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RESUMO

A candidiase orofaringea € uma infeccdo fangica provocada por diversas
espécies de Candida, principalmente C. albicans. Esses microrganismos sao
componentes normais da microbiota oral em individuos saudaveis. Contudo, em
determinadas circunstancias, podem tornar-se patogénicos. Por muitos anos, a C.
albicans foi a principal responsavel por essa infeccdo, mas pesquisas recentes
indicam um aumento na prevaléncia de espécies de Candida nao-albicans, como a C.
tropicalis e C. glabrata. Este aumento esta relacionado ao perfil de resisténcia
intrinseca dessas espécies aos farmacos azois e outros fatores. Dados da literatura
demonstraram que com a pandemia causada pelo coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), os pacientes infectados que ja apresentavam
a saude debilitada, alguns apresentavam também coinfeccbes orofaringeas por
espécies de Candida ndo-albicans comprometendo ainda mais o quadro do paciente.
O fluconazol (FCZ) € um medicamento amplamente utilizado no tratamento destas
infec¢des fungicas, no entanto, também pode causar efeitos adversos significativos,
especialmente em pacientes com um quadro de saude comprometido. Sendo assim,
dado o aumento da prevaléncia e a resisténcia de C. tropicalis e C. glabrata aos
medicamentos existentes assim como a toxicidade dos farmacos disponiveis para
tratamento, destaca-se a urgéncia do desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas com alta eficacia terapéutica e baixa toxicidade. Rosmarinus officinalis é
uma erva medicinal comum em produtos farmacéuticos e na medicina tradicional e
gue contém o acido rosmarinico (AR), um éster polifendlico com diversas atividades
farmacoldgicas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifingica e a toxicidade do extrato seco de R. officinalis (ERO), do AR e de suas
combinacdes com FCZ frente a C. glabrata e C. tropicalis. Na avaliacdo da atividade
antifingica dos compostos pela técnica de microdiluicdo em caldo, os resultados
obtidos indicaram que esses ativos naturais possuem uma atividade antifungica
significativa, especialmente contra cepas resistentes de C. glabrata. As combinagdes
foram submetidas ao ensaio "checkerboard”, e a combinacdo de FCZ com ERO
demonstrou interacdo mais vantajosa frente as demais combinacdes testadas. Para a
avaliacdo da toxicidade in vitro, empregou-se células Vero, e foi observada baixa
toxicidade desta combinag&o. Nos ensaios com o modelo in vivo de Tenebrio molitor,
foi possivel fazer a andlise de toxicidade e atividade antifUngica ao monitorar a
sobrevivéncia das larvas e carga fungica, porém sao necessarias mais pesquisas com
a combinacéo escolhida neste estudo. Em uma andlise global, a combinacdo de FCZ
com ERO destacou-se como a mais promissora, demonstrando eficacia antifungica
significativa sem induzir citotoxicidade relevante.

Palavras-chave: Candida sp.; SARS-CoV-2; coinfeccdo; Rosmarinus officinalis;

Fluconazol.



ABSTRACT

Oropharyngeal candidiasis is a fungal infection caused by various Candida
species, primarily C. albicans. These microorganisms are normal components of the
oral microbiota in healthy individuals. However, under certain circumstances, they can
become pathogenic. For many years, C. albicans was the main culprit for this infection,
but recent research indicates an increase in the prevalence of non-albicans Candida
species, such as C. tropicalis and C. glabrata. This increase is linked to the intrinsic
resistance profile of these species to azole drugs and other factors. Literature data has
shown that during the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) pandemic, infected patients with compromised health presented oropharyngeal co-
infections by non-albicans Candida species, further complicating their condition.
Fluconazole (FCZ) is a widely used medication for treating these fungal infections;
however, it can cause significant adverse effects, especially in patients with
compromised health. Therefore, given the increasing prevalence and resistance of C.
tropicalis and C. glabrata to existing medications, as well as the toxicity of available
drugs, there is an urgent need for the development of new therapeutic strategies with
high efficacy and low toxicity. Rosmarinus officinalis is a common medicinal herb in
pharmaceutical products and traditional medicine, containing rosmarinic acid (AR), a
polyphenolic ester with various pharmacological activities. The objective of this study
was to evaluate the antifungal activity and toxicity of the dry extract of R. officinalis
(ERO), AR, and their combinations with FCZ against C. glabrata and C. tropicalis. In
the assessment of antifungal activity using the broth microdilution technique, the
results indicated significant antifungal activity of these natural agents, especially
against resistant strains of C. glabrata. Combinations were subjected to the
“checkerboard” assay, and the FCZ-ERO combination showed a more advantageous
interaction than other tested combinations. For in vitro toxicity evaluation, Vero cells
were employed, and low toxicity of this combination was observed. In assays with the
Tenebrio molitor in vivo model, toxicity and antifungal activity were analyzed by
monitoring larval survival and fungal burden, but further research with the chosen
combination in this study is needed. In an overall analysis, the FCZ-ERO combination
emerged as the most promising, demonstrating significant antifungal efficacy without
inducing relevant cytotoxicity.

Keywords: Candida sp.; SARS-CoV-2; co-infection; Rosmarinus officinalis;

Fluconazole.
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1 INTRODUCAO

A candidiase orofaringea € uma infeccao fungica causada por espécies de
Candida, como C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. krusei, C. kefyr, C.
parapsilosis, C. stellatoidea e principalmente C. albicans (Silva et al., 2018). Esses
microrganismos fazem parte da microbiota oral normal em individuos saudaveis. No
entanto, varios fatores sistémicos e locais podem promover o crescimento excessivo,
tornando-os patogénicos (Silva et al., 2018). Os sintomas da candidiase orofaringea
incluem irritacdo mucosa, formacdo de pseudomembranas e lesbes eritematosas
(Matsui; Higashide; Hanaki, 2020).

Por muitos anos, a C. albicans foi o principal agente causador da candidiase
orofaringea. No entanto, pesquisas recentes revelaram um aumento na prevaléncia
de espécies fungicas do complexo Candida nao-albicans (Almeida et al., 2021).
Espécies como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei foram identificadas
em pacientes. Algumas dessas espécies tém chamado a atencdo devido a sua
resisténcia frequente a medicamentos antifingicos especificos, como o fluconazol
(Ademe; Girma, 2020).

O agravamento da candidiase pode levar a candidiase invasiva, uma
contribuinte significativa para morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados.
A forma mais grave de candidiase invasiva é a candidemia (Ponzio, 2015; Farias;
Santos; Damasceno, 2021). Fatores de risco comumente identificados para o
desenvolvimento de candidemia em pacientes incluem idade avancada,
hospitalizac&o prolongada, uso de antibiéticos de amplo espectro, presenca de cateter
vascular central, dependéncia de nutricdo parenteral, ventilacdo mecéanica,
colonizagdo, profilaxia antifingica, terapia antibiética prolongada, sepse grave, uso de
corticosteroides e quimioterapia (Gérkem et al., 2021).

Pacientes em UTI infectados pelo coronavirus da sindrome respiratéria aguda
grave (SARS-CoV-2) tém seu tecido pulmonar comprometido e, portanto, séo
submetidos a ventilagdo mecanica, terapia com corticosteroides e antibiéticos de
amplo espectro, além de permanecerem no ambiente hospitalar por longos periodos
(Gorkem et al., 2021). O uso de corticosteroides visa diminuir a destruicdo tecidual,
reduzindo a resposta imunoldgica, e os antibioticos previnem a infeccéo bacteriana no

local lesionado (Gorkem et al., 2021). No entanto, essas terapias podem perturbar a
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microbiota normal do paciente, criando um desequilibrio que favorece o crescimento
de patogenos fungicos oportunistas, incluindo Candida spp., 0 que pode levar a
candidiase orofaringea.

Durante a pandemia de SARS-CoV-2, o aumento de pacientes demandando
cuidados intensivos cresceu também o risco de infecgBes fungicas invasivas, incluindo
a candidiase invasiva (Farias; Santos; Damasceno, 2021). A coinfeccéo de espécies
como C. glabrata ou C. tropicalis em pacientes hospitalizados com o virus representou
um desafio significativo. Essas espécies apresentam uma alta taxa de mortalidade,
superando a de C. albicans. Esse aumento na mortalidade provavelmente esta
relacionado a reduzida sensibilidade dessas espécies a certos medicamentos
antifangicos (Silva et al., 2021).

O fluconazol € um medicamento fungistatico amplamente utilizado no
tratamento de infeccdes fungicas sistémicas e superficiais (Fluconazole, 2017). No
entanto, pode causar efeitos adversos significativos em alguns pacientes, incluindo
nauseas, dor abdominal, vémitos, diarreia, dor de cabeca e, embora raramente,
hepatotoxicidade, dermatite esfoliativa, anafilaxia, trombocitopenia e leucopenia,
mesmo quando administrado em doses terapéuticas (Fica, 2004). Esses efeitos
colaterais do fluconazol podem agravar a condicdo de pacientes ja debilitados devido
a infeccao grave pelo SARS-CoV-2.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia ao fluconazol é
mais comumente observada em espécies ndo-albicans de Candida. Seguindo as
diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), uma espécie de
Candida é considerada resistente em testes de sensibilidade in vitro quando o ponto
de corte excede 64 pg/mL (CLSI, 2008).

O wuso indiscriminado de fluconazol, especialmente em pacientes
imunocomprometidos, tem levado a resultados insatisfatorios no tratamento de
infecgBes fungicas devido ao surgimento de resisténcia fangica. Entre as espécies
clinicas de Candida, C. glabrata apresenta a maior incidéncia de resisténcia aos azois
(Domengos et al., 2005; Whaley et al., 2017). Além disso, essa espécie demonstra
resisténcia intrinseca aos antifungicos, especialmente ao fluconazol (Hassan; Chew;
Than, 2021). A C. tropicalis, por outro lado, exibe resisténcia aos azdbis e
particularmente mais alta ao fluconazol (Zuza-Alves; Silva-Rocha; Chaves, 2017).

A saude comprometida de pacientes com infeccéo grave por SARS-CoV-2 e 0

perfil de resisténcia de C. tropicalis e C. glabrata aos medicamentos atualmente
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disponiveis destacam a urgéncia do desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Essas estratégias devem priorizar baixa toxicidade, potencialmente
incorporando ingredientes ativos naturais e terapias antimicrobianas combinadas. Tais
abordagens podem ajudar a restaurar a eficacia de medicamentos que perderam sua
eficicia devido a resisténcia fangica.

A Rosmarinus officinalis, uma erva medicinal amplamente reconhecida, é
extensivamente utilizada em produtos farmacéuticos e na medicina tradicional. Ela é
preferida por sua seguranca, acessibilidade e atributos ecologicamente sustentaveis,
gue a distinguem de sustancias sintéticas (Diass et al., 2021).

Por exemplo, o acido rosmarinico é um éster polifendlico presente
principalmente no extrato etandlico de R. officinalis. Ele possui uma ampla gama de
propriedades benéficas, incluindo acdes antioxidantes, anti-inflamatorias,
antiapoptoticas, antitumorais, antialérgicas, antivirais, citoprotetoras, gastroprotetoras

e antimicrobianas (Nadeem et al., 2019; Formiga et al., 2021; Kamelabad et al., 2021).
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2 OBJETIVO
Avaliar a atividade antifangica in vitro frente as espécies de Candida glabrata e
Candida tropicalis e toxicidade in vitro do extrato seco de Rosmarinus officinalis, do

acido rosmarinico e de suas combinac¢des com o fluconazol.

2.10bjetivos especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima do extrato seco de Rosmarinus
officinalis e do acido rosmarinico contra Candida glabrata e Candida tropicalis;

e Determinar a concentracdo fungicida minima do extrato seco de Rosmarinus
officinalis e do acido rosmarinico contra Candida glabrata e Candida tropicalis;

e Avaliar a atividade antifiungica in vitro das combinacbes do extrato seco de
Rosmarinus officinalis e do acido rosmarinico com fluconazol;

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos e suas combinacdes em cultura celular
monocamada;

e Auvaliar a toxicidade e eficacia terapéutica dos principios ativos e suas combinacdes

em modelo de animal alternativo.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos e condi¢cdes de crescimento

Foram utilizadas cepas padrédo de Candida tropicalis ATCC 750 e Candida
glabrata ATCC 90180 cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose (Acumedia, EUA) por
24 horas a 37°C.

3.1.2 Principios ativos

Os compostos utilizados foram fluconazol (FCZ; Sigma-Aldrich, MO, EUA),
anfotericina B (AMB; Sigma-Aldrich, Alemanha), acido rosmarinico (AR; Sigma-
Aldrich) e extrato seco de Rosmarinus officinalis (ERO; USP, EUA). O FCZ foi
solubilizado em &gua, e AMB, AR e ERO foram solubilizados em dimetil sulféxido

(DMSO). Todas as solucdes foram armazenadas a - 80°C.
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3.1.3 Determinacdo da concentrac¢do inibitéria minima (CIM) e concentragao
fungicida minima (CFM)

A CIM foi avaliada usando o ensaio de microdiluicdo em caldo conforme o
protocolo M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).

Os compostos foram adicionados em diluigdes seriadas com concentragdes de
3,9 a 2000 pg/mL para ERO e 7,8 a 4000 pug/mL para AR em uma placa de 96 pocos.
AMB e FCZ foram utilizados como farmacos controles.

A atividade antifungica do ERO e AR foi avaliada a uma concentracao final de
2,5 x 10% UFC/mL em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, MO, EUA).

As placas foram incubadas em um agitador a 37°C + 1°C e 150 r.p.m. por 24
horas. Apés esse periodo, a resazurina (Sigma-Aldrich) foi adicionada para avaliar a
viabilidade celular fungica. As células foram incubadas por 3,5 horas, totalizando 27,5
horas para a leitura final da CIM em 530 a 570 nm. A CIM foi determinada visualmente
observando uma mudanca de cor. A CFM foi avaliada transferindo uma porgcéao do
poco para a placa contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e incubada a 37°C + 1°C
por 24 horas. Em seguida, a CFM foi definida como a menor concentracdo que
impediu qualquer crescimento fangico (CLSI, 2008).

3.2 Avaliagéo da atividade antifungica combinatoria

A determinacédo da atividade antifingica combinatdria de ERO e AR com FCZ,
assim como a associacgéo entre eles, foi realizada utilizando o ensaio "checkerboard",
seguindo os procedimentos descritos por Bellio et al. (2021) e CLSI (2008). O ERO foi
avaliado em uma faixa de concentracdo de 0,49 a 500 pug/mL, o AR, de 0,06 a 62,5
ug/mL e o FCZ, de 0,06 a 4,0 pg/mL, todos diluidos em meio RPMI. Os resultados
foram obtidos através de um leitor de microplacas a 570 nm. Para avaliar os tipos de
interacbes entre as substancias, foi utilizado o método do menor indice de
Concentracéo Inibitoria Fracionada (ICIF), determinado de acordo com a Equacéo 1
(Sopirala et al., 2010):

ICIF = CIM composto 1 em combinac¢do+ CIM composto 2 em combinacéo Eq.1

CIM composto 1 CIM composto 2
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De acordo com o valor da ICIF obtida, determinou-se a interacdo entre os
compostos testados com FCZ em: sinérgica (ICIF < 0,5), parcialmente sinérgica (0,5
< ICIF < 1,0), aditiva (ICIF = 1,0), indiferente (1,0 < ICIF < 4,0) ou antagbnica (4,0 <
ICIF) (Sader; Huynh; Jones, 2003).

No método do menor ICIF, € inicialmente necessario identificar os po¢cos nos
guais ocorreu crescimento e nado crescimento fungico. No presente estudo,
considerou-se que po¢os com crescimento fingico eram aqueles que apresentavam
menos de 80% de inibicdo do crescimento, enquanto 0s poc¢os de nao crescimento
eram aqueles com mais de 80% de inibicdo do crescimento fungico.

3.3 Avaliagéo da citotoxicidade dos compostos bioativos em cultura celular

A citotoxicidade de ERO e FCZ foi avaliada na linhagem celular Vero (células
epiteliais renais normais) obtida da ATCC (VA, EUA). As células foram adicionadas
em placas de 96 pocos, cada poco contendo 2,0x10* células. As placas foram
incubadas a 37°C com 5% de CO:2 por 24 horas para formar uma monocamada celular
(Hus@y; Syversen; Jenssen, 1993). As formulagbes foram analisadas em diferentes
concentracoes, variando de 3,91 a 2000 pg/mL para ERO e de 0,08 a 42,67 pg/mL
para FCZ em diluicbes seriadas. A combinacdo foi testada pontualmente na
concentragédo de 2,0 pg/mL FCZ + 0,98 pg/mL ERO. A citotoxicidade foi avaliada
usando o ensaio de resazurina a 0,01% e medida por um leitor de microplacas a 570
nm. Células nao tratadas foram incluidas como grupo de controle de células viaveis.
Os resultados foram avaliados em trés ensaios independentes. O valor da
concentracéo efetiva 50% (CEso) foi definido como a concentragdo do medicamento
na qual 50% das células permaneceram viaveis em relagdo ao controle (Medina-
Alarcon et al., 2020).

O indice de seletividade (IS) do ERO e da combinacdo (FCZ + ERO) foi
calculado utilizando a razdo entre a CEso e a concentragao inibitéria minima 50%
(CIMsp). Um IS maior que dez, indica que o medicamento é mais ativo contra a
levedura e menos citotdxico para o hospedeiro, sendo considerado um valor promissor

para as formulagdes analisadas (Orme, 2001).

A CEso e 0 IS foram calculados de acordo com a Equacgéo 2:
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IS =__ Concentracao efetiva 50% (CEso) Eq. 2

Concentracéo inibitoria minima 50%(ClMso)

3.4 Avaliagcdo de toxicidade de compostos bioativos em modelo animal
alternativo (Tenebrio molitor)

Foram selecionadas 10 larvas por grupo com peso entre 100 e 200 mg.

A avaliagéo da toxicidade de compostos bioativos em T. molitor foi realizada
dividindo as larvas em um grupo de controle negativo, dois grupos de controle de
tratamento e grupos de larvas que receberam os compostos avaliados no estudo. Com
0 auxilio de uma seringa de Hamilton, foram administrados 10 uL dos os compostos
estudados conforme apresentado na Tabela 1, de forma a introduzir a agulha da
seringa na larva apenas uma vez. Finalmente, as larvas foram incubadas a 37°C com
alimento e ao abrigo da luz e a sobrevida foi avaliada diariamente por 7 dias para a
construcdo da curva de sobrevivéncia (Scorzoni et al., 2015; Morey et al., 2016;
Palanco et al., 2017; Singulani et al., 2018; Naliato, 2022).

Tabela 1 - Concentracdo dos principios ativos e combinag¢des administradas em T. molitor.

Volume Total volume
Concentracédo o Volume o
Grupos principio administrado/larva
(Hg/mL) _ PBS (uL)
ativo (uL) (uL)
2,0+0,98 5,0 5,0 10,0
FCZ+ERO 200 + 98,0 5,0 50 10,0
400 + 196 5,0 50 10,0
FCz 2,0 50 5,0 10,0
ERO 0,98 5,0 5,0 10,0
Controle de tratamento
14,0 50 50 10,0
(AMB)
Controle de tratamento
350 50 5,0 10,0
(FCZ (350 pg/mL))
Controle negativo - - 10,0 10,0

3.5 Avaliacdo da eficacia terapéutica em modelo animal alternativo (Tenebrio

molitor)
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3.5.1 Curva de sobrevivéncia

Assim como no ensaio de toxicidade no modelo alternativo, foram selecionadas
10 larvas por grupo, cada uma pesando entre 100 e 200 mg. As larvas foram injetadas
com os compostos estudados conforme apresentado na Tabela 2 e da mesma forma
do ensaio anterior. A concentracéo do inéculo utilizada foi de 1,0 x 10° UFC/mL ou 5,0
X 108 UFCl/larva. As larvas foram incubadas a 37°C e observadas por 7 dias para
registrar o niamero de larvas mortas.

Tabela 2 - Concentragdo dos principios ativos, combina¢cfes e inéculo de C. glabrata
administrados em T. molitor.

Volume Volume Total volume
Concentragéo _ _ Volume _ o
Grupos principio in6culo  administrado/larva
(Hg/mL) : PBS (uL)

ativo (uL) (ML) (ML)

2,0 +0,98 5,0 0,0 5,0 10,0

FCZ+ERO 200 + 98,0 5,0 0,0 5,0 10,0

400 + 196 5,0 0,0 5,0 10,0

FCz 2,0 50 0,0 5,0 10,0

ERO 0,98 50 0,0 50 10,0
Controle de

tratamento (FCZ 350 5,0 0,0 5,0 10,0
(350 pg/mL))

Controle negativo - - 10,0 - 10,0

Controle infeccao - - 5,0 5,0 10,0

3.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados com o software GraphPad Prism 5 (CA,
EUA). A andlise estatistica dos dados do teste de citotoxicidade foi feita usando a
andlise de variancia unidirecional comum, seguida pelo teste de comparacdes
multiplas de Dunnett. Valores de p <0.05, <0.01 e <0.0001 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracédo
fungicida minima (CFM)

Utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo e o plagueamento dos pogos
do ensaio da avalicdo da concentracdo inibitéria minima, foi possivel determinar a
atividade fungistética e fungicida in vitro do extrato de Rosmarinus officinalis (ERO),
acido rosmarinico (AR) e fluconazol (FCZ) e os resultados estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 3 - Resultados das CIMg, e CFM em pg/mL de FCZ, ERO e AR para C. tropicalis e C.
glabrata

C. tropicalis ATCC 750 C. glabrata ATCC 90180

ClIMgo CFM ClIMgo CFM
FCz 0,25 >64,00 2,00 >64,00
ERO 500 2000 31,25 >2000
AR >4000 >4000 0,98 >4000

Conforme os resultados obtidos, tanto a C. tropicalis quanto a C. glabrata foram
sensiveis ao ERO dentro da faixa de concentracao testada. Entretanto, foi observada
uma maior sensibilidade da C. glabrata ao ERO em comparacdo com a C. tropicalis,
sendo classificada com uma forte atividade antifungica (ClIMso: 31,25 pg/mL)
(Sartoratto et al., 2004). Quanto a atividade fungicida, o ERO mostrou atividade
apenas para a C. tropicalis na concentracdo de 2000 pg/mL, enquanto para C.
glabrata, a mesma concentragcéao nao foi eficaz.

O AR mostrou atividade fungistatica apenas contra a C. glabrata (CIMso igual
a 0,98 pg/mL) e nenhuma atividade fungicida, dentro da faixa de concentracao
estudada.

Os resultados obtidos sao promissores, uma vez que a C. glabrata demonstrou
maior resisténcia ao FCZ em comparacgéo com a C. tropicalis. No entanto, frente aos
principios ativos naturais, a C. glabrata revelou-se mais suscetivel, o que € um achado
interessante. Esses resultados indicam que os ingredientes ativos naturais possuem
uma atividade antifingica significativa, especialmente contra cepas resistentes de C.

glabrata.
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O AR nédo demonstrou atividade contra C. tropicalis e o ERO demonstrou fraca
atividade antifungica contra a espécie, por isso 0os demais ensaios foram conduzidos
utilizando os resultados obtidos somente contra C. glabrata.

Quanto aos resultados comparando os dois principios ativos naturais, o0 ERO
apresentou melhor resposta antifingica, portanto os seguintes ensaios foram

executados principalmente com ele.

4.2 Avaliacao da citotoxicidade dos compostos bioativos em cultura celular
monocamada
Segundo a ISO 10993, um orgao internacional de padronizacdo, o teste de
citotoxicidade in vitro é o primeiro passo para avaliar a biocompatibilidade de qualquer
material destinado a dispositivos biomédicos. Apos confirmar sua ndo toxicidade, €
possivel prosseguir com o estudo da biocompatibilidade do produto, realizando os
demais ensaios necessarios. Portanto, as citotoxicidades do FCZ e ERO foram
avaliadas na linha celular Vero, e os resultados estao representados nas Figuras 1 e
2.
120~
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.
é
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Controle negativo

Concentracges (ug/mL)

Figura 1 - Citotoxicidade do fluconazol na linhagem celular Vero. Dados apresentados como
média e desvio padrdo. Diferenca estatisticamente significativa: *p < 0,0001.
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Figura 2 - Citotoxicidade do extrato de Rosmarinus officinalis na linhagem celular Vero. Dados
apresentados como média e desvio padrao. Diferenca estatisticamente significativa: *p <
0,0001.

Com base na norma ISO 10993-5, um efeito é considerado citotoxico quando a
viabilidade celular é reduzida a mais que 30%, 0 que ndo ocorreu para ambos o0s
compostos estudados. Assim, a faixa de concentracdes de FCZ e ERO testada néo
foi citotoxica para a linhagem celular Vero.

Os resultados sugerem a viabilidade de avancar para estudos adicionais de
biocompatibilidade, explorando a possibilidade de empregar esses ingredientes ativos
em formulagdes de baixa toxicidade. A Tabela 3 mostra os valores de CIMso, CEso
IS de ERO e FCZ contra C. glabrata.

Tabela 4 - Valores de concentracao inibitoria minima (CIMso) para a C. glabrata, concentracao
efetiva 50% (CEsp) e indice de seletividade (IS) do extrato de Rosmarinus officinalis (ERO) e
do fluconazol (FCZ) em linhagem celular Vero.

CIMso (ug/mL) CEso (ug/mL) IS
ERO 31,25 119,10 3,81
FCZz 2,00 242,67 >10

A CEso e 0 IS séo parametros que indicam dois valores importantes para
estimar a janela terapéutica. Valores de indice de seletividade acima de 10 indicam
auséncia de toxicidade para a célula hospedeira, enquanto valores abaixo de 10
indicam toxicidade (Protopopova et al., 2005). O IS para ERO foi inferior a 10 (3,81),
demonstrando, assim, toxicidade para a célula Vero. Por outro lado, o IS para FCZ foi

superior que 10, ou seja, foi atoxica para as células.
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Vale ressaltar que no modelo de cultura celular em monocamada, oxigénio e
nutrientes nao sao distribuidos de maneira uniforme fisiologicamente, uma vez que
um lado da célula esta aderido a superficie do substrato. De acordo com Cultivo de
células: da teoria & bancada (2020), essas séo limitacdes desse modelo que podem
demonstrar uma maior toxicidade em comparagcdo com a exposicao de ingredientes

ativos em culturas celulares tridimensionais, por exemplo.

4.3 Avaliacdo da atividade antifungica combinatéria

Ao identificarmos a interface de crescimento desejavel e indesejavel da C.
glabrata diante das combinac¢des estudadas, calculamos o menor ICIF para cada uma
delas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 5 - Resultados dos menores indices de Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF)
obtidos na avaliacdo da atividade antifangica combinatéria, as concentra¢des dos principios
ativos associados, porcentagem de inibi¢cdo do crescimento fungico e tipo de interagéo frente
a C. glabrata.

Concentracéo s o ~
Menor ICIF (ug/mL) Inibicdo (%) Interagéo
FCZ + ERO 0,5 2,00 + 0,98 82,05 SIN
0,8 1,00 + 0,24 98,53 AD
FCZ + AR
0,8 0,50 + 0,49 93,55 AD
ERO + AR 0,8 15,60 + 0,24 84,73 AD

SIN: sinérgica; AD: aditiva.

Das trés combinacgdes testadas, apenas a FCZ com ERO demonstrou interacéo
sinérgica entre 0s compostos, ou seja, foi necessaria uma concentracdo menor que a
CIM dos principios ativos individualmente para se ter uma elevada atividade
antifangica.

As demais associacbes apresentaram interacdo aditiva e nao foram mais
vantajosas, porém nao indicaram auséncia de atividade ou um efeito antagénico. Nas
concentracdes testadas, o efeito da associacdo foi equivalente a soma aritmética dos

efeitos dos principios ativos individualmente.
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4.4 Avaliacao da citotoxicidade da associacao do fluconazol com extrato de R.
officinalis em cultura celular em monocamada

Com o objetivo de verificar se a interacao sinérgica obtida com a associagcao
do fluconazol com extrato de R. officinalis no ensaio de atividade antifungica
combinatéria seria prejudicial as células humanas renais, foi realizado o ensaio de
citotoxicidade da combinacdo FCZ (2,00 pg/mL) + ERO (0,98 pg/mL) em linhagem
celular Vero. A Tabela 5 mostra os resultados desta combinacdo na concentracéo
correspondente ao menor ICIF e a porcentagem de viabilidade celular da linhagem
celular Vero.

Tabela 6 - Porcentagem de viabilidade celular para a concentracéo correspondente ao menor
ICIF obtido em linhagem celular Vero.

Viabilidade celular (%)
FCZ (2,00 pg/mL) + ERO (0,98 ug/mL) 85,10%

Na concentracdo estudada, foi observada porcentagem de viabilidade celular
de 85,10%, ou seja, auséncia de citotoxicidade de acordo com a norma ISO 10993-5
(>70%).

Assim, apesar de ERO, isoladamente, ter apresentado toxicidade para a célula
Vero segundo a classificacdo por IS, sua combinacdo com FCZ na concentracdo de
menor ICIF demonstrou alta viabilidade celular. A partir desses resultados podemos
dizer que esta é uma combinacao interessante, uma vez que com a associacao dos
compostos foi necesséria menor concentracdo do ERO, em comparacdo a ele
isoladamente, para se ter alta atividade antifingica e taxa de viabilidade das células

renais.

4.5 Avaliacao da toxicidade em modelo animal alternativo (Tenebrio molitor)

No ensaio de avaliacdo da toxicidade em T. molitor, foi construida uma curva
de sobrevivéncia mediante a quantificacdo das mortes das larvas avaliadas durante 7

dias e os resultados estédo apresentados na Figura 3.
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Figura 3 - Curvas de sobrevivéncia de T. molitor a administracdo das injec6es dos principios
ativos isolados, as combinacdes e o controle. Diferenca estatisticamente significativa: *p <
0,01.

As curvas de sobrevivéncia mostradas na Figura 3 demonstraram nenhuma
diferenca significativa em comparacgéo ao grupo controle (PBS), ou seja, nenhuma das
doses estudadas causou toxicidade in vivo no modelo utilizado, com exceg¢ao da AMB.

A administracédo de AMB nas larvas foi realizada para se ter uma comparacéo
com um tratamento comumente utilizado, e foi observada uma reducéao significativa
na sobrevivéncia das larvas, o0 que ja era esperado, uma vez que a AMB é um principio
ativo com alta toxicidade. Esses dados reforcam a importancia da proposta deste
trabalho em utilizar substancias eficazes contra C. glabrata, mas com toxicidade
reduzida.

4.6 Avaliacao da eficacia terapéutica em modelo animal alternativo (Tenebrio
molitor)

4.6.1 Padronizacéo das condi¢cOes experimentais no modelo de infeccao

Devido a existéncia de poucos estudos publicados com T. molitor, foram
realizados alguns testes preliminares para padronizar os testes de seguranca
toxicoldgica e eficacia terapéutica no modelo. Um desses testes tinha o objetivo de

verificar se o volume administrado teria influéncia na sobrevivéncia das larvas.
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Figura 4 - Curvas de sobrevivéncia de T. molitor apés inoculacdo com 5uL e 10uL de PBS.

Conforme observado na Figura 4, ndo houve diferenca significativa entre a
administracdo dos dois volumes. Portanto, decidiu-se prosseguir 0s ensaios com o
volume de 10 pL, uma vez que esse volume torna mais precisa a administracao
concomitante de 5 pL de duas solugdes distintas em uma larva.

Outro teste preliminar importante foi o teste de viruléncia, para verificar qual
concentracdo de UFC de C. glabrata por larva seria ideal para avaliar a eficacia

terapéutica dos compostos em T. molitor.
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Figura 5 - Curvas de sobrevivéncia de T. molitor apds infeccdo com C. glabrata em
concentracdes de 1,0 x 104, 1,0 x 10° e 1,0 x 10° UFC/larva. Diferenca estatisticamente
significativa: *p < 0,05.

Por meio deste ensaio, foi observado que o grupo de larvas que recebeu 1,0 x
10°® UFC/larva apresentou uma reducéo de sobrevivéncia significativa em comparagéo
com o grupo controle (PBS), mas néo foi suficiente para causar a morte de todas as
larvas do grupo em 7 dias. Por outro lado, os grupos que receberam 1,0 x 10% e 1,0 x

10° UFCl/larva ndo apresentaram diferenca estatistica em comparacdo com o grupo
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de controle. Assim, buscando evidenciar melhor o efeito dos tratamentos, decidiu-se

aumentar a concentracdo para 5,0 x 108 UFC/larva para dar sequéncia ao ensaio de
eficacia terapéutica.

4.6.2 Curva de sobrevivéncia

As mesmas doses estabelecidas na Tabela 1 foram utilizadas para avaliar a

atividade antifungica in vivo no modelo de T. molitor apos a infec¢do das larvas com

C. glabrata.
1004
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Figura 6 - Curvas de sobrevivéncia de T. molitor apés infecgdo com C. glabrata e tratamento
com os principios ativos isoladamente, as combinacgdes e os controles. FCZ 350 pg/mL e PBS
foram utilizados como controles de tratamento positivo e negativo, respectivamente. Diferenca
estatisticamente significativa: *p < 0,01.

A Figura 6 mostra uma reducdo acentuada na sobrevivéncia das larvas e todos
os tratamentos administrados nao apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao
grupo de infecgéo, exceto pelo grupo que recebeu FCZ a 350 pg/mL.

A partir do segundo dia de avaliagdo das larvas, todos 0s grupos tiveram uma
reducdo da sobrevivéncia inferior a 20%. Isso indica que o inéculo de 5,0x10°
UFCl/larva superou os tratamentos testados.

Dado os resultados observados, é possivel inferir que os principios ativos
apresentaram atividade antifUngica e auséncia de toxicidade para as células
humanas, porém o modelo nao foi ideal para o estudo destes compostos antifungicos

especificamente, sejam eles em combinagédo ou néo.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, verificamos que tanto o extrato de Rosmarinus officinalis (ERO)
guanto o &cido rosmarinico (AR) apresentaram atividade fungistética contra C.
glabrata, sendo que o ERO apresentou melhores resultados. Além disso, as
combinac¢cBes com 0 AR ndo foram as mais vantajosas, sendo preferivel o avanco dos
ensaios com a combinacao de fluconazol (FCZ) com ERO.

Os resultados encontrados demonstraram que a combinagéo de FCZ com ERO
possui propriedades fungistéticas, e melhor desempenho em combinacdo em
comparacao aos compostos isolados, visto sua interacdo sinérgica contra a Candida
glabrata, e manteve uma alta taxa de viabilidade das células renais.

A combinacao tem o potencial para ser uma alternativa de baixa toxicidade e
elevada eficacia no tratamento de infeccbes causadas por C. glabrata. Assim, 0s
resultados deste trabalho podem ser utilizados como a primeira etapa para o
desenvolvimento de novas terapias antifungicas utilizando ERO e para posteriores

ensaios preé-clinicos e clinicos.
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