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RESUMO
As chalconas sdo uma classe de principios ativos naturais precursores da biossintese dos

flavonoides. Dentro desta classe de compostos, existe uma subclasse de derivados das chalconas
denominadas hidroxichalconas e que apresentam diversas atividades farmacoldgicas, como por
exemplo, atividade antimicrobiana. Sabe-se que a candidiase vulvovaginal (CVV) ainda é uma das
doencas que apresenta alta incidéncia e representa um grande problema de salde publica. Considerando
gue os tratamentos com antifingicos disponiveis apresentam efeitos colaterais e que se nota 0 aumento
da resisténcia flngica a estes farmacos, faz-se necessaria a pesquisa de novas moléculas antifiingicas. O
aumento de casos de CVV causadas por espécies ndo-albicans (naturalmente mais resistentes aos
farmacos) reforcam esta necessidade de novas abordagens terapéuticas. A utilizacdo das
hidroxichalconas para o tratamento da CVV causada pela Candida albicans e espécies ndo-albicans
ainda é pouco explorado. Outra abordagem terapéutica muito interessante e vantajosa sdo as terapias
combinadas que muitas vezes sdo capazes de ampliar o espectro de acdo, reduzir doses e efeitos
colaterais de farmacos ja existentes e evitar o surgimento de cepas resistentes. Dessa forma, este trabalho
teve como objetivo propor uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da CVV por meio da
bioprospeccdo das atividades antifungicas e toxicidade da 2-hidroxichalcona, 3’-hidroxichalcona, de
suas associa¢des com farmacos antifingicos e associadas entre si, para incorporagdo em um carreador
lipidico para aplicacdo intravaginal. Os resultados obtidos demonstraram atividade antiflingica da 2-
hidroxichalcona e 3’-hidroxichalcona na faixa de 7,81 a 31,25 pg/mL, no entanto, estas moléculas
apresentaram-se citotoxicas para a linhagem celular C33A em concentraces maiores que 9,3 pg/mL.
Com o objetivo de reduzir a citotoxicidade e ampliar o espectro de acao, foi realizada a associacao destas
moléculas com fluconazol, clotrimazol e associadas entre si. Nos ensaios de atividade antifungica
combinatdria foram observadas interages vantajosas como sinérgica e parcialmente sinérgica. Algumas
destas interacdes ndo apresentaram citotoxicidade e com isso, foi possivel encontrar combinagdes
efetivas e ndo citotoxicas para incorporar em uma formulacdo. No desenvolvimento desta formulacéo,
foram obtidos dois sistemas lipidicos (SL) para veiculagdo dos principios ativos e que foram utilizados
nos ensaios in vivo. Na avaliacdo da seguranca toxicolégica e eficicia terapéutica em G. mellonella,
todas concentrag@es testadas e os dois SLs selecionados apresentaram auséncia de toxicidade, exceto a
maior concentracdo da combinacdo da 2-HC com fluconazol. Quanto a eficacia terapéutica, as duas
concentracOes testadas mostraram-se eficazes. Os SLs desenvolvidos apresentaram caracteristicas
mecanicas satisfatorias para aplicacdo intravaginal. O método analitico para quantificacdo da
hidroxichalcona nos SLs foi considerado validado e os dois SLs selecionados foram capazes de
incorporar altas porcentagens da 2-hidroxichalcona. De modo geral, os resultados obtidos foram
satisfatorios e podem ser utilizados para propor uma nova possiblidade terapéutica para CVV.

Palavras-chave: Candidiase vulvovaginal, Candida spp., hidroxichalconas, Galleria mellonella,

carreadores lipidicos, seguranca toxicoldgica.
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ABSTRACT

Chalcones are a class of natural active ingredients that are precursors for the biosynthesis of
flavonoids. Within this class of compounds, there is a subclass of derivatives of chalcones called
hydroxychalcones, which have several pharmacological activities, such as antimicrobial activity. It is
known that vulvovaginal candidiasis (VVC) is still one of the diseases with a high incidence and
represents a major public health problem. Considering that the available antifungal treatments have side
effects and that there is an increase in fungal resistance to these drugs, it is necessary to research new
antifungal molecules. The increase in VVC cases caused by non-albicans species (naturally more
resistant to drugs) reinforces this need for new therapeutic approaches. The use of hydroxychalcones for
the treatment of VVC caused by Candida albicans and non-albicans species is still poorly explored.
Another very interesting and advantageous therapeutic approach is the combination therapies that are
often able to broaden the spectrum of action, reduce doses and side effects of existing drugs and prevent
the emergence of resistant strains. Thus, this study aimed to propose a new therapeutic approach for the
treatment of VVC through the bioprospecting of the antifungal activities and toxicity of 2-
hydroxychalcone, 3'-hydroxychalcone, its associations with antifungal drugs and associated with each
other, for incorporation in a lipid carrier for intravaginal application. The results obtained showed
antifungal activity of 2-hydroxychalcone and 3'-hydroxychalcone in the range of 7.81 to 31.25 pug/mL,
however, these molecules were cytotoxic to the C33A cell line at concentrations greater than 9.3 pg/mL.
In order to reduce cytotoxicity and broaden the spectrum of action, these molecules were combined with
fluconazole, clotrimazole and associated with each other. In the combinatorial antifungal activity assays,
advantageous interactions such as synergistic and partially synergistic were observed. Some of these
interactions did not show cytotoxicity and, therefore, it was possible to find effective and non-cytotoxic
combinations to incorporate in a formulation. In the development of this formulation, two lipid systems
(SL) were obtained for the delivery of active principles, and which were used in in vivo assays. In the
evaluation of toxicological safety and therapeutic efficacy in G. mellonella, all concentrations tested,
and the two selected SLs showed no toxicity, except for the highest concentration of the combination of
2-HC with fluconazole. As for therapeutic efficacy, the two concentrations tested proved to be effective.
The developed SLs showed satisfactory mechanical characteristics for intravaginal application. The
analytical method for quantifying hydroxychalcone in SLs was considered validated and the two
selected SLs were able to incorporate high percentages of 2-hydroxychalcone. In general, the results

obtained were satisfactory and can be used to propose a new therapeutic possibility for VVC.

Keywords: Candidiasis vulvovaginal, Candida spp., hydroxychalcones, Galleria mellonella, lipid

carriers, toxicological safety.
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O género Candida abrange cerca de 200 espécies, no entanto, somente algumas destas
espécies sdo responsaveis pelas doencas fangicas humanas. Candida albicans é a espécie
predominante relacionada as patologias humanas e habita de forma comensal diversos nichos
corporais, como boca e vagina. Apesar de compor a microbiota vaginal normal, quando ocorre
alguma alteragdo no ambiente vaginal, esta levedura comensal oportunista, torna-se patogénica
causando a candidiase vulvovaginal (CVV) (RODRIGUES et al., 2016; ARAUJO;
HENRIQUES; SILVA, 2017).

A candidiase vulvovaginal esté relacionada com uma morbidade significativa afetando
mulheres em todas as idades, por isso é considerada um grande problema de salde publica. De
acordo com dados epidemioldgicos, cerca de 75% das mulheres ja tiveram pelo menos um
episédio de CVV durante a vida; em 50% dessas mulheres houve a ocorréncia de outros
episodios e de 5% a 10% das mulheres desenvolveram candidiase vulvovaginal recorrente
(CVVR), definida como quatro ou mais episodios de CVV em um ano. Considerando ainda o0s
dados epidemiolégicos, a CVVR afeta 138 milhdes de mulheres em todo 0 mundo (GIRALDO
et al., 1994; PATEL et al., 2004; SOBEL, 2007; POWELL & NYIRJESY, 2014; VRZAL,;
BITTNER; NEPERENY, 2015; SOBEL, 2015; MIRO et al., 2017).

De acordo com Lockhart (2014), a candidemia e a candidiase estdo entre as mais
frequentes infecgdes relacionadas a assisténcia de saude, sendo responsdvel por uma
significativa morbidade e mortalidade (GIRALDO et al., 1994; PATEL et al., 2004; SOBEL,
2007; POWELL & NYIRJESY, 2014; VRZAL,; BITTNER; NEPERENY, 2015; SOBEL, 2015;
MIRO et al., 2017).

A CVV afeta profundamente a qualidade de vida das mulheres infectadas. Dentre as
infec¢cbes vulvovaginais, a CVV é a segunda mais frequente, representada por 17 a 39% dos
casos, sendo que a espécie Candida albicans é responsavel por 85 a 90% desses casos
(LINHARES et al., 2005; BARBEDO et al., 2010; LOCKHART, 2014; SANGUINETTI,
POSTERARO, LASS-FLORL, 2015; SOBEL, 2015; RODRIGUES et al., 2016; MANE et al.,
2016; MIRO et al., 2017).

A espécie Candida albicans continua, até hoje, sendo o principal agente etiologico da
CVV, no entanto, a CVV causada por espécies ndo-albicans tem aumentado significativamente.
Considerando estas espécies ndo-albicans emergentes no Brasil, estdo em destaque: Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei; Candida parapsiloses, Candida dubliniensis e
Candida guilliermondii, responsaveis por 10% a 20% dos casos de CVV (FURLANETO-
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MAIA et al., 2007; TOZZO & GRAZZIOTIN, 2012; VIERIA, 2016; GUNTHER et al., 2014;
SOARES et al., 2018).

A resisténcia fangica aos farmacos disponiveis € um problema que tem aumentado
consideravelmente e que compromete a quimioterapia bem-sucedidas. C. albicans possui
diversos mecanismos para defender-se do hospedeiro e as espécies ndo-albicans possuem
menor susceptibilidade intrinseca aos antifungicos. Além disso, 0 uso desenfreado de agentes
antifngicos, falta de diagnostico e tratamentos incorretos, aumento do nimero de paciente
imunocomprometidos e resisténcia fangica cruzada, limitam ainda mais as possibilidades de
tratamentos antifingicos (SOBEL, 2015; MATHESON; MAZZA, 2017).

Quanto as terapias antifungicas disponiveis atualmente, estas consistem em: creme
vaginal com 1% de clotrimazol (uma vez ao dia durante 7 até 14 dias), creme vaginal com 2%
de clotrimazol (uma vez ao dia durante 3 dias) e comprimidos vaginais nas doses de 500 mg
(dose unica) e 100 mg (1 comprimido durante 6 dias). Outros tratamentos comuns sdo: nistatina
(dose de 100.000 Ul, uma vez ao dia durante 14 dias), fluconazol (150 mg — dose Unica) e
itraconazol (200 mg por dia durante 3 dias) (DANTAS LEAL etal., 2016). Em geral, é esperado
uma resposta imediata na maioria dos pacientes frente ao tratamento realizado com estes
antifungicos, porém nos Ultimos anos esses tratamentos vém apresentando ineficécia, devido a
resisténcia flngica.

Considerando ndo somente as infeccdes causadas pelas espécies de Candida assim como
inlmeras outras patologias e a necessidade constante de novos medicamentos; diversos
pesquisadores utilizam modelos animais convencionais para avaliar o potencial terapéutico de
novas moléculas e/ou desenvolvem novos sistemas para incorporagdo de farmacos, totalizando
em elevados numeros de animais utilizados em experimentos.

Com o objetivo de reduzir o0 uso de animais convencionais em experimentos, tanto por
questBes éticas quanto pelos custos gerados para manter estes animais em laboratério, podem
ser utilizados modelos alternativos. Alguns exemplos de modelos experimentais alternativos
sd0: modelos computacionais, uso de sistemas in vitro, uso de modelos animais em fases iniciais
do desenvolvimento, uso de organismos invertebrados como Galleria mellonella, Drosophila
melanogaster e Caenorhabditis elegans e uso de modelos animais que nao sejam mamiferos
como Danio rerio (zebrafish) entre outros (SCORZONI et al, 2015; SCORZONI et al., 2018;
SINGULANI et al., 2018).
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Os modelos alternativos de invertebrados sdo eticamente mais aceitos, possuem baixo
custo de manutencdo e possibilitam o estudo da interacdo patdgeno-hospedeiro (GULLO,
2016).

Como forma de garantir o bem-estar dos animais e racionalizar seu uso em experimentos,
foi criada a Lei Arouca (Lei 11794, de 2008), que trata da obrigatoriedade de usar recursos
alternativos antes de realizar experiéncia em animais convencionais. A partir desta lei foi criado
0 Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e tornou-se
obrigatdria a presenca dos Comités de Etica no Uso de Animais nas instituicGes de ensino ou
pesquisa.

No Brasil, existe o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM),
responsavel por validar e coordenar estudos de validacdo de métodos de substituicéo, reducédo
ou refinamento referente ao uso de animais em experimentos e a Rede Nacional de Métodos
Alternativos ao Uso de Animais (RENAMA).

A rede tem por objetivo (i) estimular a implantacdo de métodos alternativos ao uso de
animais através do auxilio e do treinamento técnico nas metodologias necessarias; (ii) monitorar
periodicamente o desempenho dos laboratorios associados atraves de comparacOes
Interlaboratoriais; (iii) promover a qualidade dos ensaios através do desenvolvimento de
materiais de referéncia quimicos e biolégicos certificados, quando aplicavel; (iv) incentivar a
implementacdo do sistema de qualidade laboratorial e dos principios das boas praticas de
laboratorio (BPL); e (v) promover o desenvolvimento, a validagdo e a certificacdo de novos
métodos alternativos ao uso de animais. Adicionalmente, ha trés laboratérios Centrais da
RENAMA, o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), responsavel
pela organizacdo de comparacdes interlaboratoriais dentro da Rede, e contribuira para a
pesquisa, desenvolvimento e validacdo de novos métodos, o Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LNBIo), organizacao social que opera sob contrato de gestdo com o MCTIC e 0
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde (INCQS) que € o laboratério oficial do
Ministério da Saude para o controle da qualidade de produtos sujeitos & acdo da Vigilancia
Sanitéria.

Em 2014 o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
definiu dezessete métodos alternativos ao uso de animais para substituir, reduzir ou refinar o
uso de animais em experimentacéo, estipulando o prazo de cinco anos para a adequagéo do
cendrio nacional a esta condi¢do (RN n° 17, de 3 de julho de 2014 e RN n° 18, de 24 de setembro

de 2014). Associada a estrutura da RENAMA, foi também criado o Centro Brasileiro de
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Validacdo de Meétodos Alternativos (BraCVAM) para estudar os novos métodos ainda nao
validados. Em 2016, vinte e quatro métodos foram reconhecidos pelo CONCEA. Tais métodos,
referem-se a Resolucdo Normativa N°18 de 24 de outubro de 2014 e a Resolucdo Normativa
N° 31 de 18 de agosto de 2016.

Em 2019, entraram em vigor os 17 métodos contemplados na RN n.° 18 e, em 2021,
passardo a vigorar os 7 métodos citados na RN n.° 31 de 18/08/2016.

Neste contexto, os métodos alternativos ao uso de animais convencionais, para ensaios
de eficacia e seguranca sao de extrema importancia para o setor produtivo, e neste caso, na area
de avaliacdo da seguranga de produtos derivados de fontes naturais por métodos alternativos a
experimentacao animal.

Assim, a parceria com o grupo do Nucleo de Protedbmica, por meio do Laboratoério de
Métodos Alternativos de Bioprodutos, associado a RENAMA, se faz necessaria para o
desenvolvimento de novos produtos antifingicos especificos na terapéutica da CVV.

Foram introduzidas metodologias in vitro e in vivo para avaliacdo de toxicidade utilizando
cultivo celularem 2D e 3D de diversas linhagens celulares e modelos animais alternativos como
Zebrafish (Danio rerio), Galeria mellonella e Caenorhabditis elegans pautando-se nos
principios da Toxicologia do Século XXI.

A utilizacdo de novos principios ativos naturais com potencial antifingico so recursos
importantes que podem ser utilizados para contornar diversas limitacGes das terapias
antiflngicas existentes, no entanto, muitas destas moléculas possuem caracteristicas lipofilicas
levando a restrigdes farmacotécnicas e dificultando sua utilizag&o clinica.

O emprego de sistemas lipidicos sdo excelentes caminhos para que estas moléculas
bioativas possam ser utilizadas como novas abordagens terapéuticas. Com base nessas
informacdes, o projeto propde o uso da 2-hidroxichalcona veiculado em um carreador lipidico
de aplicacdo intravaginal para o tratamento da CVV.

De acordo com a literatura, as chalconas sdo moléculas multifuncionais que apresentam
amplo espectro farmacoldgico e grande potencial terapéutico (KIM; LEE; MOON, 2013;
DIAZ-TIELAS et al, 2016; EISSA; ELSHERBINY; MAGHMOMEH, 2017; PALANCO et al.,
2017; ZHUANG et al., 2017; FEREIRA et al., 2018; ESCOBAR et al., 2019; UDDIN et al.,
2020; MEDINA-ALARCON et al., 2020; NEVES et al., 2020; RAMMOHAN et al., 2020).

As hidroxichalconas sdo as principais substancias da familia das chalconas e também
apresentam grande diversidade farmacoldgica, inclusive atividade antifungica. Sdo encontradas

tanto na natureza como preparadas sinteticamente a partir de modificacGes na estrutura da
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chalcona e que envolvem reac@es de sintese simples e de baixo custo. Existem alguns estudos
na literatura que utilizam a 2-hidroxichalcona e 3’-hidroxichalcona, mas ndo ha relatos de
estudos para a utilizacdo deste principio ativo no tratamento da CVV (KIM; LEE; MOON,
2013; DIAZ-TIELAS et al, 2016; EISSA; ELSHERBINY; MAGHMOMEH, 2017;
PALANCO etal., 2017; ZHUANG et al., 2017; FEREIRA et al., 2018; ESCOBAR et al., 2019;
UDDIN et al., 2020; MEDINA-ALARCON et al., 2020; NEVES et al., 2020; RAMMOHAN
et al., 2020).

Sabe-se que os antifungicos intramarginais topicos sdo tdo efetivos quanto os
medicamentos administrados por via oral, possuem a vantagem de reducdo dos efeitos
colaterais e maior rapidez no alivio dos sintomas quando comparados as formulac6es orais.
Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema lipidico
contendo 2-hidroxichalcona para aplicacdo intramarginal e tratamento da CVV e ainda, foi
utilizado modelo animal alternativo aos mamiferos para avaliar a eficacia e seguranca do
sistema proposto, com o objetivo de reduzir o uso de animais convencionais e contribuir no
desenvolvimento de novos métodos de avaliagdo da permeacdo e irritacdo dérmica.
Adicionalmente, também foram realizados experimentos com 3’-hidroxichalcona, com a
associacdo destas duas chalconas hidroxiladas e com as associagdes de cada uma delas com

fluconazol e clotrimazol.
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2.1 Candidiase vulvovaginal
Os nichos corporais sdo frequentemente habitados por um conjunto de microrganismos

denominados microbiota e que estabelecem uma relacdo de beneficios mutuos com o
organismo.

Candida albicans compde a microbiota vaginal normal, no entanto, quando ocorre
alguma alteracdo neste ambiente vaginal, a relacdo comensal pode tornar-se oportunista e
patogénica, causando a candidiase vulvovaginal (CVV) (RODRIGUES et al., 2016; ARAUJO;
HENRIQUES; SILVA, 2017; RAO; MAHMOOQD, 2019; CAMPOS et al., 2020; FARAHYAR
et al., 2020; GUNDEL et al., 2020; KRISHNASAMY et al., 2020).

Candida albicans pertence ao genero Candida; este género abrange cerca de 200 espécies,
mas dentre todas as espécies, Candida albicans é a mais frequente nas doencas fungicas
humanas. Dentre as infecgdes vulvovaginais, a CVV € a segunda mais frequente, representada
por 17 a 39% dos casos, sendo que a espécie Candida albicans é responsavel cerca de 90%
desses casos (LINHARES et al.,, 2005; BARBEDO et al., 2010; LOCKHART, 2014;
SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015; SOBEL, 2015; RODRIGUES et al.,
2016; MANE et al., 2016; MIRO et al., 2017; CAMPOS et al., 2020; GUNDEL et al., 2020;
RAO; MAHMOOD, 2019).

A CVV é responsavel por uma morbidade significativa e um grande problema de salde e
assisténcia publica. De acordo com dados epidemioldgicos, a CVV afeta, pelo menos uma vez,
a vida de 75% das mulheres; em 50% das mulheres houve a ocorréncia de outros episodios e
5% a 10% sdo acometidas pela candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR), o que resulta em
138 milhdes de mulheres afetadas pela CVVR em todo o mundo (GIRALDO et al., 1994;
PATEL et al., 2004; SOBEL, 2007; POWELL & NYIRJESY, 2014; VRZAL; BITTNER;
NEPERENY, 2015; SOBEL, 2015; SOBEL, 2015; MIRO et al., 2017; CAMPOS et al., 2020;
GUNDEL et al., 2020; PANDIT, KEDAR, KOYATE, 2020).

Os encargos financeiros relacionados aos custos com diagnosticos, despesas com
atestados médicos e tratamentos, geram um grande gasto anual que causam prejuizo as
economias dos paises. Segundo Giraldo et al., em 1994, o Brasil gastou cerca de 20 milhdes de
ddlares por ano com custos para o tratamento da CVV, podendo chegar até 80 milhdes de
dolares por ano ao considerar os custos indiretos relacionados a CVV.

A CVV prejudica profundamente a qualidade de vida e o dia a dia das mulheres
acometidas por esta infecgdo, comprometem a execucdo das atividades diérias e laborais e

influenciam na autoestima. Tanto os sintomas quanto os agravos psicoldgicos e financeiros
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levam a um estresse constante que acarretam a perda de produtividade, auséncia no trabalho,
gastos com consultas e tratamentos, depressdo e sentimento de insatisfacio (ABLLEA et al.,
2013; MIRO et al., 2017; FUKAZAWA, 2018; RAO; MAHMOOD, 2019; GUNDEL et al.,
2020; CAMPOS et al., 2020).

Candida albicans possui alta capacidade de colonizagdo e diversos mecanismos para
defender-se do sistema imunol6gico do hospedeiro, assim, esta espécie pode causar desde
infeccbes superficiais até infeccdes invasivas, atingindo mucosas, 0rgdos e ainda niveis
sisttmicos (candidemia), o que pode levar a ébito. Estima-se que dentro de um grupo de um
bilhdo de pessoas, mais de 150 milhdes apresenta graves doencas fungicas; a mortalidade
relacionada a essas doencas é similar a da tuberculose e trés vezes maior do que a maléria
(BROWN et al., 2012; BONGOMIN et al., 2017; CAMPOS et al., 2020).

Dessa forma, Candida albicans possui relevante importancia na pratica clinica, devido ao
elevado numero de infec¢Oes causadas, devido as infecgdes severas e letais provocadas por esta
espécie e por sua enorme capacidade de desenvolver resisténcia aos antifingicos. No entanto,
outras espécies do género Candida também tém chamado atencdo dos pesquisadores devido ao
aumento da frequéncia das infec¢des causadas por estas espécies ndo-albicans. Nota-se entéo,
uma alteracdo do perfil etiolégico da CVV, que varia de acordo com as diversas regides do pais,
com as caracteristicas dos grupos de individuos estudados e causas da infeccdo (PRASAD &
KAPOOR, 2005; KIM et al., 2011; MORACE; PERDONI; BORGHI, 2014; WANG, Y. et al.,
2015; WANG, B. et al., 2015; LIU et al., 2015; LO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016;
ELFEKY et al., 2016; RAO; MAHMOOD, 2019; CAMPOS et al., 2020; CARBONE et al.,
2020; FERRAO et al., 2020; KRISHNASAMY et al., 2020).

Considerando as espécies ndo-albicans emergentes e causadoras da CVV em todo o
Brasil, estdo em destaque: Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei; Candida
parapsiloses, Candida dubliniensis e Candida guilliermondii, responsaveis por 10% a 20% dos
casos de CVV (FURLANETO-MAIA et al., 2007; TOZZO & GRAZZIOTIN, 2012; VIERIA,
2016; GUNTHER et al., 2014; SOARES et al., 2018; RAO; MAHMOOD, 2019; CAMPOS et
al., 2020; FERRAO et al., 2020; KRISHNASAMY et al., 2020).

A importancia dos estudos dessas espécies esta relacionada ao potencial de viruléncia e a
capacidade desses microrganismos de desenvolver resisténcia aos antifungicos; Candida
glabrata e Candida krusei, por exemplo, possuem menor susceptibilidade intrinseca aos
antifingicos, principalmente aos azo6is (CASTRO et al., 2006; HOLANDA et al., 2007;
CORREA et al., 2009; DALAZEN et al., 2011; ELFEKY et al., 2016; BRANDOLT et al.,
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2017; SAWANT & KHAN, 2017; DADAR et al., 2018; RAO; MAHMOOD, 2019; CAMPOS
et al., 2020; FERRAO et al., 2020; KRISHNASAMY et al., 2020).

O aumento da frequéncia de infec¢bes causadas por estas espécies emergentes deve-se ao
aumento de pacientes imunocomprometidos, novas praticas médicas e ao uso indiscriminado
dos agentes antifungicos; este Gltimo fator contribui para a sele¢cdo de espécies menos
susceptiveis aos antifungicos, o que limita ainda mais as possibilidades de terapias contra
infeccdes fungicas (CASTRO et al., 2006; HOLANDA et al., 2007; CORREA et al., 2009;
ELFEKY etal., 2016; SAWANT & KHAN, 2017; DADAR et al., 2018; CAMPOS et al., 2020;
FERRAO et al., 2020)

A resisténcia fungica aos farmacos disponiveis € um problema emergente e devido ao
grande numero de infecgdes causadas por Candida albicans, é preocupante a incidéncia de
cepas resistentes desta espécie aos antifungicos “azdis” e esta incidéncia tem aumentado
consideravelmente, comprometendo os tratamentos ja utilizados. O uso desenfreado de agentes
antifingicos € outro fator importante que contribui significativamente para o surgimento das
cepas resistentes e para a selecdo das espécies ndo-albicans. Outro fator a ser considerado, diz
respeito a resisténcia cruzada; a similaridade das estruturas quimicas dos farmacos pode causar
este tipo de resisténcia entre os agentes antifangicos, por exemplo, alguns estudos apontam que
isolados clinicos de Candida albicans resistentes ao fluconazol também apresentam resisténcia
ao itraconazol, o que limita ainda mais o arsenal terapéutico disponivel (PRASAD & KAPOOR,
2005; SOBEL etal., 1998; LOCKHART, 2014; CARBONE et al., 2020; GUNDEL et al., 2020;
PANDIT; KEDAR; KOYATE, 2020; FARAHYAR et al., 2020; KRISHNASAMY et al., 2020;
CAMPOS et al., 2020; FERRAO et al., 2020)

A resisténcia fangica também esta relacionada com a capacidade de adesdo dos
microrganismos as células hospedeiras. A aderéncia as celulas do hospedeiro ¢ a etapa crucial
para o estabelecimento das infec¢des e invasdo tecidual. Os microrganismos podem aderir as
células do epitélio da mucosa vaginal através de interacGes especificas entre a superficie celular
do hospedeiro e a superficie do patdgeno (CASTRO et al., 2006; ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007; CARDOSO, 2017).

Os agentes antifangicos orais disponiveis no mercado sdo toxicos, sendo geralmente
associados a muitos efeitos colaterais significativos como nefrotoxicidade, leucopenia,
hepatomegalia, letargia, ataxia, anemia, intolerancia gastrintestinal, dor de cabeca entre outros,
o0 que dificulta a adesdo da paciente ao tratamento. Alguns desses antifungicos também devem

ser administrados por longos periodos e alguns apresentam interacfes medicamentosas
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preocupantes com os farmacos utilizados em outras quimioterapias. Geralmente é esperado uma
resposta imediata na maioria dos pacientes frente ao tratamento realizado com estes
antifngicos existentes, porém nos Gltimos anos, alguns tratamentos ja se mostraram ineficazes
devido a resisténcia microbiana (GUENNEC et al.,, 1995; SOBEL et al., 1998;
RAJESHKUMAR & SUNDARARAMAN, 2012; CAMPOY & ADRIO, 2017; WHALEY et
al., 2017; CAMPOS et al., 2020; CARBONE et al., 2020; PANDIT; KEDAR; KOYATE,
2020).

2.2 Chalconas
As chalconas compde uma classe de compostos polifendlicos de origem vegetal e séo

precursores da biossintese dos flavonoides. Esta classe de compostos pode ser encontrada no
cerne, folhas, frutos e raizes de muitas plantas pertencentes a familia das dicotiledéneas e em
algumas monocotiledoneas, pteridéfitos e gimnospermas. Nas familias Asteraceae, Moraceae,
Fabaceae e Aristolochiaceae, as chalconas sdo um dos principais compostos sintetizados pelas
espécies (DIAZ-TIELAS et al., 2016; SANTANA et al., 2015; FERREIRA et al., 2018).

As chalconas possuem coloragdo amarela e sdo responséaveis pela pigmentacdo das
pétalas, sdo moléculas sinalizadoras nas simbioses planta-micrébio e possuem acao alelopatica,
ou seja, séo essenciais na polinizagdo e na sobrevivéncia das plantas (FERREIRA et al., 2018).

Estes compostos séo sintetizados pela enzima chalcona sintase a partir de uma molécula
de p-coumaril-CoA e trés moléculas de malonil-CoA e sdo formados por dois anéis fendlicos
ligados por uma ponte de 3 carbonos que contém uma ligagao dupla a, f.

Sabe-se que a busca por compostos naturais com atividades farmacologicas € um
importante caminho para a descoberta de novas moléculas com potencial farmacolégico. De
acordo com a literatura, as chalconas possuem agdo: antinflamatoria, antioxidante, anti-
inflamatorio, antileishmanial, antimalarico, antituberculose, antiviral, antibacterianos, anti-
helminticos, amebicidas, antiprotozoarios, atividades antitumorais, atuam contra doencas do
aparelho digestivo e doencas cardiovasculares, ou seja sdo moléculas multifuncionais que
apresentam amplo espectro farmacolégico e grande potencial terapéutico (KIM; LEE; MOON,
2013; SANTANA et al. 2015; EISSA; ELSHERBINY; MAGHMOMEH, 2017; PALANCO et
al., 2017; FERREIRA et al., 2018; DE JESUS ACOSTA-COTA et al., 2019, ESCOBAR et al.,
2019; UDDIN et al., 2020).

A Figura 1 demonstra a estrutura bésica das chalconas.
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Figura 1.Estrutura das chalconas.

(Fonte: O autor)

Uma série de derivados das chalconas, encontrados tanto na natureza como preparados
sinteticamente, também tem sido tém estudados e suas atividades farmacoldgicas tem sido
utilizadas com a finalidade de propor novas abordagens terapéuticas para o tratamento de
diversas patologias. Estes derivados muitas vezes apresentam vantagens pois ao modificar a
estrutura da chalcona pode-se otimizar ou direcionar sua acao farmacoldgica, avaliar o efeito
de diferentes grupos funcionais nas atividades bioldgicas, e ainda, obter compostos com menor
toxicidade. Dessa forma, a estrutura quimica da chalcona pode ser utilizada como ponto de
partida para sintetizar seus derivados, por meio de reacdes de hidroxilacdo, condensacdo ou
metilacdo da molécula de chalcona (KIM; LEE; MOON, 2013; EISSA; ELSHERBINY;
MAGHMOMEH, 2017; PALANCO et al., 2017; UDDIN et al., 2020).

As hidroxichalconas compde a principal substancia da familia das chalconas e também
apresentam grande diversidade farmacoldgica. Alguns exemplos dessa subclasse de compostos
sdo: 2 -hidroxichalcona, 3’-hidroxichalcona e 2-hidroxichalcona (NOWAKOWSKA, 2007,
SANTANA et al., 2015; MEDINA-ALARCON et al., 2020).

Dados da literatura demonstram a atividade antimicrobiana da 2’-hidroxichalcona e 3°-
hidroxichalcona contra Paracoccidioides spp e Cryptococcus gattii, respectivamente. Outro
derivado é a 2-hidroxichalcona; esta molécula possui uma hidroxila na posi¢do 2 do anel
aromatico B, conforme mostra a Figura 2. A 3’-hidroxichalcona apresenta uma hidroxila na

posicao 3 do anel aromatico A, conforme mostra a Figura 3.
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Figura 2. Estrutura da 2-hidroxichalcona. Massa molecular: 224,26 g/mol.

OH
O

(Fonte: O autor)

Figura 3. Estrutura da 3’-hidroxichalcona. Massa molecular: 224,26 g/mol.

HO
O

(Fonte: O autor)

Sabe-se que a adi¢do de grupos hidroxilas nas moléculas de chalconas podem aumentar
suas atividades farmacoldgicas. Ferreira et al. (2018) mostrou em seu estudo, que a hidroxila
presente no anel A da 2-hidroxichalcona contribuiu para atividade antioxidante e anti-
inflamatdria. Karthikeyan et al. (2015) demonstrou o aumento da atividade anticancer e maior
seletividade para as células tumorais das chalconas hidroxiladas.

Embora algumas atividades da 2-hidroxichalcona e 3’-hidroxichalcona ja foram
demonstradas, como: atividade anticancer e hipoglicémica, os estudos destes derivados para o
tratamento da CVV sédo escassos (KIM; LEE; MOON, 2013; PALANCO, 2017; EISSA;
ELSHERBINY; MAGHMOMEH, 2017; XIE et al., 2019; MEDINA-ALARCON et al., 2020).

A baixa solubilidade aquosa e a fotossensibilidade da 2-hidroxichalcona s&o fatores que
limitam sua utilizacdo e por isso, o uso de carreadores lipidicos como veiculo destas moléculas

podem ser vantajosos.
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2.3 Sistemas lipidicos
Os sistemas lipidicos formados por uma fase aquosa, fase oleosa e um tensoativo

associado a um co-tensoativo, geralmente sdo obtidos por meio da construcao de um diagrama
de fases pseudoternario como ferramenta (OLIVEIRA; SCARPA, 2001; OLIVEIRA,;
SCARPA; CERA, 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

Esse diagrama é representado por um triangulo equilatero no qual cada vértice € um
constituinte: fase aquosa, oleosa e tensoativo/co-tensoativo, sendo que este ultimo € uma
relacdo fixa de tensoativos formando um “pseudocomponente”. Quando diferentes proporcdes
destas fases sdo misturadas, pode-se obter diferentes sistemas com diferentes graus de
organizacdo (OLIVEIRA; SCARPA, 2001; OLIVEIRA; SCARPA; CERA, 2002; OLIVEIRA
etal., 2004).

O diagrama de fases consiste entdo em um método rapido, pratico e eficiente para
desenvolvimento racional de sistemas e permite visualizar diferentes regides, o que torna fécil
a escolha do sistema ideal. Com diagrama de fases é possivel também obter sistemas mais
estaveis e que possam promover a liberacdo controlada dos farmacos (OLIVEIRA; SCARPA,
2001; OLIVEIRA; SCARPA; CERA, 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

Sabe-se que as propriedades fisico-quimicas dos farmacos sdo importantes para sua
absorcdo e propriedades farmacocinéticas. A caracteristica hidrofébica de um principio ativo
promove seu acesso ao local de acdo, no entanto, para solubilizar e veicular estas moléculas sdo
necessarios 0 uso de recursos farmacotécnicos, dessa forma, a absorcdo e permeacao dos
farmacos estd intimamente relacionada com suas propriedades fisico-quimicas, com a
formulacdo utilizada e com a via de administracdo do farmaco. A baixa solubilidade aquosa de
muitos farmacos leva a restricbes no seu uso clinico e os recursos farmacotécnicos sao
utilizados para contornar esta limitacdo. O uso de carreadores lipidicos sdo recursos importantes
e podem ser usados como veiculos transportadores, além disso, estes sistemas sdo capazes de
aumentar a permeacdo de um farmaco, aumentar a estabilidade de farmacos, aumentar a
biodisponibilidade e direcionar as moléculas para um sitio de agdo especifico, o que
potencializa a atividade farmacologica (OLIVEIRA; SCARPA, 2001; OLIVEIRA; SCARPA,;
CERA, 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

2.4 Métodos alternativos para avaliacdo da eficacia terapéutica e seguranca toxicoldgica
Estima-se que 115 milhdes de animais por ano sao utilizados em experimentos no mundo

todo. Ainda que muito utilizados, os animais convencionais aplicados em experimentos
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apresentam limitagdes como: complexidade do organismo, dificuldades com alto custo, estudos
em grande escala e ainda, sdo susceptiveis a diversos interferentes, como o estresse. Neste
contexto, outros modelos mais simples e eticamente mais aceitos tém sido utilizados como
alternativas ao uso dos animais convencionais.

Os ensaios pré-clinicos normalmente sdo realizados utilizando mamiferos como ratos,
camundongos, cobaias e coelhos; 0 uso destes animais tem gerado polémica tanto por questfes
éticas quanto por questionamentos envolvendo a real representatividade destes modelos.
Diversos trabalhos relatam que estes animais convencionais, ratos, camundongos, cobaias e
coelhos, ndo conseguem avaliar de fato, os possiveis efeitos causados em humanos. Além disso,
estes animais quando submetidos a algum estresse podem desenvolver infeccdes,
comprometendo os resultados dos experimentos. Outra desvantagem no uso destes modelos é
que 0s experimentos tornam-se mais demorados e 0s custos para manter estes animais em
laboratério sdo elevados, pois sdo necessarias salas climatizadas e outros cuidados
(ARROWSMITH, 2012). William Russel e Rex Burch, em 1959, publicaram um livro chamado
“Os principios da técnica experimental humanitaria” no qual apresentam o conceito dos 3Rs.
Os 3Rs significam Reduction, Replacement e Refinement e abordam a otimizacédo da quantidade
de animais utilizados nos experimentos, a substituicdo desses animais, quando possivel, e a
“humanizagdo" dos procedimentos experimentais. Dessa forma, diversos grupos de pesquisas
buscam implementar os 3Rs em seus experimentos. O uso de modelos alternativos sdo recursos
utilizados para aplicar os 3Rs e sdo 6timos modelos para avaliar toxicidade inicial de farmacos
e realizar ensaios de triagem, a fim de reduzir os nimeros dos animais convencionais utilizados.
Séo exemplos de modelos experimentais alternativos: modelos computacionais, uso de sistemas
in vitro, uso de modelos animais em fases iniciais do desenvolvimento, uso de organismos
invertebrados como Galleria Mellonella, Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster,
uso de modelos animais que ndo sejam mamiferos como Danio rerio (zebrafish) entre outros.
Os modelos alternativos de invertebrados sdo eticamente mais aceitos e possuem baixo custo
de manutencdo (GULLO, 2016).

Muitos dos modelos alternativos sdo capazes de reduzir o uso de animais convencionais
e oferecem resultados confiaveis e reprodutiveis e por isso, observa-se a tendéncia na
implantacdo destes modelos por parte das institui¢des.

Como forma de garantir o bem-estar dos animais foi criada a Lei Arouca (Lei 11794, de
2008) que trata da obrigatoriedade de usar recursos alternativos antes de realizar experiéncia

em animais convencionais. A partir desta lei foi criado o Conselho Nacional de Controle de
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Experimentacio Animal (CONCEA) e tornou-se obrigatdria a presenca dos Comités de Etica
no Uso de Animais nas instituicdes de ensino ou pesquisa. No Brasil, também existem o Centro
Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM), responsavel por validar e
coordenar estudos de validacdo de métodos de substituicdo, reducdo ou refinamento referente
ao uso de animais em experimentos e a Rede Nacional de Métodos Alternativos ao uso de
animais (RENAMA). As farmacopeias e a OECD (Organization for Economic Co-operation

and Development) fornecem guias mundiais para validacdo dos metodos alternativos.

2.4.1 Galleria mellonella
A Galleria mellonella € uma mariposa pertencente a ordem Lepidoptera e a familia

Pyralidae, € encontrada em diversas regides do mundo como parasitas de colmeias e em 4
estagios de vida: ovo, larva, pupa e adultos (ROSSONI et al., 2019; VERTYPOROKH,
WOJDA, 2020).

O inicio do ciclo de vida da Galleria mellonella da-se com os ovos, depositados pelos
adultos nas rachaduras das colmeias e possuem forma lisa, esférica e medem entre 0,4 e 0,5
mm. Apo0s 5 a 8 dias, 0s ovos eclodem iniciando o estagio larval. As larvas possuem de 16 a 20
mm de comprimento, coloragéo branca ou acinzentada e alimentam-se principalmente de cera
e pélen (ROSSONI et al., 2019; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Ao atingirem o final da fase larval, na qual a temperatura é o fator primordial para seu
crescimento, a G. mellonella para de alimentar-se e produz uma seda que envolve seu corpo,
formando o casulo e dando inicio ao estagio de pupa (ROSSONI et al.,, 2019;
VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

As pupas possuem coloracgéo inicial branca acastanhada, ndo se alimentam e permanecem
imoveis nos casulos durante 1 a 9 semanas. Com o passar do tempo, as pupas adquirem
coloragdo marrom escura e atingem a fase adulta (mariposas). Neste ultimo estagio de vida, a
G. mellonella é uma mariposa marrom com tamanho de 10 a 18 mm de comprimento. Dessa
forma, seu ciclo de vida totaliza de 6 a 8 semanas (ROSSONI et al., 2019; VERTYPOROKH,
WOJDA, 2020).

Os corpos das larvas sao constituidos principalmente por uma camada de gordura na qual
localiza-se o aparelho digestivo e seu corpo € dividido em cabeca, térax e abdémen. Na parte
anterior & cabeca localizam-se os olhos, antenas e boca, no torax localizam-se seis pares de
patas e no abdémen, um par de pré-patas (ROSSONI et al., 2019; VERTYPOROKH; WOJDA,
2020).
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Estas larvas tém sido muito utilizadas como modelo animal alternativo aos mamiferos
convencionais para pesquisas envolvendo ensaios toxicologicos, estudos de patogenicidade in
vivo de bactérias e fungos e avaliacdo de novos compostos antimicrobianos (KEPPANAN et
al.,, 2017; ALLEGRA et al., 2018; BARROS et al., 2019; CAMPOS-SILVA et al., 2019;
MEYER etal., 2019; ROSSONI et al., 2019; VERTYPOROKH et al., 2019; CRESPO-ORTIZ;
BURBANO; BARRETO, 2020; SARVARI; MIKANI; MOHAMEHRABADI, 2020;
VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Nos estudos de patogenicidade in vivo, as larvas sdo infectadas com os patégenos por via
topica, oral ou injetavel e posteriormente recebem os tratamentos. A infeccdo por via topica
ocorre pela absorcdo dos patégenos pela cuticula; para infec¢do por via oral, os patégenos séo
misturados aos alimentos fornecido e na via injetavel, os patdgenos sao injetados na ultima proé-
pata com auxilio de uma seringa. A infeccdo pela via injetavel é a mais comum pois dessa
forma, é possivel controlar a quantidade de patdgenos injetados (KEPPANAN et al., 2017;
BARROS et al., 2019; CAMPOS-SILVA et al., 2019; MEYER et al., 2019; ROSSONI et al.,
2019; VERTYPOROKH et al., 2019; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Quanto ao sistema imunoldgico; os insetos ndo possuem imunidade adquirida, como 0s
mamiferos, no entanto, a Galleria mellonella possui imunidade inata com diversos aspectos
semelhantes aos mamiferos, o que a torna um excelente modelo alternativo de hospedeiro
(BARROS et al.,, 2019; CAMPOS-SILVA et al, 2019; ROSSONI et al., 2019;
VERTYPOROKH et al., 2019; SARVARI; MIKANI; MOHAMEHRABADI, 2020;
VERTYPOROKH; WOJDA, 2020

Nos mamiferos, a resposta imune inata é constituida por barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, proteinas séricas e células fagociticas. A G. mellonella, também possui barreira
fisica externa denomina cuticula, que é responsavel por proteger a larva e € composta pela
epicuticula, procuticula e epiderme. Quando um patégeno consegue atravessar esta cuticula, as
larvas possuem um sistema imune responsavel pela sua defesa.

A cavidade oral possui baixa umidade e pouca oferta de nutrientes e no intestino contém
enzimas digestivas e flora intestinal que desfavorecem a infeccdo (ALLEGRA et al., 2018;
BARROS et al., 2019; ROSSONI et al., 2019; SARVARI; MIKANI; MOHAMEHRABADI,
2020; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Na hemolinfa das larvas estao presentes os hemdcitos, que sdo as células mais numerosas
e mediadoras das defesas celulares, dessa forma, a hemolinfa assemelha-se ao sangue de

mamiferos e 0s seus hemacitos sdo comparados aos macrofagos e neutrofilos dos mamiferos.
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Os hemacitos também séo responsaveis por mecanismos como: nodulagdo, encapsulacdo,
melanizacéo, producéo de fenoloxidase, espécies reativas de oxigénio, coagulacao da hemolinfa
e producéo de peptideos antimicrobianos. Todas estas consideragdes levam a ampla utilizacéo
das larvas como modelo alternativo para estudos de patogenicidade in vivo (ALLEGRA et al.,
2018; BARROS et al., 2019; ROSSONI et al, 2019; SARVARI; MIKANI,
MOHAMEHRABADI, 2020; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Apobs a infeccdo das larvas com um determinado patogeno, € possivel avaliar visualmente
a sua salde por meio quatro pardmetros principais: mobilidade, formacdo de casulos,
melanizagdo (aparéncia - manchas pretas na cuticula) e sobrevivéncia (morte — larvas negras).
Além da avaliacdo visual, também é possivel extrair a hemolinfa para a contagem de hemacitos,
plaquear extratos larvais em placas de agar para detectar a carga de patdgenos e realizar cortes
histoldgicos para analise dos patdgenos retidos na gordura corporal e alteracfes das estruturas
internas (ALLEGRA et al., 2018; BARROS et al., 2019; ROSSONI et al., 2019; SARVARI;
MIKANI; MOHAMEHRABADI, 2020; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Diversos estudos mostram que os resultados obtidos com estes insetos apresentaram forte
correlagdo com os resultados obtidos com ratos sendo que a utilizagdes da G. mellonella como
modelo alternativo de infeccdo apresenta muitas vantagens como: baixos custos de manutengédo
no laboratdrio, sistema imune inato e suscetibilidade a diversos patégenos, modelo eticamente
mais aceitos, ciclo de vida mais rapido ou seja, € um método de triagem rapida, ndo exige
técnicas e equipamentos robustos, tempo de infeccdo letal € mais rapido que nos mamiferos
(ALLEGRA etal., 2018; BARROS et al., 2019; ROSSONI et al., 2019; SARVARI; MIKANI;
MOHAMEHRABADI, 2020).
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3 OBJETIVOS

Ligia de Souza Fernandes



Objetivos 41

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficicia terapéutica e seguranca toxicologica de um carreador lipidico

contendo chalcona hidroxilada (2-hidroxichalcona ou 3’-hidroxichalcona) associadas com

derivados azdlicos ou associadas entre si utilizando modelos animais alternativos para o

tratamento da candidiase vulvovaginal.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antiflngica in vitro da 2-hidroxichalcona e 3’- hidroxichalcona;

Avaliar a atividade antifungica combinatéria in vitro da 2-hidroxichalcona e 3’-
hidroxichalcona com fluconazol, clotrimazol e 2-hidroxichalcona com 3’- hidroxichalcona;
Avaliar a citotoxicidade in vitro (cultura celular monocamada) da 2-hidroxichalcona, 3’-
hidroxichalcona, das suas combina¢des com fluconazol e clotrimazol e da combinacao das
duas hidroxichalconas;

Desenvolver e caracterizar um sistema lipidico para incorporacdo da combinacdo dos
principios ativos escolhidos;

Desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo da 2-hidroxichalcona no
sistema lipidico;

Avaliar a eficacia terapéutica e seguranca toxicoldgica em larvas de Galleria mellonella do

sistema lipidico contendo os principios ativos selecionados.

Ligia de Souza Fernandes



42
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4.1 Obtencédo das moléculas de 2-hidroxichalcona (2-HC) e 3’-hidroxichalcona (3’-HC)
As moléculas de 2-HC e 3’-HC foram sintetizadas no Laboratério de Antibioticos e

Quimioterapicos do Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais do IBILCE, Unesp Sé&o
José do Rio Preto sob a coordenagdo do Prof. Dr. Luis Octavio Regasini e foram cedidas
gentilmente por meio de colaboracdo para o Laborat6rio de Micologia e Nucleo de Protebmica

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, para a execucao deste trabalho.

4.2 Prospeccao da atividade antifngica in vitro e citotoxicidade da 2-hidroxichalcona e
3’-hidroxichalcona
Estes estudos foram conduzidos com o objetivo de se escolher a concentragdo mais

efetiva contra as espécies de Candida sp. e com menor toxicidade para incorporagdo em uma

formulacao.

4.2.1 Determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM)
Os ensaios foram realizados utilizando as cepas padroes de: Candida albicans ATCC

90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis ATCC 750, Candida glabrata ATCC
90030 e Candida parapsilosis ATCC 22019. As leveduras foram reativadas e semeadas em
placa de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (Acumedia Manufacturers, Michigan, USA).

As faixas de CIM para fluconazol e anfotericina B, consideradas como referéncias para o
controle metodoldgico foram: 0,5 a 4,0 pg/mL e 0,25 a 2,0 pg/mL respectivamente e para C.
parapsilosis (ATCC 22019). Para a C. krusei (ATCC 6258) as faixas de CIM para fluconazol
e anfotericina B consideradas como referéncias foram de 6,4 a 64,0 pg/mL e 0,5 a 2,0 pg/mL,
respectivamente (CLSI, 2008).

A susceptibilidade das cepas (na forma plancténica) a 2-HC e 3°-HC foram avaliadas
conforme o procedimento descrito pelo CLSI M27A3 (2008), com modifica¢des. Inicialmente
foram preparadas solucdes estoques de 2-HC e 3’-HC em DMSO a 4000,0 pg/mL. Para o
ensaio, estas solucdes foram diluidas em RPMI obtendo-se concentracdes finais de 0,24 a 125,0
pg/mL.

Foram utilizados como controles positivos dez concentragdes dos farmacos fluconazol
(Sigma-Aldrich™, Saint Louis, USA) e anfotericina B (Sigma-Aldrich™, Saint Louis, USA),
diluidos inicialmente em &gua e DMSO (Labsynth, Diadema, Brasil), respectivamente.
Posteriormente, as solucdes de fluconazol foram preparadas em meio RPMI nas concentracoes
de 0,125 a 64,0 pg/mL (para C. krusei o range foi de 0,25 a 128,0 pg/mL) e as solucdes de

anfotericina B, também foram preparadas em meio RPMI nas concentracdes de 0,016 a 8,0
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pug/mL. Também foi utilizado controle positivo para o crescimento fungico (sem farmacos) e o
controle negativo sem a presenca dos fungos (somente 0 meio de cultura) (CLSI, 2008).

Para cada uma das especies, foram coletadas colonias isoladas e transferidas para um tubo
de ensaio contendo 5 mL de PBS (tampéo salina fosfato). A densidade celular foi conferida por
meio da contagem de células na camara de Neubauer e posteriormente, o indculo foi diluido
em Caldo RPMI. A concentraco final do indculo foi de 10* UFC/mL (CLSI, 2008; ARAUJO
etal., 2013; FERNANDES et al., 2018).

Utilizando-se microplacas de 96 pocos, foram adicionados em cada poc¢o 100 pL de Caldo
RPMI com L - glutamina, sem bicarbonato, com indicador vermelho de fenol, tamp&do MOPS
[acido 3-(N-morfolina) propanosulfénico]), 2% de glicose e pH 7,0 (CLSI, 2008).

Nos pocos da primeira coluna foram adicionados 200 pL das solugGes de 2-HC, 3°-HC,
fluconazol, clotrimazol e anfotericina B. A partir destes pocos foram transferidos 100 uL para
0 segundo pogo (contendo 100 pL de meio) e o volume final foi de 200 pL; este mesmo
procedimento foi feito para os pocos subsequentes. Ao final da microdilui¢do, cada poco tinha
um volume de 100 pL, entdo foram adicionados 100 pL do in6culo em cada pogo assim, o
volume final de cada pogo foi de 200 pL e a concentragéo final do in6culo foi de 2,5 x 10°
UFC/mL (CLSI, 2008; ARAUJO et al., 2013; FERNANDES et al., 2018).

As microplacas foram incubadas a 37°C + 1°C por 24 horas. ApGs este periodo foram
adicionados 20 pL de resazurina (0,01%) e as microplacas foram incubadas novamente a 37°C
+ 1°C por 3 horas.

A concentragdo inibitéria minima foi considerada como a menor concentragdo do
principio ativo testado na qual ndo foi observado crescimento fungico visual (CLSI, 2008;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012a). O crescimento fungico foi evidenciado pela mudanca da
coloracéo da resazurina dessa forma, a CIM foi a menor concentracédo do agente testado na qual
n&o foi observado mudanca de coloracio do meio (CLAUDINO et al., 2012; ARAUJO et al.,
2013; FERNANDES et al., 2018).

Os ensaios foram conduzidos em triplicata.

4.2.2 Determinacéo da concentracdo fungicida minima (CFM)
A concentracdo fungicida minima (CFM) foi determinada anteriormente a adicdo de

resazurina nas microplacas utilizadas no ensaio de determinacéo da CIM. Dos pogos nos quais
ndo foram observados crescimento fingico, foram retirados 10 pL das suspenses e inoculados

em placas de Petri contendo o meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD). As placas foram
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incubadas & 37°C + 1°C por 24 horas. A CFM foi considerada a menor concentracdo do agente
testado na qual ndo houve crescimento de qualquer coldnia de levedura no meio de cultura

solido.

4.2.3 Avaliagéo da citotoxicidade da 2-hidroxichalcona e 3’-hidroxichaclona em cultura
celular monocamada
Para a avaliacdo da citotoxicidade das chalconas hidroxiladas, foi utilizada a linhagem

C33A (epitélio de carcinoma cervical uterino) cultivadas em garrafas de poliestireno contendo
meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich™, Saint Louis, USA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Sigma-Aldrich™, Saint Louis, USA) e penicilina-estreptomicina (Invitrogen,
California, USA) a 100 ug/mL. As células foram mantidas a 37°C e atmosfera Umida com 5%
de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e para este ensaio foram utilizadas 3
passagens diferentes (OECD, 2010).

Ao atingirem confluéncia de 75%, as células presentes nas garrafas foram lavadas com
solucdo tampdo fosfato-salino (PBS). Para remocdo das células aderidas ao poliestireno,
adicionou-se solucdo aquosa de tripsina/EDTA a 0,25%. Posteriormente, foi adicionada a
solugdo HBSS (solucdo balanceada de Hank) para neutralizar o efeito da tripsina/EDTA
(OECD, 2010).

A solucdo HBSS contendo as células foi retirada das garrafas. Esta solucdo foi
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos e entdo, o sobrenadante foi descartado. Apos este
procedimento, as células foram ressuspendidas em RMPI suplementado com 10% de soro fetal
bovino para contagem na cdmara de Neubauer. Apds a contagem das células na camara de

Neubauer foi utilizada a Equagédo 1 para determinar o nimero total de células no RPMI.

Total de células contadas

Numero total de células = " x 10000 x volume inicial x fator de diluigdo Equacéo 1

As células foram cultivadas por 24 horas em meio RPMI com soro fetal bovino (10%)
nas microplacas de 96 pocos, de forma que cada pogo tivesse 5x10* células (OECD, 2010).
Apos este periodo os contetidos dos pocos foram retirados e foram adicionados 100 uL. de RPMI
em cada poco.

Inicialmente, a 2-HC e 3’-HC foram solubilizadas em DMSO obtendo-se solu¢Ges com

concentrac@es finais de 7500,0 pg/mL. Para o ensaio de citotoxicidade, estas solugdes foram
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diluidas em RPMI na concentragdo de 75,0 pg/mL. Neste ensaio, a faixa de concentracdo de 2-
HC e 3’-HC utilizadas foram de 0,13 a 75,0 pg/mL.

Nos pogos da coluna 1 das microplacas contendo as celulas cultivadas, foram
adicionados 200 puL de 2-HC ou 3’-HC e entéo, foi realizada a microdiluigéo transferindo-se
100 pL de um poco para o outro.

Neste ensaio também foram utilizados um controle positivo contendo células com meio
de cultura (células 100% viaveis) e um controle negativo contendo células mais 40% de DMSO
e 60% de meio de cultura, para inducdo da morte celular.

As microplacas foram incubadas a 37°C e atmosfera itmida com 5% de CO2. Ap0s 72
horas o contetido de cada poco foi retirado com o auxilio de uma pipeta. Posteriormente, 0s
pocos foram lavados com PBS e foi adicionado em cada po¢o 100 pL de resazurina (50 uM em
HBSS). As microplacas foram incubadas novamente a 37°C e atmosfera tmida com 5% de CO>
por 1 hora e 30 minutos. Posteriormente, determinou-se a porcentagem de células viaveis
utilizando-se leitora de microplacas a 580 nm — 590 nm.

O tempo de tratamento de 72 horas foi escolhido para que fosse possivel determinar a
viabilidade das células ap0s a exposi¢do aos principios ativos por um periodo maior.

A porcentagem de viabilidade celular em cada poco foi calculada conforme a Equagao

(ABS do poco—ABS do meio de cultura)x100
Média das ABS controle de células vidveis—ABS do meio de cultura

% de viabilidade celular = Equacéo 2

Apbs os calculos das porcentagens da viabilidade celular, foi utilizado o software
GraphPad Prism 9.3.1 para o tratamento estatistico dos resultados obtidos e célculo da CEsp
(Concentragéo Efetiva 50%). Os valores da CEso foram calculados utilizando-se curvas de dose-

resposta feitas neste software e o indice de Seletividade foi calculado conforme a Equacio 3.

IS = Concentragdo Efetiva 50% (CEso) / Concentragdo inibitéria minima (ClMso) Equacéo 3

4.3 Prospeccdo da atividade antifungica in vitro combinatéria e citotoxicidade das
combinacdes
Os ensaios de avaliacdo da atividade antifangica in vitro e citotoxicidade in vitro

também foram conduzidos combinando-se 2-HC e 3’-HC com fluconazol (Sigma-Aldrich™,
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Saint Louis, USA), clotrimazol (Sigma-Aldrich™, Saint Louis, USA) e combinando-se 2-HC
com 3’-HC.

4.3.1 Avaliacéo in vitro da atividade antifangica combinatéria
A avaliacdo da atividade antifungica combinatéria foi realizada utilizando-se as cepas

Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis ATCC 750 e Candida krusei ATCC 6258.

Para este ensaio, foi utilizado o método do “tabuleiro de xadrez”, conforme proposto
por BELLIO etal. (2021). Este método consiste em combinar diferentes concentracdes de dois
principios ativos utilizando-se microplacas de 96 poco.

Inicialmente foram preparadas solugdes estoques de fluconazol em &gua e 2-HC, 3’-HC
e clotrimazol, em DMSO (CLSI, 2008 com adaptacdes). Para a C. albicans e C. tropicalis, esta
solucdo estoque de fluconazol foi diluida em meio RPMI nas concentracdes de 16,0 e 32,0
Hg/mL e a solucdo estoque de clotrimazol foi diluida em RPMI nas concentracgdes de 0,5 pug/mL
e 1,0 ug/mL. A solugdo estoque de 2-HC foi diluida em meio RPMI na concentracdo de 250,0
Hg/mL e a solucdo estoque de 3°-HC também foi diluida em RPMI nas concentragdes de 125,0
pug/mL e 250,0 pg/mL.

Nas microplacas de 96 pocos, foram adicionados em cada poc¢o 100 pL de Caldo RPMI
com L - glutamina, sem bicarbonato, com indicador vermelho de fenol, tamp&o MOPS é&cido
3-[N-morfolina] propanosulfonico, 2% de glicose e pH 7,0 (CLSI, 2008).

Na linha A e colunas de 1 a 11 foram adicionados 100 pL da solucdo de fluconazol em
RMPI a 16,0 ug/mL ou de clotrimazol em RPMI a 0,5 pg/mL. Na linha A e coluna 12 foram
adicionados 100 pL da solucéo de fluconazol a 32,0 ug/mL ou de clotrimazol em RPMI a 1,0
Hg/mL. Apos a adicdo destas solucdes, foi realizada a primeira microdilui¢do, da linha A até G
(microdiluicdo no sentido vertical) transferindo-se 100 puL de um pogo para o outro.

Posteriormente, foram adicionados nos pogos da coluna 12, 100 pL da solucéo de 2-HC
em RPMI a 125,0 ug/mL ou da solugdo de 3’-HC em RPMI a 125,0 pg/mL e entdo, foi realizada
a segunda microdiluicdo, da coluna 12 até a coluna 2 (sentido horizontal) transferindo-se 100
KL de um poco para o outro.

Para 0s ensaios nos quais foram combinadas a 2-HC com 3’-HC, foram adicionados 100
UL da solugdo de 3’-HC a 125,0 pg/mL nos pocos da linha A e colunas 1 a 11 e no pocgo da
coluna 12, foi adicionada a solugdo de 3’-HC a 250,0 pug/mL e ent&o, realizou-se a primeira
microdiluicdo. Apos este procedimento, foram adicionados 100 L da solucéo de 2-HC a 125,0

pg/mL nos pocgos da coluna 12 e entdo, foi realizada a segunda microdiluigéo.
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Nos ensaios com a C. krusel, foi realizado o mesmo procedimento, no entanto, a solucéo
de fluconazol foi diluida em meio RPMI nas concentracGes de 128,0 e 256,0 pug/mL e a solugédo
estoque de clotrimazol foi diluida em RPMI nas concentra¢des de 2,0 pg/mL e 4,0 pg/mL.

Ao final das microdiluicdes, cada pogo tinha um volume de 100 pL com diferentes
concentrag¢Bes dos principios ativos combinados, porém nos poc¢os das colunas 1 (linhas A a G)
e linha H (colunas 2 a 12) continham cada um dos principios ativos sozinhos.

Os inoculos foram preparados conforme descrito no item 4.2.1 e CLSI (2008) e apos o
preparo, foram adicionados 100 pL dos inéculos em cada po¢o. O volume final de cada poco
foi de 200 pL e a concentracdo final do indculo foi de 2,5 x 10° UFC/mL (CLSI, 2008;
ARAUJO et al., 2013; FERNANDES et al., 2018).

Foram feitos também controle positivo (controle do crescimento fangico) e controle
negativo (somente meio de cultura). Os ensaios foram conduzidos em triplicata.

As Figuras 4, 5, 6, 7 e 8 mostram o0s esquemas das microplacas de 96 pogos com as
concentrac¢0es finais dos principios ativos combinados ap6s a adi¢do do indculo, tanto para o
ensaio conduzido com C. albicans e C. tropicalis quanto para os ensaios conduzidos com a C.

krusei.
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Figura 4. Esquema da microplaca de 96 pocos com as concentracfes finais de fluconazol em pg/mL
(azul) e 2-HC em pg/mL (verde) em cada um dos pogos. (A): Concentracdes finais dos pocos das
microplacas nos ensaios com C. albicans e C. tropicalis. (B): Concentragdes finais dos pogos das
microplacas nos ensaios com C. krusei.

(A): C. albicans e C. tropicalis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N & 4.0 4.0 40 40 4.0 40 40 4.0 40 4.0 4.0
’ 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1.953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
2.0 2.0 20 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 20 2.0
B 2.0
0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
g (& 1.0
5 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1.953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
=.
= 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
S D 0.5
N 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
=
S 0.25 025 0.25 0.25 0.25 025 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
g E 0.25
= 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1.953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0,125
F 0.125
0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1.953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
o 0063 | 063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0.063
71 0061 | 0122 | 0244 | 04ss | 0977 | 1953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
H 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1.953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625

2-hidroxichalcona (pg/mL)

(B): C. krusei.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
32,0 32.0 32,0 32,0 32,0 32.0 32,0 32,0 32,0 32.0 32.0
A 32,0
0.061 0,122 0,244 0,488 0,977 1.953 3,906 7.813 | 15625 | 31.25 62.5
. - 16,0 16,0 16,0 16.0 16,0 16,0 16.0 16,0 16,0 16,0 16,0
16,
0,061 0,122 0.244 0.488 0,977 1.953 3,906 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5
s
&) 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
g C 8.0
0 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3,906 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5
=
— 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
B D 40
« 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3.906 7.813 | 15625 | 3125 62.5
§ 2.0 2.0 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0 2,0 2,0 2.0 2.0
= E 2.0
= 0,061 0,122 0,244 0,488 0,977 1,953 3,906 7.813 | 15625 | 3125 62.5
; - 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
g 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3.906 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5
0.5 0.5 0.5 0,5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
G 0.5
0,061 0,122 0,244 0,488 0,977 1,953 3,906 7.813 | 15,625 | 3125 62.5
H 0,061 0,122 0,244 0.488 0,977 1.953 3,906 7.813 | 15,625 | 3125 62.5

2-hidroxichalcona (pg/mL)
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Figura 5. Esquema da microplaca de 96 pogcos com as concentragdes finais de fluconazol em pg/mL
(azul) e 3’-HC em pg/mL (verde) em cada um dos pogos. (A): ConcentracGes finais dos pocos das
microplacas nos ensaios com C. albicans e C. tropicalis. (B): Concentragdes finais dos pogos das
microplacas nos ensaios com C. krusei.

(A): C. albicans e C. tropicalis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N 5 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
" 0061 | 0122 | 0244 | 04ss | 0977 | 1953 | 3006 | 7813 | 15625 | 3125 | 625
2.0 2.0 20 20 2.0 2.0 20 2.0 2.0 20 2.0
B 20
0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0077 | 1953 | 3006 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
&) 1.0 1.0 1.0 10 10 1.0 1.0 1.0 1.0 10 1.0
g c 10
L= 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1953 | 3006 | 7813 | 15625 | 3125 | 625
=,
= 0.5 0.5 0.5 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 0.5
=) D 0.5
N 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1953 | 3006 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
=
S 025 | 025 | 025 | 025 | o025 | o025 | 025 | 025 | 025 | o025 | o025
2 E 0.25
= 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1953 | 39006 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
0125 | 0125 | 0125 | o125 | 0125 | 0125 | o125 | 0125 | o125 | o125 | 0125
F 0.125
0061 | 0122 | 0244 | oa4ss | 0977 | 1953 | 3006 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
. vogs | 2003 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0.063 | 0063 | 0063 | 0.063
T oost | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625
H 0061 | 0122 | 0244 | 0488 | 0977 | 1.953 | 3906 | 7.813 | 15625 | 3125 | 625

3’-hidroxichalcona (pg/mL)

(B): C. krusei.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
32,0 32.0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32.0
A 32,0
0,061 0.122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3.906 7813 | 15.625 | 31.25 62.5
s _— 16,0 16.0 16,0 16,0 16.0 16.0 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0
i 0,061 0.122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3.906 7813 | 15.625 | 3125 62.5
~~
- 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
g C 8.0
B0 0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 7.813 | 15625 | 31.25 62.5
2
— 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4,0 4.0 4.0 4.0 4,0 40
g D 4.0
P 0,061 0122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3.906 7813 | 15.625 | 3125 62.5
=
S 2.0 2.0 2,0 2,0 2.0 2.0 2,0 2,0 2.0 2.0 2.0
= E 2.0
= 0,061 0,122 0244 | 0.488 | 0977 1.953 3,906 7.813 | 15,625 | 31.25 62.5
. - 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
i 0,061 0122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3.906 7813 | 15.625 | 31.25 62.5
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
G 0.5
0,061 0122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5
H 0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 00977 1.953 3.906 7813 | 15625 | 3125 62.5

3’-hidroxichalcona (pg/mL)
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Figura 6. Esquema da microplaca de 96 pocos com as concentragdes finais de clotrimazol em pg/mL
(laranja) e 2-HC em pg/mL (verde) em cada um dos pogos. (A): Concentracdes finais dos pogos das
microplacas nos ensaios com C. albicans e C. tropicalis. (B): Concentragdes finais dos pogos das
microplacas nos ensaios com C. krusei.

(A): C. albicans e C. tropicalis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

% — 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0.125 0,125

0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 L1953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5

0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0.063 0,063 0,063

= B 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5

,J’: 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0.031 0,031
L:ﬂ ¢ o 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62,5
i: - —_— 0,016 0,016 0,016 0,016 0.016 0,016 0.016 0,016 0.016 0.016 0,016
=) 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5
.E B K08 0.008 0.008 0.008 0,008 0,008 0,008 0.008 0.008 0,008 0.008 0.008
2 0,061 0,122 0,244 0,488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62,5
U 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
F i 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1,953 3.906 7.813 15.625 31,25 62.5

" — 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002

0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1,953 3,906 7.813 15,625 31,25 62.5

H 0,061 0,122 0,244 0,488 0,977 1,953 3,906 7.813 15,625 31.25 62.5

2-hidroxichalcona (pg/mL)

(B): C. krusei.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
A 0.5
0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 | 7.813 | 15.625 [ 31.25 62.5
0.25 0,25 0.25 0.25 0,25 0.25 0.25 0,25 0.25 0,25 0,25
B 0.25
0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 | 7.813 | 15.625 [ 31.25 62.5
e 0.125 0.125 | 0.125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 0125 | 0.125 0,125
= (6 0,125
0 0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3906 | 7.813 | 15625 | 31.25 62.5
= 0,063 0,063 | 0.063 0.063 | 0.063 | 0,063 0,063 | 0.063 0,063 | 0,063 0,063
S D 0,063
N 0.061 0.122 | 0.244 | 0488 | 0977 1.953 3906 | 7.813 | 15.625 [ 31.25 62.5
§ . it 0,031 0.031 | 0,031 0.031 0,031 0.031 0,031 0.031 0.031 | 0.031 0.031
- 031
= 0,061 0.122 | 0.244 | 0488 | 0977 1.953 3.906 | 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5
@)
5 Al 0,016 | 0016 | 0.016 | 0016 | 0016 [ 0.016 | 0016 | 0016 | 0,016 | 0.016 | 0016
.01
0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 | 7.813 | 15.625 [ 31.25 62.5
G 0008 0,008 | 0008 | 0008 | 0008 [ 0008 | 0008 | 0.008 | 0.008 | 0008 | 0,008 | 0.008
) 0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 | 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5
H 0,061 0,122 | 0244 | 0488 | 0977 1.953 3,906 | 7.813 | 15.625 | 31.25 62.5

2-hidroxichalcona (pg/mL)
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Figura 7. Esquema da microplaca de 96 pocos com as concentragdes finais de clotrimazol em pg/mL
(laranja) e 3°-HC em pg/mL (verde) em cada um dos pocos. (A): ConcentracOes finais dos pocos das
microplacas nos ensaios com C. albicans e C. tropicalis. (B): Concentragdes finais dos pogos das
microplacas nos ensaios com C. krusei.

(A): C. albicans e C. tropicalis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

o . 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0.125

0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5

) 0.063 0.063 0.063 0,063 0,063 0,063 0.063 0,063 0,063 0,063 0,063

B s 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3.906 7.813 15,625 31,25 62,5

g 3 B 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0.031 0,031 0,031 0,031 0,031

B 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3.906 7.813 15.625 31,25 62.5

:.=; 0,016 0,016 0.016 0.016 0.016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016

§ P L 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3.906 7.813 15.625 31,25 62,5
=

o 0,008 0.008 0.008 0,008 0.008 0.008 0.008 0.008 0,008 0,008 0.008

E . e 0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1953 3.906 7.813 15,625 325 62,5

i e AT 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004

0,061 0,122 0.244 0.488 0,977 1.953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5

@ — 0,002 0,002 0.002 0,002 0,002 0,002 0.002 0,002 0,002 0,002 0,002

0,061 0,122 0.244 0,488 0,977 1.953 3.906 7.813 15.625 31,25 62.5

H 0,061 0,122 0,244 0.488 0,977 1.953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5

3’-hidroxichalcona (pg/mL)

(B): C. krusei.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,5 0.5 0.5 0.5 0,5 0.5 0,5 0.5 0.5 0.5 0.5
A 0.5
0,061 0,122 0,244 0.488 0.977 1.953 3.906 7.813 15,625 3125 62.5
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0.25 0,25 0.25 0,25 0,25
B 0,25
0.061 0,122 0,244 0,488 0,977 1.953 3,906 7.813 15,625 31,25 62.5
S 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0.125 0.125 0.125 0,125 0,125 0,125
=] C 0,125
.\;.0 0,061 0,122 0,244 0,488 0,977 1,953 3,906 7.813 15.625 31.25 62,5
S 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063
= D 0,063
g 0.061 0,122 0,244 0.488 0,977 1.953 3,906 7.813 15,625 31,25 62,5
s
R= 5 At 0,031 0,031 0,031 0.031 0,031 0,031 0,031 0.031 0,031 0,031 0,031
= 031
:é' 0,061 0,122 0,244 0.488 0,977 1,953 3.906 7.813 15.625 31,25 62,5
= e Giie 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0.016 0.016 0.016 0,016 0.016 0,016
,01
0.061 0,122 0.244 0.488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62.5
- — 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0.008 0,008 0,008 0,008
) 0.061 0,122 0,244 0.488 0,977 1.953 3,906 7.813 15,625 31,25 62.5
H 0,061 0,122 0,244 0.488 0,977 1,953 3.906 7.813 15,625 31,25 62,5

3’-hidroxichalcona (ng/mL)
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Figura 8. Esquema da microplaca de 96 pogos com as concentracdes finais de 3°-HC em pg/mL (azul)
e 2-HC em pg/mL (laranja) em cada um dos pocos para 0s ensaios conduzidos com C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
31,25 31,25 31,25 3125 31,25 31.25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25
A 31.25
. P4 e =i F00 A 77 i, D, _., - 12,04 l:, ~
15,625 15,625 15,625 15.625 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625 15.625
B 15,625
122 .24 488 77 1.9 . 7.81 15,62 1.2 2
7.813 7.813 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813
(6} 7.813
122 2 77 5: ; 7.813 15,62 1.2 24
3.906 3.906 3.906 3,906 3,906 3,906 3,906 3.906 3,906 3,906 3,906
D 3.906
122 2 77 3 7 25 2 2,
B 65 1,953 1.953 1,953 1,953 1,953 1,953 1,953 1.953 1,953 1,953 1,953
953
1 122 2 74 5 : 7.81 15.625 1,25 2,5
0,977 0.977 0.977 0,977 0,977 0,977 0,977 0,977 0,977 0,977 0,977
F 0.977
122 2 77 1.95 7.81 15.625 1.2 2
0.488 0.488 0.488 0,488 0.488 0,488 0,488 0.488 0,488 0.488 0.488
G 0.488
122 2 77 1 7.81 25 1.2 2
H 22 2 77 1 7.81 25 2 2

2-hidroxichalcona (pg/mL)

Apos as microdilui¢des e adi¢do dos indculos, as microplacas foram incubadas a 37°C £
1°C por 24 horas. Ao término deste periodo foram adicionados 20 pL de resazurina (0,01%) em
cada poco. As placas foram incubadas novamente a 37°C + 1°C por 3 horas e, posteriormente,
foram determinadas as porcentagens de inibi¢do do crescimento fangico utilizando-se leitora
de microplacas a 570 nm. As porcentagens de inibicdo dos crescimentos fungicos foram

calculados conforme a Equacéo 4.

% inibigéo = (1 ~ (osorbine do controe i,i;fi?i;’iiiiii‘bii2;“52"22iii?iiiigativo)) X100 Equagio 4

Para a avaliacdo das interacGes entre as combinaces foi utilizado o método do menor
indice da Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF), conforme descrito pelo Clinical
Microbiology Procedures Handbook (ANON, 1992). Neste método, deve-se primeiramente
identificar os pocos nos quais houve crescimento e ndo crescimento flngico. Neste trabalho,
foram considerados po¢os com crescimento fungico os que apresentaram menos do que 80%
de inibig&o do crescimento e os pocos de ndo crescimento foram os que apresentaram mais do
que 80% de inibicdo do crescimento fungico. A Figura 9 mostra um esquema da microplaca

com as regides de crescimento e ndo crescimento.
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Figura 9. Esquema da microplaca de 96 pogos. Azul: pogos com mais de 80% de inibigdo do
crescimento fangico. Rosa: pocos com menos de 80% de inibicdo do crescimento flngico.

A partir das regides de crescimento e ndo crescimento, deve-se delimitar os pogos da

interface entre as duas regides, conforme Figura 10.

Figura 10. Esquema da microplaca de 96 pogos. Laranja: po¢os da interface de crescimento e nédo
crescimento.

Para cada poco da interface (Figura 10 — pocos em laranja), deve-se calcular as
Concentrac@es Inibitdrias Fracionadas (CFIs) para cada principio ativo. Somando-se as CIFs
dos dois principios ativos combinados tem-se o ICIF para cada poco da interface. O célculo das

CIFs e do ICIF para cada pogo da interface foi calculado conforme a Equacéo 5.

CIM do principio ativo 1 em combinagido (pogo CIM do principio ativo 2 em combinagido (poco ~
ICIF = principio ativo 1 em combinagao (poso) princfplo ativo 2 em combinaso (poso) Equacéo 5
CIM do principio ativo 1 individual CIM do principio ativo 2 individual
CIF principio ativo 1 CIF principio ativo 2

Apos os calculos dos ICIFs dos pocos da interface, foi utilizado o menor ICIF obtido para
se determinar o tipo de interacdo existente entres os principios ativos combinados. Valores de
ICIF < 0,5 indicam interacao sinérgica, valores > 0,5 e < 1,0 indicam interacdes parcialmente

sinérgicas, valores iguais a 1,0 indicam interacfes aditivas, valores > 1,0 e < 4,0 indicam
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interagcOes indiferentes e valores > 4,0 indicam antagonismo (SADER; HUYNH; JONES,
2003).

E importante ressaltar que na coluna 1 e linha H estdo os principios ativos testados
sozinhos, ou seja, a coluna 1 e linha H fornecerdo as concentrag@es inibitorias minimas
individuais 80% (CIMgo).

4.3.2 Avaliacéo da citotoxicidade in vitro das combinagoes
Os ensaios de citotoxicidade in vitro também foram realizados com as combinacgdes dos

principios ativos propostas no item 4.3. Para estes ensaios, as células foram cultivadas da
mesma forma descrita no item 4.2.3 Os farmacos foram combinados nas microplacas de 96
pogos contendo a linhagem celular C33A. Os procedimentos para combinagdo dos principios
ativos foram realizados conforme descrito no item 4.3.1 As combinac@es e as concentracdes
finais dos principios ativos combinados estdo demonstradas nas Figuras 4(A), 5(A), 6(A), 7(A)
e 8. A porcentagem de viabilidade celular nas combinac¢des também foram calculadas conforme

a Equacéo 2.

4.4 Desenvolvimento do sistema lipidico (SL)
Para incorporacdo dos principios ativos combinados foram realizados estudos para se

desenvolver um sistema capaz de atuar como veiculo. Para isso, foi primeiramente construido
um diagrama de fases pseudoternario composto por Captex 300® (fase oleosa), fosfatidilcolina
de soja e Croduret 50® (tensoativo-co-tensoativo na proporcao 25:75 m/m) e agua. Foram
preparados trinta e seis pontos com diferentes propor¢ces das fases oleosa, aquosa e
tensoativo/co-tensoativo (D’CRUZ; UCKUN, 2001).

Para o preparo de cada ponto do diagrama de fases pseudoternario, foram adicionados 0s
componentes do sistema em um tubo de vidro. Esta mistura foi levada ao sonicador com
amplitude de 1 e durante 5 minutos.

Apo0s o preparo dos 36 pontos do diagrama de fases, as amostras foram deixadas em
repouso por 24 horas. Posteriormente, os sistemas foram classificados visualmente em: sistema
liquido transparente (SLT), sistema viscoso transparente (SVT), sistema liquido opaco (SLO),
sistema viscoso opaco (SVO) e separacdo de fases (SF). A partir desta classificacdo, foram
delimitadas diferentes regides no diagrama de fases pseudoternario.

Para dar continuidade aos estudos, foi escolhido um dos pontos do diagrama de fases para

incorporacdo dos principios ativos estudados neste trabalho. A escolha inicial do sistema foi
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feita de acordo com a viscosidade (de forma visual) e com a porcentagem de fase oleosa e

tensoativo/co-tensoativo.
4.5 Caracterizagao fisica do sistema lipico (SL)

4.5.1 Anélise do perfil de textura
O perfil de textura do SL desenvolvido foi avaliado utilizando-se o analisador de textura

TA-XT plus (Stable Micro Systems, Inglaterra).

Foram pesados 7,0 gramas de formula¢do em um tubo de centrifuga conico de 50 mL. A
amostra foi centrifugada a 3500 rpm por 5 minuto para retirada de bolhas de ar e para que a
superficie ficasse lisa. Apos este procedimento, as amostras foram deixadas em repouso por 24
horas.

Ap0s este periodo, as amostras foram mantidas abaixo da sonda analitica e em banho a
37°C. Para analise do perfil de textura foram utilizados os seguintes parametros: donda analitica
de 10 mm, 5 mm de distancia, velocidade de compressao e de retorno de 0,5 mm/s e segunda
compressao ap6s 5 segundos. Ao final do ensaio foram avaliadas as propriedades mecénicas
como dureza, compressibilidade, adesividade e coesao.

Este ensaio também foi realizado com o SL contendo 0,1% de 2-HC. Cada amostra foi
analisada sete vezes independentemente e foi utilizada uma formulag&o comercial (clotrimazol

creme vaginal 1% - Medley) para comparacao dos resultados.

4.5.2 Determinacao in vitro da forga mucoadesiva
Para a avaliacdo da forca mucoadesiva in vitro do SL foram utilizados discos de mucina.

Primeiramente, foi preparada uma solugdo de mucina a 5% (p/p) em PBS. Esta solugédo foi
mantida em agitacdo por 2 horas. Apos este periodo, foram colocados 25 mL da solugdo em
férmas de silicone. As formas foram mantidas a 40°C por 24 horas. Apos 24 horas, foram
recortados discos de 0,8 mm de diametro.

Quanto ao SL, foram pesados 7,0 gramas em um tubo cénico de 50 mL e posteriormente,
a amostra foi centrifugada a 3500 rpm por 5 minuto. Apos este procedimento as amostras foram
deixadas em repouso por 24 horas.

Para este ensaio, os discos foram fixados a extremidade inferior da sonda analitica do
equipamento (sonda de 10 mm) utilizando-se fita dupla-face. Foram adicionados 20 uL de

fluido vaginal simulado em cada disco.
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O fluido vaginal simulado foi preparado conforme proposto por Owen & Katz (1999) e
foi mantido em banho a 37°C. Os tubos contendo as amostras também foram mantidos em
banho a 37°C.

A sonda analitica foi movimentada (velocidade de 1 mm/s) de forma que o disco de
mucina ficasse proximo a superficie da amostra.

Apds o contato dos discos com as amostras por 20 segundos, a sonda subiu (velocidade
de 0,5 mm/s) até que houvesse o destacamento entre o disco e a amostra.

Foi avaliada a forca necessaria para destacar os sistemas em contato com os discos de
mucina utilizando o analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, Surrey
Inglaterra), no modo Adhesion Test. A forca necessaria para ocorrer o destacamento foi
calculada pela curva forga versus tempo.

O ensaio foi conduzido sete vezes e também foi analisado o SL contendo 0,1% de 2-HC

e uma formulag&o comercial (clotrimazol creme vaginal 1% - Medley).

4.5.3 Determinacao do trabalho de seringabilidade

O SL desenvolvido foi avaliado com relagédo ao trabalho necessario para sua saida de dentro
de uma seringa de 1 mL. Para este ensaio, foi utilizado o analisador de Textura TA- XT Plus —
Stable Micro Systems (modo de compresséo).

O SL foi colocado cuidadosamente dentro de seringas de plastico. A seringa foi
preenchida até atingir altura de 30 mm e entdo, foi presa verticalmente utilizando-se uma garra.
A sonda analitica do equipamento foi encostada no émbolo da seringa e posteriormente, foi
movimentada para baixo (velocidade de 2,0 mm/s). Durante a compressdao do émbolo foi
determinada a resisténcia ao deslocamento por meio da area obtida na curva de forca versus
distancia. O ensaio foi conduzido sete vezes e também foi analisado o SL contendo 0,1% de 2-

HC e formulag&o comercial (clotrimazol creme vaginal 1% - Medley).

4.6 Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificagdo de 2-
hidroxichalcona no sistema lipidico (SL) por espectrofotometria no UV-Visivel

Para a quantificacdo da 2-hidroxichalcona no SL, foi desenvolvido e validado um método
analitico simples, rapido e de baixo custo, utilizando-se a técnica de espectrofotometria no UV-
Visivel.

Primeiramente, fez-se uma varredura de comprimento de onda para visualizar os picos de

absorcdo maxima da 2-HC e escolher o comprimento de onda a ser utilizado nas analises. Apds
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esta etapa, avaliou-se a influéncia dos componentes do sistema no comprimento de onda
selecionado, de modo que estes ndo interfiram na quantificacdo do principio ativo.

Ap0s a definicdo dos principais parametros, 0 método foi validado de acordo com as
diretrizes estabelecidas por 6rgdos nacionais e internacionais, como RDC 166/2017 (ANVISA),
ISO 17025 (INMETRO), ICH (2010) e outros guias que consideram a validacdo de métodos
analiticos, um requisito fundamental para garantir a seguranca e a confiabilidade dos resultados.

O equipamento utilizado foi um espectrofotémetro UV-Visivel Shimadzu Mini -1280, e
a cubeta utilizada foi de quartzo, com caminho 6ptico de 1 cm. As solugdes padrdo e amostra
foram diluidas em etanol.

Os parametros avaliados foram: especificidade/seletividade, linearidade, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de quantificacdo, limite de deteccao e

robustez.

4.6.1 Especificidade/Seletividade
A especificidade do método analitico foi avaliada realizando-se varreduras de

comprimentos de onda (200 a 600 nm) da 2-HC, da formulagdo (sem principio ativo) e do
diluente (etanol), com o objetivo de verificar a interferéncia destes no comprimento de onda
estabelecido na andlise.

Além disso, para verificar a influéncia de possiveis produtos de degradacdo, foram
realizados testes de estresse submetendo-se a 2-HC a condi¢des de degradacéo acida, basica,
oxidativa e fotolise.

Para cada condicdo de degradacéo, foram pesados 5,0 mg de 2-HC e entdo, transferiu-se
esta quantidade para um baldo volumétrico de 25 mL. Foram adicionados 3,0 mL da solucéo
degradante (HCI 0,1 M, NaOH 0,1 M ou H20> 3%) e ap0s 3 horas estas amostras foram diluidas
em etanol. A concentracdo final tedrica da 2-HC foi de 10,0 pg/mL.

Outra condicao de degradacdo foi a exposicéo a luz. A 2-HC foi exposta a luz (356 nm)
por trés horas. Apods este periodo a 2-HC foi diluida em etanol.

Foram realizadas leituras em espectrofotdbmetro para quantificacdo da 2-HC apos a
exposicdo as condicbes de degradagdo. Os resultados foram expressos em porcentagens de

recuperacao.
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4.6.2 Linearidade e faixa linear de trabalho
A linearidade é a proporcionalidade da resposta em funcao da concentracdo, dentro de

uma faixa pré-determinada, para isso, foram construidas 6 curvas analiticas independentes e em
dias diferentes. Para cada curva foram preparadas nove solugc6es padrdes de 2-HC em etanol e
em diferentes concentragdes: Padréo 1: 6,0 ug/mL; Padréo 2: 8,0 pg/mL; Padrdo 3: 10,0 pug/mL;
Padrdo 4: 12,0 pg/mL, Padrdo 5: 14,0 pg/mL. A linearidade do método foi avaliada
relacionando-se as concentragdes com as absorbancias obtidas (grafico da resposta em funcéo
da concentracdo do analito), pela anélise das variancias e teste de Cochran, equacao da reta
obtida pelo método dos minimos quadrados, pelos coeficientes de correlagdo e de determinagéo,
gréfico de dispersdo dos residuos e teste de Shapiro-Wilk, avaliacdo da significancia do
coeficiente linear (intercepto) e avaliacdo da significancia do coeficiente angular, conforme €
exigido pela RDC 166/2017 (ANVISA).

4.6.3 Precisao

4.6.3.1 Preciséo (repetibilidade)
A precisdo por repetibilidade foi verificada por meio de nove determinacdes

independentes, nas concentracbes de 8,0 pg/mL, 10,0 pg/mL e 12,0 pg/mL de 2-
hidroxichalcona em etanol. As solugdes foram preparadas no mesmo dia e sob as mesmas
condicBes experimentais (método, equipamento e analista) e foi avaliada a concordancia entre

os resultados obtidos.

4.6.3.2 Precisdo intermediaria
Na avalia¢do da precisdo intermediéria, procedeu-se da mesma forma que na precisao por

repetibilidade, mas em dias diferentes, e avaliou-se a concordancia entre todos os resultados
obtidos.

4.6.4 Exatidao
A exatiddo do método foi avaliada pela recuperacao do principio ativo na formulacéo. Foi

utilizada a formulacdo desenvolvida contendo 2-hidroxichalcona na concentracdo de 0,1%.
Primeiramente, foram incorporados 5,0 mg de 2-HC em 5,0 g do sistema desenvolvido,
ou seja, 0,1% de 2-HC. Pesou-se 1,0 g desta formulacdo em um baldo volumétrico de 10 mL,

utilizando etanol como solvente. Esta solucdo foi diluida, em triplicata, para as seguintes
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concentragOes: 8,0 pg/mL, 10,0 pg/mL e 12,0 pg/mL de 2-HC, compreendendo toda a faixa
linear do método analitico.

A porcentagem de recuperacdo do principio ativo na formulacéo foi calculada utilizando-
se a Equacdo 6, na qual a concentracdo obtida corresponde a concentragdo encontrada usando

a equacdo da reta obtida com a curva analitica.

Concentracio obtida x 100

% de recuperagdo = Equacéo 6

Concentragio tedrica

O critério de aceitacdo foi definido conforme o guia da AOAC (Association of Analytical
Communities) (AOAC, 2016), o qual adota diferentes porcentagens de recuperacao de acordo
com a concentracdo do analito na amostra. Dessa forma, a porcentagem de recuperacao adotada
neste trabalho foi de 95,0% a 105,0%.

4.6.5 Limite de deteccgdo e limite quantificacéo
O limite de detecc@o pode ser estabelecido analisando-se solu¢Ges com concentracdes

decrescentes do principio ativo até o menor nivel detectavel. O limite de quantificacdo também
pode ser obtido analisando-se concentracBes decrescentes até o menor nivel determinavel com
precisdo e exatiddo aceitaveis (BRASIL, 2017).

O limite de deteccgéo e quantificagdo foram obtidos diluindo-se a solug¢do Padrdo 1 (6,0
pHg/mL) e analisando as absorbancias obtidas. A concentragdo correspondente ao limite de
quantificacdo, foi testada em triplicata e os resultados foram avaliados através do calculo do
desvio padrao relativo.

Também foram calculados o limite de detec¢do e de quantificacdo tedricos, de acordo

com as Equacdes 7 e 8:

LD =3,3x0xIC Equacéo 7 (Limite de detec¢do)
LQ=10xoxIC Equacdo 8 (Limite de quantificacao)
Nas quais:

IC: inclinacdo da curva analitica
o: desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibragdo

construidas contendo concentracdes do farmaco préximas ao suposto limite de detec¢édo
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4.6.6 Robustez
A robustez do método analitico foi avaliada conforme o teste proposto por Youden e

Steiner (1975) que além de avaliar a robustez do método analitico, possibilita verificar quais
pardmetros apresentam maior interferéncia no método analitico e nas respostas obtidas. A
Tabela 1, mostra os fatores nominais, representados pelas letras maitsculas de A a F (condicGes
nominais de analise) e as variacdes sdo representadas pelas letras minusculas correspondentes
(BURIN et al., 2008).

Foram preparadas 7 amostras combinando-se as diferentes variagdes, conforme indicado

na Tabela 2.

Tabela 1. Parametros alterados para avaliacdo da robustez do método analitico. Letras mailsculas:
condices nominais das analises. Letras mindsculas: variacfes provocadas.

Variaveis

Balanca (A/a) A = Balanga (Laboratorio 246)

a = Balanca (Laboratdrio 228)
Marca do etanol (B/b) B = Exodo
b = LSChemicals
Espectrofotometro (C/c) C = Shimadzu UV-Vis Mini 1080
¢ = Shimadzu UV-Vis Mini 1240

Método de dissolucéo (D/d) D = Manual
d = Ultrassom

Comprimento de onda (E/e) E =352nm

e =350 nm

Cubeta (F/f) F = Quartzo

f = Plastico
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Tabela 2. Amostras preparadas combinando-se as condi¢fes nominais de andlise e diferentes alteragdes
no método analitico.

Condicdes

Variavel 1 2 3 4 5 6 7
Aa A A A A a a a
B.,b B B b b B B b
Cc C c C C C C C
D,d D D d d d d D
E.e E e E e e E e
F.f F f f F F f f

S t u Y% w X y

Para avaliar a interferéncia de cada variacdo, foram utilizadas as porcentagens de
recuperacdo obtidas nas anélises de cada uma das amostras acima. Os calculos foram realizados
conforme proposto por Youden e Steiner (1975).

Para cada efeito avaliado, deve-se calcular a média das porcentagens de recuperacao das
amostras nas condi¢fes nominais e deve-se subtrair este valor obtido pela média das
porcentagens de recuperacdo das amostras na condicdo alterada, conforme o exemplo
representado na Equacéo 9 para o efeito A/a (BURIN et al., 2008).

s+t+u+v  wHx+y

Efeito Ala = .

Equagéo 9

4.7 Eficiéncia de encapsulamento

Com o objetivo de avaliar a capacidade do sistema desenvolvido em solubilizar e veicular
a 2-HC, foram adicionados 2% de principio ativo em 1,0 g de formulacdo e homogeneizou-se
0 sistema que posteriormente foi centrifugado a 14000 rpm por 3 horas em tubo eppendorf.
Apos este periodo, foram pesados 200 mg da formulag&o, localizada na parte superior do tubo,
em bal&o volumétrico de 25 mL e foi utilizando etanol como diluente. Foram transferidos 0,7
mL desta solucdo para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com etanol.
O ensaio foi realizado em triplicata e a amostra foi quantificada conforme o método analitico

validado.

Ligia de Souza Fernandes



Materiais e métodos 63

4.8 Ensaios in vivo com Galleria mellonella

4.8.1 Condicdes gerais
Neste ensaio, foram utilizadas larvas de G. mellonella entre 2 a 3 cm e massa entre 225

a 275 mg, para isso, as larvas foram mantidas em potes de plastico a 25°C e alimentadas com
cera de abelha e pdlen até atingirem o peso necessario. Para 0s experimentos, foram
selecionadas as larvas com coloracao clara, indicando auséncia de melanizacao. Apos a selecao,
as larvas foram incubadas em placas de Petri por 24 horas antes dos experimentos, a 37°C e
sem alimento (SCORZONI et al., 2015).

4.8.2 Avaliacdo da seguranca toxicoldgica dos compostos bioativos sozinhos, associados e
do sistema lipidico

Para a avaliagcdo da toxicidade das hidroxichalconas, suas combinagdes e do sistema
lipidico, as larvas foram divididas em grupo controle (larvas tratadas com tampéo fosfato-
salino) e grupos de larvas tratadas com 0s compostos bioativos e suas associagdes.
Posteriormente, as larvas foram incubadas por 24 horas conforme as condicfes estabelecidas
por SCORZONI et al. (2015).

As larvas incubadas previamente foram submetidas a injecdo de 10 pL de solucdo de 2-
hidroxichalcona, 3’-hidroxichalcona e suas associa¢Ges em tampdo fosfato-salino. Apds os
tratamentos as larvas foram mantidas em incubacdo a 37°C e a sobrevivéncia foi avaliada
diariamente, durante 7 dias. Também foram determinados diariamente os indices de saide de
cada larva para a construcdo da curva de morbidade e para isso foi utilizado o sistema de
pontuacdes patologica (Tabela 3) proposto por LOH et al. (2013). Neste sistema de pontuacdes,
guanto maior a pontuacao melhor é a saude da larva analisada (LOH et al., 2013; CHAMPION;
TITBALL; BATES, 2018).
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Tabela 3. Sistema de pontuacdo do indice de salde.
Categoria Descricdo Pontuacao
Auséncia de atividade 0
Atividade minima quando estimulada
Atividade quando estimulada
Atividade sem estimulo
Sem formac&o de casulo
Formacéo de casulo Formacao de casulo (parcial)
Formacao de casulo (total)
Melanizacdo completa (larvas pretas)
Pontos pretos em larva marrom
Melanizagéo > 3 pontos pretos em larvas beges
< 3 pontos pretos em larvas beges
Auséncia de melanizacéao
Morta
Viva

Atividade (movimento)

O WIN|F

o
)]

Sobrevivéncia

NO|IR_WNO|IO|F

4.8.3 Avaliacao da eficécia terapéutica dos compostos bioativos sozinhos, associados e do
sistema lipidico

Para a infeccdo das larvas de G. mellonella foi utilizada a cepa de Candida albicans
ATCC 90028. As leveduras foram transferidas para caldo de infusdo cérebro-coracdo
(Acumedia Manufacturers, Michigan, USA) suplementado com glicose a 1% e foram cultivadas
em um agitador por 1 dia a 150 rpm e 37°C. Apoés o cultivo, as células de leveduras foram
lavadas trés vezes com solucdo tampéo fosfato-salino (TSF) contendo 20 mg/L de ampicilina.

Antes da infeccdo, a area pro-pata foi limpa com etanol a 70%. Com o auxilio de uma
seringa de Hamilton, cada grupo de larvas recebeu 10 pL do indculo (5x10° UFC/larva) na
Gltima pro-pata esquerda. Um grupo de larvas ndo infectadas e um grupo de larvas nédo
infectadas e tratadas com TSF foram utilizados como grupos controle.

Apbs 1 hora da infeccdo das larvas de G. mellonella foram injetados na ultima pré-pata
direita, 10 puL das solucdes de hidroxichalconas. Os principios ativos foram incialmente
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente em TFS para o tratamento das larvas.
As larvas foram incubadas a 37°C e avaliadas por 7 dias quanto a sobrevivéncia e utilizando-

se 0 sistema de pontuacdes descrito na Tabela 3.
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5.1 Prospeccéo da atividade antifngica in vitro e citotoxicidade da 2-hidroxichalcona e

3’-hidroxichalcona

5.1.1 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM)

Sabe-se que a resisténcia fangica € um problema emergente que compromete 0 sucesso
dos tratamentos com os medicamentos existentes. O aumento da prevaléncia de espécies de
Candida ndo-albicans, que sdo intrinsecamente mais resistentes aos farmacos “azois”, também
tornam as terapias antifingicas ainda mais limitadas. Além disso, os antifingicos representam
uma classe de medicamentos com elevada toxicidade dessa forma, existe a necessidade de
novos principios ativos eficazes, que possam atuar contra as espécies resistentes e que
apresentem baixa toxicidade (CAMPOS et al., 2020; FERRAO et al., 2020; KRISHNASAMY
et al., 2020).

Considerando isso, 0s principios ativos naturais podem ser fontes de novas moléculas
com potencial antifungico assim, foram avaliadas a atividade antifungica de dois precursores
da biossintese dos flavonoides, a 2-hidroxichalcona (2-HC) e 3’-hidroxichalcona (3°-HC).

A atividade antifungica in vitro destas moléculas foi avaliada utilizando-se Candida
albicans, por ser a espécie mais prevalente do género Candida. Também foram utilizadas as
espécies ndo-albicans: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei e Candida
parapsilosis, por apresentarem incidéncia acima de 20% nos casos de candidiase
diagnosticados e por serem espécies naturalmente mais resistentes a alguns farmacos (ROCHA
et al, 2021).

A primeira etapa deste trabalho, ap6s a aquisicdo da 2-HC e 3’-HC, foi a determinagéo
das CIMs pelo método de microdilui¢cdo em caldo conforme CLSI (2008), e a determinagéo das
CFMs. As CFMs foram determinadas por meio do plaqueamento dos pogos nos quais nao houve
crescimento no ensaio de determinacgdo da CIM. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados das Concentra¢fes Inibitérias Minimas (CIMs) e Concentragdes Fungicidas
Minimas (CFM) em pg/mL.

CIM (png/mL) CFM (pg/mL)
fluconazol 0,25 > 64,0
Candida albicans anfotericina B 0,20 1,0
ATCC 90028 2-h|_drOX|_chaIcona 31,25 >125,0
3'-hidroxichalcona 31,25 >125,0
clotrimazol 0,01 >40
fluconazol 0,50 > 64,0
Candida tropicali anfotericina B 0,05 1,0
andida tropicafls 2-hidroxichalcona 31,25 >125,0
ATCC 750 . .
3'-hidroxichalcona 31,25 125,0
clotrimazol 0,01 >4.0
fluconazol 32,00 128,0
Candida k i ATCC anfotericina B 0,10 1,0
andida Kruset 2-hidroxichalcona 7,81 125,0
6258 . )
3'-hidroxichalcona 7,81 31,3
clotrimazol 0,06 >4,0
fluconazol 0,50 > 64,0
. anfotericina B 0,40 0,5
CaAnﬁgg %g‘gggta 2-hidroxichalcona 15,63 > 1250
3'-hidroxichalcona 7,81 31,3
clotrimazol 0,004 >20
fluconazol 1,00 2,0
Candid losi anfotericina B 0,10 0,3
andida parapsilosis hi .
ATCC 22019 2 hl_drOX|_chaIcona 7,81 15,6
3'-hidroxichalcona 15,63 31,3
clotrimazol 0,03 0,1

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 4), os farmacos controles (anfotericina B
e fluconazol) apresentaram valores de CIM conforme preconizado no CLSI (2008) para o
método de microdiluicdo em caldo e cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida
krusei ATCC 6258.

As faixas de CIMs obtidas e os valores de CFM demonstrados na Tabela 4, estdo

representados graficamente na Figura 11.
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Figura 11. Representacdo grafica das CIM e CFM em ug/mL para 2-HC e 3°-HC frente as espécies de
Candida sp.

Concentragao fungicida minima (ug/mL)

I II l ) ] I

2-hidroxichalcona 3"-hidroxichalcona 2-hidroxichalcona 3-hidroxichalcona

A suscetibilidade das espécies de Candida sp. a 2-HC ¢ 3’-HC foi avaliada pela
determinacdo concentracdo inibitéria minima utilizando-se 0 método de microdiluicdo em
caldo (CLSI, 2008). A determinacdo da CIM foi um ensaio importante para avaliar a atividade
fungistatica destas moléculas.

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 11 para a 2-HC, C. parapsilosis e
C. krusei apresentaram-se como as espécies mais sensiveis, seguida pelas espécies C. glabrata,
C. tropicalis e C. albicans. Estas duas Ultimas espécies apresentaram-se menos sensiveis a 2-
HC pois foi necessaria maior concentracdo de 2-HC para inibir os crescimentos fungicos. Além
disso, a C. tropicalis e C. albicans apresentaram os mesmos valores de CIM.

Para a 3°-HC, as espécies mais sensiveis foram a C. glabrata e C. krusei, seguida pelas
espécies C. parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans. A C. tropicalis e C. albicans também se
apresentaram menos sensiveis a 3’-HC e com mesmo valor de CIM necesséria para inibir seus
crescimentos.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) avalia a capacidade dos principios ativos em
causar a morte das leveduras. Quanto a atividade fungicida, a 2-HC foi capaz de causar morte
das células fangicas da C. parapsilosis e C. krusei, sendo que para esta Ultima espécie foi
necessaria a maior concentracdo testada para causar a morte das leveduras.

Para a 3’-HC, foi observado atividade fungicida para as espécies C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis. A C. tropicalis foi a espécie que necessitou de maior
concentracdo de 3’-HC para observar morte das leveduras.

No geral, tanto a 2-HC quanto a 3’-HC apresentaram atividade fungistética dentro das

faixas de concentracdo testadas e os perfis de susceptibilidade fungica foram similares, no
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entanto, a 3’-HC demonstrou maior espectro de ac¢ao fungicida pois foi capaz de causar a morte
de maior nimero de espécies quando comparado a 2-HC.

Sabe-se que a C. krusei e C. glabrata séo espécies intrinsecamente mais resistente ao
fluconazol quando comparada as outras espécies e por isso, necessitam de maior concentragdo
deste farmaco para inibir seus crescimentos. No entanto, estas duas espécies apresentaram-se
mais sensivel a 2-HC e 3’-HC em relacgdo a C. albicans e C. tropicalis, 0 que nos mostra que
estas moléculas sdo capazes de inibir o crescimento até mesmo de espécies mais resistentes aos
“azois” (ROCHA et al., 2021).

Este dado foi considerado importante pelo nosso grupo de pesquisa pois as espécies
resistentes limitam as possibilidades terapéuticas disponiveis e por isso faz-se necessaria a
pesquisa de novos agentes antifungicos.

Embora a C. albicans e C. tropicalis terem se apresentado mais resistentes a acéo
fungistatica da 2-HC ¢ 3°-HC em relacdo as outras espécies, os valores de CIM obtidos foram
relativamente baixos. Quanto a acdo fungicida, ndo foi observado atividade para 2-HC e para

3’-HC, foi observado somente para C. tropicalis na maior concentragéo testada.

5.1.2 Avaliagdo da citotoxicidade da 2-hidroxichalcona e 3’-hidroxichalcona em cultura
celular monocamada

O ensaio de citotoxicidade in vitro avalia, qualitativa e quantitativamente, as alteracfes
metabdlicas das células em cultura apds sua exposicdo a uma determinada substancia. O
potencial de citotoxicidade € a primeira etapa na avaliacdo da biocompatibilidade e seguranca
de substancias quimicas para uso humano ou animal (ISO 10993). E a caracterizac&o inicial da
biocompatibilidade de substancias que visam aplicacdo na prética clinica.

Nestes ensaios, as células séo colocadas em contato com a substancia a ser estudada e
entdo verifica-se as alteracOes celulares e para isso, sdo frequentemente utilizados corantes
vitais. As células danificadas ndo sdo coradas e assim pode-se diferenciar as células vivas das
danificadas ou mortas. Dessa forma, é possivel avaliar a viabilidade das células utilizando-se
medidas de absorbancias e comparacGes com controles de morte celular e controles de células
100% viaveis (ROGERO et al., 2003).

Para a avaliagdo da citotoxicidade das chalconas hidroxiladas (2-HC e 3’-HC) foi
utilizada a linhagem celular C33A (epitélio de carcinoma cervical uterino). Os resultados

obtidos nestes ensaios estdo demonstrados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12. Resultado da viabilidade celular (%) em relacéo as concentra¢@es de 2-hidroxichalcona em
pug/mL. C33A: Linhagem celular (epitélio de carcinoma cervical uterino).
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Figura 13. Resultado da viabilidade celular (%) em relagdo as concentragdes de 3’-hidroxichalcona em
ng/mL. C33A: Linhagem celular (epitélio de carcinoma cervical uterino).
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No protocolo estabelecido pela 1SO 10993-5 (ISO, 2009), um efeito € considerado
citotdxico quando o dano causado as células reduz mais que 30% da viabilidade celular sendo
assim, a ndo citotoxicidade é observada quando a viabilidade celular estd em pelo menos 70%.
Por isso, a viabilidade celular de 70% foi utilizada neste trabalho como valor minimo para néo

citotoxicidade.
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De acordo com os resultados representados nas Figuras 12 e 13, tanto a 2-HC quanto a
3’-HC apresentaram concentracdo de 9,3 pg/mL como a maior concentragdo na qual nao foi
observado efeito citotdxico, ou seja, minimo de 70% de células viaveis.

Neste trabalho, também foram calculados os Indices de Seletividade (IS). O 1S foi um
parametro utilizado para avaliar o quanto a 2-HC e 3’-HC foram ativas contra as espécies C.
albicans, C. tropicalis e C. krusei sem causar danos a viabilidade das células C33A. Para a
determinacéo do IS, foi necessario calcular a CEso (Concentracdo Efetiva 50% - concentragéo
que reduz a viabilidade celular em 50% quando comparado as células 100% viaveis). O céalculo
da CEsp foi feito utilizando-se o software GraphPad Prism 9.3.1. O IS foi calculado dividindo-
se a CEsp pela CIMgo (Concentragéo Inibitoria Minima 80% para as células fungicas). Para os
calculos dos IS foram utilizados os valores de CIMgo demonstrados na Tabela 6 (item 5.2.1).

Os resultados obtidos das CEsp e dos IS para a 2-HC e 3’-HC estéo representados na
Tabela 5.

Tabela 5. Valores das Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMgo) em pg/mL, Concentracao Efetiva
50% (CEso) em pg/mL e Indices de Seletividade (IS) da 2-hidroxichalcona e 3’-hidroxichalcona para a
espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.

2-hidroxichalcona 3'-hidroxichalcona

CIMgo (pg/mL) CEso (ug/rnL) IS | CIMgo (ug/mL) CEso (pg/mL) IS

C. albicans ATCC 90028 31,25 0,5 31,25 0,4
C. tropicalis ATCC 750 31,25 14,98 0,5 62,50 11,62 0,2
C. krusei ATCC 6258 31,25 0,5 15,63 0,7

A CEso e 0 1S sdo importantes para que se possa ter uma estimativa de janela terapéutica.
Valores de IS acima de 10 sdo indicativos de auséncia de toxicidade enquanto valores abaixo
de 10 sdo indicativos de toxicidade (PROTOPOPOVA et al., 2005).

De acordo com os resultados da Tabela 5, a CEso foi de 14,98 ug/mL para 2-HC e 11,62
ug/mL para 3’-HC. Conforme estes resultados, a 3’-HC mostrou-se mais citotdxica do que a 2-
HC pois foi necessaria uma concentragao menor de 3’-HC para reduzir a viabilidade celular em
50%. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos na avaliacdo da atividade
antiflngica in vitro, nos quais a 3’-HC apresentou melhor atividade fungicida em relagéo a 2-
HC e por isso, também se apresentou mais citotoxica.

Quanto aos IS, todos apresentaram valores menores que 10 e por isso, tem-se indicativo
de toxicidade para as células do hospedeiro tanto com a 2-HC quanto 3’-HC, ou seja, ndo foi

observada toxicidade seletiva pelas células fungicas.
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Uma caracteristica muito importante de um bom agente antimicrobiano é a sua
capacidade de atuar de forma seletiva sobre os microrganismos sem causar danos as células do
hospedeiro. Muitos principios ativos antifungicos atuam ligando-se no ergosterol presente na
membrana das células fungicas e com isso aumentam a sua permeabilidade, o que leva a morte
celular. Sabe-se que o colesterol é um dos componentes presentes na membrana celular dos
mamiferos e é analogo ao ergosterol presente na membrana das células fangicas, por isso a
toxicidade seletiva é dificil de ser atingida.

De acordo com os resultados obtidos, a maior concentra¢ao nao citotoxica foi de 9,3
pg/mL no entanto, as concentragdes inibitérias minimas necessarias para inibir o crescimento
das espécies de Candidas foram maiores que este valor, ou seja, as CIMs obtidas sdo citotoxica
para as células do hospedeiro.

Diante disso, também foram realizados ensaios de atividade antifingica combinatoria e
citotoxicidade das combinagdes propostas neste trabalho. Os ensaios de citotoxicidade das
combinag¢des foram conduzidos com o objetivo de aumentar a atividade antifiingica e reduzir a
citotoxicidade dos principios ativos por meio das combinagdes propostas (aumento da

toxicidade seletiva para as células fungicas).

5.2 Prospeccdo da atividade antifungica in vitro combinatdria e citotoxicidade das

combinacdes

5.2.1 Avaliacdo in vitro da atividade antifungica combinatéria

As terapias antimicrobianas combinadas sdo praticas clinicas muito utilizadas nas quais
combinam-se dois agentes antimicrobianos. Esta pratica apresenta diversas vantagens que
consistem em ampliar o espectro de acdo, melhorar os resultados clinicos (devido ao sinergismo
entre os dois farmacos), reduzir e/ou impedir o surgimento de cepas resistentes e otimizar o uso
dos medicamentos ja existentes resgatando sua efetividade frente as infeccdes e até mesmo,
reduzir as doses necessarias dos antimicrobianos convencionais, o que leva a diminui¢do da
toxicidade e dos efeitos colaterais.

Neste sentido, as terapias combinadas sdo importantes recursos empregados em casos
de infeccBes graves causadas por microrganismos multirresistentes como opg¢ao a monoterapia.
Um estudo de reviséo realizado por Tzouvelekis et al. (2014) demonstrou que quando a terapia

combinada foi utilizada houve aumento da sobrevida em pacientes com infecgdes graves. De
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acordo com Hsieh et al. (1993) a utilizacdo de combinagdes sinérgicas de antimicrobianos sdo
terapias preferenciais para infecgdes graves.

Portanto, neste trabalho foram avaliadas a atividade antifungica in vitro dos compostos
bioativos 2-HC e 3’-HC em combinagdo com fluconazol, clotrimazol e combinados entre si.
Para estes ensaios foram utilizadas as espécies C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC
750 e C. krusei ATCC 6258.

C. tropicalis e C. krusei foram as espécies escolhidas como representante das espécies
ndo-albicans. C. tropicalis apresenta maior prevaléncia na América Latina, sendo a segunda
espécie mais prevalente apds C. albicans. C. krusei, além de também apresentar alta
prevaléncia, € uma espécie intrinsecamente menos sensivel aos antifungicos “azois” (ROCHA
etal., 2021).

Nos ensaios da avaliagdo in vitro da atividade antifungica combinatoria, primeiramente
foram determinadas as porcentagens de inibicdo de cada combinacdo e entdo, foram
considerados somente as combinacdes que apresentaram acima de 80% de inibicdo do
crescimento fungico. Utilizando-se estes pogos nos quais foram observados acima de 80% de
inibicdo, tracou-se uma interface de pocgos de inibicdo do crescimento “desejavel” e “nao
desejavel”.

Posteriormente, foram calculadas as CIFs e os ICIFs de cada pogo da interface. Para
determinar a interacdo existente entre os farmacos combinados, utilizou-se 0 menor valor do
ICIF obtido na interface (método do menor indice).

As Figuras 14 (AeB),15(AeB), 16 (Ae B), 17 (A e B) e 18 (A e B) demonstram 0s
resultados obtidos para a espécie C. albicans na respectiva ordem de combinag@es: 2-HC com
fluconazol, 2-HC com clotrimazol, 3’-HC com fluconazol, 3’-HC com clotrimazol ¢ 3’-HC
com 2-HC.

As Figuras 19 (A e B), 20 (A e B), 21 (A e B), 22 (A e B) e 23 (A e B) demonstram 0s
resultados obtidos com a espécie C. tropicalis, seguindo a mesma ordem de combinagfes. As
Figuras 24 (AeB), 25 (AeB), 26 (AeB), 27 (A e B) e 28 (A e B) demonstram os resultados
obtidos para a espécie C. krusei, também seguindo a mesma ordem de combinacdes.

As figuras representam um esquema da microplaca de 96 pogos sendo que cada
quadrado das figuras representam um poco. Nas figuras com a letra “A”, estdo representadas as
matrizes de inibi¢do dos crescimentos fangicos com as porcentagens de inibi¢do (valores em

negrito) e as concentra¢des dos farmacos nas combinagdes.
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Nas figuras com a letra “B”, estdo demonstrados os pocos das interfaces de inibicdo
crescimento “desejavel” (acima de 80%) e inibi¢do “ndo desejavel” (abaixo de 80% - quadrados

em rosa), as CIFs de cada principio ativo e os ICIFs de cada poco.
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Figura 14. (A): Matriz de porcentagens de inibi¢cdo do crescimento da C. albicans na combinacéo da 2-
HC com fluconazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. :I -Porcentagens
de inibi¢do acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

de fluconazol em pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

10045 | 9680 | 9711 | 9890 | 9096 | 96,60 | 103,76 | 10469 | 106,38 | 10381 | 10474
4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 781 | 1563 | 31,25 | 6250
97,65 | 9499 | 9943 | 9984 | 99,16 | 9931 | 10580 | 107,69 | 11142 | 10407 | 102,09
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
0,06 012 0,24 0,49 0,98 1,95 391 781 | 1563 | 3125 | 6250
9502 [ 9510 | 9819 | 9699 | 9460 | 9512 | 9011 91,93 | 9824
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 391 31,25 | 6250

10216 | 9112 | 9330 | 9388 | 9320 | 87:83 92,00 | 101,47
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,06 012 0,24 0,49 098 1,95 31,25 | 62,50
9271 | 9034 | 96,16 | 8890 | 84,53 99,58 | 98,25
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 31,3 62,5

80,15 96,39 | 100,18

013 0,13 013

0,24 31,25 | 62,50
9522 | 99,74
0,06 0,06
31,25 | 6250

Figura 14. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. albicans na combinagdo da 2-HC com fluconazol. -Porcentagens

de inibicdo abaixo de 80%. |:| -CIF do fluconazol. :l -CIF da 2-HC. l:l -ICIF.

4,00 4,00 4,00
0,25 0,50 1,00
4,25 4,50 5,00
2,00 2,00
0,13 1,00
2,13 3,00
1,00 1,00
0,06 1,00
1,06 2,00
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,002 | 0,004 | 0,01 0,02 0,03 1,00
0,50 0,50 0,51 0,52 0,53 1,50
0,25 0,25
0,01 1,00
0,26 1,25
0,13
1,00
1,13
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Figura 15. (A): Matriz de porcentagens de inibi¢cdo do crescimento da C. albicans na combinacgéo da 2-
HC com clotrimazol. -Porcentagens de inibigdo abaixo de 80%. :l -Porcentagens
de inibi¢&o acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

de clotrimazol pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

101,16 | 9569 | 9620 | 9133 | 9483 | 9828 | 10242 | 10153 | 10554 | 10365 | 93,60
0125 | o125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0,125
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,01 7,81 1563 | 31,25 | 62,50
91,24 | 9538 | 9359 | 8133 | 8730 | 8634 | 8062 | 9857 | 8574 | 9948 [ 99,13
0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0063 | 0,063
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,01 7,81 1563 | 31,25 | 62,50
88,15 | 80,67 81,93 8679 | 8751 | 9587 | 99,66
0031 | 0,031 0,031 0031 | 0031 | 0031 | 0031
0,06 0,12 1,95 7,81 1563 | 31,25 | 62,50
83,25 102,10 | 101,12
0,016 0016 | 0,016
0,06 3125 | 6250

102,89 | 99,60
0,008 | 0,008
31,25 | 6250
96,43 | 99,32
0,004 | 0,004
31,25 | 6250
101,48 | 101,02
0,002 | 0,002
31,25 | 62,50

Figura 15. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. albicans na combinacdo da 2-HC com clotrimazol. -Porcentagens
de inibicio abaixo de 80%. :I -CIF do clotrimazol. |:| -CIF da 2-HC. l:l -
ICIF.
200 | 200 [ 200 | 200 | 200 [ 200 | 200
0,004 | 001 [ 002 [ 003 | 006 | 013 | 025
2,00 | 200 | 201 | 203 | 206 | 212 | 2,25
1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 1,00
0,002 | 0,004 0,06 025 | 050 [ 1,00
1,00 | 1,00 1,06 1,25 | 150 | 2,00
0,50 0,50
0,002 1,00
0,50 1,50
0,25
1,00
1,25
0,12
1,00
1,12
0,06
1,00
1,06
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Figura 16. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. albicans na combinacdo da
3’-HC com fluconazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. -
Porcentagens de inibi¢do acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). |:| -

Concentracdo de fluconazol em pg/mL. -Concentracdo da 3°-HC em pg/mL.

91,00 | 8994 | 9035 | 8823 | 9371 | 9204 | 9711 | 9679 | 9964 | 9869 | 97,35
400 | 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
006 | 012 0,24 0,49 0,98 1,95 391 7,81 1563 | 31,25 | 62,50
91,55 | 9458 | 9366 | 9220 | 9153 | 9871 | 10054 | 101,33 | 101,08 | 102,04 | 102,18
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
006 | 012 0,24 0,49 098 1,95 391 7,81 1563 | 31,25 | 62,50
90,50 | 9257 | 9115 | 8937 | 9337 | 8636 | 8818 80,17 | 100,28 | 100,89
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
006 | 012 0,24 0,49 098 1,95 391 1563 | 31,25 | 6250
99,02 | 89,08 | 10055 112,98 | 8368 80,11 | 10075 | 101,41
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
006 | 012 0,24 0,98 1,95 1563 | 31,25 | 62,50
87,06 | 87,77 | 8405 | 84,00 91,56 | 93,25 | 86,55
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 025 025
006 | 012 0,24 0,49 1563 | 31,25 | 6250
10242 | 8541
013 013
31,25 | 6250
8804 | 102,04 | 100,97
0,06 0,06 0,06
1563 | 31,25 | 62,50

Figura 16. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. albicans na combinagdo da 3’-HC com fluconazol. :l -Porcentagens

de inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF do fluconazol. :I -CIF da 3’-HC. l:l -

ICIF.

4,00 4,00 4,00

0,13 0,25 0,50

4,13 4,25 4,50

2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,50

2,01 2,02 2,03 2,06 2,13 2,50

1,00 1,00 1,00 1,00

0,01 0,03 0,06 0,50

1,01 1,03 1,06 1,50
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,002 | 0,004 0,01 0,02 0,50 1,00
0,50 0,50 0,51 0,52 1,00 1,50
0,25
1,00
1,25
0,13 0,13
0,50 1,00
0,63 1,13
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Figura 17. (A): Matriz de
3’-HC com clotrimazol. |

78

porcentagens de inibicdo do crescimento da C. albicans na combinacdo da
-Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. -

Porcentagens de inibi¢do acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). |:| -

Concentracdo de clotrimazol em pg/mL.

-Concentracao da 3’-HC em pg/mL.

86,95 94,06 90,10
0,125 0,125 0,125
0,06 0,12 0,24

87,13 89,75 92,91 92,12 95,26 90,74 98,21 97,81
0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
0,49 0,98 1,95 391 7,81 15,63 31,25 62,50

80,18 86,99 88,31
0,063 0,063 0,063
0,06 0,12 0,24

88,01 86,62 91,38 86,65 81,98 99,12 98,69
0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063 0,063
0,49 0,98 1,95 391 15,63 31,25 62,50

80,33 83,19
0,031 0,031
0,06 0,12

87,01 99,26 98,41
0,031 0,031 0,031
15,63 31,25 62,50

83,46 97,30 96,92
0,016 0,016 0,016
15,63 31,25 62,50

86,14 98,22 95,95
0,008 0,008 0,008
15,63 31,25 62,50

80,87 97,27 97,29
0,004 0,004 0,004
15,63 31,25 62,50

88,03 97,65 94,79
0,002 0,002 0,002
15,63 31,25 62,50

Figura 17. (B): Interface e

ntre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. albicans na combinacéo da 3’-HC com clotrimazol. :I -Porcentagens

de inibicéo abaixo de 80%. I:l -CIF do clotrimazol. I:I -CIF da 3°-HC. l:l -

ICIF.

3,99 3,99 3,99
0,13 0,25 0,50
4,12 4,24 4,49

0,004 0,0
2,00 2,0

2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

1 0,02 0,03 0,06 0,13 0,50
0 2,01 2,03 2,06 2,12 2,50

1,00 1,00
0,002 | 0,004
1,00 1,00

1,00
0,50
1,50

0,50
0,50
1,00

0,25
0,50
0,75

0,12
0,50
0,62

0,06
0,50
0,56
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Figura 18. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. albicans na combinacdo da
3’-HC com 2-HC. -Porcentagens de inibigéo abaixo de 80%. I:l -Porcentagens de

inibicdo acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). |:| -Concentracédo da

3’-HC em pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

90,37 | 93,94 | 9477 | 9688 | 9391 [ 9322 | 97,18 | 9652 [ 96,09 96,53 94,17
3125 | 31,25 | 31,25 | 3125 | 3125 | 31,25 | 3125 | 31,25 | 31,25 31,25 31,25
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
9422 | 9437 | 9494 | 97,74 | 9580 | 10456 | 98,72 | 9854 | 97,08 97,01 95,52
1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563 15,63 15,63 15,63
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
8059 | 93,65 | 96,16 96,73 94,00
7,81 7,81 7,81 7,81 7,81
3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
93,49 93,69 95,17
3,91 3,01 3,01
15,63 31,25 62,50
87,60 91,11 92,61
1,95 1,95 1,95
15,63 31,25 62,50
83,23 91,29 89,50

0,98 0,98 0,98
15,63 31,25 62,50
89,24 91,99
0,49 0,49
31,25 62,50

Figura 18. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%% e crescimento nao desejavel
(abaixo de 80%) para C. albicans na combinagdo da 3’-HC com 2-HC. -Porcentagens de

inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF da 3’-HC. I:l -CIF da 2-HC. I:l -ICIF.

0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,002 | 0,004 | 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13
0,50 0,50 0,51 0,52 0,53 0,56 0,63
0,25 0,25 0,25
0,13 0,25 0,50
0,38 0,50 0,75

0,13

0,50

0,63

0,06

0,50

0,56

0,03 0,03

0,50 1,00

0,53 1,03
0,02
1,00
1,02
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Figura 19. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. tropicalis na combinacéo da
2-HC com fluconazol. -Porcentagens de inibigdo abaixo de 80%. -Porcentagens

de inibicdo acima de 80% (valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

de fluconazol em em pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mlL.
9092 | 87,70 | 91,14 | 91,18 | 9362 | 9265 | 8045 80559 | 8331
4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 31,25 | 6250
8590 | 81,82 | 8975 | 89,94 | 92,94 81,36 | 84,09
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 31,25 | 6250
9020 | 8896 | 91,22 | 89,30 80,13 | 81,92
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,06 0,12 0,24 0,49 31,25 | 6250
88,36 | 8895 80,69 | 84,96
0,50 0,50 0,50 0,50
0,06 0,12 31,25 | 6250
8435 | 8516
0,25 0,25
31,25 | 6250
8251 | 86,69
0,13 0,13
31,25 | 62,50
8345 | 8589
0,06 0,06
31,25 | 6250

Figura 19. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. tropicalis na combinacéo da 2-HC com fluconazol. -Porcentagens

de inibicdo abaixo de 80%. |:| -CIF do fluconazol. :I -CIF da 2-HC. l:l -ICIF.

8,00 8,00 8,00 8,00
0,03 0,06 0,13 1,00
8,03 8,06 8,13 9,00
4,00 4,00 4,00
0,02 0,03 1,00
4,02 4,03 5,00
2,00 2,00 2,00 2,00
0,00 0,01 0,02 1,00
2,00 2,01 2,02 3,00
1,00 1,00 1,00
0,002 | 0,004 1,00
1,00 1,00 2,00
0,50
1,00
1,50
0,25
1,00
1,25
0,13
1,00
1,13
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Figura 20. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. tropicalis na combinacdo da
2-HC com clotrimazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. -
Porcentagens de inibi¢do acima de 80% Evalores em negrito/média de trés experimento). |:| -

Concentracdo do clotrimazol em pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

91,54 93,57 94,28 92,64 83,40 91,20
0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13
0,06 0,12 0,24 0,49 31,25 62,50
86,67 87,48 80,66 87,42 95,23
0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
0,06 0,12 0,49 31,25 62,50
81,19 93,73

0,03 0,03

31,25 62,50

83,11 93,71

0,02 0,02

31,25 62,50

86,36 92,56

0,01 0,01

31,25 62,50

82,22 93,19

0,004 0,004

31,25 62,50

80,59 89,15 92,28

0,002 0,002 0,002

15,63 31,25 62,50

Figura 20. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel
(abaixo de 80%) para C. tropicalis na combinacéo da 2-HC com clotrimazol. -Porcentagens

de inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF do clotrimazol. I:I -CIF da 2-HC. l:l -
ICIF.

4,00 4,00 4,00 4,00
0,004 0,01 0,02 1,00
4,00 4,01 4,02 5,00
2,00 2,00 2,00 2,00
0,002 | 0,004 0,02 1,00
2,00 2,00 2,02 3,00
1,00
1,00
2,00
0,50
1,00
1,50
0,25
1,00
1,25
0,12
1,00
1,12
0,06 0,06
0,50 1,00
0,56 1,06
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Figura 21. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. tropicalis na combinacdo da
3’-HC com fluconazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. -
Porcentagens de inibi¢do acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). |:| -

Concentracdo do fluconazol em pg/mL. -Concentracdo da 3’-HC em pg/mL.

95,46 89,81 89,91 88,31 90,55 88,11 80,55 82,82 91,83
4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 31,25 62,50

100,58 95,77 89,65 90,48 89,74 85,44 80,95 91,12
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 31,25 62,50

89,54 90,15 87,95 88,94 92,27
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

0,06 0,12 0,24 0,49 62,50

83,68 89,01 88,10 84,28 82,30 91,08
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50

0,06 0,12 0,24 0,49 31,25 62,50

89,51 86,15 90,03
0,25 0,25 0,25

0,06 31,25 62,50

80,93 90,45

0,13 0,13

31,25 62,50

92,24

0,06

62,50

Figura 21. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. tropicalis na combinacédo da 3°-HC com fluconazol. -Porcentagens
de inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF do fluconazol. :l -CIF da 3’-HC. l:l -
ICIF.
8,00 | 8,00 8,00
0,031 | 0,063 0,50
8,03 | 8,6 8,50
4,00 | 400 | 4,00 4,00 | 4,00
0,008 | 0,016 | 0,031 0550 | 1,00
4,01 | 4,02 | 4,03 4,50 | 5,00
2,00 2,00
0,008 1,00
2,01 3,00
1,00 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00
0,001 | 0,002 | 0,004 | 0,008 0550 | 1,00
1,00 1,00 | 1,00 1,01 1,50 | 2,00
0,50 0,50
0,001 0,50
0,50 1,00
025 | 025
0,50 | 1,00
0,75 | 1,25
0,13
1,00
1,13
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Figura 22. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. tropicalis na combinacdo da
3’-HC com clotrimazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. -

Porcentagens de inibi¢do acima de 80% Evalores em negrito/média de trés experimento). |:| -

Concentracdo do clotrimazol em pg/mL. -Concentragdo da 3’-HC em pg/mL.

92,10 92,91 89,29 89,14
0,13 0,13 0,13 0,13
0,06 0,12 0,24 62,50

88,85
0,06
62,50
88,74
0,03
62,50
89,35
0,02
62,50
89,09
0,01
62,50
89,50
0,004
62,50
88,74
0,002
62,50

Figura 22. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel
(abaixo de 80%) para C. tropicalis na combinacdo da 3’-HC com clotrimazol. i
Porcenta%ens de inibicdo abaixo de 80%. I:I -CIF do clotrimazol. :I -CIF da 3’-HC.

-ICIF.
3,99 3,99 3,99 3,99
0,001 | 0,002 | 0,004 1,00
3,99 4,00 4,00 4,99
2,00
1,00
3,00
1,00
1,00
2,00
0,50
1,00
1,50
0,25
1,00
1,25
0,12
1,00
1,12
0,06
1,00
1,06

Ligia de Souza Fernandes




Resultados e discussdes

84

Figura 23. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. tropicalis na combinacdo da
3’-HC com 2-HC.

-Porcentagens de inibigéo abaixo de 80%.

inibicdo acima de 80% (valores em negrito/média de trés experimento).

3’-HC em pg/mL.

—

-Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

-Porcentagens de

-Concentracédo da

99,58 96,73 98,34 101,47 99,45 98,82 102,49 98,15 99,20 98,73 95,13
31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
82,36 88,07 96,66 97,01 96,60

15,63 15,63 15,63 15,63 15,63

3,91 7,81 15,63 31,25 62,50

83,26 92,14 95,09

7,81 7,81 7,81

15,63 31,25 62,50

85,48 95,18

391 391

31,25 62,50

87,71

1,95

62,50

84,39

0,98

62,50

85,92

0,49

62,50

Figura 23. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. tropicalis na combinag&o da 3’-HC com 2-HC.
inibicdo abaixo de 80%. :l -CIF da 3’-HC.

-Porcentagens de

-CIF da 2-HC. -ICIF.
1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
0,001 | 0,002 | 0004 | 001 | 002 | 003 | 006
1,00 | 1,00 | 100 | 1,01 | 102 | 103 | 1,06
050 | 050 | 050
006 | 013 | 025
056 | 063 | 075
025 | 025
025 | 050
050 | 075
013 | 013
050 | 1,00
063 | 113
0,06
1,00
1,06
0,03
1,00
1,03
0,02
1,00
1,02
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Figura 24. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. krusei na combinacéo da 2-
HC com fluconazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. :I -Porcentagens

de inibi¢&o acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

do fluconazol em pg/mL. -Concentracédo da 2-HC em pg/mL.

101,44 | 10051 | 10325 | 99,89 | 10,1,33 | 91,10 | 102,93 | 10340 | 10427 | 101,33 | 101,13
32,00 | 3200 | 3200 | 3200 | 3200 | 3200 | 3200 [ 3200 | 3200 | 3200 [ 3200
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 1563 | 31,25 | 6250
96,37 | 9813 | 9505
16,00 | 16,00 | 16,00
1563 | 31,25 | 6250
9545 | 9819 | 102,01
8,00 8,00 8,00
1563 | 31,25 | 6250
93,94 | 91,17 | 9826
4,00 4,00 4,00
1563 | 31,25 | 6250
87,39 | 9365 | 100,00
2,00 2,00 2,00
1563 | 31,25 | 6250
84,95 | 9508 | 9831
1,00 1,00 1,00
1563 | 31,25 | 6250
92,14 | 99,15 | 102,78
0,50 0,50 0,50
1563 | 31,25 | 6250

Figura 24. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. krusei na combinacdo da 2-HC com fluconazol. I:l -Porcentagens de

inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF do fluconazol. I:l -CIF da 2-HC. |:| -ICIF.

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,002 | 0,00 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00
1,00 1,00 1,01 1,02 1,03 1,06 1,13 1,25 1,50 2,00 3,00
0,50 0,50 0,50
0,50 1,00 2,00
1,00 1,50 2,50
0,25 0,25 0,25
0,50 1,00 2,00
0,75 1,25 2,25
0,13 0,13 0,13
0,50 1,00 2,00
0,63 1,13 2,13
0,06 0,06 0,06
0,50 1,00 2,00
0,56 1,06 2,06
0,03 0,03 0,03
0,50 1,00 2,00
0,53 1,03 2,03
0,02 0,02 0,02
0,50 1,00 2,00
0,52 1,02 2,02
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Figura 25. (A): Matriz de porcentagens de inibicdo do crescimento da C. krusei na combinacéo da 2-
HC com clotrimazol. -Porcentagens de inibigdo abaixo de 80%. :l -Porcentagens
de inibi¢&o acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

do clotrimazol em pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

10121 | 9961 | 9228 | 9966 | 9989 | 9526 | 9539 [ 9595 | 9856 | 101,78 | 99,01
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,06 012 0,24 0,49 0,98 1,95 391 781 | 1563 | 31,25 | 62,50
9981 | 10675 | 9682 | 9699 | 9825 | 9566 | 97,88 | 9329 | 9538 | 99,36 | 10154
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0,06 012 0,24 0,49 0,98 1,95 391 781 | 1563 | 31,25 | 62,50
92,95 | 85,12 87,73 | 85,36 96,24 | 10041
013 013 013 013 013 013
0,06 0,12 0,49 0,98 31,25 | 62,50
9742 | 101,44
0,06 0,06
31,25 | 62,50
9557 | 99,78
0,03 0,03
31,5 | 62,50
9852 | 99,36
0,02 0,02
31,25 | 62,50
96,80 | 10042
0,01 0,01
31,25 | 62,50

Figura 25. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. krusei na combinagdo da 2-HC com clotrimazol. -Porcentagens
de inibicdo abaixo de 80%. :l -CIF do clotrimazol. |:| -CIF da 2-HC. l:l -
ICIF.
4,00 | 400 | 400 | 400 [ 400 | 400 [ 400 | 400 [ 400 [ 400 | 4,00
0,002 | 0,004 [ 001 | 002 [ 003 | 006 | 013 | 025 [ 050 | 1,00 | 2,00
4,00 | 400 | 401 | 402 | 403 | 406 | 413 | 425 | 450 [ 500 | 6,00
2,00 | 200 [ 200 | 200 [ 200 | 200 [ 200 | 200 [ 200 [ 200 | 200
0,002 | 0,004 [ 001 | 002 [ 003 | 006 | 013 | 025 | 050 [ 1,00 | 2,00
2,00 | 200 | 201 | 202 | 203 | 206 | 213 | 225 | 250 | 3,00 | 4,00
1,00 | 1,00 1,04 | 1,04 1,04 | 1,04
0,002 | 0,004 0,02 | 0,03 1,00 | 2,00
1,00 | 1,00 1,06 | 1,07 2,04 | 3,04
0550 | 0,50
1,00 | 2,00
1,50 | 250
025 | 0,25
1,00 | 2,00
1,25 | 2,25
012 | 012
1,00 | 2,00
1,12 | 2,12
0,06 | 0,06
1,00 | 2,00
1,06 | 2,06
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Figura 26. (A): Matriz de porcentagens de inibi¢do do crescimento da C. krusei na combinacéo da 3°-
HC com fluconazol. -Porcentagens de inibicdo abaixo de 80%. :I -Porcentagens

de inibi¢&o acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

do fluconazol em pg/mL. -Concentracdo da 3’-HC em pg/mL.

101,36 98,26 99,97 96,92 93,85 87,70 82,78 95,44 100,43 | 102,80 97,45
32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50

84,95 100,62 99,05
16,00 16,00 16,00
15,63 31,25 62,50

86,13 98,68 100,45
8,00 8,00 8,00
15,63 31,25 62,50

88,64 99,38 101,52
4,00 4,00 4,00
15,63 31,25 62,50

82,29 98,54 98,62
2,00 2,00 2,00
15,63 31,25 62,50

83,43 98,03 97,49
1,00 1,00 1,00
15,63 31,25 62,50

82,76 100,88 97,24
0,50 0,50 0,50
15,63 31,25 62,50

Figura 26. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento nao desejavel

(abaixo de 80%) para C. krusei na combinacdo da 3’-HC com fluconazol. -Porcentagens
de inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF do fluconazol. :l -CIF da 3’-HC. l:l -
ICIF.

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,004 | 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00
1,00 1,01 1,02 1,03 1,06 1,13 1,25 1,50 2,00 3,00 5,00
0,50 0,50 0,50
1,00 2,00 4,00
1,50 2,50 4,50
0,25 0,25 0,25
1,00 2,00 4,00
1,25 2,25 4,25
0,13 0,13 0,13
1,00 2,00 4,00
1,13 2,13 4,13
0,06 0,06 0,06
1,00 2,00 4,00
1,06 2,06 4,06
0,03 0,03 0,03
1,00 2,00 4,00
1,03 2,03 4,03
0,02 0,02 0,02
1,00 2,00 4,00
1,02 2,02 4,02
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Figura 27. (A): Matriz de porcentagens de inibi¢do do crescimento da C. krusei na combinacéo da 3°-
HC com clotrimazol. -Porcentagens de inibigdo abaixo de 80%. :l -Porcentagens

de inibi¢&o acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). :I -Concentracédo

do clotrimazol em pg/mlL. -Concentracdo da 3’-HC em pg/mL.
98,78 | 101,76 | 100,30 | 100,89 | 98,76 | 10124 | 101,44 | 99,09 | 101,46 | 99,68 | 96,39

0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
99,71 98,76 100,09 | 105,70 | 101,12 99,69 100,01 89,95 101,44 | 101,44 | 101,32
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
100,20 98,01 101,23 93,81 98,11 89,14 97,59 101,13 | 100,94
0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 15,63 31,25 62,50
102,17 99,88 99,33

0,06 0,06 0,06

15,63 31,25 62,50
101,86 99,13 101,34
0,03 0,03 0,03
15,63 31,25 62,50
98,53 98,02 101,17
0,02 0,02 0,02
15,63 31,25 62,50
81,27 101,37 101,29 | 102,85
0,01 0,01 0,01 0,01
7,81 15,63 31,25 62,50

Figura 27. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%) e crescimento ndo desejavel

(abaixo de 80%) para C. krusei na combinagéo da 3’-HC com clotrimazol. -Porcentagens
de inibicdo abaixo de 80%. I:l -CIF do clotrimazol. |:| -CIF da 3’-HC. :I -
ICIF.

4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
0,004 | 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00
4,00 4,01 4,02 4,03 4,06 4,13 4,25 4,50 5,00 6,00 8,00
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
0,004 | 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00
2,00 2,01 2,02 2,03 2,06 2,13 2,25 2,50 3,00 4,00 6,00

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,04 1,04 1,04
0,004 | 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 1,00 2,00 4,00
1,00 1,01 1,02 1,03 1,06 1,13 2,04 3,04 5,04

0,50 0,50 0,50
1,00 2,00 4,00
1,50 2,950 4,50
0,25 0,25 0,25
1,00 2,00 4,00
1,25 2,25 4,25
0,12 0,12 0,12
1,00 2,00 4,00
1,12 2,12 4,12
0,06 0,06 0,06 0,06
0,50 1,00 2,00 4,00
0,56 1,06 2,06 4,06
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Figura 28. (A): Matriz de porcentagens de inibi¢do do crescimento da C. krusei na combinacéo da 3°-
HC com 2-HC. -Porcentagens de inibigdo abaixo de 80%. I:I -Porcentagens de

inibicdo acima de 80% %valores em negrito/média de trés experimento). |:| -Concentracédo da

3’-HC em pg/mL. -Concentracdo da 2-HC em pg/mL.

92,18 | 9596 | 9931 | 9960 | 9247 | 97,85 | 99,60 | 100,18 | 99,75 | 10396 | 94,94
3125 | 3125 | 3125 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 3125 | 3125 | 3125 | 31,25 | 31,25
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,01 7,81 1563 | 31,25 | 6250
9378 | 9494 | 9698 | 9975 | 959 | 9858 | 101,20 | 104,11 | 102,22 | 10513 | 10295
1563 | 1563 | 1563 | 15,63 1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563 | 1563

0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50
85,20 94,07 101,05 | 102,07 | 10091
7,81 7,81 7,81 7,81 7,81

391 7,81 15,63 31,25 62,50
88,84 102,80 | 105,56 | 100,62
391 391 391 391
7,81 15,63 31,25 62,50
94,51 97,56 101,93
1,95 1,95 1,95
15,63 31,25 62,50
94,07 101,78 | 100,91
0,98 0,98 0,98
15,63 31,25 62,50
98,73 100,91 | 101,49
0,49 0,49 0,49
15,63 31,25 62,50

Figura 28. (B): Interface entre crescimento “desejavel” (acima de 80%% e crescimento nao desejavel
(abaixo de 80%) para C. krusei na combinagdo da 3’-HC com 2-HC. -Porcentagens de

inibicdo abaixo de 80%. :I -CIF da 3’-HC. I:l -CIF da 2-HC. |:| -ICIF.

2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
0,002 0,00 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00
2,00 2,00 2,01 2,02 2,03 2,06 2,13 2,25 2,50 3,00 4,00
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,002 0,00 0,01 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00
1,00 1,00 1,01 1,02 1,03 1,06 1,13 1,25 1,50 2,00 3,00
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,13 0,25 0,50 1,00 2,00
0,63 0,75 1,00 1,50 2,50
0,25 0,25 0,25 0,25
0,25 0,50 1,00 2,00
0,50 0,75 1,25 2,25
0,12 0,12 0,12
0,50 1,00 2,00
0,62 1,12 2,12
0,06 0,06 0,06
0,50 1,00 2,00
0,56 1,06 2,06
0,03 0,03 0,03
0,50 1,00 2,00
0,53 1,03 2,03
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Para determinar a interagdo existente entre as combinagdes dos principios ativos foi
utilizado o menor ICIF da interface de inibi¢do de crescimento “desejavel” e “ndo desejavel”

(método do menor ICIF). Os resultados apresentados acima estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo da atividade in vitro combinatdria para cada

combinacdo testada, utilizando-se as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.

CIMgFCZ CIMgFCZ CIF CIMg2-HC CIMg2-HC  CIF 2- ICIE
(individual) (combinacdo) FCZ (individual) (combinagdo) HC
9-HC com FCZ C. albicans 0,50 0,13 0,25 31,25 0,24 0,01 0,3
C. tropicalis 0,50 0,50 1,00 31,25 0,06 0,002 1,0
C. krusei 32,00 0,50 0,02 31,25 15,63 0,50 0,5
CIMg CTZ CIMgCTZ CIF CIMsg 2-HC ClMgo 2-HC CIF 2- ICIF
(individual) (combinacdo) CTZ (individual) (combinagdo) HC
2-HC com CTZ C. albicans 0,03 0,02 0,50 31,25 0,06 0,002 05
C. tropicalis 0,03 0,002 0,06 31,25 15,63 0,50 0,6
C. krusei 0,13 0,13 1,00 31,25 0,06 0,002 1,0
CIMgFCZ CIMgFCZ CIF CIMg3-HC CIMg3-HC CIF3'*- ICIF
(individual) (combinagdo) FCZ (individual) (combinagdo) HC
3-HC com FCZ C. albicans 0,50 0,25 0,50 31,25 0,06 0,002 0,5
C. tropicalis 0,50 0,25 0,50 62,50 0,06 0,001 0,5
C. krusei 32,00 32,00 1,00 15,63 0,06 0,00 1,0
CIMg CTZ CIMgCTZ CIF CIMg 3-HC CIMg3-HC CIF3'- ICIF
(individual) (combinacdo) CTZ (individual) (combinag&o) HC
3-HC com CTZ C. albicans 0,03 0,002 0,06 31,25 15,63 0,50 0,6
C. tropicalis 0,03 0,002 0,06 62,50 62,50 1,00 11
C. krusei 0,13 0,01 0,06 15,63 781 0,50 0,6
CIMgo 3'-HC ClMg 3'-HC %I.!: CIMgo 2-HC  CIMg 2-HC  CIF 2- ICIF
(individual)  (combinag&o) HC (individual)  (combinagéo) HC
3'-HC com 2-HC C. albicans 31,25 7,81 0,25 31,25 3,91 0,13 0,4
C. tropicalis 31,25 7,81 0,25 62,50 15,63 0,25 0,5
C. krusei 15,63 3,91 0,25 31,25 7,81 0,25 0,5
*2-HC: 2-hidroxichalcona; 3’-HC: 3’-hidroxichalcona; FCZ: fluconazol; CTZ: clotrimazol. CIF:

Concentragio Inibitoria Fracionada. ICIF: indice da Concentragio Inibitoria Fracionada. ClMso:
Concentracdo Inibitéria Minima 80% em pg/mL dos principios ativos individuais e quando combinados.

A partir dos valores dos ICIFs demostrados na Tabela 6, foi possivel determinar o tipo
de interagdo existente entre as combinacdes realizadas neste trabalho. A Tabela 7 mostra as
combinag0es e as interagdes obtidas (SADER; HUYNH; JONES, 2003).
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Tabela 7. Tipos de interagdes obtidas nos ensaios de atividade antifungica combinatdria nas diferentes
combinacgdes dos principios ativos.

Combinacdes C. albicans C. tropicalis C. krusei
2-hidroxichalcona + fluconazol Sinergismo Aditiva Sinergismo
2-hidroxichalcona + clotrimazol Sinergismo Sinergismo parcial Aditiva
3'-hidroxichalcona + fluconazol Sinergismo Sinergismo Aditiva
3'-hidroxichalcona + clotrimazol Sinergismo parcial Indiferente Sinergismo parcial

2-hidroxichalcona + 3'-hidroxichalcona Sinergismo Sinergismo Sinergismo

De acordo com os resultados obtidos, todas as combinagdes apresentaram concentragdes
dos principios ativos combinados capazes de inibir no minimo 80% do crescimento fangico e
ainda, nenhuma dessas combinagfes apresentaram efeito antagbnico, ou seja, todas as
combinacg6es avaliadas podem ser utilizadas contra as espécies C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei e, provavelmente, estas combinagdes também poderiam ser utilizadas contra outras
espécies do género Candida.

Mesmo diante da atividade antifungica de todas as combinacGes estudadas, algumas
foram consideradas mais adequadas e outras menos adequadas, de acordo com o tipo de
interacdo existente.

Quanto as interacdes entre os principios ativos que foram combinados, a combinagéo da
3’-HC com 2-HC apresentou os menores ICIFs, conforme descrito na Tabela 6. De acordo com
a Tabela 7, essa combinacdo apresentou atividade sinérgica com o maior espectro de acdo, em
relacdo as outras combinacgdes, pois foi observado efeito sinérgico contra as 3 espécies de
Candida estudadas. Por isso, este resultado foi considerado importante e também a melhor
combinacdo estudada. Levando em consideracdo a importancia clinica da C. albicans, o
aumento da incidéncia das espécies ndo-albicans e a resisténcia intrinseca destas espécies aos
“azois”, esta combinagdo mostrou-se promissora.

Outra combinacao interessante foi da 2-HC com fluconazol e 3’-HC com fluconazol.
Embora na combinacdo 2-HC com fluconazol para C. tropicalis e 3’-HC com fluconazol para
C. krusei ndo foi observado efeito sinérgico, a interacdo entre estes 0s principios ativos foram
aditivas. As interacdes aditivas sdo aquelas nas quais o efeito resultante é a soma dos efeitos
individuais. O sinergismo ocorre quando o efeito gerado € superior a aditividade. Sendo assim,
a inibicao do crescimento fangico foi devido a somatdria das atividades antifungicas individuais
da 2-HC ou 3’-HC com fluconazol. Entéo, a 2-HC com fluconazol e 3’-HC com fluconazol
foram consideradas combinac¢des adequadas porque também foi capaz de atuar contra as trés

espécies de Candida estudadas.
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As combinagdes 2-HC com clotrimazol e 3’-HC com clotrimazol ndo apresentaram as
interacfes mais vantajosas. A 3’-HC com clotrimazol foi a Unica combinagdo que apresentou
efeito indiferente, embora a interacdo indiferente ndo signifique falta de atividade antifungica.

Vale ressaltar que todas as combinacgdes apresentaram efeito sinérgico/parcialmente
sinérgico contra a C. albicans, que é o principal agente etioldgico da CVV.

Sugerimos que o mecanismo de a¢do provavel nas combina¢fes das hidroxichalconas
(apolares) com fluconazol (polar) podem apresentar atividade sinergica por possivelmente
agirem em alvos comuns, como por exemplo na passagem pela membrana e parede celular.
Nestes casos, podem ocorrer abertura de poros pela repulséo de cargas causando o afastamento
dos lipidios presentes nas membranas e consequentemente, aumento da permeabilidade das
membranas e fluidez das moléculas polares para o interior da célula fungica.

Por outro lado, um provavel mecanismo de acdo da combinacdo de moléculas apolares,
como 2-HC com 3’-HC e estas com clotrimazol, pode ocorrer devido a combinagdo quimica
por interacBes moleculares em alvos comuns ou separadamente em dois alvos simultaneos. Um
dos anéis fendlicos das hidroxichalconas combinadas podem se projetar para o interior do
citoplasma das células e causar danos significativos apresentando atividade fungicida. Ent&o
nos casos de combinagdes destas com fluconazol ou com clotrimazol uma das cabegas fendlicas
poderiam entrar e potencializar o efeito das moléculas simultaneamente.

Além de serem utilizadas para ampliar o espectro de acdo, as terapias antimicrobianas
combinadas podem ser utilizadas para reduzir a concentracdo de farmacos com elevada
toxicidade mantendo sua eficacia terapéutica. Diante disso, também foram avaliadas as
reducdes das CIMs dos principios ativos combinados em relagdo a CIM individual de cada um

e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Redugdo da CIM do fluconazol, clotrimazol, 2-HC e 3’-HC nas combinagdes para as espécies
C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.

C. albicans C. tropicalis C. krusei
FCz CIM/4 Né&o reduziu CIM/64
FCZ + 2-HC 2-HC CIM/130 CIM/512 CIM/2
Interacéo SIN AD SIN
FCZ CIM/2 CIM/2 Né&o reduziu
FCZ + 3'-HC 3-HC CIM/512 CIM/1024 CIM/260,4
Interacéo SIN SIN AD
CTz CIM/2 CIM/16 Né&o reduziu
CTZ + 2-HC 2-HC CIM/512 CIM/2 CIM/512
Interacéo SIN SIN PARCIAL AD
CTz CIM/16 CIM/16 CIM/16
CTZ +3-HC 3-HC CIM/2 Né&o reduziu CIM/2
Interagdo SIN PARCIAL IND SIN PARCIAL
2-HC CIM/8 CIM/4 CIM/4
2-HC + 3'-HC 3-HC CImM/4 CIM/4 CIM/4
Interacéo SIN SIN SIN

FCZ: fluconazol; CTZ: clotrimazol, 2-HC: 2-hidroxichalcona; 3’-HC: 3’-hidroxichalcona. SIN:
sinergismo; SIN PARCIAL: sinergismo parcial; AD: aditiva; IND: indiferente.

A reducdo da CIM é uma caracteristica das interacdes sinérgicas. Além de determinar o
tipo de interacdo existente entre os principios ativos combinados, a avaliacdo da reducdo da
CIM é importante. Como ja citado anteriormente, um dos objetivos de se utilizar terapias
antimicrobianas combinadas consiste em reduzir os efeitos colaterais causados pelos farmacos
na monoterapia. Resgatar as atividades farmacoldgicas de farmacos ja existentes, reduzir seus
efeitos colaterais e manter a eficacia terapéutica e o espectro de acdo, é uma abordagem muito
interessante. Por isso, a avaliagdo da reducéo das CIMs contribuiu para que sejam escolhidas
as combinag6es que atendem estes objetivos.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, na combinacdo do fluconazol
com 3’-HC e clotrimazol com 3’-HC, houve redugdo da CIM do fluconazol e do clotrimazol
respectivamente e nas trés espécies de Candida estudadas. Considerando que o clotrimazol é
um farmaco que apresenta elevada toxicidade, a redugdo da CIM em 16 vezes quando
combinado com a 3’-HC pode ser uma estratégia terapéutica interessante.

Para a 2-HC foram observadas redugdes drasticas das CIMs quando combinadas com

fluconazol ou clotrimazol nas trés especies de Candida. No entanto, para a 3’-HC com
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fluconazol ndo houve reducéo das CIM para C. krusei e 3’-HC com clotrimazol ndo houve
reducdo das CIM para C. tropicalis.

A combinacédo da 2-HC com 3’HC foi a Unica que apresentou reducdo das CIMs dos
dois principios ativos para as trés espéecies de Candida.

Apos a avaliacdo das atividades antifungicas combinatdrias foram realizados ensaios de

citotoxicidade das mesmas combinagdes.

5.2.2 Avaliacdo da citotoxicidade das combinacgtes

Com o objetivo de avaliar a toxicidade das combinacdes propostas também foram
realizados ensaios avaliacdo da citotoxicidade dessas combinagdes, utilizando-se a linhagem
celular C33A. As Figuras 29, 30, 31, 32 e 33 demonstram os resultados obtidos com as
combinag6es: 2-HC com fluconazol, 2-HC com clotrimazol, 3°-HC com fluconazol, 3’-HC com

clotrimazol e 3°-HC com 2-HC, respectivamente.
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Figura 29. Resultados da citotoxicidade da combinagdo da 2-HC com fluconazol. Valores em negrito:
porcentagem de viabilidade celular (dados normalizados). (Azul): concentracGes de fluconazol em
g/mL. (Verde): concentracdes de 2-HC em pg/mL.

100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 98,82 | 98,73 | 100,00 | 94,09 | 39,02 [ 0,00 0,00
4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0

40 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 [ 62,50

94,61 | 95,17 | 89,05 | 84,92 | 92,39 | 85,32 | 98,27 | 85,56 | 83,07 | 39,59 | 0,00 0,00
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

20 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50

98,82 | 100,00 | 99,26 | 98,67 | 98,37 | 100,00 | 97,29 | 99,14 | 94,53 | 38,32 | 0,00 0,00
10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
’ 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50

100,00 | 98,35 | 98,33 | 99,22 | 98,05 | 97,52 | 97,88 | 99,54 | 89,64 | 38,85 0,00 0,00
05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
’ 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50

100,00 | 100,00 | 99,86 | 88,73 | 89,00 | 96,29 | 99,66 | 96,86 | 81,70 [ 39,51 [ 0,00 0,00
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

0:25 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50

100,00 | 94,37 | 94,22 | 94,92 | 91,22 | 80,87 | 92,57 | 99,26 | 88,10 | 35,70 | 0,00 0,00
0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13

0.3 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50

100,00 | 100,00 | 100,00 | 98,51 | 97,49 | 96,52 | 98,74 | 98,67 | 96,27 | 38,00 [ 0,00 0,00
0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06

0:06 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50

100,00 | 98,73 | 99,62 | 97,55 | 74,17 | 100,00 | 100,00 | 93,48 | 42,34 | 0,00 0,00
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
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Figura 30. Resultados da citotoxicidade da combinacgdo da 2-HC com clotrimazol. Valores em negrito:
porcentagem de viabilidade celular (dados normalizados). (Azul): concentracBes de clotrimazol em

g/mL. (Verde): concentracdes de 2-HC em pg/mL.

100,00 | 100,00 [ 95,59 | 88,88 | 89,59 | 8535 | 90,64 | 93,12 | 76,52 | 8,04 0,00 0,00
0.125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50

97,19 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 11,38 | 0,00 0,00
0,063 0,063 | 0,063 | 0,063 [ 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 [ 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50

85,15 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 [ 13,53 | 0,00 0,00
0.031 0,031 | 0,031 | 0,031 { 0,031 | 0,031 | 0,031 | 0,031 [ 0,031 | 0,031 | 0,031 | 0,031
' 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 [ 95,04 | 100,00 | 100,00 | 84,32 | 100,00 | 86,22 | 86,22 | 100,00 [ 9,71 0,00 0,00
0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016

OHee 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 98,38 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 16,62 | 0,00 0,00
0,008 0,008 | 0,008 | 0,008 [ 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 [ 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50

100,00 | 98,86 | 91,23 | 100,00 | 100,00 | 92,18 | 99,81 | 93,37 | 100,00 | 20,44 | 0,00 0,00
0.004 0,004 | 0,004 | 0,004 [ 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 [ 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004
' 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 88,61 | 100,00 | 86,22 | 85,98 | 88,13 | 100,00 | 100,00 | 15,19 | 0,00 0,00
0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002

o 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 100,00 | 85,98 | 88,85 | 96,17 | 81,22 | 100,00 | 14,00 | 0,00 0,00

0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50
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Figura 31. Resultados da citotoxicidade da combinagdo da 3°-HC com fluconazol. Valores em negrito:
porcentagem de viabilidade celular (dados normalizados). (Azul): concentracGes de fluconazol em
g/mL. (Verde): concentragdes de 3°-HC em pg/mL.
100,00 | 97,61 | 100,00 [ 99,86 | 99,49 | 99,62 | 97,10 | 99,00 | 81,84 0,00 0,00 0,00
4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,98 | 98,27 | 99,92 | 97,59 | 96,97 | 93,37 0,00 0,00 0,00
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 99,86 | 100,00 [ 99,49 | 97,53 | 99,19 | 97,40 | 96,97 | 92,56 8,64 0,00 0,00
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
10 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 98,13 | 98,33 | 96,36 | 93,94 | 74,12 | 74,00 | 94,90 0,00 0,00 0,00
05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
' 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
99,86 | 100,00 | 100,00 | 97,95 | 93,32 | 97,57 | 92,47 | 95,34 | 90,32 0,00 0,00 0,00
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 100,00 | 97,59 | 96,91 | 98,45 | 97,47 | 96,55 | 90,90 0,00 0,00 0,00
0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
99,37 | 100,00 | 100,00 | 99,13 | 99,80 | 99,06 | 77,97 | 81,65 | 97,88 0,00 0,00 0,00
0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 99,74 | 100,00 | 99,49 | 98,83 | 97,01 | 85,12 0,00 0,00 0,00

0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50

4,0

2,0

0,25

0,13

0,06
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Figura 32. Resultados da citotoxicidade da combinag&o da 3°-HC com clotrimazol. Valores em negrito:
porcentagem de viabilidade celular (dados normalizados). (Azul): concentracBes de clotrimazol em

g/mL. (Verde): concentragdes de 3°-HC em pg/mL.

100,00 | 99,50 | 91,73 [ 100,00 [ 92,36 | 100,00 [ 88,41 | 87,95 [ 100,00 [ 20,30 | 0,00 | 0,00
0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0,125
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 098 | 1,95 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
96,54 | 98,63 | 96,07 | 9553 | 94,67 | 94,42 | 93,38 [ 100,00 [ 100,00 [ 12,26 | 0,00 | 0,00
0063 | 0063 | 0,063 | 0,063 | 0063 | 0,063 | 0,063 | 0063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0063
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 098 | 1,95 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
9423 | 92,20 | 89,58 | 89,28 | 82,89 | 9423 | 9531 | 91,42 | 91,06 | 14,75 | 0,00 | 0,00
003y | 0031 [ 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0,031
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 098 | 1,95 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
97,46 | 94,08 | 91,77 [ 90,72 | 93,61 | 94,01 | 9429 | 91,20 | 8888 | 1955 [ 0,00 | 0,00
0016 | 0016 | 0,016 | 0016 | 0016 | 0,016 | 0,016 | 0016 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0016
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 09 | 195 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
96,57 | 9553 | 92,00 | 91,43 | 93,26 | 90,65 | 94,24 | 94,87 | 90,60 | 15,40 | 0,00 | 0,00
0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0008 | 0,008
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 09 | 195 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
95,89 | 9581 | 90,96 | 90,83 | 93,14 | 90,35 | 93,32 | 92,16 | 96,20 | 12,69 [ 0,00 | 0,00
0004 | 0004 | 0,004 | 0004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 098 | 195 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
96,61 | 98,55 | 75,02 | 98,77 | 97,40 | 92,96 | 92,13 | 93,22 | 87,93 | 10,07 [ 0,00 | 0,00
0002 | 0002 | 0002 | 0002 | 0002 | 0002 | 0002 | 0002 0002 | 0002 | 0002 | 0,002
’ 006 | 012 | 024 | 049 | 09 | 195 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
93,80 | 97,84 | 84,95 [ 92,37 | 88,39 | 88,13 [ 91,15 | 8540 | 12,12 [ 0,00 | 0,00

006 | 012 | 024 | 049 | 098 | 1,95 | 391 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
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Figura 33. Resultados da citotoxicidade da combinacdo da 3’-HC com 2-HC. Valores em negrito:
porcentagem de viabilidade celular (dados normalizados). (Azul): concentrac6es de 3’-HC em pg/mL.
(Verde): concentracfes de 2-HC em ug/mL.

1,99 2,54 1,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25
006 [ 012 | 024 | 049 | 098 [ 195 | 391 [ 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50
13,68 | 1594 | 1534 [ 7,00 | 000 | 1642 | 843 | 000 | 000 [ 000 | 000 | 0,00
15,625 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
95,44 | 93,05 | 92,06 | 88,04 | 90,66 | 87,54 | 89,08 | 86,91 | 77,76 0,00 0,00 0,00
7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 99,93 | 97,35 | 90,88 | 89,53 | 89,70 | 89,56 | 85,45 | 75,63 | 11,77 0,00 0,00
3,91 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
99,96 | 100,00 [ 98,50 | 90,29 | 87,04 | 86,20 | 86,67 | 90,10 | 85,73 | 16,91 0,00 0,00
1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 90,95 | 91,63 | 89,96 | 86,30 | 85,06 | 78,47 | 83,76 | 83,82 | 15,25 0,00 0,00
0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,49 | 100,00 | 100,00 | 89,95 | 12,84 0,00 0,00
0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 | 31,25 | 62,50
100,00 | 98,54 | 99,96 | 98,23 | 95,94 | 93,71 | 93,73 | 90,34 | 41,32 | 18,60 3,33

31,25

15,63

7,81

e

1,95

0,98

0,49

0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,91 7,81 | 15,63 | 31,25 | 62,50

Com os resultados apresentados nas Figuras 29, 30, 31, 32 e 33 foi possivel verificar se
as concentracdes que apresentaram interacdes sinérgica e aditivas nos ensaios de atividade
antifingica combinatodria, apresentaram tambem toxicidade para as células. Os resultados foram

resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9. Concentragdes dos farmacos combinados (ug/mL) que apresentaram os menores ICIFs nos
ensaios de atividade antifingica combinatéria, as interagdes e as porcentagens de viabilidade celular.

CIMgQ 2-I—!C CIMgp FC~Z Interacéio % viabilidade celular
(combinacdo) (combinacéo) (C33A)
2-HC com Ecz C. albicans 0,24 0,13 SIN 94,92
C. tropicalis 0,06 0,50 AD 98,35
C. krusei 15,63 0,50 SIN 38,85

ClMgy 2-HC CIMgCTZ % viabilidade celular

(combinacdo) (combinacéo) Interagao (C33A)
2-HCcomCcTZz C. albicans 0,06 0,02 SIN 95,04
C. tropicalis 15,63 0,002 SIN PARC 15,19
C. krusei 0,06 0,13 AD 100,00
CIMgo_B'—I-JC CIMg_o FCNZ Interacéio % viabilidade celular
(combinacdo) (combinacéo) (C33A)
3-HC com FEcz C. albicans 0,06 0,25 SIN 100,00
C. tropicalis 0,06 0,25 SIN 100,00
C. krusei 0,06 32,00 AD *k
CIMSQS'—I—JC CIMg_o CTNZ Interacio % viabilidade celular
(combinacdo) (combinacéo) (C33A)
3-HC comCTzZ C. albicans 15,63 0,002 SIN PARC 10,07
C. tropicalis 62,50 0,002 IND 0,00
C. krusei 7,81 0,01 SIN PARC 90,60
CIMgo_ 2-I—!C CIMSO_ 3‘-I—~|C Interagéio % viabilidade celular
(combinacdo) (combinag&o) (C33A)
3-HC com 2-Hc C. albicans 391 7,81 SIN 86,91
C. tropicalis 15,63 7,81 SIN 0,00
C. krusei 7,81 3,91 SIN 75,63

** Ndo verificado devido a faixa de concentracdo testada no ensaio de citotoxicidade da combinacéo.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 9), as maiores porcentagens de viabilidade
celular correspondem as concentracbes de 2-HC ou 3’-HC abaixo de 15,63 pg/mL. A
concentracdo de 15,63 pg/mL estd acima da CEso individual destes principios ativos sendo
assim, é possivel notar que a citotoxicidade das combinacdes é reduzida devido a reducdo da
concentracdo de 2-HC ou 3’-HC. Dessa forma, foi possivel encontrar concentracdes com
toxicidade reduzida sem diminuir a atividade antifingica, devido a associacdo com outro
principio ativo e por tanto, houve aumento da toxicidade seletiva.

Vale ressaltar que além das vantagens de reducdo da citotoxicidade e aumento da
seletividade pelas células fungicas, as combinacGes também apresentam vantagens
farmacotécnicas no sentido de que concentracGes reduzidas de principios ativos sdo mais
facilmente incorporadas nas formulacdes.

A 2-HC com fluconazol e 2-HC com 3’-HC foram combinacdes selecionadas para a

realizacdo dos ensaios in vivo e futura incorporacdo no sistema lipidico desenvolvido.
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5.3 Desenvolvimento do sistema lipidico (SL)

As amostras preparadas a partir da mistura de diferentes propor¢des das fases aquosa,
oleosa, tensoativo e co-tensoativo e as suas classificacdes visuais, permitiram delimitar
diferentes regides no diagrama de fases. A Figura 34 mostra os sistemas obtidos e suas
classificagcBes e a Figura 35 mostra o diagrama de fases pseudoternario com as regifes
delimitadas apés classificacdo visual. Cada ponto do diagrama de fases foi preparado
misturando-se as diferentes propor¢des das fases oleosa, aquosa e tensoativo/co-tensoativo
(75:25, m/m). Cada uma das misturas foi levadas ao sonicador por 5 minutos e amplitude igual

a 1. Posteriormente foram deixados em repouso por 24 horas.

Figura 34. Classificacdo visual dos sistemas obtidos: (A) — Sistema com baixa viscosidade e
translucido; (B) — Sistema com baixa viscosidade e opaco; (C) — Sistema com viscosidade média e
translicido; (D) — Sistema com viscosidade média e opaco; (E) — Sistema com alta viscosidade e
translucido; (F) — Sistema com alta viscosidade e opaco; (G) — Separacdo de fases.

21D
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Figura 35. Diagrama de fases pseudoternario constituido por éleo de ricino hidrogenado e
fosfatidilcolina de soja (tensoativo/co-tensoativo — propor¢do 75:25, m/m), triglicerideo
caprico/caprilico (fase oleosa) e 4gua e regides formadas.

Legenda:
SBVT — Sistema com baixa viscosidade e translicido
Oleo de ricino hidrogenado e SBVO — Sistema com baixa viscosidade e opaco
fosfatidilcolina de soja (75:25) SMVT- Sls.tema com vu?cosu.iade me(’iuj. e translicido
0 SMVO — Sistema com viscosidade média e opaco

100 SAVT — Sistema com alta viscosidade e translucido

SAVO — Sistema com alta viscosidade e opaco
SF — Separagéo de fases

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Triglicerideo
caprico/caprilico

Fonte: O autor.

Foram escolhidos dois sistemas para avaliar a solubilizacdo e veiculacdo dos principios
ativos. O primeiro sistema escolhido foi composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25,
m/m), 35% fase oleosa e 35% de agua e foi classificado como sistema com alta viscosidade e
translucido; o segundo sistema foi composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m),
22% fase oleosa e 48% de agua e foi classificado como sistema com alta viscosidade e
translticido. A escolha dos dois sistemas foi feita considerando-se a aplicabilidade da
formulacdo e as concentracfes de fase oleosa e tensoativo/co-tensoativo, considerando que 0s
principios ativos utilizados neste trabalho apresentam baixa solubilidade aquosa.

Por ser uma formulagdo intravaginal, € necessario que o sistema apresente alta
viscosidade, mantendo o principio ativo no local de acdo por mais tempo.

Foi realizado também um teste de centrifugacdo, submetendo-se os sistemas escolhidos a
3000 rpm por 30 minutos. Apos este periodo as formulacdes mostraram-se estaveis pois ndo

foram verificados sinais fisicos de instabilidade como por exemplo, separacéo de fases.
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5.4 Caracterizacao fisica do sistema lipidico

5.4.1 Andlise do perfil de textura

A analise do perfil de textura tem como objetivo avaliar as propriedades mecéanicas das
formulacdes por meio da analise de parametros como: dureza, compressibilidade, adesividade
€ C0esdo.

A dureza é a forca necessaria para causar deformacdo, ou seja, demonstra o quanto a
formulacdo é resistente a deformagdo. A compressibilidade é o trabalho necesséario para
comprimir o sistema e causar sua deformacao. Adesividade é o trabalho necessario para romper
as forcas atrativas entre a formulacéo e a sonda analitica do equipamento, além disso, avalia o
rompimento de ligacBes coesivas dentro do proprio sistema. A adesividade esta diretamente
relacionada a coesdo da amostra.

Apds a determinacdo destes parametros foram calculadas as médias e 0s desvios padrao.
A dureza foi analisada estatisticamente utilizando-se One-way ANOVA com pdés-teste de
Tukey (nivel de significancia de 0,01%). Estes ensaios foram realizados com os dois sistemas
propostos no item 5.3 e com estes sistemas contendo 0,1% de 2-HC. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Propriedades mecanicas do SL (30, 35, 35): 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m),
35% fase oleosa e 35% de &gua e deste sistema contendo 0,1% de 2-HC. Propriedades mecénicas do SL
(30, 22, 48): 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e 48% de agua e deste
sistema contendo 0,1% de 2-HC.

Sistemas Dureza (N) Compressibilidade Adesividade Coesdo
(N.sec)
(N.sec)
SL (30, 35, 35) 0,93 +£0,07° 6,58 + 0,58 568+1,02 0,86+0,03
SL (30, 35, 35) + 0,1% de 2-HC 1,60 £ 0,09° 10,86 £ 0,77 7,90+2,17 0,85+0,03
SL (30, 22, 48) 0,62 +0,042b 4,74 +0,43 4,94+0,48 0,86+0,01

SL (30, 22, 48) + 0,1% de 2-HC 0,71 £ 0,03 @b 5,31 +0,82 464+101 0,85+0,07

clotrimazol 1% (creme vaginal

; 0,10 £0,01° 0,86 £0,10 0,56 +0,07 0,68 +0,02
comercial)

3 - Ndo tem diferenca estatisticamente significativa. ® - ndo tem diferenca estatisticamente significativa.

Conforme os resultados obtidos (Tabela 10), todos os sistemas apresentaram
caracteristicas mecanicas superiores a formulacdo comercial. Os valores de adesividade e
coesdo superiores dos sistemas em relacdo a formulagcdo comercial, demonstra caracteristica
vantajosa e muito importante para aplica¢fes intravaginais pois estas caracteristicas podem

aumentar o tempo de contato da formulagdo com a mucosa infectada, devido ao poder adesivo.
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Com os resultados de dureza e compressibilidade supBe-se que as ligagdes existentes no interior

dos sistemas sdo mais rigidas o que leva a um aumento da estabilidade fisica da formulacao.

5.4.2 Determinacdao in vitro da forca mucoadesiva

A forca mucoadesiva também é uma caracteristica importante em formulacdes para
aplicacdo intravaginal e que pode melhorar os resultados clinicos devido ao contato prolongado
da formulagdo com a mucosa vaginal. A Figura 36 demonstra os resultados obtidos na
determinacdo in vitro da forca mucoadesiva dos dois SL propostos no item 5.3 e destes sistemas
contendo 0,1% de 2-HC.

Figura 36. Grafico do trabalho da forca mucoadevisa do SL (30, 35, 35): 30% de tensoativo/co-
tensoativo (75:25, m/m), 35% fase oleosa e 35% de &gua e deste sistema contendo 0,1% de 2-HC e
trabalho da forca mucoadesiva do SL (30, 22, 48): 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22%
fase oleosa e 48% de &gua e deste sistema contendo 0,1% de 2-HC.

1,00

0.90

0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0,00

SL (30, 35, 35) SL (30, 35,35)+  SL (30,22, 48) SL (30,22,48)+  Clotrimazol 1%
0,1% de 2-HC 0,1% de 2-HC (creme vaginal
comercial)

Trabalho da for¢a mucoadesiva (N.s)

Conforme os resultados apresentados na Figura 36, o SL composto por 30% de
tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e 48% de &gua apresentou maior
resisténcia ao destacamento dos discos de mucina em relacdo ao SL (30, 35, 35) e a formulacao
comercial. Foi possivel observar também que a incorporacdo da 2-HC no SL (30, 22, 48)
aumentou o seu poder mucoadesivo. O SL (30, 35, 35) ndo apresentou vantagem em relacéo a

formulacdo comercial.
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5.4.3 Determinacéo do trabalho de seringabilidade
A determinacédo do trabalho de seringabilidade tem o objetivo de prever o comportamento

do sistema no momento da aplicacdo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 11
(BERNEGOSSI et al., 2014).

Tabela 11. Trabalho de seringabilidade do SL (30, 35, 35): 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25,
m/m), 35% fase oleosa e 35% de &gua e deste sistema contendo 0,1% de 2-HC e trabalho de
seringabilidade do SL (30, 22, 48): 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e
48% de agua e deste sistema contendo 0,1% de 2-HC.

Sistemas Trabalho de seringabilidade (N.sec)
SL (30, 35, 35) 77,37+£2,10
SL (30, 35, 35) + 0,1% de 2-HC 100,09 + 7,49
SL (30, 22, 48) 48,96 + 2,44
SL (30, 22, 48) + 0,1% de 2-HC 53,32 +0,28
clotrimazol 1% (creme vaginal comercial) 21,58 +3,30

Conforme os resultados da Tabela 11, os SLs apresentaram maior trabalho de
seringabilidade em relacdo a formulacdo comercial, 0 que ja era esperado pois estes sistemas
possuem maior viscosidade. O SL (30, 22, 48) e SL (30, 22, 48) contendo 0,1% de 2-HC
apresentou menor trabalho de seringabilidade em relagdo aos SL (30, 35, 35) e SL (30, 35, 35)
contendo 0,1% de 2-HC; este resultado demonstra que o SL (30, 22, 48) possui maior facilidade
para a aplicagdo intravaginal e estes resultados também serdo levados em consideragdo na

escolha do sistema mais adequado.

5.5 Ensaios iniciais de desenvolvimento e validacdo de método analitico para
guantificacdo dos principios ativos nas formulagdes por espectrofotometria no UV-Visivel

Inicialmente foi desenvolvido e validado o método analitico para quantificacdo da 2-HC
nos dois sistemas escolhidos com objetivo de avaliar a capacidade destes sistemas em
solubilizar e, portanto, veicular a 2-HC. Devido aos resultados obtidos com as combinacdes da
2-HC e 3’-HC com fluconazol e clotrimazol, e combinacdo das duas chalconas hidroxiladas, 0s
ensaios de desenvolvimento e validacdo continuidade no futuro para que seja possivel

quantificar os dois principios ativos combinados.

5.5.1 Especificidade/seletividade
A Figura 37 mostra os espectros de absor¢do obtidos com a solucao de 2-hidroxichalcona

e os sistemas desenvolvidos dissolvidos em etanol.
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Figura 37. (A) Espectro de absorcdo da 2-hidroxichalcona. (B) Espectro de absor¢do do sistema
composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 35% fase oleosa e 35% de agua. (C)
Espectro de absorc¢do do sistema composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase

oleosa e 48% de agua
wpectru

350 ORNIIIBO1TA
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Conforme os espectros de absorcdo obtidos e apresentados na Figura 37, a 2-
hidroxichalcona (2-HC) apresentou dois comprimentos de onda de absor¢do méaxima, em 308,5
nm e 352 nm. O comprimento de onda escolhido para valida¢do do método analitico foi de 352
nm. Neste comprimento de onda, os sistemas escolhidos para veicular a 2-HC, ndo
apresentaram interferéncia significativa. Sendo assim, as absorbancias obtidas nas amostras da
validacdo do método, devem-se apenas a absorbancia do principio ativo.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos submetendo-se a 2-HC as condigdes de

degradacdo oxidativa, basica, acida e exposic¢éo a luz.

Tabela 12. Resultados do teste de estresse da 2-hidroxichalcona.

Concentracéo ABS Concentracgéo % de
tedrica (ug/mL) obtida (ug/mL) Recuperacdo
Solugdo padréo 10,04 0,5797 - -
Degradacdo oxidativa 10,00 0,5397 9,28 92,83
Degradacdo bésica 10,00 0,1274 2,33 23,31
Degradacao acida 10,12 0,5370 9,24 91,28
Fotolise 10,08 0,3137 5,47 54,29

Conforme os resultados obtidos, as condi¢des de degradacao nas quais as amostras foram
expostas influenciaram nas porcentagens de recuperacdo, 0 que pode ser observado
comparando-se a absorbancia da solugdo padrdo (sem degradacdo) com as absorbancias da 2-
HC ap0s as condigdes de degradacdo. Na exposicao ao NaOH 0,1M, a solu¢do contendo 2-HC
apresentou coloracdo laranja intensa, mostrando intensa degradacgéo, conforme foi apresentado

na Tabela 12. A luz também provocou intensa degradacao, conforme ja era esperado pois a 2-

Ligia de Souza Fernandes



Resultados e discussdes 107

HC é uma molécula fotossensivel. As condi¢des de degradacdo acida e oxidativa causaram a
degradacéo da 2-HC de forma menos expressiva.

Dessa forma, seria necessaria outra técnica complementar para identificagdo e
quantificacdo dos produtos de degradacdo como por exemplo, cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

5.5.2 Linearidade
A Tabela 13 representa os resultados da linearidade obtidos com as solugfes de 2-

hidroxichalcona em etanol e a Figura 38 representa as absorbancias em fungdo das

concentragoes.

Tabela 13. Resultados da linearidade obtidos com as soluc6es de 2-hidroxichalcona em etanol.

C?”;?S:La)iao Absorbancia*  FR* DP* DPR*  Meédiageral DP geral DPR geral
H (FR) (FR) (FR)
6,03 0,3474 0,057647 0,0019 3,28
8,03 0,4657 0,057968 0,0017 3,06
10,04 05797 0057724 00014 237 (05809 00015 252
12,05 0,7003 0,058108 0,0013 2,27
14,06 0,8266 0,058789 0,0010 1,78

*média de sete valores; FR — fator resposta; DP — desvio padrdo; DPR — desvio padrdo relativo.

Figura 38. Absorbancias em funcéo das concentracdes de 2-hidroxichalcona em etanol.
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A anélise visual dos pontos € a etapa inicial para a avaliacao da linearidade do método e,

de acordo com a Figura 38 as absorbancias em funcéo das concentragdes de 2-hidroxichalcona
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apresentam relacdo linear aparente.

O método recomendado pela ANVISA, para estimar a equacao da reta, € o método dos
minimos quadrados, que pode ser método dos minimos quadrados ponderados ou método dos
minimos quadrados ordinarios (ANVISA, 2017).

Se a variancia de y for constante, os dados sdo homocedasticos, entdo utiliza-se 0 método
dos minimos quadrados ordinarios para obtencdo da equacdo da reta. Quando se observa
heterocedasticidade € recomendavel utilizar o método dos minimos quadrados ponderados.

Dessa forma, apds a analise visual, foi avaliada a variancia dos resultados de y para cada
valor de x, com o objetivo de definir o método a ser utilizado para obten¢do da equacdo da reta.

A Tabela 14 mostra as variancias de y para cada X (concentra¢do em pg/mL).

Tabela 14. Variancias de y (absorbancias) para cada concentragéo.

Concentragdo (ng/mL) Variancias
6,0 0,000109

8.0 0,000147

10,0 0,000144

12,0 0,000216

14,0 0,000138

Soma 0,000754

A avaliacdo da homocedasticidade ou heterocedasticidade foi feita por meio da aplicacdo
do teste de Cochran. Neste teste, a hipotese nula (Ho) é que as variancias sejam todas iguais
(homocedasticidade) e a hipotese alternativa (H1) é que pelo menos uma das variancias seja
diferente das outras (heterocedasticidade) (ANVISA, 2017).

O valor de Ccaiculado fOi Obtido somando-se as variancias de y (Tabela 14) e dividindo-se
pela maior variancia obtida, conforme a Equacao 10. A Tabela 15 mostra os resultados obtidos

no teste de Cochran.

maior varidncia emy

Equacéo 10

C calculado = .
soma de todas as variincias em y
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Tabela 15. Resultados do teste de Cochran.

Teste de Cochran
C calculado 0,2868
C tabelado 0,5065

Conforme pode ser observado na Tabela 15, 0 C caiculado € menor que C tavelado 20 nivel de
significancia de 5%, por isso aceita-se a hipoOtese nula e conclui-se que os dados sé@o
homocedasticos. A partir disto, foi utilizado o método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) para obtengdo da equacgdo da reta. A Figura 39 mostra a curva analitica obtida, a

equacao da reta e o coeficiente de determinacdo. A Tabela 16 mostra a estatistica de regressao.

Figura 39. Curva analitica (absorbancias em fun¢éo das concentra¢@es de 2-hidroxichalcona em etanol);
equacdo da reta e coeficiente de determinacao.
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Tabela 16. Estatistica de regressao.

Estatistica de regressdo

R mudltiplo 0,996923
R-Quadrado 0,993856
R-quadrado ajustado 0,993636
Erro padrao 0,013722
Observacoes 30
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O coeficiente de correlacdo de Pearson obtido foi de 0,99692 e o coeficiente de
determinacdo foi de 0,99386. O coeficiente de correlacdo de Pearson (p) mede o grau de
dependéncia linear de uma varidvel explicativa e a variavel resposta. Valores de
p=1 indicam correlacédo perfeita e positiva entre as duas variaveis. Portanto, de acordo com 0s
resultados obtidos, existe forte correlacdo linear entre x e y.

O critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlacdo é de 0,990, conforme
estabelecido pela ANVISA, entdo, o coeficiente de correlacdo obtido neste trabalho, atende a
especificacdo da ANVISA (BRASIL, 2017; DUARTE, 2019).

A Figura 40 mostra o gréfico de dispersdo dos residuos. A analise deste grafico também
é importante para verificar a homocedasticidade, termo utilizado para designar que a variancia
dos erros experimentais € constante. Uma curva bem ajustada deverad apresentar erros com

distribuicdo uniforme, média zero e variancia constante.

Figura 40. Gréfico de dispersao dos residuos.
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Conforme observado na Figura 40, é possivel observar um comportamento aleatorio e
constante em torno de zero (variancia constante) entdo, conclui-se que a variancia dos residuos
é homocedastica e, portanto, 0 modelo é satisfatério.

A regresséo linear so pode ser utilizada se os erros apresentarem distribui¢cdo normal, caso
contrario, o modelo deve ser modificado para que 0s erros se comportem como uma variavel
normal. Para verificar a normalidade dos erros sdo utilizados testes de normalidade, que

possuem o objetivo de determinar se um conjunto de dados apresenta distribuicdo normal.
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Para verificar a normalidade dos residuos da regressdo linear foi aplicado o teste de
Shapiro-Wilk, no qual a hipotese nula (Ho) foi: a amostra provem de uma populagdo normal e
a hipotese alternativa (H1) foi: a amostra ndo provém de uma populagdo normal, ao nivel de
significancia de 5%. A Tabela 17, mostra o valor calculado e tabelado obtidos no teste de
Shapiro-Wilk.

Tabela 17. Resultados do teste de Shapiro-Wilk.
Teste de Shapiro-Wilk

\W calculado 1 ,057
W tabelado 0,927

Conforme pode ser observado na Tabela 17, W caiculado € maior que W tapelado € pOr 1SS0,
ndo ha evidéncias para rejeitar a hipdtese nula, e os dados sdo, pelo menos aproximadamente

similares a distribui¢do normal.

5.5.2.1 Avaliacéo dos coeficientes
De acordo com a RCD 166/2017 (ANVISA, 2017), o coeficiente angular deve ser

significativamente diferente de zero. Para isso, foi utilizado o teste F da ANOVA e foram
testadas as hipéteses: Ho: coeficiente angular igual a zero e H1: coeficiente angular diferente de

zero. Os resultados encontram-se na Tabela 18.

Tabela 18. Avaliacdo da significancia do coeficiente angular (ANOVA). Nivel de significancia de 5%.
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regressio 1  0,852759  0,852759  4529,191 1,64x10732
Residuo 28 0,005272 0,000188
Total 29 0,858031

Conforme os resultados na Tabela 18, o P-valor (1,64x107°?) do teste F da ANOVA é
menor que 0,05. Além disso, 0 F caiculado = 4529,191 é maior que 4,20 (F tabelado) €NtA0, rejeita-se
a hipétese nula e considera-se o coeficiente angular diferente de zero, ao nivel de significancia
de 5%.

Para a avaliacéo da significancia do coeficiente linear (intercepto) foi utilizado o teste t
de Student e foram testadas as seguintes hipoteses: Ho: intercepto igual a zero e Hs: intercepto

diferente de zero. Os resultados encontram-se na Tabela 19.
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Tabela 19. Avaliacdo da significancia do coeficiente linear (ANOVA).

Coeficientes  Erro padrdo  Statt valor-P

Intersecéo -0,01208 0,009203 -1,31222 0,200101

Conforme os resultados obtidos na Tabela 19, o P-valor (0,200101) do teste t € maior que
0,05. Além disso, T calculado = -1,31222 é menor que T tavelado = 2,048, dessa forma, aceita-se a
hipdtese nula e conclui-se que o intercepto € considerado igual a zero ao nivel de significancia
de 5%.

Uma funcao é considerada linear se o coeficiente angular for significativamente diferente
de zero e o coeficiente linear for significativamente igual a zero, conforme os resultados obtidos
neste trabalho.

De modo geral, os resultados obtidos na avaliagdo da linearidade do método analitico

foram satisfatorios e atenderam as exigéncias da ANVISA (2017).

5.5.3 Preciséo
A concordancia entre os resultados foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisao

intermediaria, para isso, foram preparadas solucGes independentes de 2-hidroxichalcona em
etanol nas concentragdes de 8,0 pg/mL, 10,0 pg/mL e 12,0 pg/mL. Cada concentracdo foi

preparada em triplicata.
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5.5.3.1 Precisao por repetibilidade
A Tabelas 20 apresenta os resultados obtidos na precisdo por repetibilidade.

113

Tabela 20. Resultados obtidos na avaliagdo da precisdo por repetibilidade.

Precisdo por repetibilidade

Concentragéo

pratica
(Hg/mL)
8,00

8,00
8,05
10,00
10,00
10,06
12,00
12,00
12,07

ABS

0,4805
0,4745
0,4586
0,5892
0,5872
0,5745
0,7122
0,7136
0,6976

Concentracdo Concentracéo

obtida
(Hg/mL)
8,31

8,21
7,94
10,14
10,11
9,89
12,21
12,24
11,97

média*
(Hg/mL)

8,15

10,05

12,14

DPR x
recuperacéo

2,34

1,34

1,23

% de

103,84
102,57
98,63
101,40
101,06
98,33
101,78
101,98
99,14

Média  DP DPR

100,97 1,89 1,87

*média dos 3 valores; DP — desvio padrdo; DPR —desvio padrdo relativo: menor que 5%.

Na precisdo por repetibilidade, foram calculadas a média, desvio padréo e desvio padrao

relativo das porcentagens de recuperagéo, obtidas com as nove determinagdes. O desvio padréo

relativo entre as andlises realizadas no mesmo dia, conforme apresentado na Tabela 20,

apresentou valor de 1,87% e portanto, é inferior a 5%, que foi o critério de aceitacdo adotado

para a precisdo por repetibilidade conforme AOAC (2016).

5.5.3.2 Precisao intermediaria
A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos na precisdo intermediaria, utilizando também

nove solugdes independentes de 2-hidroxichalcona em etanol nas concentragées de 8,0 ug/mL,

10,0 pg/mL e 12,0 pg/mL, posteriormente, foi calculado o desvio padréo relativo entre todas

as porcentagens de recuperacao obtidas.
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Tabela 21. Resultados obtidos na anélise da precisdo intermediéria com solucGes independentes de 2-
hidroxichalcona em etanol, feitas em dias diferentes.

Precisdo intermediéria

Cpncent,ra_géo Conceqtrac;éo Concgn_tra(;éo % de o
final pratica  ABS obtida média* DPR recuperacio Média DP DPR
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

8,00 0,4805 8,31 103,84

8,00 0,4745 8,21 102,57

8,05 0,4586 7,94 98,63

8,1 0,4573 7,92 8,06 2:04 97,77

8,0 0,4736 8,19 102,38

8,1 0,4497 7,79 96,57

10,00 0,5892 10,14 101,40

10,00 0,5872 10,11 101,06

10,06 0,5745 9,89 98,33

101 05840 10,05 9,98 2,03 99,33 99,78 242 242

10,0 0,5858 10,08 100,83

10,1 0,5575 9,61 95,29

12,00 0,7122 12,21 101,78

12,00 0,7136 12,24 101,98

12,07 0,6976 11,97 99,14

12,1 0,7106 12,19 1201 2:06 100,36

12,0 0,6912 11,86 98,83

12,1 0,6765 11,61 96,00

*média dos 6 valores; DP— desvio padrdo, DPR — Desvio padrdo relativo: menor que 5%.

Conforme mostra a Tabela 21, a concordancia entre as porcentagens de recuperagédo
obtidas com as 18 determinacdes, preparadas e analisadas em dias diferentes foi de 2,42% e

portanto, atende ao critério de aceitacdo de no maximo 5% (AOAC, 2016).

5.5.4 Exatidao
As Tabelas 22 e 23 apresentam os resultados encontrados na avaliacdo da exatidéo do

método analitico. Para avaliar este parametro, a 2-hidroxichalcona foi incorporada nos dois
sistemas escolhidos na concentracao de 0,1%.

Foi pesado 1,0 g de formulacdo contendo 0,1% de 2-hidroxichalcona em um baléo
volumétrico de 10 mL utilizando etanol como diluente. As amostras foram diluidas resultando
nas concentracdes baixa, média e alta ou seja, nos valores aproximados de 8,0 ug/mL, 10,0
pug/mL e 12,0 pg/mL, contemplando toda faixa linear de trabalho. As porcentagens de
recuperacdo do principio ativo nas formulacbes foram calculadas relacionando-se a

concentracdo obtida (utilizando a equacéo da reta da curva analitica) com a concentracao tedrica
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(Equacdo 6).
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Tabela 22. Valores obtidos no ensaio de exatiddo utilizando o sistema composto por 30% de
tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 35% fase oleosa e 35% de agua com 0,1% de 2-hidroxichalcona.

Exatiddo

Cpncentra_géo Conceqtragéo % o o
final pratica ~ ABS obtida Recuperacio Média* DP  DPR Meédia DP DPR
(Mg/mL) (Mg/mL)

8,4 0,4912 8,49 101,04

8,4 0,4987 8,61 102,55 101,60 0,83 0,81

8,4 0,4920 8,50 101,20

10,5 0,6003 10,33 98,35

10,5 0,5931 10,21 97,20 9783 059 060 99,29 1,87 1,89
10,5 0,5978 10,28 97,95

12,6 0,7158 12,27 97,42

12,6 0,7278 12,48 99,03 9844 0,89 0,90

12,6 0,7267 12,46 98,88

*Média de 3 valores; DP — desvio padrdao, DPR — Desvio padréo relativo.

Tabela 23. Valores obtidos no ensaio de exatiddo utilizando o sistema composto por 30% de
tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e 48% de agua com 0,1% de 2-hidroxichalcona.

Exatidao

Cpncent(ea_géo Concer!tragéo % o o
final pratica  ABS obtida Recuperacio Média* DP DPR Média DP DPR
(Hg/mL) (Hg/mL)

8,21 0,4944 8,54 104,04

8,21 0,4897 8,46 103,07 103,60 0,49 0,47

8,21 0,4928 8,51 103,71

10,26 0,6047 10,40 101,38

10,26 0,6086 10,47 102,02 101,44 055 054 101,99 128 1,26
10,26 0,6020 10,36 100,93

12,31 0,7250 12,43 100,97

12,31 0,7244 12,42 100,89 100,92 0,04 0,04

12,31 0,7245 12,42 100,91

*Meédia de 3 valores; DP — desvio padrdo, DPR — Desvio padrdo relativo.

Uma das formas de se avaliar a exatiddo do método analitico é pela anélise de amostras

nas quais uma guantidade conhecida de farmaco é adicionada a formulacdo ou a mistura dos

componentes do medicamento, conforme feito neste trabalho.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 22 e 23, todas as amostras

apresentaram-se dentro do critério de aceitacdo de porcentagem de recuperacdo entre 95% a
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105%. Para o sistema composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 35% fase
oleosa e 35% de agua com 0,1% de 2-hidroxichalcona, o desvio padréo relativo foi de 1,89% e
para o sistema composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e
48% de agua com 0,1% de 2-hidroxichalcona, o desvio padrdo relativo foi de 1,26%.

Portanto, as avalia¢Ges da exatiddo do metodo analitico, utilizando as duas formulagdes,
atenderam ao critério de aceitacdo de desvio padrao relativo de no maximo 5% (AOAC, 2016;
ANVISA, 2017).

5.5.5 Limite de deteccéo e quantificacdo
O limite de quantificagdo foi obtido de modo experimental, realizando-se a leitura de

solucdes diluidas a partir da solugdo de 2-hidroxichalcona a 2,0 pg/mL. A Figura 41, representa
a curva analitica acrescida das concentragdes de 1,01 pg/mL; 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,13
pug/mL, 0,06 pg/mL, 0,03 pg/mL, 0,02 pg/mL e 0,01 pg/mL.

Figura 41. Curva da analitica acrescida das concentra¢des diluidas a partir da solu¢éo de 2,0 pg/mL.
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Observa-se que o coeficiente de correlagdo (R?) da curva obtida foi acima de 0,990
(ANVISA, 2017). A concentragdo de 0,25 pg/mL foi considerada como o limite de
quantificacdo pois abaixo desta concentracdo a resposta (absorbancia) foi instavel e os desvios
obtidos com diversas leituras de amostras a 0,13 pg/mL foram muito altos. Foram preparadas
novas amostras na concentracdo de 0,25 pg/mL e a porcentagem de recuperacdo e o desvio

padréo relativo obtido nestas determinacGes foram de 102,2% e 0,39% ou seja, foi verificado

Ligia de Souza Fernandes



Resultados e discussdes 117

precisdo e exatiddo aceitaveis. A menor concentracdo detectavel foi 0,008 pug/mL, abaixo desta
concentracdo as absorbancias assumiam valores negativos, entdo esta concentracdo foi

considerada como limite de deteccao.

5.5.6 Robustez
A Tabela 24, apresenta as porcentagens de recupera¢do obtidas com uma amostra nas

condi¢Bes nominais de analise (amostra 1) ou seja, condi¢es normais do método analitico e
com 6 amostras combinando-se diferentes variacfes. A Tabela 25, apresenta o resultado da

avaliacdo de cada uma das variaveis, conforme proposto por Youden e Steiner (1975).

Tabela 24. Resultados obtidos nas condigBes nominais (amostra 1) e amostras com variagdes pré-
determinadas.

Condicdes
Variavel 1 2 3 4 5 6 7
Aa A A A A a a a
B,b B B b b B B b
Cc C c C c C c C
D,d D D d d d d D
E.e E e E e e E e
F.f F f f F F f f
S t u % w X y
Concentragdo préatica (ug/mL) 10,00 10,00 10,06 9,98 9,98 10,00 10,02
ABS 0,5729 0,2307 0,2462 0,551 0,5525 0,2457 0,2465
Concentragdo obtida (ug/mL) 9,87 4,09 4,36 9,50 9,52 4,35 4,36
% de recuperacédo 98,65 40,94 4330 95,15 9540 4347 4352
Tabela 25. Grau de influéncia das variacdes.
Efeito Modulo
Ala (balanca) 8,72
B/b (marca do etanol) 8,96
Clc (espectrofotdmetro) 10,36
D/d (método de dissolugao) 8,29
E/e (comprimento de onda) 6,95
F/f (material da cubeta) 53,59

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 25, a cubeta de plastico foi o fator
gue mais influenciou na porcentagem de recuperacao das amostras, devendo-se sempre utilizar
cubeta de quartzo, conforme estabelecido no método analitico. A variacdo do comprimento de
onda, foi o fator que menos influenciou nas andlises das amostras (BURIN et al., 2008).
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5.5.7 Eficiéncia de encapsulamento
A Tabela 26, apresenta os resultados obtidos no ensaio de eficiéncia de encapsulamento

da 2-hidroxichalcona nos sistemas desenvolvidos.

Tabela 26. Eficiéncia de encapsulamento.

5 5 0
Amostras” el ugimly "BS bt qugiml) _ incorporaio
1 10,76 0,5775 9,94 92,40
2 10,76 0,5721 9,85 91,56
3 10,75 0,5930 10,20 94,92
4 10,77 0,6497 11,16 103,62
5 11,31 0,6903 11,84 104,73
6 13,30 0,8119 13,90 104,48

*Amostras 1, 2 e 3 - sistema composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 35% fase
oleosa e 35% de 4gua com 2% de 2-hidroxichalcona. Amostras 4, 5 e 6 - sistema composto por 30% de
tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e 48% de 4gua com 2% de 2-hidroxichalcona.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 26), os dois sistemas foram capazes de
incorporar a 2-hidroxichalcona, apresentando resultados acima de 90%. Porém o sistema
composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e 48% de agua
com 2% de 2-hidroxichalcona apresentou maior capacidade de solubilizacdo e veiculacdo do

principio ativo.

5.6 Ensaios in vivo com Galleria mellonella

5.6.1 Avaliacéo da seguranca toxicoldgica e eficacia terapéutica dos compostos bioativos
e suas associacdes e dos sistemas lipidicos
De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de prospec¢édo da atividade antifungica

e citotoxicidade in vitro das hidroxichalconas sozinhas e associadas, as combinacdes da 2-
hidroxichalcona com 3’-hidroxichalcona e 2-hidroxichalcona com fluconazol foram
consideradas as mais promissoras ja que apresentaram interacdes sinérgicas, parcialmente
sinérgicas e aditivas contra a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. Dessa forma, estas
associacOes foram utilizadas nos ensaios de avaliacdo da toxicidade e eficacia terapéutica in
vivo em modelo animal alternativo de G. mellonella.

A partir das concentracdes correspondentes aos menores ICIFs e que apresentaram
elevada viabilidade, foram estabelecidas as dosagens a serem administradas nas larvas além

disso, a solubilidade dos principios ativos em tampdo fosfato-salino também foi levada em
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consideracdo. Na Tabela 27 constam as doses utilizadas nos ensaios in vivo e nas Figuras 42,

43 e 44 estdo apresentadas as curvas de sobrevivéncia obtidas.

Tabela 27. Doses administradas nas larvas para avaliacdo da toxicidade in vivo (modelo G. mellonella).

Conc. de 2-HC + Conc. de Conc. de 2-HC + Conc. de 3'-HC
FCZ (ng/mL) (ug/mL)
2-HC + FCZ 0,24 +0,13 2-HC + 3'-HC 3,91+7.81
x 100 24,40 + 12,50 x 10 39,10 + 78,10
x 200 48,80 + 25,00 x 20 78,20 + 156,20
x 400 97,60 + 50,00 x 30 117,30 + 234,30

Figura 42. Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella apds aplicacdo de diferentes
concentragOes da combinagéo da 2-HC com 3’-HC.

100 *
-~ Grupo controle (TES)
~
= 80 - 39]+ 781 ug/mL
§ 39,1 + 78,1 pg/mL
7 607 ¥~ 782+ 156,2 ug/mL
15
= —- 1173 + 2343 ng/mL
S 40 Hg/
P
=
£ 201
0 T T T
0 2 4 6
Dias

Figura 43. Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella apds aplicacdo de diferentes
concentracBes da combinacdo da 2-HC com FCZ.

100
-®- Grupo controle (TES)
E 80- - 0,244 + 0,125 pg/mL
§ l 24,40 +12,50 pg/mL
s 60+ ¥ 48,80 + 25,00 pg/mL
ot
) -4~ 97,60+ 50,00 mL
E o g/
%]
-]
< 20
0 T T T
0 2 4 6

Dias
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Figura 44. Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella apés aplicacdo das hidroxichalconas
sozinhas (nas concentracdes correspondentes a CIM) e dos sistemas lipidicos desenvolvidos.

100 A
-o— Grupo controle (TFS)
.g 80- —¥ 2-HC (31,25 pg/mL)
§ 3'-HC (15,63 pg/mL)
B 604 ~®- FCZ (0,25 pg/mL)
"E - 8- SL (30, 35, 35)
" =4~ SL (30, 22,48)
<=
£ 201
0 T T T
0 2 4 6
Dias

De acordo com os resultados obtidos (Figuras 42, 43 e 44), as concentragdes testadas da
combinagdo da 2-HC com 3’-HC ndo apresentaram diferenca em relacdo ao grupo de larvas
que receberam injecdo de tampdo fosfato-salino (grupo controle), o que demonstrou auséncia
toxicidade in vivo destas concentragdes. Para a combinacdo da 2-HC com FCZ, somente a
concentragdo mais alta causou diminuic¢ao na sobrevida das larvas quando comparado ao grupo
controle. Por fim, os principios ativos individuais e os SLs desenvolvidos, também néo
apresentaram toxicidade pois também né&o houve diferenga em relagédo ao grupo controle.

Os indices de satde das larvas no decorrer dos 7 dias foram utilizados para a construgdo

da curva de morbidade, apresentadas nas Figuras 45, 46 e 47.

Figura 45. Curva de morbidade das larvas apds administracdo de diferentes concentragdes da
combinagdo da 2-HC com 3’-HC durante 7 dias.
—@— Grupo controle (TFS) 3'-HC + 2-HC (7,81/3,91 ug/mL)
3-HC + 2-HC (78,1/39,1 ug/mL) 3-HC + 2-HC (156,2/78,2 ug/mL)
—8—3"-HC + 2-HC (234,3/117,3 pg/mL)
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T =" — —
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(4]
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Figura 46. Curva de morbidade das larvas ap6s administragdo de diferentes concentragdes da
combinagdo da 2-HC com FCZ durante 7 dias.

—®— Grupo controle (TFS) —8—2-HC + FCZ (0,244/0,125 pg/mL)
—8—2-HC + FCZ (24,4/12,5 ng/mL) 2-HC + FCZ (48,8/25 ng/mL)
—8—2-HC + FCZ (97,6/50 pg/mL)
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Figura 47. Curva de morbidade das larvas apds administracdo dos principios ativos individuais e dos
sistemas lipidicos durante 7 dias.
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Conforme demonstrado na Figura 42 e 45, nenhuma das concentracOes testadas da
combinacdo da 2-HC com 3’-HC alterou de forma significativa o indice de saude das larvas ao

longo do periodo analisado. No entanto, para a 2-HC com FCZ (Figura 43 e 46), a maior
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concentracdo testada reduziu o indice de salde, 0 que j& era esperado pois esta concentracao
também reduziu a sobrevida das larvas. Os principios ativos individuais e os SL desenvolvidos
ndo causaram diminuicdo na sobrevida nem no indice de saude das larvas durante o periodo
analisado (Figura 44 e 47).

Os ensaios para avaliacdo da eficacia terapéutica foram conduzidos com a combinagdes
de 2-HC com 3°-HC (117,3 + 234,3 pg/mL) e 2-HC com FCZ (97,6 + 50,0 ug/mL). Na Figura
48 esta apresentada a curva de sobrevivéncia obtida apds inoculacdo das larvas com C. albicans
e administracdo dos tratamentos. Na Figura 49 constam os indices de salde das larvas no 2°, 4°
e 6° dias de experimento.

Figura 48. Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella apds inoculagdo de C. albicans e
aplicacdo dos tratamentos.

100

-o- Grupo controle (TFS)

S [ - Grupo controle (infecgdo)

§ = 2-HC+3'-HC (117,3/234,3 pg/mL)
T 607 ' 2-HC+FCZ (97,6/50,0 pg/mL)

2 - SL(30,35,35)

2 4N 4 -9 SL(30,22,48)

=]

204

=
@

Ligia de Souza Fernandes



Resultados e discussdes 123

Figura 49. indice de satide de cada grupo de larvas ap6s 0 2°, 4° e 6° dia apds a infecgdo com C. albicans
e aplicacdo dos tratamentos.
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(sem (Infecc@o/TFS) (234,3/117,3 (97,6/50
infeccdo/TFS) pg/mL) pg/mL)

De acordo com os resultados obtidos e demonstrados na Figura 48, as duas combinagdes
avaliadas aumentaram a sobrevida das larvas quando comparada ao grupo de larvas infectadas
e sem tratamento (grupo controle de infec¢do) no entanto, a combinagéo da 2-HC com FCZ
demonstrou melhor eficécia terapéutica em relacdo a 2-HC com 3’-HC. Estes resultados sdo
reforcados pelos indices de saude obtidos pois a combinacdo da 2-HC com FCZ também
proporcionou maiores indices de saude, ou seja, as larvas resistiram melhor as infecgdes. Os
SLs testados ndo apresentaram eficacia terapéutica e por isso os indices de satde também foram

altos, sendo assim, a efic&cia terapéutica deve-se somente aos principios ativos.
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As moléculas de chalconas hidroxiladas (2-HC e 3’-HC), apresentaram atividade
antifangica in vitro contra C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis
dentro da faixa de concentragéo de 0,244 a 125,0 ug/mL.

Os perfis de susceptibilidade das espécies de Candida a 2-HC e 3’-HC foram similares,
no entanto, a 3’-HC apresentou maior espectro de acgdo fungicida em relagédo a 2-HC. C.
albicans foi a Unica espécie resistente a acdo fungicida tanto da 2-HC quanto da 3’-HC.

Nos ensaios de citotoxicidade, a 2-HC ¢ 3’-HC apresentaram a concentracdo de 9,3
pg/mL como a maior concentragdo na qual nao foi observado efeito citotoxico, ou seja, minimo
de 70% de celulas viaveis. A CEsp para 2-HC foi de 14,98 pg/mL e para 3’-HC foi de 11,62
ng/mL; estes valores demonstraram que a 3’-HC possui maior citotoxicidade em relacéo a 2-
HC. Este resultado corrobora com os resultados obtidos na determinacao da CFM pois a 3°-HC
demonstrou maior atividade fungicida e o IS foi menor que 10 por isso, também foi mais tdxica
para as células (linhagem C33A).

Os IS obtidos indicam falta de toxicidade seletiva tanto para 2-HC quanto para 3’-HC.
De acordo com as CIMs seriam necessarias concentragdes acima de 9,3 pg/mL para inibir o
crescimento fungico das cinco espécies de Candida estudadas neste trabalho. No entanto,
conforme os ensaios de citotoxicidade, valores acima de 9,3 ug/mL sdo citotdxicos.

A necessidade de reducdo da citotoxicidade das moléculas de hidroxichalconas
justificaram as combinacdes destas com fluconazol, clotrimazol e combinadas também entre si.

Nos ensaios para avaliar a atividade antifungica combinatoria, todas as combinagdes
mostraram-se interessantes. A melhor combinagdo foi a 2-HC com 3’-HC pois demonstrou
reducdo das CIMs das duas moléculas e apresentou efeito sinérgico para todas as espécies de
Candida estudadas. Outras combinagdes interessantes foram: 2-HC com fluconazol e 3’-HC
com fluconazol pois foram obtidas interacGes sinérgicas e aditivas.

Além das interacdes obtidas nas combinacdes, foram observadas reducdes das CIMs
quando se utiliza os principios ativos combinados e com isso, também foi observado redugéo
da citotoxicidade. Os ensaios de citotoxicidade das combinagdes demonstraram que em alguns
efeitos sinérgicos, também houve porcentagem de viabilidade celular acima de 70%.

Quanto ao desenvolvimento do SL, a partir da construcdo do diagrama de fases
pseudoternario foram escolhidos dois sistemas para incorpora¢do dos principios ativos. Estes
sistemas foram escolhidos por apresentarem elevada viscosidade, caracteristica necessaria para
aplicacdo intravaginal da formulacdo e, por serem constituidos por mais de 50% de

tensoativo/co-tensoativo e fase oleosa, para facilitar a incorporacdo e veiculacdo das
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hidroxichalconas (moléculas com baixa solubilidade aquosa). Os dois SLs escolhidos sdo
formados por: 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 35% fase oleosa e 35% de agua
e por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% fase oleosa e 48% de agua.

Na caracterizacdo mecénica destes sistemas, os resultados obtidos demonstraram
propriedades vantajosas para aplicagdo intravaginal; propriedades que foram superiores a
formulacdo comercial, como por exemplo: dureza, compressibilidade, adesividade, coesdo,
forca mucoadesiva e trabalho de seringabilidade. Os resultados obtidos demonstram que 0s SLs
sdo capazes de ficar em contato com a mucosa infectada por periodo mais prolongado.

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos SLs em incorporar 0s principios ativos, foi
inicialmente, desenvolvido e validado um método analitico para quantificacdo da 2-HC nos
SLs.

A validacdo do método analitico desenvolvido, demonstrou que este é capaz de fornecer
resultados seguros e confiaveis pois atendeu aos critérios exigidos em todos os parametros da
validacdo de métodos analiticos. De acordo com os resultados obtidos na eficiéncia de
encapsulacdo, o sistema composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 35% de
fase oleosa e 35% de agua foi capaz de incorporar 92,96% da 2-HC adicionada e o sistema
composto por 30% de tensoativo/co-tensoativo (75:25, m/m), 22% de fase oleosa e 48% de
agua foi capaz de incorporar 104,28% da 2-HC adicionada.

Os ensaios in vivo realizados neste trabalho foram conduzidos em modelo animal
alternativo de G. mellonella. Foram avaliadas in vivo, as toxicidades e eficacias terapéuticas
das combinag6es da 2-HC com 3’-HC, da 2-HC com fluconazol, dos principios ativos sozinhos
e dos SLs desenvolvidos.

Nos ensaios de toxicidade in vivo, nenhuma das concentracOes testadas causou
diminuicao da sobrevida e reducédo dos indices de salde das larvas, exceto a maior concentracdo
de 2-HC com fluconazol, correspondente a 97,6 pg/mL de 2-HC e 50,0 ug/mL de fluconazol.
Nesta concentracdo, o indice de saude das larvas apresentou reducéo significativa em relacao
ao grupo controle. Vale ressaltar que os SLs também ndo apresentaram toxicidade pois ndo
causaram reducdo da sobrevida e nem do indice de salde.

Quanto a eficacia terapéutica, avaliada nas concentragdes: 2-HC com 3’-HC: 117,3 +234,3
ug/mL e 2-HC com FCZ: 97,6 + 50,0 ug/mL; as duas combinag¢fes demonstraram eficacia, no
entanto, a combinacédo de 2-HC com fluconazol demonstrou ser mais efetiva.

Os ensaios por via topica das combinacdes incorporadas nos SLs ainda serdo executados

para comparagdo com a via injetavel e avaliagdo da permeacdo in vivo, por meio da recuperagao
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da carga fangica apds administracdo dos tratamentos. A caracterizagdo fisica estrutural dos SLs
também sera realizada para verificar a forma como estes sistemas se organizam e a presenca de
nanoestruturas. Estes ensaios ainda estdo em execugdo pois 0 contexto da pandemia acarretou

alguns entraves e atraso na conclusdo do trabalho.
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De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que, a 2-hidroxichalcona
e 3’-hidroxichalcona apresentam atividade antifungica contra espécies de Candida spp. e que
as suas associacdes com derivados azolicos e associadas entre si, possuem excelente atividade
antifungica utilizando-se concentragdes reduzidas, o que reduziu também a toxicidade destas
moléculas, atingindo o objetivo deste trabalho.

Os sistemas desenvolvidos apresentaram carateristicas mecanicas satisfatorias para
aplicacdo intravaginal e podem ser utilizados para veicular a 2-hidroxichalcona.

De modo geral, os principios ativos estudados neste trabalho apresentaram auséncia de
toxicidade e demonstraram eficacia terapéutica em modelo in vivo de G. mellonella, ap6s
infeccdo das larvas com C. albicans, o que também atingiu o objetivo deste trabalho no sentido
de propor uma nova possibilidade terapéutica para tratamento da CVV.

Os resultados obtidos foram satisfatérios e por isso, é importante dar continuidade a este
projeto de pesquisa para realiza¢do de estudos clinicos.
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