RESSALVA

Atendendo solicitacdo do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 10/03/2027



Walter Ariel Curti

Desenvolvimento de géis mucoadesivos a
base de extratos de prépolis, roma e sisal:

avaliacao antifungica e anti-inflamatoria

ARACATUBA - SP
2023



Walter Ariel Curti

Desenvolvimento de géis mucoadesivos a
base de extratos de préopolis, roma e sisal:

avaliacao antifungica e anti-inflamatoria

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP, como parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia

Odontoldgica — Area Biomateriais

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Debora Barros Barbosa
Coorientadora; Prof.2 Dr.2 Juliana Issa Hori

Coorientadora: Dr.2 Thaila Fernanda dos Reis

ARACATUBA - SP
2023



Catalogacéo na Publicagéo (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

Cc978d

Curti, Walter Ariel.
Desenvolvimento de géis mucoadesivos a base de

extratos de propolis, roma e sisal: avaliacdo antifingica
e anti-inflamatéria / Walter Ariel Curti. - Aracatuba, 2023
113 1. :il. ; tab.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Orientadora: Profa. Debora Barros Barbosa
Coorientadora: Profa. Juliana Issa Hori
Coorientadora: Profa. Thaila Fernanda dos Reis

1. Roma (Fruta) 2. Propole 3. Agave 4. Candidiase
5. Inflamagé&o I. T.

Black D15
CDD 617.6

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550




Nascimento

Filiagéo

2014/2021

2020/2021

2020/Atual

Associacdes

Dados Curriculares

WALTER ARIEL CURTI

28/04/1994 Palmeira d’Oeste - SP

Valter Ricci Curti
Sandra Lucia Biot

Curso de Graduacdo em Odontologia da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — FOA / UNESP

Curso de Pés-Graduacdo — Aperfeicoamento em Implantodontia —
Salutti Educacional

Curso de Pés-Graduacao em Ciéncias — area Biomateriais, nivel de
Mestrado, da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — FOA /
UNESP

CROSP - Conselho Regional de Odontologia de Séao Paulo



Dedicatéria




Dedicatoria

A minha mée, Sandra Lucia Biot

Dedico esta Dissertacdo a vocé, a grande razdo de todas minhas conquistas.
Agradeco por todas as vezes que deixou de viver seus sonhos para que eu
pudesse realizar 0s meus, gostaria de agradecer ao esfor¢o incessante que fez
para que eu pudesse ter uma vida melhor apesar de todas adversidades.

Essa conquista é sua.

Aos meus avos, Olinda Pinto Ferreira Biot e Santo Biot (in memorian)

Minha saudade eterna.

Walter Ariel Curti



Agradecimentos Especiais




A Deus
“Porque Dele, e por Ele, e para Ele, sdo todas as coisas; gloria, pois, a Ele

eternamente. Amém.” (Romanos 11:36)

A minha familia
Por estarem amorosamente perto, mesmo que fisicamente

distantes. Agradeco pelo apoio ao longo da minha jornada

A minha orientadora, Prof.2 Ass. Dr.2 Debora Barros Barbosa

Agradeco com muita gratidao toda atencao e paciéncia que vocé dedica a mim
desde a minha graduacao. Obrigado pela orientacéo e pela enorme
oportunidade de aprendizado que me proporcionou.

Seu jeito simples, descontraido e calmo de orientar, e sua paixao pela pesquisa
com certeza tornaram a realizacao deste trabalho uma grande oportunidade de
crescimento profissional e pessoal para mim.

Professora, muito obrigada acima de tudo pela sua amizade.

A vocé, minha gratidao e profunda admiracao.

A minha co-orientadora Dr.2 Thaila Fernanda dos Reis

Obrigado por toda colaboracdo no projeto, por me ensinar novos conceitos e
metodologias. Sua Jornada como empreendedora e cientista € admiravel. Te
ter como coorientadora e professora durante a pés-graduacao foi uma honra.
Sem vocé esse projeto ndo seria possivel.

A minha co-orientadora Prof.2 Dr.2 Juliana Issa
Obrigado por compartilhar seu conhecimento, agradeco por toda colaboracao
no projeto.

A banca examinadora
Obrigado por aceitar o meu convite, tenho certeza que todas as
consideracdes serdo extremamente importantes para enriquecer ainda mais o

nosso trabalho.

Walter Ariel Curti



Ao meu companheiro Guilherme Fonseca Fulaneti.
Por toda a cumplicidade e apoio incondicional. Nao dividimos
somento o0 mesmo teto, mas compartilhamos sonhos.

Obrigado por sempre estar ao meu lado.

Aos meus amigos Paula e Rodolfo

Por serem amigos/irmaos.

Desejo que sejam muito felizes, e que trilhem um caminho lindo na odontologia.
Obrigado por todos esses anos de amizade e companheirismo e por sempre se

fazerem presentes.

Ao servidor técnico Jander

Por todos os ensinamentos em laboratorio, clinica e na vida,
por sua paciéncia, dedicacdo e bom humor.

Obrigado por esses anos de convivio que se consolidaram

amizade.



Agradecimentos

Walter Ariel Curti



A Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP
na pessoa de seu diretor Prof. Tit. Glauco Issamu Miyahara, pela

oportunidade de aprendizado e crescimento pessoal e profissional.

Ao coordenador do Programa de Pos-graduacédo em Ciéncias da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP

Prof. Assoc. Juliano Pelim Pessan, pelo trabalho, competéncia e

acessibilidade.

Ao Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (UNESP)

a todos seus docentes e discentes.

A empresa Apis Flora Industrial e Comercial Ltda

Em nome de sua Farmacéutica Responséavel e

Gerente de PD&I Andresa Aparecida Berreta por toda a ajuda e empenho no
desenvolvimento desse trabalho. Toda a minha gratiddo ao Felipe Moreira
Buszinski, por ser um farmacéutico extremamente competente, a essa empresa

e todos os seus funcionarios toda a minha admiragéo e gratidao.

A Faculdade de Ciéncias e Letras - Campus de Assis — UNESP

em especial, a Prof2. Dr2, Lucinéia dos Santos.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP
na pessoa do Prof. Tit. Gustavo Henrique Goldman, por tdo gentilmente
ceder as dependéncias de seus laboratérios e equipamentos de pesquisa para

realizagdo dos ensaios microbioldgicos.
Ao Departamento de Materiais Odontoldgicos e Protese da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba - UNESP

aos professores e funcionarios pelo convivio tdo agradavel.

Walter Ariel Curti


https://www.foa.unesp.br/#!/ensino/departamentos/dmop/

As funcionérias da secdo de Pos-graduacéo da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba - UNESP

Cristiane e Maria Clara,

pela presteza, apoio e suporte durante todo esse tempo.

Meu muito obrigado!



Epigrafe




“Todas as vitorias ocultam uma abdicacio”

Simone de Beauvoir



Resumo




Resumo

CURTI, W.A. Desenvolvimento de géis mucoadesivos a base de extratos de prépolis,
roma e sisal: avaliacdo antifingica e anti-inflamatdria. 2023. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias, area de Biomateriais) - Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aragatuba 2023.

RESUMO

Esse trabalho se propds a desenvolver géis mucoadesivos contendo extratos
naturais de prépolis, casca de roma e/ou sisal e avaliar a atividade antifiungica
e anti-inflamatoria contra cepas de referéncia oral e vaginal em ensaios in vitro.
Os extratos foram produzidos e caracterizados por meio de analise de
fingerpint e a quantificacdo dos principais componentes presentes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para o extrato de propolis uma
alta concentracdo de artepillin C o principal marcador da propolis verde foi
observada, Ja para nos extratos de roma analisados foi encontrada uma
expressiva concentracdo de acido elagico nas matrizes. O potencial
antifingico desses extratos contra as cepas de referéncia de Candida albicans
(ATCC 10231 ou SC 5314) foi avaliado por meio do método da microdiluido em
caldo, difusdo em agar e halo de inibicdo onde apresentaram interessante acao
antifangica. N&o foi possivel determinar o CIM (concentracao inibitoria minima)
do extrato de propolis devido a sua turbidez, ja seu CFM (concentracdo
fungicida minimo) foi de 10 mg/mL, j& o extrato de roma apresentou um CIM de
1,56 mg/mL entretanto seu CFM foi de 25 mg/mL, sugerindo que ele possua
uma acao parcial fungida, em relacdo ao extrato de sisal, 0 mesmo obteve um
valor de 0,125 mg/mL para CIM e CFM exibindo inreressante acdo antifingica
para as cepas. Quando associados, 0s extratos de prépolis apresentaram acao
antagbnica, sendo necessario o desenvolvimento de um sistema de
nanoemulsdo para protecédo do extrato de prépolis para o desenvoilvimento dos
géis. Em relacdo ao efeito anti-inflamatério dos extratos de prépolis, roma e
sisal isolados utilizou-se macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) de
camundongospara 0s ensaios, que apresentaram um perfil pré inflamatério e
reducdo da viabilidade celular de maneira dose dependente. Os géis
mucoadesivos foram produzidos contendo extratos isolados e combinados.
Essas formulagbes apresentaram efeito antifungico em ensaios de difusdo em
agar e incorporacdo do gel mucoadesivo em meio de cultura. Também

apresentaram acdo anti-inflamatéria sem danos a viabilidade celular dos
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macrofagos (BMDMs).Diante dos resultados encontrados foi possivel concluir
gue essas formulacdes apresentam potencial para o desenvolvimento de um

produto comercial para tratamento de candidoses.

Palavras-chave: Roma (fruta); Propole; Agave; Candidiase; Inflamacéo I.T
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CURTI, W.A. Development of mucoadhesive gels based on propolis, pomegranate and
sisal extracts: antifungal and anti-inflammatory evaluation. 2023. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias, area de Biomateriais) - Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba 2023.

Abstract

This work aimed to develop mucoadhesive gels containing natural
extracts of propolis, pomegranate peel and/or sisal and to evaluate the
antifungal and anti-inflammatory activity against oral and vaginal reference
strains in in vitro assays. The extracts were produced and characterized by
means of fingerpint analysis and quantification of the main components present
by high performance liquid chromatography (HPLC). For the propolis extract, a
high concentration of artepillin C, the main marker of green propolis, was
observed. For the analyzed pomegranate extracts, a significant concentration of
ellagic acid was found in the matrices. The antifungal potential of these extracts
against reference strains of Candida albicans (ATCC 10231 or SC 5314) was
evaluated using the method of microdilution in broth, diffusion in agar and
inhibition halo, where they showed interesting antifungal action. It was not
possible to determine the MIC (minimum inhibitory concentration) of the propolis
extract due to its turbidity, since its MFC (minimum fungicidal concentration)
was 10 mg/mL, while the pomegranate extract had a MIC of 1.56 mg/mL
however, its CFM was 25 mg/mL, suggesting that it has a partial fungicidal
action, in relation to the sisal extract, it obtained a value of 0.125 mg/mL for CIM
and CFM, showing interesting antifungal action for the strains. When
associated, the propolis extracts showed antagonistic action, requiring the
development of a nanoemulsion system to protect the propolis extract for the
development of the gels. Regarding the anti-inflammatory effect of isolated
propolis, pomegranate and sisal extracts, mouse bone marrow-derived
macrophages (BMDMs) were used for the assays, which showed a pro-
inflammatory profile and dose-dependent reduction in cell viability.
Mucoadhesive gels were produced containing isolated and combined extracts.
These formulations showed antifungal effect in agar diffusion tests and
incorporation of the mucoadhesive gel in culture medium. They also showed
anti-inflammatory action without damage to macrophage cell viability (BMDMSs).

Given the results found, it was possible to conclude that these formulations



have potential for the development of a commercial product for the treatment of
candidiasis.

Keywords: Pomegranate (fruit); Propolis; Agave; Candidiasis; IT inflammation
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1 INTRODUCAO

A mucosa humana é habitada por microrganismos que compdem a
microbiota autdcne. Foi demonstrado que a associacdo da microbiota com o
corpo humano afeta a fisiologia, imunidade e nutricdo humanas (KAU et al.
2011; CHEN et al. 2015 e CONLON e BIRD, 2015).

A microbiota residente é composta por bactérias, fungos, virus, arquéias
e protozoarios (DEO e DESHMUKH, 2019). Embora em humanos saudaveis a
microbiota tenda a ficar em equilibrio e seja inofensiva, em circunstancias em
que a imunidade do hospedeiro € prejudicada, muitos microrganismos
oportunistas podem se tornar um patdégeno capaz de romper barreiras
mucosas, causando infeccéo disseminada profundamente invasiva e com risco
de vida. Atualmente, os estudos sobre um microbioma residente estéo restritos
principalmente ao bacterioma (ZAURA et al., 2014). Até o momento, estudos
de microbioma indicam que mais de 700 espécies de bactérias colonizam a
cavidade oral humana (ZHAO, et al., 2017).

Embora haja poucos relatos sobre o microbioma fangico, é importante
enfatizar que as infec¢des fungicas desempenham um papel importante no
ambiente hospitalar, principalmente nos pacientes de alto risco (hospedeiros
imunocomprometidos ou debilitados). Por exemplo, Candida spp. surgiram
como patodgenos relevantes no ambiente hospitalar, sendo a quarta causa mais
comum de infec¢cdes nosocomiais da corrente sanguinea em todo o mundo
(DELAVY et al., 2019).

O género Candida € composto por centenas de espécies de fungos que
abrigam fungos comensais a patogénicos (BROWN et al.,, 2012. Entre as
espécies de Candida, Candida albicans é o patégeno mais prevalente
responsavel por infeccdes, (responsavel por 50 a 70% das candidiases
invasivas, sendo as orais e vaginais), seguido por Candida glabrata, a segunda
causa mais comum de candidose mucosa e invasiva em humanos
(VERMITSKY e EDLIND (2004); RODRIGUES et al., 2014; YAPAR, 2014;
TSCHERNER et al., 2011; HUFFNAGLE et al., 2013; HALLEN-ADAMS et al.,
2017; SANGUINETTI et al., 2015; AZIE et al., 2012; WISPLINGHOFF et al.,
2004; EDMOND et al., 1999 e KHATIB et al., 2016). Outras espécies como
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Candida tropicalis, prevalente em infec¢gfes do trato urinario (RHO et al., 2004),
e Candida parapsilosis, um importante agente causador de infeccdes
relacionadas a cateteres (BONASSOLI et al., 2005 e YAPAR et al., 2014)
podem ser apontadas.

Candida spp. pode desenvolver uma variedade de aspectos clinicos,
variando de infeccdo superficial a candidemia sistémica. Em hospedeiros
saudaveis, C. albicans, por exemplo, € tipicamente assintomatico, podendo
proliferar e causar infeccbes circunscritas na pele, unhas e mucosas
(EGGIMANN et al., 2003). No entanto, em hospedeiros imunocomprometidos
ou prejudicados, C. albicans pode se comportar como um patdgeno agressivo,
causando manifestacfes clinicas. (EGGIMANN et al., 2003; GUDLAUGSSON
et al., 2007 e WEY et al., 1988).

Os tratamentos de infec¢cdes fangicas, incluindo candidiase e
candidemia, sdo restritos devido a disponibilidade de classes limitadas de
medicamentos antifungicos (PERLIN, 2015). Existem quatro classes principais
de drogas aplicadas a isso: azois, polienos, analogos de pirimidina e
equinocandinas (DELAVY et al.,, 2019) e todos eles tém como alvo a
membrana plasmatica ou a parede celular (ODDS et al., 2003; SUNDRIYAL et
al. 2006 e NGO et al., 2016).

Consequentemente, o sucesso do tratamento clinico depende, dentre
outros fatores da resposta a terapia antifingica. E descrito que cada Candida
spp. apresenta diferentes perfis de suscetibilidade / resisténcia a antifungicos
(PAIS et al., 2019). Por exemplo, C. glabrata é mais resistente aos antifingicos
azolicos devido a superexpressao de transportadores de resisténcia a multiplas
drogas que sdo ativados pelo fator de transcricdo Pdrl (TSAI et al., 2006;
CAUDLE et al., 2016 e WHALEY et al., 2016). C. albicans costuma ser mais
suscetivel ao tratamento com azol (CAVALHEIRO et al., 2017).

As infecgdes fuangicas invasivas causadas por Candida tém sido
associadas a altos niveis de mortalidade (COSTA et al.,, 2016). O uso
excessivo de drogas antifUngicas para tratamento e profilaxia tem sido
associado a um rapido surgimento de patdgenos fungicos intrinsecamente
resistentes. Isso representa uma preocupagdo, uma vez que 0S agentes

antifangicos disponiveis comercialmente sdo limitados conforme indicado
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acima (COSTA et al., 2016). Além disso, Candida spp. tem alta capacidade de
desenvolver rapidamente resisténcia a mudltiplas drogas (VERMITSKY e
EDLIND, 2004; SANGUINETTI et al., 2005 e REZAEI et al., 2009), tornando o
tratamento clinico ainda mais complexo (DELAVY et al., 2019).

O mercado conta com poucas classes de medicamentos antifungicos e
todos eles sdo compostos quimicos que tém 0s mesmos alvos, ou na
membrana celular ou na parede celular dos fungos. Assim, observa-se que é
altamente necessario o desenvolvimento de novos medicamentos antifingicos
aplicados no controle de infec¢des por Candida.

Produtos naturais tem sido uma fonte rica de compostos para a
descoberta de drogas (EDRADA-EBEL et al., 2015). Historicamente, os
produtos naturais oriundos de plantas e animais eram a fonte de praticamente
todas as preparacdes medicinais e, mais recentemente, eles tém sido utilizados
em ensaios clinicos particularmente como agentes antimicrobianos e
antineoplasicos (EDRADA-EBEL et al.,, 2015). O avan¢o nos estudos e
utilizacdo desses produtos com atividade antimicrobiana tem aumentado
consideravelmente devido aos diversos beneficios terapéuticos e baixos efeitos
colaterais apresentados por eles. Com isso, eles tém sido estudados como
fontes de novos agentes e condutores que podem contribuir para melhorar a
atividade e diminuir a toxicidade do tratamento antifungico (CRAGG e
NEWMAN (2013); DE FREITAS e KAPLUM et al. 2018).

Compostos naturais oriundos de plantas exercem seus efeitos
antifangicos principalmente por mecanismo de a¢do na membrana, que
globalmente inclui 0 mecanismo de polienos e azéis (BAMBA et al. 2017). A
Punica granatum, cuja casca de sua fruta apresenta inUmeros fitoquimicos
ricos em alcaléides e taninos incluindo punicalagina, granatinas A e B,
casuarinina, pedunculagina, punigluconina, tellimagrandin | e corilagina
(MOHANRAM et al. 2018), tem sido usada ha séculos para tratar inGmeras
doencas. Trabalho recente identificou que extratos etandlicos da casca de P.
granatum apresentam boa atividade anti-Candida, principalmente contra as
cepas resistentes ao fluconazol (MOHANRAM et al. 2018). Além disso, os
efeitos antioxidantes (ROSENBLAT et al. 2004; VOLKOVA et al. 2008), anti-
inflamatorios (DECORNEZ et al. 2004) e antimicrobianos da Roma (Punica
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granatum) estimulam especialmente o uso desta planta também como
alternativa para o tratamento da candidiase. Alcaloides, polifenéis, acido
elagico, acido galico e taninos como a punicalagina e punicalina estao entre os
compostos bioativos relacionados a atividade antimicrobiana da roma
(CORTEZ et al. 2010 e PEIXOTO et al. 2013), observou um efeito consideravel
do composto isolado punicalagina sobre C. albicans e C. parapisilosis, e
(SAMPAIO et al. 2003) atribuiram aos taninos a capacidade de inibir o
crescimento de leveduras de Candida devido sua acdo na membrana celular
levando a precipitacdo de proteinas (SCALBERT, 1991).

Da mesma forma que a roma, a propolis tem sido usada na medicina
popular ha séculos (DE CASTRO et al., 2013).Ela € uma mistura complexa de
varias substancias resinosas que sado coletadas de plantas por abelhas (DE
CASTRO et al., 2013). Sua composicado quimica inclui mais de 300 compostos
(BRUSCHI et al. 2000, SEIXAS et al. 2002 e GALINDO et al. 2008), entre eles
flavonoides, terpendides e fenilpropandides (RODRIGUES et al. 2012).Tem
sido relatado que flavondides e compostos fendlicos sdo 0s principais
responsaveis pelas atividades antibacterianas, antivirais e antifangicas
atribuidas aos extratos de propolis (VOLPI e BERGONZINI, 2006). Ainda,
essas atividades tém sido atribuidas principalmente a flavolona pinocembrina,
ao flavonol galagina, e ao éster feniletil do acido caféico, que agem na inibicdo
de RNA-polimerase bacteriana (SORKUN et al. 2005). Os flavonoides agiriam
provavelmente na membrana ou parede celular levando a morte celular.
(SCAZZOCHIO, D'AURIA et al. 2006). Alem de a propolis apresentar baixa
resisténcia antimicrobiana, trabalhos mostraram que mulheres que usaram
topicamente uma solucao de proépolis a 5% melhoraram os resultados dos seus
esfregacos vaginais e promoveram um bem-estar a estas pacientes uma vez
que um alivio sintomatico foi alcancado devido as propriedades anestésicas da
prépolis. (LIPOVAC et al. 2005; LIMA et al. 2012).

Por fim, o sisal (Agave sisalana) & uma planta monocotiledénea cultivada
nas areas semiaridas do Brasil de grande interesse econémico (MENDES et
al., 2016), podendo das folhas se obter as fibras para producdo de cadeiras,

armarios, reforco para materiais de construcdo e do residuo produzir adubo
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6- Concluséo

Os resultados obtidos indicam que a combinacéo entre os extratos de
roma e sisal apresenta atividade sinérgica a qual foi demonstrada através de
ensaios in vitro utilizando-se culturas de C. albicans de duas linhagens de
referéncia distintas (ATCC10231 e SC5314). A combinagdo entre os extratos
de roma, sisal e propolis, apesar do sinergismo antifingico, ndo tem um efeito
in vitro tdo proeminente quanto a combinacdo dupla de sisal e roma. A analise
quimica dos extratos glicdlicos de prépolis e romd através de
CLAE demonstrou que os extratos utilizados para o desenvolvimento das
formulacbes dos géis possuem o0s principais marcadores esperados para
cada um desses extratos.

Assim, cria-se uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de
um produto comercial contendo extratos naturais e que apresentam atividade
anti-candida e também com potencial para modular inflamacdo em processos
infecciosos. Essas formulacfes apresentam um grande potencial de aplicacéo

para o tratamento de candidiase topica a baixo custo.
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