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Francisconi RS. Sistema precursor de cristal liquido associado ao Terpinen-4-ol e
nistatina: caracterizacao, a¢ao antifungica, sinérgica, citotoxicidade e adesdo em células

orais [Tese de doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Os sistemas precursores de cristal liquido associados aos extratos vegetais e
compostos fitoquimicos abrem novas perspectivas para prevencao e controle eficiente de
doencas infecciosas fungicas. Os objetivos deste estudo foram: I) avaliar o efeito
sinérgico da associagdo do terpinen-4-ol (t-4-ol) com a nistatina (nis); II) avaliar na forma
de cristal liquido, a propriedade antiftingica do t-4-ol e possivel sinergismo com a nis;
IIT) avaliar a citotoxicidade do t-4-ol em células orais normais imortalizadas (NOK) e
verificar se o t-4-ol interfere na adesdo de Candida albicans sobre células orais. Assim,
foi definida a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracao Fungicida Minima
(CFM) do t-4-ol sobre isolados clinicos de C. albicans (Genotipagem A e B) e cepa SC
5314, empregando-se o método de microdilui¢ao em caldo. Biofilmes foram preparados
usando o modelo de placa de microtitulagdo estatica e quantificados por metodologia
colorimétrica do ensaio de reducao de sal de tetrazdlio (XTT). Os mesmos testes foram
aplicados para avaliar o t-4-ol e nis na forma de cristal liquido. Adicionalmente, as células
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina, estreptomicina e
glutamina e mantidas em incubadora a 37° C em 5% de CO.. A citotoxicidade sobre
linhagem de células NOK foi avaliada por citometria de fluxo e foi realizado o teste de
co-cultura, para verificar a interferéncia do t-4-ol na adesdao de Candida albicans sobre
c€lulas orais (NOK). A adesdo de Candida albicans sobre as cé€lulas epiteliais foram
avaliadas em unidades formadoras de colonias (UFC mL™) e mostraram que o t-4-ol
associado ou ndo ao SPCL, reduzem a adesdo de C. albicans sobre células epiteliais. Os
componentes apresentaram acao antifiingica tanto em cultura planctonicas quanto em
biofilme, além disso observou-se efeito sinérgico dos componentes testados. Os
componentes ndo foram citotoxicos nos tempos de aplicacao de 4 e 8 horas. Esse estudo
demonstrou que o t-4-ol isolado ou em combinagdo com a nis pode proporcionar uma
aplicacdo clinica eficaz e quando associados ao sistema precursor de cristal liquido, induz
melhor eficacia em menores concentragdes, com controle dos microrganismos resistentes.

Palavras-chave: Biofilmes. Nistatina. Candida albicans. Cristais liquido.



Francisconi RS. Liquid crystal precursor system associated with Terpinen-4-ol and
Nystatin: characterization, antifungal, synergistic action, cytotoxicity and adhesion in

oral cells [Tese de doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

The liquid crystal precursor systems associated with plant extracts and phytochemical
compounds open new perspectives for efficient prevention and control of infectious
fungal diseases. The objectives of this study were: 1) to evaluate the synergistic effect of
the combination of terpinen-4-ol (t-4-ol) with nystatin (nys); II) to evaluate in liquid
crystal form the antifungal property of t-4-ol and possible synergism with nys; III) to
evaluate the cytotoxic potential of t-4-ol in normal immortalized oral cells (NOK) and to
verify whether t-4-ol interferes with the adhesion of Candida albicans to oral cells. Thus,
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration
(CFM) of t-4-ol on clinical isolates of C. albicans (Genotype A and B) and strain SC 5314
were determined using the microdilution method in broth. Biofilms were prepared using
the static microtiter plate model and quantified by colorimetric methodology of the
tetrazolium salt reduction assay (XTT). The same tests were applied to evaluate t-4-ol
and nys in liquid crystal form. In addition, the cells were cultured in Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 1%
penicillin, streptomycin and glutamine and maintained in an incubator at 37 ° C in 5%
CO2 . Linear cytotoxicity of NOK cells was assessed by flow cytometry and the co-
culture test was performed to verify the interference of t-4-ol on Candida albicans
adhesion on oral cells (NOK). Candida albicans adhesion on epithelial cells was
evaluated in colony forming units (UFC mL-1) and showed that t-4-ol associated or not
with SPCL reduced C. albicans adhesion on epithelial cells. The components presented
antifungal action in both planktonic and biofilm culture, in addition, a synergistic effect
of the tested components was observed. The components were not cytotoxic at application
times of 4 and 8 hours. This study demonstrated that t-4-ol alone or in combination with
nys may provide an effective clinical application and when associated with the liquid
crystal precursor system induces better efficacy at lower concentrations with control of

resistant microorganisms

Key words: Biofilm. Nystatin. Candida albicans. Liquid Crystal.
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1 INTRODUCAO

Abordagens nanotecnoldgicas, em especial o desenvolvimento dos sistemas
precursores de cristal liquido (SPCL), vem sendo explorados e desenvolvidos a fim de
potencializar a distribuicdo de medicamentos levando ao aumento da sua eficacia e
reducdo da toxicidade. Tal sistema se destaca devido a facilidade de incorporar dgua do
meio no qual foi aplicado e promover mudangas estruturais no sistema, resultando em
fase cristalina liquida, otimizando a eficiéncia do medicamento associado. Além disso,
apresenta propriedade mucoadesiva, o qual permite melhor estabilidade fisica para
incorpora¢do de extratos vegetais !> ¢ melhor biodegradabilidade e tolerabilidade,
liberando o produto aos poucos e, em muitos casos, sendo mais eficazes no tratamento
das infecgdes.?

Os esforcos atuais para controlar o aumento de microrganismos resistentes abrem
novas perspectivas no uso de terapias alternativas para melhor controle fungico. O uso de
extratos vegetais € compostos fitoquimicos vem ganhando for¢ca na medicina € uma
grande porcentagem de novas moléculas descobertas, com vistas a sua introdugdo na
industria farmacéutica, provém de constituintes de plantas e/ou derivados semi-sintéticos.
Esses agentes fitoterdpicos podem ser veiculos de prevencdo e controle de doengas
bucais, particularmente sobre patdgenos bucais € no controle da resposta inflamatdria'.

O Terpinen-4-ol (por¢ao soluvel da Melaleuca alternifolia) atua na indugdo da
perda da membrana, interferindo na integridade e na fisiologia da célula do
microrganismo. O mesmo apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana
(antibacteriana, antiviral e antifingica) e atividade anti-inflamatoria *3. O Terpinen-4-ol
¢ um monoterpeno encontrado em outras plantas além da Melaleuca alternifolia, tais
como Hajeb Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia zerumbet e estudos indicam que além
das propriedades citadas acima, possui efeito antitumoral®-8.

A eficéacia de um tratamento depende, em grande parte, da técnica pela qual os
produtos sdo entregues a um sistema vivo e a concentracdo dos mesmos, podendo ser
toxico ou ainda ndo produzir nenhum beneficio terapéutico. Os sistemas de entrega de
medicamentos se dedicam, geralmente, a aumentar a biodisponibilidade do mesmo em
locais especificos do corpo e ao longo de um periodo de tempo®. O conceito de sinergia
antimicrobiana ¢ baseado no principio de que, em combina¢do com outras drogas, a
formulagdo pode aumentar a eficacia, reduzir a toxicidade, diminuir os efeitos colaterais

adversos, aumentar a biodisponibilidade, diminuir a dose, e reduzir o desenvolvimento



13

da resisténcia antimicrobiana®. Um método utilizado para verificar o sinergismo entre
drogas ¢ o “Checkerboard” (Tabuleiro Xadrez), no qual variadas concentracdes dos
produtos selecionados podem ser aplicados sobre um mesmo isolado!®.

As infecgdes fungicas tém sido cada vez mais descritas, principalmente em
pacientes imunossuprimidos e as leveduras do género Candida sdo responsaveis por 8-
10% das infecgdes oportunistas'!. A epidemiologia dessas infecgdes tem se modificado e
se verifica o aumento da incidéncia e a expansdo da populacio de risco a estas doengas?.
Candida albicans, a principal espécie relacionada a candidiase oral, apresenta fatores de
patogenicidade que predispde, com maior frequéncia, o aparecimento das infecgoes
quando comparada as outras espécies de Candida'’>. Devido a grande incidéncia de
infec¢des flngicas, observa-se dificuldades nao apenas no diagndstico, mas também no
tratamento capaz de controlar esse tipo de infeccdo, principalmente em pacientes
imunocomprometidos®. Além disso, deve-se destacar o fato do desenvolvimento da
resisténcia microbiana ser um fato crescente, ocasionado por mutagdes, permitindo que
os medicamentos existentes atuem apenas em parte da populagdo microbiana'?,

Candidiase oral esta presente em 60% a 72% dos pacientes usuarios de proteses,
e a associagdo entre Candida spp e proteses estdo diretamente relacionadas a eficiéncia
deste microrganismo de aderir e colonizar a superficie das prdteses, uma vez que a
presenca de poros na superficie de proteses (resina acrilica) favorece a colonizagdo e
formacdo de biofilme por fungos e bactérias'?.

Os agentes poliénicos e os azodis, relacionados ao tratamento especifico das
candidiases orais, tém sido utilizados'¥, porém ha necessidade de estudos para
desenvolvimento de outros agentes com potencial para o tratamento desta patologia.
Definitivamente, o conhecimento sobre novas formas de evitar ou diminuir as infecgoes
por Candida spp. na cavidade oral tornam-se imprescindiveis, j& que, mesmo com o
aumento do numero de antifingicos no mercado, a terapéutica de doengas fungicas ainda
apresenta-se em grande descompasso em relacao a terapéutica antibacteriana, podendo
essa assertiva ser facilmente comprovada pela disparidade numérica entre antifungicos e
antibacterianos disponiveis no mercado™!3.

A interacdo entre drogas antifungicas e fungos, fungos e hospedeiro e entre a
droga antifiingica e o hospedeiro ¢ muito complexo. Estabelecer a atividade antifiingica
de uma nova droga in vitro, oferece apenas uma parte da informacao necessaria para
predizer o resultado do tratamento da infec¢do com um novo farmaco. Por outro lado, o

aprimoramento dos ensaios in vitro e dos testes de susceptibilidade frente ao surgimento
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constante de novas drogas, torna os ensaios in vitro ferramentas indispensaveis e
significativas para contribuir, na maioria das vezes, da selecao do agente antifingico mais
indicado'’.

Pela grande hidrofobicidade e volatilidade do componente, sua aplicacdo em
sistemas liquidos cristalinos ¢ uma alternativa eficaz e segura. Além disso, permite uma
melhor biodegradabilidade, tolerabilidade e biodisponibilidade do medicamento a fim de

orientar sua agdo para o local especifico de interesse.
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4 CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou que o terpinen-4-ol isolado ou em combinagdo com a
nistatina pode proporcionar uma aplicagdo clinica eficaz e quando associados ao sistema
precursor de cristal liquido, induz melhor eficicia em menores concentragdes, com

controle dos microrganismos resistentes.
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