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/" RESUMO \

As infecgdes fungicas constituem um importante problema de salde publica, especialmente diante do aumento
da resisténcia aos antifungicos convencionais. Este estudo avaliou a atividade antifungica ex vivo de uma
formulacéo topica em gel de carboximetilcelulose contendo bixina, além de um gel com nanoparticulas de prata,
frente a Candida albicans em fragmentos de pele suina. Refere-se a um estudo experimental, ex vivo,
controlado e conduzido em ambiente laboratorial, com a padronizagédo do indculo e a indugdo da infecgdo. Os
fragmentos cutaneos foram distribuidos em grupos experimentais tratados com gel de bixina, gel com NanoAg,
cetoconazol e controle negativo. A viabilidade fungica foi determinada por quantificagdo de unidades
formadoras de col6nia. Os resultados demonstraram que as formulagdes contendo bixina e NanoAg néo
reduziram significativamente o crescimento fungico em comparagdo ao controle negativo, enquanto o
cetoconazol apresentou eliminagdo completa das colbnias. Esses achados sugerem que, nas condigbes
avaliadas, as formulagbes testadas ndo apresentaram eficacia antifingica relevante, indicando a necessidade
de otimizagdo da composigdo, da liberagdo dos ativos e do tempo de exposigdo para futuras aplicagbes
terapéuticas.
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ABSTRACT

Fungal infections are a significant public health problem, especially in light of the increasing resistance to
conventional antifungals. This study evaluated the ex vivo antifungal activity of a carboxymethylcellulose gel
formulation containing bixin, as well as a gel with silver nanoparticles, against Candida albicans in pigskin
fragments. It refers to an experimental, ex vivo, controlled study conducted in a laboratory environment, with
standardized inoculum and infection induction. The skin fragments were distributed into experimental groups
treated with bixin gel, NanoAg gel, ketoconazole, and a negative control.Fungal viability was determined by
quantifying colony-forming units. The results showed that the formulations containing bixin and NanoAg did not
significantly reduce fungal growth compared to the negative control, while ketoconazole achieved complete
elimination of colonies. These findings suggest that, under the evaluated conditions, the tested formulations did
not demonstrate relevant antifungal efficacy, indicating the need for optimization of the composition, active
release, and exposure time for future therapeutic applications.
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1 INTRODUGAO

As infecgbes fungicas constituem um desafio critico para a saude publica
global, impulsionado principalmente pelo crescimento da populagéo
imunocomprometida. A utilizacdo de antineoplasicos e imunossupressores,
implantagdo de dispositivos invasivos (cateteres, sondas), terapia antibacteriana de
amplo espectro e condigdes como HIV/AIDS contribuem substancialmente para a
incidéncia dessas infec¢des (Naliatto, 2021; Mccarty et al., 2021; Wiederhold, 2021).
Estima-se que cerca de 150 milhdes de pessoas sejam acometidas anualmente pelas
infecgbes fungicas invasivas, resultando em aproximadamente 1,5 milh&o de 6bitos
mundialmente (Naliatto, 2021; Ronen; Dimitrios, 2021).

Os antifungicos convencionais (azéis, equinocandinas, polienos e flucitosina)
enfrentam limitagbes crescentes devido a toxicidade sistémica e a resisténcia
microbiana emergente (Mendes et al., 2024). Essa realidade impulsiona a busca por
compostos naturais antifungicos, que possam oferecer terapias mais seletivas,
eficazes e com menor toxicidade para o organismo humano (Frées et al., 2020;
Moraes, 2021).

Entre as espécies vegetais promissoras esta a Bixa orellana L., da familia
Bixaceae, amplamente cultivada no Brasil. As sementes, comumente conhecidas
como urucum, sdo utilizadas como corante natural nos setores alimenticio,
farmacéutico, téxtil e cosmético. Deve-se principalmente a bixina, um apocarotenoide
que corresponde a cerca de 80% do total de carotenoides presentes na semente
(Frées et al., 2020; Soares; Leite; Araujo, 2021; Mendes et al., 2024).

A bixina apresenta propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
antimicrobianas, ndo demonstrou efeitos mutagénicos ou tdxicos em altas
concentragdes, o que reforga seu potencial biotecnolégico e farmacolégico (Moraes,
2020; Silva; Carvalho; Leite, 2024). Contudo, ha escassez de estudos sobre sua
seguranga em células humanas, especialmente em formulagdes tépicas destinadas
ao tratamento de infec¢des fungicas dérmicas (Mendes et al., 2024).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia antifungica
ex vivo de formulagbes topicas contendo bixina incorporada em compdsitos de
carboximetilcelulose (CMC), aplicadas sobre fragmentos de pele suina infectados,
para verificar o potencial terapéutico dessas formula¢des no tratamento de infeccbes

fungicas cutaneas.
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2 MATERIAIS E METODOS

Refere-se a um estudo experimental, ex vivo, controlado e conduzido em
ambiente laboratorial, utilizado como base a metodologia de Carvalho et al. (2025),
com as devidas adaptagdes, a formulagdo do gel de CMC contendo bixina foi
conduzida em duas etapas. Inicialmente, preparou-se a primeira etapa da solugao
com 1 g de melamina, 5 mL de acetona e 50 mL de agua destilada, promovendo-se o
ajuste do pH de 7 para 12 por meio da adi¢ao de hidroxido de sédio (NaOH), sob
aquecimento a 60 °C. Em paralelo, preparou-se a segunda etapa contendo 50 mL de
agua destilada, 0,3 g de sorbitol, 5 mL de glicerina e 0,5 g de CMC, mantida sob
agitacéo a 60 °C até a obtengdo de uma mistura completamente homogénea.

Na sequéncia, as duas solugdes foram combinadas, seguida da incorporagao
da bixina previamente dissolvida em acetato de etila. Em seguida, o pH foi novamente
ajustado para 7. A formulagao resultante permaneceu sob aquecimento a 70 °C,
permitindo a evaporagao do solvente organico e a formagao do gel contendo bixina.

Adicionalmente, foi preparado a frio o gel de CMC contendo nanoparticulas de
prata (NanoAg). Para isso, 0,5 g de CMC foram dispersos em 100 mL de agua
destilada com o auxilio de ultrassom até completa solubilizagdo. Em seguida,
adicionaram-se 2 mL de glicerol e 22 mg de NanoAg. Ajustou-se o pH da formulagao
de 6 para 7 com solugao de NaOH e manteve-se sob agitagao a 40 °C até a formagao
de um gel homogéneo.

Dessa forma, na formulagao do gel de CMC com bixina, utilizaram-se 5 mg de
bixina em um volume final aproximado de 105 mL, resultando em concentracéo final
de 0,048 mg/mL. Ademais, no gel de CMC com NanoAg, empregou-se 22 mg de
NanoAg em volume final aproximado de 102 mL, obtendo-se concentrac&o final de
0,22 mg/mL de prata.

Concernente ao ensaio ex vivo, realizou-se com base nas metodologias
propostas por Quatrim (2021), com adaptagdes. Os fragmentos de pele suina foram
obtidos a partir de orelhas provenientes de frigorifico imediatamente apds o abate. Em
seguida, as amostras foram lavadas com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%),
submetidas a depilagdo mecanica e a remog¢ao do excesso de tecido subcutaneo.
Posteriormente, a pele foi dividida em fragmentos de aproximadamente 2 cm?,
desinfetada com etanol 70% por 1 minuto e mantida sob condigdes assépticas até

secagem completa.
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Para a preparagao do indculo, cepas de Candida albicans foram cultivadas em
agar batata dextrose (BDA) por 24 horas a 37 °C. A suspenséo fungica foi preparada
em solugdo salina estéril e ajustada em espectrofotbmetro a A = 530 nm, com
transmiténcia de 90%. Apds a padronizagao, realizou-se uma primeira diluicdo em
meio RPMI 1640 tamponado com MOPS, na propor¢ao de 1:50, seguida de uma
segunda diluicdo de 1:20, obtendo-se concentragao final entre 0,5 x 102 a 2,5 x 103
UFC/mL.

Na etapa de inoculagao, a superficie dos fragmentos cuténeos foi levemente
lesionada com agulha estéril para favorecer a penetragédo do microrganismo, seguida
da aplicagao de 50 yL da suspenséo fungica padronizada. Os fragmentos foram entéao
dispostos em placas de Petri contendo meio RPMI 1640 suplementado com 1% de
penicilina/estreptomicina e 1% de soro fetal bovino (SFB), em sistema de interface ar-
liquido. Apods incubagédo a 37 °C por 24 horas, a infecgéo foi estabelecida e os
fragmentos foram distribuidos nos grupos experimentais, compreendendo gel de CMC
com bixina, gel de CMC com NanoAg, controle negativo sem tratamento e controle

positivo tratado com cetoconazol, na concentragao de 20mg/g.

Os tratamentos foram administrados topicamente, mediante a aplicagao
uniforme do gel por toda a extensao dos fragmentos cutaneos infectados (cerca de 2
cm?), em volume suficiente para recobrir integralmente a lesao, formando uma pelicula

continua e homogénea, sem excesso que escorresse (figura 1).

Apds administragao tdpica, foram mantidos por 24 horas, com renovacéao diaria
do meio de cultura, e todos os ensaios foram conduzidos em triplicata. Ao final desse
periodo, os fragmentos foram transferidos para tubos Falcon contendo 4 mL de
solugao salina estéril e submetidos a agitagdo em vértex por 3 minutos com o objetivo

de promover o desprendimento celular.
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Figura 1 - Distribuicdo dos fragmentos infectados nos grupos experimentais.

controle negativo controle positivo
sem tratamento com cetoconazol

gel de CMC gel de CMC
contendo bixina contendo NanoAg

Fonte: Autoria propria, 2026.

Apos sedimentagao, aliquotas de 100 pL foram semeadas em agar Sabouraud
suplementado com cloranfenicol, utilizando alga de Drigalski, além da realizagdo de
diluicbes seriadas de 1:10 e 1:100. Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C
por 24 horas para posterior quantificacdo das unidades formadoras de col6nia (UFC).

A viabilidade fungica foi calculada de acordo com a férmula:

UFC do grupotratado

Viabilidade (% do controle) = ( ) < 100

UFC do grupo controle

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As formulacdes dos géis a base de CMC contendo bixina e NanoAg
apresentaram aspecto homogéneo, estabilidade estrutural e auséncia de separacao
de fases ou precipitacdo apos o preparo (figura 2), conforme descrito por Carvalho et
al. (2025).
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Figura 2 - Aspecto homogéneo e estabilidade estrutural das formulagcdes de géis a
base de CMC, com NanoAg a esquerda e bixina a direita, apds o preparo.

Fonte: Autoria propria,2026

No ensaio antifungico ex vivo realizado em fragmentos de pele suina infectados
por Candida albicans, o controle negativo evidenciou crescimento fungico expressivo
(>10% UFC/cm?), confirmando o sucesso da infec¢do experimental. Em contrapartida,
0 controle positivo tratado com cetoconazol promoveu a completa eliminagao das
colénias, validando as condicbes do modelo experimental. Apesar disso, os géis
contendo bixina e NanoAg ndo demonstraram redugao do crescimento fungico em
comparagdo ao controle negativo, sugerindo auséncia de atividade antifungica

relevante nas condi¢des avaliadas (figura 3).

Figura 3 - Crescimento de Candida albicans nos grupos controle negativo, controle

positivo, bixina e NanoAg apds o ensaio antifungico ex vivo.

Controle negativo | Controle positivo Gel d; _CMC - Gel de CMC +
(cetoconazol) bixina NanoAg

-

Crescimento fingico Eliminagdo completa Sem redugio significativa Sem redugio significativa
intenso das coldnias do crescimento fangico do crescimento fungico
(>10¢ UFC/cm?) (0 UFC/cm?) (>106 UFC/cm?) (>10° UFC/cm?)

Fonte: Autoria prépria, 2026.
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Esses achados diferem de estudos anteriores que relataram atividade
antifungica da bixina contra espécies de Candida, incluindo interferéncia em fatores
de viruléncia, como a formacao de biofilme (Rodrigues et al., 2025). De modo
semelhante, as NanoAg apresentam acao antifungica por diferentes mecanismos,
entre eles a liberagéo de ions Ag*, o dano a membrana celular, a indugéo de espécies
reativas de oxigénio, a alteragao da composicao lipidica da membrana e a interferéncia
na biossintese de ergosterol (Wadhwa et al., 2025).

A discrepancia observada pode estar associada a barreiras relacionadas a
penetracado cutanea, uma vez que a camada lipidica da pele suina pode restringir a
difusdo de compostos hidrofilicos, como a bixina, especialmente quando incorporados
em matrizes viscosas de CMC, reduzindo, assim, sua concentracao efetiva no sitio de
infeccdo. Adicionalmente, o tempo de exposi¢do adotado pode ser insuficiente para
permitir a liberagdo sustentada dos compostos ativos. Interagdes na formulagdo ou
complexagdo com CMC também podem inativar os ativos, conforme relatado em
hidrogéis nanoestruturados (Protocols.io, 2022).

Dessa forma, fazem-se necessarios estudos complementares com ajustes na
formulacédo, padronizacao do perfil de liberagdo dos compostos ativos e ampliagdo dos
ensaios microbioldégicos, com finalidade de aprofundar a compreensdo do

comportamento antifungico das formulagées desenvolvidas.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

No ensaio antifungico ex vivo, os géis de CMC com bixina e NanoAg nao
promoveram redugéo significativa do crescimento de Candida albicans em pele suina,
possivelmente em virtude de barreiras a penetragao cutanea e da liberacao limitada
dos principios ativos. Esses resultados evidenciam a necessidade de otimizagcdes na
formulacdo, a fim de esclarecer e validar o potencial terapéutico da bixina no

tratamento de infec¢des fungicas dérmicas.
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