram determinadas pelo semeio
de uma aliquota de 10 pL do conteddo dos pogos das microplacas do teste de CIM em placas
contendo &gar Sabouraud Dextrose. As placas foram incubadas por 24 horasa 35°C £ 2°C e
as CFMs foram definidas como as menores concentragdes de CUR e MCZ que impediram o

crescimento de col6nias em meio sélido.
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4.5.3 Determinacdo do efeito da associagdo de curcumina e miconazol

A avaliacdo do sinergismo entre curcumina e miconazol frente as linhagens de
referéncia do género Candida foi realizada pelo metodo checkerboard, em conformidade com
a metodologia descrita por Pillai; Moellering; Eliopoulos (2005), com adaptagdes.

Os indculos de fungos foram preparados e padronizados conforme descrito
anteriormente de modo a obter 1 a 5 x 10° UFC/mL. Curcumina e miconazol foram
solubilizados em DMSO a 10% para o preparo das solucdes-teste que, posteriormente foram
diluidas em caldo Sabouraud Dextrose nas concentracGes avaliadas. A CUR foi diluida em
concentragdes subinibitorias de 1024 a 16 pug/mL para C. parapsilosis ATCC 22019, de 512 a
8 ug/mL para C. glabrata ATCC 90030 e para C. tropicalis ATCC 13803, de 256 a 4 pg/mL
para C. albicans ATCC 10231. O MCZ foi diluido de 2,5 a 0,0390 pg/mL para C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. albicans ATCC 10231, de 12,5 a 0,1953 pg/mL para C. glabrata ATCC
9003, e de 1,25 a 0,0195 pg/mL para C. tropicalis ATCC 13803.

Posteriormente, adicionou-se 100 pL das diluigdes de curcumina na coluna 1 da
microplaca de 96 pocos e 100 pL das concentracdes de miconazol foram dispostas na coluna
H. Nos pogos das colunas 2 a 8 e das linhas A a G foram acrescidos 50 pL de cada dilui¢io dos
IFAs, a fim de estruturar um modelo de tabuleiro de xadrez, no qual as maiores e menores
concentracOes dos farmacos se cruzam. Ao final, um volume equivalente a 100 pL do inéculo
padronizado e diluido a uma concentracdo de aproximadamente 5 x 10? a 2,5 x 10° UFC/mL
foi acrescidos aos pocos. O ensaio foi realizado em duplicata (n = 2). A Figura 4 mostra o

esquema de montagem da microplaca para a realizacdo do método checkerboard.
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Figura4 — Esquema de montagem da microplaca para a determinagao in vitro da atividade

sinérgica da associa¢do de curcumina e miconazol

SEEOEOOE0

Curcumina
I &G mMm m O O W >

Miconazol

Q CURCUMINA O MICONAZOL Q CURCUMINA + MICONAZOL
Q CONTROLE DE CRESCIMENTO O CONTROLE MEIO DE CULTURA

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Apds a incubacdo da microplaca por 24 horas a 35 °C + 2 °C, o ensaio foi relevado com
resazurina 0,01%. O indice de Concentrago Inibitéria Fracionada (ICIF) foi calculado a partir
das concentrac@es inibitdrias fracionadas (CIF), como indicador do sinergismo, conforme a

Equacdo 1 apresentada abaixo.

CIM CIM
ICIF = CIFycy + CIFoup = MCZ COMBINADO | CUR COMBINADA (1)
CIMpcz 1S0LADO CIMcUR 1S0LADA

Valores de ICIF < 0,5 confirmam a atividade sinérgica, enquanto 0,5 < ICIF < 1 indica
efeito aditivo, e 1 < ICIF < 2 e ICIF > 2 correspondem a efeito indiferente e antag6nico,

respectivamente (Pillai; Moellering; Eliopoulos, 2005).

4.5.4 Avaliacdo da atividade antifingica dos évulos de U-PEO500 e U-PPO400 por difuséo
em agar

A atividade antifungica dos 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400 brancos e incorporados
com CUR e MCZ foi realizada a fim de avaliar o efeito das formulagfes em meio sélido contra
as cepas de Candida nas quais a associacdo dos ativos demonstrou efeito sinérgico, em
adaptacdo da norma M44 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018).
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Inicialmente, os indculos das linhagens teste de Candida foram preparados em caldo
Sabouraud Dextrose, a partir de coldnias cultivadas em agar Sabouraud Dextrose por 24 horas
a 35 °C * 2 °C e padronizados em espectrofotdmetro para atingir uma concentracdo de 1 a 5 x
108 UFC/mL. Com o auxilio de um swab estéril, os inoculos foram semeados em placas de agar
Sabouraud Dextrose e espalhados em todas as dire¢6es, de modo a garantir que ndo houvessem
espacos sem deposicao da suspenséo fangica.

Em seguida, os ovulos de U-PEO500, U-PEO500/CUR, U-PEO500/MCZ, U-
PEO500/CUR/MCZ, U-PP0O400, U-PPO400/CUR, U-PPO400/MCZ, U-PPO400/CUR/MCZ
foram seccionados em porgdes circulares medindo 6 mm de didmetro e realizou-se a assepsia
dos fragmentos com alcool a 70%. Os segmentos dos 6vulos foram depositadas nas placas de
Petri, com auxilio de uma pinca metalica previamente flambada. Em um grupo para cada cepa
testada (n = 3), apos a aplicacdo dos segmentos de 6vulos no agar, um volume de 100 pL de
tampéo fosfato estéril pH 7,3 + 0,2 (PBS; Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido) para auxiliar
a liberacdo dos farmacos das formulagdes. No segundo grupo (n = 3), ndo houve deposicao de
PBS. Os grupos controles foram PBS e nistatina a 100 pug/mL, depositados a 100 uL. em pocos
perfurados no agar. Apds 24 horas de incubacéo a 35 °C + 2 °C, os halos de inibicdo formados
pelos grupos testados foram medidos com um paquimetro. A disposi¢do das seccbes dos 6vulos
nas placas de Petri est4 apresentada na Figura 5.

Figura5 — Disposicdo dos évulos de (a) U-PEO500 e (b) U-PPO400 no ensaio de difusdo em

agar
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(b)

U-PPO400

U-PPO400/ o U-PPO400/
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U-PPO400/
CUR/MCZ

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.6  Determinacdo do efeito de CUR, MCZ e dos O6vulos vaginais hibridos em

Lactobacillus do trato genital feminino

O efeito de diferentes concentracdes de CUR e MCZ em Lactobacillus jensenii ATCC
55920 foi avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com a norma M7-A10
do CLSI (2015).

Inicialmente, o in6culo da bactéria foi preparado ao suspender, em 10 mL de caldo
MRS, colbnias frescas crescidas em agar MRS a 37 °C em 5% de CO2 por 24 horas. A suspensdo
foi padronizada em espectrofotdmetro para obter uma concentracéo igual a 1 x 108 UFC/mL e
foi subsequentemente diluida para atingir 5 x 10® UFC/mL. Em seguida, preparou-se a
microplaca pela adi¢do de 100 pL de caldo MRS aos pocos, e as solugdes-teste de CUR e MCZ
foram serialmente diluidas no meio de cultura de 256 a 2 pg/mL e 380 a 2,97 pg/mL,
respectivamente. Ao final, adicionou-se 10 pL da suspenséo bacteriana a 5 x 108 UFC/mL aos
pocos. O meio de cultura e o crescimento foram controlados. Uma solucdo de
penicilina/estreptomicina a 100 pg/mL foi utilizada como controle positivo. A microplaca foi
incubada a 37 °C em 5% de CO> por 24 horas e, ap0s esse periodo, a absorbancia dos pogos foi
analizada a 600 nm utilizando um leitor de microplaca (Varioskan LUX Multiplate reader,
Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON, Canada). O ensaio foi realizado em triplicata na

mesma microplaca (n = 3) em dois experimentos independentes.
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Visando avaliar o efeito dos 6vulos vaginais de U-PEO500 e U-PPO400 na mesma
linhagem, um ensaio de eluicdo foi conduzido (Traore et al., 2015). Os Ovulos foram
primeiramente assepsiados por imersdo em isopropanol a 70% por 30 segundos e mantidos em
cabine de biosseguranca estéril até completa secagem. Posteriormente, os dvulos foram
transferidos para tubos estéreis contendo 10 mL de caldo MRS e mantidos em incubadora a 37
°C sob agitacdo de 100 rpm por 1, 3 e 7 dias (Incu-Shaker Mini, Benchmark Scientific,
Sayreville, NJ, EUA). Ap0s o periodo de ensaio, os meios foram coletados, filtrados em uma
membrana de polietersulfona (PES) de 0,45 pm e adicionados a 100 pL aos pogos de
microplacas de 96 pogos. Em seguida, adicionou-se 10 pL do indéculo de L. jensenii ATCC
55920 a 5 x 10° UFC/mL aos pocos. O caldo MRS e penicilina/estreptomicina a 100 pg/mL
representaram os controles negativo e positivo. As microplacas foram incubadas a 37 °C em

5% de CO2 por 24 horas e absorbancia dos pocos foi analizada a 600 nm ap0s esse periodo.

4.7  Estudos de citoxicidade em células epiteliais vaginais VK2/E6E7

A avaliacdo da citotoxicidade foi performada com células epiteliais vaginais VK2/EGE7
obtidas da ATCC (Rockville, MD, EUA) e mantidas em meio Gibco™ Keratinocyte serum-
free (K-SFM, Thermo Fischer Scientific, Mississauga, ON, Canada) suplementado com 0,1
ng/mL de fator de crescimento epidérmico, 0,05 mg/mL de extrato de hipofise bovina, 0,4 mM
de cloreto de célcio e 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich®, Oakville, ON, Canada)
a 37% e 5% de CO- antes dos experimentos.

A principio, as células foram cultivadas em microplacas de 96 pogos a 1,25 x 10°
células/poco e incubadas a 37 °C em 5% de CO- por 24 horas. Sequencialmente, solucbes-teste
de CUR e MCZ foram preparadas e diluidas em meio K-SFM para atingir concentracdes na
faixa de 256 a 2 ug/mL e 380 a 2,97 pug/mL, respectivamente, que foram adicionadas a 100 pL
aos pocos das microplacas para tratar as células por 24 horas. Apés esse periodo, 0s meios de
tratamento foram removidos, repostos por 100 pL de K-SFM fresco e 20 uL de MTS ([3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio)  (CellTiter  96®
AQueous One Solution; Promega Corporation, Wisconsin, EUA) e a microplaca foi incubada
a 37 °C em 5% de CO- por 2 horas. A absorbancia dos pogos foi medida a 490 nm em um leitor
de microplaca (Varioskan LUX Multiplate reader, Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON,
Canada).

O efeito dos 6vulos vaginais de U-PEO500 e U-PPO400 sem e com farmacos na

viabilidade de VK2/E6E7 foi determinado por ensaio de eluicdo em conformidade com a
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1SO10993 (ISO, I. 2009) e com o descrito por Chen et al. (2022). Inicialmente, os évulos foram
assepsiados por imersédo em isopropanol a 70% por 30 segundos e mantidos em cabine de
biosseguranca estéril até completa secagem. Posteriormente, as formulacdes foram transferidas
para tubos estéreis contendo 10 mL de meio K-SFM e incubados por 1, 3 e 7 dias a 37 °C e 100
rpm em incubadora orbital (VWR® Incubating Orbital Shaker, VWR, Mississauga, ON,
Canadd). Apos o periodo de eluicdo, os meios foram coletados, filtrados em mebrana de PES
de 0,45 um de poro e adicionados a 100 pL aos pocos das microplacas para tratar as células
VK2/EBET (1,25 x 10° células/pogo). Decorridas 24 horas de incubacio a 37 °C em 5% de CO,
0s meios sobrenadantes foram coletados dos pogos e a viabilidade celular foi determinada a 490
nm apds reagdo com 0 MTS.

Os meios sobrenadantes previamente coletados foram utilizados para determinar a
producdo dos mediadores pro-inflamatorios interleucinas (IL) I1L-6, IL-8 e IL-1p pelas células,
utilizando kits de ELISA sanduiche (R&D Systems, Toronto, ON, Canada).

A andlise estatistica dos resultados desse ensaio e daqueles descritos nas se¢bes 4.5.4 e
4.6 foi realizada por analise de variancia (ANOVA) unidirecional e teste de comparacdes
multiplas de Tukey, com auxilio do software GraphPad Prism® versdo 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Desenvolvimento dos 6vulos vaginais hibridos de ureasil-poliéter

Utilizando o método sol-gel,
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materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter foram

inicialmente obtidos. Nessa rota de sintese, um alcdxido metalico é funcionalizado com cadeiais

poliméricas sob condic¢des brandas de temperatura e utilizando solventes aquosos, a fim de obter

um sol, também chamado de precursor hibrido. Os precursores hibridos obtidos com a

funcionalizacdo dos polimeros modificados e o IsOTrEOS estdo expostos na Figura 6.

Macroscopicamente, esses sois se apresentam como liquidos com aspecto translcido e viscoso,

de coloracgdo branca a amarelada.
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Ap0s a obtengdo, os precursores hibridos foram submetidos a reagdes de hidrélise e

condensacdo para a formacéo do gel, seguidas de moldagem a frio em formas plésticas para a

formacdo do gel no formato de dvulos vaginais. Decorrido o processo de secagem em

dessecador a temperatura ambiente, os évulos foram retirados das formas e apresentaram-se

limpidos, homogéneos, sem fissuras ou rachaduras. As formulagdes finais apresentaram média

de peso de 3,5 g, altura média de 2 cm e diametro central de 1,5 cm. Os 6vulos de U-PEO500

e U-PPO400 brancos e incorporados com curcumina e miconazol estdo expostos na Figura 7.
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Figura 7 — Ovulos vaginais hibridos a base de ureasil-poliéter: (a) U-PEO500, (b) U-
PEO500/CUR, (c) U-PEO500/MCZ, (d) U-PEO500/CUR/MCZ, (e) U-PPO400,
(f) U-PPO400/CUR, (g) U-PPO400/MCZ e (h) U-PPO400/CUR/MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora 2025.

Em relacdo a formulagdes vaginais, os atributos visuais e macroscopicos desempenham
um papel importante na aceitabilidade e na vontade de tentar usar das pacientes e,
consequentemente, influenciam a performance clinica do medicamento. Estudos de avaliacdo
sensorial in mano (na mao) demonstraram que Ovulos ovais, como 0s obtidos com ureasil-
poliéter, estdo entre a segunda preferéncia de formato pelas mulheres, em reflexo ao tamanho
comodo e a semelhanca com outros produtos de uso vaginal (Primorse et al., 2016; Zaveri et
al., 2018). Esta propensao sugere uma boa aceitabilidade dos 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400
pelo pablico-alvo.

Outra caracteristica que influencia a preferéncia de mulheres é a coloracdo das formas
farmacéuticas solidas. Ovulos vaginais transparentes ou claros, com tons variando do amarelo
ao cinza, parecem ser mais acetaveis (Palmeira-de-Oliveira et al., 2022). Nesse sentido, 0s
ovulos de U-PEO500 e U-PPO400 incorporados apenas com miconazol teriam maior apelo
visual na vontade de tentar usar as formulagdes, enquanto aqueles contendo curcumina, devido
a coloracdo alaranjada pronunciada, poderiam limitar a aceitabilidade. Contudo, seria
necessario conduzir estudos oganolépticos com potenciais pacientes para determinar as

preferéncias em relagdo aos 6vulos produzidos neste trabalho.
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A producdo de 6vulos vaginais a base de ureasil-poliéter permite adequar as preferéncias
das pacientes, especialmente quanto ao formato, uma vez que esses materiais podem ser
moldados a frio em diferentes formas, que variam com a disponibilidade de moldes plasticos
ou metalicos disponiveis para o preparo dessas formas farmacéuticas. O processo de moldagem
a frio permite contornar as limitagdes da moldagem por fuséo convencional, que envolve a
dispersdo do fa&rmaco em uma base hidrofilica ou lipofilica previamente fundida, sob forma
adequada, seguida de resfrigeracdo. Contudo, o aquecimento e agitacdo inadequados podem
levar a distribuicdo ndo-homogénea dos ingredientes ativos na base, enquanto a mudanca de
temperatura durante o resfriamento pode resultar em sedimentacéo dos farmacos por alteracdo
de sua solubilidade na base (Domsta et al., 2022; Kalmar et al., 2014).

Além disso, a moldagem por fusdo é uma técnica impeditiva a incorporacao de farmacos
termossensiveis, uma vez que ha necessidade de empregar aquecimento a temperaturas
minimamente moderadas. Nessa perspectiva, a obtencdo de dvulos por reagdes de hidrolise e
condensacdo de ureasil-poliéteres é eficaz para permitir o carreamento de insumos
farmacéuticos ativos sensiveis ao calor. Esses materiais ainda destacam-se por comportar alta
carga de ativos hidrofilicos ou lipofilicos. Os 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400 desenvolvidos
neste trabalho inorporaram uma quantidade maxima de 2,7% de CUR e MCZ
concomitantemente. Isso confirma o potencial desses materiais de atuarem como sistemas para

a entrega dupla de farmacos.

5.2  Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica

5.2.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear € uma técnica de caracterizacdo fundamental para o
entendimento da conectividade atbmica entre compostos organicos e inorganicos e, portanto, é
crucial para validar a estrutura quimica de compostos hibridos novos ou conhecidos, permitindo
dessa forma, confirmar o éxito na obtencdo de moléculas hibridas orgénico-inorgénicas
(Goodman; Zhou; Cargnello, 2020). Os espectros de RMN de *H dos precursores hibridos
PEO500 e PPO400 foram registrados a fim de comprovar a formacao das moléeculas de ureasil-

poliéter e estdo apresentados nas Figura 8.
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Figura8 — Espectros de RMN de *H de (a) PEO500 e (b) PPO400
(a)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: ppm: partes por milhdo.

Nos espectros de RMN de *H de PEO500 e PPO400, na Figura 8, 0s primeiros picos,
visualizados em aproximadamente 0,53 ppm, representam os prétons dos grupos -Si-CH2-CHa.
Em sequéncia, entre 0,99 e 1,06 ppm, picos que sugerem a presenca de hidrogénios de metil
dos grupos -O-CH(-CHs)-CH> em ambos os precursores, e do metil adicional na cadeia
polimérica de PPO400, foram observados. Na regido de 1,12 a 1,17 ppm, visualizou-se nos dois
espectros picos mais intensos que os anteriores, que representam os prétons de -Si-O-CH>CHes.
Em cerca de 1,40 ppm, um singleto de baixa intensidade denotou a presenca dos prétons -CHz-
CH2-Si. Em 2,94 ppm no espectro de PPO400, os hidrogénios de -NH-CH2-CH> foram
detectados. Para PEO500, os grupos metilenos de -O-CH-(-CH3)-CH:2 foram observados com
deslocamento de 3,34 ppm. Os sinais entre 3,51 e 3,34 ppm para PEO500 e PPO400,
respectivamente, indicaram os protons de -O-CHo. Por fim, os multipletos detectados em torno
de 3,70 ppm em ambos 0s espectros referem-se aos hidrogénios dos grupos -Si-O-CH2-CHa.
Esses dados corroboram com aqueles presentes na literatura e confirmam a obtencdo dos
precursores hibridos orgénico-inorganicos ureasil-poliéter (Mendes et al., 2021; Nunes et al.,
2020).
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5.2.2 Anaélise Térmica Diferencial (DTA)

A andlise térmica diferencial € uma técnica que realiza a medicdo da variacdo de
temperatura entre uma amostra e um material inerte de referéncia enquanto ambos séo
submetidos a um programa de aquecimento controlado. As alteracdes de fluxo de calor da
amostra em relacdo a referéncia refletem mudancas fisicas ou quimicas sofridas por esta durante
0 aquecimento (Akash; Rehman, 2020). A DTA pode fornecer informacdes a respeito de
interacdes que podem ocorrer quando amostras combinadas sdo submetidas a aquecimento e
permite estimar a compatibilidade entre diferentes compostos.

As curvas de DTA dos precursores hibridos PEO500 e PPO400, de CUR e MCZ, e das
combinagbes binarias entre os ativos e 0s precursores estdo apresentadas na Figura 9. Os

parametros de fluxo de calor estdo expostos na Tabela 1.

Figura9 — Curvas de DTA de CUR, MCZ e dos precursores hibridos PEO500 e PPO400

puros e combinados com os farmacos
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PEO500: Precursor hibrido poli(6xido de etileno) de massa molecular 500 g/mol; PPO400: Precursor
hibrido poli(6xido de propileno) de massa molecular 400 g/mol; CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; CUR +
MCZ 1:1: Mistura binéria de curcumina e miconazol; PEO500 + CUR 1:1: Mistura binaria de PEO500 e
curcumina; PEO500 + MCZ 1:1: Mistura binaria de PEO500 e miconazol; PEO500 + CUR + MCZ 1:1: Mistura
binaria de POE500 com curcumina e miconazol; PPO400 + CUR 1:1: Mistura binaria de PPO400 e curcumina;
PPO400 + MCZ 1:1: Mistura binaria de PPO400 e miconazol; PPO400 + CUR + MCZ 1:1: Mistura binaria de
PPO400 com curcumina e miconazol.
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Tabela 1l — Pardmetros de DTA de CUR, MCZ e dos precursores hibridos PEO500 e PPO400

puros e combinados com os farmacos

Evento 1 Evento 2
Amostra
Tpico (°C) AH (J/g) Tpico (°C) AH (J/g)
CUR 186,41 —77,11 381,34 23,79
MCZ 185,29 —42,81 208,25 252,56
CUR+MCZ 11 161,79 —58,99 — —

PEO500 + CUR 1:1 111,67 —4,66 348,84 14,17
PEO500 + MCZ 1:1 — — 194,52 97,19
PPO400 + CUR 1:1 178,96 -3,25 338,13 4,03
PPO400 + MCZ 1:1 142,04 —2,83 194,17 45,27

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Legenda: Tpico: Temperatura de pico; AH: Variacéo de entalpia; CUR: Curcumina; MCZ: Miconazol; CUR + MCZ
1:1: Mistura binéaria de curcumina e miconazol; PEO500 + CUR 1:1: Mistura binéria de PEO500 e curcumina;
PEO500 + MCZ 1:1: Mistura binaria de PEO500 e miconazol; PPO400 + CUR 1:1: Mistura binaria do precursor
hibrido PPO400 e curcumina; PPO400 + MCZ 1:1: Mistura binéria do precursor hibrido PPO400 e miconazol.

Os precursores hibridos PEO500 e PPO400 sdo materiais amorfos e, por isso, nao
apresentaram picos endotérmicos ou exotérmicos bem definidos, sugestivos de eventos
quimicos ou fisicos, em suas curvas de DTA (Figura 9, curvas azul e preta, nesta ordem). O
carater amorfo desses materiais confere-os uma temperatura de transicdo vitrea (Tg), que
demarca a transicdo das cadeias poliméricas de um estado vitreo, rigido, para um estado
borrachoso, em que a fase amorfa possui mobilidade. Contudo, a determinacdo dos valores de
Ty por DTA ¢é incerta e limitada, sendo convencionalmente realizada por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). Através da aplicacdo dessa técnica em estudos da literatura,
foram encontrados valores de T4 de PEO500 e PPO400 iguais a —30,40 °C e 22 °C,
respectivamente, estando estes abaixo da faixa de temperatura aplicada na DTA deste trabalho,
ndo sendo possivel detecta-los na anélise (Da Silva et al., 2022; De Santana et al., 2021).

A curva de DTA da CUR (Figura 9, curva laranja) apresentou um pico endotérmico
agudo em 186,41 °C, referente ao ponto de fusdo, que reflete o seu carater cristalino. Em
381,34 °C, observou-se um evento exotérmico, que pode estar relacionado a degradacdo da
CUR durante o aquecimento, assim como demonstrado nos estudos de Fujita et al. (2012) e De
Moura et al. (2021), que observaram e relacionaram tal transformagéo exotérmica aos eventos
primarios de decomposicdo térmica do polifenol na termogravimetria. Por sua vez, 0 MCZ

(Figura 7, curva roxa) apresentou o pico endotérmico agudo caracteristico do seu ponto de fuséo
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em 185,29 °C. Em seguida, o farmaco passa por uma recristalizacdo parcial resultante de uma
transicdo de segunda ordem, que resulta em um pico exotérmico em 208,25 °C na sua curva
DTA. Esse comportamento também foi observado e relatado em estudos de DSC do MCZ
encontrados na literatura (Kenechukwu et al., 2017; Uronnachi et al., 2020).

Na analise da mistura binaria 1:1 de CUR e MCZ (Figura 9, curva vermelha), observou-
se um unico pico endotérmico agudo em 161,79 °C, relacionado a fusdo dos farmacos. A
reducdo na temperatura e na intensidade deste, além da auséncia dos picos exotérmicos
caracteristicos dos compostos isolados podem indicar uma interacdo entre CUR e MCZ pela
formacdo de uma mistura eutética. Isso pode ser resultado de ligaces de hidrogénio formadas
entre o nitrogénio do anel imidazol ou o oxigénio do éter presentes na estrutura do MCZ e as
hidroxilas fendlicas ou carbonilas que compde quimicamente a CUR.

A curva da combinacédo binaria de PEO500 e PPO400 com CUR exibiu alteragdes em
relacdo a curva do ativo isolado. Na mistura com PEO500 (Figura 9, curva marrom), 0 evento
de fusdo da CUR foi antecipado para 111,67 °C e o0 pico teve sua intensidade reduzida. Isso
pode sugerir uma interacdo, possivelmente através de ligacGes de hidrogénio intramolecular
entre as hidroxilas fendlicas ou diacetonas da CUR com os grupamentos ureia ou oxietileno de
PEO500. No entanto, a alteracdo no ponto de fusdo do IFA ndo apresenta relevancia clinica ou
tecnoldgica, uma vez que a fusdo ainda ocorre a temperatura superior a 100 °C e isso ndo implica
a administracdo ou a producédo dos 6vulos vaginais de U-PEO500.

Por sua vez, em PPO400 + CUR 1:1 (Figura 9, curva azul roial), o pico referente a fuséo
do polifenol foi sutilmente antecipado para 178,96 °C, mas observou-se uma reducdo de
intensidade. O mesmo foi observado para o evento exotérmico. Assim como para PEO500, as
modificacbes nos eventos originais da CUR podem estar relacionadas a interagdes com o
precursor hibrido PPO400, que podem ser menos acentuadas devido a presenca de um grupo
metil, que protege estericamente alguns grupos formadores de liga¢bes de hidrogénio no
material.

As curvas de DTA das combinacdes de MCZ com PEO500 e PPO400 exibiram
comportamentos distintos. Em PEO500 + MCZ 1:1 (Figura 9, curva violeta), o pico
endotérmico do farmaco foi suprimido, enguanto o evento exotérmico foi antecipado para
194,52 °C ao passo em que teve sua intensidade reduzida. Esse comportamento pode indicar
que o MCZ transitou do estado cristalino para o amorfo e, em sequéncia, retornou ao estado
cristalino, o que justifica a observacao apenas da exoterma de cristalizacdo (Tejada et al., 2017).
Na combinac¢do com PPO400 (Figura 9, curva rosa), os eventos endotérmico e exotérmico do

MCZ foram observados com menor intensidade em 142,04 °C e em 194,17 °C, nesta ordem.
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Desse modo, o farmaco ndo transitou para o estado amorfo, como observado com PEO500, mas
pode ter interagido com o precursor, o que resultou em modificagcBes nos seus eventos térmicos
originais.

As curvas de CUR e MCZ com PEO500 ou PPO400 (Figura 9, curvas verde escuro e
verde claro, nesta ordem) apresentaram-se semelhantes as dos precursores isolados, nas quais
ndo foram detectados picos endotérmicos ou exotérmicos referentes aos eventos térmicos
originais dos farmacos e o carater amorfo dos precursores foi dominante. Essa observacgédo
indica gque os ativos podem ter se dissolvido ou disperso nos precursores liquidos e isso reduziu

a cristalinidade de ambos para niveis indetectaveis pelo analisador térmico.

5.2.3 Termogravimetria (TGA)

A termogravimetria (TGA) é uma técnica quantitativa de analise térmica que analisa a
variacdo de massa de uma amostra enquanto esta € submetida a um programa controlado de
temperatura crescente. A TGA fornece informacdes a respeito dos processos de decomposicédo
de um composto e pode ser utilizada para avaliar a estabilidade térmica de diferentes materiais
(Saadatkhah et al., 2020). As curvas de TGA e os parametros de perda de massa de curcumina,
miconazol e dos évulos ureasil-poliéter brancos e incorporados com ativos estdo apresentadas

na Tabela 2 e nas Figuras 10—13.

Tabela 2 — Pardmetros de TGA de CUR, MCZ, e dos 6vulos hibridos U-PEO500 e U-PP0O400

brancos e combinados com os farmacos (continua)
Amostra Tinicial- Tfinal (°C) Perda de massa (%)

CUR 239,12-433,28 56,01
440,73-900,00 17,71
MCZ 180,42-214,16 20,49
219,42-356,58 65,72
361,40-900,00 10,04
CUR+MCzZ 11 180,59-376,90 50,40

380,00—900,00 29,27
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Tabela 2 — Parametros de TGA de CUR, MCZ, e dos 6vulos hibridos U-PEO500 e U-PPO400

brancos e combinados com os farmacos (concluséo)
Amostra Tinicio- Tfinal (°C) Perda de massa (%)
U-PEO500 50,20-200,70 7,53
268,33—431,39 56,24
446,76—545,79 12,78
U-PEO500/CUR 45,08—272,08 5,67
273,00—436,85 62,71
446,05-900,00 10,25
U-PEO500/MCZ 40,10—-259,70 5,45
261,46—429,78 62,36
435,05-900,00 13,33
U-PEO500/CUR/MCZ 43,50—266,65 6,44
267,54—502,98 69,65
505,60—900,00 4,35
U-PPO400 42,08—223,93 3,31
228,31-489,47 57,74
492,10-782,46 8,41
U-PPO400/CUR 51,95-247,66 3,88
250,29-487,16 61,05
488,91-900,00 8,77
U-PPO400/MCZ 63,06—205,85 2,72
236,94-509,38 66,34
511,13-900,00 6,08
U-PPO400/CUR/MCZ 51,23-226,34 3,55
230,28—-489,02 62,77
493,83—887,84 8,16

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; CUR + MCZ 1:1: mistura binaria de CUR e MCZ na proporgao 1:1;
U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500 branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina;
U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PEO500 com curcumina e miconazol; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400 branco; U-PPO400/CUR: Ovulo
vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com miconazol; U-
PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol.

A CUR (Figura 10a) apresentou decomposicdo térmica em dois estagios, o primeiro
entre 239,12 °C e 443,28 °C, e o0 segundo entre 440,70 °C e 900 °C, com perda de massa de
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56,01% e 16,03%, nesta ordem. E possivel observar que nao foi observada perda de massa em
temperaturas de até 150 °C, o que indica que a amostra de farmaco ndo apresentava umidade
residual. Além disso, ao final do processo, observou-se um residuo de 27,95%, referente a
cinzas ndo volateis. Em ensaios realizados na literatura nas mesmas condi¢fes que as do
presente trabalho também observou-se um perfil termogravimétrico semelhante para a CUR,
com dois estagios de decomposicdo, e um residuo de cinzas de mais de 20% (Ju et al., 2021;
Vaz et al., 2020). As duas etapas de decomposicdo da CUR parecem estar relacionadas
primeiramente a decomposicdo dos grupos substituintes e, em sequéncia, dos grupos aromaticos
da sua estrutura quimica (Chen et al., 2014).

O MCZ (Figura 10b) exibiu decomposi¢do em trés eventos térmicos, mas manteve-se
estavel até 180 °C, ndo havendo indicios da presenca de umidade ou de volateis na amostra. O
primeiro evento térmico foi observado entre 180,42 °C e 214,16 °C, com 20,49% de perda de
massa. O segundo, entre 219,42 °C e 356,56 °C, é visualizado como um pico com ombro, que
representa o principal estagio de decomposicéao térmica do farmaco (Tejada et al., 2018). Ap6s
0 Ultimo estagio térmico, detectado de 361,40 °C a 900 °C, o MCZ foi decomposto com uma

perda de massa final de 10,01%.

Figura 10 — Curvas de TGA de (a) CUR e de (b) MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol.

Na curva TGA da mistura binaria na proporcéo 1:1 de CUR e MCZ (Figura 11), foram
visualizados dois eventos térmicos. A primeira perda de massa de 50,40% ocorreu entre 180,59
°C e 376,90 °C, e a segunda, entre 380 °C e 900 °C, com perda de 29,27% em massa e um

residuo final de 20,33%. Observou-se que a curva da mistura binéria ndo apresentou mudancas
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significativas em relacdo aos parametros de TGA de CUR e de MCZ isolados, e que representa,
portanto, a soma das curvas de ambos os farmacos isolados, e ndo sugere alteragdes nos perfis

de variacdo de massa dos compostos quando submetidos a aquecimento em associagao.

Figura 11 — Curvas de TGA da mistura bindria de CUR e MCZ na proporgdo 1:1
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; CUR + MCZ 1:1: mistura binéaria de CUR e MCZ na propor¢do 1:1.

As curvas TGA de U-PEO500 (Figura 12a) e de U-PPO400 (Figura 12b) apresentaram
trés eventos de perda de massa. O primeiro estagio, detectado entre 50,20 °C e 200,70 °C para
U-PEO500, e entre 42,08 °C e 223,93 °C para U-PP0O400, representa a perda de volateis, como
o etanol, e de agua. No segundo evento térmico, de 268,33 °C a 431,39 °C para U-PEO500 e
228,31 °C e 489,47 °C para U-PPO400, observou-se a maior perda de massa, referente a
decomposicdo de ambos 0s materiais, com 56,24% e 57,47% de perda para o hibrido de maior
e para o de menor massa molecular, nesta ordem. Esse evento € atribuido a decomposicdo das
unidades ureasil desses materiais, que ocorre em temperaturas maximas préximas a 400 °C nos
hibridos produzidos com HCI como catalisador. Apds o término da analise, observou-se um

residuo de material carbonizado de 23,44% para U-PEO500 e 30,53% para U-PPO400 (Paredes
Zaldivar et al., 2017).
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Figura 12 — Curvas de TGA de (a) U-PEO500 e de (b) U-PPO400
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: U-PEO500: material hibrido ureasil-poliéter de PEO500; U-PPO400: material hibrido ureasil-poliéter

de PPO400.

A anélise termogravimétrica dos évulos de U-PEO500 e U-PPO400 incorporados com
CUR e MCZ (Figura 13) exibiu curvas semelhantes as dos 6vulos sem os ativos. As curvas
apresentaram trés eventos térmicos, sendo o primeiro referente a evaporacao de etanol e de agua
das matrizes hibridas, o segundo e terceiro eventos relacionado ao estagio principal de
decomposicdo das unidades ureasil de U-PEO500 e U-PPO400, bem como de CUR e MCZ.
Esse resultado pode sugerir que os farmacos estavam solubilizados no material e estes se
degradaram concomitantemente, mas também pode estar relacionado a menor sensibilidade de

deteccdo do analisador frente as menores massas de IFAs incorporadas nos évulos.
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Figura 13 — Curvas de TGA de CUR, MCZ, da mistura binaria de CUR e MCZ na propor¢édo

1:1 e dos 6vulos vaginais de (a) U-PEO500 e (b) U-PPO400 brancos e
incorporados com os ativos
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; CUR + MCZ 1:1: mistura binéria de CUR e MCZ na proporgao 1:1;
U-PE0500: Ovulo vaginal de U-PEO500 branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina;
U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PEO500 com curcumina e miconazol; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400 branco; U-PPO400/CUR: Ovulo
vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com miconazol; U-
PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol.

5.2.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier é uma técnica que
baseia-se na absorcdo de radiacdao infravermelha para fornecer informagdes sobre a estrutura
quimica de uma amostra. A FTIR pode ser utilizada na avaliacdo de interagdes intermoleculares
entre ingredientes ativos e excipientes, refletidas nas alteracGes vibracionais entre um ou mais
componentes de uma amostra (Rojek; Wesolowski, 2016). Os espectros de FTIR de curcumina,
miconazol, da mistura binaria de CUR e MCZ na proporc¢éo 1:1, e dos 6vulos de U-PEO500 e
U-PPO400 brancos e incorporados com os insumos farmacéuticos ativos estdo apresentados
nas Figuras 14-16.

No espectro da CUR (Figura 14, curva vermelha), as bandas visualizadas em 3508 cm ™
e 3380 cm™?, representam o estiramento de ligagdes O-H e estdo relacionadas as hidroxilas
fenolicas presentes em sua estrutura quimica. Os grupos quimicos dicetona foram observados
em 1625 cm™?, indicando o estiramento de ligagdes C=0 e C=C. A banda referente as vibracoes
de estiramento C=C dos anéis aromaticos do ativo foi visualizada em 1600 cm™. Ademais,

destacaram-se as vibraces de dobramento de C-H e de estiramento C-O em 1427 cm e 1273
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cm™, respectivamente. Os dados obtidos estdo em conformidade com aqueles encontrados na
literatura (Sun et al., 2018).

A varredura do MCZ, apresentada na Figura 14 (curva azul), exibiu bandas de vibracao
de estiramento de ligaces C-N e C-H referentes aos aneis imidazolico e aromatico do farmaco
em 3182 cm™t e 3107 cm™L, respectivamente. O estiramento de ligagdes C=C das estruturas
ciclicas aromaticas e imidazolica foi observado por bandas em 1586 cm™ e 1545 cm™,
respectivamente. As vibragdes de estiramento de C=N e de C-O do miconazol foram detectadas
em 1330 cm™ e 1082 cm™?, nesta ordem. A concordancia destes resultados com os dispostos
em outros estudos confirmam a identidade do farmaco (Rai et al., 2014; Rasool et al., 2023).

A mistura binéaria de CUR e MCZ na proporc¢éo 1:1 (Figura 14, curva verde), apresentou
em seu espectro de FTIR todas as bandas originais de ambos o ativos. As vibracbes de
estiramento O-H, C=C e C=0 da CUR, foram visualizadas em 3508 cm?, 3380 cm™ e 1625
cmL, sem deslocamento. A banda de vibragdo C=C aromatica em 1600 cm* no foi detectada,
enquanto aquela referente ao estiramento C-O, em 1273 cm™?, foi sutilmente deslocada para
1280 cm™2. Isso pode ser devido ao fato do MCZ também apresentar bandas caracteristicas na
mesma regido, que podem ter se sobreposto as de CUR.

Em relacdo aos espectros dos farmacos isolados, ao analisar a varredura da mistura
bindria de CUR e MCZ, nenhuma nova banda foi detectada e nem bandas originais foram
consideravelmente deslocadas ou substituidas. Essa observacdo aponta para a auséncia da
formacdo de interacGes intermoleculares entre os ativos e, portanto, para a compatibilidade
entre eles. Assim, € possivel confirmar que a interacdo detectada entre CUR e MCZ na DTA,
acontece sob estresse térmico e ndo limita o processo de formulagdo dos 6vulos vaginais com

ambos os farmacos, uma vez que a mistura acontece sem a necessidade de aquecimento.
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Figura 14 — Espectros de FTIR de curcumina, miconazol e da mistura binaria de curcumina

e miconazol na proporgéo 1:1
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; CUR + MCZ 1:1: mistura binéria de CUR e MCZ na proporg¢&o 1:1.

A andlise dos espectros de FTIR de U-PEO500 e U-PPO400 (Figura 15) permitiu
concluir a respeito da correta obtencéo dos materiais, com base no que esta disposto na literatura
(Mendes et al., 2021). Em 3370 cm* e 3350 cm™, observou-se bandas referentes ao
estiramento de ligagces N-H dos grupos ureia para ambos os hibridos. Na faixa entre 2918 cm™
e 2878 cm?, foram visualizadas bandas de estiramento de ligagdes CH2 assimétrico e simétrico
para U-PEO500. O mesmo padrao foi detectado por bandas em 2928 cm ™ e 2882 cm™ em U-
PPO400, que ainda apresenta uma banda em 2972 cm™2, que pode estar relacionado a presenca
de um grupo CHs a mais em sua estrutura quimica. As contribui¢fes das ligacGes ureia foram
visualizadas por bandas de média intensidade em 1635 cm™ (amida I) e 1560 cm™t (amida I1).
Em 1080 cm e 1072 cm™, as bandas referentes as vibragBes de estiramento C-O foram
observadas para U-PEO500 e U-PPO400, respectivamente.
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Figura 15 — Espectros de FTIR de U-PEO500 e de U-PPO400
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: U-PEO500: material hibrido ureasil-poliéter de PEO500; U-PPO400: material hibrido ureasil-poliéter
de PPO400.

Nos espectros dos 6vulos de U-PEO500 com CUR e/ou MCZ, exibidos na Figura 16a,
foi possivel observar mudancas nos padrdes de estiramento que refletem a alteracdes estruturais
no material ap6s a incorporacao dos farmacos. A exemplo disso, a banda de estiramento de
ligacdo N-H, em 3370 cm™?, foi sutilmente dividia em duas de menor intensidade. Ademais, a
banda de estiramento CH, simétrico, em 2878 cm™*, aumentou de intensidade, enquanto a banda
de contribuicio assimétrica, em 2918 cm™, teve sua intensidade reduzida. A banda larga
referente ao estiramento C-O, foi sutilmente deslocada para 1090 cm™, e apresentou um ombro
em 1030 cm ™. Isso pode resultar da interferéncia de bandas vibracionais dos ativos com aquelas
da regido caracteristica do material hibrido.

Nas varreduras de U-PPO400 com os farmacos (Figura 16b), alteracdes que sugerem
modificacOes estruturais em relacdo ao material hibrido puro também foram observadas. A
banda referente ao estiramento de grupo metilénico, em 2972 cm™?, teve sua intensidade
reduzida, e isso pode inferir que CUR e MCZ podem estar estruturalmente acomodados em
regides proximas a esses grupos e, por isso, a detecgdo das ligagdes C-H foi diminuida. Isso é
corroborado pela antecipacdo da banda de vibragdo de estiramento C-O também para 1090
cmL, e pela observagido de uma segunda banda em 1015 cm™, ap6s a incorporacdo dos

farmacos, que podem sugerir a formacao de interacdes intermoleculares do tipo ligacdes de
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hidrogénio entre grupos doadores de CUR e MCZ e os grupos aceptores do tipo oxietileno
presentes no material.

Em ambos os espectros apresentados na Figura 16, as bandas amida I e I, relacionadas
aos grupos ureia e as interacdes entre estes dentro das matrizes, aumentaram de intensidade
apos a incorporagdo de CUR e/ou MCZ nos ureasil-poliéter. Enquanto a banda amida | é
multicomponente e inclui o estiramento e a deformagéo de ligagdes C-N e o estiramento de
grupos C=0 que ndo estdo envolvidos nas interacdes ureia-ureia, a amida Il reflete a vibracéo
de flexdo de N-H e esta relacionada a conformacdo da cadeia e as ligagdes de hidrogénio
intermoleculares (De Santana et al., 2021; Palacio et al., 2018).

Nesse sentido, a reducdo da intensidade das bandas amida | infere que a incorporagéo
de CUR e MCZ resulta em diminuicéo das carbonilas de ureia livres, possivelmente porque 0s
farmacos realizam interacdes intermoleculares do tipo ligacbes de hidrogénio com tais
grupamentos. Por sua vez, 0 aumento da intensidade observada nas bandas amida Il nos 6vulos
carregados de U-PEO500 e U-PPO400 sugere a modificacdo das cadeias poli(oxietilénicas) e
poli(oxipropilénicas) e do seu perfil de interacdo intermolecular para comportar a presenca dos
farmacos.

Figura 16 — Espectros de FTIR dos 6vulos vaginais de (a) U-PEO500 e (b) U-PPO400

incorporados com curcumina e miconazol
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500 branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com
curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo
vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400 branco; U-
PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com
miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol.
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5.2.5 Difratometria de raios X (DRX)

A difratometria de raios X € uma técnica que aplica o principio da difracdo, que ocorre
qguando uma onda é espalhada por um arranjo estrutural ordenado que se repete periodicamente,
produzindo interferéncia construtiva em angulos especificos, para determinar com eficiéncia as
caracteristicas de uma estrutra cristalina. A DRX é utilizada no campo farmacéutico na
caracterizagdo de novos farmacos e de compostos polimorfos, de novas formulac@es e, também,
na identificacdo de materiais amorfos, que ndo geram um padrdo de difracdo (Bunaciu et al.,
2015; Chauhan; Chauhan, 2014). Os difratogramas de raios X de MCZ, CUR, e dos 6vulos
vaginais brancos e incorporados com os farmacos de U-PEO500 e U-PPO400 estdo nas Figuras
17-19.

O MCZ (Figura 17, curva azul) exibiu picos de difragdo em diferentes angulos (26),
como 5°; 16,02°, o pico de maior intensidade no difratograma; 18,93°; 20,05°; 23,08°; 25,18°,
um pico pequeno, visualizado como um ombro da reflexdo maior em 25,86° 30,87°; 35,22° e
36,03°, o que confirma a sua estrutura cristalina, assim como observado pelo seu pico de fuséo
bem definido na curva de DTA. O perfil observado se refere a um sistema cristalino do tipo
ortorrdmbico, caracteristico do sal de nitrato do farmaco (Kersten, 2018). O padrdo de difracdo
deste trabalho corrobora com o estudo de Tsutsumi et al. (2011), que destacou as reflectancias
entre 16°, 20° e 26°, assim como com o trabalho de Arshad et al. (2024), no qual os picos de
difracdo em 15,70°; 19,50°; 22,70°; 23,40° e 25,40° foram evidenciados.

O difratograma da CUR (Figura 17, curva vermelha) mostrou-se caracteristico de uma
estrutura cristalina com vinte e trés picos de difracdo apresentados em angulos (20) entre 8,36°
e 29,55° com aqueles de maior intensidade em 9,46° e 17,70°. A quantidade de picos observadas
pode estar relacionada a presenca de outros curcuminoides na amostra. A CUR pura pode existir
como trés formas cristalinas, sendo uma delas monoclinica, que ocorre quando o composto esta
como na forma de pg, e as outras duas formas como cristais ortorrombicos (Araki et al., 2019;
Thorat; David, 2014). O perfil de difragdo observado neste trabalho é comparavel com o de
estudos relatados na literatura que destacam os picos entre 8,89°,9,08°%; 17,25°; 18,53°; 25,60,
28,53° e 29,54° para a CUR em po6 (Paranthaman; Moses; Anandharamakrishnan, 2022; Yu et
al., 2020).
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Figura 17 — Difratogramas de raios X de CUR e MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol.

O padréo de difracdo de U-PEO500 branco (Figura 18, curva preta) ndo apresentou picos
bem definidos de cristalinidade, apenas um pico largo em formato Gaussiano com centro
localizado em 26 = 20,700, o que aponta para o carater amorfo deste material atribuido a rede
siloxana, conforme relatado na literatura (Da Fonséca et al., 2024; Paredes et al., 2014). No
difratograma de U-PEO500/CUR (Figura 18, curva vermelha), observou-se que o perfil amorfo
caracteristico do material hibrido predominou, sugerindo a auséncia de cristais do polifenol.
Por sua vez, nos difratogramas de U-PEO500/MCZ e U-PEO500/CUR/MCZ (Figura 18, curvas
azul e verde), os picos largos referentes a estrutura cristalina do MCZ foram detectados em
4,90°; 16,02°; 20,05° e 25,75° e assumiu-se a presenca de cristais ndo solubilizados do azol

dentro das matrizes hibridas, ndo detectados na observacao visual dos 6vulos.
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Figura 18 — Difratogramas de raios de X dos évulos de U-PEO500, U-PEO500/CUR, U-
PEO500/MCZ e U-PEO500/CUR/MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500 branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com
curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo
vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol.

O difratograma de U-PPO400 (Figura 19, curva preta) também exibiu um carater
amorfo, com o pico Gaussiano largo em 26 = 20,05° e um ombro visualizado em 12,42°,
relacionado & organizacdo de dominios intra-siloxano no plano (Nunes et al., 2020). Em U-
PPO400/CUR, observou-se que, assim como para U-PEO500 incorporado com o ativo, o pico
largo do material teve sua intensidade reduzida. 1sso pode estar relacionado ao fato da presenca
da CUR nas matrizes alterar os seus padrdes de difracdo e a visualizacdo dos picos de
amorfizacao caracteristicos dos grupos siloxano.

Na analise dos difratogramas de U-PPO400/MCZ e U-PPO400/CUR/MCZ (Figura 19,
curvas azul e verde), os picos de difracdo do MCZ em 4,98°; 16,04°; 19,99° e 25,75° foram
visualizados, aparecendo com menor intensidade no material incorporado com ambos 0s
farmacos. Contudo, os picos largos e bem definidos nas regides de difracdo do azol indicam a
presenca de cristais do farmaco na matriz, sugerindo que nem toda a concentracao visivelmente

incorporado estava solubilizada no material.



62

Figura 19 — Difratogramas de raios de X dos 6vulos de U-PPO400, U-PPO400/CUR, U-
PPO400/MCZ e U-PPO400/CUR/MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400 branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com
curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal
de U-PPO400 com curcumina e miconazol.

5.2.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura € uma técnica que permite investigar a
morfologia de superficie de diferentes materiais através da incidéncia de um feixe de elétrons
em na amostra. Esse feixe é varrido através do material analisado e a interacdo dos elétrons com
a matéria gera sinais que sdo emitidos e coletados por detectores, responsaveis por interpreta-
los na forma de imagens de alta resolucdo (Inkson, 2016). As micrografias de MEV dos évulos
vaginais de U-PEO500 e U-PPO400 brancos e carregados com curcumina e miconazol estdo
apresentadas nas Figuras 20 e 21.

Na Figura 20a, observou-se que a superficie de U-PEO500 apresentou-se regular e
homogénea. Com a incorporacdo da CUR (Figura 20b), a superficie manteve seu aspecto e ndo
foram observados cristais do farmaco. Contudo, quando o MCZ foi incorporado nos 6vulos de
U-PEO500/MCZ e U-PEO500/CUR/MCZ (Figura 20c,d), cristais em formato de agulha, com
distribuicdo de tamanho variavel entre 10 e 40 um, foram observados sob a superficie, o que
corrobora com os resultados de DRX, que demonstrou picos de cristalinidade de MCZ e sugere

a solubilidade incompleta ou a recristalizacdo do agente azol no material.
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Figura 20 — Micrografias de MEV dos oOvulos vaginais de (a) U-PEO500, (b) U-
PEO500/CUR, (c) U-PEO500/MCZ e (d) U-PEO500/CUR/MCZ

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Os 6vulos de U-PPO400 (Figura 21a), também apresentaram superficie homogénea, lisa
e sem poros. Na Figura 21b, embora na analise de DRX néo tenham sido visualizados picos que
indicassem a presenca de cristais em U-PPO400/CUR, esses foram observados em formato
variavel, mas com distribui¢do de tamanho homogénea, entre 2 e 8 um. Em U-PPO400/MCZ e
U-PPO400/CUR/MCZ, cristais em forma de agulha foram visualizados sob a superficie e
embebidos no material. Na Figura 21d, os cristais mostraram-se alongados e com distribuigédo
de tamanho variavel, também compreendida entre 10 e 40 um. Esses achados confirmam os
resultados de DRX, que detectaram picos de cristalinidade dos ativos, especialmente nos évulos
de U-PPO400/MCZ e U-PPO400/CUR/MCZ. Adicionalmente, pode-se inferir que a
visualizacdo de cristais agrupados possivelmente estd relacionada com uma interacdo

interparticular entre os farmacos, bem como com o préprio material hibrido.
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Figura 21 — Micrografias de MEV dos oOvulos vaginais de (a) U-PPO400, (b) U-
PPO400/CUR, (c) U-PPO400/MCZ e (d) U-PPO400/CUR/MCZ

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

5.3  Ensaio de liberagéo in vitro

Os sistemas de liberagdo modificada tém atraido interesse da indUstria farmacéutica por
apresentarem vantagens frente aos esquemas terapéuticos convencionais. O controle da taxa e
do periodo de liberagdo de um farmaco é vantajoso, pois permite reduzir doses e frequéncia de
administracdo e favorece o aumento da adesdo dos pacientes ao tratamento, ao torna-lo mais
comodo (Das; Prakash, 2021; Davoodi et al., 2018). Os perfis de liberacdo de MCZ e de CUR
a partir dos évulos hibridos formados por U-PEO500 e U-PPO400 estdo expostos nas Figuras
22 e 23.

O perfil de liberacéo de U-PEO500/MCZ (Figura 22a) mostrou uma liberagéo inicial de
57,18% em 24 horas, totalizando 69,09% de farmaco liberado em 48 horas. Ao final do

experimento, no tempo equivalente a 144 horas, o plat6 foi alcancado e 94,87% de MCZ foi
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liberado da matriz hibrida de U-PEO500. O ajuste da curva de liberagdo de U-PEO500/MCZ
foi realizado frente a diferentes modelos matematicos e demonstrou melhor relacdo com o
modelo de Korsmeyer-Peppas, definido pela Equacdo 2, que possuiu 0 maior coeficiente de

regressdo (R?), ao aplicar os primeiros 60% da curva de liberagdo para a anélise estatistica.

Mt = k¢" )

De acordo com essa equacdo, Mt corresponde ao total de farmaco liberado no tempo t,
k é a constante do modelo e n é 0 expoente relacionado ao mecanismo de transporte do soluto
através da matriz polimérica (Askarizadeh et al., 2023). Para os dados de liberacdo de U-
PEO500/MCZ, o valor calculado de n foi igual a 0,3303, que indica que o transporte andmalo,
governado principalmente pelo intumescimento da matriz e pela difusdo do soluto, estd
relacionado ao perfil de liberacdo controlada observado (Korsmeyer et al., 1983).

Na curva de liberagcdo da CUR de U-PEO500 (Figura 22b), observou-se que 42,53% do
ingrediente ativo foi liberado nas primeiras 24 horas de ensaio, e que 61,07% de liberagéo foi
alcancada ap6s 48 horas. Decorridas 144 horas, 81,16% de CUR foi liberada dos 6vulos de U-
PEO500. Ao analisar o ajuste de diferentes modelos matematicos a curva de U-PEO500/CUR,
o modelo de Weibull, representado pela Equacio 3, apresentou o maior valor de R? e foi

definido como o de melhor ajuste.

Mt =1 - exp(-at?) 3)

Nesse caso, Mt é a quantidade total de farmaco liberada, a e t sdo constantes, e 0
expoente b é o parametro de forma relacionado ao tipo de curva. Embora o modelo de Weibull
ndo tenha sido estabelecido para definir cinéticas de liberacdo, o expoente b possui relacéo
linear com o n do modelo de Korsmeyer-Peppas e o seu valor pode indicar o tipo de transporte
de liberacdo. Neste trabalho, o valor de b foi igual a 0,5515, sugerindo que o mecanismo de
transporte relacionado ao perfil de liberagdo observado foi a difusdo Fickiana (b < 0,75), em
que o movimento das particulas ocorre a favor do gradiente de concentracédo (Atiyah; Albayati;
Atiya, 2022).
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Figura 22 — Curvas de liberacdo in vitro de (a) MCZ, (b) CUR de U-PEO500; ajuste das
curvas a diferentes modelos matematicos: Weibull (curva verde), Korsmeyer-

Peppas (curva vermelha), Higuchi (curva azul) e ordem zero (curva rosa)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; U-PEO500: 6vulo vaginal de U-PEO500. Os dados estdo
apresentados como média + desvio padrao (DP) (n = 3).

A liberacdo de ambos os farmacos dos évulos vaginais de U-PEO500 apresentou um
perfil prolongado, com cerca de 42 a 57% de CUR e MCZ liberados em 24 horas e o restante
do teor alcancando o meio de dissolucdo ao final de seis dias. A concentracdo inicialmente
liberada resulta da difusdo das moléculas dispostas superficialmente na matriz, enquanto a
fracdo prolongada pode ser consequéncia da penetracdo de agua no hibrido e da dissolugdo de
particulas dispostas no interior da matriz.

A quantidade de CUR e MCZ que ¢ libertada em 24 horas é importante pois pode
promover o alivio dos sintomas causados pela proliferacdo fungica, enquanto a manutencao da
liberacdo atua no controle e na erradicacdo da infecgédo. Esse perfil pode contribuir para reduzir
a frequéncia de administracdo da formulacédo frente aos medicamentos disponiveis para tratar a
CVV, que necessitam aplicacdo diéria por um periodo de sete dias (Workowski; Bachmann,
2022).

Por sua vez, a taxa de liberagdo de MCZ a partir de U-PPO400 (Figura 23a) mostrou-se
consideravelemente menor do que em U-PEOS500. Em 24 horas, 20,10% de MCZ foi liberado
da matriz e 27,44% de liberagdo foram alcancados em dois dias. No final do experimento,
observou-se um aumento no teor de farmaco no meio, que atingiu 60,95%. Esse crescimento
na curva pode ser resultado da libertagéo e solubilizacao de cristais de MCZ, que se dissolveram

apos a hidratacdo do material hibrido. Analisando o ajuste da curva abaixo de 60% de MCZ
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liberado aos modelos matematicos propostos, o de Korsmeyer-Peppas também mostrou-se o
mais adequado, e o valor de n foi calculado em 0,3625, indicando que o farmaco € liberado da
matriz por transporte anémalo.

Em relacdo a CUR (Figura 23Db), o perfil de liberacdo observado foi do tipo sustentado,
com 6,30% liberados de U-PPO400 em 24 horas e, ap0s 48 horas, a concentracdo de ativo no
meio de dissolucéo atingiu 8,30%. Ao término do experimento, 12,06% de CUR haviam sido
liberados da matriz hibrida. O modelo de Weibull apresentou maior valor de R? para essa curva
de liberagéo e o valor do expoente b, igual a 0,5232, sugere que a difusdo do meio para o interior
da matriz, seguida da solubiliza¢éo e difusdo do ativo para o meio séo os limitantes para a
liberacdo. Nesse caso, a menor taxa de liberacdo pode estar associada a maior interagdo e
afinidade da CUR pela matriz hibrida, que pode ser visualizada ha MEV, com a presenca de
cristais agrupados em U-PPO400, que tendem a ficar retidos no material, reduzindo o indice de

farmaco liberado em relacdo a U-PEO500.

Figura 23 — Curvas de liberacdo in vitro de (a) MCZ, (b) CUR de U-PPO400; ajuste das
curvas a diferentes modelos matematicos: Weibull (curva verde), Korsmeyer-
Peppas (curva vermelha), Higuchi (curva azul) e ordem zero (curva rosa)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; U-PPO400: 6vulo vaginal de U-PPO400. Os resultados estdo
apresentados como média + DP (n = 3).

Além disso, a taxa de liberacdo através da matriz de U-PPO400 é menor e mais lenta do
que a de U-PEO500, uma vez que o primeiro hibrido apresenta hidrofilia e capacidade de
intumescimento reduzidas em relacdo ao segundo, o que dificulta a entrada de agua na matriz

e 0s processos de difusdo e de dissolugdo dos farmacos. Ademais, apesar da massa molecular



68

de ambos os poliétres utilizados neste trabalho serem comparaveis, 0 menor valor de massa de
U-PPO400 reflete em maior densidade dos nos de reticulacdo de siloxano no material hibrido
final e também resulta em menor mobilidade da porcéo organica e em taxa de hidratacdo da
matriz diminuida (Barros et al., 2022; Santilli et al., 2008).

As propriedades fisico-quimicas de CUR e MCZ, especialmente sua lipofilia elevada
(log P > 3), também s&o fatores que influenciam as diferencas observadas nos perfis de liberacdo
entre os materiais hibridos. Uma vez que ambos os IFAs apresentam maior afinidade pelo
hibrido lipofilico U-PPO400, eles tendem a permanecer retidos em sua matriz, estabelecendo
um sistema de liberacdo termodinamicamente estavel, que tende a liberar o farmaco de forma
lenta e prolongada, o que foi denotado pela ndo observacao do plateau em ambas as curvas.

Dessa forma, para o tratamento da CVV, os 6vulos de U-PEO500/CUR/MCZ
mostraram-se adequados por apresentarem um perfil de liberacdo prolongado com um maior
teor de liberacdo de CUR e MCZ. Do contrario, a liberagdo limitada dos farmacos através de
U-PPO400/CUR/MCZ poderia ser aplicavel para um esquema de terapia de manutencéo, uma
vez que as concentracdes de ativos liberadas no periodo de um tratamento convencional

poderiam ndo ser suficientes para efetivamente eliminar a infeccéo.

5.4  Ensaios microbioldgicos para avaliacdo da atividade antifingica

5.4.1 Determinacdo das concentra¢des inibitérias minimas (CIMs) e das concentracdes

fungicidas minimas (CFMs) de curcumina e de miconazol

A CVV pode ser causada por diversas espécies do género Candida, dentre as quais se
destacam por ordem de incidéncia C. albicans, C. glabrata, C. kruseii, C. parapsilosis e C.
tropicalis. A ocorréncia de uma infeccdo mista causada por duas espécies diferentes também ja
foi demonstrada (Intra et al., 2022; Jannati et al., 2024). Os dados epidemiol6gicos apontam
para a necessidade de tratamentos que sejam igualmente eficazes para tratar os distintos agentes
etioldgicos da CVV. Nesse sentido, a atividade antifungica de CUR e MCZ frente a trés
linhagens de referéncia de Candida foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo
revelado com resazurina e as concentracdes inibitdrias minimas (CIMs) estdo apresentadas na
Tabela 3.

As menores concentracOes de CUR capazes de inibir o crescimento de C. albicans
ATCC 10231, C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis ATCC
13803 foram 256, 512, >1024 pg/mL, e 512 pg/mL respectivamente. Na literatura, 0 mesmo
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valor de CIM foi encontrado para a mesma linhagem de C. albicans (Xue et al., 2023). Para
Candida nao-albicans, o estudo de Narayanan et al. (2020) apresentou 500 pg/mL como CIM
de C. glabrata ATCC 90030, enquanto para a cepa padréao de C. parapsilosis, o valor foi igual
a 400 pg/mL. Néo foram observadas diferencas nas CIMs das triplicatas.

Parao MCZ, as CIMs foram 2,5; 12,5; 2,5 e 1,25 pg/mL, na mesma ordem de linhagens
padrdo. Como néo ha valores de referéncia de atividade para o azol MCZ disponibilizados pelo
CLSI, esses dados foram comparados e corroboram com o encontrado na literatura, como no
estudo de Arias et al. (2020), em que as CIMs de C. albicans ATCC 10231 e C. glabrata ATCC
90030, foram 1,56 e 3,12-6,25 pg/mL. As maiores CIMs para C. glabrata podem ser
justificadas pela baixa suscetibilidade intrinseca dessa espécie aos agentes azoOis (Whaley;
Rogers, 2016).

Tabela 3 — Concentracdes inibitorias minimas de CUR e de MCZ frente a linhagens padrédo de

Candida
Concentracao inibitoria minima (ug/mL)
Microrganismo teste

CUR MCZ

C. albicans ATCC 10231 256 2,5
C. glabrata ATCC 90030 512 12,5

C. parapsilosis ATCC 22019 > 1024 2,5
C. tropicalis ATCC 13803 512 1,25

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; pg/mL: microgramas por mililitro.

A capacidade de inibicdo do crescimento em meio sélido pelas concentracdes de CUR
e MCZ testadas também foi avaliada e os valores de concentracGes fungicida minimas (CFMs)
estdo expostos na Tabela 4. Em C. albicans ATCC 10231, as CIMs de CUR e MCZ
apresentaram efeito fungicida. No caso de C. glabrata ATCC 90030, a CFM de CUR foi o
dobro da concentracdo que inibiu o crescimento na microplaca, igual a 1024 pg/mL, masa CIM
de MCZ também foi eficaz para impedir o crescimento em meio sélido. Em C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. tropicalis ATCC 13803, as CFMs do azol foram o dobro das CIMs, enquanto

as CFMs da CUR ndo foram determinadas e consideradas maiores que 1024 pg/mL.
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Tabela 4 — ConcentracGes fungicidas minimas de CUR e de MCZ frente a linhagens padréo de

Candida
Concentracédo fungicida minima (ug/mL)
Microrganismo teste

CUR MCZ
C. albicans ATCC 10231 256 2,5
C. glabrata ATCC 90030 1024 12,5

C. parapsilosis ATCC 22019 > 1024 5

C. tropicalis ATCC 13803 > 1024 2,5

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; pg/mL: microgramas por mililitro.

5.4.2 Determinacdo do efeito da associacdo de curcumina e miconazol

A combinacéo de dois ou mais farmacos em um esquema terapéutico pode resultar em
respostas sinérgica, quando a combinacao é mais potente do que 0os compostos isolados; aditiva,
em que o efeito combinado é a soma das respostas individuais; indiferente, quando ndo ha
interacdo; e antagdnica, na qual a associacdo é menos potente do que os farmacos isolados
(Foucquier; Guedj, 2016). Neste trabalho, o efeito da interacdo de CUR e MCZ foi avaliado
pelo método de microdilui¢do checkerboard e pelo calculo do ICIF (Bidaud et al., 2021), e 0s
resultados estdo apresentados na Tabela 5.

A combinacdo de CUR e MCZ apresentou efeito sinérgico frente a linhagem de C.
albicans ATCC 10231, como um ICIF calculado em 0,375. Observou-se reducao de 8 vezes na
CIM da CUR, de 256 pg/mL para 32 pg/mL, e de 4 vezes na do MCZ, de 2,5 pg/mL para 0,625
pg/mL, quando os ativos foram associados, 0 que mostra a potencializacdo do efeito frente ao
uso quando isolados. A mesma resposta foi observada contra C. parapsilosis ATCC 22019,
com ICIF calculado em 0,265, e demonstrando uma redugdo na CIM da CUR de > 1024 para
16 pg/mL na combinacdo com o MCZ, que teve sua CIM reduzida para 0,625 pg/mL. Em C.
tropicalis ATCC 13803 o sinergismo também foi observado com na CIM da CUR de 512
png/mL para 8 ug/mL, e do MCZ de 1,25 pug/mL para 0,312 pg/mL, e o valor de ICIF foi
calculado em 0,265.

Por sua vez, na linhagem de C. glabrata ATCC 90030 a combinacdo de CUR e MCZ
exibiu efeito aditivo, com um valor de ICIF igual a 0,521. Apesar da CIM da CUR ter sido
consideravelmente reduzida na associagao de 512 para 16 pg/mL, a do MCZ decaiu apenas pela

metade, de 12,5 para 6,125 pg/mL. Essa resposta indica que o efeito da combinacéo resultou
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apenas da soma das acOes dos ativos individuais, ndo havendo potencializagdo como
apresentado para as duas linhagens anteriores. O mesmo resultado foi observado em duplicata

para todas as cepas testadas.

Tabela 5 — Efeitos da associacdo entre CUR e MCZ pelo método cherckerboard frente a
linhagens padréo de Candida

Concentracdo inibitoria minima (ug/mL)
Microrganismo .
CUR MCz ICIF Efeito
teste _ .
Isolada | Combinada | Isolado | Combinado
C. albicans 256 32 2,5 0,625 0,375 | Sinérgico
ATCC 10231
C. glabrata 512 16 12,5 6,125 0,521 Aditivo
ATCC 90030
C. parapsilosis > 1024 16 2,5 0,625 0,265 | Sinérgico
ATCC 22019
C. tropicalis 512 8 1,25 0,312 0,265 | Sinérgico
ATCC 13803

Fonte: Dados da pesquisa, 2025. )
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; pg/mL: microgramas por mililitro; ICIF: Indice de Concentracdo
Inibitéria Fracionada.

O efeito sinérgico entre CUR e agentes azdis, incluindo o MCZ, foi previamente
demonstrado in vitro frente a C. albicans e esta relacionado a geracdo de EROs, o principal
mecanismo de acdo antifingica do polifenol e um mecanismo secundério relacionado a
atividade farmacoldgica do MCZ. Esse agente azol, além de inibir a biossintese do ergosterol,
€ 0 Unico da classe que apresenta um efeito fungicida por geracdo de EROs. Através desse
mecanismo, a associa¢do de CUR e MCZ resulta em apoptose das células fungicas e em dano
celular em concentragfes menores do que quando os farmacos sdo usados isoladamente (Lam
et al., 2022; Sharma et al., 2010b).

Em relacdo as espécies de CNA, a combinag&o de farmacos aprovados para uso clinico,
como o fluconazol e a anfotericina B, com a CUR, também mostrou-se positiva para
potencializar os efeitos dos agentes isolados. Em isolados clinicos de C. parapsilosis e C.
glabrata, a interacdo de CUR e fluconazol exibiu efeito sinérgico in vitro e atividade fungicida
mais pronunciada do que quando os farmacos foram analisados de forma isolada (Tsao; Yin,

2000). Em estudos clinicos, o beneficio da terapia combinada em infec¢des graves causadas por
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CNA foi demonstrado pela melhora do quadro clinico de pacientes com endocardite de véalvula
protésica causada por C. parapsilosis ap6s administracao de azéis e equinocandinas (Guo et al.,
2021).

A melhora clinica relacionada ao desaparecimento dos sintomas e a cultura negativa de
um quadro de CVV causado por C. glabrata resistente ao tratamento com azois e nistatina
também foi registrada na literatura apds a administracdo topica de um gel contendo uma
associacdo de flucitosina e anfotericina B por 14 noites (Shann; Wilson, 2003). Esses resultados
apontam para o potencial da terapia combinada no desenvolvimento de novos tratamentos
direcionados para a resolucdo de infeccdes causadas ndo somente por C. albicans, como
também por cepas CNA, que apresentam um perfil de suscetibilidade variavel capaz de
comprometer o uso de agentes antifngicos convencionais em monoterapia (Brescini et al.,
2020).

A terapia combinada com farmacos sinérgicos também apresenta beneficios na reducéao
do surgimento de resisténcia a farmacos convencionais. Estudos prévios demonstraram que a
CUR é capaz de inibir bombas de efluxo, chamadas transportadores ABC, responsaveis pela
expulsdo de agentes azois da célula fungica em C. albicans (Sharma et al., 2009). Contudo,
alguns autores sugerem que enquanto o uso de agentes sinérgicos pode aumentar a taxa de morte
microbiana em relagc&o aos compostos isolados, o risco do surgimento de cepas multirresistentes
também deve ser levado em consideracéo (Torella; Chait; Kishony, 2010).

De maneira geral, a associacdo de um ou mais agentes com atividade antimicrobiana
gue atuam por mecanismos de acdo distintos ou similares é uma estratégia empregada ha mais
de 70 anos para o tratamento de infec¢cbes como a tuberculose e HIV/AIDS, e baseia-se na
potencializacé@o das respostas dos ativos isolados e, consequentemente, no aumento do efeito
microbicida, no espectro do antibidtico e na reducdo de doses e de efeitos adversos indesejados.
Assim, é uma estratégia que permite aumentar a eficacia clinica e a seguranca da terapia,
enquanto possibilita a reformulacdo de ingredientes ativos disponiveis para uso clinico e acelera
a aprovacgéo de novos tratamentos (Sullivan et al., 2020; Twarog; Connelly; Shelat, 2020).

5.4.3 Avaliacdo da atividade antifangica dos évulos de U-PEO500 e U-PPO400 por difuséo

em agar

A andlise da atividade de formas farmacéuticas solidas e do efeito da interacdo de
farmacos também pode ser realizada in vitro em meios de cultura sélido, ensaio conhecido por

difusdo em agar. Neste trabalho, esse teste foi realizado para verificar a ocorréncia de efeito
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antifungico dos materiais hibridos puros e se estes interferiam com a atividade de CUR ou
MCZ, bem como para avaliar o efeito antifingico das formulagdes finais dos dvulos
incorporados com os ativos. Os resultados foram expressos em zona de inibicdo em milimetros

(mm) e estdo apresentados nas Tabela 6 e 7 e nas Figuras 24—31.

Tabela 6 — Zonas de inibi¢do dos 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400 brancos e incorporados

com CUR e MCZ em linhagens padréao de C. albicans e C. parapsilosis

Zonas de inibicdo (mm)
Amostra C. albicans ATCC 10231 C. parapsilosis ATCC 22019
Sem PBS Com PBS Sem PBS Com PBS

U-PEO500/CUR 2,25+0,86 15,00 + 5,77 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
U-PEO500/MCZ 2250+2,88 | 29,50+0,57 | 26,50+0,57 | 28,50+1,73
U-PEO500/CUR/MCZ 18,50 + 0,57 24,50 + 2,88 24,50 + 0,57 26,50 + 2,88
U-PPO400/CUR 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
U-PPO400/MCZ 9,50 £ 0,57 12,00 + 3,46 16,50 + 0,57 17,50 + 0,57
U-PPO400/CUR/MCZ 17,00 + 1,15 11,50 + 0,57 21,00 £ 1,15 19,50 + 0,57

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Legenda: PBS: Tamp#o fosfato pH 7,3; mm: milimetros; U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500 branco; U-
PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com
miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol; U-PPO400: Ovulo
vaginal de U-PPO400 branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ:
Ovulo vaginal de U-PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com
curcumina e miconazol. Os resultados estdo expressos em média £ DP (n = 3).

Em todos os grupos e cepas de Candida analisadas, os fragmentos dos 6vulos de U-
PEO500 e U-PPO400 brancos ndo apresentaram zonas de inibicdo e, portanto, ndo possuem
atividade antifungica capaz de interferir com o efeito dos farmacos incorporados. Ha poucos
dados disponiveis na literatura a respeito de ensaios antimicrobianos conduzidos com materiais
hibridos ureasil-poliéter, apenas um estudo em meio liquido com filmes produzidos com
copolimero tribloco de ureasil/PPO-PEO-PPO que ndo exibiram atividade contra a bactéria
Eschericia coli (Mariano et al., 2021). Isso pode sustentar a afirmacdo de que os sistemas
hibridos dessa classe ndo apresentem efeito antimicrobiano inerente quando em sua forma final
de gel.

Por sua vez, nos évulos de U-PEO500 e U-PPO400 incorporados com CUR e/ou MCZ,
halos de inibicdo de tamanhos variados foram observadas, indicando a atividade dos farmacos.
Contra C. albicans ATCC 10231 (Figura 24), em U-PEO/CUR a zona de inibicao foi 2,25 mm
+ 0,86 mm e ndo exibiu diferenca estatistica com U-PEO branco. Isso indica que, dada a sua
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natureza hidrofdbica, a liberacdo da CUR para o meio agar hidrofilico é dificil e a atividade
antifungica é reduzida. Apds a aplicacdo de PBS, a difusdo do polifenol para o meio foi
melhorada e o halo de inibi¢cdo mediu 15,00 mm + 5,77 mm.

Ainda em relacdo a mesma cepa, os oOvulos de U-PEO500/MCZ (Figura 24)
apresentaram halos de inibigdo consideraveis sem e com a aplicacdo de PBS, iguais a 22,5 mm
+ 2,88 mm e 29,50 mm x 0,57 mm, respectivamente. Quando ambos os ativos foram
incorporados, em U-PEO500/CUR/MCZ (Figura 24), foram observadas zonas de inibicao de
18,50 mm £ 0,57 mm e 24,50 mm + 2,88 mm, antes e ap0s a deposi¢cdo de PBS, nesta ordem.
Os grupos nos quais o tampdo foi aplicado demonstraram atividade antifingica comparavel a
da nistatina, que exibiu inibicdo medida em 28,5 mm * 1,73 mm, sem diferenca estatistica.

Figura 24 — Ensaio de difusdo em agar com ovulos de U-PEO500 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. albicans ATCC 10231: (a) analise estatistica; (b)
grupos sem deposicao de PBS; (c) grupos com deposi¢éo de PBS
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tampéo fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500
branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média £ DP (n = 3). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns: sem diferenca
significativa.

Todavia, nos évulos de U-PPO400 (Figura 25) foram observados halos de inibicédo
reduzidos. O grupo U-PPO400/CUR néo apresentou efeito contra C. albicans ATCC 10231 e
ISso pode estar relacionado a sua libertacdo insuficiente da matriz para o meio de cultura. Do

mesmo modo, U-PPO400/MCZ e U-PPO400/CUR/MCZ apresentaram halos de atividade
menores sem e com a aplicacdo de PBS, iguais a 9,50 mm + 0,57 mm e 12,00 mm + 3,46 mm,
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e 17,00 mm %= 1,15 mm e 11,50 mm * 0,57 mm, nesta ordem. Esses dados corroboram com o
estudo de liberagdo in vitro que demonstrou uma menor taxa de liberagdo de ambos os farmacos
da matriz hidrofébica de menor massa molecular. O efeito da nistatina foi medido em 29,00

mm £ 1,15 mm e mostrou-se significativamente maior do que a dos dvulos testados neste grupo.

Figura 25 — Ensaio de difusdo em agar com 6vulos de U-PPO400 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. albicans ATCC 10231: (a) analise estatistica; (b)
grupos sem deposicdo de PBS; (c) grupos com deposi¢éo de PBS
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tampéao fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400
branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3). *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.

Em C. parapsilosis ATCC 22019, como exposto na Figura 26, U-PEO500/CUR néo
apresentou atividade antifungica e nenhum halo de inibicéo foi observado nos grupos avaliados.
Por outro lado, U-PEO/MCZ apresentou atividade medida em 26,50 mm £ 0,57 mm e 28,50
mm = 1,73 mm, nos grupos sem e com PBS, respectivamente. Nos oOvulos de U-
PEO500/CUR/MCZ, halos de inibicao iguais a 24,50 mm £ 0,57 mm e 26,50 mm + 2,88 mm
foram medidos antes e apos a aplicacdo do fluido tamponante. Esses grupos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si e nem com a nistatina, que apresentou zona de inibicdo de 28,50

mm % 0,57 mm.
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Figura 26 — Ensaio de difusdo em &gar com o6vulos de U-PEO500 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. parapsilosis ATCC 22019: (a) analise estatistica;
(b) grupos sem deposic¢do de PBS; (c) grupos com deposicdo de PBS
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tampéo fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500
branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3). *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.

Os halos de inibicdo observados nos évulos de U-PPO400 em C. parapsilosis ATCC
22019 foram consideravelmente menores, como mostrado na Figura 27. Enquanto U-
PPO400/CUR né&o apresentou halos de inibicdo, os de U-PPO400/MCZ foram medidos em
16,50 mm = 0,57 mm e 17,50 mm £ 0,57 mm, sem e com deposi¢édo de PBS. A atividade de U-
PPO400/CUR/MCZ foi medida em 21,00 mm + 1,15 mm sem tampdo fosfato, e em 19,50 mm
+ 0,57 com o PBS, apresentando diferenca estatistica entre si e com os dvulos contendo apenas
0 MCZ. Mais uma vez, devido a menor liberagdo dos farmacos pela matriz hidrofébica, o efeito
das formulacdes foi estatisticamente diferente do da nistatina, que exibiu zonas de inibigéo

medindo 29,50 mm + 0,57 mm.
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Figura 27 — Ensaio de difusdo em &gar com évulos de U-PPO400 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. parapsilosis ATCC 22019: (a) analise estatistica;
(b) grupos sem deposic¢do de PBS; (c) grupos com deposicdo de PBS

() [ ]SemPBS
L% Com PBS

w2
(=]
1
1

N
wn
1
*
*

5
(=]
1
=
7]

—
(=]
1

Zona de inibi¢do (mm)
v &
1 1

ns

—_—

=]
1

U-PPO400  U-PPO400/  U-PPO400/  U-PPO400/ NIS PBS
CUR MCZzZ CUR/MCZ

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tamp#o fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400
branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média £ DP (n = 3). ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.

Na Tabela 7 e nas Figura 28-31, a atividade dos 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400 e
seus respectivos halos de inibicdo em C. glabrata ATCC 90030 e em C. tropicalis ATCC 13803
esta demonstrada.

Apesar do sinergismo entre CUR e MCZ ndo ter sido observado em C. glabrata ATCC
90030, o efeito antifingico no meio solido foi evidenciado apds o tratamento com os 6vulos.
Analisando a Figura 28, nota-se que novamente ndo foram observados halos para U-PEO500 e
U-PEO500/CUR. Em U-PEO500/MCZ, o halo médio foi medido em 31,50 mm + 0,57 mm sem
PBS e aumentou 0,5 mm apds a aplicacdo do tampéo. Em U-PEO500/CUR/MCZ, os halos
foram observados com 29,50 mm = 0,57 mm e 31,50 mm £ 1,15 mm sem e com PBS,
respectivamente. Com a maior liberacdo dos ativos provocada pelo PBS esses dois Ultimos
grupos apresentaram atividade estatisticamente maior que a da nistatina, que exibiu halo médio

com 27,50 mm = 0,57 mm.



78

Tabela 7 — Zonas de inibi¢do dos 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400 brancos e incorporados
com CUR e MCZ em linhagens padréo de C. glabrata e C. tropicalis

Zonas de inibicdo (mm)

Amostra C. glabrata ATCC 90030 C. tropicalis ATCC 13803

Sem PBS Com PBS Sem PBS Com PBS

U-PEO500/CUR 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
U-PEO500/MCZ 31,50+ 0,57 | 32,00+2,31 27,50 £ 0,57 29,50 £ 0,57
U-PEO500/CUR/MCZ | 29,50+0,57 | 31,50+1,15 | 28,00+ 2,31 31,00 £ 1,15
U-PPO400/CUR 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00
U-PPO400/MCZ 23,00 £ 1,15 26,50 £ 1,73 18,00 + 1,15 21,00 +£1,15
U-PPO400/CUR/MCZ 21,00 £ 1,15 23,50+ 1,15 12,00 + 2,31 16,00 + 1,15

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Legenda: PBS: Tampao fosfato pH 7,3; mm: milimetros; U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500 branco; U-
PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com
miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol; U-PPO400: Ovulo
vaginal de U-PPO400 branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ:
Ovulo vaginal de U-PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com
curcumina e miconazol. Os resultados estdo expressos em média + DP (n = 3).

Figura 28 — Ensaio de difusdo em agar com ovulos de U-PEO500 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. glabrata ATCC 90030: (a) analise estatistica; (b)

grupos sem deposicao de PBS; (c) grupos com deposicdo de PBS
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: PBS: Tampao fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500
branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3). * p < 0,05; *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.
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Ao testar os 6vulos de U-PPO400 em C. glabrata ATCC 90030 (Figura 29), observou-
se halos medindo 23,00 mm £ 1,15 mm e 26,50 mm £ 1,73 mm em U-PPO400/MCZ antes e
apos a aplicacdo do PBS, nesta ordem. Nos dvulos carregados com ambos 0s ativos, as zonas
de inibicdo foram medidas em 21,00 mm + 1,15 mm e 23,50 mm % 1,15 mm sem e com a
aplicacdo do tampdo. Apesar desses grupos terem apresentado efeito antifingico menor em
relacdo a nistatina, os halos de inibigdo foram maiores do que aqueles visualizados para C.

albicans e C. parapsilosis.

Figura29 — Ensaio de difusdo em &gar com évulos de U-PPO400 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. glabrata ATCC 90030: (a) analise estatistica; (b)
grupos sem deposicdo de PBS; (c) grupos com deposi¢cdo de PBS

(a) Sem PBS
Com PBS

Fedkk

ns

*k%k

T *kk

=

o]
wn
1
HH
L

Zona de inibi¢do (mm)

ns

0 [ I\N N [ 1N NI NI

U-PPO400 U-PPO400/ U-PPO400/ U-PPO400/ NIS PBS
CUR MCZ CUR/MCZ

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tamp#o fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400
branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3). *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.

O efeito dos 6vulos de U-PEO500 em C. tropicalis ATCC 13803 esta exibido na Figura
30. O material hibrido puro e aquele contendo apenas CUR ndo exibiram atividade. Os halos
de U-PEO500 contendo MCZ foram medidos em 27,50 mm + 0,57 sem o PBS, e um aumento
de 2 mm foi observado apo6s a aplicagdo do tampdo, que pode ter aumentado a liberagédo do azol
da matriz. Em U-PEO500/CUR/MCZ um comportamento semelhante foi observado com zonas
de inibicdo visualizadas com 28,00 mm + 2,31 mm e 31,00 mm + 1,15 mm antes e apés a
deposicdo do PBS. Ambos os grupos apresentaram halos significativamente maiores que o da

nistatina, expresso em 27,50 mm £ 0,70 mm.
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Figura 30 — Ensaio de difusdo em &gar com o6vulos de U-PEO500 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. tropicalis ATCC 13803: (a) anélise estatistica;
(b) grupos sem deposic¢do de PBS; (c) grupos com deposicdo de PBS
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tampao fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PEO500: Ovulo vaginal de U-PEO500
branco; U-PEO500/CUR: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina; U-PEO500/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PEO500 com miconazol; U-PEO500/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PEO500 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média £ DP (n = 3). *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.

Por sua vez, conforme observado anteriormente, o efeito antifungico de U-
PPO400/MCZ e U-PPO400/CUR/MCZ foi menor, com inibicdo medida em 18,00 mm £ 1,15
mm e 12,00 mm £ 2,31 mm, respectivamente para 0s grupos sem PBS. Ap0s a deposi¢do da
solucéo tamponante, os halos aumentaram 3 mm e 4 mm, nesta ordem, mas os valores ainda
apresentaram-se estatisticamente menores em relacdo ao farmaco controle, que apresentou

inibicdo medida em 28,50 mm = 0,70 mm.
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Figura 31 — Ensaio de difusdo em &gar com dvulos de U-PPO400 brancos e incorporados
com CUR e/ou MCZ contra C. tropicalis ATCC 13803: (a) analise estatistica;

(b) grupos sem deposic¢édo de PBS; (c) grupos com deposicéo
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: PBS: Tampéao fosfato pH 7,3; NIS: Nistatina; mm: milimetros; U-PPO400: Ovulo vaginal de U-PPO400
branco; U-PPO400/CUR: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina; U-PPO400/MCZ: Ovulo vaginal de U-
PPO400 com miconazol; U-PPO400/CUR/MCZ: Ovulo vaginal de U-PPO400 com curcumina e miconazol. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3). *** p < 0,001; ns: sem diferenca significativa.

De acordo com a norma M44 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2018), a suscetibilidade antiflgica pode ser interpretada com o tamanho da zona de inibi¢do. A
sensibilidade é caracterizada por halos medindo 20 mm ou mais, enquanto zonas de tamanho
entre 15 e 19 mm sugerem suscetibilidade dose-dependente ou intermediaria. Uma inibicédo
medida em 14 mm aponta para resisténcia da cepa ao agente antimicrobiano.

Neste trabalho, podem ser apotandos como sensiveis os grupos U-PEO500/CUR com
PBS, U-PEO500/MCZ e U-PEO500/CUR/MCZ sem e com PBS contra C. albicans ATCC
10231, enquanto para C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030 e C. tropicalis
ATCC 13803, os grupos U-PEO500/MCZ e U-PEO500/CUR/MCZ com e sem PBS, e U-
PPO400/CUR/MCZ, registraram halos caracteristicos de sensibilidade. Todavia, a
interpretacdo das zonas de inibicdo dos demais grupos em suscetibilidade intermediaria ou
resistente ndo esta relacionada a auséncia de atividade ou a resisténcia, mas sim a baixa taxa de
difusdo dos farmacos hidrofobicos para o meio de cultura sélido hidrofilico.

A literatura aponta que o antifingico MCZ, é tdo eficaz quanto a nistatina para inbir o
crescimento fungico e é clinicamente superior no que diz respeito a taxa de cura, menos efeitos

adversos, tempo de tratamento reduzido e menor risco de recorréncia da infeccdo. A



82

superioridade do MCZ também foi demonstrada para agentes da mesma classe, como 0
clotrimazol, que exibe uma menor indice de cura e maior risco de relapso da infec¢do (Gamil
et al., 2024; Marquez; Reyes, 2022).

A eficécia clinica do MCZ ainda pode ser incrementada com o sinergismo com a CUR,
que atua por mecansimos comuns e por outros que sdo complementares, como ao inibir o
desenvolvimento de hifas e de biofilmes e ao alterar a permeabilidade da membrana fungica
(Lee et al., 2022). Dessa forma, a associacdo de ambos os ativos em uma formulacdo de
liberacdo modificada a base de ureasil-poliéter pode contribuir positivamente para o
desenvolvimento de um novo tratamento para a CVV, com o potencial de promover maior

eficacia clinica, maior seguranca as pacientes e melhores resultados p6s-tratamento.

5,5  Determinacdo do efeito de CUR, MCZ e dos Ovulos vaginais hibridos em

Lactobacillus do trato genital feminino

No desenvolvimento de formulacdes vaginais para o tratamento de infec¢bes locais, é
imprescindivel garantir que os antimicrobianos utilizados e os excipientes da forma de dosagem
ndo causem disbiose vaginal, que é caracterizada por uma alteracdo no microbioma local que
reduz a populacdo de Lactobacillus e, consequentemente, o nivel de protecéo contra patdgenos,
aumentando o risco de inflamacg&o e da ocorréncia de vaginoses bacterianas, de infec¢cdes do
trato urinario e sexualmente transmissiveis. Na presenca de disbiose, o proprio tratamento da
CVV pode ser impactado, dada a necessidade de prolongar a terapia e associa-la ao uso de
agentes probidticos que contribuam para a recuperacdo dos Lactobacillus da microbiota vaginal
(France et al., 2022; Saraf et al., 2021; Van De Wijgert, 2017).

Neste trabalho, a influéncia de CUR, MCZ e dos dvulos vaginais de U-PEO500 e U-
PPO400 brancos e com ambos 0s ativos em um dos microrganismos da microbiota vaginal, L.

jensenii ATCC 55920, foi investigada, e os resultados estdo expostos nas Figuras 32 e 33.
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Figura 32 — Efeito de diferentes concentragdes de (a) CUR e (b) MCZ na viabilidade de L.
jensenii ATCC 55920
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: pg/mL: microgramas por mililtitro; CUR: curcumina; MCZ: miconazol; CN: controle negativo; CP:
controle positivo (penicilina/estreptomicina 100 pg/mL). Os resultados estdo expressos em média £ DP (n = 3).
**p <0.01; *** p < 0.001 versus controle negativo.

Analisando a Figura 32a, é possivel denotar que 256 pg/mL de CUR, cerca de quatro
vezes a concentracdo liberada dos 6vulos de U-PEO500 nas primeiras 24 horas ndo exibiu
toxicidade em L. jensenii. Da mesma forma, a quantidade de CUR liberada de U-PPO400 no
primeiro dia de liberacdo, cerca de 10 pg/mL, também ndo reduziu a viabilidade da bactéria
testada. Por outro lado, na Figura 32b, observa-se que concentracdes de MCZ acima de 95
pmg/mL reduziram significativamente a viabilidade bacteriana em comparagdo ao controle
negativo, e a ICso, dose necessaria para inibir 50% do crescimento, foi calculada em 142 pg/mL.
As concentracbes de MCZ liberadas de U-PEO500 e de U-PPO400 em 24 horas,
aproximadamente 380 ug/mL e 135 pg/mL, impactam, portanto, o crescimento de um dos
microrganismos componentes da microbiota vaginal.

Um efeito semelhante do MCZ em linhagens de L. jensenii, L. crispatus e L. gasseri
obtidas da colecdo BCCM/LMG foi observado em um estudo na literatura. Concentracdes do
azol maiores que 4 pg/mL foram capazes de inibir o crescimento das trés espécies. Além disso,
o0 tratamento de L. crispatus com uma solucéo salina em que a forma de supositério do MCZ
foi dissolvida demonstrou inibi¢ao do crescimento dessa espéecie (Neut et al., 2015). Isso sugere
que o uso do MCZ em concentragfes convencionalmente administradas pode ser prejudicial

para o equilibrio da microbiota vaginal e pode causar certo grau de disbiose.
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O efeito dos 6vulos vaginais de U-PEO500 e U-PPO400 apds 1, 3 e 7 dias nos meios de
eluicdo no crescimento de L. jensenii também foi avaliado e estd demonstrado na Figura 33. Os
ovulos vaginais de U-PEO500 e U-PPO400 ndo afetaram significativamente o crescimento
bacteriano em relacao ao controle negativo, e os valores de viabilidade bacteriana apresentados
foram superiores a 94% em ambos os casos. Assim, fica demonstrada a biocompatibilidade dos
materiais hibridos ureasil-poliéter com Lactobacillus que compdem a microbiota vaginal e
aponta-se que o0 uso destes como bases para formas farmacéuticas vaginais ndo necessariamente
provoca disbiose ou desequilibrio no microambiente vaginal.

Em U-PEO500/CUR/MCZ (Figura 33), foi observado um impacto no crescimento de L.
jensenii nos trés tempos de tratamento e a viabilidade foi reduzida para valores entre 80,53% +
7,21% e 86,40% + 7,58%. Esse resultado estd relacionado a maior taxa de liberacdo dos
farmacos desta matriz e, consequentemente, a maior concentracdo de MCZ nos meios de
eluicdo, que apresenta efeito negativo no crescimento bacteriano, conforme observado
anteriormente. Por outro lado, devido @ menor concentracdo de CUR e MCZ que é liberada de
U-PPO400/CUR/MCZ, esse grupo ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao
controle negativo e foram observados valores de viabilidade bacteriana entre 92,23% * 4,37%
e 100,61% + 4,03%.

Figura 33 — Avaliacdo da biocompatibilidade dos O6vulos vaginais de U-PEO500, U-
PEO500/CUR/MCZ, U-PPO400 e U-PPO400/CUR/MCZ com L. jensenii
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CN: controle negativo; CP: controle positivo (penicilina/estreptomicina 100 pug/mL); D1: dia 1; D3: dia
3; D7: dia 7. Os resultados estdo expressos em média + DP (n = 3). *** p < 0.001 versus controle negativo.
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5.6  Estudos de citotoxicidade em células epiteliais vaginais VK2/E6E7

Um atributo fundamental para produtos farmacéuticos desenvolvidos para serem
administrados por via vaginal € a baixa toxicidade e baixa tendéncia a causar irritacdo no tecido
e nas células epiteliais locais, assim como na mucosa vaginal (Johal et al., 2016). Nesse sentido,
modelos de células in vitro sdo frequentemente utilizados para avaliar o efeito de farmacos e
excipientes de uma formulacéo na viabilidade de células relacionadas ao trato genital feminino
(Shapiro et al., 2022). A citotoxicidade de diferentes concentracbes de CUR e MCZ, e de U-
PEO500, U-PEO500/CUR/MCZ, U-PPO400 e U-PPO400/CUR/MCZ em celulas epitelias
vaginais VK2/E6E7 esta demonstrada nas Figuras 34 e 35.

Figura 34 — Impacto de diferentes concentracfes de (a) CUR e de (b) MCZ na viabilidade
celular de VK2/EGE7
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CUR: curcumina; MCZ: miconazol; CN: controle negativo; CP: controle positivo (Acrilamida 1M). Os
resultados estdo expressos em média + DP (n = 3). ** p < 0.01; *** p < 0.001 versus controle negativo.

Na Figura 34a, observou-se que a CUR apresentou um impacto na viabilidade celular
de VK2/EGE7 em concentragbes maiores que 64 pug/mL, valor este que representa a quantidade
liberada de U-PEO500 nas primeiras 24 horas. Na concentracdo previamente mencionada, a
viabilidade celular foi calculada em 85,79% * 3,71%, enquanto quando as concentragdes
testadas foram iguais a 128 pg/mL e a 256 pug/mL, a viabilidade foi reduzida para 81,69% +
5,71% e 68,18% =+ 0,68%, respectivamente, com todos os valores apresentando diferenca

significativa em relacdo ao controle negativo.
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Por sua vez, a citotoxicidade do MCZ, apresentada na Figura 34b, foi demonstrada em
concentragdes muito baixas, a partir de 5,93 pg/mL, que provocaram redugéo na viabilidade
celular de VK2/EGE7 para valores abaixo de 40%, e a ICsq foi calculada em 5,10 pg/mL. Apesar
de ser um farmaco clinicamente utilizado e de estar disponivel comercialmente sob diferentes
formas farmacéuticas para o tratamento da CVV, ndo foram encontrados dados de
citotoxicidade na literatura com a mesma linhagem celular analisada neste trabalho. Contudo,
um estudo em fibroblastos de murinos L929 mostrou que apos 24 horas de exposicdo, apenas
concentragfes de MCZ < 7,8 pg/mL n&o impactaram significativamente a viabilidade celular,
e que concentragdes entre 31,3 pg/mL e 250 pg/mL provocaram reducdo na viabilidade celular
superior a 80% (Caldeiréo et al., 2021).

A influéncia do tratamento das células VK2/E6E7 com os 6vulos vaginais de U-PEO500
e U-PPO400 brancos e com farmacos também foi avaliada. Na Figura 35, tornou-se evidente
que os materiais hibridos puros sdo biocompativeis com as células epiteliais vaginais e,
portanto, ndo alteram consideravelmente sua viabilidade, que foi representada por valores em
torno de 105,02% + 4,51% e de 100,88% + 2,59% apds 1, 3 e 7 dias de eluicdo de U-PEO500
e U-PPO400, respectivamente.

Ao analisar os dados de viabilidade celular ap6s os tratamentos com os dvulos vaginais
incorporados com CUR e MCZ, observou-se que nao houve alteragéo significativa em relacéo
ao controle negativo. Em U-PEO500/CUR/MCZ, a viabilidade celular foi calculada entre
98,43% * 5,46% e 84,70% + 12,69%, sendo o menor valor observado quando os 6vulos foram
mantidos por 7 dias no meio, possivelmente dada a maior liberacdo dos farmacos da matriz
nesse periodo. Novamente, isso pode ser atribuido a maior liberacdo dos farmacos da matriz,
que sdo capazes de impactar a viabilidade de VK2/E6E7 em concentra¢fes convencionalmente
liberadas dos 6vulos, conforme demonstrado anteriormente. No caso de U-PPO400/CUR/MCZ,
a viabilidade celular foi calculada em 95,58% + 4,55%, 99,40% * 3,21% e 92,24% * 4,36%
nos dias 1, 3 e 7, nesta ordem, devido a menor liberacdo esperada para CUR e de MCZ desta

matriz.
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Figura 35 — Citotoxicidade in vitro dos Ovulos vaginais de U-PEO500, U-
PEO500/CUR/MCZ, U-PPO400 e U-PPO400/CUR/MCZ em VK2/E6E7
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
Legenda: CN: controle negativo; CP: controle positivo (Acrilamida 1M); D1: dia 1; D3: dia 3; D7: dia 7. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3). *** p < 0.001 versus controle negativo.

Um estudo de citotoxicidade com filmes formados por U-PEO500 e U-PP0O400 tendo
HCI como catalisador testados em células de queratindcitos humanos HaCat também néo
demonstrou citotoxicidade dos materiais hibridos puros e os valores de viabilidade celular
foram superiores a 75% ap6s 24 horas de tratamento. Dessa forma, a bicompatibilidade desses
hibridos a base de ureasil-poliéter em outra linhagem celular também foi comprovada, o que
permite ampliar a possibilidade de aplicacdo desses materiais como bases de diferentes tipos de
formas farmacéuticas solidas (Oshiro Junior et al., 2015).

Uma vez que produtos aplicados por via vaginal podem ser inflamatérios a cavidade
genital feminina, a determinag&o da producéo de citocinas pro-inflamatorias ap6s o tratamento
de células com formulagdes vaginais pode fornecer informacdes sobre a seguranga e a
toxicidade do produto na barreira epitelial vaginal (Ayehunie; Landry; Armento, 2024). Os
resultados da investigacao da producdo das citocinas pré-inflamatorias IL-6, IL-8 e IL-1 apos
0 tratamento das células VK2/E6E7 com os meios de eluicdo de U-PEO500, U-
PEO500/CUR/MCZ, U-PPO400 e U-PPO400/CUR/MCZ estédo apresentados na Figura 36.
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Figura 36 — Determinacdo da producdo de interleucinas pré-inflamatorias (a) IL-6, (b) IL-8
e (c) IL-1B pelas células VK2/EGE7 ap6s o tratamento com U-PEO500, U-
PEO500/CUR/MCZ, U-PPO400 e U-PPO400/CUR/MCZ
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: CN: controle negativo; CP: controle positivo (células tratadas com 200 pg/mL de nonoxinol-9 ou 50
pg/mL de lipopolissacarideo para IL-1p e IL-6/8, respectivamente); D1: dia 1; D3: dia 3; D7: dia 7. Os
resultados estdo expressos em média = DP (n = 3).

O tratamento das células epiteliais vaginais com os 6vulos de U-PEO500 e U-PPO400
brancos e incorporados com CUR e MCZ né&o induziu a producéo de citocinas pré-inflamatorias
e, portanto, pode ser considerado ndo inflamatdrio para a cavidade vaginal. Em todos 0s grupos
testados e nos trés tempos de tratamento determinados, a produgéo de IL-6, IL-8 e IL-1p foi
comparavel ou menor que aquela do controle negativo e significativamente distinta dos valores
de interleucinas observados quando as células foram tratadas com os respectivos controles

positivos.
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Diante do exposto, 0s ensaios pré-clinicos de citotoxicidade dos 6vulos vaginais a base
de polimeros hibridos e dos farmacos trabalhados nesse estudo ficam validados e demonstram
que, apesar de CUR e MCZ serem capazes de impactar a viabilidade celular de células epiteliais
vaginais em concentracGes proximas ou maiores que as CIMs para as linhagens de fungos
testadas, bem como relacionadas aos valores de concentragéo liberados por ambas as matrizes
hibridas testadas, os materiais ureasil-poliéter empregados como principal excipiente das
formulacBes sdo biocompativeis e ndo inflamatdrios para o trato genital inferior feminino,
podendo ser explorados para a producdo de novas formas farmacéuticas de liberacdo

modificada para a entrega vaginal de um ou mais farmacos.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram desenvolvidos 6vulos vaginais a base dos polimeros hibridos U-
PEO500 e U-PPO400 contendo curcumina e miconazol para o tratamento da candidiase
vulvovaginal. O potencial dos 6vulos a base de U-PEO500 e U-PPO400 como sistemas de
liberagdo modificada para ambos os farmacos foi confirmado com uma taxa de liberagdo
prolongada de seis dias. Além disso, a combinacdo de CUR e MCZ demonstrou sinergismo nas
linhagens ATCC de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, com reducdo de 4 vezes na
concentracdo inibitéria minima do azol e de 8 a 64 vezes na do polifenol, enquanto um efeito
aditivo foi observado para C. glabrata, provando que a associacdo € mais eficaz que os
compostos sozinhos na maior parte dos casos. Demonstrou-se o efeito negativo que o MCZ
exerce em Lactobacillus jensenii da microbiota vaginal e, pela primeira vez na literatura,
observou-se o potencial citotoxico deste azol em células epiteliais vaginais VK2/EGE7. Por fim,
0 estudo também constatou a biocompatibilidade e o efeito ndo-inflamatdrio dos materiais
hibridos U-PEO500 e U-PPO400 com a microbiota e com as células epiteliais vaginais,
confirmando a eficécia antifungica e seguranca pré-clinicas dos 6vulos vaginais desenvolvidos,
e destacando o potencial dos materiais hibridos ureasil-poliéter como promissores carreadores

multiplos de farmacos para a via de administracdo vaginal.
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