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RESUMO 

 

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

aumento da ocorrência de resistência aos antifúngicos convencionais sugerem 

que pesquisas para a descoberta de novas moléculas antifúngicas são 

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

prospecção de alternativas terapêuticas, avaliando nanoencapsulados da 

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

seguintes objetivos específicos foram: complexar ácido elágico em 

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

caracterizar quimicamente o encapsulado; prospectar possíveis mecanismos de 

ação; avaliar ação de concentrações subinibitórias sobre a produção de 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

camundongos foi observada redução significativa da invasão de hifas no epitélio 

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

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

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

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

redução na invasão epitelial pelo fungo. 

 

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



 

Sampaio AG. Evaluation of the potential application of cyclodextrin 

nanoencapsulated ellagic acid for the treatment of oral candidosis 

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

Institute of Science and Technology; 2019. 

 

ABSTRACT 

 
 

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

occurrence of antifungal resistance suggest that new researches for the 

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

contribute to the prospection of therapeutic alternatives, evaluating 

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

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

determined: to complex the ellagic acid in cyclodextrin at effective 

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

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

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

subinhibitory concentrations on the exoenzymes production, and adherence to 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

effects of EA on morphogenesis and production of extracellular enzymes were 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

Keywords: Candida albicans. Ellagic acid. Cyclodextrin. 



13 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

 
A incidência de infecções fúngicas cresce em taxas alarmantes, 

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

diretamente relacionado ao aumento da população de pacientes 

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

para níveis bucais mais elevados de Candida em populações com diferentes 

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

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

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

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

Estudos apontam que 80% dos pacientes imunossuprimidos podem ser positivos 

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

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

Goulart et al., 2018). 

Reservatórios bucais de micro-organismos oportunistas, como as 

leveduras do gênero Candida, podem comprometer a vida de pacientes 

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

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

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

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

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

Mukherjee, 2015). 

Espécies de Candida albicans e não albicans possuem diversos fatores 

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

secretar importantes enzimas hidrolíticas como a protease, fosfolipase e 

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

2006; Williams et al., 2011). 

Durante o processo de transição de comensal para oportunista, as 

leveduras do gênero Candida geram alterações transcricionais, havendo maior 

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

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

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

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

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

proteínas e metabólitos estão associados à manutenção fenotípica do biofilme de 

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

2015). 

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

utilizado modelos alternativos in vivo tais como Drosophila melanogaster. Estes 

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

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

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

Glittenberg et al., 2011). 

A ocorrência de resistência em Candida spp. frente aos antifúngicos 

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

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

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

suscetibilidade de células planctônicas de Candida em relação aos biofilmes 

frente aos antifúngicos convencionais é relatada na literatura (Chandra e 

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

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

perfil farmacocinético limitado, custo elevado e importantes efeitos tóxicos 

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

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

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

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

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

Nosso grupo de pesquisa vem realizando a busca e avaliação de 

moléculas apresentando ação antimicrobiana presentes em plantas brasileiras 

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

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

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

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

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

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

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

hidrolisados chamados de elagitanos, conhecidos por propriedades 

farmacológicas envolvendo ação antioxidante, antimutagênica, antimicrobiana, 

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

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

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

prevenindo infecções superficiais. Além disso, este composto demonstrou 

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

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

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

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

al., 2017). 

Sistemas de liberação de fármacos baseados em nano/microcápsulas têm 

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

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

moléculas oligossacarídeas, carreadoras macrocíclicas com capacidade de 

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

ação permite melhorar a permeabilidade de drogas, aumentando a sua 

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

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

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

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

compostos ativos em formulações farmacêuticas e têm sido objeto de pesquisas 

e de desenvolvimento de novos produtos pela indústria farmacêutica (Rosa 

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

As ciclodextrinas naturais são originadas de 3 formas, conhecidas como 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 
 

Fonte: (Challa et al., 2005 ; Pubchem, 2019). 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

 
Os resultados do presente estudo indicaram ação antifúngica de valores 

semelhantes de CIM entre ácido elágico não complexado e complexado em HP- 

β-CD (AE/HP-β-CD), sugerindo que o complexado não altera atividade 

antifúngica de AE, apresentou também melhora de AE na solubilidade depois da 

complexação com HP-β-CD demonstrando ação em biofilme o qual utiliza altas 

concentrações para reduzir a viabilidade. O composto AE apresentou uma leve 

ação na quantificação de ergosterol. O complexo AE/HP-β-CD e AE não 

complexado confirmaram baixa toxicidade in vitro em CIM, porém,  

demonstram uma toxicidade moderada em concentrações elevadas como 

apresentado no teste de MTT, além de demonstrarem baixa toxicidade in vivo. O 

AE demonstrou efeito protetor em modelo in vivo de Drosophila melanosgaster. 

E em corte histológico de modelo murinho, o ácido elágico complexado em H- 

β-CD apresentou diminuição do número de hifas invandindo o epitélio. Ação 

significativa do AE complexado em HP-β-CD em biofilme de 48 horas, difere 

do ocorrido in vivo. 
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