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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo analisar o efeito antifungico, antioxidante e o
potencial irritativo do éleo de citronela associado ou n&do ao CAPE (Caffeic Acid
Phenethyl Ester) para tratamentotdpico de candidiase oral. Como metodologia, foi
realizado estudo in vitro da a¢ao antifungica de solugdes a base de 6leo de citronela
associado ou ndo ao CAPE, emcultura planctonica de uma cepa de referéncia C.
albicans (ATCC 10231) por meiode ensaios de microdiluicio em caldo para
obtencg&o da concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentrag&o fungicida minima
(CFM); além de acgao antimicrobiana sobre biofilme de C. albicans por meio de
contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Foi avaliado
também o potencial irritativo ex vivo das solugdes pelo teste de membrana cério-
alantdide de ovo de galinha e o potencial antioxidante das solugdes, por meio do
método de reducdo doferro (FRAP). Os dados de UFCs e ORAC foram submetidos
a ANOVA e ao teste de Tukey (p<0,05) e para os resultados do teste FRAP, os
dados foram nao paramétricos, sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido
do teste Dwass- Steel-Critchlow-Fligner. Os resultados dos testes microbiolégicos
demonstraram que o 6leo essencial de citronela associado ao CAPE apresentou
6tima atividade antibiofilme e antifungica. As solu¢des de CAPE isolada e associada
a citronela apresentaram maior atividade antioxidante em relagcdo as demais
(p<.05). Maioria dassolugodes isoladas ou associadas nao foram capazes de induzir
potencial irritativo para a membrana corioalantoide (CAM). Com base nos resultados
deste estudo, concluiu-se que as solugdes de citronela e CAPE, associadas ou néao,
apresentaram acao antifungica e antibiofilme, em diferentes concentracées, além
de terem demonstrado atividade antioxidantes na presenca do CAPE, ndo sendo
irritantes amembrana CAM. Ficou evidente o sinergismo das solucdes de CAPE e

citronela neste estudo.

Palavras-chave: Cymbopogon nardus. Candidiase Oral. Candida albicans.
Biofilmes.
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ABSTRACT

The present study aimed to analyze the antifungal, antioxidant and irritating potential
of citronella oil associated or not with CAPE for topical treatment of oral candidiasis.
As a methodology, an in vitro study of the antifungal action of solutions based on
citronella oil associated or not with CAPE was carried out in planktonic culture of a
reference strain C. albicans (ATCC 10231) by means of microdilution assays in broth
to obtain minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
concentration (CFM); in addition to antimicrobial action on C. albicans biofilms by
counting the number of colony forming units (CFU/mL). The ex vivo irritative potential
of the solutions was also evaluated by the hen egg chorio-allantoic membrane test and
the antioxidant potential of the solutions by the iron reduction method (FRAP). CFUs
and ORAC data were submitted to ANOVA and Tukey's test (p<0.05) and for the FRAP
test results, the data were non-parametric, using the Kruskal-Wallis test, followed by
the Dwass- Steel-Critchlow-Fligner. The results of the microbiological tests showed
that the citronella essential oil associated with CAPE had excellent antibiofilm and
antifungal activity. The CAPE solutions isolated and associated with citronella showed
higher antioxidant activity in relation to the others (p<.05). The isolated or associated
solutions were not able to induce irritative potential for the chorioallantoic membrane.
Based on the results of this study, it was concluded that citronella and CAPE solutions,
associated or not, showed antifungal and antibiofilm action at different concentrations,
in addition to demonstrating antioxidant activity in the presence of CAPE, not being
irritating to the CAM membrane. The synergism of CAPE and citronella solutions was

evident in this study.

Keywords: Cymbopogon nardus. Oral Candidosis. Candida albicans. Biofilms.
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INTRODUCAO

As infec¢des causadas por fungos sdo consideradas como uma das ameacgas
mais significativas a saude humana. Os fungos sdo organismos eucarioticos que
fazem parte da flora comensal normal humana, eles obtém beneficios sem causar
prejuizos ao hospedeiro. Em humanos, os fungos sio tipicamente encontrados na
mucosa oral, vaginal e gastrointestinal ou residentes na pele e no epitélio respiratorio.
Quando ocorrem alteragdes homeostaticas em um individuo, alguns organismos
comensais podem apresentar-se patogénicos'. Candida spp. € um dos fungos
patogénicos mais frequentes em seres humanos, causando doengas que variam de
infeccbes superficiais das mucosas a infe¢des sistémicas disseminadas, que muitas
vezes sdo fatais?. Entretanto, raramente é capaz de provocar infegbes graves em
individuos imunocompetentes.

Existem muitas espécies de Candida spp. que causam doencgas, embora
aproximadamente 90% das doencas invasivas sejam causadas pelos cinco patégenos
mais comuns, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei 324,
Uma situagcdo de parasitismo ocorre quando existe um desequilibrio entre o
hospedeiro e o fungo, originando assim a candidiase oral®. Esta espécie de candida
faz parte da flora oral normal em cerca de 30 a 50% da populag&o?. De acordo com a
resposta a uma alteragcdo do ambiente, Candida spp. pode passar de comensal
benigno a causadora de doencga®. A espécie principal e mais virulenta associada as
infeccoes orais em humanos €& a espécie C. albicans, correspondendo a
aproximadamente 80% de todos os microrganismos isolados das lesdes orais’. Uma
caracteristica da sua patogenicidade € a capacidade de crescer em formas de
levedura, pseudohifas e hifas. A forma de hifas tem um papel importante como
causador de doenga por invadir as células epiteliais, causando danos nos tecidos 2,
proporcionando uma protecao contra a acao do fluxo salivar.

A patogénese de infe¢des fungicas € baseada na interagao entre o mecanismo
homeostatico do hospedeiro e a patogenicidade da Candida spp. O risco de infecédo
estda aumentado nos pacientes imunocomprometidos ou sujeitos a imunossupressao
adquirida ou terapéutica (infecdo por HIV, farmacos citotoxicos, corticosteroéides),
endocrinopatias (diabetes mellitus, hipoparatiroidismo, insuficiéncia adrenal, etc),

deficiéncias nutricionais, dieta com alto consumo de hidratos de carbono, uso
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prolongado de agentes antibacterianos de amplo espectro, alteragdes quantitativas e
qualitativas do fluxo salivar (induzido por farmacos, radioterapia, sindrome de
Sjogren), higiene oral deficiente, uso de proteses dentarias, idade avancada e
fumantes’.

Os fatores predisponentes para a candidiase oral sao, entdo, as doencas
sistémicas, a deficiéncia imunitaria, a reducdo do fluxo salivar, a utilizacdo de
antibidticos de largo espectro, o uso de préteses dentarias durante a noite de forma
continuada, o fumo e a ma higiene oral e das proteses dentarias®®. C. albicans é a
espécie fungica mais comumente associada a estomatite protética, sendo responsavel
por mais de 70% dos casos de infecgdo 112, Alguns estudos também detectaram a
presenca de Candida spp. em sitios de periimplantites.

O tratamento clinico de infec¢des por Candida spp. € rotineiramente realizado
com polienos, derivados de azéis, alilaminas, tiocarbamatos, luoropirimidinas e
equinocandinas. No entanto, essas drogas sao responsaveis por efeitos colaterais
indesejaveis e toxicidade™. Além disso, a resisténcia a estes antifungicos de uso mais
convencioncoal entre as cepas clinicas tem sido amplamente descrita’®1617. Assim, a
fitoterapia, sendo de baixo custo e facil utilizacdo, destaca-se como alternativa em
potencial a ser pesquisada, dada a escassez de estudos em Odontologia.

A planta conhecida como citronela (Cymbopogon nardus) € utilizada para a
extracdo de 6leo essencial, muito utilizado como repelente de insetos, tendo como
principais componentes quimicos, o citronelal, o citronelol e o nerol, que séao
antissépticos, dai seu extenso uso em sabdes e desinfetantes domésticos'8-19-20,

Estudos mostram sua efetividade tanto em uso isolado quanto sinergicamente,
com uma boa eficacia antimicrobiana'®2'-22 e bons resultados de citotoxicidade em
certas concentragoes?’. Estudos também comprovam seu uso como agente
desinfetante de préoteses buco-maxilo-faciais?®. Nesse sentido, a citronela ¢é
considerada como uma planta de acao antibacteriana e antifungica potencial, abrindo
novas perspectivas de controle de infeccdo humana.

Outro composto extraido da natureza com atividades bioldgicas, incluindo
efeitos antibacterianos, antivirais, antioxidantes, anti-inflamatoérios, imunomodulatorios
e anticancer é o éster fenetilico do acido cafeico (CAPE), um dos principais
componentes ativos da propolis?4-?°. Este composto possui uma potente atividade anti-

inflamatéria e antioxidante?6-27-28-29. Além disso, o CAPE acelera a cicatrizagdo de
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feridas, reduz a osteoclastogénese e diminui a destruicdo tecidual causada pelo
estresse oxidativo 30-31-32 ¢ também estimula a cicatrizagdo 6ssea33-34-3%,

Com base nestas informagdes, considerando a necessidade de se obter alta
efetividade sem alterar negativamente as microfloras locais, com baixos efeitos
adversos e com custos acessiveis, o presente estudo teve como objetivo analisar o
efeito antifungico, antioxidante e o potencial irritativo do 6leo de citronela associado
ou nao ao CAPE para tratamento topico de candidiase oral. As hip6teses deste estudo
foram as de que o 6leo de citronela isolado ou associado ao CAPE apresentaria efeito
antifungico e inibiria o crescimento da espécie Candida albicans, ndo apresentaria

potencial irritativo danoso e apresentaria potencial antioxidante.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo das solugfes contendo 6leo de citronela e éster fenetilico do acido
cafeico (CAPE)

2.1.1 Preparo da emulsdo de goma xantana pura

0,5 g de goma xantana malha 200 foi dispersa em 100 M| de agua destilada
misturados em um agitador magnético microcontrolado (Tecnal, Piracicaba, Sao
Paulo). Apdés a emulsao ficar homogénea, esta foi dispensada num tubo falcon de 50
mL (Kasvi Produtos para Laboratoério, Sdo José dos Pinhais, Brasil). Esta solugao foi
mantida em repouso po4 16 h em temperatura ambiente, para posteriormente ser
esterilizada em autoclave (Prismatec Equipamentos, Itu, Sdo Paulo). Por fim, asolu¢ao
foi mantida em geladeira e antes do uso da mesma, esta foi retirada, permanecedo 30

minutos em temperatura ambiente.

2.1.2 Emulsdo contendo 6leo essencial de citronela

As emulsdes de citronela foram diluidas em goma xantana. Para o preparo da
emulséo, foi feito o resfriamento da solugdo contendo goma xantana, e adicionado
6leo essencial (OE) de citronela a fim de obter-se uma concentracao final de 8 mg/mL
de OE, a densidade do 6leo puro era de 0,88 g/mL, de acordo com o laudo
farmacéutico (ANEXO A). A mistura foi dispersa em dispersor mecanico (IKA®-Werke
GmbH & CO. KG), 2000 rpm por 30min em temperatura ambiente. A emulsao final foi
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armazenada em tubos falcons (Kasvi Produtos para Laboratorio, Sdo José dos
Pinhais, Brasil) de 50 mL, envoltos por papel aluminio a 4 °C.

Laudo:

0,88 g/mL de citronela

880 mg.V1=8mg.100 mL

V1 =0,909 mL (909 microlitros de 6leo em 100 mL de goma)

Goma xantana = 8 mg/mL de 6leo de citronela

Esta concentracédo do dleo de citronela foi utilizada no ensaio de microdiluigdo
para obtencdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM).

2.1.3 Solucao contendo CAPE
Primeiramente, foi preparada uma solug¢ao de estoque contendo CAPE puro,
diluido em DMSO (Ciruvix Comercio Itda) na concentracao de 0,5 mg/mL. Para isso,
0,5 mg de CAPE foi diluido em 1 mL de DMSO. Esta concentracdo de CAPE foi
utilizada no ensaio de microdiluicdo para obtencao da concentragao inibitéria minima

(CIM) e concentracao fungicida minima (CFM).

2.2 Ensaios de microdiluicdo em caldo para obtencdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM)

Inicialmente, curvas de crescimento foram realizadas para a espécie de C.
albicans (ATCC 10231 e SC5314) com a finalidade de identificar o numero de horas
necessarias para esta atingir sua fase de maior multiplicacdo celular (fase log ou
exponencial). Os ensaios para obtencédo da CIM para os compostos foram realizados
pelo método de microdiluicdo usando microplacas de 96 pocos estéreis (Kasvi
Produtos para Laboratorio, Sdo José dos Pinhais, Brasil), baseados nas normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI:M27-2A) com modificagées (Mor et
al.,1994). Culturas das espécies de C. albicans, previamente reativadas em meio de
cultura especifico, foram repicadas em meio caldo RPMI-1640 por 24 h em condicdes
de aerobiose, a 37 °C. Em seguida, apds as culturas atingirem a metade da fase
logaritmica, as células foram separadas por centrifugacao a 7000 xg por 10 minutos a
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4 °C. Estas foram lavadas e suspendidas em tampéo fosfato de sodio — PB (10 mM,
pH. 6,8). O numero de células foi contado utilizando camara de Neubauer (HBG HBG
Henneberg-Sander GmbH, Giel3en, Germany). Em seguida, o numero de células foi
ajustado utilizando-se RPMI-1640 caldo 2x concentrado para obtencdo de 10°
células/mL. A emulsdo contendo goma xantana + OE de citronela foi diluida
seriadamente a uma concentragdo inicial de 4mg/mL em meio RPMI 1640 contendo
MOPS, pH 7,0. A partir dessa concentracao foram realizadas as demais diluicdes
seriadas (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL). O mesmo foi realizado para a solugéo
contendo CAPE, diluido seriadamente a partir de uma concentracdo inicial de
0,5mg/mL (0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125, 0,0156, 0,0078, 0,0036 mg/mL). Os ensaios
foram realizados em placas de microtitulagao (Kasvi Produtos para Laboratério, Sdo
José dos Pinhais, Brasil) onde o volume final em cada poco foi de 195 L (incluindo a
solucédo e o meio RPMI 1640). Posteriormente foi adicionado um volume total de 5 pL
da solucgao estoque de células (1 x 10°células/mL em meio RPMI 1640) em cada poco.
As placas foram incubadas a 37° C por 24-48 h. A CIM foi determinada visualmente
onde a auséncia de crescimento indicou a menor concentracdo daemulsao capaz de
inibir o crescimento de cada cepa de C. albicans (ATCC10231 ou SC5314). O valor de
CFM foi determinado pelo plaqueamento de SuL de células provenientes do ensaio de
MIC na superficie de placas de petri (Kasvi Produtos para Laboratoério, Sdo José dos
Pinhais, Brasil) contendo agar Sabouraud dextrose, em triplicata. Apds, as placas
foram incubadas a 30° C por 24 h. Para os ensaios subsequentes de biofilme, os
compostos foram formulados na concentragdo equivalente a 10x a CFM?°. Para os
ensaios subsequentes de biofilme, a solucdo de citronela e de CAPE isoladamente

foram formuladas nas seguintes concentragdes: 2,5x, 5x e 10x a CFM?,

2.2.1. Preparo das solucdes utilizadas nos ensaios de biofilmes

Trés emulsdes puras de citronela foram formuladas em goma xantana, na
concentracao de 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL e 5 mg/mL, sendo equivalentes a 2,5x, 5x e
10x o CFM. Em seguida, foram preparadas emulsdes contendo CAPE, diluidas em
goma xantana, a partir da solucdo estoque, nas concentragées de 0,31 mg/mL, 0,15
mg/mL e 0,07 mg/mL, sendo equivalentes a 2,5x, 5x e 10x o CFM, de acordo com os

resultados dos ensaios de microdiluicdo (Anexo B).
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Além destas solugdes puras, foi preparada também uma solu¢do contendo a
associacgao do 6leo essencial de citronela e CAPE. Para isso, 990 uL de emulséo de
citronela em goma xantana a 5 mg/mL (10x CFM) foram acrescentados em 10 uL de
CAPE a 31 mg/mL (solucao de estoque — CAPE puro), obtendo-se uma solugéo final
com concentragao de 0,31mg/mL de CAPE (10x CFM) associado ao 6leo essencial de
citronela a 5 mg/mL. E esta solugao de 10x deu origem as outras quatro dilui¢des:
CAPE 0,15 mg/mL + 2,5 mg/mL de OE; CAPE 0,07 mg/mL + 1,25 mg/mL de OE; CAPE
0,038 mg/mL + CITRO 0,625 mg/mL. Para os grupos controles das solugdes, foram
utilizados goma xantana pura e para o controle do CAPE, foi feita a diluicdo de990 uL
de xantana em 10 uL de DMSO. A clorexidina 0,12% foi usada como controle positivo,
bem como biofilme em meio de cultura agar Sabouraud sem agentes antimicrobianos
para avaliar a viabilidade dos fungos testados, sem fornecer nutrientes ou agentes
toxicos para eles. Os grupos experimentais, concentragbes e tipos de tratamento

realizados nos biofilmes estao representados no quadro abaixo.

Quadro 1 - Grupos experimentais, respectivas concentragbes e tratamentos realizados nos
biofilmes
GRUPOS DAS SOLUCOES TESTADAS PROTOCOLOS

CONTROLE NEGATIVO

CONTROLE POSITIVO (CLOREXIDINA 0,12%)

CONTROLE DE GOMA XANTANA i
2H DE PRE ADESAO

CONTROLE DO CAPE (GOMA XANTANA+DMSO)
1 MIN DE TRATAMENTO

CITRO 5 mg/mL (10x CFM)

CITRO 2,5 mg/mL (5x CFM)

CITRO 1,25 mg/ml (2,5x CFM)

CAPE 0,31 mg/mL (10x CFM)

CAPE 0,15 mg/mL (5x CFM)

CAPE 0,0775 mg/mL (2,5x CFM) 24 H DE ADESAO

CAPE (0,31 mg/mL) + CITRO (5 mg/mL)

6H DE TRATAMENTO

CAPE (0,15 mg/mL) + CITRO (2,5 mg/mL)

CAPE (0,0775 mg/mL) + CITRO (1,25 mg/mL)

CAPE (0,038 mg/mL) + CITRO (0,625 mg/mL)

CAPE (0,019 mg/mL) + CITRO (0,312 mg/mL)
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2.3 Ensaio de biofilme

2.3.1 Cepa, condicao de crescimento formacao do biofilme

Para obtencao da cultura microbiana, a espécie de C. albicans (ATCC 10231)
foi reativada a partir da amostra padrao congelada em freezer -802 C e cultivada em
placa de Sabouraud Dextrose Agar (Difco Laboratories Ltda). A placa foi incubada por
24 h a 37 2 C em condigdes de aerobiose. A seguir, foi repicada em caldo Sabouraud
(Difco) e incubada por 24 h antes do dia do experimento. Primeiramente, foi realizada
a pré-adesao com 200 pL de saliva artificial nos pocos das placas de poliestireno (96
pocos) pelo tempo de 2h. Em seguida, foi feita a remocao da saliva dos mesmos e
feito o preenchimento com 180 puL do caldo Sabouraud (Difco), e 20 pL da cultura
microbiana ajustada na D.O. de 0,3, diluida 10x (aproximadamente 10° células/mL). O
tempo de incubacdo da cultura foi determinado de acordo com o protocolo de
tratamento, sendo estabelecido dois protocolos no presente estudo. O primeiro foi
realizado utilizando-se o tempo de 2 h, simulando a pré-adesao de biofilme. Ja o
segundo foi realizado utilizando-se o tempo de 24 h de formacéo de biofilme. Foi
utilizada para os ensaios, a temperatura de 37 2C, em condi¢cdes de aerobiose, para
formacao do biofilme sobre a superficie dos pogos, sob agitacdo a 120 rpm, em mesa

agitadora (Cienlab), de acordo com o tempo de estabelecido.

2.3.2 Tratamento dos biofilmes com as solucdes

Os pocgos das placas contendo o biofilme de C. albicans foram submetidos a
acao das solucoes de oleo de citronela (com ou sem CAPE e associagdes), por
diferentes tempos de acao (1 minuto e 6 horas), simulando duas diferentes situagoes
clinicas de tratamento: bochecho de 1 minuto e uso topico de pomada ou gel
mucoadesivo com ac¢ao de 6 horas de tratamento. Apds o periodo de formacéao de
biofilme, os pocos foram lavados com 200 pL de solucao salina estéril (NaCl a 0,9%),
para subsequente adicado das solucdes de OE de citronela associado ou ndo ao CAPE,
em diferentes tempos de acéo. Para o protocolo de pré-adesao de biofilme por 2h, as
solucdes contendo os respectivos tratamentos foram inseridas nos poc¢os (200 L de
cada solucao) pelo tempo de 1 minuto, simulando a condicao clinica de bochecho. Ja
para o protocolo de formacao de biofilme pelo tempo de 24 h, as solucdes ficaram em
contato com os pocos pelo tempo de 6 horas, simulando a condicédo clinica de uso de
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pomada ou gel mucoadesivo. Ambos os protocolos foram conduzidos sob agitagéao
utilizando mesa agitadora (Cienlab) orbital a 120-130 rpm, na temperatura de 37°C
pelo tempo determinado, de acordo com o quadro 1. Em seguida, as solugbes de
tratamento foram removidas de cada poco, e 200 pl de solugao salina foi inserida para
possibilitar a raspagem do biofilme (10x) dos pocgos. Este conteudo foi inserido em
microtubos do tipo eppendorf (Kasvi Produtos para Laboratério, Sdo José dos Pinhais,
Brasil), e foram levados para centrifugacao (8000 rpm — 5 minutos). Em seguida, foi
feita a remocao do sobrenadante, e o pellet foi ressuspendido em 1 mL solugao salina
no eppendorf, e agitado vigorosamente com o auxilio de um vértex (Phoenix AP 56),
seguido do plaqueamento para contagem de UFC/mL. Os experimentos foram

realizados em dois ensaios independentes ambos em ftriplicatas.

2.3.3 Método de analise da acéo antibiofilme das solugdes

O efeito antibiofilme foi avaliado por contagem de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFCs). Suspensodes de biofilme (20 pL de cultura para 180 pL de solugao
salina) foram vigorosamente agitadas durante 90s e diluicbes decimais seriadas (em
solucdo salina) foram plaqueadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco) para
contagem de colbénias de C. albicans. Apds 24 horas de incubagao das placas em
estufa (Lutech, Sdo José do Rio Preto), o numero de UFCs/mL foi contado

manualmente.

2.4. Estudo ex vivo do potencial de irritacdo das solucdes: teste de

membrana corio-alantéide de ovo de galinha

O potencial de irritagao das solucdes de 6leo de citronela (com ou sem CAPE)
foi determinado por meio do ensaio HET-CAM?37-38-3%-40. A metodologia seguiu o
protocolo atualmente recomendado pela “Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods — ICCVAM”, onde se avaliou a reacao dos vasos
sanguineos e as lesdes na membrana provocadas pelas solucdes de acordo com a
velocidade em que ocorre o dano, correlacionando-se com o potencial do produto em
danificar mucosas in vivo®®.

Ovos de galinhas White Leghorn frescos (com no maximo 7 dias), fertilizados,
com peso entre 50-60 g foram desinfetados com etanol 70*' e incubados a 38,3 + 0,2°C

e 58 + 2% de umidade relativa. Os mesmos foram rotacionados manualmente
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5 vezes ao dia e no oitavo dia e foram selecionados os que ndo apresentarem
alteracoes detectadas através de uma lampada fria. A partir dai os ovos selecionados
nao foram mais rotacionados e no nono dia os ovos viaveis foram submetidos aos
seguintes procedimentos: |) remogao da casca ao redor da camara de ar com uma
broca esférica, até a exposicdo da membrana da casca (Figura 1); Il) hidratagcao da
membrana da casca com 0,9% de NaCl e remog¢&o cuidadosa com uma pinga para
exposicao da CAM,; lIl) aplicagdo sobre a CAM de 0,3 ml das solugdes teste. Seguindo-
se o protocolo recomendado pela ICCVAM foi utilizado o método de analiselS(A), que
determina escores especificos das reagbes de hemorragia, hiperemia e coagulacao
para intervalos de tempos fixos (Menos de 30 s, Entre 30 e 60 s e Entre

60 e 300 s) (Tabela 1). O valor médio da soma dos escores de trés testes
independentes (n=3)*? foi utilizado para avaliagdo através de um esquema de
classificagcdo, no qual as pontuac¢des foram classificadas em intervalos numéricos: 0,0-
0,9 (ndo irritante), 1,0-4,9 (irritante leve), 5,0-8,9 (irritante moderada) e 9,0-21,0
(irritante severo). NaOH a 0,1 N foi o controle positivo, que deve apresentar escore de
irritacdo entre 10 e 21. NaCl a 0,9% foi o controle negativo e ndo devera induzir

irritacao.

Céamara de
Membrana —>/

<—+—— Area da membrana

Membrana —> corio-alantéide (CAM)
Albume ——> <—7— Gem
g Calaz

Figura 1. Esquema para abertura do ovo de galinha e exposi¢cdo da CAM.
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Tabela 1. Graduagado numérica (1, 3, 5, 7 € 9) dos fendbmenos irritativos em funcéo do
tempo decorrido (segundos) para sua ocorréncia

Escores
Efeito
Menos de 30 s Entre30e 60 s Entre 60 e 300 s
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéao 9 7 5

Tabela 2. Média dos fenbmenos irritantes e a classificacao final do grau de irritagdo
das solucgoes

Média dos valores de graduacdo dos  Classificacao final do grau de irritacdo

fendmenos irritantes das solucdes
0,0-0,99 N&o irritante (NI)
1,0-4,99 Irritante leve (IL)
5,0-8,99 Irritante moderado (IM)
9,0-21 Irritante severo (IS)

2.4.1 Solucdes utilizadas para o ensaio de ex vivo do potencial de irritacao
Apenas as solugées menos concentradas que inibiram em 100% o
desenvolvimento dos biofilmes foram utilizadas para este ensaio. Assim, de acordo

com os resultados de UFCs/mL, os grupos estabelecidos foram os representados na
tabela 3.
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Tabela 3. Grupos experimentais e respectivos ativos

Grupos experimentais

Gl - Clorexidina 0,12%

Gll- Controle de Goma Xantana

GlllI- Controle do CAPE

GlV- Solugédo de CITRO 1,25 mg/mL

GV- Solugéo de CAPE 0,038 mg/mL + CITRO 0,625 mg/mL
GVI- Solugéo de CITRO 2,5 mg/mL

GVII- Solucéo de CAPE 0,0775 mg/mL + CITRO 1,25 mg/mL
GVIII- CAPE 0,15 mg/mL

GIX- Controle Positivo NaOH

GX- Controle Negativo Salina

2.5 Método de analise do potencial antioxidante das solucdes

2.5.1 Determinacdao da atividade antioxidante pelo método de reducéo do
ferro (FRAP)

O ensaio do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), poder antioxidante de
reducdo de ferro, estima a capacidade dos antioxidantes em reduzir o complexo de
Ferro Férrico Tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) ao complexo de Ferro Ferroso
Tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ) em pH 3.6, formando uma solucdo de coloragao azul
intensa com absor¢cdo maxima de 593 nm, sendo possivel medir o efeito antioxidante
monitorando a formacao do complexo Fe2+-TPTZ com um espectrofotdmetro (Eon
Microplate). O reagente TPTZ foi preparado usando uma solug¢do de TPTZ em solugao
FeCls.6H20, a solugao de trabalho foi preparada misturando tamp&o acetato pH 3,6,
a solucao TPTZ e a solucao FeCls.6H20. Foi pipetado em microplaca de 96 pogos,
290 pL da solucédo de FRAP e 10 pL das solucdes de estudo e o padrao trolox, em
diferentes concentracdes. Em seguida, a placa foi incubada em estufa a 372C por 30
minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 593 nm (Eon Microplate)*3.
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2.5.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método de reducao do
radical estavel DPPH

A capacidade sequestradora de radicais livres das solu¢des de éleo de citronela
(com ou sem CAPE) foi determinada pelo seu potencial de reducéo sobre o radical 1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados s&o baseados na porcentagem
sequestrante do radical DPPH pelas possiveis substancias antioxidantes de estudo.
A substancia antioxidante pode doar um dtomo de hidrogénio ou transferir um elétron
para a molécula de DPPH, que aceita e se torna uma molécula estavel formando a
forma reduzida DPPH-H. Uma maneira de analisar a comprovac¢ao da reducéo dessa
molécula é na observacdo da cor da solugdo, que passa de violeta para uma
tonalidade de amarelo palido, essa modificagcdo também diminui a absorbéancia do
radical DPPH, sendo possivel realizar uma analise espectrofotométrica com o intuito
de determinar a capacidade oxidante do composto em estudo. A reagdo que acontece
esta ilustrada na figura 2. As substéncias testadas em diferentes concentragbes foram
incubadas durante 30 minutos, no escuro, em solu¢ao etandlica de DPPH 100 uM
(Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA). A leitura da absorbancia foi realizada em
comprimento de onda de 515 nm em espectrofotometro UV-Mini 1240, em relagéo a
um branco constituido de alcool etilico. Os experimentos foram efetuados em triplicata
e o percentual de sequestro do radical DPPH foi calculado, tendo como referéncia o

controle (DPPH 100 puM) na auséncia das substancias em estudo:

Porcentagem de supressao = [(absorbancia do controle - absorbancia da amostra) /

(absorbancia do controle)] x 100

A partir dos valores das porcentagens de supressao foi calculado o EC50 das

substancias em estudo.*3

=
| Antic \Ld ante
/N N /\I /N
FeCly=TPTZ ——I
N/ N r\ = ( NF ST N =
| b d b

Produtos oxidados estiveis

Figura 2. Reacgéao do reagente FRAP com o antioxidante em analise.
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2.5.3 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método da acao
redutora sobre radicais peroxila (ORAC)

O ORAC ou Oxygen Radical Absorbance Capacity, € um método que verifica a
capacidade sequestradora de um antioxidante pela formacdo de um radical peroxila
que € gerado pela reacédo do 2,2-azobis(2-amidinopropano)dihidrocloreto ou AAPH,
na temperatura de 372C com oxigénio atmosférico. O radical gerado reage com uma
molécula fluorescente formando um produto ndo fluorescente. E a inibicdo do
decaimento da fluorescéncia em fungéo do tempo se correlaciona com a eficiéncia do
antioxidante em estudo. A atividade antioxidante de uma dada substéncia é
determinada através da diferenca entre a area da amostra subtraida pela area do
branco, medida pelo decaimento da fluorescéncia com a adicdo da substancia
antioxidante no decorrer do tempo. A atividade antioxidante é medida pela diferenca
da area sob a curva da amostra e da analise do controle, e expressa em equivaléncia
de concentracao de um antioxidante de concentragao conhecida, como o Trolox.

Este ensaio se baseia no decaimento da fluorescéncia da piranina quando
submetido a oxidagdo por radicais peroxila. Foi utilizada uma solugdo 5 mM do
composto fluorescente piranina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e 40 mM de
AAPH em PBS (pH 7,4) a 37°C na auséncia (controle) ou na presenc¢a dos compostos
de estudo em pogos de uma microplaca preta durante 3 horas. Como padrao
referéncia foi utilizado o composto antioxidante padrao Trolox. O volume final da
reacao foi de 300 pL. O decaimento de fluorescéncia da piranina foi monitorado
utilizando os comprimentos de onda de excitagcdo de 456nm e comprimento de onda
de emissao de 512nm em um leitor Spectramax M2 Microplate (Molecular Devices,
EUA). A capacidade antioxidante foi avaliada em func¢ao do tempo de inducéo, ou seja,
o atraso no decaimento de fluorescéncia da piranina provocado pela presenca dos

compostos em estudo*4.

2.6 Forma de analise dos resultados
Os dados de contagem fungica (UFCs) obtidos para o ensaio de biofilme foram
convertidos em Log10 (UFC/mL). Os mesmos foram analisados quanto a sua
homogeneidade (Shapiro Wilk), a fim de determinar se provinham ou ndo de uma
distribuicdo normal. Como a distribuicdo dos dados foi paramétrica, a analise de
variancia (ANOVA) foi aplicada, seguido do teste de Tukey-Kramer (a=.05), utilizando-
se o programa IBM SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY, USA).
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Para os dados dos testes antioxidantes, os mesmos foram analisados quanto
a sua homogeneidade (Shapiro Wilk), a fim de determinar se provinham ou ndo de
uma distribuicdo normal. Como a distribuicdo dos dados foi paramétrica para o teste
ORAC, a analise de variancia (ANOVA) foi aplicada, seguido do teste de Tukey-
Kramer (0=.05). J& para os resultados do teste FRAP, os dados foram n&o
paramétricos, sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste Dwass-Steel-

Critchlow-Fligner, utilizando-se o programa JAMOVI 2.2.5.

3. RESULTADOS

3.1 Resultados do ensaio de concentragdo inibitoria minima (CIM) e
concentragéo fungicida minima (CFM)

Os resultados de CIM/CFM para as cepas de Candida testadas estao
apresentados nas tabelas abaixo. Foi possivel observar que, para a emulsdo de
citronela, os valores de CIM e CFM foram de 0,5 mg/mL, em ambos os tempos
testados (24 h e 48 h). Para o CAPE, os valores de CFM encontrados foram de

0,031mg/mL, em ambos os tempos testados (ANEXO B).

Tabela 4. Valores de CIM/CFM para a emulsao de citronela na cepa de C. albicans
ATCC 10231 testadas, no tempo de 24 h e 48 h.

Emulsao de Citronela CIM CFM
24 h 0,25 mg/mL 0,5 mg/mL
48 h 0,25 mg/mL 0,5 mg/mL

Tabela 5. Valores de CIM/CFM para o CAPE na cepa de C. albicans ATCC 10231
testada, notemo de 24 h e 48 h.

CAPE CIM CFM

24 h 0,0156 mg/mL 0,031mg/mL

48 h 0,0156 mg/mL 0,031mg/mL
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3.2 Resultados dos ensaios de biofilme

Os resultados dos tratamentos dos biofilmes de C. albicans ATCC10231 estéao
apresentados nos graficos 1, 2, 3 e 4 abaixo, e foram divididos de acordo com o uso
das solugbes isoladamente ou associadas, nos dois protocolos de utilizagdo (1 min e
6h). Nos graficos 1 e 2, estdo apresentados os dados dos compostos utilizados
isoladamente, nos tempos de tratamento de 1 minuto e 6 horas, nas diferentes

concentracgoes testadas. Nos graficos 3 e 4, estdo apresentados os dados do uso dos

compostos combinados entre si.

Compostos isolados - 1 min

a
'[ a
I I | E
I 1 I b 1 b I 1 b I b L I b |

Controle Controle Controle CITROS5 CITRO2,5 CITRO1,25 CAPEO0,31 CAPEO,15 CAPE 0,07 CHX
Xantana Xantana+ negativo
DMSO

10

Contagem bacteriana (Log UFC/mL)
1]

As letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA e Tukey (p<0,05).

Gréfico 1. Contagem de biofilme de C. albicans em Log (UFC/mL), apds o tratamento com os
compostos isolados, no tempo de 1 minuto.

No grafico 1, é possivel observar a acao antifungica dos compostos isolados no
tempo de 1 minuto de tratamento, na qual houve diferenca estatistica significativa entre
o controle negativo e todas as concentragdes dos compostos avaliados, apresentando
reducéo significativa do crescimento do fungo, bem como para asolucao de clorexidina
a 0,12% (controle positivo). As solucdes de citronela a 1,25 mg/mL e CAPE a 0,07
mg/mL apresentaram diferencga estatistica significativa quandocomparadas as demais,
mas nao apresentaram diferenca entre si, ambas promoveram reducao do valor de
Log (UFC/mL), mas nao eliminaram totalmente a
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contagem de UFCs. Ja com relag&do aos controles das solu¢des, nenhum apresentou
atividade antifungica e ndo apresentaram diferenga estatistica significativa quando

comparado ao controle negativo.

Compostos combinados - 1 min
10

. 3 E

6

4

3

2

1

. , , b b b , b

Controle Controle Controle CAPEO,3+ CAPEO0,15+ CAPEO0,07+ CAPEO0,03+ CHX
Xantana Xantana + negativo CITROS CITRO 2,5 CITRO 1,25 CITRO 0,6

Contagem bacteriana (Log UFC/mL)
(4]
T

As letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA e Tukey (p<0,05).

Gréfico 2. Contagem de biofilme de C. albicans em Log (UFC/mL), apds o tratamento com os
compostos combinados, no tempo de 1 minuto.

No grafico 2, é possivel observar a agao antifungica dos compostos combinados
no tempo de 1 minuto de tratamento. Houve diferenca estatistica significativa entre o
controle negativo e todas as concentragcoes dos compostosavaliados, apresentando
reducdo significativa do crescimento do fungo, bem como para a solugdao de
clorexidina a 0,12% (controle positivo). A concentragcao de CAPE 0,03 mg/mL + CITRO
a 0,6 mg/mL apresentou diferenca estatistica significativa quando comparada as
demais concentracgdes testadas, promovendo reducao do valor de Log(UFC/mL), mas
nao eliminou totalmente a contagem de UFCs. Ja em relacdo ao grupocontrole das
solugcdes, nenhum apresentou atividade antifungica e ndo apresentaramdiferenca

estatistica significativa quando comparados ao controle negativo.
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Compostos isolados - 6 horas

a,b b d
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Controle Controle Controle CITRO5 CITRO2,5 CITRO CITRO CAPEO0,31 CAPEO,15 CAPE0,07 CHX
Xantana Xantana+ negativo 1,25 0,62
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As letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA e Tukey (p<0,05).

Gréfico 3. Contagem de biofilme de C. albicans em Log (UFC/mL), apds o tratamento com os
compostos isolados, no tempo de 6 horas.

No grafico 3, é possivel observar a acao antifungica dos compostos isolados no
tempo de 6 horas de tratamento. Houve diferenca estatistica significativa entre todas
as solucgodes testadas dos compostos isolados, quando comparados ao grupo controle
negativo, bem como para a solucdo de clorexidina a 0,12% (controle positivo). As
concentracdes das solucdes de citronela a 0,62 mg/mL e CAPE a 0,07 mg/mL
apresentaram diferenca estatistica significativa quando comparadas as demais
concentracgoes testadas, mas nao diferiram entre si, promovendo reducao do valor de
Log (UFC/mL), entretanto ndo eliminaram totalmente a contagem de UFCs. Também
€ possivel notar que nao houve diferenca estatistica significativa entre os controles das

solucdes quando comparados ao grupo controle negativo.
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Compostos combinados - 6 horas
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Controle Controle Controle CAPEO,3+ CAPEO,15+ CAPEO,07+ CAPEO0,03+ CHX
Xantana Xantana + negativo CITRO 5 CITRO 2,5 CITRO 1,25 CITRO 0,6
DMSO

As letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA e Tukey (p<0,05).

Gréfico 4. Contagem de biofilme de C. albicans em Log (UFC/mL), apds o tratamento com os
compostos combinados, no tempo de 6 horas.

No grafico 4, é possivel observar a agao antifungica dos compostos combinados
no tempo de 6 horas de tratamento. Houve diferenga estatistica significativa entre
todas as concentracgoes testadas, quando comparados ao grupo controle negativo,
bem como para a solugéo de clorexidina a 0,12% (controle positivo).A concentracao de
CAPE 0,03 mg/mL + CITRO a 0,6 mg/mL apresentou diferenca estatistica significativa
gquando comparada as demais concentracoes testadas promovendo reducao do valor
de Log (UFC/mL), mas n&o eliminou totalmente a contagem de UFCs. E possivel notar
que nao houve diferenca estatistica significativaentre os controles das solucoes

guando comparados ao grupo controle negativo.
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3.3 Resultados do potencial de irritacdo ocular: teste de membrana cério-
alantéide de ovo de galinha
A tabela 6 abaixo mostra os resultados do potencial irritativo para as solugoes

em analise.

Tabela 6. Graduagao numérica (1, 3, 5, 7 € 9) dos fendmenos irritativos em funcédo do tempo
decorrido (segundos) para sua ocorréncia, para as diferentes solugoes.

0-30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Hiperemia 30-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0-30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Hemorragia 30-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0

0-30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Coagulagdo 30-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0-30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Hiperemia 30-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0

0-30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Hemorragia 30-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0-30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Coagulagdo 30-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0-30 5 5 5 0 0 0

Hiperemia 30-60 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0

0-30 7 7 7 0 0 0

Hemorragia 30 - 60 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0

0-30 9 9 9 0 0 0

Coagulacéao 30-60 0 0 0 0 0 0
60 - 300 0 0 0 0 0 0
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Tabela 7. Tabela de Média de Graduacao e Classificagao final dos grupos do teste HET-CAM.

Média dos valores de  Classificagao final

. graduacéo dos do grau deirritacéo
GRUPOS Solugoes fendmenos irritantes das solucdes
Gl CHX 0,12% 0,00 NI
Gll Controle de Goma Xantana 0,00 NI
Glli Controle do CAPE 1,0* IL
GIV Solugéo de CITRO 1,25 0,00 NI
mg/mL
Solucéo de CAPE 0,038 1,0* IL
GV mg/mL + CITRO 0,625
mg/mL
Solucgéo de CITRO 2,5 0,33 NI
GVl mg/mL
GVl Solucéo de CAPE 0,0775 0,33 NI
mg/mL + CITRO 1,25 mg/mL
el CAPE 0,15 mg/mL 0,00 NI
GIX Controle Negativo Salina 0,00 NI
GX Controle Positivo NaOH 21,00 IS

Nota: NI — Nao lrritativo; IL — Irritativo Leve. IS — Irritativo Severo

Na tabela 6 foi possivel observar que apenas os grupos Glll e GV apresentaram
um grau de irritagdo na categoria de hemorragia, numa graduacao numérica 3. Como
a classificacao final do grau de irritacdo das solucdes é feita pela média da soma de
valores obtidos pelos 3 testes por grupo, o grau de irritabilidade foi 1 para estes dois
grupos, sendo classificados como irritantes leves (Tabela 7). Os grupos GVI e GVII
apresentaram um grau de irritagdo na categoria de hiperemia, numa graduacao
numérica 1, dando um grau de irritabilidade de 0,33, sendo classificados como nao
irritantes. Nos demais grupos foi possivel observar que ndao houve nenhuma reacao
de hiperemia, hemorragia e/ou coagulacao, sendo estas solucdes classificadas como
nao irritantes (Tabela 7). Na tabela 6 ainda, foi possivel determinar o grau irritativo dos
grupos de controle positivo e controle negativo, sendo que o C- (Salina) nao obteve
indice de irritabilidade, ja o C+ (NaOH) foi classificado como Irritativo Severo, tendo

um score de valor 21.
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3.4 Resultados das anélises do potencial antioxidante das solucdes

3.4.1 Determinacao da atividade antioxidante pelo método de reducéo do
ferro (FRAP)

No ensaio FRAP mediu-se a capacidade do composto em estudo em reduzir
ions Fe*3a Fe*2. Os resultados foram expressos em termos de equivaléncia em Fe*?
produzido pela reducdo de Fe*™ por massa do composto em estudo. Assim,
inicialmente produziu-se uma curva analitica utilizando Fe*? (FeSOs) puro como
referéncia (Grafico 5). A partir da mesma, calcula-se a concentragao equivalente das
amostras.

Fe (ll)
1.0 9
0.8

0.6 1

Abs

0.4

0.2 9

0.0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Fe(ll) nmol

Grafico 5. Grafico da curva analitica do Fe*?, relacionando a nimero de mols de Fe*?
e absorbancia quando submetido ao ensaio FRAP.

A partir da curva analitica obteve-se a equacao da reta (Eq. 2) e aplicando as

absorbancias das amostras @ mesma, obteve-se a equivaléncia em Fe*? produzido.

Eq. 2: Abs = 0,04084 nmol Fe(II) — 0,008933

Tabela 8. Exemplo de pesagens dos volumes de CAPE 0,15 mg/mil:

Pesagens Médias
(mg)
10 9,9 10,7 10,2 9,2 10,2 10,40
pL
20 20,9 19,1 18,9 204 191 19,68
pL
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Exemplo de célculo:

Correlacdo com a massa de amostra CAPE 0,15 mg/mL 10pL:
10,40 mg — 7,86 nmol de Fe(Il)

1mg — 0,782 nmol/mg de Fe (I1I)

Correlagcdo com a massa de amostra CAPE 0,15 mg/mL 20pL:
19,68 mg — 14,71 nmol de Fe(Il)
1mg — 0,74 nmol/mg de Fe (II)

. De acordo com a analise estatistica de Kruskal-Wallis, foi possivel observar
que houve diferenga estatistica entre as solugdes, p<.001 (Tabela 9). A partir dos
resultados obtidos, plotou-se o grafico para o ensaio de FRAP, com a analise

estatistica comparativa das solugdes testadas (p<.05).

Tabela 9. Diferenca estatistica analisada pelo teste de Kruskal-Wallis, para o ensaio

FRAP.

Kruskal-Wallis
X’ df p
Reducao do Fe 27.2 4 <.001
1.0 B
° T
/\0 8-
g T A Bl () )Controle Veiculo (Xantana + DMS
0.6 0)(ll) CAPE0.15mg/mL
£
50 . A Bl ()cCitronela 2.5 mg/mL
!‘:q‘) . (IV) Citronela 1.25 mg/mL + Cape 0.075 mg/mL
i A
+0.2 B (V) Clorexidina0.12% (1.2mg/mL)
0.0- |\ T T
. N
\\ N AN S
N \\ N AN

Nota: Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem ao nivel de 5% de significancia (p< 0.05) pelo teste de Tukey

Gréafico 6. Grafico em coluna para os resultados das amostras analisadas.
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Apos a analise do nivel de absorbancia, equivaléncia das amostras para Fe*?
e a pesagem dos volumes das amostras para determinar a massa das mesmas, foi
possivel criar o grafico de resultados (Grafico 6), o qual demonstra que a solu¢do que
apresentou a maior capacidade antioxidante foi a da associacao da Citronela 1,25 +
CAPE 0,0775 mg/mL, sem diferenca estatistica com a solu¢cdo de CAPE 0,15 mg/mL
isolada. As solucdes de citronela 2,5 mg/mL e clorexidina a 0,12%, ndo obtiveram
resultados de capacidade antioxidante satisfatorios, obtendo valores similiares

estatisticamente ao grupo controle.

3.4.2 Determinacédo da atividade antioxidante pelo método de reducéo do
radical estavel DPPH

Apds a medicdo das absorbancias das amostras, calculou-se a atividade

sequestradora do radical DPPH que foi expressa em porcentagem.

~ ABSc—ABSa
% Supressao = —___— x 100
ABSc

Absc = Absorbancia do controle

Absz = Absorbancia da amostra

Exemplo de calculo utilizando uma absorbancia da amostra CAPE 0,15 mg/mL.:

. 0,966 — 0,700
% Supressao = 0966 x 100 =27,54%

Pesou-se os volumes das amostras para realizar a analise dos graficos em %

de inibicdo por mg/mL.



Tabela 10. Pesagens de cada volume analisado das amostras.

Volume Pesagens Médias (mg)
(uL) (mg)

10 10,00 10,90 11,50 14,90 9,70 11,4

20 19,40 22,00 22,20 25,70 19,20 21,7

30 29,00 33,00 33,20 34,20 28,50 31,58

40 38,60 44,30 42,90 42,70 38,80 41,46

50 48,50 55,30 54,20 52,00 48,70 51,74

60 57,90 65,70 64,20 61,50 58,90 61,64

70 67,80 76,50 73,40 71,10 68,40 71,44

Em seguida, correlaciona-se os valores de % de supressao com as massas dos

materiais de modo a expressar os resultados em valores de % de supressao por

mg/mL dos produtos.
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Grafico 7. Graficos de analise das absorbancias das amostras.

Foi possivel observar a partir dos graficos que o CAPE isolado ou na presenca
de citronela demonstrou atividade antioxidante, sendo possivel obter o EC50. Para a
solucao de citronela 1,25 mg/mL + CAPE 0,0775 mg/mL o EC50 ficou em 32, o que
significa que para se ter 50% de supressao do radial livre DPPH, sdo necessarios
aproximadamente 32 mg/mL dos compostos ativos. Neste estudo, o CAPE isolado
apresentou valores do EC50 ainda melhores, sendo necessarios em média 13 mg/mL
do composto ativo. Os demais produtos ndao apresentaram atividade antioxidante

detectavel pelo ensaio de supressao do radical livre DPPH.
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3.4.3 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de acgéo

redutora sobre radicais peroxila (ORAC)

No ensaio ORAC foi possivel analisar a eficiéncia das solu¢gées em reduzir o
radical peroxila. O estudo se baseia em medir a capacidade do composto em estudo
em inibir a oxidac¢ao da fluoresceina, monitorando o consumo da mesma pela queda
de fluorescéncia. Ao competir com a fluoresceina pelos radicais hidroxila, o composto
em estudo promove um atraso no decaimento da fluorescéncia. Quanto maior este
atraso, maior a area do grafico (fluorescéncia versus tempo) e maior a eficiéncia da
amostra como redutor de radicais peroxila. Como referéncia, usa-se o antioxidante
trolox. O grafico 8 mostra o perfil de decaimento de fluorescéncia da fluoresceina

provocado pelos radicais peroxila e o efeito competitivo das solu¢gdes em estudo.

yControle veiculo para as amostras (Xantana + DMSO)
® 1) CAPEO,15mg/mL
@ nCitonela 2,5 mg/mL
(V) Citronela 1,25 mg/mL + CAPE 0,0775 mg/mL
(V) Clorexidina 0,12%
(V1) Controle do Trolox

(V1) Trolox

(1
()]
(ry
(V)
(V)
(v
(V)

Fluorescéncia
(470-520 nm)

Tempo (hora)

Gréfico 8. Fluorescéncia versus tempo para as analises das amostras.

A partir das integrais foi possivel fazer a diferenca das solu¢des em relagcao ao
controle e comparar a eficiéncia das mesmas com a eficiéncia do trolox. Para os
calculos, subtraiu-se as areas (integrais) do trolox e das solucdes teste, da area do
controle. Entdo converte-se os valores de modo a obter valores relativos a trolox
(nmols) (Eq. 3).
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eq. 3:
(Area do Trolox — Area do Controle) — 20 nmol de trolox
(Area das Amostras — Area do Controle) — xnmol de trolox

Exemplo de Calculo
(21264150 —9685800) — 20 nmol (de trolox)

(28214250 —9685800) — 32,00 nmol de trolox

Em seguida, correlaciona-se os valores relativos em nmols de trolox com as
massas dos materiais de modo a expressar os resultados em valores relativos nmol

trolox/mg produto. As massas relativas ao volume utilizado foram:

Tabela 11 — Pesagens dos volumes das amostras.

Volume Pesagens Médias

(mg)

ouL @ 99 10,7 10,2 92 10,2 10,04

Exemplo de Calculo:
eq.4:
10,40 mg — 32,00 nmol de trolox

1mg — 3,19nmol/mg de trolox
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Na analise de variancia (ANOVA) foi possivel observar que houve diferenga
significante entre as solugdes (p<.003), no que se refere aos dados de redugao do

radical peroxila (Tabela 12).

Tabela 12 - ANOVA para os dados de reduc¢do do radical peroxila.

Sum of

Squares df Mean Square F P
Solucdes teste 10.64 4 2.660 8.56 0.003
Residuals 3.1 10 0.311

Entao plotou-se o grafico abaixo:

MASSAS RELATIVAS EM NMOL DE TROLOX/MG DAS
SOLUCOES ANALISADAS.

kD

B B B B
Lﬁ <l‘
A
o
CONTROLE CAPE 0,15 CITRO 2,5 CAPE + CITRO

Nota: Médias seguidas de mesma letra mailscula néo diferem ao nivel de 5% de significancia (p< 0.05) pelo teste de Tukey.

Gréfico 9. Massas relativas em nmol trolox/mg das solu¢des analisadas.

Neste grafico foi possivel observar que ndo houve diferengca estatistica
significativa entre as solucbes analisadas em reduzir os radicais peroxila. Houve
diferenca apenas para a solucao controle em relagcdo as demais (p= 0.003). Neste
ensaio de atividade antioxidante pelo método de acao redutora sobre radicais peroxila
nao foi possivel concluir qual composto ou solugao foi a mais antioxidante. O radical
peroxila € muito reativo, ficando evidente que todos os principios ativos contidos nas

solugdes conseguiram reagir de forma eficiente com os radicais peroxila. Entretanto,



43

no grafico 10 abaixo, observou-se que se todos 0os compostos estivessem na mesma

concentragao, o CAPE teria o melhor comportamento antioxidante.

Valoresrelativos se todos
namesmaconcentracao

1.5
— Il CAPE
o
g Bl cCcitronela
> 1.0
= B Clorexidina
c
x
© 0.51
o
'_
0.0-

Gréfico 10 — Grafico de comparacgao das amostras.

4. DISCUSSAO

A hipdtese deste estudo de que o 6Oleo de citronela isolado e associado ao
CAPE apresentaria efeito antifungico e inibiria o crescimento da espécie Candida
albicans foi aceita. Ambos os compostos testados apresentaram acao fungicida, em
diferentes concentracgdes, tanto em uso isolado quanto no uso combinado. Conforme
os resultados obtidos nos ensaios de CIM/CFM, a solu¢ao contendo 6leo essencial de
citronela apresentou valores de CIM/CFM de 500 pg/mL. De Toledo et al.*° relataram
resultados semelhantes em seu estudo, em que avaliou o efeito antifungico do 6leo
essencial de citronela (Cymbopogon nardus) em diferentes cepas padrao e clinicas de
Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, e C. parapsilosis),
encontrando uma faixa de valores de CIM/CFM que variaram entre 250-1000 pg/mL.
Resultados ainda melhores foram os obtidos para o CAPE no presente estudo, o qual
apresentou valores de CIM/CFM aproximadamente 10x menores do que os da
citronela, resultando em valores de CIM/CFM de 31 pg/mL. Estes valores estdao de

acordo com estudos prévios publicados. Sun et al.?* verificaram em seu estudo valores
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de concentragdes inibitdrias minimas de 32 até 64 ug/mL para o CAPE contra espécie
de C. albicans. De Barros et al.*® encontraram valores de CIM para o CAPE de 16 até
64 ug/mL, também em espécie de C. albicans, estando os valores do presente estudo
dentro do range que a literatura cientifica apresenta.

A atividade antifungica dos compostos é considerada ativa ou inativa, conforme
os seguintes valores de CIM: 50-500 pg/mL, atividade forte/6tima; 600-1500 pg/mL,
atividade moderada; acima de 1500 pg/mL, atividade fraca ou produto inativo.47-4849
Desta forma, os resultados obtidos para ambos os compostos testados se classificam
com uma atividade forte/6tima. Resultados estes que corroboram com estudos ja
publicados, demonstrando o efeito antifungico do 6leo essencial de citronela e também
do composto CAPE contra espécies fungicas de Candida,50-51-46-52-45-53

Além disso, foi comprovado o efeito antibiofiime dos compostos, quando
utilizados isoladamente e/ou associados entre si. As menores concentragcoes das
solugdes contendo 6leo essencial de citronela que apresentaram resultados
fungicidas foi a de 2,5 mg/mL, para o protocolo de tratamento de 1 min e de 1,25
mg/mL, para o protocolo de 6h, havendo a eliminacdo completa dos biofilmes.
Resultados estes que estdo de acordo com estudos ja publicados na literatura que
investigaram a eficacia e acao antifungica do 6éleo essencial da planta Cymbopogon
nardus em espécies de Candida e apresentaram resultados promissores.>?>3 Para a
solucao contendo 6leo essencial de citronela, utilizada neste estudo, foi utilizada goma
xantana, um polissacarideo produzido por Xanthomonas campestres, emulsificante e
estabilizante a base de agua muito utilizado na industria alimenticia, apresentando
uma boa estabilidade sobre diferentes faixas de temperatura e pH.%5>% A solugédo
contendo 6leo essencial de citronela diluida em goma xantana demonstrou resultados
satisfatorios e boa acéo antifungica e antibiofilme, tanto utilizada isoladamente quanto
associada ao CAPE preservando seu potencial efeito.

O mecanismo de acao da planta Cymbopogon nardus se da pela presenca de
alguns principios ativos, como os monoterpenos (citronelal, nerol, geraniol e
citronelol), constituintes do 6leo de citronela. Estes principios possuem eficacia
evidenciada em estudos prévios da literatura cientifica.’®245 E reportado que a
atividade desses compostos ocorra pelo aumento da fluidez e permeabilidade da
membrana dos microrganismos, induzindo distlrbios ou lise celular.®’ Estudos

evidenciam a acao e eficacia do geraniol e citronelal em espécies de C. albicans e
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outras espécies de Candida, justificando a alta efetividade das solugées contendo
citronela no presente estudo.58-20-5°

No que se refere ao CAPE, foi possivel observar forte acao antifungica quando
utilizada a solucao isolada, apresentando maior eficacia nas concentragoes de 0,31
mg/mL e 0,15 mg/mL, inibindo completamente o crescimento do fungo. Resultados
semelhantes foram observados por Alfarrayeh et al.5', que verificaram que o CAPE
tem alta capacidade de inibir o crescimento planctdnico e formagao de biofilme de
diferentes espécies de Candida que foram testadas, além de apresentar inibicdo
parcial na formacao de biofilmes maduros destes fungos. Foi relatado pelos autores
que para a erradicacdao do biofilme, o efeito foi dose-dependente, variando as
concentragdes necessarias entre 50-100 pg/mL. Adicionalmente, os autores pontuam
que o CAPE apresenta sua atividade antifungica induzindo a morte celular em Candida
spp através do encolhimento de protoplasma da célula, morfologia celular e nuclear
anormal e distorgdo das paredes celulares e membranas, que causam alteragoes na
micromorfologia da superficie. Em contrapartida, em outros estudos® érelatado que
0s mecanismos de agcao do CAPE ainda ndo sdo bem estabelecidos.

Foi possivel verificar uma associacdo positiva e sinérgica entre os dois
compostos testados. Em trés diferentes concentragées, CAPE 0,3 mg/mL + Citro 5
mg/mL, CAPE 0,15 mg/mL + Citro 2,5 mg/mL e CAPE 0,07 mg/mL + Citro 1,25 mg/mL,
estas associa¢des mataram completamente as células dos biofilmes de 2 hrs-24 hrs.
Ja na concentracdo de CAPE 0,03 mg/mL + Citro 0,6 mg/mL houve inibicdo de forma
parcial do biofilme de C. albicans, quando o protocolo de 24 h foi utilizado, reduzindo
significativamente quando comparada ao grupo controle negativo. Outros estudos na
literatura relatam o efeito sinérgico da associacdo do CAPE a outros farmacos e
compostos. Em um estudo conduzido por Sun et al.?° foi avaliado o efeito do uso
combinado de CAPE com o farmaco Caspofungina contra espécies de C. albicans. Os
autores constataram que ao associar os dois compostos, houve um efeito sinérgico
reduzindo os valores de CIM em 16x quando comparados aos valores individuais de
cada farmaco, sugerindo que o CAPE pode ser um potencial candidato em aumentar
a eficacia de tratamento utilizando a Caspofungina contra infeccées fungicas
causadas por C. albicans.

Em outro estudo prévio publicado,®! foi avaliada a interacdo entre CAPE e o
farmaco fluconazol contra C. albicans. Nos resultados, é relatado que houve atividade

sinérgica positiva entre ambos, potencializando a eficacia de tratamento contra
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especies de C. albicans resistentes ao fluconazol, apresentando eficacia terapéutica
promissora. Esta atividade sinérgica foi dada devido a diminuigdo dos valores de CIM
nas cepas clinicas isoladas resistentes ao fluconazol. Ja com relagdo ao uso
combinado de dleos essenciais, Khan et al.®> conduziu um estudo avaliando a
atividade antifungica de diferentes 6leos essenciais, incluindo derivados do género
Cymbopogon, contra diferentes cepas clinicas e convencionais de C. albicans,
associando estes fitoterapicos a Anfotericina B e Fluconazol, farmacos convencionais
utilizados no tratamento de infecgées fungicas derivadas de C. albicans. Como
conclusao, os autores pontuam que o uso de 6leos essenciais isolados e combinados
com antifungicos convencionais potencializam o manejo terapéutico de pacientes com
candidiase, principalmente aquelas causadas por cepas resistentes aos tratamentos
convencionais.

O sinergismo obtido da combinagdo de compostos antifungicos € alcangada
através do aumento da atividade antifungica, permitindo um amplo espectro de acéo,
atingindo um numero maior de patdégenos e, consequentemente, atua contribuindo
para a diminuigao da probabilidade dos fungos em questdo desenvolverem resisténcia
aos tratamentos aplicados.%%-%3 Ndo foram encontrados estudos prévios relatando a
combinacao entre os compostos CAPE e 6leo essencial de citronela, demonstrando a
alta contribuicao cientifica e clinica deste estudo através do ineditismo dos resultados
obtidos, abrindo novas perspectivas de tratamento com o uso de produtos naturais,
podendo futuramente serem desenvolvidos produtos como enxaguatoérios bucais e
pomadas ou géis antifungicos mucoadesivos, especialmente diante das condi¢bes de
resisténcia aos tratamentos com antifungicos convencionais.

O teste HET-CAM tem como maior vantagem ser uma alternativa aos testes
realizados em animais. Isso se da devido ao fato de que a CAM (membrana
corioalantdica) dos ovos possui vasculatura funcional, podendo ser uma alternativa
mais aceita universalmente, pelo fato de nao realizar o teste em animais e que
apresenta resultados mais rapidos.% Os efeitos que sdo analisados de forma visual
sdo alteracdes especificas da membrana e vasos sanguineos da mesma. Esses
efeitos sdo hemorragia (observada através do aumento de sangramento dos vasos
sanguineos da CAM), a hiperemia (observada através do aumento do calibre dos
vasos sanguineos) e a coagulacao (coagulacao intravascular ou coagulacao
extravascular de proteinas, que normalmente aumenta a opacidade da CAM). Esses
efeitos sdo analisados através do tempo de fixacao e de reacao das solucdes usadas
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na CAM.%5-66 A maior parte das solugdes analisadas neste estudo foram classificadas
como n3o irritantes, sendo que apenas a solucao isolada de CAPE 0,15 mg/mL e a
solugdo combinada de CAPE 0,038 mg/mL + CITRO 0,625 mg/mL foram classificadas
como irritantes leves, provavelmente devido a presenga de DMSO na solugao, fato
este observado também na solug¢ao controle do CAPE.

A oxidacgdo € fundamental na vida aerébica e do nosso metabolismo e, assim,
os radicais livres s&o produzidos naturalmente ou por alguma disfungdo bioldgica.
Esses radicais livres possuem elétrons desemparelhados e sao encontrados nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio, denominados ERO ou ERN1-4.57 Antioxidantes sdo
moléculas que interagem e podem inibir a iniciagdo ou propagacao de reagbes em
cadeias oxidantes que sao geradas através de radicais livres reativos, antes que as
moléculas sejam danificadas. Essas reag¢des oxidantes podem causar muitas
doencas, incluindo cancer, doencga de Parkinson, Alzheimer, disturbios neuroldgicos
e cardiovasculares. Os antioxidantes agem inibindo a reatividade de radicais livres,
através de alguns mecanismos como a doac¢ao de hidrogénio, eliminagcao do radical
livre e extingdo do oxigénio singlete. Esses antioxidantes podem ser obtidos de forma
natural e através de processos quimicos sintéticos.%®

Foram descritos varios métodos de mensuragao da atividade antioxidante de
substancias e alimentos, mas todos eles tém em comum a presenca de um agente
oxidante. Os métodos que determinam a atividade antioxidante séo classificados em
dois grupos: o primeiro se baseia na captura de radicais livres; o segundo, na
determinacao da oxidacdo de uma molécula alvo. No ensaio FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe3-TPZ) é reduzido ao
complexo ferroso (Fe2-TPZ), na presenga de um antioxidante e em condigdes acidas.
O complexo formado por esta reacdo possui uma coloragdo azul intensa, com
absorcao maxima a 593 nm. O ensaio FRAP é simples, rapido e pode ser realizado de
forma automatizada, semiautomatica ou por métodos manuais.”> O mecanismo
antifungico do CAPE pode incluir caréncia de ferro intracelular devido a sua
capacidade de formar complexos insoluveis com ions de ferro, levando a prevencéao
da absorcéo de ferro pelas células®. Os resultados deste estudo utilizando esse tipo
de ensaio demonstram que a presenca do CAPE nas solucbes potencializa
capacidade antioxidante das solucdes, fato ndo demonstrado nas solugdes contendo

citronela isoladamente.
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O ensaio ORAC tem como intuito verificar a capacidade sequestradora de um
antioxidante pela formagao de um radical peroxila que é gerado pela reacao do 2,2’-
azobis(2-amidinopropano)dihidrocloreto ou AAPH, na temperatura de 37°C com
oxigénio atmosférico. O radical gerado reage com uma molécula fluorescente
formando um produto n&o fluorescente. E a inibicdo do decaimento da fluorescéncia
em funcdo do tempo se correlaciona com a eficiéncia do antioxidante em estudo.
Assim, os resultados deste estudo demonstraram que o CAPE na concentragao usada,
promoveu um melhor indice de queda no tempo de meia hora da fluoresceina quanto
comparado aos outros grupos, se analisada a concentragdo bem mais baixa deste
principio ativo na solucao.

O método de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato) € um
ensaio antioxidante baseado na transferéncia de elétrons produzindo uma solugao
violeta em etanol. Esse radical livre, estavel a temperatura ambiente, é reduzido na
presenca de uma molécula antioxidante, originando uma solugédo de etanol
amarelada’®. Os valores de EC50 para os ensaios de eliminacdo de radicais livres
foram calculadospelo melhor ajuste conforme aplicavel para esse ensaio (regressao
logaritmica para ensaio DPPH)’. Segundos os resultados obtidos os grupos de CAPE
e CAPE 0,0775mg/ml + CITRO 1,25mg/ml demonstraram resultados antioxidantes
positivos, diferente dos demais grupos.

O CAPE ja é utilizado na medicina moderna por conta de suas propriedades
positivas. Ozden et al.?°, concluiu que o CAPE mostrou ter um efeito benéfico na
reducao do estado oxidante local dos tecidos gengivais nos modelos experimentais
de periodontite ativando mecanismos de defesa celular contra o estresse oxidativo,
incluindo diminui¢cdes na superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e expressao
de glutationa S-transferase (GST). O CAPE tem boas propriedades anti-inflamatorias
também sendo capaz de ter uma modulagdo da cascata do acido araquidénico em
comparagdo a outros componentes da propolis.’® O CAPE também é capaz de
suprimir a expressao de mediadores inflamatérios induzidos por H202, como TNF-a
e COX-2.”"Tolba’?relata outras fungdes anti-inflamatdrias e antioxidantes do CAPE,
como inibicdo da anafilaxia cutdnea passiva mediada por imunoglobulinas e reducao
e supressao de histamina, dentre outras funcées em relacdo a doencas
neurodegenerativas.

A planta Cymbopogon nardus € utilizada para a extragao de 6leo essencial,
mesmo nao havendo uma capacidade antioxidante parecida com a do CAPE, estudos


https://www.thermofisher.com/antibody/product/Human-TNF-alpha-Recombinant-Protein/PHC3011
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relatam’? que a citronela apresenta bons resultados de atividade antioxidante, isso se
da por conta do alto teor de monoterpeno, porém menor que do acido galico, que &
usado como padrao. Por conta dos monoterpenos encontrados na sua composi¢ao, a
citronela também contém atividades anticancerigenas, inibindo a proliferacdo de
células LNCaP e HelLa’'. Também, no mesmo estudo foi relatado que o OE de
citronela possui atividades anti-inflamatorias inibindo a lipoxigenase.”’

O sinergismo do CAPE com a citronela em véarias concentragoes,
demonstraram resultados positivos em todos os ensaios analisados neste estudo,
diminuindo as concentragdes dos principios ativos, o que de maneira geral € muito
bom, pois diminui o potencial citotoxico das solugdes. O sinergismo observado neste
estudo, esta de acordo com Sun et al. 5 que relataram que o CAPE associado ao
fluconazol apresentou uma boa sinergia, podendo ser um método alternativo de
combate a Candida albicans.

Estas observacoes sao particularmente importantes devido ao aumento da
incidéncia de infecgdes orais, especialmente por outras espécies de Candida, como a
C. tropicalis, C. glabrata e C. guilliermondii, que sao resistentes a agentes
antifungicos. Além deste fato, as solu¢cdes comercialmente disponiveis, como a
clorexidina, causam efeitos colaterais ao paciente. Por estas razdes, o estudo das
solucdes fitoterapicas naturais € promissor para a prevencdo da estomatite
relacionada com proéteses dentarias, representando um método alternativo em reduzir
a colonizagao por Candida. Embora o enfoque deste estudo tenha sido sobre solugcoes
enxaguatorias/antissépticos bucais ou pomadas e géis mucoadesivos, muitas outras
possibilidades de uso destas formulagdes poderéo ser investigadas a partir desses

resultados.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo, concluiu-se que:

e As solucdes de citronela e CAPE, associadas ou ndo, apresentam agao

antifungica e antibiofilme, em diferentes concentragoes;
e Ficou evidente o sinergismo das solu¢des de CAPE e citronela neste estudo;

e A maioria das solugbes sdo capazes de induzir irritabilidade a membrana
CAM;

e As solugbes de citronela associada ao CAPE e CAPE isoladamente,

demonstram atividade antioxidante satisfatorias.
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ANEXO B- Figuras e Tabelas dos testes de MIC, MFC e biofilme

Resultados dos ensaios de concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragao fungicida
minima (CFM) para a espécie de C. albicans (ATCC 10231) com a solucao de 6leo essencial
de citronela diluida em goma xantana, realizados em duplicata, para os tempos de 24 H e 48
H.

MIC oemuisao: 0,5mg/mL
MFCOEemuIsio: 015mg/ mL

[OE emulsdo] mg/mL [OE emulsé@o] mg/mL
wn
wn N
n N =
<+ o -~ o O o
SC5314-1
SC5314- 2

OE + xantana
ATCC 10231-1-

ATCC 10231-2-

SC5314 0
ATCC 10231 i

O
o

00

0 0
N N

Ctrl xantana

SC5314-1
SC5314- 2
ATCC 10231-1
ATCC 10231-2

OE + xantana

SC5314
ATCC 10231

Ctrl xantana

Replicata 1 Replicata 2

Resultados do ensaio de concentragao inibitéria minima (CIM) e concentra¢do fungicida
minima (CFM) para a espécie de C. albicans (ATCC 10231) com a solugéo contendo CAPE,
realizados em duplicata, para os tempos de 24 He 48 H.

Plaqueamento apds 24h — 372c Plagueamento apés 48h — 372c

CAPE ATCC10231 CAPE ATCC10231
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Valores de UFCs/mL apds tratamento de 1 minuto, com as diferentes solugdes de OE de
citronela e CAPE isoladamente, em biofilmes de C. albicans, no protocolo de 2h de pré-
adesao.

Amostras Controle Controle Controle CHX Citronela Citronela Citronela CAPE CAPE CAPE

Negativo Xantana CAPE 0,12% 5 mg/mL 2,5mg/mL 1,25mg/mL | 0,3lmg/mL | 0,15mg/ 0,0775mg/
N=8 mL mL

1 1,72x105 2,94x104 4,32x104 0 0 0 1,58x10° 0 0 1,50x10°

2 2,20x10% 3,54x104 3,42x104 0 0 0 1,90x10° 0 0 1,56x10°

3 4,14x104 3,20x104 2,52x108 0 0 0 1,42x10% 0 0 2,84x10°

4 2,86x10* 5,48x10* 4,74x104 0 0 0 2,08x10° 0 0 2,42x10°

5 4,80x104 1,72x10% 4,92x104 0 0 0 1,86x10° 0 0 2,58x10°

6 6,62x10* 3,56x10* 5,58x10* 0 0 0 2,08x10° 0 0 2,18x10°

7 4,72x104 2,46x104 3,44x104 0 0 0 2,74x10° 0 0 2,82x10°

8 3,74x104 3,02x104 3,72x104 0 0 0 3,22x10° 0 0 2,62x10°

Valores de UFCs/mL apés tratamento de 1 minuto com as diferentes solugdes
associadas, em biofilmes de C. albicans, no protocolo de 2h de pré-adesao.
Amostras Controle Controle Controle CHX CAPE CAPE CAPE CAPE CAPE
Negativo Xantana CAPE 0,12% (0,31mg/mL) (0,15mg/mL) (0,0775mg/mL)| (0,038mg/mL) (0,019mg/mL)
e + CITRO + CITRO + CITRO + CITRO + CITRO

(5mg/mL) (2,5mgmL) (1,25mg/mL) (0,625mg/mL) (0,312mg/mL)

1 172x105 | 2,94x10% | 4,32x10° | 0 0 0 0 0 5,96x10°

2 220x105 | 354x10¢ | 342x10% | 0O 0 0 0 0 3,02x104

3 4,14x104 3,20x104 2,52x108 0 0 0 0 0 4,02x103

4 2,86x104 5,48x104 4,74x10% 0 0 0 0 0 2,10x104

5 4.80x10° | 172x10° | 492x10% | 0O 0 0 0 0 3,74x10°

6 6,62x104 3,56x104 5,58x10* 0 0 0 0 0 1,62x104

7 472x10° | 246x10° | 344x10° | 0O 0 0 0 0 1,88x104

8 3,74x104 3,02x104 3,72x104 0 0 0 0 0 3,72x104
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Valores de UFCs/mL apos tratamento de 6 horas com as diferentes solu¢des de OE
de citronela e CAPE isoladamente, em biofilmes de C. albicans, no protocolo de 24 h

de formacéao do biofilme.

Amostras Controle Controle Controle CHX CITRO CITR CITRO CITRO CAPE CAPE CAPE
Negativo Xantana CAPE 0,12% 5mg/mL o 1,25mg/ 0,625mg/ 0,31mg/ 0,15mg/ 0,0775mg/
N=8 2,5mg mL mL mL mL mL
/mL
1 1,34x107 6,50x10¢8 4,16x106 0 0 0 0 1,60x106 0 0 2,20x105
2 1,28x107 6,28x10¢ 3,68x108 0 0 0 0 1,30x106 0 0 2,40x10%
3 1,74x107 5,40x108 3,86x108 0 0 0 0 2,10x108 0 0 2,98x10%
4 3,30x107 1,38x107 2,08x107 0 0 0 0 1,58x107 0 0 1,38x108
5 2,80x107 1,54x107 2,24x107 0 0 0 0 2,60x108 0 0 1,72x108
6 2,16x107 2,26x107 1,72x107 0 0 0 0 4,42x108 0 0 1,42x108
7 1,90x107 5,0x108 2,10x107 0 0 0 0 2,02x107 0 0 1,66x108
8 1,76x107 3,60x107 2,16x107 0 0 0 0 3,48x106 0 0 1,66x108

Valores de UFCs/mL ap6s tratamento de 6 horas com as diferentes solu¢des de OE
de citronela e CAPE associados, em biofilmes de C. albicans, no protocolo de 24 h de

formacao do biofilme.

Amostras Controle Controle Controle CHX CAPE CAPE CAPE CAPE
Negativo CAPE 0.12% | (0,3mg/mL) (0,15mg/mL) (0,0775mg/mL) (0,038 mg/mL)
N=8 Xantana
+CITRO +CITRO +CITRO +CITRO
(5mgmL) (2,5mgmL) (1,25mg/mL) (0,625mg/mL)
1 1,34x107 6,50x108 4,16x106 0 0 0 0 1,62x104
2 1,28x107 6,28x108 3,68x108 0 0 0 0 5,28x10°
3 1,74x107 5,40x108 3,86x108 0 0 0 0 1,58x10°
4 3,30x107 1,38x107 2,08x107 0 0 0 0 4,82x103
5 2,80x107 1,54x107 2,24x107 0 0 0 0 5,78x10°
6 2,16x107 2,26x107 1,72x107 0 0 0 0 4,58x10°
7 1,90x107 5,0x108 2,10x107 0 0 0 0 1,66x104
8 1,76x107 3,60x107 2,16x107 0 0 0 0 4,76x10°




62

ANEXO C - Fotos do estudo ex vivo do potencial de irritagdo das solugdes em membrana cério-
alantéide de ovo de galinha

CONTROLE POSITIVO — NaOH (HEMORRAGIA)

ANTES DEPOIS

CONTROLE NEGATIVO — SALINA

ANTES DEPOIS
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CLOREXIDINA 0,12%

ANTES DEPOIS

CONTROLE XANTANA

ANTES DEPOIS

CONTROLE CAPE (HEMORRAGIA)

-

ANTES DEPOIS



CITRO 1,25 MG/ML

ANTES DEPOIS

ANTES DEPOIS

CITRO 2,5 mg/mL - Hiperemia

ANTES DEPOIS
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CAPE 0,0775 mg/mL e CITRO 1,25 mg/mL - Hiperemia

.|

ANTES DEPOIS

CAPE 0,15 mg/mL

ANTES DEPOIS



ANEXO D - Tabelas dos testes de DPPH e FRAP

DPPH
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Absorbéancias e porcentagens de supresséo dos volumes daamostra CAPE 0,15

mg/mL.
Volume (uL) Absorbancia %  Absorbancia %  Absorbancia %
10 0,700 27,54 0,643 31,90 0,715 31,84
20 0,467 51,66 0,454 51,91 0,341 67,49
30 0,333 60,64 0,188 78,88 0,207 76,70
40 0,217 74,35 0,184 79,32 0,189 78,72
50 0,200 76,36 0,203 73,94 0,173 77,68

Absorbancias e porcentagens de supressdo dos volumes da amostra Citronela

2,5 mg/mL.

Volume (uL) Absorbéncia %  Absorbancia %
10 0,952 13,06 1,002 1,52
20 0,788 6,14 0,902 8,61
30 0,816 3,09 0,923 6,48
40 0,768 8,79 0,881 10,74
50 0,843 0,12 0,884 10,43
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Absorbéancias e porcentagens de supressao dos volumes da amostra DMSO em
xantana.

Volume (uL)  Absorbancia %  Absorbancia %

10 0,949 4,06 0,990 10,61
20 1,013 11,07 0,981 9,61
30 0,958 5,04 0,995 11,17
40 0,910 0,22 0,948 5,91
50 0,895 1,86 0,947 5,81

Absorbancias e porcentagens de supressdao dos volumes da amostra
Clorexidina 0,12%.

Volume (uL)  Absorbéncia %  Absorbancia %

10 0,845 3,98 0,916 11,16
20 0,810 7,95 0,770 12,50
30 0,808 8,18 0,784 10,91
40 0,857 2,61 0,710 19,32
50 0,767 12,84 0,733 16,70
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Absorbéancias e porcentagens de supresséo dos volumes da amostra Citronela

1,25 + CAPE 0,0775 mg/mL.

Volume (uL) Absorbancia %  Absorbancia %  Absorbancia %
10 0,701 13,03 0,779 6,26 0,727 10,25
20 0,653 18,98 0,617 23,45 0,606 25,18
30 0,534 33,75 0,605 24,94 0,530 34,57
40 0,443 45,04 0,490 39,21 0,479 40,86
50 0,454 43,67 0,390 51,61 0,438 45,92
60 0,610 36,46 0,516 45,45 0,576 42,51
70 0,507 47,19 0,515 45,56 0,536 46,51
Pesagens de cada volume analisado das amostras.
Volume (uL) Pesagens (mQ) Médias (mg)
10 10,00 10,90 11,50 14,90 9,70 11,4
20 19,40 22,00 22,20 25,70 19,20 21,7
30 29,00 33,00 33,20 34,20 28,50 31,58
40 38,60 44,30 42,90 42,70 38,80 41,46
50 48,50 55,30 54,20 52,00 48,70 51,74
60 57,90 65,70 64,20 61,50 58,90 61,64
70 67,80 76,50 73,40 71,10 68,40 71,44




Absorbéancias e equivaléncias de Fe*? das amostras.

Xantana + DMSO Absorbancia Equivaléncia de Fe*?
10 uL 0,014 0,56
20 uL 0,047 1,37
CAPE 0,15 mg/mL Absorbancia Equivaléncia de Fe*?
10 uL 0,312 7,86
20 pL 0,592 14,71
Citronela 2,5 mg/mL Absorbancia Equivaléncia de Fe*2
10 pL 0,17 4,38
20 pL 0,438 10,94
Citronela 1,25 + CAPE 0,0775 Absorbancia Equivaléncia de Fe*?
mg/mL
10 pL 0,355 8,91
20 pL 0,634 15,74
Clorexidina 0,12% Absorbancia Equivaléncia de Fe*?
10 pL 0,101 2,69
20 pL 0,221 5,63
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