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Sampaio AG. Avaliacdo do potencial de aplicacdo do acido elagico
nanoencapsulado em ciclodextrina no tratamento da candidose bucal
[dissertacdo]. S@o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

O aumento crescente da prevaléncia das infec¢des fangicas no cenario mundial e
aumento da ocorréncia de resisténcia aos antifungicos convencionais sugerem
que pesquisas para a descoberta de novas moléculas antifingicas séo
urgentemente necessarias. O objetivo geral deste estudo € contribuir para a
prospeccdo de alternativas terapéuticas, avaliando nanoencapsulados da
substancia bioativa acido elagico (NAE) no tratamento da candidose bucal. Os
seguintes objetivos especificos foram: complexar acido elagico em
ciclodextrina, em concentragdo com atividade antifungica frente C. albicans;
caracterizar quimicamente o encapsulado; prospectar possiveis mecanismos de
acdo; avaliar acdo de concentracdes subinibitérias sobre a producédo de
exoenzimas e aderéncia as células epiteliais; avaliar citotoxicidade do NAE nas
condicOes de tratamento efetivas in vitro e in vivo (Drosophila melanogaster) e
avaliar acdo no tratamento in vivo de lesOes de candidose oral induzida em
modelo murino. Os dados foram analisados estatisticamente, adotando-se
significancia de 5%. HP-B-CD formou complexos soluveis de inclusdo com AE.
A porcentagem de AE/HP-B-CD foi de 15,25 £ 0,49%. As analises de MEV e
FTIR confirmaram a formacao de complexo de inclusdo. AE/HP-B-CD manteve
a atividade antifungica do AE puro, com CIM 25 ug/ml para C. albicans ATCC
18804 e 50 pg/ml para C. albicans SC 5314. O tratamento de C. albicans com
sub-CIMs indicou aumento da CIM na presenca de sorbitol para ATCC 18804
(50 pg/ml), sugerindo acdo sobre parede celular. Os resultados sugerem que néo
h& acdo sobre membrana celular. N&o foi detectado efeito sobre morfogénese e
producdo de enzimas extracelulares. Efeito protetor de AE a 3,2, 6,4 e 32 pg/ml
foi observado em modelo D. melanogaster infectado com C. albicans que
resultou na sobrevivéncia de 45, 33 e 34%. Baixa toxicidade foi observada nas
concentracdes de 200 e 250 pg/ml. No modelo de candidose bucal em
camundongos foi observada reducéo significativa da invasdo de hifas no epitélio
no grupo tratado AE/HP-B-CD em relacdo aos controles, em 24 horas e 48
horas. Conclui-se que AE/HP-B-CD apresentou efeito inibitorio sobre C.
albicans in vitro, com baixa toxicidade. Em modelo Drosophila melanogaster
apresentou efeito protetor frente a infeccdo fungica. Em modelo murino levou a
reducdo na invaséo epitelial pelo fungo.

Palavras-chave: Candida albicans. Acido elagico. Ciclodextrina.



Sampaio AG. Evaluation of the potential application of cyclodextrin
nanoencapsulated ellagic acid for the treatment of oral candidosis
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo 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-8-CD
formed soluble inclusion complexes with EA. The percentage of EA/HP-8-CD
was 15.25 = 0.49%. SEM and FTIR analyses confirmed the formation of
inclusion complex. AE/HP-8-CD showed the same antifungal activity of pure
EA with MIC value of 25 pg/ml for C. albicans ATCC 18804 and 50 ug/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 pg/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 pg/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 pg/ml. In vivo tests in murine
models indicated reduction in epithelial invasion after treatment EA/HP-8-CD
for 24 and 48 h when compared to control. In conclusion, EA/HP-8-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-8-CD reduced fungal epithelial invasion.

Keywords: Candida albicans. Ellagic acid. Cyclodextrin.




1 INTRODUCAO

A incidéncia de infeccBes flngicas cresce em taxas alarmantes,
representando um grande desafio para as areas médicas. Este crescimento esta
diretamente relacionado ao aumento da populagdo de pacientes
imunocomprometidos nas ultimas décadas (Jain et al., 2010). Estudos apontam
para niveis bucais mais elevados de Candida em populacbes com diferentes
doencas sistémicas (de Matos et al., 2014; Pereira et al., 2012; Salvia et al.,
2013), o que pode aumentar a suscetibilidade as infeccdes. As candidoses bucais
sdo a forma mais comum de infeccdo fangica 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 orofanringea atingir de
50 a 90% desses individuos durante o curso da doenca de base (Fidel, 2011;
Goulart et al., 2018).

Reservatorios bucais de micro-organismos oportunistas, como as
leveduras do género Candida, podem comprometer a vida de pacientes
imunocomprometidos, uma vez que a cavidade bucal representa uma porta de
entrada para infecgOes sistémicas (Senpuku et al., 2003). Dados epidemiolégicos
mostraram que Candida é o 4° agente responsavel por infeccdes sistémicas
nosocomiais (Pfaller et al., 2010). A mortalidade associada a candidose
sisttmica pode atingir 50 % em adultos e até 30 % em criancas (Chandra,
Mukherjee, 2015).

Espécies de Candida albicans e ndo albicans possuem diversos fatores
de viruléncia, dentre eles podemos citar: capacidade de formar biofilmes,
secretar importantes enzimas hidroliticas como a protease, fosfolipase e

hemolisina, o dimorfismo (formacéo de hifas), além de aderéncia a superficies
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bidticas e abidticas (Gabriela et al., 2014; Mayer et al., 2013; Ramage et al.,
2006; Williams et al., 2011).

Durante o processo de transicdo de comensal para oportunista, as
leveduras do género Candida geram alteragcGes transcricionais, havendo maior
expressdo em genes codificadores de fatores de viruléncia, tais como enzimas
hidroliticas e adesinas (Calderone, Fonzi, 2001; Hube, 2004). Os genes mais
frequentemente citados sdo 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). Inimeros genes,
proteinas e metabolitos estdo associados a manutencao fenotipica do biofilme de
Candida e desempenham papel critico nessa estrutura (Chandra, Mukherjee,
2015).

Para a avaliacdo dos fatores de viruléncia de C. albicans pode ser
utilizado modelos alternativos in vivo tais como Drosophila melanogaster. Estes
animais sdo 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 ocorréncia de resisténcia em Candida spp. frente aos antifingicos
convencionais é crescente (Calderone et al., 2014; Nett, 2014; Pfaller et al.,
2010). Biofilmes de Candida sé@o dificeis de erradicar e sdo frequentemente
responsaveis por insucessos terapéuticos (Nett, 2014; Taff et al., 2013). A maior
suscetibilidade de células plancténicas de Candida em relacdo aos biofilmes
frente aos antifingicos convencionais é relatada na literatura (Chandra e
Mukherjee, 2015). Além disso, os antifingicos convencionais possuem diversas
limitacdes, tais como pequeno espectro de acéo, interacdes com outras drogas,
perfil farmacocinético limitado, custo elevado e importantes efeitos toxicos

(Bondaryk et al., 2013). Atualmente, o nimero de opcdes terapéuticas é bastante
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limitado, sendo que apenas poucas classes de moléculas sdo rotineiramente
prescritas na pratica clinica. Apenas uma nova classe de farmaco de antifungico,
a equinocandina, foi desenvolvida nos ultimos 30 anos (Roemer, Krysan, 2014).
Desta forma, pesquisas em novas terapias e descoberta de novas moléculas
antifangicas sdo necessarias (Nett, 2014; Taff et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa vem realizando a busca e avaliacdo de
moléculas apresentando acdo antimicrobiana presentes em plantas brasileiras
(Brighenti et al., 2014; Lourencao Brighenti et al., 2017; Teodoro et al., 2015b,
2015a). Dentre essas moléculas, o acido elagico apresentou acdo promissora
contra Candida albicans (ATCC 18804) (Lourencdo Brighenti et al., 2017)
assim como o acido galico (Teodoro et al., 2015a).

O acido elagico € um derivado dimérico de acido gélico, originario 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
farmacoldgicas envolvendo acdo antioxidante, antimutagénica, antimicrobiana,
anti-inflamatoria (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 restauracdo e melhora na imunidade inata da mucosa,
prevenindo infeccdes superficiais. Além disso, este composto demonstrou
citotoxicidade de baixa a moderada (Lourencdo Brighenti et al., 2017; Sampaio
et al., 2018), sugerindo potencial de aplicagéo clinica.

A limitacdo do &cido elagico é sua baixa solubilidade em &gua, sendo
moderadamente soltvel em alcool. (Bala et al., 2006b; Lourencdo Brighenti et
al., 2017).

Sistemas de liberacdo de farmacos baseados em nano/microcapsulas tém
sido estudados na literatura a fim de aumentar a solubilidade de um farmaco,

favorecendo a absorgdo, protegendo o principio ativo de fatores externos,

15



resultando em regimes posoldgicos mais eficientes. As ciclodextrinas (CDs) séo
moléculas oligossacarideas, carreadoras macrociclicas com capacidade de
formar complexos sollveis em meio aquoso junto a farmacos lipofilicos, esta
acdo permite melhorar a permeabilidade de drogas, aumentando a sua
biodisponibilidade, com o propésito de complexar, estabilizar substancias, evitar
a desnaturacdo e degradacdo térmica do farmaco (Loftsson et al., 2007, 2006;
Rosa Teixeira et al., 2013; Teixeira, 2008). As ciclodextrinas possuem varias
aplicagOes dentro deste contexto por serem inertes, ndo toxicas e carreadoras de
compostos ativos em formulacgdes farmacéuticas e tém sido objeto de pesquisas
e de desenvolvimento de novos produtos pela industria farmacéutica (Rosa
Teixeira et al., 2013; Teixeira, 2008).

As ciclodextrinas naturais séo originadas de 3 formas, conhecidas como
a-, B- e y- ciclodextrina. Elas compdem 6, 7 e 8 unidades de glicose,
respectivamente, interligadas por ligac6es a- [1,4] glicosidicas que permitem ter
tamanhos variados e diferentes solubilidade (Challa et al., 2005a; Connors,
1997). A sua estrutura esta ilustrada na Figura 1. Atualmente, sdo produzidas de
forma semissintética através de conversdo enzimatica (Szejtli, 1998). Dentre
elas temos a molécula derivada de B-CD a HP-B-CD que vem demonstrando
habilidade de complexacdo e equilibrando solubilidades em agua (Challa et al.,
2005a; Teodoro et al., 2017). A ciclodextrina HP-B-CD é uma molécula
derivada de B-CD que possui grupos hidroxipropil que possuem a capacidade de

aumentar a solubilidade em agua (> 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 acido elagico

a no/% b c
o CH_OH
H H 0
o} on o (o] HO 2
HOH,C -
HO 0
H '
0?0 o / ' *
OH HO, 1
o CH,OH " { \ , 0
v\ \
HOH,¢ \/OH HOT o \ \
o R
OH HO O \{/ ,.v\ o
OHW 5% A\ H
0 ‘-‘\ 0 = CHZOH \
CHpOH

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

O objetivo geral desse projeto € contribuir para a prospeccdo de

alternativas terapéuticas inovadoras, avaliando o complexado da substancia

acido elagico no tratamento da candidose bucal. Perseguindo o objetivo geral

estabelecemos os seguintes objetivos especificos:

a)

0)

h)

complexar o acido elagico em ciclodextrina ou derivados em
concentragdo com comprovada atividade antifingica frente a
Candida albicans;

caracterizar quimicamente o complexado;

avaliar a acdo do acido elagico ndo complexado e complexado sobre
biofilme de C. albicans;

avaliar a acdo antifungica em modelo in vivo de Drosophila
melanogaster;

avaliar a acdo do acido elagico sobre a integridade da parede celular
e membrana plasmatica, quantidade de ergosterol e morfogénese
(transicdo levedura-hifa), buscando possiveis mecanismos de acéo;
avaliar acdo de acido elagico nas concentragdes subinibitérias sobre
a producéo de exoenzimas e aderéncia as células epiteliais;

avaliar a citotoxicidade do acido eladgico ndo complexado e
complexado em ciclodextrina nas condic6es de tratamento efetivas;
avaliar a citotoxicidade do acido eldgico em modelo in vivo de
Drosophila melanogaster;

Avaliar acdo no tratamento in vivo de lesbes de candidose oral

induzida em modelo murino.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em
experimentacdo Animal do ICT-CSJC UNESP, sob registro n° 05/2017.

3.2 Cepas e condicdes de crescimento

As seguintes cepas padrdo de Candida albicans foram incluidas neste
estudo: SC 5314 (cepa referéncia wild-type) e ATCC 18804 (cepa referéncia,
isolado de lesdo de candidose). Essas cepas permaneceram armazenadas em
caldo Sabouraud dextrose com 20% de glicerol a -80 °C. Os inoculos utilizados
nos testes foram obtidos a partir de cultura desses micro-organismos em agar
Sabouraud dextrose (SD) cultivados por 24 horas a 37 °C, em aerobiose. As
células de C. albicans foram suspensas em solugdo fisiologica estéeril (NaCl
0,9%) até atingir a concentracdo de aproximadamente 10° UFC/ml (Unidades
Formadoras de Coldnias por mililitro), com auxilio de espectrofotometro (A: 530
nm; DO: 0,138)



3.3 Complexacéo do acido eldgico com ciclodextrina e caracterizacao

A fim de complexar o &cido elagico com a ciclodextrina e caracterizar
tais formulagGes, as seguintes metodologias foram empregadas, de acordo com

protocolos ja descritos.

3.3.1 Diagrama de solubilidade e secagem por atomizagao

O diagrama de solubilidade de fase foi construido em funcdo de uma
concentracdo de acido elagico em excesso (em termos de solubilidade em agua)
e de diferentes concentracdes de 2-Hidroxipropil-Beta-Ciclodextrina (HP-B-
CD). (Balducci et al., 2013; Rudrangi et al., 2015). Diferentes concentragdes de
HP-B-CD de 0 a 144 mM, na presenca de acido elagico em excesso (1 mg/ml),
foram dissolvidos em agua destilada ou solucdo de NaOH 0,1M, a temperatura
ambiente durante 72 horas e mantidos em agitador magnético. Logo apos, a
solucdo foi filtrada em membrana de 0,45 um, diluido adequadamente e
analisado quantitativamente por espectrofotometria em ultravioleta (UV) a 255
nm. O diagrama de fase de solubilidade foi tracado conforme concentracOes de
acido elagico em funcgéo da concentracao de ciclodextrina e a razéo entre o acido
elagico e a ciclodextrina.

A secagem da solucdo de ciclodextrina mais acido elagico (AE) foi
realizada por spray dryer (Buchi Mini Spray Drying B290) utilizando os
seguintes parametros: temperatura de entrada igual a 150 °C, temperatura de
saida igual a 119 °C, aspiracdo igual a 100%, bombeamento igual a 10%.

Preparou-se o complexo acido elagico/ciclodextrina na propor¢édo de 1:1 molar.



As solucbes foram misturadas e depois bombeadas para dentro do equipamento
spray dryer. Em seguida, foi realizada a secagem por atomizacdo com oS
parametros determinados acima. Ap0Os secagem, as porcentagens de rendimento
de CD e de &cido elagico presentes na formulacdo foram determinadas, em

espectrofotometria UV visivel.

3.3.2 Avaliacéo da porcentagem de &cido elagico presente na formulacéo

O acido elagico presente na formulagdo foi quantificado por
espectrofotometria UV- visivel (Bala et al., 2006b). A absorbancia foi verificada

em espectrofotbmetro para verificar a absorbancia do acido elagico a 255 nm.

3.3.3 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A FTIR acoplada a um sistema de reflexdo total atenuada (ATR) foi
realizada com o aparelho Perkin EImer modelo Frontier em colaboragdo com o
Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA) para avaliar se houve uma
complexacéo. Os espectros foram obtidos entre 4000 e 400 cm™ a uma resolucéo

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

A variacdo morfoldgica da superficie das substancias isoladas e/ou
mistura fisica foram analisadas por Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV). Aliquotas das amostras de AE puro, ciclodextrina HP-B-CD, HP spray
dryer e mistura fisica da HP-B-CD /acido elagico foram afixadas com auxilio de
fita carbono sobre stub de aluminio o qual foi submetido a metalizacdo em ouro
e apos realizada a Microscopia Eletronica de Varredura (JSM-T330A, JEOL

limitada, Tokio - Japdo).

3.4 Teste de susceptibilidade de Candida albicans frente ao acido elagico
(AE) e complexado em acido elagico (AE/HP-B-CD)

3.4.1 Padronizacéo do inoculo

Para a padronizacdo do inoculo foram utilizadas as cepas de referéncia
de Candida albicans SC 5314 (wild-type) e ATCC 18804 (isolado de leséo de
candidose), conforme norma CLSI M-27 A3. As amostras foram preparadas
conforme item 3.2. Em seguida, foram preparadas 4 diluicbes sequenciais
diferentes (10! - 10%), plagueadas em agar Sabouraud dextrose conforme
método de Miles e Mirsa (1931) para contagem de UFC/ml (unidade formadora
de coldnia por mililitro) e incubados por 24 horas a 37 °C, seguido por leitura

dos resultados.
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3.4.2 Determinacgdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em cepas de

referéncia

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 microdiluicdo em placa de 96 pocos,
para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Nessa etapa foi
utilizado AE previamente obtido comercialmente (Cayman Chemical. Lote:
0423046). Foi definida como CIM, a concentracdo onde foi observado 80%
(CIM) de reducéo do crescimento fangico quando comparado ao grupo controle
de crescimento (sem tratamento), por analise visual.

Este experimento foi realizado separadamente com AE sem ciclodextrina
e com complexo AE/ HP-B-CD para o preparo da solugéo estoque o AE e o AE/
HP-B-CD foram diluidos em solu¢cdo NaOH 0,1M. Antes do uso, ambas as
substancias testes foram sonicadas por 10 minutos, para melhor solubilizacdo. O
procedimento foi realizado em triplicata.

Nesse ensaio as amostras de C. albicans foram preparadas conforme
item 3.2, sequido por preparo do inoculo em meio de cultura contendo RPMI
1640 (pH 7,0), na concentragdo de aproximadamente 102 UFC/ml, usado no
teste de microdiluicéo.

As substancias a serem testadas foram ressuspensas no meio de cultura
RPMI na concentragdo de 100 pg/ml. Em seguida foram colocados 200 pl
dessas substancias na concentracdo inicial, na primeira coluna de placas de
microtitulacdo com 96 pogos. Apds foram realizadas diluicdes subsequentes de
100 pl dessas substancias iniciais em 100 pl de RPMI previamente pipetados
nas colunas consecutivas da placa de microtitulacdo de 96 pocos. Ao final,

aliquotas de 100 pl do inoculo foram adicionados aos pogos e foram obtidas
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concentragdes entre 50 pg/ml até 0,08 pg/ml. Para fiscalizacdo do teste foram
mantidos pocos contendo 2 controles diferentes: o controle de crescimento sem
a presenca da substancia testada (controle positivo) e o controle contendo
somente meio de cultura (controle negativo).

As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C e posteriormente
analisadas por método visual para determinacdo da CIM, comparada ao controle

positivo.

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

albicans

Biofilmes de C. albicans ATCC 18804 foram preparados em placas de
microtitulacdo de 96 pogos. Para esse ensaio, suspensdes de Candida 10’
células/ml foram preparadas em solucao fisiologico estéril (NaCl 0,9%). Apos, 1
ml desse preparado foi adicionado a em 9 ml de caldo RPMI suplementando
com 2% de glicose (pH 7,0) e agitado em vortex. Em seguida, para adeséo dos
micro-organismos, 200 pl da mistura foi adicionada em triplicata nos pocos da
placa de microtitulagdo e incubada por 90 minutos, a 37 °C e 80 rpm.
Posteriormente, o meio de cultura foi retirado, os pogos lavados com solucao
fisiologica estéril para retirada de células ndo 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 °C. O meio de cultura foi renovado apos 24
horas. Apds, novamente o meio de cultura foi retirado e lavado uma vez com
solucdo fisioldgica estéril e tratados com AE e AE/ HP-B-CD 10 vezes a CIM,
por 1 minuto, seguido por lavagem com solugéo fisiologica estéril para remocéo

do tratamento, suspensdo do biofilme, diluicdo seriada e inoculagcdo em agar SD
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e incubacédo em estufa, a 37 °C, por 24 horas. Para viabilidade do biofilme foram
contadas as UFC do biofilme tratados e ndo tratados e os valores comparados. O

ensaio foi realizado em triplicata em 3 ocasides diferentes.

3.6 Ensaio da capacidade de infeccdo de C. albicans e avaliacdo do efeito do

AE em modelo in vivo de Drosophila melanogaster

Neste ensaio in vivo, a capacidade de infeccdo 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 modificacdes.

Para a infeccdo desses animais, C. albicans SC 5314 foi cultivada em
agar Sabouraud dextrose por 24 horas e com uma agulha ultrafina de tungsténio
foi coletada uma pequena porcao da colbnia isolada e injetada na regido lateral
do térax de D. melanogaster (Figura 2).

Para esse ensaio, moscas fémeas D. melanogaster com idade entre 4 a 10
dias heterozigoto Toll mutante TI[r3]/+, foram cultivadas em garrafas e tubos,
contendo meio de cultura padrdo com fuba e mantidas a 19 °C, durante todo o
experimento. A mosca que apresenta perda de funcéo no alelo Toll, tornam-se
mais suscetiveis a fungos (Chamilos et al., 2006).

Inicialmente, para analisar a capacidade de infeccdo do modelo
alternativo, 16 moscas subdivididas em 3 experimentos independentes foram
infectadas, cultivadas por 24 horas, maceradas, semeadas em &gar Sabouraud
dextrose e feita a anélise quantitativa das unidades formadoras de col6nia/mosca
(UFC/mosca), conforme Miles e Misra (1931) (Figura 3).
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Para a avaliacdo do efeito protetor (Figura 4), 20 moscas divididas
randomicamente foram utilizadas para cada grupo. Solucdo de AE,
anteriormente sonicada por 10 minutos, nas concentragdes de 3,2, 6,4, 32 pug/mi
(efeito protetor) e 200 pg/ml (toxicidade) foram misturados ao meio base de
alimentacdo das moscas. Previamente, as moscas foram armazenadas em tubos
por 6 horas sem alimentacdo e sucessivamente foram transferidas para tubos

com ou sem a substancia teste, por 24 horas.

Figura 2 - Inoculacdo de C. albicans SC 5314 na regido lateral do torax de

Drosophila melanogaster

]
Cultura de C. albicans SC
5314

TI[r3]/+

Inoculagao na regiao toracica
lateral de Drosophila
melanogaster Toll mutante

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

Drosophila melanogaster por Candida albicans

TI[r3)/+ I Maceragao

Recuperacao de C. albicans — 24 h

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4 - Ensaio para avaliacdo do efeito protetor do acido elégico a infeccéo

por C. albicans

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na analise do efeito protetor de AE, ap0s 24 horas da transferéncia 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 periodo de 3 horas ap0s inoculacdo foram

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

O numero de sobreviventes foi utilizado para a realizacdo de uma curva de

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

160 moscas.
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Quadro 1 — Grupos experimentais de Drosophila melanogaster na avaliagao do

efeito protetor do acido elagico a infeccdo 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 ug/ml).

Controle 1 Moscas inoculadas com C. albicans e
alimentadas com meio de -cultura
regular (sem AE).

Controle 2 Moscas ndo inoculadas e alimentadas
com meio de cultura regula (sem AE).

Controle 3 Moscas ndo inoculadas, submetida a

puncéo e alimentada a meio de cultura

regula (sem AE).

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.7 Avaliacdo dos efeitos celulares de AE sobre fatores de viruléncia de C.

albicans (Prospecc¢do dos mecanismos de acao)

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

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

acdo antifangico da substancia teste. Todos os testes foram utilizados controle

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

ocasides diferentes.
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3.7.1 Determinagéo do efeito sobre a morfologia da célula fungica

A morfologia celular das células fungicas pds tratamento foram
avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para esse ensaio,
suspensdes fungicas foram preparadas em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril na
concentracdo de 10 UFC/ml de C. albicans, em espectrofotdmetro (A: 530 nm).
Anteriormente, a solugdo estoque para o teste foi sonicada por 10 minutos. Em
seguida, as suspensdes foram expostas ao tratamento com acido eldgico em
RPMI, na concentracdo final de ¥2 CIM, por 5 minutos. No grupo controle foi
utilizado meio sem tratamento.

Apos, foi realizado o preparo das amostras para 0 MEV em lamina de
vidro esteril de tamanho 1x1 cm, padronizado em nosso laboratério. Neste
ensaio, foi colocado 3 aliquotas de 10 pl sobre a lamina, totalizando uma
aliquota de 30 pl sobre a lamina, com intervalos de secagem entre cada aliquota.
Em seguida, para fixagdo da amostra, as laminas foram submersas em
glutaraldeido na concentracdo de 2%, por 24 horas, em temperatura ambiente.
Logo apds, para o processo de fixacdo, foi retirado o glutaraldeido e iniciado o
processo de desidratacdo alcodlica em diferentes concentragdes. As laminas
foram submersas em etanol 70% e 95%, durante 10 minutos e etanol 100%

durante 20 minutos. Apds secagem do material, foi realizada a analise em MEV.

3.7.2 Analise do efeito de AE sobre a parede celular fungica de C. albicans

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

ensaio de protecdo 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 concentracdo 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 determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de C. albicans SC
5314 e ATCC 18804, com meio de cultura contendo caldo RPMI sem a presenca
de sorbitol e com caldo RPMI na presenga de sorbitol, com concentragéo final
de 0,8 M de sorbitol, em placa de microtitulacdo de 96 pocos. Para validar a
capacidade do teste em identificar danos na parede celular, foi também
realizado, como controle positivo, o ensaio da CIM da caspofungina, antifungico
que tem como alvo a parede celular, baseando-se no documento M27-A3 do
CLSI (2008). Ambos os testes foram realizados nas concentragdes entre 0,08 a
50 pg/ml. O ensaio foi realizado em triplicata. As leituras dos pogos foram
realizadas apos 2 e 7 dias. A CIM foi definida como a menor concentracédo
capaz de inibir visualmente o crescimento fungico para a caspofungina e inibir

visualmente 80% do crescimento fangico em AE.

3.7.3 Efeito do AE sobre a biossintese 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 modificacdes. A partir de uma cultura overnight de Candida albicans
ATCC 18804 e SC 5314, uma col6nia do micro-organismo foi suspensa em 50
ml de caldo Sabouraud dextrose em Erlenmeyer e incubado a 35 °C, sob
agitacdo por 18 horas. Apds as amostras foram centrifugadas a 2700 rpm, por 10
min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e lavado uma vez com agua destilada

estéril. Em sequida, o pellet das amostras do grupo tratamento foram expostos
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ao tratamento, previamente sonicado em solucdo estoque por 10 minutos, na
concentracéo final de %2 CIM por 5 minutos, seguida por retirada do tratamento
com centrifugacédo e lavagem, no mesmo parametro anterior. Logo apds, 0 peso
Umido do pellet de ambos os grupos foram determinados e em seguida
adicionado aliquotas de 3 ml de KOH a 25% em etanol e agitado por 1 minuto.
A suspenséo resultante foi transferida para tubos de vidro e mantida em banho
maria por 1 hora a 85 °C. Ap0s esfriamento da solucéo, foi adicionado a mistura
na proporcdo de 1:3 dgua/hexano e agitado por 3 minutos. A mistura foi deixada
em repouso por 24 horas a -20 °C. A camada hexanica foi diluida em etanol
100% e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro com comprimento de onda
de 240 e 300 nm.

Apos, foi realizado o calculo para determinar a % ergosterol, pela

férmula a seguir:
% ergosterol + % 24(28) DHE = [{Az2s15/ 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 diluicio em etanol, 24(28) DHE
equivalente ao valor do esterol tardio intermediario e 290 e 518, os coeficientes
de extingdo E (em porcentagens por centimetro), determinados pelo ergosterol

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

ocasides independente.
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3.7.4 Efeito do AE encapsulado sobre a morfogénese de C. albicans na

transicao hifa-levedura

A determinacdo do efeito do AE sobre a transicdo hifa-levedura em C.
albicans, foi realizado conforme metodologia empregado por Chevalier et al.
(2012), com modificacbes. Para o teste cepas de ATCC 18804 e SC 5314,
semeadas ap6s 24 horas a 37 °C, em Sabouraud dextrose, foram usadas para o
preparo de indculo na concentracdo de 10° células/ml, em solucdo salina estéril
(NaCl 0,9%). No grupo tratamento, as suspensdes foram expostas ao caldo
RPMI 1640 (pH 7,0) 2 vezes concentrado, contendo % CIM como concentragdo
final, enquanto o grupo controle foi exposto somente ao caldo RPMI 1640 2
vezes concentrado. O experimento foi realizado em placas de 24 pocos, em
triplicata, na propor¢cdo 1:1, com volume final de 1 ml dos preparados e
incubados a 37 °C. Apds incubacdo de 4 horas e de 24 horas, foram realizadas
contagens de células hifas/pseudohifas e leveduras, em Camara de Newbauer, e
calculado o percentual de filamentagdo nos grupos tratamento e controle. O
experimento foi realizado em triplicata em 3 ocasifes independentes. Todas as
solugOes testes do tratamento, foram previamente sonicadas na solucéo estoque
por 10 minutos.

A percentagem de filamentacdo foi determinada conforme férmula a

seguir:

% filamentacdo = nimero de hifas x 100 / nimero de leveduras + hifas



3.8 Avaliacao do acido elagico em concentracdo subinibitoria sobre fatores

de viruléncia de C. albicans

3.8.1 Acdo do AE sobre a producédo da enzima fosfolipase

A acdo do acido elagico sobre a producdo de fosfolipase foi analisada
conforme metodologia descrita por Polak (1992) e Prince et al. (1982), com
modificacdes . 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 sddio, 0,55 g de
cloreto de célcio e 20 g de agar em 840 ml de agua destilada, foi preparado e
autoclavado. A seguir, foi levado ao banho-maria a 55 °C. Quando a temperatura
estabilizou, foi adicionada a emulsdo de gema de ovo a 50% (em solugéo
fisiologica esterilizada).

Suspensdes padronizadas de C. albicans SC 5314 e ATCC 18804
contendo 10° células/ml foram preparadas e expostas por 1 hora ao tratamento
AE, na concentracdo de %2 CIM, preparada em caldo RPMI 1640 2 vezes
concentrado (pH 7,0), para o grupo tratamento, enquanto no grupo controle, o
inoculo foi exposto somente em caldo RPMI de mesma concentracdo. A
exposicao aos tratamentos foi realizada em placa de microtitulacdo de 96 pocos,
utilizando-se o volume de 100 pl da suspensdo para 100 pl do tratamento. As
placas foram incubadas a 37 °C em estufa de aerobiose. Posteriormente,
aliquotas de 10 pl das suspensdes expostas ou nao ao tratamento foram
inoculadas, em triplicata, no meio base para fosfolipase, em posicOes
equidistantes e incubadas em estufa em cdmara Umida, para evitar ressecamento
do meio de cultura, por 5 dias a 37 °C. O teste foi realizado em triplicata em 3

ocasifes diferentes. Antes do tratamento, as solucbes estoque de AE foram



previamente sonicadas por 10 minutos.

Para leitura dos resultados, os halos de precipitacdo ao redor da col6nia
foram medidos. Em seguida foi calculada a razéo entre o halo de diametro da
colbnia e do didmetro da colbnia mais o didmetro da zona de precipitacdo e
expresso em valores de Pz, Os resultados foram expressos conforme
classificacdo quanto a capacidade da acdo enzimética, conforme Polak (1992) e

descrito no quadro 2.

Quadro 2 — Valores de Pz para producdo de fosfolipase e respectiva

classificacdo da atividade enzimatica, de acordo com Polak (1992)

Classificacdo da atividade enzimatica (Pz)

Negativo Pz =1
Positivo 0,64>Pz<1
Fortemente positiva Pz <0,64

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.8.2 Acéo do AE sobre a producéo da enzima proteinase

A acdo do acido elagico sobre a producdo de proteinase foi analisada
conforme metodologia proposta por Aoki et al. (1990) e Polak (1992). Para esse
ensaio, foi preparado solucdo contendo 2 g de soro albumina bovina (BSA), 11,7
g de extrato de levedura, 2,5 g de polivitaminico (Protovit®), o qual foi
esterilizado por filtracdo. Separadamente foi preparado 18 g de agar em 100 ml

de agua destilada, esterilizado em autoclave e mantido em banho maria a 55 °C.
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Ap0s estabilizacdo da temperatura, a solucdo 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 indculo fangico, tratamentos e tempo de
exposicao e incubacdo foram os mesmos dos utilizados para avaliacdo do efeito
sobre a producdo de fosfolipase, de acordo com descrito no item 3.8.1. O

experimento também foi realizado em triplicata em 3 ocasides diferentes.

3.8.3 Acdo do AE sobre a aderéncia de células fungicas C. albicans as

células epiteliais bucais

Células epiteliais bucais foram obtidas de voluntarios saudaveis por
raspagem da mucosa jugal utilizando swabs estéreis, conforme metodologia
empregada por Wellmer e Bernhardt (1997). As células foram suspensas em
solucdo fisioldgica (PBS, pH 7,4), centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos,
lavadas por 3 vezes e ressuspensa até obter a concentragdo de 10° células/ml
utilizando-se camara de Neubauer.

Suspensotes fungicas de C. albicans ATCC 18804, cultivadas por 24
horas foram obtidas na concentragéo de 10° células/ml em PBS estéril (pH 7,4),
com auxilio de espectrofotdmetro (A = 530 nm; D.O.: 0,280), de acordo com
Etgeton et al. (2011) e Ellepola et al. (2015) . O inoculo na quantidade de 0,5 ml
foi exposto a 2 ml do tratamento em &cido elégico a ¥ CIM preparado em caldo
RPMI 1640 2 vezes concentrado para 0 grupo tratamento. Para o grupo controle,
a suspensdo foi exposta em caldo RPMI 1640. As células de Candida foram
expostas por 1 minuto a 37 °C. 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 aderéncia as células epiteliais bucais, 500 ul da
suspensdo de Candida tratada e ndo tratada foram misturadas separadamente em
500 pl da suspensdo de células epiteliais e incubadas a 37 °C, por 1 hora a 80
rpm. Logo apos, as suspensdes foram centrifugadas em 1500 rpm por 5 minutos,
lavadas 2 vezes em PBS, suspendidas em 500 pl de PBS e coradas com azul de
tripan. Em seguida, a suspensdo foi distribuida em laminas de microscopia e
cobertas com laminula. O namero de células fungicas aderidas a 25 células
epiteliais foi obtido, observando-se as laminas em microscopia de luz com
aumento de 400x. O experimento foi realizado em triplicata em 3 ocasides

independentes.

3.9 Avaliacdo da toxicidade do acido elagico ndo encapsulado (AE) e acido

elagico encapsulado em HP-B-CD

3.9.1 Avaliacéo in vitro da citotoxicidade do acido elagico encapsulado em
HP-B-CD

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico com
MTT que se baseia na capacidade das células viaveis, 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 cdmara Umida a 37 °C em atmosfera de 95% de ar e 5%
de CO,. Suspensdes de 1x10° células foram semeadas em placas de 96 pocos por

24 horas antes da exposi¢do ao tratamento. Posteriormente, o meio de cultura
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celular foi removido e as células foram expostas ao AE ndo encapsulado e acido
elagico encapsulado em HP-B-CD por 24 horas, nas concentragdes de 25, 50,
100 e 250 pg/ml. Antes do tratamento a solucdo estoque AE foi sonicada por 10
minutos. O grupo controle foi exposto ao meio de cultura.

Em seguida, foram medidos os valores de absorbancia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm (Mosmann, 1983) e
determinada a porcentagem de viabilidade celular considerando a absorbancia
do grupo néo tratado como 100%. O experimento foi realizado em triplicata em
2 ocasides diferentes. Os resultados de viabilidade celular foram classificados
conforme Sletten e Dahl, (1999) , sendo considerado levemente citotoxico
resultados maior ou igual a 60%, moderadamente citotoxico entre 30 a 60% e

altamente citotoxico valores abaixo de 30% de viabilidade celular.

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

melanogaster

Para a avaliagcdo da toxicidade in vivo (Figura 5), 60 moscas divididas
randomicamente foram utilizadas para cada grupo. Solugcdo de AE,
anteriormente sonicada por 10 minutos, nas concentragdes de 3,2, 6,4, 32 pug/mi
(efeito protetor) e 200 pg/ml (toxicidade) foram misturados ao meio base de
alimentacdo das moscas. Previamente, as moscas foram armazenadas em tubos
por 6 horas sem alimentacdo e sucessivamente foram transferidas para tubos
com ou sem a substancia teste, por 24 horas. A infeccdo das moscas foram feitas
conforme item 3.6.

As moscas que morreram dentre o periodo de 3 horas ap6s inoculacéo

foram excluidas do estudo. A toxicidade foi analisada durante 8 dias

38



consecutivos e anotado o nimero de sobreviventes para a realizagcdo de uma
curva de sobrevivéncia. Ambos os testes foram realizados em duplicata,

totalizando n= 240 moscas.

Figura 5 - Ensaio de toxicidade do acido elagico em Drosophila melanogaster

Concentragdo de
AE:
3.2 yg/ml
6.4 pg/ml
P 32 pg/ml
200 pg/ml

& control

6 horas  Moscas com alimento
sem

alimento l

Sobrevivéncia
monitorada
por 8 dias

Fonte: Elaborada pelo autor.

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

induzida e modelo murino

A metodologia de inducdo 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 solucdo contendo acido eladgico complexado em HP-B-CD
em concentracdo 10 vezes CIM), controle (n=20; sem tratamento, administrado

solucédo tamponada estéril PBS) e controle positivo (n=20; tratados com solucéo
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comercial de nistatina 100.000 Ul), cada grupo recebeu 100 pl dos seus
respectivos tratamento, durante 3 dias consecutivos. A solucdo contendo AE/

HP-B-CD antes de cada administracéo foi sonicada por 10 minutos.

Figura 6 - Camundongos em condi¢des usuais de bioterio

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os animais foram submetidos a condi¢6es usuais de biotério (Figura 6) e
agua ad libitum. Inicialmente foram imunossuprimidos com prednisolona (100
mg/kg peso corporal) com 1 dia antes da infeccdo experimental por Candida e
por 5 dias intercalados. Solucdo de tetraciclina a 0,83 mg/ml foi adicionada a
agua dos animais 1 dia antes da infeccdo até o fim do experimento. Os animais
foram anestesiados (Figura 7) com injecBes intramusculares de solucdo 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).



Figura 7 - Animais anestesiados

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a infeccdo, suspensdes de C. albicans ATCC 18804 a 102 células/ml
foram preparadas por espectrofotobmetro (A: 530 nm e D.O.: 1,258), ap06s 24
horas e 72 horas do inicio do ensaio e em seguida inoculadas na cavidade bucal
dos animais por 5 minutos (figura 9), com auxilio de um swab estéril, submerso

na suspensao por 5 minutos (figura 8).

Figura 8 - Swabs submersos em suspensdo em camara em fluxo laminar

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 9 - Inoculacgéo de suspenséo de C. albicans nas linguas dos animais

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apbs 48 horas da inoculacdo, foi realizado o diagnostico de candidiase
na lingua do animal. Animais que adquiriram lesdes de candidiase foram
submetidos aos tratamentos de acordo com o seu respectivo grupo. O AE/ HP-B-
CD administrado foi preparo em tampao fosfato PBS (pH = 7,4). Apés 3 e 6 dias
do inicio do tratamento os animais sofreram eutanasia por dose excessiva de
anestésico, tiveram a lingua removida e submetida a analise microbioldgica por
maceracado e digestdo com tripsina, conforme metodologia proposta por Hayama
et al. (2012), com modifica¢des. O quadro 3 resume as etapas do experimento.
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Quadro 3 - Esquema de realizagdo do experimento in vivo

Dias Eventos

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

Infeccdo com suspensdo de C. albicans

Imunossupressdo com prednisolona (100 mg/kg peso corporal)

Imunossupressdo com prednisolona (100 mg/kg peso corporal)

Diagnostico candidose em lingua

2
3
4 Infeccdo com suspenséo de C. albicans
5
6
7

Tratamento 1 e Imunossupressdo com prednisolona (100 mg/kg

peso corporal)

oo

Tratamento 2

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

peso corporal)

10 Eutanasia

11 Nenhum evento realizado

12 Nenhum evento realizado

13 Eutanasia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a andlise microbioldgica, foram selecionados aleatoriamente 6
animais de cada grupo. As linguas foram removidas cirurgicamente, maceradas
em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), submetidas a digestdo por tripsina
semeadas em agar Sabouraud dextrose.

Para a analise histopatoldgica 4 animais de cada grupo tiveram suas
linguas removidas, fixadas em solugdo de formalina 20% e embebidas em

parafina. SeccGes de 5 microns foram obtidas e coradas por PAS (periédico
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acido de Schiff), com a funcdo de analisar o grau de invasao do epitélio lingual
por C. albicans ATCC 18804 e HE (hematoxilina-eosina), com o objetivo de
verificar alteracdes inflamatorias causadas por Candida no epitélio e nas
estruturas da mucosa lingual. Para essas investigacdes, a analise em objetiva de
40 X em microscépio optico foi feita por um Unico observador. Foram
observados campos histologicos em 2 cortes para cada animal, totalizando 42
campos histolégicos. O grau de invasdo do epitélio por Candida foi classificado
conforme os seguintes scores de analise semi-quantitativa: 0: auséncia 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 Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados estatisticamente com
auxilio do programa GraphPad Prism versdo 7.00 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Para empregar o teste mais adequado, foi realizado um teste
de distribuicdo amostral, verificando a aderéncia a curva normal.
Posteriormente, foi aplicada a analise adequada para cada resultado. O nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.
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4 RESULTADO

4.1 Complexacéo do acido elagico com ciclodextrina e caracterizacéo

4.1.1 Diagrama de solubilidade e secagem por atomizagao

O perfil do diagrama de fase do complexo acido elagico/ HP-B-CD
indicou a formacdo de um complexo insolivel em &gua, mesmo com aumento
da concentracdo de é&cido elagico/ HP-B-CD, ndo houve um aumento da
solubilidade de &cido elagico, ndo ocorrendo a formacdo de uma curva de
solubilidade linear (r2 = 0,588). Contrariamente, o diagrama de fase indicou a
formacdo de um complexo acido elagico/ HP-B-CD solavel em NaOH 0.1M
(Figura 10). Os resultados demonstram que o complexo acido elagico/ HP-B-CD
em NaOH apresentam caracteristicas farmacéuticas mais interessantes, visto
que, ap6s a complexacdo, ocorreu um aumento da solubilidade de acido elagico
em solugdo aquosa com NaOH 0.1M (r?2 = 0,9116), conforme mostra figura 10.
A maior solubilidade alcancada foi a de 5 mg/ml de AE com NaOH 0.1M. Com
base nesse resultado, as avaliagdes subsequentes foram realizadas somente com
formulacbes de acido elagico/ HP-B-CD em solucdo aquosa em NaOH 0.1M
como veiculo selecionado para o preparo da solucdo estoque. A técnica de
secagem por atomizacao para a producdo do complexo acido elagico/ HP-B-CD

teve rendimento de 64,8%.



Figura 10 — Diagrama de fase do perfil de solubilidade dos complexos acido
elagico/ HP-B-CD em agua (A) e acido elagico/ HP-B-CD em NaOH (B)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A constante de estabilidade para AE/ HP-B-CD em agua foi de Ky (M)
valor igual a 5,511 com razdo molar de 1:5000, enquanto em NaOH 0.1M

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

4.1.2 Avaliacéo da porcentagem de acido elagico presente na formulacéo

A porcentagem de acido elagico presente na formulacédo foi quantificada
por espectrofotometria em UV a 255 nm (espectrofotometro Biotek® Synergy
TM HT). A curva padrao de calibracdo (Figura 11) foi linear com R maior que
0.99 e niveis de controle de qualidade ficaram dentro da conformidade. As
analises quantitativas demonstraram uma porcentagem média de 15,25 + 0,49%

para acido elagico na formula¢do com HP-B-CD (figura 11)
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Figura 11 — Curva de calibracdo da quantidade de acido elagico por

espectrofotometria UV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.3 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados da analise por FTIR podem ser observados na figura 12.
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Figura 12 — Grafico da andlise por FTIR do &cido elagico puro (curva A); da

HP-B-CD pura (curva B), mistura fisica (curva C) e do complexo acido elagico/

HP-B-CD (curva D)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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O perfil da curva A (acido elagico ndo encapsulado) diferenciou-se do

perfil das curvas B, C e D (HP-B-CD pura, mistura fisica e 0 complexo &cido

elagico/ HP-B-CD, respectivamente), sugerindo que houve um processo de

complexacdo entre as moléculas,

quimica.

em razdo da mudanca em sua estrutura

48



4.1.4 Microscopia eletrénica de varredura

Na anélise das imagens captadas por MEV, as microparticulas exibidas
na técnica spray-dried (Figura 13d) exibe morfologia diferente da apresentada
no acido elagico ndo complexado (Figura 13a) e do material puro do contetdo
HP-B-CD (Figura 13b). Estas modificagcbes sugerem a formacdo do
encapsulamento entre o acido elagico e a ciclodextrina HP-B-CD. Conforme
esperado, a morfologia apresentada na mistura fisica (Figura 13c) demonstra
caracteristicas do acido elagico e HP-B-CD em suas formas puras. O acido
elagico se apresentou na forma de p6, enquanto a HP-B-CD mostrou no formato

esfeérico.
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Figura 13 - Microscopia eletrénica de varredura do &cido elagico puro e 2-
hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-B-CD)

e
t det
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ICT - UN|

Legenda: a) AE; b) P-B; C) Mistura fisica, particula de HP-B-CD (circular); d) Spray dried; €)
AE/HP-B-CD. Aumento de 2000 vezes.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Teste de suscetibilidade de C. albicans frente ao acido elagico (AE) e de

acido elagico complexado

4.2.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em cepas de

referéncia

Dentre as amostras de C. albicans avaliadas, as CIMs do acido elagico
(AE) nédo encapsulado e &cido elagico complexado em ciclodextrina foram de 25
pug/ml para ATCC 18804 e 50 pg/ml para SC 5314. Com base nesses valores,
foram consideradas as medidas de ¥ CIM para ensaios. N&o houve valores de

concentracdo fungicida minima (CFM), indicando efeito fungistatico.

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

albicans

Biofilmes de 24 horas e 48 horas de formados, foram tratados com acido
elagico (AE) puro e &cido elagico complexado em HP-B-CD (AE/ HP-B-CD),
por 1 minuto e comparados com grupo controle ndo exposto. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05) (figura 14),
quando foram tratados biofilmes de 24 horas. No entanto, houve reducéo
significativa da viabilidade do biofilme de 48 horas apos tratamento com AE/
HP-B-CD, no biofilme de 48 horas (p = 0,0023).
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Figura 14 — Numero de células viaveis (média + SD, UFC) em biofilme de 24

horas com grupo controle ndo tratado e tratados com AE e AE/HP-B-CD 10

vezes a CIM, por 1 minuto

49810 °°
3910 °°

29810 ¢

UFC / biofilme

13810 °° 4

Legenda: Letra iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica significante (p > 0,05; One-way
ANOVA seguido de teste Tukey de multipla comparagéao), controle ndo tratado.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Numero de células viaveis (média £ SD, UFC) em biofilme de 48

horas com grupo controle néo tratado e tratado com AE e AE/HP-B-CD 10 vezes

a CIM, por 1 minuto

29410 °°
2910 °°

19610 °6 4

UFC / biofilme

5*10 05

Legenda: Letras diferentes indicam diferencga estatistica significante (p < 0,05; One-way ANOVA;
seguido de teste Tukey de multipla comparacao), controle ndo tratado.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Avaliacdo da atividade antifungica do AE em modelo in vivo de

Drosophila melanogaster

Houve verificacdo do ensaio de inducéo de infeccédo por C. albicans SC
5314 em moscas Drosophila melanogaster, com os valores de unidade
formadoras de col6nia (UFC) recuperado de 6,7 x 10* + 1,9 x 10* UFC/mosca
(média + desvio padrdo da média).

A atividade antifngica foi analisada e assim avaliado o efeito protetor
do AE nas concentragOes de 3,2, 6,4 e 32 ug/ml, por 8 dias consecutivos. A taxa
de sobrevivéncia mensurada foi de 45, 33 e 34%, respectivamente. Estes dados
foram estatisticamente diferentes quando comparados com o grupo controle néo
infectado que apresentou 21% de sobrevivéncia (p < 0,05). O grupo controle 2 e
3 apresentaram 86 e 85 % de sobrevivéncia, respectivamente, como indicado

pela figura 16.
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Figura 16 — Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier de moscas Toll heterozigotas

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

controles
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Avaliacéo dos efeitos celulares de AE sobre fatores de viruléncia de C.

albicans (Prospecc¢do dos mecanismos de acao)

4.5.1 Determinacao do efeito de AE sobre a morfologia da célula fungica

As imagens foram captadas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) de amostras de C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 apds tratamento por
5 minutos com acido elagico a ¥2 CIM. Amostras controle ndo foram expostas
ao tratamento (Figura 17 e 18).

Na analise do MEV, a estrutura de superficie de C. albicans ATCC
18804 e SC 5314 pods-tratamento com &cido eldgico ndo apresentou diferenca

significativa na parede celular quando comparado ao controle.



Figura 17 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) de célula fangica C.
albicans ATCC 18804

UNIVAP IP&D | i " UNIVAP IP&D

Legenda: Microscopia eletronica de varredura de C. albicans ATCC 18804. A: grupo controle sem
tratamento, B: grupo tratamento na concentracéo de ¥2 CIM de acido elagico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 18 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) de célula fungica C.
albicans SC 5314

.....

—
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a: Microscopia eletronica de varredura de C. albicans SC 5314. A: grupo controle sem
tratamento e B: grupo tratamento na concentragdo de %2 CIM de &cido elégico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legend
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4.5.2 Analise do efeito de AE sobre a parede celular fungica de C. albicans

O teste de protecdo pelo sorbitol, apds exposicdo ao AE por 2 dias, foi
positivo apenas para C. albicans ATCC 18804. No entanto, a reducdo foi de
uma diluicdo (de 50 pg/ml para 25ug/ml). A CIM na presenca de sorbitol foi
maior do que sua auséncia. (Quadro 4). No entanto, na analise ap6s 7 dias de
incubacdo as concentragGes foram similares em meio contendo ou ndo o
sorbitol.

Na analise do grupo controle com caspofungina, 0 ensaio apos 2 dias
com C. albicans ATCC 18804, nédo apresentou diferenca nas concentragOes de
CIM na presenca ou auséncia de sorbitol. No entanto, em C. albicans SC5314
foi positivo com valores de CIM maiores na presenca de sorbitol (de 0,78 ug/ml
para 0,39 pg/ml). Na analise apds 7 dias de incubacdo, ambas as cepas
apresentaram maiores valores na presenca de sorbitol, que na auséncia,

conforme indicado no Quadro 4.
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Quadro 4 — Concentracdo inibitoria minima de &cido elagico e caspofungina
(ug/ml) na presenca e auséncia de sorbitol (0,8 M), sobre C. albicans ATCC
18804 e SC 5314

2 dias 7 dias
Acido elagico | + Sorbitol - Sorbitol + Sorbitol - Sorbitol
C. albicans 50 25 50 50
ATCC 18804
C. albicans 50 50 50 50
5314
Caspofungina
C. albicans 0,78 0,78 6,2 0,78
ATCC 18804
C. albicans 0,78 0,39 6,2 0,78
5314

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.3 Efeito do AE sobre biossintese de ergosterol de membrana

A quantificacdo do ergosterol presente na membrana fungica foi
analisada em cepas de C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 tratadas com AE %
CIM.

Conforme pode ser observado na tabela 1, ndo foi detectada diferenca
significativa na presenca de ergosterol apos tratamento com &cido elagico em C.
albicans ATCC 18804 (p = 0,1325, test t). Contrariamente, em C. albicans SC
5314 (p = 0,0483; teste Mann-Whitney) tratadas com &cido elagico a ¥z CIM, foi
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notado diferenga estatisticamente significativa comparado ao controle sem

tratamento.

Tabela 1 — Quantificacdo do ergosterol de membrana liberado ao meio apds

exposicdo ao acido elagico (AE) a % 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 conteudo de ergosterol apresentado como porcentagem em relagdo ao peso umido
do pellet + desvio-padrdo. Controle negativo ndo exposto ao tratamento.

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

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.4 Efeito do AE sobre a morfogénese de C. albicans na transicdo hifa-

levedura

Suspensdes de C. albicans ATCC 18804 expostas ao acido eléagico e
mantidos a 37 °C por 4 horas, apresentaram 5% das células na forma filamentosa
(hifa). No entanto, o controle negativo apresentou 0,32% de filamentacéo
(Figura 19).

As suspensdes de C. albicans SC 5314 expostas ao acido elagico por 4
horas de incubacdo apresentaram 21,56% de filamentacéo no tratado. O controle
sem tratamento apresentou 22,92% de filamentacdo (Figura 20). Foi possivel
observar um aumento de filamentacéo estatisticamente significante ap6s 4 horas

de incubacdo em C. albicans ATCC 18804 (p = 0,0016; teste t com corregédo



Welch), enquanto para C. albicans SC 5314 ndo houve diferenca
estatisticamente significante no tempo de 4 horas (p = 0,9310; teste t com
correcdo Welch).

Ap0s as 24 horas de incubacdo, ambas as cepas nao tiveram o percentual

de filamentacédo significativamente reduzido na presenca de acido eldgico a %2
CIM.

Figura 19 — Porcentagem de filamentacédo de suspensdes de C. albicans ATCC
18804 expostas ao acido elagico em % CIM em RPMI 1640

b a a
. Controle

8-
Tratamento
6-

Filamentacdo (%)

4 horas 24 horas

Legenda: Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significante (p = 0,001; test t com
correcdo Welch) em 4 horas. Em 24 horas, letras iguais, indicam que ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p = 0,70; test t com correcdo Welch).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Porcentagem de filamentacao de suspensdes de C. albicans SC 5314
expostas ao acido elagico em %2 CIM em RPMI 1640
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Legenda: Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Em 4 horas, p
=0,93; em 24 horas, p = 0,43; test t com correcdo Welch).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Avaliacdo de AE em concentragdo subinibitéria sobre fatores de

viruléncia de C. albicans

4.6.1 Acao do AE sobre a producéo da enzima fosfolipase

C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 expostas ao AE, por 1 hora,
apresentaram presenca de halo em torno da coldnia, demostrando atividade de
liberacdo de fosfolipase extracelular e exibiram atividade enzimatica fortemente
positiva ou positiva. Esses resultados indicam que o tratamento testado néo
afetou a atividade da enzima estudada. A tabela 2 mostra as médias de Pz de
Candidas tratadas e ndo tratadas com &cido elagico e suas respectivas atividades
enzimaticas.

60



Tabela 2 — Atividade enzimatica de C. albicans sobre a producdo da enzima

fosfolipase
Médias C.  albicans | Atividade | C. albicans SC | Atividade
ATCC 18804 |enzimética |5314 Enzimatica
Média Pz —sem | Pz=0,58+ |Fortemente | Pz=0,63%+ | Fortemente
tratamento 0,09 positivo 0,06 positivo
Média Pz —-| Pz=056% |Fortemente | Pz=0,68% | Positivo
Tratada com AE 0,11 positivo 0,06

Legenda: Média dos valores de Pz obtidos de cepas testadas em triplicata em 3 ocasides diferentes,
seguido por + valores de desvio padréo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.2 Acao do AE sobre a producéo da enzima proteinase

C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 expostas ao AE, por 1 hora,
apresentaram presenca de halo em torno da colonia, demonstrando atividade
enzimatica para a proteinase, e exibiram atividade enzimatica positivo e
fortemente positiva, respectivamente. Conforme a tabela 3, os resultados
indicam que o tratamento testado ndo afetou a atividade da enzima estuda A
tabela 3 mostra as médias de Pz de C. albicans tratadas e néo tratadas com acido

elagico e suas respectivas atividades enzimaticas.
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Tabela 3 — Atividade enzimatica de C. albicans sobre a producdo da enzima

proteinase
Médias C. albicans Atividade | C. albicans SC | Atividade
ATCC 18804 | enzimatica 5314 Enzimatica
Média Pz —sem | Pz=0,72 % Positivo Pz=0,39 + Fortemente
tratamento 0,09 0,11 positivo
Média Pz —| Pz=0,73% Positivo Pz=0,30 £ Fortemente
Tratada com AE 0,11 0,14 positivo

Legenda: Média dos valores de Pz obtidos de cepas testadas em triplicata em 3 ocasides diferentes. +

desvio padréo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.3 Acdo do AE sobre a aderéncia de células fungicas C. albicans as

celulas epiteliais bucais

A avaliacdo da acdo do &cido elagico sobre a aderéncia de C. albicans

18804 as células epiteliais ap6s exposic¢do por 1 minuto, apresentou mediana de

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

resultado indica que as leveduras apresentaram mesmo potencial de aderéncia as

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

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

resultados sugerem que Y2 CIM de AE ndo afetou a capacidade de aderéncia de
C. albicans ATCC 18804.



4.7 Avaliacéo da toxicidade do acido elagico

4.7.1 Avaliacdo in vitro da citotoxicidade do acido elagico ndo complexado e

complexado em HP-B-CD

A exposicdo ao acido elagico ndo complexado a 250 pg/ml (10 vezes a
CIM) resultou em 58% de Vviabilidade celular, sendo considerado
moderadamente citotoxico. Para o acido eladgico complexado em mesma
concentracdo este valor foi de 63%, sendo assim classificado como levemente
citotoxico, conforme ilustram as figuras 21 e 22. Em contraste, a concentracdo
de 25 pg/ml (CIM) de acido elagico ndao complexado e complexado em HP-B-

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

Figura 21 — Viabilidade celular dos grupos controle e expostos ao acido elagico

ndo complexado nas concentragdes de 25, 50, 100 e 250 pg/mi
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 — Viabilidade celular nos grupos controle e expostos a concentracoes
de 25, 50, 100 e 250 pg/ml do acido elagico complexado em HP-B-CD
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7.2 Teste de toxicidade de acido elagico (AE) em modelo de Drosophila

melanogaster

No ensaio de toxicidade do AE, os grupos com concentracGes de 3,2,
6,4, 32 e 200 pg/ml e controle obtiveram curva de sobrevivéncia de 78, 85, 77,5,
87 e 91% de sobrevivéncia, respectivamente, conforme apresenta figura 23. Os
resultados sugerem baixa toxicidade em nenhuma das concentragdes testadas,

quando comparada a curva de sobrevivéncia do grupo controle sem tratamento
(p = 0,0936).
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Figura 23 — Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier de moscas Toll heterozigotas
alimentadas em meio regular contendo AE em diferentes concentracdes e grupo

controle sem AE, em ensaio de toxicidade
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3 20-

0o 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

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

induzida em modelo murino

4.8.1 Analise histopatoldgica

Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro, no qual o acido
elagico complexado com HP-B-CD apresentou acdo de atividade antifngica
contra C. albicans e baixa citotoxicidade em ensaio in vivo com moscas
Drosophila melanogaster, em que o acido elagico puro apresentou efeito
protetor e baixa toxicidade, o acido elagico complexado com HP-B-CD (AE/
HP-B-CD) na concentracdo de 250 pg/ml foi utilizado para o tratamento de

lesdes de candidose bucal induzida em modelo murino.
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Apbs 48 horas da inoculacéo de C. albicans ATCC 18804 foi realizado o
diagnostico de candidose induzida na lingua dos animais e comprovada as les6es

bucais, conforme apontado nas figuras 24.

Figura 24 — Leséo de candidose induzida na lingua de murinos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histologico corados com HE (Hematoxilina/ eosina) foram
visualizados em microscopio 6ptico (Carl Zeiss) em aumento de 200 e 400
vezes.

Os cortes histologicos da mucosa lingual do grupo controle nédo tratado,
cujos animais foram sacrificados em 24 horas, apresentaram epitélio
pavimentoso estratificado hiper-queratinizado com alongamento das papilas
linguais, duplicacdo da camada basal e espongiose. Também foi observado
notavel presenca de exocitose em toda a extensdo do epitélio lingual. O tecido
conjuntivo  estava ocupado por intenso infiltrado inflamatorio
predominantemente linfo e plasmocitario, com a presenca de raros
polimorfonucleares. O conjuntivo denso ainda apresentou diversos pequenos
vasos sanguineos sendo que alguns vasos volumosos preenchidos por intensos
infiltrados inflamatério mononuclear.

Na anélise histoldgica da mucosa lingual dos animais do grupo controle

66



48 horas, foi possivel visualizar as caracteristicas histopatologicas classicas de
candidose oral. O epitélio de recobrimento apresentou recobrimento hiper-
queratinizado com retificacdo das papilas linguais e presenca de micro abscessos
intra-epiteliais. Adicionalmente, notou-se importante espongiose, multiplas
areas de exocitose e duplicacdo da camada basal. O tecido conjuntivo que
sustenta esse epitélio, apresentou intenso infiltrado inflamatorio mononuclear
que se estende até a profundidade do tecido. Também foi possivel notar
NUMeErosos pequenos vasos sanguineos congestos dispersos pelo tecido de
suporte.

Os cortes histoldgicos da mucosa lingual dos animais do grupo &cido
elagico complexado em HP-B-CD 24 horas ap0s o ultimo tratamento
apresentaram caracteristica tipica de candidose provavelmente amenizados pelo
tratamento com é&cido eldgico encapsulado (AE/ HP-B-CD). O epitélio
pavimentoso estratificado especializado mostra-se hiper-queratinizado, com
papilas linguais de morfologia preservada. As células epiteliais néo
apresentaram alteracOes inflamatorias celulares individuais. Na regido proxima a
camada basal, é possivel notar algumas areas de espongiose. A camada basal
apresentou areas de duplicacdo e por todo o epitélio pode-se notar esparsas
exocitoses. Em alguns cortes, percebe-se o inicio da formacao de abscesso intra-
epitelial que ndo se consolidou. O tecido conjuntivo estava permeado por
moderado infiltrado inflamatério mononuclear que se difunde até a camada
muscular. Na regido sub epiteliais foi marcante a presenca de plasmaocitos.

Nos cortes histologicos da mucosa lingual do grupo acido elagico
complexado em HP-B-CD 48 horas, o quadro histopatoldgico das laminas
analisadas mostrou-se similar ao grupo acido elagico complexado em HP-B-CD
24 horas. Com caracteristicas relacionadas a candidose, porém mais brandas.
Tanto as alteracdes inflamatdrias linfo-plasmocitario, se fizeram presentes,

porém todos os sinais foram mais brandos. Em alguns cortes, inclusive,

67



podemos notar abcesso intra-epitelial, porém esse se mostrou geralmente
pequeno e restrito a superficie do epitélio, diferentemente do que ocorre no
grupo controle. Comparando-se 0s grupos acido elagico complexado em HP-B-
CD entre si, ndo houve qualquer diferenca histoldgica marcante entre ambos.

Os cortes histologicos do grupo nistatina 24 horas, ndo apresentaram
qualquer diferenca digna de nota entre 0s grupos nistatina 24 horas e 48 horas,
sendo que as caracteristicas histopatoldgicas dos fragmentos de mucosa
analisados foram extremamente semelhantes.

Em todos os grupos de estudos analisados, independentemente da
intensidade das manifestagcbes da candidose oral, os tecidos anexos ao
conjuntivo: tecido muscular, adiposo e glandular, tinham suas caracteristicas

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

estudo eutanasiados ap06s 24 horas do tratamento, no aumento de 400 vezes

Legenda: Al e A2: Grupo controle ndo tratado, B1 e B2: Grupo tratamento com &cido elagico
complexado em HP-B-CD (AE/ HP-B-CD), C1 e C2: Grupo tratamento com nistatina.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 26 — Cortes histologicos corados por HE (1) e PAS (2) nos grupos de

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

Legenda: Al e A2: Grupo controle ndo tratado, B1 e B2: Grupo tratamento com &cido elagico
complexado em HP-B-CD (AE/ HP-B-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 (Periddico Acido de Schiff), foram
atribuidos 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
apos o ultimo tratamento. No grupo ndo tratado foi possivel observar que 3
animais apresentaram uma mediana igual a 2, enquanto que o grupo tratado com
nistatina e &cido eldgico complexado tiveram medianas de escore similares,

sendo 1 o valor maximo observado (Figura 27).

Figura 27 — Escores correspondentes a 42 campos histoldgicos analisados em

cada animal dos grupos experimentais eutanasiados 24 horas ap0s o ultimo

tratamento
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Legenda: Escores analisados entre controle (ndo tratado), nistatina e acido elagico complexado em
HP-B-CD eutanasiados 24 horas apds o ultimo tratamento.

*** Diferenca estatisticamente significativa comparada com o controle (p < 0,0001; teste Kruskal
Wallis e Dunn).

Fonte: Elaborado pelo autor.



Analisando escores obtidos para 48 horas apds o tratamento, observa-se
que no grupo néo tratado foram obtidos escores medianos de 2, 1, 0,5 e 0. Nos

grupos nistatina e acido elagico complexado em HP-B-CD o0s escores medianos

foram iguais a zero (Figura 28).

Figura 28 — Escores correspondentes a 42 campos histoldgicos analisados em

cada animal dos grupos experimentais eutanasiados 48 horas ap0s o ultimo

tratamento
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Legenda: Escores analisados entre controle (ndo tratado), nistatina e acido elagico complexado em
HP-B-CD eutanasiados 48 horas apés o Gltimo tratamento.

*** Diferenca 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 ndo tratados, tratados com
acido elagico encapsulado e com nistatina, dos animais eutanasiados 24 horas
apos o tratamento, Observou-se que no grupo ndo tratado existe grande
quantidade de hifas penetrando o epitélio. Nos grupos tratados com acido

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

Os cortes histologicos corados por PAS nos grupos experimentais dos
animais eutanasiados 48 horas ap0s o tratamento. Observa-se menor presenca 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 relagéo ao controle néo tratado.

4.8.3 Analise microbioldgica

A anélise microbioldgica da lingua realizada através da contagem de
UFC/ml dos grupos submetidos a eutanasia apés 24 horas do ultimo tratamento
mostraram diferenca significativa entre o grupo controle e grupo nistatina
enguanto o grupo controle e o grupo tratado com &cido elagico complexado com
HP-B-CD nédo houve diferenca estatistica 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 lingua de animais ap0s 24 horas de tratamento

com nistatina e acido elagico complexado em HP-B-CD
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Legenda: * Diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0102; One-way ANOVA, seguido de teste
Kruskal-Wallis de mdltipla comparacdo). ns (ndo significativo): N&o houve diferenga estatistica
significante (p > 0,05; One-way ANOVA, seguido de teste Kruskal-Wallis de multipla comparag&o).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise microbiologica da lingua de animais eutanasiados apos 48

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

ndo houve diferenca 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 lingua de animais ap0s 48 horas de tratamento

com nistatina e acido elagico complexado em HP-B-CD
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Legenda: ns (ndo significativo): Diferenca estatistica ndo significativa (p = 0,5724; One-way ANOVA,
seguido de Teste Kruskal-Wallis de maltipla comparacéo).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Estudos anteriores indicam acdo inibitoria promissora do &cido elagico
sobre Candida albicans (Lourencdo Brighenti et al., 2017). Porém, os
mecanismos de acdo e dos efeitos sobre fatores de viruléncia deste composto em
C. albicans ainda ndo estdo elucidados. Assim, o presente estudo avaliou a
atividade do acido elagico frente C. albicans em cultura plancténica e biofilme,
em modelo in vitro e in vivo, investigou a acdo do &cido elagico sobre fatores de
viruléncia e prospectou possiveis alvos da acdo antifingica. Foram também
realizados estudos de toxicidade in vitro e in vivo.

No presente trabalho, observou-se CIM de 25 pg/ml para C. albicans
ATCC 18804 e 50 pg/ml para C. albicans SC 5314. Estes resultados estdo de
acordo com Li et al. (2015) que observaram variagao na CIM de 25 pug/ml e 75
1g/ml para acido elagico sobre Candida spp.

Observou-se que o valor de CIM para o acido elagico complexado ou
ndo em HP-B-CD foram iguais, mantendo a mesma concentracdo de rendimento
na presenca e auséncia do encapsulado. Teodoro et al. (2017) ao testar acido
galico, molécula que apresenta similaridades ao acido elagico, complexado em
ciclodextrina HP-B, obteve valores de CIM iguais na presenca e auséncia do
complexado, observando o mesmo resultado do presente estudo. Da mesma
forma, Tang et al. (2016), ao estudar posoconazol complexado em HP-B-CD,
também obteve resultado similar, sugerindo que a complexacdo ao HP-B-CD
ndo modifica a atividade antifingica dos farmacos testes em suspensdes
planctonicas.

Conforme relatado em literatura, o acido elagico (AE) possui dificuldade
de solubilizacdo, o que pode comprometer a sua biodisponibilidade (Bala et al.,
2006a, 2006b; Lei et al., 2003). Desta forma, optou-se pela utilizacdo da
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ciclodextrina, buscando melhorar a solubilidade. A ciclodextrina utilizada no
presente estudo, a hidroxipropil beta-ciclodextrina (HP-B-CD), foi selecionada
para o trabalho por ser uma das mais utilizadas e ter capacidade de fornecer
melhores resultados de complexacao de acordo com a literatura (Loftsson et al.,
2007).

O perfil do diagrama de fase estudado do complexo acido elagico/HP-B-
CD indicou a melhor formulagdo soltvel em NaOH 0,1M, apresentando uma
curva de calibragdo de AE/ HP-B-CD com coeficiente de determinacao (R? =
0,9116) caracterizada por um aumento linear de solubilidade do &cido elagico.
Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com a substancia acido galico
também complexado em HP-B-CD (R? 0,971) (Teodoro et al., 2017). A
molécula HP-B-CD possui em sua formula 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 BCD que costuma produzir
complexos insoltveis ou poucos soluveis (Loftsson, Brewster, 1996; Loftsson et
al, 2005; Teodoro et al., 2017).

Valores ideais da constante de estabilidade (Ki.1) variam entre 500 e
1000 M (Szejtli, 1994). No presente estudo os valores de Ki.; foram baixos
(menores que 55 M), Isso indica que, embora HP-B-CD tenha melhorado a
solubilidade de AE (como mostra o resultado de diagrama de fase), esse
aumento pode nédo ter sido o ideal. Quanto maior o valor Kj.;, menor é a
concentracdo da droga livre, maior a formacdo do complexo de inclusdo e
consequentemente melhor serd o efeito do aumento da solubilidade. Contudo,
um valor elevado dessa constante pode afetar a liberacdo da molécula do meio
interno das ciclodextrinas para o meio exterior, influenciando na atividade
farmacoldgica apresentada pela molécula livre. Estudos anteriores também
usando o &cido galico demonstraram encapsulamento com ciclodextrina HP-p-

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

Analises por FTIR demonstraram diferencas na estrutura quimica entre
as curvas de &cido elagico, a molécula de ciclodextrina, a mistura fisica e a
complexacdo de acido eldgico em HP-B-CD demonstrando que houve
complexacdo entre as moléculas. Estes achados corroboram relatos anteriores
que indicam a técnica spray drying como método eficaz para complexacdo de
drogas (Challa et al., 2005a). O estudo da solubilidade, a analise quantitativa do
acido elagico na complexacdo com a HP-B-CD em complexo seco por spray-
dried por HPLC e o0 MEV, sdo um indicativo da formacdo do complexo acido
elagico em HP-B-CD (AE/ HP-B-CD).

Para explorar os possiveis mecanismo de interacéo entre o acido elagico
e Candida, os fungos foram submetidos a tratamento com concentracdo
subinibitoria de 12,5 pg/ml para (ATCC 18804) e de 25 pg/ml para (SC 5314).

Ocorreu reducdo estatisticamente significante entre biofilmes de 48
horas tratados com acido elagico complexado em HP-B-CD em relagdo ao
controle ndo tratado. No entanto, este resultado ndo foi observado para biofilmes
de 24 horas. Visto que a maturacdo do biofilme ocorre entre 24 e 48 horas,
formando uma matriz multicamada mais complexa e aumentada com todas as
células fungicas 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 &cido géalico. Sabe-se que a dinamica de um biofilme formado
em 24 horas difere-se de um biofilme de 48 horas, como as suas caracteristicas
moleculares e o teor de agua (Sheppard, Howell, 2016). Possivelmente, estas
diferencas associadas aos diferentes componentes da matriz do biofilme podem
estar associados a melhor performance dos compostos sobre biofilmes de 48
horas. A distribuicdo do farmaco € auxiliada pela presenca dos canais de 4gua na
estrutura do biofilme e os componentes da matriz do biofilme podem retardar
esse acesso. Existem evidéncias de diferengas entre taxas de difusdo de drogas

78



quando se compara biofilmes formados por diferentes cepas de C. albicans, o
que é mais uma evidéncia de que a efetividade de uma molécula pode ser
influenciada por muitos fatores relacionados as especificidades de cada biofilme
(Al-Fattani, Douglas, 2006).

A parede celular é um excelente alvo de drogas antifungicas, por ser uma
estrutura presente em fungos e ausente em células do hospedeiro (Roemer,
Krysan, 2014). Investigou-se no presente trabalho se o acido elagico, no tempo
de 5 minutos, teria efeito sobre a parede celular de Candida através da anélise de
MEV. As imagens obtidas ndo sugerem acdo na parede celular em concentragao
subinibitoria. Sugere-se futuras analises com tempo de exposi¢do maior ao acido
elagico ou concentracGes maiores que a concentracdo subinibitorias para uma
melhor avaliacéo.

O ensaio com protecdo por sorbitol € utilizado para avaliar se a parede
celular pode ser um alvo farmacoldgico da substancia teste. Um meio contendo
um estabilizador osmotico, o sorbitol, é capaz de reduzir o efeito do antifingico,
0 que é evidenciado pelo aumento da CIM em meio contendo o sorbitol (Khan et
al., 2013). Aumento na CIM sobre C. albicans ATCC 18804 ap6ds 2 dias foi
observado, 50 pg/ml (+ sorbitol) de 25 pg/ml (- sorbitol). Este resultado deve
ser avaliado com precaucdo, ja que observou-se reducdo de apenas uma diluicéo.
Esta reducdo na CIM foi bem inferior ao observado para o controle positivo
(caspofungina). Ndo houve reducdo da CIM para a cepa SC 5314. Assim 0s
resultados obtidos ndo foram suficientes para concluir que a parede celular é
alvo primario do composto avaliado. Estes achados podem estar relacionados
com a auséncia de alteracdo morfoldgica evidenciado pelo MEV. Khan et al.
(2013), também utilizaram esta metodologia para avaliacdo do efeito protetor do
sorbitol na avaliacdo de dois fitocompostos. Estes autores observaram aumento
nos valores de CIM sobre Candida e sugeriram que a parede fungica poderia ser

alvo da droga. Neste estudo este aumento da CIM também foi pequeno, de
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apenas uma diluicdo. Observaram apos 7 dias CIM de 80 pg/ml (+sorbitol) de
40 pg/ml (-sorbitol).

A fim de investigar se o &cido eldgico tem acdo sobre a membrana
plasmatica, foram planejados dois experimentos: a avaliacdo do extravasamento
de conteddo celular e avaliacdo sobre a biossintese de ergosterol. Apos estudo
de metodologia empregada na literatura, para avaliar a integridade da membrana
e experimentos pilotos, ndo foi possivel obter dados a respeito do
extravasamento de conteddo celular apds exposicdo ao AE. O método
espectrofotométrico  usualmente empregado poderia gerar resultados
equivocados, pois a captacdo de dados do ensaio necessitava de leitura no
comprimento de onda de 260 nm. A absor¢do de componentes celulares na faixa
do 260 nm, representa um grupo de componentes, principalmente por
nucleotideos (Khan et al., 2013). Contudo, Bala et al. (2006), demonstram que o
AE ¢ lido em faixa de absorbancia que engloba a 260 nm (de 255 e 276 nm).
Desta forma, destacou-se a sobreposicdo das absorbancias, o que inviabilizou a
adocdo da metodologia. Estudos futuros utilizando outros métodos tais como:
analise por estimativa de extravazamento de potassio (Watanabe et al., 2006) e
analise por citometria de fluxo para determinacdo de danos em membrana
celular (Pinto et al., 2006) devem ser realizados.

A avaliacdo da acdo sobre a biossintese de ergosterol ao meio apods
exposicdo ao 4cido elagico foi realizada. O ergosterol € um dos componentes da
membrana plasmatica de fungos (Mysyakina, Funtikova, 2007). Os resultados
de quantificacdo do ergosterol de C. albicans demonstraram que ndo houve
reducdo significativa em cepas ATCC 18804 ap6s exposi¢do de 5 minutos ao
acido elagico. Contrariamente, a exposicdo da cepa SC 5314 ao acido 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 atencéo

€ a pequena porcentagem do ergosterol em relacé@o ao peso total, estes resultados
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sugerem que outras metodologias com maior sensibilidade possam ser Gteis para
aprimorar esta investigacao. Rajput e Mohan Karuppayil (2013) em metodologia
similar a do presente estudo, quantificaram o contetdo de ergosterol frente a
amostras de Candida expostas a variados compostos e obtiveram percentual de
reducéo de ergosterol variando de 40 a 99%. Contudo diferencas na metodologia
empregada, unidade de captacdo dos dados e o fungo avaliado dificultam a
comparacdo entre os estudos. Os niveis de ergosterol de, Trichophyton rubrum,
expostos ao acido elagico na concentracdo de 18,75 pg/ml por Cromatografia
Liguida de Alta Performace (HPLC), obteve uma faixa de 1,73 a 4,30 pg/ml (Li
et al., 2015), o que sugere que esta metodologia também possa ser empregada no
futuro para estudos mais aprofundados.

A exposicdo a alguns antifungicos podem causar reducdo na expressao
de fatores de viruléncia (Andreola et al., 2016). Diversos fatores de viruléncia
contribuem na patogenicidade de candidose bucal, dentre os principais
encontram-se a producdo de enzimas extracelulares, fosfolipases e proteinases,
relacionadas a expressdo de genes de resisténcia aos antifingicos (Andreola et
al., 2016). Fosfolipases sdo enzimas responsaveis por clivar os lipideos, acéo
que auxilia na adeséo a tecidos dos hospedeiros, enquanto proteases degradam
proteinas da defesa imunoldgica, como: anticorpos, complemento e citocinas,
acao 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 invasdo tecidual, degradam também
células de defesa do hospedeiro (Barbosa et al., 2019). A atividade das enzimas
protease e fosfolipase ndo foram afetadas pela exposicdo ao &cido elagico.
Trabalhos anteriores sobre a influéncia de acido elagico a enzima fosfolipase
ndo foram encontrados na literatura, para fins comparativos. Quanto a producéo
de proteinase, diferente do ocorrido neste estudo, Li et al. (2001) em

metodologia distinta sobre C. albicans, demonstrou efeito de acido elagico na
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concentracdo de 10,5 pM (3,2 pg/ml) reduzindo a producdo de proteinase.
Atividade enzimatica moderada a fortemente positiva para proteinase frente C.
albicans foram observadas em estudos recentes (Barbosa et al., 2019).

Uma etapa inicial na patogénese da candidose bucal esté relacionada a
adesdo de Candida as células epiteliais bucais, fenbmeno que pode ser
controlada na exposi¢do a agentes antifungicos (Barbosa et al., 2019). A adesdo
de Candida ao epitélio podem ocorrer por interacdo entre as adesinas fungicas
(receptores proteicos) e receptores epiteliais (Moyes et al., 2015). No presente
trabalho, ndo houve diferenca significativa na aderéncia de C. albicans apos
exposicdo ao &cido elagico no tempo de 1 minuto de exposicdo. N&o foi
detectado estudos com influéncia do &cido eldgico na aderéncia de C. albicans.
A exposicdo de 1 minuto de acido elagico a Candida pode ter sido um tempo
curto para causar alteracdes na interacdo entre adesinas e células epiteliais. Este
tempo de exposicdo foi selecionado visando mimetizar uma aplicacdo clinica
como enxaguatorio bucal, porém, estudos futuros com tempos maiores de
exposicdo devem ser realizados.

A filamentacdo de Candida é um importante fator de viruléncia que
quando atenuado reduz o potencial infeccioso desse fungo (Lu et al., 2014;
Saville et al., 2006). Houve aumento significativo na filamentacdo de Candida
ATCC 18804 ap0s exposicdo in vitro ao acido elagico por 4 horas. O mesmo
fenbmeno ndo foi observado para C. albicans SC 5314, onde nédo houve
diferenca estatistica significante. Cepas de C. albicans SC 5314 sdo muito
filamentares (Kolecka et al., 2015), o que pode ter influenciado nos resultados
observados.

O efeito toxico sobre fibroblastos foi investigado. Tanto o &cido elagico
puro quanto o complexado demonstraram citotoxicidade moderada na maior
concentracdo testada de 250 pg/ml, apresentando viabilidade celular de 58 a

63%, respectivamente (Sletten, Dahl, 1999). Os resultados corroboram o estudo
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de Lourencdo Brighenti et al. (2017), no qual acido eldgico ndo complexado
também ndo apresentou citotoxicidade, tendo sido demonstrado 80% de
viabilidade celular ap6s a exposi¢cdo a concentracdo de 50 pg/ml. No presente
estudo em mesma concentracdo (50 pg/ml) foi encontrado valor similar de
79,4% de viabilidade celular na substancia pura e 67,3% na substancia contendo
HP-B-CD.

Moscas Drosophila melanogaster mutantes com alteragdo na sinalizagéo
Toll sdo mais suscetiveis a fungos e sdo usadas com sucesso em estudos de
patogénese fungica (Chamilos et al., 2006). Os resultados demonstraram que 0
protocolo experimental adotado foi adequado para induzir infeccdo de Candida,
neste modelo alternativo. Observou-se contagem média de UFC/moscas de 6,7 X
10%, valor maior que em relatos anteriores com aproximadamente 8 x 102e 2 x
103 UFC/moscas (Chamilos et al., 2006; Glittenberg et al., 2011). Esta diferenca
entre os resultados pode ser relacionada as diferencas metodoldgicas entre os
estudos. Os estudos anteriores inocularam as celulas fungicas em suspenséo,
enguanto que no presente estudo houve inoculacdo direta de uma aliquota da
coldnia fungica. Foram realizadas tentativas de inoculacdo por suspenséo de
Candida, porém esta metodologia de infeccdo das moscas nédo foi reproduzivel,
havendo variabilidade na ocorréncia ou ndo da infeccéo.

A inoculagdo com C. albicans ATCC 18804 em Drosophila
melanogaster ndo foi capaz de causar infeccdo. Em contraste, a cepa SC 5314
que foi capaz de produzir infeccdo. Esta diferenca pode estar relacionada as
caracteristicas fenotipicas das duas cepas. Sabe-se que a SC 5314 apresenta
maior taxa de filamentacdo e maior viruléncia (Hirakawa et al., 2015). Chamilos
et al. (2006), testaram isolados de cepas clinica de C. albicans, de pacientes com
cancer 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
concentracdo de 3,2 pg/ml, apresentado até 50% de taxa de sobrevivéncia. N&do
foi observado efeito toxico em concentragdes baixas, porém indicou toxicidade
moderada em concentragdes mais elevadas. Salientamos que uma limitacdo do
ensaio € o impedimento da avaliacdo da exata quantidade ingerida de droga
pelas moscas. Um n amostral maior foi utilizado com o objetivo de reduzir a
influéncia desta variavel.

A metodologia de inducao da candidose oral em murinos demonstrou-se
efetiva, validada pelas lesbes caracteristicas na lingua e corroborada com a
observacéo de hifas e leveduras na anélise histopatologica.

E importante destacar que a ocorréncia de uma doenca é o envolvimento
da interacdo complexa entre o micro-organismo e o hospedeiro, envolvendo a
expressdo dos fatores de viruléncia de Candida, as interagfes do microbioma
bacteriano e sistema imune do proprio hospedeiro (Hofs et al., 2016). Assim 0s
estudos em modelo in vivo tornam-se importantes para a validacdo dos
resultados obtidos in vitro e geracdo de dados para embasar a utilizacéo clinica
futura.

Apesar da reducdo de células viaveis em biofilme de 48 horas tratado
com AE/HP-B-CD detectada in vitro, ndo foi observada reducéo significativa na
contagem de UFC de C. albicans nas linguas dos animais com candidose bucal
induzida experimentalmente. Fendémeno 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 varaveis externas que
pudessem influenciar nos resultados. Um dos pontos criticos ha metodologia, é a
recuperacdo das células fungicas dos tecidos da lingua. Hayama et al. (2012),
sugeriu a tripsinizacao dos tecidos para permitir uma recuperacdo mais adequada
das células fungicas. No estudo piloto, tecidos foram ou néo tripsinizados e o

numero de células fungicas foi contado. Com base nestes experimentos piloto,
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foi aplicado protocolo de tripsinizacao dos tecidos.

No presente projeto, 0 AE/HP-B-CD foi aplicada via topica, duas vezes
ao dia, durante 3 dias. O numero de aplicacbes foi baseado na posologia da
formulacdo farmacéutica da nistatina, considerado padrdo ouro para o0
tratamento da candidose bucal. Cabe ressaltar que tratamento com nistatina para
candidose bucal pode variar de 1 a 4 semanas e ndo ha& consenso sobre
formulagdo, dosagem ou duracdo do tratamento (Lyu et al., 2016). Assim,
estudos futuros, aumentando o numero de dias de tratamento poderiam ser
realizados para buscar uma melhor resposta ao AE/HP-B-CD.

A andlise histopatoldgica das linguas dos animais submetidos a inducéo
de candidose bucal experimental indica reducédo da invaséo tecidual de hifas de
C. albicans ao epitélio, nos grupos expostos aos tratamentos de acido elagico
complexado em HP-B-CD e nistatina, apds tratamento por 24 e 48 horas, quando
comparado aos controles sem tratamento. A nistatina € um farmaco de
referéncia para o tratamento clinico da candidose oral (Lyu et al., 2016) e por
isso foi incluida como controle positivo neste estudo.

Nos grupos analisados apdés 24 horas do ultimo tratamento, 0 grupo
tratado com 4&cido elagico complexado em ciclodextrina, atingiu niveis
semelhantes de invasdo tecidual ao grupo controle positivo tratado com
nistatina. No entanto, na analise dos grupos apds 48 horas do Gltimo tratamento,
0 grupo tratado com nistatina apresentou maior reducéo quando comparado com
0 grupo tratado com AE/HP-B-CD. No entanto, o grupo tratado com AE/HP-B-
CD, apresentou menos alteracdes inflamatorias em 24 e 48 horas apds o
tratamento, quando comparado ao grupo nao tratado. Esses achados corroboram
estudos anteriores que relataram o efeito anti-inflamatério e antimicrobiano do
AE (Bala et al., 2006a, 2006b; Nittayananta, 2016).
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicaram acdo antifingica de valores
semelhantes de CIM entre acido elagico ndo complexado e complexado em HP-
B-CD (AE/HP-B-CD), sugerindo que o complexado ndo altera atividade
antifingica de AE, apresentou também melhora de AE na solubilidade depois da
complexagdo com HP-B-CD demonstrando acao em biofilme o qual utiliza altas
concentracgdes para reduzir a viabilidade. O composto AE apresentou uma leve
acdo na quantificacdo de ergosterol. O complexo AE/HP-B-CD e AE néo
complexado confirmaram baixa toxicidade in vitro em CIM, porém,
demonstram uma toxicidade moderada em concentracdes 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 histologico de modelo murinho, o acido elagico complexado em H-
B-CD apresentou diminuicdo do numero de hifas invandindo o epitélio. Acédo
significativa do AE complexado em HP-B-CD em biofilme de 48 horas, difere

do ocorrido in vivo.
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