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RESUMO 

 

O aumento crescente da prevalência das infecções fúngicas no cenário mundial e 

aumento da ocorrência de resistência aos antifúngicos convencionais sugerem 

que pesquisas para a descoberta de novas moléculas antifúngicas são 

urgentemente necessárias. O objetivo geral deste estudo é contribuir para a 

prospecção de alternativas terapêuticas, avaliando nanoencapsulados da 

substância bioativa ácido elágico (NAE) no tratamento da candidose bucal. Os 

seguintes objetivos específicos foram: complexar ácido elágico em 

ciclodextrina, em concentração com atividade antifúngica frente C. albicans; 

caracterizar quimicamente o encapsulado; prospectar possíveis mecanismos de 

ação; avaliar ação de concentrações subinibitórias sobre a produção de 

exoenzimas e aderência às células epiteliais; avaliar citotoxicidade do NAE nas 

condições de tratamento efetivas in vitro e in vivo (Drosophila melanogaster) e 

avaliar ação no tratamento in vivo de lesões de candidose oral induzida em 

modelo murino. Os dados foram analisados estatisticamente, adotando-se 

significância de 5%. HP-β-CD formou complexos solúveis de inclusão com AE. 

A porcentagem de AE/HP-β-CD foi de 15,25 ± 0,49%. As análises de MEV e 

FTIR confirmaram a formação de complexo de inclusão. AE/HP-β-CD manteve 

a atividade antifúngica do AE puro, com CIM 25 µg/ml para C. albicans ATCC 

18804 e 50 µg/ml para C. albicans SC 5314. O tratamento de C. albicans com 

sub-CIMs indicou aumento da CIM na presença de sorbitol para ATCC 18804 

(50 µg/ml), sugerindo ação sobre parede celular. Os resultados sugerem que não 

há ação sobre membrana celular. Não foi detectado efeito sobre morfogênese e 

produção de enzimas extracelulares. Efeito protetor de AE a 3,2, 6,4 e 32 µg/ml 

foi observado em modelo D. melanogaster infectado com C. albicans que 

resultou na sobrevivência de 45, 33 e 34%. Baixa toxicidade foi observada nas 

concentrações de 200 e 250 µg/ml. No modelo de candidose bucal em 

camundongos foi observada redução significativa da invasão de hifas no epitélio 

no grupo tratado AE/HP-β-CD em relação aos controles, em 24 horas e 48 

horas. Conclui-se que AE/HP-β-CD apresentou efeito inibitório sobre C. 

albicans in vitro, com baixa toxicidade. Em modelo Drosophila melanogaster 

apresentou efeito protetor frente à infecção fúngica. Em modelo murino levou à 

redução na invasão epitelial pelo fungo. 

 

Palavras-chave: Candida albicans. Ácido elágico. Ciclodextrina.  



 
 

   
 

Sampaio AG. Evaluation of the potential application of cyclodextrin 

nanoencapsulated ellagic acid for the treatment of oral candidosis 

[dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 

Institute of Science and Technology; 2019. 

 

ABSTRACT 

 

 

The increase in the prevalence of fungal infections worldwide and the rise in the 

occurrence of antifungal resistance suggest that new researches for the 

discovery of antifungal molecules are needed. The aim of this study is to 

contribute to the prospection of therapeutic alternatives, evaluating 

nanoencapsulates of ellagic acid (NAE) for the treatment of oral candidosis. In 

order to reach the general aim, the following specific objectives were 

determined: to complex the ellagic acid in cyclodextrin at effective 

concentration against C. albicans; to chemically characterize the encapsulate; 

to test the activity of the encapsulate using an invasive candidosis in vitro 

model, searching for the mechanisms of action; to evaluate the activity of 

subinhibitory concentrations on the exoenzymes production, and adherence to 

epithelial cells; to evaluate the cytotoxicity of NAE in the effective treatment 

conditions in vitro and in vivo (Drosophila melanogaster); and to evaluate the 

in vivo effectiveness for the treatment of oral candidosis in murine model. The 

obtained data was statistically analyzed (level of significance 5%). HP-β-CD 

formed soluble inclusion complexes with EA. The percentage of EA/HP-β-CD 

was 15.25 ± 0.49%. SEM and FTIR analyses confirmed the formation of 

inclusion complex.  AE/HP-β-CD showed the same antifungal activity of pure 

EA with MIC value of 25 µg/ml for C. albicans ATCC 18804 and 50 µg/ml for 

C. albicans SC 5314. Treatment with sub-MIC on C. albicans revealed 

increased MIC value in the presence of sorbitol for ATCC 18804 (50 µg/ml), 

suggesting activity on cell wall. Results suggest no effect on cell membrane. No 

effects of EA on morphogenesis and production of extracellular enzymes were 

detected. Protective effect of EA at 3.2, 6.4 e 32 µg/ml was observed in D. 

melanogaster model, resulting in survivals of 45, 33 and 34%. Low cytotoxicity 

was observed for concentrations of 200 and 250 µg/ml. In vivo tests in murine 

models indicated reduction in epithelial invasion after treatment EA/HP-β-CD 

for 24 and 48 h when compared to control. In conclusion, EA/HP-β-CD showed 

inhibitory effect on C. albicans in vitro, with low toxicity. Protective effect 

against fungal infection was observed in D. melanogaster model. In murine 

model of oral candidosis, EA/HP-β-CD reduced fungal epithelial invasion.  

 

 

Keywords: Candida albicans. Ellagic acid. Cyclodextrin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A incidência de infecções fúngicas cresce em taxas alarmantes, 

representando um grande desafio para as áreas médicas. Este crescimento está 

diretamente relacionado ao aumento da população de pacientes 

imunocomprometidos nas últimas décadas (Jain et al., 2010). Estudos apontam 

para níveis bucais mais elevados de Candida em populações com diferentes 

doenças sistêmicas (de Matos et al., 2014; Pereira et al., 2012; Salvia et al., 

2013), o que pode aumentar a suscetibilidade às infecções. As candidoses bucais 

são a forma mais comum de infecção fúngica em humanos, observada 

principalmente em portadores de HIV (Jayatilake, Samaranayake, 2010). 

Estudos apontam que 80% dos pacientes imunossuprimidos podem ser positivos 

para C. albicans na cavidade bucal, podendo a candidose orofanríngea atingir de 

50 a 90% desses indivíduos durante o curso da doença de base (Fidel, 2011; 

Goulart et al., 2018).  

Reservatórios bucais de micro-organismos oportunistas, como as 

leveduras do gênero Candida, podem comprometer a vida de pacientes 

imunocomprometidos, uma vez que a cavidade bucal representa uma porta de 

entrada para infecções sistêmicas (Senpuku et al., 2003). Dados epidemiológicos 

mostraram que Candida é o 4º agente responsável por infecções sistêmicas 

nosocomiais (Pfaller et al., 2010). A mortalidade associada a candidose 

sistêmica pode atingir 50 % em adultos e até 30 % em crianças (Chandra, 

Mukherjee, 2015). 

Espécies de Candida albicans e não albicans possuem diversos fatores 

de virulência, dentre eles podemos citar: capacidade de formar biofilmes, 

secretar importantes enzimas hidrolíticas como a protease, fosfolipase e 

hemolisina, o dimorfismo (formação de hifas), além de aderência a superfícies 
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bióticas e abióticas (Gabriela et al., 2014; Mayer et al., 2013; Ramage et al., 

2006; Williams et al., 2011).  

Durante o processo de transição de comensal para oportunista, as 

leveduras do gênero Candida geram alterações transcricionais, havendo maior 

expressão em genes codificadores de fatores de virulência, tais como enzimas 

hidrolíticas e adesinas (Calderone, Fonzi, 2001; Hube, 2004). Os genes mais 

frequentemente citados são as SAPS (Secreted aspartyl proteinases), ALS 

(Agglutinin-like sequence) e HWPI (Hyphal wall protein) (Hoyer et al., 2008; 

Ramage et al., 2006; Staab et al., 2004; Teodoro et al., 2015b). Inúmeros genes, 

proteínas e metabólitos estão associados à manutenção fenotípica do biofilme de 

Candida e desempenham papel crítico nessa estrutura (Chandra, Mukherjee, 

2015).  

Para a avaliação dos fatores de virulência de C. albicans pode ser 

utilizado modelos alternativos in vivo tais como Drosophila melanogaster. Estes 

animais são capazes de reconhecer fungos, como C. albicans e ativar o sistema 

imune pelo receptor da via Toll, conhecido como sendo similar ao do ser 

humano (Abolaji et al., 2013; Chamilos et al., 2006; Davis et al., 2011; 

Glittenberg et al., 2011). 

A ocorrência de resistência em Candida spp. frente aos antifúngicos 

convencionais é crescente (Calderone et al., 2014; Nett, 2014; Pfaller et al., 

2010). Biofilmes de Candida são difíceis de erradicar e são frequentemente 

responsáveis por insucessos terapêuticos (Nett, 2014; Taff et al., 2013). A maior 

suscetibilidade de células planctônicas de Candida em relação aos biofilmes 

frente aos antifúngicos convencionais é relatada na literatura (Chandra e 

Mukherjee, 2015). Além disso, os antifúngicos convencionais possuem diversas 

limitações, tais como pequeno espectro de ação, interações com outras drogas, 

perfil farmacocinético limitado, custo elevado e importantes efeitos tóxicos 

(Bondaryk et al., 2013). Atualmente, o número de opções terapêuticas é bastante 
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limitado, sendo que apenas poucas classes de moléculas são rotineiramente 

prescritas na prática clínica. Apenas uma nova classe de fármaco de antifúngico, 

a equinocandina, foi desenvolvida nos últimos 30 anos (Roemer, Krysan, 2014). 

Desta forma, pesquisas em novas terapias e descoberta de novas moléculas 

antifúngicas são necessárias (Nett, 2014; Taff et al., 2013).  

Nosso grupo de pesquisa vem realizando a busca e avaliação de 

moléculas apresentando ação antimicrobiana presentes em plantas brasileiras 

(Brighenti et al., 2014; Lourenção Brighenti et al., 2017; Teodoro et al., 2015b, 

2015a). Dentre essas moléculas, o ácido elágico apresentou ação promissora 

contra Candida albicans (ATCC 18804) (Lourenção Brighenti et al., 2017) 

assim como o ácido gálico (Teodoro et al., 2015a).  

O ácido elágico é um derivado dimérico de ácido gálico, originário de 

plantas que pode ser encontrado em ervas, frutas e legumes, como: framboesa, 

morango e nozes. Estas plantas produzem esse composto na forma de taninos 

hidrolisados chamados de elagitanos, conhecidos por propriedades 

farmacológicas envolvendo ação antioxidante, antimutagênica, antimicrobiana, 

anti-inflamatória (Bala et al., 2006a, 2006b; Nittayananta, 2016; Promsong et 

al., 2015). Promsong et al. (2015) sugeriu que esse polifenol natural tem 

potencial para auxiliar na restauração e melhora na imunidade inata da mucosa, 

prevenindo infecções superficiais. Além disso, este composto demonstrou 

citotoxicidade de baixa a moderada (Lourenção Brighenti et al., 2017; Sampaio 

et al., 2018), sugerindo potencial de aplicação clínica. 

A limitação do ácido elágico é sua baixa solubilidade em água, sendo 

moderadamente solúvel em álcool. (Bala et al., 2006b; Lourenção Brighenti et 

al., 2017).  

Sistemas de liberação de fármacos baseados em nano/microcápsulas têm 

sido estudados na literatura a fim de aumentar a solubilidade de um fármaco, 

favorecendo a absorção, protegendo o princípio ativo de fatores externos, 
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resultando em regimes posológicos mais eficientes. As ciclodextrinas (CDs) são 

moléculas oligossacarídeas, carreadoras macrocíclicas com capacidade de 

formar complexos solúveis em meio aquoso junto a fármacos lipofílicos, esta 

ação permite melhorar a permeabilidade de drogas, aumentando a sua 

biodisponibilidade, com o propósito de complexar, estabilizar substâncias, evitar 

a desnaturação e degradação térmica do fármaco (Loftsson et al., 2007, 2006; 

Rosa Teixeira et al., 2013; Teixeira, 2008). As ciclodextrinas possuem várias 

aplicações dentro deste contexto por serem inertes, não tóxicas e carreadoras de 

compostos ativos em formulações farmacêuticas e têm sido objeto de pesquisas 

e de desenvolvimento de novos produtos pela indústria farmacêutica (Rosa 

Teixeira et al., 2013; Teixeira, 2008).  

As ciclodextrinas naturais são originadas de 3 formas, conhecidas como 

α-, β- e γ- ciclodextrina. Elas compõem 6, 7 e 8 unidades de glicose, 

respectivamente, interligadas por ligações α- [1,4] glicosídicas que permitem ter 

tamanhos variados e diferentes solubilidade (Challa et al., 2005a; Connors, 

1997). A sua estrutura está ilustrada na Figura 1. Atualmente, são produzidas de 

forma semissintética através de conversão enzimática (Szejtli, 1998). Dentre 

elas temos a molécula derivada de β-CD a HP-β-CD que vem demonstrando 

habilidade de complexação e equilibrando solubilidades em água (Challa et al., 

2005a; Teodoro et al., 2017). A ciclodextrina HP-β-CD é uma molécula 

derivada de β-CD que possui grupos hidroxipropil que possuem a capacidade de 

aumentar a solubilidade em água (> 600 mM) (Challa et al., 2005b). 
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Figura 1 – Esquema ilustrando a estrutura (a) forma toroidal, (b) de uma 

molécula de ciclodextrina e (c) estrutura da molécula de ácido elágico 

 

 

Fonte: (Challa et al., 2005 ; Pubchem, 2019). 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

O objetivo geral desse projeto é contribuir para a prospecção de 

alternativas terapêuticas inovadoras, avaliando o complexado da substância 

ácido elágico no tratamento da candidose bucal. Perseguindo o objetivo geral 

estabelecemos os seguintes objetivos específicos: 

 

a) complexar o ácido elágico em ciclodextrina ou derivados em 

concentração com comprovada atividade antifúngica frente a 

Candida albicans;  

b) caracterizar quimicamente o complexado; 

c) avaliar a ação do ácido elágico não complexado e complexado sobre 

biofilme de C. albicans; 

d) avaliar a ação antifúngica em modelo in vivo de Drosophila 

melanogaster; 

e) avaliar a ação do ácido elágico sobre a integridade da parede celular 

e membrana plasmática, quantidade de ergosterol e morfogênese 

(transição levedura-hifa), buscando possíveis mecanismos de ação; 

f) avaliar ação de ácido elágico nas concentrações subinibitórias sobre 

a produção de exoenzimas e aderência às células epiteliais; 

g) avaliar a citotoxicidade do ácido elágico não complexado e 

complexado em ciclodextrina nas condições de tratamento efetivas; 

h) avaliar a citotoxicidade do ácido elágico em modelo in vivo de 

Drosophila melanogaster; 

i)  Avaliar ação no tratamento in vivo de lesões de candidose oral 

induzida em modelo murino.  

 



19 

 

   
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

 

O presente estudo foi encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

experimentação Animal do ICT-CSJC UNESP, sob registro nº 05/2017. 

 

 

3.2 Cepas e condições de crescimento 

 

 

As seguintes cepas padrão de Candida albicans foram incluídas neste 

estudo: SC 5314 (cepa referência wild-type) e ATCC 18804 (cepa referência, 

isolado de lesão de candidose). Essas cepas permaneceram armazenadas em 

caldo Sabouraud dextrose com 20% de glicerol a -80 ºC. Os inóculos utilizados 

nos testes foram obtidos a partir de cultura desses micro-organismos em ágar 

Sabouraud dextrose (SD) cultivados por 24 horas a 37 ºC, em aerobiose. As 

células de C. albicans foram suspensas em solução fisiológica estéril (NaCl 

0,9%) até atingir a concentração de aproximadamente 106 UFC/ml (Unidades 

Formadoras de Colônias por mililitro), com auxílio de espectrofotômetro (λ: 530 

nm; DO: 0,138) 
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3.3 Complexação do ácido elágico com ciclodextrina e caracterização 

 

 

A fim de complexar o ácido elágico com a ciclodextrina e caracterizar 

tais formulações, as seguintes metodologias foram empregadas, de acordo com 

protocolos já descritos. 

 

 

3.3.1 Diagrama de solubilidade e secagem por atomização 

 

 

O diagrama de solubilidade de fase foi construído em função de uma 

concentração de ácido elágico em excesso (em termos de solubilidade em água) 

e de diferentes concentrações de 2-Hidroxipropil-Beta-Ciclodextrina (HP-β-

CD). (Balducci et al., 2013; Rudrangi et al., 2015). Diferentes concentrações de 

HP-β-CD de 0 a 144 mM, na presença de ácido elágico em excesso (1 mg/ml), 

foram dissolvidos em água destilada ou solução de NaOH 0,1M, à temperatura 

ambiente durante 72 horas e mantidos em agitador magnético. Logo após, a 

solução foi filtrada em membrana de 0,45 µm, diluído adequadamente e 

analisado quantitativamente por espectrofotometria em ultravioleta (UV) a 255 

nm. O diagrama de fase de solubilidade foi traçado conforme concentrações de 

ácido elágico em função da concentração de ciclodextrina e a razão entre o ácido 

elágico e a ciclodextrina. 

A secagem da solução de ciclodextrina mais ácido elágico (AE) foi 

realizada por spray dryer (Büchi Mini Spray Drying B290) utilizando os 

seguintes parâmetros: temperatura de entrada igual a 150 ºC, temperatura de 

saída igual a 119 ºC, aspiração igual a 100%, bombeamento igual a 10%. 

Preparou-se o complexo ácido elágico/ciclodextrina na proporção de 1:1 molar. 
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As soluções foram misturadas e depois bombeadas para dentro do equipamento 

spray dryer. Em seguida, foi realizada a secagem por atomização com os 

parâmetros determinados acima. Após secagem, as porcentagens de rendimento 

de CD e de ácido elágico presentes na formulação foram determinadas, em 

espectrofotometria UV visível.  

 

 

3.3.2 Avaliação da porcentagem de ácido elágico presente na formulação 

 

 

O ácido elágico presente na formulação foi quantificado por 

espectrofotometria UV- visível (Bala et al., 2006b). A absorbância foi verificada 

em espectrofotômetro para verificar a absorbância do ácido elágico a 255 nm. 

 

 

3.3.3 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

 

A FTIR acoplada a um sistema de reflexão total atenuada (ATR) foi 

realizada com o aparelho Perkin Elmer modelo Frontier em colaboração com o 

Instituto Tecnológico de Aeronáutica (ITA) para avaliar se houve uma 

complexação. Os espectros foram obtidos entre 4000 e 400 cm-1 a uma resolução 

de 4 cm-1, com 16 varreduras para cada espectro.  
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3.3.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 

A variação morfológica da superfície das substâncias isoladas e/ou 

mistura física foram analisadas por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV). Alíquotas das amostras de AE puro, ciclodextrina HP-β-CD, HP spray 

dryer e mistura física da HP-β-CD /ácido elágico foram afixadas com auxílio de 

fita carbono sobre stub de alumínio o qual foi submetido a metalização em ouro 

e após realizada a Microscopia Eletrônica de Varredura (JSM-T330A, JEOL 

limitada, Tókio - Japão). 

 

 

3.4 Teste de susceptibilidade de Candida albicans frente ao ácido elágico 

(AE) e complexado em ácido elágico (AE/HP-β-CD) 

 

 

3.4.1 Padronização do inóculo 

 

 

Para a padronização do inóculo foram utilizadas as cepas de referência 

de Candida albicans SC 5314 (wild-type) e ATCC 18804 (isolado de lesão de 

candidose), conforme norma CLSI M-27 A3. As amostras foram preparadas 

conforme item 3.2. Em seguida, foram preparadas 4 diluições sequenciais 

diferentes (10-1 - 10-4), plaqueadas em ágar Sabouraud dextrose conforme 

método de Miles e Mirsa (1931) para contagem de UFC/ml (unidade formadora 

de colônia por mililitro) e incubados por 24 horas a 37 ºC, seguido por leitura 

dos resultados. 
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3.4.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) em cepas de 

referência 

 

 

Para os testes de suscetibilidade, foram avaliadas as cepas de Candida 

albicans SC 5314 e ATCC 18804. Os testes foram realizados conforme as 

normas CLSI M27-A3, para ensaios de microdiluição em placa de 96 poços, 

para determinação da concentração inibitória mínima (CIM). Nessa etapa foi 

utilizado AE previamente obtido comercialmente (Cayman Chemical. Lote: 

0423046). Foi definida como CIM, a concentração onde foi observado 80% 

(CIM) de redução do crescimento fúngico quando comparado ao grupo controle 

de crescimento (sem tratamento), por análise visual.  

Este experimento foi realizado separadamente com AE sem ciclodextrina 

e com complexo AE/ HP-β-CD para o preparo da solução estoque o AE e o AE/ 

HP-β-CD foram diluídos em solução NaOH 0,1M. Antes do uso, ambas as 

substâncias testes foram sonicadas por 10 minutos, para melhor solubilização. O 

procedimento foi realizado em triplicata. 

Nesse ensaio as amostras de C. albicans foram preparadas conforme 

item 3.2, seguido por preparo do inóculo em meio de cultura contendo RPMI 

1640 (pH 7,0), na concentração de aproximadamente 103 UFC/ml, usado no 

teste de microdiluição.  

As substâncias a serem testadas foram ressuspensas no meio de cultura 

RPMI na concentração de 100 µg/ml. Em seguida foram colocados 200 µl 

dessas substâncias na concentração inicial, na primeira coluna de placas de 

microtitulação com 96 poços. Após foram realizadas diluições subsequentes de 

100 µl dessas substâncias iniciais em 100 µl de RPMI previamente pipetados 

nas colunas consecutivas da placa de microtitulação de 96 poços. Ao final, 

alíquotas de 100 µl do inóculo foram adicionados aos poços e foram obtidas 
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concentrações entre 50 µg/ml até 0,08 µg/ml. Para fiscalização do teste foram 

mantidos poços contendo 2 controles diferentes: o controle de crescimento sem 

a presença da substância testada (controle positivo) e o controle contendo 

somente meio de cultura (controle negativo). 

As placas foram incubadas por 24 horas a 37 ºC e posteriormente 

analisadas por método visual para determinação da CIM, comparada ao controle 

positivo. 

 

 

3.5 Efeito do AE e AE complexado em HP-β-CD sobre biofilmes de C. 

albicans 

 

 

Biofilmes de C. albicans ATCC 18804 foram preparados em placas de 

microtitulação de 96 poços. Para esse ensaio, suspensões de Candida 107 

células/ml foram preparadas em solução fisiológico estéril (NaCl 0,9%). Após, 1 

ml desse preparado foi adicionado a em 9 ml de caldo RPMI suplementando 

com 2% de glicose (pH 7,0) e agitado em vórtex. Em seguida, para adesão dos 

micro-organismos, 200 µl da mistura foi adicionada em triplicata nos poços da 

placa de microtitulação e incubada por 90 minutos, a 37 ºC e 80 rpm. 

Posteriormente, o meio de cultura foi retirado, os poços lavados com solução 

fisiológica estéril para retirada de células não aderidas ao fundo da placa. 

Imediatamente, foi adicionado meio de cultura novo e cultivado biofilme de 24 

horas e 48 horas em estufa a 37 ºC. O meio de cultura foi renovado após 24 

horas. Após, novamente o meio de cultura foi retirado e lavado uma vez com 

solução fisiológica estéril e tratados com AE e AE/ HP-β-CD 10 vezes a CIM, 

por 1 minuto, seguido por lavagem com solução fisiológica estéril para remoção 

do tratamento, suspensão do biofilme, diluição seriada e inoculação em ágar SD 
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e incubação em estufa, a 37 ºC, por 24 horas. Para viabilidade do biofilme foram 

contadas as UFC do biofilme tratados e não tratados e os valores comparados. O 

ensaio foi realizado em triplicata em 3 ocasiões diferentes. 

 

 

3.6 Ensaio da capacidade de infecção de C. albicans e avaliação do efeito do 

AE em modelo in vivo de Drosophila melanogaster 

 

 

Neste ensaio in vivo, a capacidade de infecção de Candida foi analisada 

em modelo de Drosophila melanogaster, obtidas do Centro de Estoque de 

Bloomington, na Universidade de Indiana, infectadas com Candida albicans SC 

5314, de acordo com metodologias empregadas por Chamilos et al. (2006) e 

Glittenberg et al. (2011), com modificações. 

Para a infecção desses animais, C. albicans SC 5314 foi cultivada em 

ágar Sabouraud dextrose por 24 horas e com uma agulha ultrafina de tungstênio 

foi coletada uma pequena porção da colônia isolada e injetada na região lateral 

do tórax de D. melanogaster (Figura 2). 

Para esse ensaio, moscas fêmeas D. melanogaster com idade entre 4 a 10 

dias heterozigoto Toll mutante Tl[r3]/+, foram cultivadas em garrafas e tubos, 

contendo meio de cultura padrão com fubá e mantidas a 19 ºC, durante todo o 

experimento. A mosca que apresenta perda de função no alelo Toll, tornam-se 

mais suscetíveis a fungos (Chamilos et al., 2006).  

Inicialmente, para analisar a capacidade de infecção do modelo 

alternativo, 16 moscas subdivididas em 3 experimentos independentes foram 

infectadas, cultivadas por 24 horas, maceradas, semeadas em ágar Sabouraud 

dextrose e feita a análise quantitativa das unidades formadoras de colônia/mosca 

(UFC/mosca), conforme Miles e Misra (1931) (Figura 3). 
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Para a avaliação do efeito protetor (Figura 4), 20 moscas divididas 

randomicamente foram utilizadas para cada grupo. Solução de AE, 

anteriormente sonicada por 10 minutos, nas concentrações de 3,2, 6,4, 32 µg/ml 

(efeito protetor) e 200 µg/ml (toxicidade) foram misturados ao meio base de 

alimentação das moscas. Previamente, as moscas foram armazenadas em tubos 

por 6 horas sem alimentação e sucessivamente foram transferidas para tubos 

com ou sem a substância teste, por 24 horas. 

 

 

Figura 2 - Inoculação de C. albicans SC 5314 na região lateral do tórax de 

Drosophila melanogaster 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 3 - Ensaio para comprovação da capacidade de infecção do modelo 

Drosophila melanogaster por Candida albicans 

 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recuperação de C. albicans – 24 h 
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Figura 4 - Ensaio para avaliação do efeito protetor do ácido elágico à infecção 

por C. albicans 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Na análise do efeito protetor de AE, após 24 horas da transferência das 

moscas para os tubos novos, as moscas foram infectadas com C. albicans e 

divididas em 4 grupos experimentais; conforme esquema do quadro 1. As 

moscas que morreram dentre o período de 3 horas após inoculação foram 

excluídas do estudo. O efeito protetor foi analisado durante 8 dias consecutivos. 

O número de sobreviventes foi utilizado para a realização de uma curva de 

sobrevivência. Ambos os testes foram realizados em duplicata, totalizando n= 

160 moscas. 
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Quadro 1 – Grupos experimentais de Drosophila melanogaster na avaliação do 

efeito protetor do ácido elágico à infecção por Candida albicans 

 

Grupo Evento 

Tratamento Moscas inoculadas com C. albicans e 

alimentadas com meio de cultura 

contendo AE (3,2, 6,4 e 32 µg/ml). 

Controle 1 Moscas inoculadas com C. albicans e 

alimentadas com meio de cultura 

regular (sem AE). 

Controle 2 Moscas não inoculadas e alimentadas 

com meio de cultura regula (sem AE). 

Controle 3 Moscas não inoculadas, submetida a 

punção e alimentada a meio de cultura 

regula (sem AE).  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

3.7 Avaliação dos efeitos celulares de AE sobre fatores de virulência de C. 

albicans (Prospecção dos mecanismos de ação) 

 

 

Para estes ensaios foram utilizadas as cepas padrão C. albicans SC 5314 

e ATCC 18804 tratadas com AE, com o propósito de avaliar o mecanismo de 

ação antifúngico da substância teste. Todos os testes foram utilizados controle 

de crescimento, alguns controles positivos e realizados em triplicata em três 

ocasiões diferentes.  
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3.7.1 Determinação do efeito sobre a morfologia da célula fúngica 

 

 

A morfologia celular das células fúngicas pós tratamento foram 

avaliadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para esse ensaio, 

suspensões fúngicas foram preparadas em solução salina (NaCl 0,9%) estéril na 

concentração de 107 UFC/ml de C. albicans, em espectrofotômetro (λ: 530 nm). 

Anteriormente, a solução estoque para o teste foi sonicada por 10 minutos. Em 

seguida, as suspensões foram expostas ao tratamento com ácido elágico em 

RPMI, na concentração final de ½ CIM, por 5 minutos. No grupo controle foi 

utilizado meio sem tratamento.  

Após, foi realizado o preparo das amostras para o MEV em lâmina de 

vidro estéril de tamanho 1x1 cm, padronizado em nosso laboratório. Neste 

ensaio, foi colocado 3 alíquotas de 10 µl sobre a lâmina, totalizando uma 

alíquota de 30 µl sobre a lâmina, com intervalos de secagem entre cada alíquota. 

Em seguida, para fixação da amostra, as lâminas foram submersas em 

glutaraldeído na concentração de 2%, por 24 horas, em temperatura ambiente. 

Logo após, para o processo de fixação, foi retirado o glutaraldeído e iniciado o 

processo de desidratação alcoólica em diferentes concentrações. As lâminas 

foram submersas em etanol 70% e 95%, durante 10 minutos e etanol 100% 

durante 20 minutos. Após secagem do material, foi realizada a análise em MEV. 

 

 

3.7.2 Análise do efeito de AE sobre a parede celular fúngica de C. albicans 

 

 

O efeito do AE sobre a parede celular fúngica foi avaliado utilizando o 

ensaio de proteção por sorbitol, baseado na metodologia empregada por Frost et 
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al. (1995) e Khan et al. (2013), em que o sorbitol na concentração de 0,8 M atua 

como osmoprotetor aumentando a viabilidade celular. Desse modo, para analisar 

danos na parede celular, causado por AE, foi realizado o mesmo procedimento 

da determinação da concentração inibitória mínima (CIM) de C. albicans SC 

5314 e ATCC 18804, com meio de cultura contendo caldo RPMI sem a presença 

de sorbitol e com caldo RPMI na presença de sorbitol, com concentração final 

de 0,8 M de sorbitol, em placa de microtitulação de 96 poços. Para validar a 

capacidade do teste em identificar danos na parede celular, foi também 

realizado, como controle positivo, o ensaio da CIM da caspofungina, antifúngico 

que tem como alvo a parede celular, baseando-se no documento M27-A3 do 

CLSI (2008). Ambos os testes foram realizados nas concentrações entre 0,08 a 

50 µg/ml. O ensaio foi realizado em triplicata. As leituras dos poços foram 

realizadas após 2 e 7 dias. A CIM foi definida como a menor concentração 

capaz de inibir visualmente o crescimento fúngico para a caspofungina e inibir 

visualmente 80% do crescimento fúngico em AE. 

 

 

3.7.3 Efeito do AE sobre a biossíntese de ergosterol 

 

 

Este ensaio, foi realizado com base na metodologia de Rajput e Moran 

Karuppayil (2013), Arthington Skaggs et al. (1999) e Alizadeth et al. (2017), 

com modificações. A partir de uma cultura overnight de Candida albicans 

ATCC 18804 e SC 5314, uma colônia do micro-organismo foi suspensa em 50 

ml de caldo Sabouraud dextrose em Erlenmeyer e incubado a 35 ºC, sob 

agitação por 18 horas. Após as amostras foram centrifugadas a 2700 rpm, por 10 

min a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e lavado uma vez com água destilada 

estéril. Em seguida, o pellet das amostras do grupo tratamento foram expostos 
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ao tratamento, previamente sonicado em solução estoque por 10 minutos, na 

concentração final de ½ CIM por 5 minutos, seguida por retirada do tratamento 

com centrifugação e lavagem, no mesmo parâmetro anterior. Logo após, o peso 

úmido do pellet de ambos os grupos foram determinados e em seguida 

adicionado alíquotas de 3 ml de KOH a 25% em etanol e agitado por 1 minuto. 

A suspensão resultante foi transferida para tubos de vidro e mantida em banho 

maria por 1 hora a 85 ºC. Após esfriamento da solução, foi adicionado a mistura 

na proporção de 1:3 água/hexano e agitado por 3 minutos. A mistura foi deixada 

em repouso por 24 horas a -20 ºC. A camada hexânica foi diluída em etanol 

100% e a leitura foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de onda 

de 240 e 300 nm.  

Após, foi realizado o cálculo para determinar a % ergosterol, pela 

fórmula a seguir: 

 

% ergosterol + % 24(28) DHE = [{A281.5/ 290} x F] / peso do pellet 

 

% 24(28) DHE = [{A230/ 518} x F] / peso do pellet 

 

% ergosterol = [% ergosterol + % 24(28) DHE] - % 24(28) DHE 

 

Sendo F referente ao fator de diluição em etanol, 24(28) DHE 

equivalente ao valor do esterol tardio intermediário e 290 e 518, os coeficientes 

de extinção E (em porcentagens por centímetro), determinados pelo ergosterol 

cristalino e 24(28) DHE. Os ensaios foram realizados em triplicata em 3 

ocasiões independente. 
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3.7.4 Efeito do AE encapsulado sobre a morfogênese de C. albicans na 

transição hifa-levedura 

 

 

A determinação do efeito do AE sobre a transição hifa-levedura em C. 

albicans, foi realizado conforme metodologia empregado por Chevalier et al. 

(2012), com modificações. Para o teste cepas de ATCC 18804 e SC 5314, 

semeadas após 24 horas a 37 ºC, em Sabouraud dextrose, foram usadas para o 

preparo de inóculo na concentração de 106 células/ml, em solução salina estéril 

(NaCl 0,9%). No grupo tratamento, as suspensões foram expostas ao caldo 

RPMI 1640 (pH 7,0) 2 vezes concentrado, contendo ½ CIM como concentração 

final, enquanto o grupo controle foi exposto somente ao caldo RPMI 1640 2 

vezes concentrado. O experimento foi realizado em placas de 24 poços, em 

triplicata, na proporção 1:1, com volume final de 1 ml dos preparados e 

incubados a 37 ºC. Após incubação de 4 horas e de 24 horas, foram realizadas 

contagens de células hifas/pseudohifas e leveduras, em Câmara de Newbauer, e 

calculado o percentual de filamentação nos grupos tratamento e controle. O 

experimento foi realizado em triplicata em 3 ocasiões independentes. Todas as 

soluções testes do tratamento, foram previamente sonicadas na solução estoque 

por 10 minutos. 

A percentagem de filamentação foi determinada conforme fórmula a 

seguir: 

 

% filamentação = número de hifas x 100 / número de leveduras + hifas 
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3.8 Avaliação do ácido elágico em concentração subinibitória sobre fatores 

de virulência de C. albicans 

 

 

3.8.1 Ação do AE sobre a produção da enzima fosfolipase 

 

 

A ação do ácido elágico sobre a produção de fosfolipase foi analisada 

conforme metodologia descrita por Polak (1992) e Prince et al. (1982), com 

modificações . Para esse ensaio, meio de cultura contendo 20 g de dextrose, 10 g 

de peptona, 5 g de extrato de levedura, 58,9 g de cloreto de sódio, 0,55 g de 

cloreto de cálcio e 20 g de ágar em 840 ml de água destilada, foi preparado e 

autoclavado. A seguir, foi levado ao banho-maria a 55 ºC. Quando a temperatura 

estabilizou, foi adicionada a emulsão de gema de ovo a 50% (em solução 

fisiológica esterilizada). 

Suspensões padronizadas de C. albicans SC 5314 e ATCC 18804 

contendo 106 células/ml foram preparadas e expostas por 1 hora ao tratamento 

AE, na concentração de ½ CIM, preparada em caldo RPMI 1640 2 vezes 

concentrado (pH 7,0), para o grupo tratamento, enquanto no grupo controle, o 

inóculo foi exposto somente em caldo RPMI de mesma concentração. Á 

exposição aos tratamentos foi realizada em placa de microtitulação de 96 poços, 

utilizando-se o volume de 100 µl da suspensão para 100 µl do tratamento. As 

placas foram incubadas a 37 ºC em estufa de aerobiose. Posteriormente, 

alíquotas de 10 µl das suspensões expostas ou não ao tratamento foram 

inoculadas, em triplicata, no meio base para fosfolipase, em posições 

equidistantes e incubadas em estufa em câmara úmida, para evitar ressecamento 

do meio de cultura, por 5 dias a 37 ºC. O teste foi realizado em triplicata em 3 

ocasiões diferentes. Antes do tratamento, as soluções estoque de AE foram 
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previamente sonicadas por 10 minutos. 

Para leitura dos resultados, os halos de precipitação ao redor da colônia 

foram medidos. Em seguida foi calculada a razão entre o halo de diâmetro da 

colônia e do diâmetro da colônia mais o diâmetro da zona de precipitação e 

expresso em valores de Pz, Os resultados foram expressos conforme 

classificação quanto a capacidade da ação enzimática, conforme Polak (1992) e 

descrito no quadro 2. 

 

 

Quadro 2 – Valores de Pz para produção de fosfolipase e respectiva 

classificação da atividade enzimática, de acordo com Polak (1992) 

 

Classificação da atividade enzimática (Pz) 

Negativo Pz =1 

Positivo 0,64 ≥ Pz < 1 

Fortemente positiva Pz < 0,64 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.8.2 Ação do AE sobre a produção da enzima proteinase 

 

 

A ação do ácido elágico sobre a produção de proteinase foi analisada 

conforme metodologia proposta por Aoki et al. (1990) e Polak (1992). Para esse 

ensaio, foi preparado solução contendo 2 g de soro albumina bovina (BSA), 11,7 

g de extrato de levedura, 2,5 g de polivitamínico (Protovit®), o qual foi 

esterilizado por filtração. Separadamente foi preparado 18 g de ágar em 100 ml 

de água destilada, esterilizado em autoclave e mantido em banho maria a 55 ºC. 
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Após estabilização da temperatura, a solução de BSA foi adicionada ao meio de 

cultura e agitado lentamente. O meio de cultura final foi vertido em placas de 

Petri estéreis. 

Os procedimentos de preparo do inóculo fúngico, tratamentos e tempo de 

exposição e incubação foram os mesmos dos utilizados para avaliação do efeito 

sobre a produção de fosfolipase, de acordo com descrito no item 3.8.1. O 

experimento também foi realizado em triplicata em 3 ocasiões diferentes. 

 

 

3.8.3 Ação do AE sobre a aderência de células fúngicas C. albicans às 

células epiteliais bucais 

 

 

Células epiteliais bucais foram obtidas de voluntários saudáveis por 

raspagem da mucosa jugal utilizando swabs estéreis, conforme metodologia 

empregada por Wellmer e Bernhardt (1997). As células foram suspensas em 

solução fisiológica (PBS, pH 7,4), centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos, 

lavadas por 3 vezes e ressuspensa até obter a concentração de 105 células/ml 

utilizando-se câmara de Neubauer.  

Suspensões fúngicas de C. albicans ATCC 18804, cultivadas por 24 

horas foram obtidas na concentração de 106 células/ml em PBS estéril (pH 7,4), 

com auxílio de espectrofotômetro (λ = 530 nm; D.O.: 0,280), de acordo com 

Etgeton et al. (2011) e Ellepola et al. (2015) . O inóculo na quantidade de 0,5 ml 

foi exposto a 2 ml do tratamento em ácido elágico a ½ CIM preparado em caldo 

RPMI 1640 2 vezes concentrado para o grupo tratamento. Para o grupo controle, 

a suspensão foi exposta em caldo RPMI 1640. As células de Candida foram 

expostas por 1 minuto a 37 ºC. Em seguida, centrifugadas a 1500 rpm por 10 

minutos, lavadas 2 vezes em PBS estéril e suspendido o pellet em 5 ml de PBS.  
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Para os ensaios de aderência às células epiteliais bucais, 500 µl da 

suspensão de Candida tratada e não tratada foram misturadas separadamente em 

500 µl da suspensão de células epiteliais e incubadas a 37 ºC, por 1 hora a 80 

rpm. Logo após, as suspensões foram centrifugadas em 1500 rpm por 5 minutos, 

lavadas 2 vezes em PBS, suspendidas em 500 µl de PBS e coradas com azul de 

tripan. Em seguida, a suspensão foi distribuída em lâminas de microscopia e 

cobertas com lamínula. O número de células fúngicas aderidas a 25 células 

epiteliais foi obtido, observando-se as lâminas em microscopia de luz com 

aumento de 400x. O experimento foi realizado em triplicata em 3 ocasiões 

independentes. 

 

 

3.9 Avaliação da toxicidade do ácido elágico não encapsulado (AE) e ácido 

elágico encapsulado em HP-β-CD 

 

 

3.9.1 Avaliação in vitro da citotoxicidade do ácido elágico encapsulado em 

HP-β-CD 

 

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico com 

MTT que se baseia na capacidade das células viáveis, transformarem o MTT em 

cristais de formazan (Riss et al., 2004).  

Para o ensaio, foram cultivados fibroblastos da linhagem 3T3 em meio 

Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) enriquecido com 10% de soro fetal 

bovino inativado por calor, suplementado com penicilina/estreptomicina 1% e 

mantidos em estufa de câmara úmida a 37 ºC em atmosfera de 95% de ar e 5% 

de CO2. Suspensões de 1x106 células foram semeadas em placas de 96 poços por 

24 horas antes da exposição ao tratamento. Posteriormente, o meio de cultura 
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celular foi removido e as células foram expostas ao AE não encapsulado e ácido 

elágico encapsulado em HP-β-CD por 24 horas, nas concentrações de 25, 50, 

100 e 250 µg/ml. Antes do tratamento a solução estoque AE foi sonicada por 10 

minutos. O grupo controle foi exposto ao meio de cultura. 

Em seguida, foram medidos os valores de absorbância em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm (Mosmann, 1983) e 

determinada a porcentagem de viabilidade celular considerando a absorbância 

do grupo não tratado como 100%. O experimento foi realizado em triplicata em 

2 ocasiões diferentes. Os resultados de viabilidade celular foram classificados 

conforme Sletten e Dahl, (1999) , sendo considerado levemente citotóxico 

resultados maior ou igual a 60%, moderadamente citotóxico entre 30 a 60% e 

altamente citotóxico valores abaixo de 30% de viabilidade celular. 

 

 

3.9.2 Avaliação da toxicidade de AE em modelo in vivo de Drosophila 

melanogaster 

 

 

Para a avaliação da toxicidade in vivo (Figura 5), 60 moscas divididas 

randomicamente foram utilizadas para cada grupo. Solução de AE, 

anteriormente sonicada por 10 minutos, nas concentrações de 3,2, 6,4, 32 µg/ml 

(efeito protetor) e 200 µg/ml (toxicidade) foram misturados ao meio base de 

alimentação das moscas. Previamente, as moscas foram armazenadas em tubos 

por 6 horas sem alimentação e sucessivamente foram transferidas para tubos 

com ou sem a substância teste, por 24 horas. A infecção das moscas foram feitas 

conforme item 3.6. 

As moscas que morreram dentre o período de 3 horas após inoculação 

foram excluídas do estudo. A toxicidade foi analisada durante 8 dias 
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consecutivos e anotado o número de sobreviventes para a realização de uma 

curva de sobrevivência. Ambos os testes foram realizados em duplicata, 

totalizando n= 240 moscas. 

 

 

Figura 5 - Ensaio de toxicidade do ácido elágico em Drosophila melanogaster 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.10 Efeito do AE encapsulado no tratamento de lesões de candidose oral 

induzida e modelo murino 

 

 

A metodologia de indução da candidose oral foi baseada em Borges et al. 

(2018), Rossoni et al. (2015) e Okada et al. (2013). Foram utilizados 60 

camundongos (Mus musculus) Swiss machos, divididos em 3 grupos: tratados 

(n=20; tratados com solução contendo ácido elágico complexado em HP-β-CD 

em concentração 10 vezes CIM), controle (n=20; sem tratamento, administrado 

solução tamponada estéril PBS) e controle positivo (n=20; tratados com solução 
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comercial de nistatina 100.000 UI), cada grupo recebeu 100 µl dos seus 

respectivos tratamento, durante 3 dias consecutivos. A solução contendo AE/ 

HP-β-CD antes de cada administração foi sonicada por 10 minutos. 

 

 

Figura 6 - Camundongos em condições usuais de biotério 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Os animais foram submetidos a condições usuais de biotério (Figura 6) e 

água ad libitum. Inicialmente foram imunossuprimidos com prednisolona (100 

mg/kg peso corporal) com 1 dia antes da infecção experimental por Candida e 

por 5 dias intercalados. Solução de tetraciclina a 0,83 mg/ml foi adicionada à 

água dos animais 1 dia antes da infecção até o fim do experimento. Os animais 

foram anestesiados (Figura 7) com injeções intramusculares de solução a base 

de 10% ketamina (dopalen 0,2 ml/100 gramas de peso corporal) e 2% xilazina 

(anasedan 0,1 ml/100 gramas do animal).  
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Figura 7 - Animais anestesiados 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Para a infecção, suspensões de C. albicans ATCC 18804 a 108 células/ml 

foram preparadas por espectrofotômetro (λ: 530 nm e D.O.: 1,258), após 24 

horas e 72 horas do início do ensaio e em seguida inoculadas na cavidade bucal 

dos animais por 5 minutos (figura 9), com auxílio de um swab estéril, submerso 

na suspensão por 5 minutos (figura 8). 

 

 

Figura 8 - Swabs submersos em suspensão em câmara em fluxo laminar 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 9 - Inoculação de suspensão de C. albicans nas línguas dos animais 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

Após 48 horas da inoculação, foi realizado o diagnóstico de candidíase 

na língua do animal. Animais que adquiriram lesões de candidíase foram 

submetidos aos tratamentos de acordo com o seu respectivo grupo. O AE/ HP-β-

CD administrado foi preparo em tampão fosfato PBS (pH = 7,4). Após 3 e 6 dias 

do início do tratamento os animais sofreram eutanásia por dose excessiva de 

anestésico, tiveram a língua removida e submetida a análise microbiológica por 

maceração e digestão com tripsina, conforme metodologia proposta por Hayama 

et al. (2012), com modificações. O quadro 3 resume as etapas do experimento. 
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Quadro 3 - Esquema de realização do experimento in vivo 

 

Dias Eventos 

1 Imunossupressão com prednisolona (100 mg/kg peso corporal) 

2 Infecção com suspensão de C. albicans 

3 Imunossupressão com prednisolona (100 mg/kg peso corporal) 

4 Infecção com suspensão de C. albicans 

5 Imunossupressão com prednisolona (100 mg/kg peso corporal) 

6 Diagnóstico candidose em língua 

7 Tratamento 1 e Imunossupressão com prednisolona (100 mg/kg 

peso corporal) 

8 Tratamento 2 

9 Tratamento 3 e Imunossupressão com prednisolona (100 mg/kg 

peso corporal) 

10 Eutanásia  

11 Nenhum evento realizado 

12 Nenhum evento realizado 

13 Eutanásia  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Para a análise microbiológica, foram selecionados aleatoriamente 6 

animais de cada grupo. As línguas foram removidas cirurgicamente, maceradas 

em solução salina estéril (NaCl 0,9%), submetidas à digestão por tripsina 

semeadas em ágar Sabouraud dextrose. 

Para a análise histopatológica 4 animais de cada grupo tiveram suas 

línguas removidas, fixadas em solução de formalina 20% e embebidas em 

parafina. Secções de 5 microns foram obtidas e coradas por PAS (periódico 
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ácido de Schiff), com a função de analisar o grau de invasão do epitélio lingual 

por C. albicans ATCC 18804 e HE (hematoxilina-eosina), com o objetivo de 

verificar alterações inflamatórias causadas por Candida no epitélio e nas 

estruturas da mucosa lingual. Para essas investigações, a análise em objetiva de 

40 X em microscópio óptico foi feita por um único observador. Foram 

observados campos histológicos em 2 cortes para cada animal, totalizando 42 

campos histológicos. O grau de invasão do epitélio por Candida foi classificado 

conforme os seguintes scores de análise semi-quantitativa: 0: ausência de hifas; 

1: 1-5 hifas; 2: 6-15 hifas; 3: 16-50 hifas e 4: mais de 50 hifas (Rossoni et al., 

2015). 

 

 

3.11 Análise estatística 

 

 

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados estatisticamente com 

auxílio do programa GraphPad Prism versão 7.00 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, USA). Para empregar o teste mais adequado, foi realizado um teste 

de distribuição amostral, verificando a aderência à curva normal. 

Posteriormente, foi aplicada a análise adequada para cada resultado. O nível de 

significância foi estabelecido em 5%.  
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Complexação do ácido elágico com ciclodextrina e caracterização 

 

 

4.1.1 Diagrama de solubilidade e secagem por atomização 

 

 

O perfil do diagrama de fase do complexo ácido elágico/ HP-β-CD 

indicou a formação de um complexo insolúvel em água, mesmo com aumento 

da concentração de ácido elágico/ HP-β-CD, não houve um aumento da 

solubilidade de ácido elágico, não ocorrendo a formação de uma curva de 

solubilidade linear (r² = 0,588). Contrariamente, o diagrama de fase indicou a 

formação de um complexo ácido elágico/ HP-β-CD solúvel em NaOH 0.1M 

(Figura 10). Os resultados demonstram que o complexo ácido elágico/ HP-β-CD 

em NaOH apresentam características farmacêuticas mais interessantes, visto 

que, após a complexação, ocorreu um aumento da solubilidade de ácido elágico 

em solução aquosa com NaOH 0.1M (r² = 0,9116), conforme mostra figura 10. 

A maior solubilidade alcançada foi a de 5 mg/ml de AE com NaOH 0.1M. Com 

base nesse resultado, as avaliações subsequentes foram realizadas somente com 

formulações de ácido elágico/ HP-β-CD em solução aquosa em NaOH 0.1M 

como veículo selecionado para o preparo da solução estoque. A técnica de 

secagem por atomização para a produção do complexo ácido elágico/ HP-β-CD 

teve rendimento de 64,8%. 

 

 

 



46 

 

   
 

Figura 10 – Diagrama de fase do perfil de solubilidade dos complexos ácido 

elágico/ HP-β-CD em água (A) e ácido elágico/ HP-β-CD em NaOH (B) 

 

  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

A constante de estabilidade para AE/ HP-β-CD em água foi de K1:1 (M
-1) 

valor igual a 5,511 com razão molar de 1:5000, enquanto em NaOH 0.1M 

obteve valor de K1:1 (M
-1) valor igual 4,535 com razão molar de 1:45. 

 

 

4.1.2 Avaliação da porcentagem de ácido elágico presente na formulação 

 

 

A porcentagem de ácido elágico presente na formulação foi quantificada 

por espectrofotometria em UV a 255 nm (espectrofotômetro Biotek® Synergy 

TM HT). A curva padrão de calibração (Figura 11) foi linear com R² maior que 

0.99 e níveis de controle de qualidade ficaram dentro da conformidade. As 

análises quantitativas demonstraram uma porcentagem média de 15,25 ± 0,49% 

para ácido elágico na formulação com HP-β-CD (figura 11) 

 

 

A B 
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Figura 11 – Curva de calibração da quantidade de ácido elágico por 

espectrofotometria UV 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.1.3 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

 

Os resultados da análise por FTIR podem ser observados na figura 12. 
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Figura 12 – Gráfico da análise por FTIR do ácido elágico puro (curva A); da 

HP-β-CD pura (curva B), mistura física (curva C) e do complexo ácido elágico/ 

HP-β-CD (curva D) 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

O perfil da curva A (ácido elágico não encapsulado) diferenciou-se do 

perfil das curvas B, C e D (HP-β-CD pura, mistura física e o complexo ácido 

elágico/ HP-β-CD, respectivamente), sugerindo que houve um processo de 

complexação entre as moléculas, em razão da mudança em sua estrutura 

química. 
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4.1.4 Microscopia eletrônica de varredura 

 

 

Na análise das imagens captadas por MEV, as micropartículas exibidas 

na técnica spray-dried (Figura 13d) exibe morfologia diferente da apresentada 

no ácido elágico não complexado (Figura 13a) e do material puro do conteúdo 

HP-β-CD (Figura 13b). Estas modificações sugerem a formação do 

encapsulamento entre o ácido elágico e a ciclodextrina HP-β-CD. Conforme 

esperado, a morfologia apresentada na mistura física (Figura 13c) demonstra 

características do ácido elágico e HP-β-CD em suas formas puras. O ácido 

elágico se apresentou na forma de pó, enquanto a HP-β-CD mostrou no formato 

esférico. 
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Figura 13 - Microscopia eletrônica de varredura do ácido elágico puro e 2-

hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-β-CD) 

 

  

  

 
Legenda: a) AE; b) HP-β; c) Mistura física, partícula de HP-β-CD (circular); d) Spray dried; e) 

AE/HP-β-CD. Aumento de 2000 vezes. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.2 Teste de suscetibilidade de C. albicans frente ao ácido elágico (AE) e de 

ácido elágico complexado 

 

 

4.2.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) em cepas de 

referência 

 

 

Dentre as amostras de C. albicans avaliadas, as CIMs do ácido elágico 

(AE) não encapsulado e ácido elágico complexado em ciclodextrina foram de 25 

µg/ml para ATCC 18804 e 50 µg/ml para SC 5314. Com base nesses valores, 

foram consideradas as medidas de ½ CIM para ensaios. Não houve valores de 

concentração fungicida mínima (CFM), indicando efeito fungistático.  

 

 

4.3 Efeito do AE e AE complexado em HP-β-CD sobre biofilmes de C. 

albicans  

 

 

Biofilmes de 24 horas e 48 horas de formados, foram tratados com ácido 

elágico (AE) puro e ácido elágico complexado em HP-β-CD (AE/ HP-β-CD), 

por 1 minuto e comparados com grupo controle não exposto. Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05) (figura 14), 

quando foram tratados biofilmes de 24 horas. No entanto, houve redução 

significativa da viabilidade do biofilme de 48 horas após tratamento com AE/ 

HP-β-CD, no biofilme de 48 horas (p = 0,0023).  
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Figura 14 – Número de células viáveis (média ± SD, UFC) em biofilme de 24 

horas com grupo controle não tratado e tratados com AE e AE/HP-β-CD 10 

vezes a CIM, por 1 minuto 
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Legenda: Letra iguais indicam que não houve diferença estatística significante (p > 0,05; One-way 

ANOVA seguido de teste Tukey de múltipla comparação), controle não tratado. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 15 – Número de células viáveis (média ± SD, UFC) em biofilme de 48 

horas com grupo controle não tratado e tratado com AE e AE/HP-β-CD 10 vezes 

a CIM, por 1 minuto 
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Legenda: Letras diferentes indicam diferença estatística significante (p < 0,05; One-way ANOVA; 

seguido de teste Tukey de múltipla comparação), controle não tratado. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.4 Avaliação da atividade antifúngica do AE em modelo in vivo de 

Drosophila melanogaster 

 

 

Houve verificação do ensaio de indução de infecção por C. albicans SC 

5314 em moscas Drosophila melanogaster, com os valores de unidade 

formadoras de colônia (UFC) recuperado de 6,7 x 104 ± 1,9 x 104 UFC/mosca 

(média ± desvio padrão da média).  

A atividade antifúngica foi analisada e assim avaliado o efeito protetor 

do AE nas concentrações de 3,2, 6,4 e 32 µg/ml, por 8 dias consecutivos. A taxa 

de sobrevivência mensurada foi de 45, 33 e 34%, respectivamente. Estes dados 

foram estatisticamente diferentes quando comparados com o grupo controle não 

infectado que apresentou 21% de sobrevivência (p < 0,05). O grupo controle 2 e 

3 apresentaram 86 e 85 % de sobrevivência, respectivamente, como indicado 

pela figura 16. 
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Figura 16 – Curva de sobrevivência Kaplan-Meier de moscas Toll heterozigotas 

em ensaio de efeito protetor de AE, em diferentes concentrações e grupos 

controles 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.5 Avaliação dos efeitos celulares de AE sobre fatores de virulência de C. 

albicans (Prospecção dos mecanismos de ação) 

 

 

4.5.1 Determinação do efeito de AE sobre a morfologia da célula fúngica 

 

 

As imagens foram captadas por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) de amostras de C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 após tratamento por 

5 minutos com ácido elágico a ½ CIM. Amostras controle não foram expostas 

ao tratamento (Figura 17 e 18). 

Na análise do MEV, a estrutura de superfície de C. albicans ATCC 

18804 e SC 5314 pós-tratamento com ácido elágico não apresentou diferença 

significativa na parede celular quando comparado ao controle. 
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Figura 17 - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de célula fúngica C. 

albicans ATCC 18804 

 

  
Legenda: Microscopia eletrônica de varredura de C. albicans ATCC 18804. A: grupo controle sem 

tratamento, B: grupo tratamento na concentração de ½ CIM de ácido elágico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Figura 18 - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de célula fúngica C. 

albicans SC 5314 

 

  
Legenda: Microscopia eletrônica de varredura de C. albicans SC 5314. A: grupo controle sem 

tratamento e B: grupo tratamento na concentração de ½ CIM de ácido elágico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.5.2 Análise do efeito de AE sobre a parede celular fúngica de C. albicans 

 

 

O teste de proteção pelo sorbitol, após exposição ao AE por 2 dias, foi 

positivo apenas para C. albicans ATCC 18804. No entanto, a redução foi de 

uma diluição (de 50 µg/ml para 25µg/ml). A CIM na presença de sorbitol foi 

maior do que sua ausência. (Quadro 4). No entanto, na análise após 7 dias de 

incubação as concentrações foram similares em meio contendo ou não o 

sorbitol.  

Na análise do grupo controle com caspofungina, o ensaio após 2 dias 

com C. albicans ATCC 18804, não apresentou diferença nas concentrações de 

CIM na presença ou ausência de sorbitol. No entanto, em C. albicans SC5314 

foi positivo com valores de CIM maiores na presença de sorbitol (de 0,78 µg/ml 

para 0,39 µg/ml). Na análise após 7 dias de incubação, ambas as cepas 

apresentaram maiores valores na presença de sorbitol, que na ausência, 

conforme indicado no Quadro 4. 
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Quadro 4 – Concentração inibitória mínima de ácido elágico e caspofungina 

(µg/ml) na presença e ausência de sorbitol (0,8 M), sobre C. albicans ATCC 

18804 e SC 5314 

 

 2 dias 7 dias 

Ácido elágico + Sorbitol - Sorbitol + Sorbitol - Sorbitol 

C. albicans 

ATCC 18804 

50 25 50 50 

C. albicans 

5314 

50 50 50 50 

Caspofungina     

C. albicans 

ATCC 18804 

0,78 0,78 6,2 0,78 

C. albicans 

5314 

0,78 0,39 6,2 0,78 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

4.5.3 Efeito do AE sobre biossíntese de ergosterol de membrana 

 

 

A quantificação do ergosterol presente na membrana fúngica foi 

analisada em cepas de C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 tratadas com AE ½ 

CIM.  

Conforme pode ser observado na tabela 1, não foi detectada diferença 

significativa na presença de ergosterol após tratamento com ácido elágico em C. 

albicans ATCC 18804 (p = 0,1325, test t). Contrariamente, em C. albicans SC 

5314 (p = 0,0483; teste Mann-Whitney) tratadas com ácido elágico a ½ CIM, foi 
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notado diferença estatisticamente significativa comparado ao controle sem 

tratamento. 

 

 

Tabela 1 – Quantificação do ergosterol de membrana liberado ao meio após 

exposição ao ácido elágico (AE) a ½ CIM 

 

 C. albicans 18804 C. albicans 5314 

AE 0,04 ± 0,01 % 0,05 ± 0,01 %* 

Controle negativo 0,05 ± 0,01 % 0,03 ± 0,01 % 

Legenda: Média do conteúdo de ergosterol apresentado como porcentagem em relação ao peso úmido 

do pellet ± desvio-padrão. Controle negativo não exposto ao tratamento. 

*Significante em relação ao controle (p = 0,04 Teste Mann-Whitney). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

4.5.4 Efeito do AE sobre a morfogênese de C. albicans na transição hifa-

levedura 

 

 

Suspensões de C. albicans ATCC 18804 expostas ao ácido elágico e 

mantidos a 37 ºC por 4 horas, apresentaram 5% das células na forma filamentosa 

(hifa). No entanto, o controle negativo apresentou 0,32% de filamentação 

(Figura 19). 

As suspensões de C. albicans SC 5314 expostas ao ácido elágico por 4 

horas de incubação apresentaram 21,56% de filamentação no tratado. O controle 

sem tratamento apresentou 22,92% de filamentação (Figura 20). Foi possível 

observar um aumento de filamentação estatisticamente significante após 4 horas 

de incubação em C. albicans ATCC 18804 (p = 0,0016; teste t com correção 
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Welch), enquanto para C. albicans SC 5314 não houve diferença 

estatisticamente significante no tempo de 4 horas (p = 0,9310; teste t com 

correção Welch). 

Após as 24 horas de incubação, ambas as cepas não tiveram o percentual 

de filamentação significativamente reduzido na presença de ácido elágico a ½ 

CIM.  

 

 

Figura 19 – Porcentagem de filamentação de suspensões de C. albicans ATCC 

18804 expostas ao ácido elágico em ½ CIM em RPMI 1640  
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significante (p = 0,001; test t com 

correção Welch) em 4 horas. Em 24 horas, letras iguais, indicam que não houve diferença 

estatisticamente significante (p = 0,70; test t com correção Welch). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 20 – Porcentagem de filamentação de suspensões de C. albicans SC 5314 

expostas ao ácido elágico em ½ CIM em RPMI 1640  
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Legenda: Letras iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa (Em 4 horas, p 

= 0,93; em 24 horas, p = 0,43; test t com correção Welch). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.6 Avaliação de AE em concentração subinibitória sobre fatores de 

virulência de C. albicans 

 

 

4.6.1 Ação do AE sobre a produção da enzima fosfolipase 

 

 

C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 expostas ao AE, por 1 hora, 

apresentaram presença de halo em torno da colônia, demostrando atividade de 

liberação de fosfolipase extracelular e exibiram atividade enzimática fortemente 

positiva ou positiva. Esses resultados indicam que o tratamento testado não 

afetou a atividade da enzima estudada. A tabela 2 mostra as médias de Pz de 

Candidas tratadas e não tratadas com ácido elágico e suas respectivas atividades 

enzimáticas. 
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Tabela 2 – Atividade enzimática de C. albicans sobre a produção da enzima 

fosfolipase 

 

Médias 
C. albicans 

ATCC 18804 

Atividade 

enzimática 

C. albicans SC 

5314 

Atividade 

Enzimática 

Média Pz – sem 

tratamento 

Pz = 0,58 ± 

0,09 

Fortemente 

positivo 

Pz = 0,63 ± 

0,06 

Fortemente 

positivo 

Média Pz – 

Tratada com AE 

Pz = 0,56 ± 

0,11 

Fortemente 

positivo 

Pz = 0,68 ± 

0,06 

Positivo 

Legenda: Média dos valores de Pz obtidos de cepas testadas em triplicata em 3 ocasiões diferentes, 

seguido por ± valores de desvio padrão. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.6.2 Ação do AE sobre a produção da enzima proteinase 

 

 

C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 expostas ao AE, por 1 hora, 

apresentaram presença de halo em torno da colônia, demonstrando atividade 

enzimática para a proteinase, e exibiram atividade enzimática positivo e 

fortemente positiva, respectivamente. Conforme a tabela 3, os resultados 

indicam que o tratamento testado não afetou a atividade da enzima estuda A 

tabela 3 mostra as médias de Pz de C. albicans tratadas e não tratadas com ácido 

elágico e suas respectivas atividades enzimáticas. 
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Tabela 3 – Atividade enzimática de C. albicans sobre a produção da enzima 

proteinase 

 

Médias 
C. albicans 

ATCC 18804 

Atividade 

enzimática 

C. albicans SC 

5314 

Atividade 

Enzimática 

Média Pz – sem 

tratamento 

Pz = 0,72 ± 

0,09 

Positivo Pz = 0,39 ± 

0,11 

Fortemente 

positivo 

Média Pz – 

Tratada com AE 

Pz = 0,73 ± 

0,11 

Positivo Pz = 0,30 ± 

0,14 

Fortemente 

positivo 

Legenda: Média dos valores de Pz obtidos de cepas testadas em triplicata em 3 ocasiões diferentes. ±  

desvio padrão. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.6.3 Ação do AE sobre a aderência de células fúngicas C. albicans às 

células epiteliais bucais 

 

 

A avaliação da ação do ácido elágico sobre a aderência de C. albicans 

18804 às células epiteliais após exposição por 1 minuto, apresentou mediana de 

número 1 tanto para o grupo tratamento quanto para o grupo controle. Esse 

resultado indica que as leveduras apresentaram mesmo potencial de aderência as 

células epiteliais, quando comparado o grupo tratamento com o controle sem 

tratamento e não houve diferença significante (p = 0,2049; Mann-Whitney). Os 

resultados sugerem que ½ CIM de AE não afetou a capacidade de aderência de 

C. albicans ATCC 18804. 
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4.7 Avaliação da toxicidade do ácido elágico 

 

 

4.7.1 Avaliação in vitro da citotoxicidade do ácido elágico não complexado e 

complexado em HP-β-CD 

 

 

A exposição ao ácido elágico não complexado a 250 µg/ml (10 vezes a 

CIM) resultou em 58% de viabilidade celular, sendo considerado 

moderadamente citotóxico. Para o ácido elágico complexado em mesma 

concentração este valor foi de 63%, sendo assim classificado como levemente 

citotóxico, conforme ilustram as figuras 21 e 22. Em contraste, a concentração 

de 25 µg/ml (CIM) de ácido elágico não complexado e complexado em HP-β-

CD apresentou baixa toxicidade, com viabilidade celular de 100%. 

 

 

Figura 21 – Viabilidade celular dos grupos controle e expostos ao ácido elágico 

não complexado nas concentrações de 25, 50, 100 e 250 µg/ml 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 22 – Viabilidade celular nos grupos controle e expostos a concentrações 

de 25, 50, 100 e 250 µg/ml do ácido elágico complexado em HP-β-CD 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.7.2 Teste de toxicidade de ácido elágico (AE) em modelo de Drosophila 

melanogaster  

 

 

No ensaio de toxicidade do AE, os grupos com concentrações de 3,2, 

6,4, 32 e 200 µg/ml e controle obtiveram curva de sobrevivência de 78, 85, 77,5, 

87 e 91% de sobrevivência, respectivamente, conforme apresenta figura 23. Os 

resultados sugerem baixa toxicidade em nenhuma das concentrações testadas, 

quando comparada a curva de sobrevivência do grupo controle sem tratamento 

(p = 0,0936).  
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Figura 23 – Curva de sobrevivência Kaplan-Meier de moscas Toll heterozigotas 

alimentadas em meio regular contendo AE em diferentes concentrações e grupo 

controle sem AE, em ensaio de toxicidade 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0

20

40

60

80

100
3,2 g/mL

Controle

6,4 g/mL

32 g/mL

200 g/mL

Dias

S
o

b
re

v
iv

ê
n

c
ia

 (
%

)

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.8 Efeito do AE encapsulado no tratamento de lesões de candidose oral 

induzida em modelo murino 

 

 

4.8.1 Análise histopatológica 

 

 

Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro, no qual o ácido 

elágico complexado com HP-β-CD apresentou ação de atividade antifúngica 

contra C. albicans e baixa citotoxicidade em ensaio in vivo com moscas 

Drosophila melanogaster, em que o ácido elágico puro apresentou efeito 

protetor e baixa toxicidade, o ácido elágico complexado com HP-β-CD (AE/ 

HP-β-CD) na concentração de 250 µg/ml foi utilizado para o tratamento de 

lesões de candidose bucal induzida em modelo murino.  
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Após 48 horas da inoculação de C. albicans ATCC 18804 foi realizado o 

diagnóstico de candidose induzida na língua dos animais e comprovada as lesões 

bucais, conforme apontado nas figuras 24. 

 

 

Figura 24 – Lesão de candidose induzida na língua de murinos 

 

  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Cortes histológico corados com HE (Hematoxilina/ eosina) foram 

visualizados em microscópio óptico (Carl Zeiss) em aumento de 200 e 400 

vezes.  

Os cortes histológicos da mucosa lingual do grupo controle não tratado, 

cujos animais foram sacrificados em 24 horas, apresentaram epitélio 

pavimentoso estratificado hiper-queratinizado com alongamento das papilas 

linguais, duplicação da camada basal e espongiose. Também foi observado 

notável presença de exocitose em toda a extensão do epitélio lingual. O tecido 

conjuntivo estava ocupado por intenso infiltrado inflamatório 

predominantemente linfo e plasmocitário, com a presença de raros 

polimorfonucleares. O conjuntivo denso ainda apresentou diversos pequenos 

vasos sanguíneos sendo que alguns vasos volumosos preenchidos por intensos 

infiltrados inflamatório mononuclear.  

Na análise histológica da mucosa lingual dos animais do grupo controle 
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48 horas, foi possível visualizar as características histopatológicas clássicas de 

candidose oral. O epitélio de recobrimento apresentou recobrimento hiper-

queratinizado com retificação das papilas linguais e presença de micro abscessos 

intra-epiteliais. Adicionalmente, notou-se importante espongiose, múltiplas 

áreas de exocitose e duplicação da camada basal. O tecido conjuntivo que 

sustenta esse epitélio, apresentou intenso infiltrado inflamatório mononuclear 

que se estende até a profundidade do tecido. Também foi possível notar 

numerosos pequenos vasos sanguíneos congestos dispersos pelo tecido de 

suporte. 

Os cortes histológicos da mucosa lingual dos animais do grupo ácido 

elágico complexado em HP-β-CD 24 horas após o último tratamento 

apresentaram característica típica de candidose provavelmente amenizados pelo 

tratamento com ácido elágico encapsulado (AE/ HP-β-CD). O epitélio 

pavimentoso estratificado especializado mostra-se hiper-queratinizado, com 

papilas linguais de morfologia preservada. As células epiteliais não 

apresentaram alterações inflamatórias celulares individuais. Na região próxima à 

camada basal, é possível notar algumas áreas de espongiose. A camada basal 

apresentou áreas de duplicação e por todo o epitélio pode-se notar esparsas 

exocitoses. Em alguns cortes, percebe-se o início da formação de abscesso intra-

epitelial que não se consolidou. O tecido conjuntivo estava permeado por 

moderado infiltrado inflamatório mononuclear que se difunde até a camada 

muscular. Na região sub epiteliais foi marcante a presença de plasmócitos. 

Nos cortes histológicos da mucosa lingual do grupo ácido elágico 

complexado em HP-β-CD 48 horas, o quadro histopatológico das lâminas 

analisadas mostrou-se similar ao grupo ácido elágico complexado em HP-β-CD 

24 horas. Com características relacionadas à candidose, porém mais brandas. 

Tanto as alterações inflamatórias linfo-plasmocitário, se fizeram presentes, 

porém todos os sinais foram mais brandos. Em alguns cortes, inclusive, 
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podemos notar abcesso intra-epitelial, porém esse se mostrou geralmente 

pequeno e restrito à superfície do epitélio, diferentemente do que ocorre no 

grupo controle. Comparando-se os grupos ácido elágico complexado em HP-β-

CD entre si, não houve qualquer diferença histológica marcante entre ambos. 

Os cortes histológicos do grupo nistatina 24 horas, não apresentaram 

qualquer diferença digna de nota entre os grupos nistatina 24 horas e 48 horas, 

sendo que as características histopatológicas dos fragmentos de mucosa 

analisados foram extremamente semelhantes. 

Em todos os grupos de estudos analisados, independentemente da 

intensidade das manifestações da candidose oral, os tecidos anexos ao 

conjuntivo: tecido muscular, adiposo e glandular, tinham suas características 

preservadas. 
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Figura 25 – Cortes histológicos corados por HE (1) e PAS (2) nos grupos de 

estudo eutanasiados após 24 horas do tratamento, no aumento de 400 vezes 

 

 

 

 

Legenda: A1 e A2: Grupo controle não tratado, B1 e B2: Grupo tratamento com ácido elágico 

complexado em HP-β-CD (AE/ HP-β-CD), C1 e C2: Grupo tratamento com nistatina.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 26 – Cortes histológicos corados por HE (1) e PAS (2) nos grupos de 

estudo eutanasiados após 48 horas do tratamento, com aumento de 400 vezes 

 

 

 

 

Legenda: A1 e A2: Grupo controle não tratado, B1 e B2: Grupo tratamento com ácido elágico 

complexado em HP-β-CD (AE/ HP-β-CD), C1 e C2: Grupo tratamento com nistatina.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.8.2 Contagem de hifas de C. albicans invadindo o epitélio 

 

 

Aos cortes corados com PAS (Periódico Ácido de Schiff), foram 

atribuídos scores conforme a quantidade de hifas invadindo o epitélio (Figura 27 

e 28). Foram obtidos scores de 42 campos analisados em cada animal 24 horas 

após o último tratamento. No grupo não tratado foi possível observar que 3 

animais apresentaram uma mediana igual a 2, enquanto que o grupo tratado com 

nistatina e ácido elágico complexado tiveram medianas de escore similares, 

sendo 1 o valor máximo observado (Figura 27). 

 

 

Figura 27 – Escores correspondentes a 42 campos histológicos analisados em 

cada animal dos grupos experimentais eutanasiados 24 horas após o último 

tratamento 

 

 

Legenda: Escores analisados entre controle (não tratado), nistatina e ácido elágico complexado em 

HP-β-CD eutanasiados 24 horas após o último tratamento. 

*** Diferença estatisticamente significativa comparada com o controle (p < 0,0001; teste Kruskal 

Wallis e Dunn). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Analisando escores obtidos para 48 horas após o tratamento, observa-se 

que no grupo não tratado foram obtidos escores medianos de 2, 1, 0,5 e 0. Nos 

grupos nistatina e ácido elágico complexado em HP-β-CD os escores medianos 

foram iguais a zero (Figura 28). 

 

 

Figura 28 – Escores correspondentes a 42 campos histológicos analisados em 

cada animal dos grupos experimentais eutanasiados 48 horas após o último 

tratamento 
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Legenda: Escores analisados entre controle (não tratado), nistatina e ácido elágico complexado em 

HP-β-CD eutanasiados 48 horas após o último tratamento. 

*** Diferença estatisticamente significativa comparada com o controle (p < 0,0001; teste Kruskal 

Wallis e Dunn). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Nos cortes corados com PAS nos grupos não tratados, tratados com 

ácido elágico encapsulado e com nistatina, dos animais eutanasiados 24 horas 

após o tratamento, Observou-se que no grupo não tratado existe grande 

quantidade de hifas penetrando o epitélio. Nos grupos tratados com ácido 

elágico encapsulado e nistatina, observa-se redução significativa da quantidade 
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de hifas invadindo o tecido. 

Os cortes histológicos corados por PAS nos grupos experimentais dos 

animais eutanasiados 48 horas após o tratamento. Observa-se menor presença de 

hifas penetrando o epitélio comparado com o grupo 24 horas. Nos grupos 

tratados com AE encapsulado e nistatina, observa-se menor quantidade de hifas 

em relação ao controle não tratado. 

 

 

4.8.3 Análise microbiológica 

 

 

A análise microbiológica da língua realizada através da contagem de 

UFC/ml dos grupos submetidos a eutanásia após 24 horas do último tratamento 

mostraram diferença significativa entre o grupo controle e grupo nistatina 

enquanto o grupo controle e o grupo tratado com ácido elágico complexado com 

HP-β-CD não houve diferença estatística significante (p = 0,0085; One-way 

ANOVA, Kruskal-Wallis test), Conforme pode ser observado na figura 29. 
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Figura 29 – Contagem de UFC na língua de animais após 24 horas de tratamento 

com nistatina e ácido elágico complexado em HP-β-CD 
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Legenda: * Diferença estatisticamente significativa (p = 0,0102; One-way ANOVA, seguido de teste 

Kruskal-Wallis de múltipla comparação). ns (não significativo): Não houve diferença estatística 

significante (p > 0,05; One-way ANOVA, seguido de teste Kruskal-Wallis de múltipla comparação). 

Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

A análise microbiológica da língua de animais eutanasiados após 48 

horas do último tratamento também foi analisado por contagem de UFC/ml e 

não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,5724; 

One-way ANOVA, Kruskal-Wallis test), conforme pode ser visualizado na 

figura 30. 
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Figura 30 – Contagem de UFC na língua de animais após 48 horas de tratamento 

com nistatina e ácido elágico complexado em HP-β-CD 
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Legenda: ns (não significativo): Diferença estatística não significativa (p = 0,5724; One-way ANOVA, 

seguido de Teste Kruskal-Wallis de múltipla comparação). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Estudos anteriores indicam ação inibitória promissora do ácido elágico 

sobre Candida albicans (Lourenção Brighenti et al., 2017). Porém, os 

mecanismos de ação e dos efeitos sobre fatores de virulência deste composto em 

C. albicans ainda não estão elucidados. Assim, o presente estudo avaliou a 

atividade do ácido elágico frente C. albicans em cultura planctônica e biofilme, 

em modelo in vitro e in vivo, investigou a ação do ácido elágico sobre fatores de 

virulência e prospectou possíveis alvos da ação antifúngica. Foram também 

realizados estudos de toxicidade in vitro e in vivo. 

No presente trabalho, observou-se CIM de 25 µg/ml para C. albicans 

ATCC 18804 e 50 µg/ml para C. albicans SC 5314. Estes resultados estão de 

acordo com Li et al. (2015) que observaram variação na CIM de 25 µg/ml e 75 

µg/ml para ácido elágico sobre Candida spp.  

Observou-se que o valor de CIM para o ácido elágico complexado ou 

não em HP-β-CD foram iguais, mantendo a mesma concentração de rendimento 

na presença e ausência do encapsulado. Teodoro et al. (2017) ao testar ácido 

gálico, molécula que apresenta similaridades ao ácido elágico, complexado em 

ciclodextrina HP-β, obteve valores de CIM iguais na presença e ausência do 

complexado, observando o mesmo resultado do presente estudo. Da mesma 

forma, Tang et al. (2016), ao estudar posoconazol complexado em HP-β-CD, 

também obteve resultado similar, sugerindo que a complexação ao HP-β-CD 

não modifica a atividade antifúngica dos fármacos testes em suspensões 

planctônicas.  

Conforme relatado em literatura, o ácido elágico (AE) possui dificuldade 

de solubilização, o que pode comprometer a sua biodisponibilidade (Bala et al., 

2006a, 2006b; Lei et al., 2003). Desta forma, optou-se pela utilização da 
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ciclodextrina, buscando melhorar a solubilidade. A ciclodextrina utilizada no 

presente estudo, a hidroxipropil beta-ciclodextrina (HP-β-CD), foi selecionada 

para o trabalho por ser uma das mais utilizadas e ter capacidade de fornecer 

melhores resultados de complexação de acordo com a literatura (Loftsson et al., 

2007). 

O perfil do diagrama de fase estudado do complexo ácido elágico/HP-β-

CD indicou a melhor formulação solúvel em NaOH 0,1M, apresentando uma 

curva de calibração de AE/ HP-β-CD com coeficiente de determinação (R² = 

0,9116) caracterizada por um aumento linear de solubilidade do ácido elágico. 

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com a substância ácido gálico 

também complexado em HP-β-CD (R² 0,971) (Teodoro et al., 2017). A 

molécula HP-β-CD possui em sua fórmula grupos hidroxipropil que podem 

resultar em grande aumento de solubilidade de até 60% de massa por volume 

(m/v), comparada a outras ciclodextrinas, como a βCD que costuma produzir 

complexos insolúveis ou poucos solúveis (Loftsson, Brewster, 1996; Loftsson et 

al, 2005; Teodoro et al., 2017). 

Valores ideais da constante de estabilidade (K1:1) variam entre 500 e 

1000 M-1 (Szejtli, 1994). No presente estudo os valores de K1:1 foram baixos 

(menores que 5,5 M-1). Isso indica que, embora HP-β-CD tenha melhorado a 

solubilidade de AE (como mostra o resultado de diagrama de fase), esse 

aumento pode não ter sido o ideal. Quanto maior o valor K1:1, menor é a 

concentração da droga livre, maior a formação do complexo de inclusão e 

consequentemente melhor será o efeito do aumento da solubilidade. Contudo, 

um valor elevado dessa constante pode afetar a liberação da molécula do meio 

interno das ciclodextrinas para o meio exterior, influenciando na atividade 

farmacológica apresentada pela molécula livre. Estudos anteriores também 

usando o ácido gálico demonstraram encapsulamento com ciclodextrina HP-β-

CD por meio da técnica de spray drying em variados critérios metodológicos 
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(Olga et al., 2015; Teodoro et al., 2017) e eletrofiação (Aytac et al., 2016). 

Análises por FTIR demonstraram diferenças na estrutura química entre 

as curvas de ácido elágico, a molécula de ciclodextrina, a mistura física e a 

complexação de ácido elágico em HP-β-CD demonstrando que houve 

complexação entre as moléculas. Estes achados corroboram relatos anteriores 

que indicam a técnica spray drying como método eficaz para complexação de 

drogas (Challa et al., 2005a). O estudo da solubilidade, a análise quantitativa do 

ácido elágico na complexação com a HP-β-CD em complexo seco por spray-

dried por HPLC e o MEV, são um indicativo da formação do complexo ácido 

elágico em HP-β-CD (AE/ HP-β-CD). 

Para explorar os possíveis mecanismo de interação entre o ácido elágico 

e Candida, os fungos foram submetidos a tratamento com concentração 

subinibitória de 12,5 µg/ml para (ATCC 18804) e de 25 µg/ml para (SC 5314).  

Ocorreu redução estatisticamente significante entre biofilmes de 48 

horas tratados com ácido elágico complexado em HP-β-CD em relação ao 

controle não tratado. No entanto, este resultado não foi observado para biofilmes 

de 24 horas. Visto que a maturação do biofilme ocorre entre 24 e 48 horas, 

formando uma matriz multicamada mais complexa e aumentada com todas as 

células fúngicas presentes (Ramage et al., 2001), a maior atividade em biofilmes 

maduro foi inesperada. Este resultado é similar ao relatado por Teodoro et al. 

(2017), utilizando ácido gálico. Sabe-se que a dinâmica de um biofilme formado 

em 24 horas difere-se de um biofilme de 48 horas, como as suas características 

moleculares e o teor de água (Sheppard, Howell, 2016). Possivelmente, estas 

diferenças associadas aos diferentes componentes da matriz do biofilme podem 

estar associados à melhor performance dos compostos sobre biofilmes de 48 

horas. A distribuição do fármaco é auxiliada pela presença dos canais de água na 

estrutura do biofilme e os componentes da matriz do biofilme podem retardar 

esse acesso. Existem evidências de diferenças entre taxas de difusão de drogas 
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quando se compara biofilmes formados por diferentes cepas de C. albicans, o 

que é mais uma evidência de que a efetividade de uma molécula pode ser 

influenciada por muitos fatores relacionados às especificidades de cada biofilme 

(Al-Fattani, Douglas, 2006). 

A parede celular é um excelente alvo de drogas antifúngicas, por ser uma 

estrutura presente em fungos e ausente em células do hospedeiro (Roemer, 

Krysan, 2014). Investigou-se no presente trabalho se o ácido elágico, no tempo 

de 5 minutos, teria efeito sobre a parede celular de Candida através da análise de 

MEV. As imagens obtidas não sugerem ação na parede celular em concentração 

subinibitória. Sugere-se futuras análises com tempo de exposição maior ao ácido 

elágico ou concentrações maiores que a concentração subinibitórias para uma 

melhor avaliação. 

O ensaio com proteção por sorbitol é utilizado para avaliar se a parede 

celular pode ser um alvo farmacológico da substância teste. Um meio contendo 

um estabilizador osmótico, o sorbitol, é capaz de reduzir o efeito do antifúngico, 

o que é evidenciado pelo aumento da CIM em meio contendo o sorbitol (Khan et 

al., 2013). Aumento na CIM sobre C. albicans ATCC 18804 após 2 dias foi 

observado, 50 µg/ml (+ sorbitol) de 25 µg/ml (- sorbitol). Este resultado deve 

ser avaliado com precaução, já que observou-se redução de apenas uma diluição. 

Esta redução na CIM foi bem inferior ao observado para o controle positivo 

(caspofungina). Não houve redução da CIM para a cepa SC 5314. Assim os 

resultados obtidos não foram suficientes para concluir que a parede celular é 

alvo primário do composto avaliado. Estes achados podem estar relacionados 

com a ausência de alteração morfológica evidenciado pelo MEV. Khan et al. 

(2013), também utilizaram esta metodologia para avaliação do efeito protetor do 

sorbitol na avaliação de dois fitocompostos. Estes autores observaram aumento 

nos valores de CIM sobre Candida e sugeriram que a parede fúngica poderia ser 

alvo da droga. Neste estudo este aumento da CIM também foi pequeno, de 
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apenas uma diluição. Observaram após 7 dias CIM de 80 µg/ml (+sorbitol) de 

40 µg/ml (-sorbitol).  

A fim de investigar se o ácido elágico tem ação sobre a membrana 

plasmática, foram planejados dois experimentos: a avaliação do extravasamento 

de conteúdo celular e avaliação sobre a biossíntese de ergosterol. Após estudo 

de metodologia empregada na literatura, para avaliar a integridade da membrana 

e experimentos pilotos, não foi possível obter dados a respeito do 

extravasamento de conteúdo celular após exposição ao AE. O método 

espectrofotométrico usualmente empregado poderia gerar resultados 

equivocados, pois a captação de dados do ensaio necessitava de leitura no 

comprimento de onda de 260 nm. A absorção de componentes celulares na faixa 

do 260 nm, representa um grupo de componentes, principalmente por 

nucleotídeos (Khan et al., 2013). Contudo, Bala et al. (2006), demonstram que o 

AE é lido em faixa de absorbância que engloba a 260 nm (de 255 e 276 nm). 

Desta forma, destacou-se a sobreposição das absorbâncias, o que inviabilizou a 

adoção da metodologia. Estudos futuros utilizando outros métodos tais como: 

análise por estimativa de extravazamento de potássio (Watanabe et al., 2006) e 

análise por citometria de fluxo para determinação de danos em membrana 

celular (Pinto et al., 2006) devem ser realizados. 

A avaliação da ação sobre a biossíntese de ergosterol ao meio após 

exposição ao ácido elágico foi realizada. O ergosterol é um dos componentes da 

membrana plasmática de fungos (Mysyakina, Funtikova, 2007). Os resultados 

de quantificação do ergosterol de C. albicans demonstraram que não houve 

redução significativa em cepas ATCC 18804 após exposição de 5 minutos ao 

ácido elágico. Contrariamente, a exposição da cepa SC 5314 ao ácido levou a 

um aumento do ergosterol detectado. Este foi um resultado inesperado e deve 

ser objeto de estudos mais aprofundados. Outro aspecto que nos chama atenção 

é a pequena porcentagem do ergosterol em relação ao peso total, estes resultados 
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sugerem que outras metodologias com maior sensibilidade possam ser úteis para 

aprimorar esta investigação. Rajput e Mohan Karuppayil (2013) em metodologia 

similar a do presente estudo, quantificaram o conteúdo de ergosterol frente a 

amostras de Candida expostas a variados compostos e obtiveram percentual de 

redução de ergosterol variando de 40 a 99%. Contudo diferenças na metodologia 

empregada, unidade de captação dos dados e o fungo avaliado dificultam a 

comparação entre os estudos. Os níveis de ergosterol de, Trichophyton rubrum, 

expostos ao ácido elágico na concentração de 18,75 µg/ml por Cromatografia 

Líquida de Alta Performace (HPLC), obteve uma faixa de 1,73 a 4,30 µg/ml (Li 

et al., 2015), o que sugere que esta metodologia também possa ser empregada no 

futuro para estudos mais aprofundados. 

A exposição a alguns antifúngicos podem causar redução na expressão 

de fatores de virulência (Andreola et al., 2016). Diversos fatores de virulência 

contribuem na patogenicidade de candidose bucal, dentre os principais 

encontram-se a produção de enzimas extracelulares, fosfolipases e proteinases, 

relacionadas a expressão de genes de resistência aos antifúngicos (Andreola et 

al., 2016). Fosfolipases são enzimas responsáveis por clivar os lipídeos, ação 

que auxilia na adesão a tecidos dos hospedeiros, enquanto proteases degradam 

proteínas da defesa imunológica, como: anticorpos, complemento e citocinas, 

ação que permite o fungo a fugir da primeira linha de defesa do hospedeiro (El-

houssaini et al., 2019). Proteases induzem danos celular ao hospedeiro, 

promovem o crescimento de hifas por invasão tecidual, degradam também 

células de defesa do hospedeiro (Barbosa et al., 2019). A atividade das enzimas 

protease e fosfolipase não foram afetadas pela exposição ao ácido elágico. 

Trabalhos anteriores sobre a influência de ácido elágico a enzima fosfolipase 

não foram encontrados na literatura, para fins comparativos. Quanto a produção 

de proteinase, diferente do ocorrido neste estudo, Li et al. (2001) em 

metodologia distinta sobre C. albicans, demonstrou efeito de ácido elágico na 
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concentração de 10,5 µM (3,2 µg/ml) reduzindo a produção de proteinase. 

Atividade enzimática moderada a fortemente positiva para proteinase frente C. 

albicans foram observadas em estudos recentes (Barbosa et al., 2019).  

Uma etapa inicial na patogênese da candidose bucal está relacionada à 

adesão de Candida às células epiteliais bucais, fenômeno que pode ser 

controlada na exposição a agentes antifúngicos (Barbosa et al., 2019). A adesão 

de Candida ao epitélio podem ocorrer por interação entre as adesinas fúngicas 

(receptores proteicos) e receptores epiteliais (Moyes et al., 2015). No presente 

trabalho, não houve diferença significativa na aderência de C. albicans após 

exposição ao ácido elágico no tempo de 1 minuto de exposição. Não foi 

detectado estudos com influência do ácido elágico na aderência de C. albicans. 

A exposição de 1 minuto de ácido elágico a Candida pode ter sido um tempo 

curto para causar alterações na interação entre adesinas e células epiteliais. Este 

tempo de exposição foi selecionado visando mimetizar uma aplicação clínica 

como enxaguatório bucal, porém, estudos futuros com tempos maiores de 

exposição devem ser realizados. 

A filamentação de Candida é um importante fator de virulência que 

quando atenuado reduz o potencial infeccioso desse fungo (Lu et al., 2014; 

Saville et al., 2006). Houve aumento significativo na filamentação de Candida 

ATCC 18804 após exposição in vitro ao ácido elágico por 4 horas. O mesmo 

fenômeno não foi observado para C. albicans SC 5314, onde não houve 

diferença estatística significante. Cepas de C. albicans SC 5314 são muito 

filamentares (Kolecka et al., 2015), o que pode ter influenciado nos resultados 

observados. 

O efeito tóxico sobre fibroblastos foi investigado. Tanto o ácido elágico 

puro quanto o complexado demonstraram citotoxicidade moderada na maior 

concentração testada de 250 µg/ml, apresentando viabilidade celular de 58 a 

63%, respectivamente (Sletten, Dahl, 1999). Os resultados corroboram o estudo 



83 

 

   
 

de Lourenção Brighenti et al. (2017), no qual ácido elágico não complexado 

também não apresentou citotoxicidade, tendo sido demonstrado 80% de 

viabilidade celular após a exposição a concentração de 50 µg/ml. No presente 

estudo em mesma concentração (50 µg/ml) foi encontrado valor similar de 

79,4% de viabilidade celular na substância pura e 67,3% na substância contendo 

HP-β-CD.  

Moscas Drosophila melanogaster mutantes com alteração na sinalização 

Toll são mais suscetíveis a fungos e são usadas com sucesso em estudos de 

patogênese fúngica (Chamilos et al., 2006). Os resultados demonstraram que o 

protocolo experimental adotado foi adequado para induzir infecção de Candida, 

neste modelo alternativo. Observou-se contagem média de UFC/moscas de 6,7 x 

104, valor maior que em relatos anteriores com aproximadamente 8 x 102 e 2 x 

10³ UFC/moscas (Chamilos et al., 2006; Glittenberg et al., 2011). Esta diferença 

entre os resultados pode ser relacionada às diferenças metodológicas entre os 

estudos. Os estudos anteriores inocularam as células fúngicas em suspensão, 

enquanto que no presente estudo houve inoculação direta de uma alíquota da 

colônia fúngica. Foram realizadas tentativas de inoculação por suspensão de 

Candida, porém esta metodologia de infecção das moscas não foi reproduzível, 

havendo variabilidade na ocorrência ou não da infecção. 

A inoculação com C. albicans ATCC 18804 em Drosophila 

melanogaster não foi capaz de causar infecção. Em contraste, a cepa SC 5314 

que foi capaz de produzir infecção. Esta diferença pode estar relacionada às 

características fenotípicas das duas cepas. Sabe-se que a SC 5314 apresenta 

maior taxa de filamentação e maior virulência (Hirakawa et al., 2015). Chamilos 

et al. (2006), testaram isolados de cepas clínica de C. albicans, de pacientes com 

câncer e com candidose invasiva. Por outro lado, Glittenberg et al. (2011), 

inocularam as moscas com C. albicans SC 5314, mesma cepa utilizada neste 

estudo. 
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O AE obteve maior efeito protetor em Drosophila melanogaster na 

concentração de 3,2 µg/ml, apresentado até 50% de taxa de sobrevivência. Não 

foi observado efeito tóxico em concentrações baixas, porém indicou toxicidade 

moderada em concentrações mais elevadas. Salientamos que uma limitação do 

ensaio é o impedimento da avaliação da exata quantidade ingerida de droga 

pelas moscas. Um n amostral maior foi utilizado com o objetivo de reduzir a 

influência desta variável. 

A metodologia de indução da candidose oral em murinos demonstrou-se 

efetiva, validada pelas lesões características na língua e corroborada com a 

observação de hifas e leveduras na análise histopatológica.  

É importante destacar que a ocorrência de uma doença é o envolvimento 

da interação complexa entre o micro-organismo e o hospedeiro, envolvendo a 

expressão dos fatores de virulência de Candida, as interações do microbioma 

bacteriano e sistema imune do próprio hospedeiro (Höfs et al., 2016). Assim os 

estudos em modelo in vivo tornam-se importantes para a validação dos 

resultados obtidos in vitro e geração de dados para embasar a utilização clínica 

futura. 

Apesar da redução de células viáveis em biofilme de 48 horas tratado 

com AE/HP-β-CD detectada in vitro, não foi observada redução significativa na 

contagem de UFC de C. albicans nas línguas dos animais com candidose bucal 

induzida experimentalmente. Fenômeno similar havia sido detectado em estudos 

anteriores do grupo (Borges et al., 2018). Assim, no presente trabalho foram 

realizados estudos piloto no sentido de diminuir as varáveis externas que 

pudessem influenciar nos resultados. Um dos pontos críticos na metodologia, é a 

recuperação das células fúngicas dos tecidos da língua. Hayama et al. (2012), 

sugeriu a tripsinização dos tecidos para permitir uma recuperação mais adequada 

das células fúngicas. No estudo piloto, tecidos foram ou não tripsinizados e o 

número de células fúngicas foi contado. Com base nestes experimentos piloto, 
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foi aplicado protocolo de tripsinização dos tecidos. 

No presente projeto, o AE/HP-β-CD foi aplicada via tópica, duas vezes 

ao dia, durante 3 dias. O número de aplicações foi baseado na posologia da 

formulação farmacêutica da nistatina, considerado padrão ouro para o 

tratamento da candidose bucal. Cabe ressaltar que tratamento com nistatina para 

candidose bucal pode variar de 1 a 4 semanas e não há consenso sobre 

formulação, dosagem ou duração do tratamento (Lyu et al., 2016). Assim, 

estudos futuros, aumentando o número de dias de tratamento poderiam ser 

realizados para buscar uma melhor resposta ao AE/HP-β-CD.  

A análise histopatológica das línguas dos animais submetidos à indução 

de candidose bucal experimental indica redução da invasão tecidual de hifas de 

C. albicans ao epitélio, nos grupos expostos aos tratamentos de ácido elágico 

complexado em HP-β-CD e nistatina, após tratamento por 24 e 48 horas, quando 

comparado aos controles sem tratamento. A nistatina  é um fármaco de 

referência para o tratamento clínico da candidose oral (Lyu et al., 2016) e por 

isso foi incluída como controle positivo neste estudo.  

Nos grupos analisados após 24 horas do último tratamento, o grupo 

tratado com ácido elágico complexado em ciclodextrina, atingiu níveis 

semelhantes de invasão tecidual ao grupo controle positivo tratado com 

nistatina. No entanto, na análise dos grupos após 48 horas do último tratamento, 

o grupo tratado com nistatina apresentou maior redução quando comparado com 

o grupo tratado com AE/HP-β-CD. No entanto, o grupo tratado com AE/HP-β-

CD, apresentou menos alterações inflamatórias em 24 e 48 horas após o 

tratamento, quando comparado ao grupo não tratado. Esses achados corroboram 

estudos anteriores que relataram o efeito anti-inflamatório e antimicrobiano do 

AE (Bala et al., 2006a, 2006b; Nittayananta, 2016).  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados do presente estudo indicaram ação antifúngica de valores 

semelhantes de CIM entre ácido elágico não complexado e complexado em HP-

β-CD (AE/HP-β-CD), sugerindo que o complexado não altera atividade 

antifúngica de AE, apresentou também melhora de AE na solubilidade depois da 

complexação com HP-β-CD demonstrando ação em biofilme o qual utiliza altas 

concentrações para reduzir a viabilidade. O composto AE apresentou uma leve 

ação na quantificação de ergosterol. O complexo AE/HP-β-CD e AE não 

complexado confirmaram baixa toxicidade in vitro em CIM, porém, 

demonstram uma toxicidade moderada em concentrações elevadas como 

apresentado no teste de MTT, além de demonstrarem baixa toxicidade in vivo. O 

AE demonstrou efeito protetor em modelo in vivo de Drosophila melanosgaster. 

E em corte histológico de modelo murinho, o ácido elágico complexado em H-

β-CD apresentou diminuição do número de hifas invandindo o epitélio. Ação 

significativa do AE complexado em HP-β-CD em biofilme de 48 horas, difere 

do ocorrido in vivo.  
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