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RESUMO

A resisténcia antifingica aos azois, a limitacéo de classes distintas de antifingicos, juntamente
com o aumento das infec¢bes por Candida, representa um desafio significativo para a saude
publica, o que tem impulsionado a busca por novos compostos com agdo antimicrobiana como
alternativa a essa problematica. Os compostos fenolicos sdo produtos naturais oriundos de
plantas que podem agir como adjuvantes aos antifingicos convencionais. O &cido elagico (AE)
é um composto fendlico dietético de ocorréncia natural, derivado do &cido galico que ja foi
relatado com atividade antifngica, porém seus efeitos em associa¢do com o fluconazol (FLZ),
farmaco utilizado para tratamento da candidiase ainda ndo esta totalmente compreendido. O
objetivo deste estudo foi investigar a atividade anti-Candida in vitro do AE e sua capacidade
de potencializar os efeitos do FLZ. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada
por microdilui¢do em caldo e sua interagdo com FLZ foi avaliada usando um ensaio de tabuleiro
de xadrez. Além disso, examinamos os efeitos do AE na cinética de tempo-morte, na transicédo
de levedura para hifa, inibi¢do da formacédo de biofilme, atividade hemolitica e citotoxicidade
em células HeLa ATCC ® CCL-2™., AE exibiu valores de CIM variando de 250 a 2000 pg/mL
e mostrou interacdes sinérgicas e aditivas com FLZ, resultando em uma redugdo acentuada nos
valores de MIC de FLZ (até 32 vezes) e EA (até 16 vezes). No ensaio de tempo-morte, as
combinag6es mais eficazes foram 4x AE CIM, 2x AE CIM e 4x e 2x CIF AE + FLZ, mostraram
atividade fungicida. Além disso, o AE ndo mostrou atividade hemolitica e demonstrou
citotoxicidade baixa e dependente da dose em células HeL a, sem efeitos citotdxicos observados
em combinacdo com FLZ. O AE e a combinacdo sinérgica de AE e FLZ interferiram tanto no
processo de transicdo de levedura para hifa quanto na formacdo de biofilme. Além de sua
atividade antifingica, o AE apresentou um perfil de seguranca favoravel nas concentracdes
avaliadas. Os resultados obtidos indicam um grande potencial para o uso do AE em combinagéo
com o FLZ no tratamento de infec¢Bes por Candida.

Palavras-Chave: Acido Elagico; Atividade antifungica; Antiviruléncia; Citotoxicidade.



ABSTRACT

Antifungal resistance to azoles, the limitation of distinct classes of antifungals, together with
the increase in Candida infections, represent a significant challenge for public health, which
has driven the search for new compounds with antimicrobial action as an alternative to this
problem. Phenolic compounds are natural products from plants that can act as adjuvants to
conventional antifungals. Ellagic acid (EA) is a naturally occurring dietary phenolic compound
derived from gallic acid that has been reported with antifungal activity, but its effects in
association with fluconazole (FLZ), a drug used to treat candidiasis, are not yet fully
understood. The aim of this study was to investigate the in vitro anti-Candida activity of EA
and its ability to potentiate the effects of FLZ. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was determined by broth microdilution and its interaction with FLZ was evaluated using a
checkerboard assay. Furthermore, we examined the effects of AE on time-kill kinetics, yeast-
to-hypha transition, inhibition of biofilm formation, hemolytic activity, and cytotoxicity in
HeLa ATCC ® CCL-2™ cells. AE exhibited MIC values ranging from 250 to 2000 pg/mL and
showed synergistic and additive interactions with FLZ, resulting in a marked reduction in the
MIC values of FLZ (up to 32-fold) and EA (up to 16-fold). In the time-kill assay, the most
effective combinations were 4x AE MIC, 2x AE MIC, and 4x and 2x CIF AE + FLZ, which
showed fungicidal activity. Furthermore, AE showed no hemolytic activity and demonstrated
low and dose-dependent cytotoxicity in HelLa cells, with no cytotoxic effects observed in
combination with FLZ. AE and the synergistic combination of AE and FLZ interfered both in
the yeast-to-hypha transition process and in biofilm formation. In addition to its antifungal
activity, AE presented a favorable safety profile at the concentrations evaluated. The results
obtained indicate a great potential for the use of AE in combination with FLZ in the treatment
of Candida infections.

Keywords: Ellagic Acid; Antifungal activity; Antivirulence; Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

H& uma grande preocupacdo entre as autoridades em saude publica em relagdo aos
indices crescentes de morbidade e mortalidade de infec¢des por microrganismos resistentes aos
antimicrobianos convencionais no ambito mundial, particularmente, no contexto das infeccdes
causadas por fungos, devido uma menor diversidade de classes de antifingicos para o
tratamento de infeccBes invasivas e o0 surgimento e disseminacdo de patdgenos fungicos
multirresistentes (Lee et al., 2021).

Os fungos do género Candida sdo encontrados na microbiota humana vivendo em
harmonia na maioria dos individuos saudaveis. Esse género é formado por microrganismos que
podem ser oportunistas e acometem, principalmente, pacientes imunodeprimidos, como
também agueles em tratamento com antibacterianos de amplo espectro. Essas condi¢des tornam
esses microrganismos importantes agentes causadores de infec¢Bes superficiais e invasivas
(Pappas et al., 2018).

O género Candida spp. tem como agente etioldgico as cinco espécies mais comuns:
Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida
auris. Porém, houve uma mudanca na distribuicdo das espécies entre as infec¢bes por Candida
spp., sendo que C. albicans representa mais de 50% de todas as infec¢Ges. No entanto, as demais
espécies (Candida ndo-albicans ou NAC) estdo sendo encontradas com mais frequéncia como
patégenos humanos e, em alguns casos, as espécies de NAC sdo mais isoladas do que C.
albicans (Cleveland et al., 2015; Pallotta; Viale; Barchiesi, 2023).

A patogénese da candidiase depende da saude do hospedeiro, bem como dos fatores de
viruléncia expressos pelo microrganismo. Esses fatores incluem formagéo de tubo germinativo,
adesdo, mudanca fenotipica, formacéo de biofilme e producéo de enzimas hidroliticas (Marak;
Dhanashree, 2018). Entre os farmacos disponiveis para o tratamento de doencgas fingicas, o
fluconazol (FLZ) é um dos principais utilizados na clinica para o tratamento das candidiases
(Nocua-Baez et al., 2020). Contudo, seu uso de forma disseminada, em infec¢des recorrentes e
em tratamentos longos tem levado ao aumento de cepas de Candida resistentes ao FLZ (Marak;
Dhanashre, 2018; Berman; Krysan, 2020).

Junto a isso, uma alternativa sdo produtos derivados de plantas, que tém sido usados
para tratar varias doencas ha séculos. Pesquisas avancam para descobrir e identificar os
componentes das plantas com efeitos benéficos e revelar seus mecanismos subjacentes, como
compostos antifingicos provenientes de produtos naturais, ja que esses produtos apresentam

compostos bioativos, os quais podem ter atividade antimicrobiana, além de possivelmente
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apresentar seguranga para uso em humanos e animais, ter baixo custo e apresentar poucos
efeitos colaterais (Asif et al., 2016; Soliman et al., 2017; Santos et al., 2018; Chagas et al.,
2022). Uma alternativa a mais a essa problematica é a combinacdo de drogas, a combinacéo
pode resultar em interacdo sinérgica ou aditiva, diminuindo a concentracdo necessaria dos
farmacos para atingir o efeito desejado, além de apresentar mecanismo de acdo em mais de um
alvo por vez, dificultando o surgimento resisténcia (Lee et al., 2021; Murphy; Bicanic, 2021).

Dito isso, o &cido elagico (AE) é um derivado dimérico do &cido galico e um composto
fenolico encontrado em muitas frutas como roma, uva, noz-peca e bagas (Duman et al., 2009).
O AE, ja foi relatado com extensas propriedades farmacoldgicas e bioldgica, estas incluem
atividade antibacteriana, antifungica, antioxidante, anti-inflamatdria, anti-hiperlipidémica,
antiviral, antiangiogénica, anticancerigena, hepato e cardioprotetora, quimiopreventiva,
neuroprotetora, antidiabética, gastroprotetora, anti-hiperlipidémica, do tipo antidepressiva,
capacidade de eliminacdo de radicais livres e propriedades antiapoptéticas (De et al., 2018;
Aishwarya et al., 2020; Evtyugin et al., 2020).

Portanto, essas evidéncias sugerem que o AE apresenta potencial como adjuvante ou
como uma alternativa promissora para combater infec¢bes por Candida, em particular as que
sdo resistentes as drogas convencionais. Assim, o presente estudo teve por objetivo realizar uma
investigagdo da atividade antifungica do AE contra espécies de Candida como uma alternativa

a compostos com potencial antifungico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Resisténcia aos azéis em Candida

As espécies do género Candida representam um problema de salde em razdo da
emergéncia de isolados cada vez mais resistentes aos antifungicos disponiveis para o tratamento
de infecgOes causadas por estes microrganismos (Da Rocha et al., 2021). Essas infeccdes,
muitas vezes dificeis ou ndo trataveis, trazem maleficios para os pacientes ao restringir ainda
mais o repertorio limitado de antifangicos clinicamente relevantes, uma vez que a prevaléncia
¢ cada vez maior de cepas fangicas com resisténcia intrinseca ou adquirida a uma ou mais
classes de drogas (Da Rocha et al., 2021; Lee et al., 2021).

O surgimento da resisténcia as drogas pode ser considerado uma consequéncia inevitavel
das pressdes seletivas impostas pelos antifungicos. Além disso, tem ocorrido varias mutacdes
gue proporcionaram um aumento na resisténcia ao FLZ em isolados clinicos, principalmente
em C. albicans, é possivelmente devido aos seus niveis inerentemente elevados de resisténcia
aos antifangicos, devido ao FLZ ser uma opgdo antifingica central (Berkow et al., 2017).

A resisténcia aos antifingicos ocorre quando uma cepa possui uma concentracao
inibitéria minima (CIM) a um dado antifingico maior do que os pontos de cortes clinicos
especificos ou quando uma cepa possui valor de CIM para um antiflngico maior do que o valor
de CIM apresentado por uma cepa de referéncia (Berman; Krysan, 2020; Lee et al., 2020).

Além disso, a resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca
ocorre quando todos os isolados de uma determinada espécie sdo resistentes a um antifangico,
sem que se tenha tido uma exposicao anterior a esse. A resisténcia de C. krusei ao FLZ € um
exemplo de resisténcia intrinseca. J& a resisténcia adquirida ocorre quando um microrganismo
adquire resisténcia a um antifingico, ao qual anteriormente ele era sensivel, devido a exposi¢do
prolongada (Tortorano et al., 2021). A resisténcia adquirida é relatada em taxas variaveis (1%
a 20%) entre C. albicans e C. tropicalis e na maioria dos isolados de C. auris (>90%) (Lamoth
et al., 2018; Lamoth; Kontoyiannis, 2018).

A falta de novos farmacos antifingicos, junto com o pequeno arsenal de antifingicos
disponiveis e com o crescente aumento de cepas apresentando resisténcia, faz necessaria a busca
por NOVOos compostos e novas estratégias antifingicas. Uma alternativa é o desenvolvimento de
drogas voltadas contra um alvo especifico do microrganismo, sendo este relacionado ao seu
crescimento ou a um fator de viruléncia, 0 que ajudaria a preservar 0S microrganismos

comensais do hospedeiro, por ndo agir contra eles, além de aumentar o nimero de possiveis
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alvos antifangicos e diminuir a pressdo seletiva no surgimento da resisténcia as drogas (Cui et
al., 2015).

Outra estratégia que pode ser utilizada € a combinacao de drogas, que podem agir de
forma sinérgica ou aditiva, diminuindo a concentracdo necessaria dos farmacos para atingir o
efeito desejado, comparado ao uso de farmacos isolados, além de apresentar mecanismo de agdo
em mais de um alvo por vez, dificultando o surgimento de mecanismos de resisténcia (Santos
etal., 2018; Lee et al., 2021).

A combinacdo de drogas com mecanismos de acdo diferentes proporciona um maior
namero de alvos visados em processos intracelulares, dificultando o desenvolvimento de
resisténcia, uma vez que 0 microrganismo precisaria apresentar mutacoes em diversos genes
para driblar o efeito das drogas simultaneamente (Caplan; Cowen, 2017; Spitzer; Robbins;
Wright, 2017; Lee et al., 2021; Robbins).

Ademais, a terapia combinada também pode aumentar o potencial fungicida de drogas
fungistaticas, como os azdis. Ao reduzir o nimero de microrganismos, também seria reduzida
a probabilidade do desenvolvimento de uma resisténcia (Spitzer; Robbins; Wright, 2017). A
partir dessas combinagdes, compostos que isoladamente ndo apresentam efeito sobre um
patégeno, podem levar o microrganismo a morte quando combinados (Berman; Krysan, 2020).

Os conhecimentos obtidos com a medicina popular permitem investigar a obtencédo de
novos compostos antimicrobianos por meio de produtos naturais. Esses produtos podem
apresentar compostos bioativos, 0s quais podem agir sobre o crescimento microbiano, na
integridade da parede e/ou membrana celular fangica, induzir apoptose, dentre outros
mecanismos, além de possivelmente apresentarem seguranca para uso em humanos e animais,
ter baixo custo e apresentar poucos efeitos colaterais evidentes (Asif et al., 2016; Soliman et
al., 2017; Santos et al., 2018). Além disso, a fitoterapia é uma ferramenta acessivel a populacdes
de baixo poder aquisitivo, sem contar a grande variedade de plantas e de seus produtos
disponiveis mundialmente (Santos et al., 2018).

Os azdis, como o fluconazol séo capazes de tratar infecgdes fungicas interferindo com
a enzima lanosterol 14-a-esterol desmetilase. Essa enzima participa de uma das etapas mais
importantes da rota da biossintese de ergosterol nas leveduras e fungos filamentosos. Nas
especies do género Candida essa enzima € codificada pelo gene ERG11, sendo uma das dez
enzimas responsaveis pela Gltima etapa da rota de converséo do lanosterol em ergosterol (Akins,
2005; Prasad; Shah; Rawal, 2016).

O ergosterol € um componente essencial das membranas das células fingicas que

determina a fluidez, a permeabilidade e a atividade das proteinas associadas a membrana.
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Deficiéncias na biossintese de esterois causam defeitos pleiotropicos que limitam a proliferacéo
celular e a adaptacéo ao estresse (Jordd; Puig, 2020).

Outras classes de antifingicos também podem ser indicadas para o tratamento da
candidiase, principalmente quando o agente etioldgico € resistente aos azolicos, incluindo
nistatina, anfotericina B, flucitosina ou equinocandinas (Sobel; Sobel, 2018; Mroczynska;
Brillowsks, 2020).

Os fungos do género Candida séo responsaveis por 15% das infec¢oes relacionadas aos
cuidados em saude e entre 70 a 90% de todas as infec¢Ges fangicas invasivas, as quais,
frequentemente evoluem para sepse e choque séptico. Entre as espécies do género Candida, C.
albicans é uma das principais responsaveis por varios tipos de candidiase, possivelmente devido
a facilidade de crescimento a temperatura de 37°C, enquanto a maioria dos fungos cresce
melhor entre 20 a 30°C. Além disso, C. albicans é uma das espécies mais encontradas na
microbiota humana, pois coloniza os individuos saudaveis, vivendo em equilibrio com o
hospedeiro (Lohse et al., 2018; Muthamil., et al 2018; Gulati et al., 2018). Durante a pandemia
de coronavirus (COVID-19) foi possivel observar um aumento associado na incidéncia de
coinfeccdes fangicas invasivas. Trés grupos de infec¢bes fungicas foram mais associadas ao
COVID-19 tais como: aspergilose, mucormicose e candidemia, que muitas vezes resultaram
em consequéncias devastadoras (Raut; Huy, 2021).

Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) publicou uma lista de patégenos
fangicos prioritarios. Onde, dezenove fungos causadores de doencas foram classificados e
categorizados em trés grupos prioritarios, sendo C. albicans classificada no grupo de prioridade
critica, enquanto C. parapsilosis e C. tropicalis foram classificadas no grupo de alta prioridade,
0 que reforca a necessidade de estudos voltados para o género (WHO, 2022).

Neste contexto, as espécies de Candida sdo comensais, integrando a microbiota regular
das mucosas oral, trato gastrointestinal e geniturinario, onde a espécie mais associada a
infeccOes deste género Candida é C. albicans. Contudo, é possivel notar que nos ultimos anos,
apesar de ainda ser maior em nameros, as infecgdes por C. albicans vem diminuindo, passando
de 57,4% entre 1997 e 2001 para 46,4% entre 2015 e 2016, enquanto ha um aumento no nUmero
de infeccOes causadas por outras espécies de Candida ndo-albicans (NAC), como C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. auris (Lamoth et al., 2018; Vasilyeva et
al., 2018; Friedman; Schwartz, 2019; Pfaller et al., 2019; Du et al., 2020).

Assim, é necessaria uma atualizacdo constante dos tratamentos disponiveis, a fim de
compreender e direcionar as pesquisas para a busca de novos antifungicos. Além disso, é

importante investigar os principais mecanismos de resisténcia de Candida spp. aos
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antifungicos, visando o desenvolvimento de estratégias de prevencao e tratamento mais eficazes

para essas infeccoes (Da Rocha et al., 2021).
2.2 Formacdo de hifas e/ou pseudohifas e biofilme

A mudanca morfologica de levedura unicelular para forma de hifa filamentosa é crucial
na viruléncia de C. albicans. A capacidade de viruléncia das hifas ndo é produzida por sua
morfologia por si, mas pela expressdo de genes especificos. Por exemplo, a proteina Csa2
participa do aproveitamento do ferro da hemoglobina e favorece o crescimento das hifas
(Jacobsen; Hube, 2017).

A capacidade que Candida spp. tem de formar hifas e/ou pseudohifas é fundamental nos
processos de colonizagdo, invasdo celular e formacéo de biofilmes. De fato, quanto maior a
capacidade de um fungo aderir a célula hospedeira e formar hifas, maiores serdo as chances de
infeccdes (Desai, 2018; Yong et al., 2020).

No processo de colonizagéo e disseminagdo no organismo, essas leveduras costumam
apresentar-se na forma de blastoconidios (Figura 1A). Nos processos de adesdo, invasao
tecidual, secrecao de enzimas hidroliticas e sobrevivéncia dentro de macréfagos costumam estar
associados a forma filamentosa (Figura 1B, 2A e 2B). E descrito também que a forma
filamentosa pode apresentar menor sensibilidade a antifingicos do que a forma de
blastoconidios (Sudbery, 2011; Silva et al., 2012; Cassone, 2015; Tang et al., 2019).

A distincéo de hifas e pseudohifas esta relacionada com a forma como essas estruturas
sdo originadas. As pseudohifas sdo formadas a partir de células de levedura ou hifas por
brotamento, mas a nova estrutura permanece ligada a célula-mae e se alonga. 1sso resulta em
filamentos com constricdes nas juncdes célula-célula. Ndo ha paredes transversais internas
(septos) associadas a pseudohifas (Figura 2). Em comparacdo, as hifas verdadeiras séo
formadas a partir de células de levedura ou mesmo como ramificacfes de hifas existentes. O
desenvolvimento de hifas verdadeiras € iniciado por uma projecdo de tubo germinativo (Figura
1 e Figura 2). Este se alonga e depois se ramifica com septos definidos que dividem as hifas em
unidades fangicas separadas (Silva et al., 2012).
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Figura 1. Células de C. albicans analisadas por microscopia eletronica de varredura. Fonte: Macias-Paz
et al., (2023). Na Figura 1A, as leveduras estdo em processo de brotamento, as setas indicam o local da
divisdo celular entre a célula-mée e a célula-filha. Na Figura 1B, observa-se o micélio de C. albicans,
envolvido na invaséo tecidual durante o processo infeccioso (Macias-Paz et al., 2023). Fonte: (Macias-
Paz et al., 2023).

AR SR . N
Figura 2. Células de C. albicans em transi¢do celular. Fonte: Macias-Paz et al., (2023). A Figura 2
mostra células de C. albicansem transicdo celular analisadas por microscopia de luz.Em
(2A), encontra-se uma combinacdo de clamiddsporos (pontas de seta) e hifas (setas). Em (2B),
observam-se pseudohifas (asterisco), clamidosporos (cabeca de seta) e hifas multicelulares (setas). As

barras de escala representam 5um (Macias-Paz et al., 2023). Fonte: (Macias-Paz et al., 2023).

C. albicans e C. dubliniensis sdo verdadeiramente polimorficas, devido a capacidade de
formar hifas e/ou pseudohifas. Sendo estas espécies também referidas com tubo germinativo
positivo, sendo estd uma caracteristica diagnostica. Em contraste, C. glabrata ndo ¢é
polimorfica, crescendo apenas como blastoconidios (levedura). No que diz respeito a C.
parapsilosis, esta espécie ndo produz hifas verdadeiras, mas pode gerar pseudohifas que séo

caracteristicamente grandes e curvas, muitas vezes referidas como “células gigantes”. Em
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contraste, em 4gar de farinha de milho e polissorbato 80 a 25 °C ap6s 72 h, C. tropicalis produz
blastosporos ovais, pseudohifas, dependendo de alguns relatos hifas verdadeiras (Fidel et al.,
1999; Calderone, 2002; Larone, 2002; Trofa et al., 2008).

Muitas das infecgbes adquiridas em ambientes nosocomiais estdo relacionadas a
formacdo de biofilme, que se formam tanto em superficies abioticas, como no hospedeiro,
causando alta morbidade e mortalidade. O biofilme é uma comunidade de microrganismos
estruturada e composto por varios tipos de células fungicas, como: leveduras, hifas e
pseudohifas contidas em uma matriz extracelular (Figura 3). (Roscetto et al., 2018; Gulati et
al., 2018; Pereira et al., 2021). Essa matriz € composta de polissacarideos, DNA extracelular,
proteinas e lipideos (Muthamil et al., 2018).

A matriz extracelular do biofilme atua como uma barreira protetora, tornando as células
microbianas mais resistentes a terapéutica antifungica convencional e ao sistema imunoldgico
do hospedeiro, bem como a outras perturbacGes ambientais. Portanto, as infecgdes por Candida
formadoras de biofilme s&o dificeis de tratar, e as concentragOes inibitorias minimas (CIMs)
relacionadas ao biofilme (sésseis) sdo frequentemente maiores do que as CIMs para células

planctdnicas (sem biofilme) (Douglas, 2003; Olsen, 2015).
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Figura 3. Etapas de formacdo do biofilme de C. albicans. A ilustragdo mostra a fase inicial, a adeséo,
onde as células em forma de levedura aderem a uma superficie sélida, formando uma camada basal que

ancora o biofilme. Posteriormente, no estagio de iniciacao, as células pseudohifas e/ou hifas comecam
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a se formar e se alongar, proliferando ao longo da conclusdo da formacdo do biofilme. Durante a
maturacao, as células fungicas produzem maiores quantidades de substancias poliméricas extracelulares,
gue formam a matriz do biofilme e dispersdo de células em forma de levedura do biofilme para semear
novos locais (Lohse, 2018; Costa-Orlandi, 2018). Fonte: Préprio Autor (2024), criado com

BioRender.com.

Durante a maturag&o, as células fungicas produzem maiores quantidades de substancias
poliméricas extracelulares, que formam a matriz do biofilme. Para fungos, um biofilme maduro
¢ caracterizado por uma mistura estruturada de células em forma de levedura, pseudohifas e
hifas circundadas por esta matriz, juntamente com a presenca de canais de agua que permitem
a circulacgéo de nutrientes (Lohse, 2018; Costa-Orlandi, 2018).

Os biofilmes formados por diferentes espécies de Candida podem variar em morfologia
e densidade. Os componentes da matriz extracelular diferem daqueles encontrados na parede
celular de Candida (Johnson et al., 2016 ; Zawrotniak et al., 2017; Hoyer et al., 2018).

Apesar do impacto que as infec¢Bes fungicas tém sobre a salde humana, apenas algumas
classes de drogas antifungicas estdo atualmente disponiveis para o tratamento dessas infeccdes
com risco de vida. Em geral, o desenvolvimento de novos agentes antifingicos tem sido lento
em grande parte devido & natureza eucaridtica das células fangicas. Além disso, desafios
associados a permeabilidade do composto através da parede e membrana celular flngica e um
interesse limitado da industria farmacéutica no desenvolvimento de novos antifingicos
dificultam esse processo (Roemer; Krysan, 2014; Perlin; Rautemaa-Richardson; Alastruey-
Izquierdo, 2017).

2.3 Acido elagico

O é&cido elagico (AE) (C14HeOs) (Figura 4) é um composto fenolico bioativo que ocorre
naturalmente como metabdlito secundario em muitos taxons vegetais. A quantidade de AE é
consideravel em Punica granatum L. e na madeira de casca de algumas espécies de arvores.
Estruturalmente, o AE € uma dilactona de &cido hexahidroxidifénico (HHDP), um derivado
dimérico do acido gélico, produzido principalmente pela hidrdlise de elagitaninos, um grupo
amplamente distribuido de metabolitos secundarios. O AE vem chamando a atencdo devido as
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimutagénicas e antiproliferativas. O AE
exibiu efeitos farmacoldgicos em varios in vitro e in vivo em sistemas modelo. Além disso, o

AE também foi bem documentado por suas propriedades antialérgicas, antiateroscleroticas,
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cardioprotetoras, hepatoprotetoras, nefroprotetoras, neuroprotetora e antimicrobianas (Sharifi-
Rad et al., 2022).

Figura 4. Estrutura quimica do acido elagico. Fonte: PubChem (2023).

O AE, de acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC,
é chamado de 2,3,7,8 tetrahidroxi-benzopiranol [5,4,3-cde] benzopiran-5,10-diona. Possui uma
massa molecular de 338,2 g/mol. Essa molécula é altamente termoestavel devido aos seus
quatro anéis, que representam um dominio lipofilico. Além disso, possui quatro grupos
fendlicos e dois grupos de lactona, que representam uma regido hidrofilica (Bala, et al., 2006;
Girish; Pradhan, 2008).

Essas propriedades resultam em um baixo nivel de solubilidade em dgua (~9,7 ug/ mL),
mas poupando a solubilidade em alcool, levando a algumas dificuldades no desenho de
formulacGes farmacéuticas (Behl et al., 2011). Altas concentracfes de etanol (80% ou mais) ou
solucdo alcalina sdo algumas sugestdes para a solubilizacdo de AE que pode ser mais soltvel
em solventes basicos devido a sua natureza acida (Siriwohardn; Wrolstand, 2011).

Devido a sua solubilidade e permeabilidade serem baixas, 0 que comprometem muito
sua biodisponibilidade oral e utilizagGes clinicas. Para superar essas limitagcdes dos parametros
fisico-quimicos, vérias abordagens de formulacéo, incluindo reducéo do tamanho de particula,
amorfizacdo e formulagGes a base de lipideos, tém sido usadas. Embora essas estratégias ainda
ndo tenham levado a uma aplicacdo clinica, algumas delas resultaram em melhorias

significativas na solubilidade e na biodisponibilidade do AE (Nyamba et al., 2021).
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Tabela 1. Atividades bioldgicas do AE

Antibacteriana

Foi demonstrado que o extrato de roma rico em AE tem atividade
antibacteriana significativa e sinergia com efeito bactericida da moxifloxacina
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Dahash et al.,
2021).

J& no estudo de (Chambers et al., 2020) foi demostrado que o0s
glicosideos de AE possuem efeitos inibidores sobre o crescimento de
patdégenos Gram-negativos. Os derivados do AE também foram descritos por
possuirem propriedades antimicrobianas e antibiofilme em uma ampla gama
de patdgenos microbianos, como Streptococcus agalactiae.

Moraes-Neto et al., (2022) relatou que a fracdo de acetato de etila
de Bixa orellanae seu componente AE exerceram propriedades
antibacterianas e antiinflamatorias contra Mycobacterium

abscessus subsp. Massiliense.

Antifangica

No estudo de Possamai Rossatto et al., 2021 foi demonstrado os efeitos
antifingicos e antivirulentos do AE contra C. auris, justificando uma
investigacdo mais aprofundada como um novo agente antifngico promissor,
particularmente contra fungos do género Candida resistentes ao FLZ.

Os extratos e fracbes de caules de Myrcia hatschbachii que
apresentaram em sua composicdo 40% de compostos fendlicos em sua
composic¢do, como AE, onde a fragdo de acetato de etila foi capaz de inibir o
crescimento de C. albicans e ainda apresentou acao fungistatica (Gatto et al.,
2020).

Sampaio et al., (2021) avaliaram complexos acido AE-ciclodextrina
quanto a atividade antifingica contra C. albicans ATCC 18804. Além disso,
foram relatadas a atividade antimicrobiana de Carya illinoensis e acidos
fendlicos como: acido galico e AE, flavonoides (rutina) e taninos (catequinas
e epicatequinas) identificados e que podem ser parcialmente responsaveis pela
atividade antimicrobiana, onde os extratos foram capazes de inibir a producéo
de tubos germinativos de C. albicans (Bottari et al., 2017).

Experimentos in vivo mostraram uma redugdo na invasdo epitelial
fangica apos o tratamento com o complexo AE encapsulado com ciclodextrina
(AE/HP-B-CD) por 24 h e 96 h quando comparado ao controle negativo. Em
concluséo, os resultados demonstraram que EA/HP-B-CD apresenta efeitos

antifungicos e anti-inflamatorios, reduzindo a capacidade invasiva de C.
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albicans. O que sugere que EA/HP-B-CD pode ser uma alternativa promissora
para o tratamento de candidiase oral (Sampaio et al., 2021).

Khan et al., (2021) demonstraram em estudos in vivo que o AE
lipossomal, eliminou efetivamente a infeccdo por C. neoformans em
camundongos leucopénicos. Camundongos tratados com AE lipossomal
apresentaram taxa de sobrevivéncia de 70% e carga fingica altamente reduzida
em seus tecidos pulmonares.

Esse composto ja demonstrou potencial atividade antifingica contra
Candida spp. (Sampaio et al., 2018). Os desafios de sintese e producédo de AE
estimulam pesquisas adicionais sobre novos métodos e fontes alternativas
(Evtyugin et al., 2020).

O AE também aumentou o efeito inibidor do crescimento de outros
medicamentos antifungicos, incluindo a micafungina e o miconazol. Assim,
dados sugerem o efeito inibitério do crescimento sinérgico do inibidor de
calcineurina FK506 e AE podem ser Uteis para compreender 0 mecanismo para

superar a resisténcia antifingica (Hagihara et al., 2022).

Antiviral

Os efeitos protetores e mecanismos do AE na lesdo intestinal em
leitbes infectados com o virus da diarreia epidémica suina (PEDV) foram
investigados, onde resultados revelaram que a AE poderia promover a
restauracdo da homeostase intestinal regulando a via do interferon que estava
inter-relacionada com a ativacdo da sinalizacdo JAK2/STAT3. Onde, estas
descobertas podem fornecer uma base tedrica para o uso de AE como terapia

direcionada a infecgdo por PEDV em leitdes (Song et al., 2024).

Anti-inflamatéria

e anticancerigena

O AE pode ser transformado em urolitinas na microbiota intestinal, que
sdo metabdlitos biodisponiveis que podem exercer efeitos anti-inflamatorios e
anticarcinogénicos (Tomas-Barberan et al., 2014).

Evidéncias experimentais apoiaram que o AE no direcionamento das
principais caracteristicas do cancer, como: proliferacdo, angiogénese, evasdo
de apoptose, evasdo imunologica, inflamacao, instabilidade genémica e muito
mais baseados em estudos in vitro e in vivo. Onde mecanismos moleculares
pelos quais a AE modula as vias de sinalizacdo e os alvos moleculares estdo
envolvidos nas caracteristicas do cancer (Cizmarikova et al., 2023).

Jé& foi sugerido que a AE tem potencial para melhores resultados de
cicatrizacdo em feridas orais e parece ter eficicia terapéutica promissora
(Tekin; Deveci; Deveci, 2024).
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O AE ja foi relato reduzindo a progressdo das transformacdes
morfoldgicas e suprimindo concomitantemente a expressdo de proteinas
fibréticas e relacionadas com EMT (vimentina e N-caderina) in vitro e in vivo.
Descobertas que melhoram a compreensdo do papel da AE na supressdo da
fibrogénese renal e demonstra o papel promissor que 0 AE pode desempenhar

no tratamento da doenca renal crénica (Huang et al., 2023).

Antiparasitario O potencial efeito associativo da combinacdo de anfotericina B
convencional, também usada para tratamento de doencas fungicas com AE em
formulagbes topicas foram promissoras para o tratamento da leishmaniose
cutanea em in vivo (Alves et al., 2020). Outro efeito bioldgico relato do AE foi
0 de microesferas que restringiram o crescimento de Babesia, Theileria in vitro

e Babesia microti in vivo (Beshbishy et al., 2019).

Cardioprotetor Lee et al., (2024) investigou a protegdo do AE contra a hipertrofia
miocardica induzida por Ang-Il e atenuagdo do estresse oxidativo através de
vias de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitdgeno mediadas por
espécies reativas de oxigénio em células H9c2. Assim, o AE foi um composto
eficaz para prevenir a hipertrofia miocardica induzida por Ang-Il (Lee et al.,
2024). O AE pode ser um composto dietético ateroprotetor que dificulta a
aterogénese induzida pela dieta, melhorando a funcionalidade (Park et al.,
2024).

O AE também pode ter diferentes modos de acdo, podendo ser usado para explicar
suas outras funcionalidades, como a atividade antimicrobiana. Os fitoquimicos fendlicos,
especialmente os acidos fendlicos, sdo acidos fracos e sdo capazes de se dissociar na membrana
celular em um pH bioldgico de 6,8-7,2. Essa dissocia¢do pode criar um gradiente de prétons
através da membrana celular o que pode alterar a funcdo de bombas de prétons na membrana
celular. Esta fraca dissociagéo € proposta como um mecanismo importante pelo qual o AE e
outros antioxidantes fendlicos exercem seu efeito antimicrobiano (Vattem; Shetty, 2005).

O AE pode formar um complexo com proteinas e inativar adesdes microbianas, enzimas
e envelope celular proteinas de transporte (Kuete et al., 2007). A hidrofobicidade parcial do AE
permite que ele seja ativo na dgua da interface da membrana da bactéria e, possivelmente, seja
incorporada, resultando em ruptura ou desestabilizacdo da membrana. Tal mecanismo de agéo
é particularmente necessario para inibir bactérias Gram-negativas porque a camada externa de

lipopolissacarideo é altamente hidrofobica. O AE também pode interromper alguns canais de
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ions importantes na membrana de bactérias Gram-negativas que conferem toleréncia ao sal as
bactérias (Vattem et al., 2004).

A acdo antimicrobiana de AE pode estar relacionada a sua capacidade de inativar
adesinas microbianas, enzimas e proteinas de transporte do envelope celular (Haslam, 1996).
Taninos hidrolisaveis (HTs) sdo metabdlitos secundarios de plantas, que sdo aproximadamente
classificados em galotaninos e elagitaninos com residuos de acido galico e AE,
respectivamente, ligados ao grupo hidroxila da glicose por ligacao éster. A presenca de porcoes
hexahidroxidifenoila e nonahidroxiterfenoila é considerada como responsavel pela propriedade
antimicrobiana dos HTs. Os HTs também apresentam sinergia consideravel com os antibi6ticos
(Ekambaram et al., 2016).

Além disso, ja foram relatados varios efeitos farmacoldgicos do AE, que incluem
atividade antibacteriana direta, modificacdo da atividade antibiotica e reversdo do fenotipo de
resisténcia associado as bombas de efluxo (Lima et al., 2016; Dos Santos et al., 2021; Jenic et
al., 2021; Sivakumar et al., 2020).

Resultados revelaram que o mecanismo antifungico subjacente de AE contra
Trichophyton rubrum pode estar relacionado a destruicdo da membrana celular flngica. Assim
como a inibicdo de C14 demetilase e a taxa catalitica de esqualeno ciclo-oxidase na via de
biossintese de ergosterol através da regulacdo negativa de MEP4 e SUBL. Sugerindo que AE
tém potencial para um agente antifungico natural para uso clinico (Li et al., 2020).

Estudos para desvendar o mecanismo de acao do AE contra fungos ja foram realizados,
porém esses mecanismos precisam ser mais elucidados. O AE inibiu a biossintese do ergosterol
e reduziu a atividade do esterol 14-¢ -desmetilase P450 (CYP51) na membrana de Trichophyton
rubrum (Li et al., 2015).

Ja Zacchino et al., (2010) para verificar se 0 AE atua ou ndo como agente antifungico
sobre o ergosterol, observou-se a valores do CIM do mesmo na presenca de aumento
concentragdes de ergosterol, onde os resultados obtidos mostraram que a CIM da anfotericina
B contra Saccharomyces cerevisiae aumentou com a mudanca para adicdo de ergosterol,
enquanto a do AE permaneceu inalterado, sugerindo um modo diferente de acdo.

Outro mecanismo de agéo avaliado in vitro na parede celular foi realizado, nos ensaios,
o CIM do AE contra S. cerevisiae foi aumentado de 62 a 250 pg/mL na presenca de sorbitol
0,8 M, sugerindo que o AE atuaria modificando a parede celular do fungo, enquanto a CIM da
anfotericina B foi ndo modificado, como esperado (Zacchino et al., 2010).

Um efeito protetor de AE também foi observado contra infec¢do fungica por C. albicans

em modelo de Drosophila melanogaster em concentracbes ndo tdxicas. Neste estudo foi
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demostrado que a AE é um composto promissor para o tratamento da candidiase (Sampaio et
al., 2018). Adicionalmente, os compostos bioativos, como AE também podem apresentar
atividades sinérgica ou aditiva com antifangicos tradicionais, representando uma alternativa
promissora contra espeécies resistentes aos antifungicos (Rodrigues et al., 2016; Santos et al.,
2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

v Investigar o potencial antifungico do acido elagico e deste em associacdo com fluconazol

contra Candida.
3.2 Especifico

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima;
Avaliar a interacdo in vitro;

Analisar a curva de morte;

Verificar a agdo do AE na transicdo levedura-hifa e biofilme de Candida;

Buscar se 0 composto possui atividade hemolitica;

N NN R

Examinar a citotoxicidade do AE;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de ética em pesquisa

A obtencdo dos isolados clinicos obedeceu aos preceitos éticos conforme parecer:
813.402 CEP/UNICEUMA.

4.2 Compostos

O AE foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich, EUA® com grau de pureza >95%
(HPLC) e solubilizado em hidréxido de sédio a 1 molar com tampdo de fosfato e sédio com pH
7.5 - 8.0 (NaOH 1M e PBS), colocado em agitador e levado ao sonicador por 10 minutos
(Sampaio et al., 2021; Gontijo et al., 2019), posteriormente filtrado em membrana micropore
0,22um e agitado por 3 minutos antes do uso. O antifingico (FLZ) foi obtido da Sigma-Aldrich,

EUA® dissolvido seguindo as recomendacdes do fabricante e armazenados a -20°C.
4.3 Linhagens, condicdes de crescimento e padronizacdo do inoculo

Para as analises in vitro foram utilizadas diferentes espécies de Candida. Fungos
oriundos da American Type Culture Collection e isolados clinicos de Candida pertencentes as
colecBes de culturas do Laboratorio de Microbiologia Basica e Aplicada — LMBA do Ndcleo
de Imunologia Bésica e Aplicada - NIBA da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA e do
Laboratdrio de Pesquisa em Microbiologia, Bioprospeccao e Biotecnologia - LPBIOTEC do
Instituto Federal do Maranhdo — IFMA, todos identificados pelo VITEK Il — BIOMERIEUX
(Tabela 1). Para os testes, as linhagens foram cultivadas por até 24 horas a 37 °C, em aerobiose,
em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD). Para estoque as linhagens foram semeadas e
armazenadas a -20°C em caldo BHI (Brain-Heart Infusion) com 20% de glicerol.

Para a padronizacdo do inoculo as linhagens foram suspensas em PBS até se obter a
concentragio de turvacgdo correspondente a aproximadamente 1 x 10® UFC/mL (Unidades
Formadoras de Coldnias por mililitro). A densidade ética (0,08 — 0,1) das suspens@es foi
mensurada por espectrofotometria (A: 530 nm), posteriormente foram diluidas em 1:20 e 1:50
em RPMI 1640 / MOPS para obtencéo de um indculo final de 1 x 103 UFC/mL em placa (CLSI,
2008).
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Tabela 2. Identificacdo e origem dos isolados de Candida.

Microrganismos Origem
Linhagens
C. albicans (ATCC 90028), C. albicans SC5314 (ATCC MYA- ATCC

2876) e C. parapsilosis (ATCC 22019)

Isolados clinicos

C. albicans (CA 01), C. albicans (CA 03), C. albicans (CA 04), C.
albicans (CA 05), C. albicans (CA 06), C. albicans (CA 09), C.

albicans (CA 010), C. albicans (CA 011), C. albicans (CA 013), C. Urina
albicans (CA 014), C. albicans (CA 016), C. albicans (CA 017).

C. parapsilosis (CP 01), C. albicans (CA 02), C. albicans (CA 07), Secrecdo traqueal
C. albicans (CA 012), C. albicans (CA 015), C. albicans (CA 019,

C. albicans (CA 020), C. albicans (CA 021)

C. albicans (CA 08) Escarro

C. albicans (CA 018) Hemocultura

Legenda: ATCC: American Type Culture Collection; os isolados clinicos foram obtidos de diferentes

pacientes. Fonte: Proprio autor (2024).

4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM)

A atividade antifingica foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo. Os
ensaios foram feitos em microplaca (Global Trade) estéril de 96 pogos com fundo chato
adicionando-se 100 uL de meio de cultura RPMI-1640/MOPS (Sigma Aldrich®). Para os
ensaios, 0 AE foi utilizado em diferentes concentracdes (31,5 a 2.000 pug/mL) e adicionado
diretamente nos pocos da microplaca. O FLZ foi utilizado nas concentracGes de 64 — 0,5 ug /
mL. Os controles utilizados foram: controle de crescimento, controle de esterilidade do meio,
controle do composto e controle do veiculo. Os ensaios foram incubados a 37°C / 24 - 48 horas.
A CIM foi definida como a concentragdo mais baixa do agente antimicrobiano capaz de inibir
o0 crescimento das leveduras detectado pela falta de turbidez visual (CLSI, 2008). A resazurina
foi utilizada para avaliar a viabilidade celular. Este reagente, quando exposto a produtos
oriundos da respiracdo celular microbiana, converte-se em resorufina por uma reagdo de
oxirredugdo. Assim, a sua cor originalmente azul, passa a rosa, indicando crescimento
microbiano (Liu et al., 2007; Leong et al., 2017). Os testes foram realizados em triplicata e em

trés experimentos independentes.
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Ap0s a determinacdo da CIM, aliquotas de 10 pL dos pogos correspondentes a CIM e
concentragOes superiores, foram semeados em placas de ASD e incubadas por 24 horas a 37 °
C. A CFM foi dada com menor concentracdo onde houve auséncia de crescimento fangico. A
relacdo CFM / CIM foi calculada de forma a determinar se o AE possui atividade fungistatica
(CFEM / CIM > 4) ou fungicida (CFM / CIM < 4) (Siddiqui et al., 2013). Os ensaios foram

realizados em triplicada em trés experimentos independentes.
4.5 Interagdo in vitro do AE com FLZ

Os efeitos decorrentes da combinacdo do AE com o FLZ foram avaliados pelo método
de Checkerboard, também conhecido como método de microdiluigdo em matriz ou tabuleiro
de xadrez, que é uma técnica utilizada para avaliar a atividade de combinagdes de agentes
antimicrobianos (Bidaud et al, 2021). Os ensaios foram realizados em microplaca estéril de 96
po¢os com meio de cultura RPMI — 1640 / MOPS (Sigma Aldrich®), a concentracdo do indculo
na placa foi de 1 x 103 UFC / mL, utilizando concentracdes 2 vezes maiores dos agentes isolados
e combinados e incubados a 37° C / 24 - 48 horas. Os resultados foram avaliados mediante
analise quantitativa (indice Concentracdo Inibitoria Fracionada - ICIF). A CIM do FLZ e AE
em combinacéo foi definida como a menor concentracdo da associacdo das drogas que inibe o
crescimento fungico. A interacdo do AE com FLZ foi expressa como a soma do ICIF de cada
agente. A CIF de cada agente foi calculada como a CIM desse agente em combinacéo, dividido
pela CIM do agente sozinho. Os ensaios foram realizados em triplicada em trés experimentos
independentes. A resazurina foi utilizada para avaliar a viabilidade celular. O ICIF foi
calculado:

CIM AE combinado N CIM FLZ combinado
CIM AE sozinho CIM FLZ sozinho

Onde: CIM AEcombinado = Concentracéo inibitoria minima do AE combinado com FLZ

CIM AEsozinno= Concentracdo inibitéria minima do AE sozinho, CIM FLZcombinado=
Concentracao inibitoria minima do FLZ combinado com AE e CIM FLZsozinno= Concentracao
inibitéria minima do FLZ sozinho.
O ICIF foi interpretado conforme descrito previamente (Gomez-Lopez et al., 2003):
e sinérgico: ICIF<0,5
e aditivo: > 0,5 ICIF < 1,0
e indiferente ou sem interacdo: > 1 ICIF <4

e antagonista: ICIF > 4,0
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4.6 Curva de tempo morte

Avaliou-se a curva de morte do AE e deste com FLZ em relagdo ao crescimento
microbiano pelo tempo. Inéculos padronizados (100 uL.) em concentracao final equivalente a 1
x 103 UFC / mL foram depositados em placas de microdilui¢io de 96 pogos contendo 100 pL
de concentragdes variadas dos compostos (4X CIM AE, 2X CIM AE, CIM AE, CIM AE/2, 4X
CIM FLZ, 2X CIM FLZ, CIM FLZ, CIM FLZ/2, 4X CIF AE+FLZ, 2X CIF AE+FLZ, CIF
AE+FLZ, CIF AE+FLZ/2). As microplacas foram incubadas a 37 °C por até 48 horas. Durante
este periodo e em diferentes intervalos de tempo, comecando com 0 momento da inoculacdo
(tempo zero) e seguindo-se 4h, 8h, 12h, 24h, 36h e 48h, aliquotas de 100 uL. foram removidas
de cada pogo, diluidas serialmente em 900 uL de PBS estéril e semeadas em meio ASD.

As placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 24h e ap6s o periodo de incubacéo, as
colénias fungicas foram contadas para determinacéo das unidades formadoras de coldnias (UFC
/ mL). Foi elaborada uma curva de morte em fungdo do nimero em Logio UFC / mL recuperadas
ao longo do tempo e as curvas foram construidas com a média de crescimento das col6nias
comparadas sempre em relacdo ao controle de crescimento do fungo sem tratamento
relacionado a cada tempo (Liu et al., 2017).

Para cada experimento, realizamos controle de esterilidade constituido de 200 pL de
RPMI — 1640 / MOPS, controle de crescimento do fungo constituido de 100 pL de inoculo ¢
100 uL de RPMI — 1640 / MOPS, os ensaios foram realizados em triplicata em trés

experimentos independentes.
4.7 Inibicdo do estagio de transicao levedura-hifa

Para a determinagédo do efeito do AE sobre a transi¢do levedura-hifa foram realizados
os testes conforme metodologia empregada por Silva et al., (2022) com adaptacGes. Para 0s
testes, indculos padronizados em 1 x 108 UFC / mL foram depositados em microplacas de 24
pogos contendo concentracBes subinibitorias da CIM (AE/2, AE/4, FLZ/2, FLZ/4), CIF
(AE+FLZ/2 e AE+FLZ/4) naproporgédo 1:1 (tratamento, meio de cultura RPMI — 1640/ MOPS)
com 10% de soro fetal bovino, com volume final de 1 mL. O controle de crescimento (indculo
+ meio de cultura RPMI — 1640 / MOPS + 10% de soro fetal bovino) e o antifungico FLZ. As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 04 horas em agitacdo de 100 rpm, foram realizadas
contagens 100 de células (hifas e leveduras) em lamina de vidro e calculado o percentual de
filamentac&o e inibi¢do nos grupos tratamento e controle. As porcentagens (%) de formacéo de

hifas em 100 células e a porcentagem (%) de inibi¢cdo da formacdo de hifas foi calculada
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conforme Silva et al., (2022). O experimento foi realizado em triplicata em trés experimentos
independentes.

A percentagem de filamentacéo foi determinada por:

N° de hifas em 100 células do controle de crescimento sem tratamento = 100% / n° de

hifas em 100 células dos grupos tratamento.
1.1 4.11 Acéo do AE na formagéo do biofilme
1.1.1 Biofilme jovem

A interferéncia do AE na formacdo do biofilme foi realizada conforme descrito por
Seneviratne et al., (2016) em placas de microdiluicdo de 96 pocos com fundo chato.
Primeiramente foi realizada a ades3o das linhagens com 200 pL de indculo padronizado (1x10°
UFC / mL) adicionados aos pocos da placa de microdilui¢do e incubados por 90 minutos a 37
°C. Em seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS para retirada de células ndo aderidas
e, apos, 200 pL de RPMI-1640/MOPS com o tratamento (1:1) em concentragdes subinibitorias
CIM (AE/2, AE/4,FLZ/2, FLZ/4), CIF (AE+FLZ/2 e AE+FLZ/4) foram adicionados aos pogos.
Os controles de crescimento e controles de esterilidade do meio de cultura foram realizados, a
placa foi incubada a 37 ° C por 24 horas em estufa de aerobiose. Os po¢os foram entdo lavados
3 vezes com PBS e corados com MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazdlio) (Gularti et al., 2017) e a leitura da absorbancia realizada em espectrofotdmetro
de UV- visivel (A: 530 nm). Os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos

independentes.
4.11.2 Biofilme maduro

A analise do efeito do AE sobre o biofilme maduro seguiu 0 mesmo procedimento
adotado para a interferéncia na formacao do biofilme, sendo que apés a adeséo, 200 pL de meio
RPMI — 1640 / MOPS foram adicionados e as microplacas incubadas por 24 horas a 37°C em
aerobiose. Entéo, as microplacas foram lavadas 3 vezes com PBS e adicionados meio de cultura
com tratamento (1:1) nas concentracfes da CIM e superiores CIM (8X AE, 4X AE, 2X AE,
CIM AE, 8X FLZ, 4X FLZ, 2X FLZ, CIM FLZ), CIF (8X AE+FLZ, 4X AE+FLZ, 2X
AE+FLZ). As placas foram incubadas por mais 24 horas a 37 ° C e depois novamente lavadas
3 vezes com PBS antes de verificar a atividade metabolica por MTT. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotémetro de UV- visivel (A: 530 nm) (Gulart et al., 2017). Os testes

foram realizados em triplicata em trés testes independentes.
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4.11 Atividade hemolitica

A metodologia utilizada foi adaptada de Greco et al., (2019), Greco et al., (2020) e Zafar
et al., (2023). As amostras de sangue foram disponibilizadas pelo Biotério Central da UFMA,
coletadas em tubos contendo EDTA-K2 como anticoagulante e utilizadas para o teste no mesmo
dia de coleta. Sangue total de carneiro, 10 mL, foi centrifugado a 1.500 rpm por 5 mina 20° C
para evitar coagulacdo e a fragdo plasmatica resultante foi removida das amostras. Os pellets
foram lavados com igual volume (10 mL) com PBS e misturados por inversdo. As etapas de
centrifugacdo e lavagem foram repetidas 3 vezes e ap6s a ultima lavagem, um volume de PBS
foi adicionado e as amostras resultantes foram diluidas 1:10 com PBS para produzir uma
concentragdo de hemacias de ~ 5x 102 hemacias/mL. O ensaio foi realizado em microplaca de
polipropileno de 96 pocos e 0 AE (31.25 a 8.000 pg / mL) e 0 NaOH a 1M como controle do
veiculo (6.25 %) foram testados em dilui¢Ges seriadas 1:1 em PBS, o Triton X-100 a 0.1% foi
utilizado como controles de hemdlise. O controle sem hemdlise foi feito com PBS. As
concentragdes finais foram obtidas adicionando aos pogos 100 pL de cada solucéo, AE e NaOH,
seguido de 100 pL da solucdo de heméacias em cada poco. A placa foi fechada, agitada em
agitador de placas por 20 s e incubada por uma hora a 37°C. Depois fora homogeneizada
delicadamente cada pogo e transferido o conteldo total para tubos e finalmente, ap6s
centrifugacgdo a 1.500 rpm por 5 min em temperatura ambiente, 100 uL do sobrenadante foram
removidos e transferidos para outra microplaca e agitados a 1.000 rpm por 1 min para remover
bolhas de ar. A densidade dptica foi medida a 450 nm usando um leitor de placas. A

porcentagem de hemolise foi calculada com a seguinte equacéo:

% hemolise = (absorvancia do AE — absorvancia do PBS ) x100

(absorvancia do triton — absorvancia do PBS)

4.12 Ensaio de citotoxicidade

A atividade citotoxica do AE, FLZ, AE+FLZ e veiculo (NaOH 1M + PBS) foram
avaliadas contra linhagem celular de carcinoma do colo do Gtero humano (HeLa, ATCC® CCL-
2™)_ A linhagem foi semeada em placas de 96 pocos a uma densidade celular de 2,5 x 10 *
células por poco, reabastecidas com meio de crescimento consistindo em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (D-MEM) com 10% de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As células foram incubadas a 37°C em CO2 a 5%

durante 24 horas. Em seguida, adicionadas uma série de concentragdes dos agentes, AE (62,5
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— 4.000 pg/mL), FLZ (256 - 16 pg/mL), AE+FLZ (31,25+0,5 — 500+8) e veiculo (0,20%-
3,25%) testados foram adicionadas a cada pogo da placa e incubadas por 24, 48 e 72 h. Depois
disso, lavadas e adicionados 10 puL de solugdo fresca de reagente MTT a 5 mg/mL foram
adicionados a cada poco e a placa foi incubada em uma incubadora de CO, a 37 °C por 4h.
Apos a obtencdo do precipitado roxo, as células foram dissolvidas em etanol e sua densidade
Optica foi registrada em 570 nm. Os controlos negativos foram obtidos medindo o meio celular
ndo tratado. Os dados das células controles e tratadas foram calculados e expressos como
porcentagem de células viaveis. O experimento foi realizado em triplicata em trés experimentos
independentes (Mosmann, 1983; ATCC, 2011).

4.13 Analise estatistica

Os resultados dos testes foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk
(exceto MIC, CFM e interagdo in vitro). Diferengas significativas entre grupos foram
determinadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida por comparagdo multipla
de Tukey quando a amostra foi considerada com distribuicdo normal e pela analise de Kruskal
Wallis seguido por teste de Dunn para distribuicdo anormal no GraphPad Prism® 9.0, onde 0
valor (*p < 0.05) foi considerado estatisticamente significativo. Todos os experimentos foram

realizados em triplicado em trés independente experimentos.
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5 RESULTADOS
5.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A CIM do AE e FLZ foram determinadas contra 22 isolados clinicos e 3 linhagens
padrdo (Tabela 3). O AE apresentou CIM contra todos os isolados testados com valores entre
250 - 2000 pg / mL. O AE apresentou CIM = 2000 pg / mL contra 4% das linhagens, CIM =
1000 pg / mL contra 28% destas CIM = 500 pg / mL contra 48% e CIM = 250 pg / mL contra
20% destas linhagens (Tabela 3). O AE mostrou a¢édo fungicida contra 56% das linhagens. Nao
foi possivel calcular a atividade da CFM para o AE contra 44% dos isolados, isso ocorreu
devido aos valores de CFM elevados de AE > 2000 pg / mL, conforme mostrado na Tabela 3.

A CIM do FLZ foi categorizada conforme a diretriz de interpretacdo do CLSI (2008)
para testes de sensibilidade in vitro das espécies de Candida determinando os pontos de corte
contra o agente utilizado, o FLZ. As CIMs foram mensuradas usando uma escala que produz
resultados entre uma categoria. Do total de 100%, 20% dos fungos foram classificados como
resistentes (R), 40% como Sensibilidade Dose-Dependente (S-DD) e 40 % como sensiveis (S).
Vale mencionar que o controle do veiculo (NaOH + PBS) ndo foi capaz de inibir as linhagens

testadas.
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Tabela 3. Avaliacdo da atividade fungica do AE e FLZ.

Microrganismos CIM AE (pg/mL  CFM AE (pg/mL) CFM/CIM Atividade CIM FLZ (ug/mL)
Linhagens

C. albicans (ATCC 90028) 500 1000 2 Fungicida 2 (S)

C. albicans SC5314 (ATCC MYA-2876) 250 1000 4 Fungicida 8(S)

C. parapsilosis (ATCC 22019) 250 500 2 Fungicida 4(S)

Isolados clinicos

C. parapsilosis CP 01 500 2000 4 Fungicida 4(S)
C. albicans CA 01 1000 2000 2 Fungicida 4(S)
C. albicans CA 02 500 >2000 * * 8 (S)
C. albicans CA 03 1000 >2000 * * 16 (S-DD)
C. albicans CA 04 500 500 1 Fungicida 16 (S-DD)
C. albicans CA 05 1000 2000 2 Fungicida 32 (S-DD)
C. albicans CA 06 2000 >2000 * * 8 (S)
C. albicans CA 07 500 2000 4 Fungicida 32 (S-DD)
C. albicans CA 08 1000 2000 2 Fungicida 64 (R)
C. albicans CA 09 500 2000 4 Fungicida 32 (S-DD)
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o o o o o o o o o o O

C.

. albicans CA 010

. albicans CA 011

. albicans CA 012

. albicans CA 013

. albicans CA 014

. albicans CA 015

. albicans CA 016

. albicans CA 017

. albicans CA 018

. albicans CA 019

. albicans CA 020

albicans CA 021

1000

500

500

1000

250

500

500

500

250

250

1000

500

2000

1000

2000

1000

>2000

>2000

>2000

>2000

>2000

>2000

>2000

>2000

*

Fungicida
Fungicida
Fungicida

Fungicida

*

*

64 (R)
32 (S-DD)
2 (S)
64 (R)
32 (S-DD)
64 (R)
64 (R)

2 (S)
<05 (S)
16 (S-DD)
16 (S-DD)

16 (S-DD)

Legenda: (*) ndo calculavel, (FLZ) Fluconazol, (AE) Acido elagico. A relagdo CFM/CIM foi calculada de forma a determinar se o AE possui atividade
fungistatica (CFM/CIM>4) ou fungicida (CFM/CIM<4) (Siddiqui et al., 2013). Segundo a diretriz de interpretacdo do CLSI (2008) para testes de sensibilidade
in vitro das espécies de Candida, diz que valores <8 pg/mL pra fluconazol é (Sensivel - S), 16-32 pg/mL é (Sensibilidade dose dependente — S-DD) e >64

pg/mL é (Resistente - R). Fonte: Préprio autor (2024).
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5.2 Interacdo in vitro do &cido elagico com fluconazol

Para a interagéo in vitro do AE com FLZ foram selecionados 13 dos microrganismos
mostrados na Tabela 4, resistentes (R) a fluconazol, tais como: C. albicans (CA 08), C. albicans
(CA 010), C. albicans (CA 013), C. albicans CA (015) e C. albicans (CA 016), sensibilidade
dose dependente (S-DD) como: C. albicans (CA 04), C. albicans (CA 05), C. albicans (CA
014) e sensiveis como: C. parapsilosis (CP 01), C. albicans (CA 02), C. albicans (CA ATCC
90028), C. albicans SC5314 (CA ATCC MYA-2876) e C. parapsilosis (CP ATCC 22019).

As concentracgdes iniciais utilizadas para a interacdo in vitro foram 2 vezes maiores a
CIM AE e FLZ. O AE + FLZ apresentou interacdo aditiva contra 23,07 % das linhagens,
indiferente contra 30,76% e interacdo sinérgica contra 46,15% dos fungos. Estes resultados
mostram que AE pode potencializar o efeito antifungico do FLZ (Tabela 4). Os ICIF mostrados

na Tabela 4 correspondem aos menores indices calculados.



Tabela 4. Efeitos in vitro da associagdo do AE com o FLZ contra isolados clinicos e linhagens de referéncia de Candida.
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Microrganismos AE ¢ (Hg/H;II:)Zi AE. e (ug/n;t)ZC ICIF Efeito
Linhagens

C. albicans (ATCC 90028) 500 2 125 1 0.75 Aditivo
C. albicans SC5314 (ATCC MYA-2876) 250 8 250 05 1.06 Indiferente
C. parapsilosis (ATCC 22019) 250 4 250 0.25 1.06 Indiferente
Isolados clinicos

C. parapsilosis CP 01 500 4 500 0.5 1.12 Indiferente
C. albicans CA 02 500 8 250 05 0.56 Aditivo
C. albicans CA 04 500 16 250 2 0.62 Aditivo
C. albicans CA 05 1000 32 250 1 0.28 Sinérgico
C. albicans CA 08 1000 64 62.5 2 0.09 Sinérgico
C. albicans CA 010 1000 64 125 2 0.15 Sinérgico
C. albicans CA 013 1000 64 125 2 0.15 Sinérgico
C. albicans CA 014 250 32 250 2 1.06 Indiferente
C. albicans CA 015 500 64 62.5 2 0.15 Sinérgico
C. albicans CA 016 500 64 62.5 4 0.18 Sinérgico

Legenda: AE; (Acido elagico sozinho), AEc (Acido elagico combinado), FLZ; (Fluconazol sozinho) e FLZc (Fluconazol combinado). Concentracdo Inibitoria

Fracionaria (CIF), indice de Combinagao Inibitoria Fracionaria (ICIF): Sinergismo < 0.5; aditivo 0.5 > ICIF < 1; indiferenca 1 > ICIF < 4.0; e Antagonismo: ICIF >

4.0 (Gomez-Lopez et al., 2003). Fonte: Préprio autor (2024).
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A interacdo in vitro de AE + FLZ contra C. albicans SC5314 ATCC MYA-2876, C.
parapsilosis ATCC 22019, CA 014 e CP 01 foi indiferente, sem resultado para interacéo
aditiva, sinérgica ou antagdnica. O AE potencializou o efeito do FLZ com interacdo aditiva em
C. albicans ATCC 90028 (ICIF=0.75) e em mais de uma concentracdo em associacao para as

outras leveduras, como mostrado a seguir na Tabela 5.

Tabela 5. Total de ICIF de AE + FLZ obtidas no ensaio do Checkerboard

Interacéo (ICIF)*

Fungos
Sinérgica Aditiva

CA 02 i 0.56_0.62_0.75¢ 1.0
CA 04 i 0.62_0.75_ 1.0
CA 05 0.28-031_037_05 053‘0561862‘075e

0.09-012-015-018_025-028_031-037e  053_056_0.62_075¢e
CA 08

05 1,0

CA 010 0.15-0.18 - 0.25—0.28 — 0.31 — 0.37 € 0.50 Q53‘0561852‘0756
CA 013 0.15-0.18 - 0.25— 0.28 — 0.31 — 0.37 — 0.50 053‘0561852‘075‘
CA 015 0.15-0.18 — 0.25— 0.28 — 0.31- 0.37 053‘0561862‘075e
CA 016 0.15-0.18 - 0.25-0.280.31 - 0.37e 0.5 053‘0561862‘0759

Legenda: (-) sem interacdo; Indice de Combinag&o Inibitdria Fracionaria (ICIF): Sinergismo < 0.5; aditivo 0.5 >
ICIF < 1; indiferenca 1 > ICIF < 4.0; e Antagonismo: ICIF > 4.0 (Gomez-Lopez et al., 2003). Fonte: Proprio autor
(2024).

5.3 Curva de tempo morte

A curva de tempo de morte microbiana (time-kill curve) é um ensaio utilizado para
avaliar a atividade antimicrobiana de um agente em relagcdo a um microrganismo alvo ao longo
do tempo. Nesse ensaio, uma populacdo conhecida de fungos foi exposta a concentragdes
crescentes dos agentes antimicrobianos em estudo. Uma cepa padréo de C. albicans (ATCC
90028) que teve interacdo aditiva e um isolado clinico de escarro C. albicans (CAO08) resistente
ao FLZ (CIM = 64 ug/mL) com interagao sinérgica e menor indice (ICIF= 0.09) entre os demais
fungos (Tabela 4) foram selecionados para o teste.

A Figura 5 e 6 mostram os efeitos dos tratamentos com os agentes sozinhos e em
associacao sobre o crescimento de C. albicans ATCC 90028 e do isolado clinico CA08,
respectivamente, em diferentes intervalos de tempo (0, 4, 8, 12, 24, 36 e 48 horas) em relacdo

ao controle de crescimento sem tratamento (Controle).
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Conforme mostrado na Figura 5 A, 0s grupos que receberam concentragdes de 4X e 2X
AE apds 48 h de incubagdo apresentaram reducéo no nimero de células vidveis de C. albicans
ATCC 90028, com crescimento de 3,69 e 4,17 Logl0 UFC/mL, respectivamente, em
comparagdo ao controle, que apresentou 7,26 Log10 UFC/mL, indicando um potencial efeito
fungicida do composto. Em contraste, nas concentragdes CIM e CIM/2 AE, néo foi observada
reducgdo no numero de células em >3 Log10 UFC/mL, sugerindo atividade fungistatica (Figura
5A).

A Figura 5 B mostra que o tratamento com FLZ ndo resultou em reducdes significativas
no nimero de células C. albicans ATCC 90028 em >3 Logl10 UFC/mL, confirmando a agdo
fungistatica do FLZ. As combinacdes inibitorias fracionadas (CIFs) de AE + FLZ (Figura 5 C)
usadas mostraram reduzir significativamente as células fungicas no 4X CIF (sem crescimento)
e 2X AE + FLZ (3,69 Log10 UFC/mL) apds 48 h em comparacao ao controle que apresentou
7,26 Logl0 UFC/mL, sugerindo um efeito fungicida em C. albicans ATCC 90028. Nas
concentragOes de CIF e CIF/2 AE + FLZ, ndo houve redugdo significativa nas células em >3

Logl10 UFC/mL, indicando atividade fungistéatica.

Legend
8.0 = Control
X —4X MIC EA
= 2X MIC EA
MIC EA

st 3 —MIC/2 EA
E
S5 6.07
uw
o
(=]
-
o
o
2
8 404
< X
o
c
3
L
Q
=

2.0

1 1 T ] T I

8 12 24 36 48

Time (hours)

-
n



45

Legenda
800 — Controle
5 =4 CIM FLZ
E — 2{ CIM FLZ
(8] CIMFLZ
) — CIM12 FLZ
o
5 6,007
3
(B) =
8
=]
[+ ]
O 4,004
2
=g
4
8]
o
c
& 200
k=]
[ 1]
=
000 T T T T T T T
0 4 8 12 24 36 48
Tempo (horas)
Legenda
800 = Contrale
=5 ——4X CIF AE+FLZ
E —2{CIF AE+FLZ
E CIF AE + FLZ
o —CIF/2AE+FLZ
(=]
= 6,007
o
=
© 3
o
o
(]
0 4,001
2
P
=
&)
o
c
8 2007
T
L]
=
0,00 T T T T T T T
0 4 8 12 24 36 48

Tempo (horas)

Figura 5. Curva de morte de C. albicans ATCC 90028 sob ac¢éo do AE (A), FLZ (B) e em combinacédo

(CIF AE + FLZ) (C). Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas pela analise de
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Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Dunn com (p>0.05) considerado significativo. Descri¢do das

concentracdes dos grupos em anexo no Apéndice.

Testes de curva de tempo-morte com o isolado clinico C. albicans CA08 (Figura 6 A)
revelaram que tratamentos com 4X e 2X CIM de AE n&o resultaram em crescimento apos 48
h, com uma reducéo de 99,99% nas células, sugerindo um efeito fungicida. O grupo controle
ndo tratado apresentou crescimento de 8 Log10 UFC/mL. Os tratamentos AE CIM e CIM/2 nao
apresentaram redugdo no nimero de células fangicas viaveis em >3 Log10 UFC/mL, sugerindo
atividade fungistatica.

Apbs o periodo de incubacéo de 48 h, os tratamentos FLZ ndo foram capazes de reduzir
0 numero de células fungicas vidveis para >3 Logl0 UFC/mL, com atividade fungistatica
(Figura 6 B). Por outro lado, as cepas tratadas com 4X CIF AE + FLZ (Figura 6 C) néo
apresentaram crescimento apés 48 h; 2X CIF AE + FLZ apresentaram crescimento logaritmico
de 3,6 Log10 UFC/mL, em comparacgdo ao controle de 8 Log10 UFC/mL, o que sugere efeito
fungicida. Os tratamentos CIF e CIF/2 EA + FLZ nédo foram capazes de reduzir o nimero de
células vidveis com valores logaritmicos de 5,77 e 6,46 Log10 UFC/mL, respectivamente, em

relacdo ao controle de 8 log10 UFC/mL, o que sugere atividade fungistéatica.
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Figura 6. Curva de morte de C. albicans CA 08 sob acdo do AE (A), FLZ (B) e em combinacdo (CIF
AE + FLZ) (C), em diferentes concentracdes e Controle. Diferengas significativas entre os grupos foram
determinadas por anélise de Kruskal Wallis seguido de teste de Dunn, valores significantes (p < 0.05).

Descricdo das concentragfes dos grupos no Anexo 1.
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5.4 Inibicdo da formacdo de hifas e/ou pseudohifas

Para os testes de formacéo de hifas, quatro leveduras foram selecionadas, uma cepa
padrdo de referéncia: C. albicans ATCC 90028, sensivel ao FLZ e com interacdo aditiva, e trés
isolados clinicos: C. albicans CA 08 de escarro, C. albicans CA 010 e C. albicans CA 013
isolados de urina (Tabela 2) resistentes ao FLZ (Tabela 3) e com os ICIF menores entre os
outros fungos (Tabela 4).

A Figura 7 mostra a porcentagem formacéo de hifas de Candida sobre acdo do AE,
FLZ e em combinacdo (CIF AE+FLZ), em concentracGes subinibitorias. Calculado a
porcentagem de formacao de hifas por 100 células comparada com controle de crescimento sem
tratamento (CONTROLE), (*) significante p < 0.05.

A Figura 7 (A, B, C e D) mostra que todos os grupos de tratamento apresentaram
significancia em relacdo ao controle de crescimento sem tratamento, exceto no grupo
tratamento (CIM AE/4) como mostrado na Figura 7 (C), onde o grupo ndo apresentou

significancia em relagdo ao controle sem tratamento.
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Figura 7. Formacéo de hifas de Candida sobre acdo do AE, FLZ e em combinacdo com FLZ, em
concentragdes subinibitorias. Os resultados dos testes foram apresentados com média e desvio padréo,
diferencas significativas entre os grupos foram determinadas por anélise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida por teste de comparacdo multipla de Tukey onde o valor de (*p < 0.05) significante.

Descrigdo das concentragdes dos grupos em anexo no Apéndice. Fonte: Proprio autor (2024).
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5.5 Efeito do AE na atividade antibiofilme

Para os testes de biofilme as quatro leveduras selecionadas no teste anterior foram
utilizadas. A Figura 8 mostra a porcentagem de viabilidade celular dos biofilmes jovem e
maduro das diferentes linhagens sob acdo dos grupos de tratamentos em comparacdo ao
controle de crescimento ndo tratado (controle) apds 24 e 48 horas a 37 ° C.

A Figura 8 A e B mostra que 0s grupos tratados com concentracdes subinibitérias de
AE sozinho reduziram a formacéo de biofilmes jovens de C. albicans ATCC 90028 e CA013.
Os grupos CA013 FLZ/2 e FLZ/4 apresentaram reducdes significativas (p < 0,05) (Figura 8 B).

As concentrac¢des subinibitorias da combinacdo CIF AE + FLZ provaram ser eficazes
no tratamento de biofilmes jovens de C. albicans ATCC 90028, CA 08 e CA 013 (Figura 8 A,
B, D) e ineficazes no tratamento de biofilmes de CA 010 (Figura 8 C) em compara¢do com 0

controle ndo tratado.
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Figura 8. Viabilidade celular de biofilmes jovens de C. albicans. Isolados clinicos: (A) CA 90028, (B)
CA 013, (C) CA 010, (D) CAO08. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado. Os resultados
sdo apresentados como média e desvio padrdo, diferencas significativas entre os grupos foram
determinadas por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida por comparagdo maltipla de Tukey

onde o valor de p < 0,05 (*) foi significativo.



50

Nos testes de interferéncia no biofilme maduro, foram testadas quatro linhagens de
leveduras utilizadas no biofilme jovem. A Figura 9 mostra a porcentagem de viabilidade celular
dos biofilmes maduros das diferentes linhagens sob a acéo do tratamento em comparacdo com
0 controle de crescimento ndo tratado (controle).

Apenas o grupo de tratamento 8X AE CIM apresentou atividade significativa (p < 0.05)
contra os biofilmes maduros de C. albicans ATCC 90028, CA08 e CA013, conforme mostrado
na Figura 9 A, B, D. Nenhum dos tratamentos utilizados foi capaz de inibir ou erradicar o

biofilme CA 010, conforme mostrado na Figura 9 C.
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Figura 9. Viabilidade celular de biofilmes maduros de C. albicans. Isolados clinicos: (A) CA 90028,
(B) CA013,(C) CA 010, (D) CAO08. Foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As diferencas
significativas entre os grupos foram determinadas pela anélise de variancia de Kruskal-Wallis seguida

pelo teste de Dunn, onde o valor de p < 0.05 (*) foi significativo.
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5.6 Atividade hemolitica

Este ensaio teve como objetivo avaliar se 0 AE poderia induzir hemolise e examinar
seus potenciais efeitos toxicos. A porcentagem de atividade hemolitica foi obtida comparando
os dados dos grupos tratados com AE em diferentes concentracdes, bem como seu veiculo (78—
2500 pg/mL NaOH), em comparacdo com a solucgéo de Triton X-100 0,1% (controle positivo,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Diferentes concentracdes de AE e veiculo ndo
apresentaram atividade hemolitica em comparagdo com o controle positivo (0,1% Triton X-
100), mesmo na maior concentracdo de AE (8000 pg/mL), observamos uma porcentagem de

hemolise de apenas 24,53%.
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Figura 10. Atividade hemolitica das concentragdes de AE. Os resultados dos testes foram apresentados
com média e desvio padrdo, diferencas significativas entre os grupos foram determinadas por analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida por teste de comparacdo multipla de Tukey onde o valor de
(*p < 0.05) significante. Fonte: Préprio autor (2024).

5.7 Ensaio de Citotoxicidade

A atividade citotoxica do AE, FLZ, AE+FLZ e veiculo (NaOH 1 M + PBS) foram
avaliadas contra linhagem celular de carcinoma do colo do Gtero humano (ATCC® CCL-2™),
atraveés do corante MTT, j& que compostos citotoxicos capazes de danificar ou provocar morte

celular diminuem a reducdo do MTT em formazan, reduzindo a quantidade de células viaveis
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(Ulukaya et al., 2008). N&o foram evidenciados efeitos citotoxicos nas associagdes testadas em
nenhum periodo de incubagdo dos ensaios (24, 48 e 72h) (Figura 11).

A Figura 11 A mostra que em todos os tratamentos, mesmo nas maiores concentracoes
testadas, ndo foram observados efeitos citotoxicos significativos nas células HeLa (ATCC ®
CCL-2™) apos 24 h de incubacdo, indicando alta viabilidade celular.

Apo6s 48 h (Figura 11 B), reducdes significativas na viabilidade celular foram
observadas apenas em concentracdes de EA de 500-4000 pg/mL e no veiculo, sem evidéncia
de efeitos nos ensaios FLZ (Figura 11 B). A Figura 11 C mostra efeitos citotoxicos ap6s 72 h
de tratamento com AE em concentrag¢des de 500 a 4000 ug/mL. No entanto, concentragdes de

AE abaixo de 500 pg/mL ndo reduziram significativamente a viabilidade celular ap6s 72 h.
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Figura 11. Ensaio de citotoxicidade dos compostos AE, FLZ, AE+FLZ e veiculo. Os resultados dos

testes foram apresentados com meédia e desvio padrdo, diferencas significativas entre os grupos foram

determinadas por analise Kruskal Wallis seguido do teste de compara¢des multiplas de Dunn onde o

valor de (*p < 0.05) significante.
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo, a avaliacdo da atividade antifungica in vitro do AE e de suas
combinagbes com o FLZ confirmou seu potencial anti-Candida, colaborando com resultados
da literatura, nosso objetivo era obter mais conhecimento sobre a acéo antifingica do AE com
percentual de pureza elevado. Onde, suas propriedades e efeitos foram satisfatorios, contra
espeécies de Candida.

Apesar de alguns estudos ja sugerirem a atividade antifungica do AE (Sampaio et al.,
2021; Zacchino et al., 2010). Nesta pesquisa 0 AE conseguiu ter atividade contra todas as
leveduras testadas, incluindo linhagens ATCC e isolados clinicos categorizados como:
sensiveis, sensibilidade dose dependente e resistentes ao FLZ, com resultados de CIM AE entre
250 — 2000 pg/mL. Neste estudo foi demonstrado a atividade antifingica do AE contra um
painel de 23 isolados de C. albicans e 2 C. parapsilosis. Além disso, investigou-se aqui a
possibilidade de o AE ter acdo sobre isolados clinicos de Candida provenientes de diversos
sitios de origem.

Zacchino et al., (2010) avaliaram a atividade antifungica do AE de Lafoensia pacari
contra leveduras do género Candida por meio de microdiluicdo em caldo e obtiveram valores
de CIM entre 125 - > 1000 pg/mL. J4, Li et al., (2015) obtiveram valores menores de CIM,
entre 25 - 75 pg/mL, contra Candida spp. Em um estudo, com plantas que possuem AE na
composicdo, foram investigadas suas atividades antifungicas e antiviruléncia contra C. auris e
C. albicans onde foi observado atividade antifingica (Possamai Rossatto et al., 2021).

Quanto aos diferentes valores de CIM observados em nosso estudo, acredita-se que isso
possa estar relacionado a plasticidade do genoma de Candida spp., como varia¢cdes genéticas
entre as espécies e na expressao de genes, que podem variar tanto entre as diferentes espécies
como entre cepas de uma mesma espécie. Além disso, a presenca de diferentes fatores de
viruléncia e mecanismos de resisténcia, a adaptacdo as condi¢cbes ambientais e a resposta a
multiplos estresses também podem influenciar na sensibilidade das diferentes espécies e cepas
de Candida a uma determinada substancia (Mba; Nweze, 2020; Moran; Coleman; Sullivan,
2011). Estas diferengas também podem estar relacionadas com diferentes condicbes de
crescimento, pureza dos compostos e origem das estirpes (Possamai Rossatto et al., 2021).

Nossos resultados demonstraram que o AE e suas combinagdes com o FLZ, antiflngico
de escolha para tratamento da candidiase, tiveram interacdes sinérgicas, aditivas, contudo, a sua

associagéo teve atividade contra a maioria das cepas utilizadas, reduzindo o crescimento de
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Candida. Portanto, confirmamos a hipdtese de que este composto potencializa os efeitos
antifungicos do FLZ.

A busca por associacdes com antifingicos se da em razdo do aumento de isolados de
Candida spp. resistentes aos antifingicos convencionais, como o FLZ, associado ao baixo
arsenal de farmacos disponiveis, torna necessaria a busca por novos antimicrobianos, bem como
de substancias com acao sinérgica que possam melhorar a atividade dos antiflngicos (Li et al.,
2017, Lu et al., 2021, Tortorano et al., 2021).

As interacdes in vitro entre 0 AE associado ao azdis, como FLZ contra o género Candida
ainda séo escassos. Desta forma, buscou-se verificar a agdo combinada, 0 AE + FLZ interagiram
sinergicamente contra 46,15% das linhagens e de maneira aditiva contra 23,07%. Mesmo em
associacdes ndo sinérgicas houve reducdo da CIM de ambos os compostos, 0 que mostra que 0
AE, quando combinado a um antifingico, pode reduzir a concentragdo necessaria do
antimicrobiano para inibir in vitro o crescimento de cepas resistentes, amplificando a atividade
antifungica do farmaco. Esses resultados sdo relevantes do ponto de vista clinico. Em um
estudo, Possamai Rossato et al., (2021) também verificaram interacdes entre AE e antifungicos,
entretanto, diferentemente deste trabalho, evidenciaram somente interacGes indiferentes.

No geral, as evidéncias aqui reunidas sugerem que o AE pode ser Gtil como adjuvante
da terapia com FLZ, dado que seriam utilizadas doses reduzidas deste antifingico comercial
em conjunto com o AE para tratar infeccOes causadas por Candida, que teria um grande
potencial de sucesso, pois as concentracdes dos mesmos seriam mais baixas, reduzindo efeitos
toxicos e a resisténcia, porém € uma hipdtese que ainda precisa ser investigada.

A andlise de concentragdes subinibitérias de AE e/ou combinacfes, na formacdo de
hifas de Candida reforcou a sua eficacia no combate de fatores de viruléncia do fungo. Aqui,
nesse estudo, o AE isolado ou em combinacdo com FLZ, inibiu a transicdo levedura-hifa das
linhagens testadas. Isto é importante visto este processo constituir um dos principais fatores de
viruléncia, sendo a forma invasiva e patogénica mais expressiva do género. Diferentemente,
Sampaio et al., (2019) néo verificaram AE inibindo o processo de transicédo levedura-hifa em
C. albicans SC 5314 ap0s exposi¢do in vitro ao composto por 4 horas.

A formacdo de biofilme também foi realizada na pesquisa, j& que é um importante
processo para a falta de acdo dos antifingicos azolicos. Sendo um mecanismo de resisténcia
comum também as demais classes de antifungicos, o biofilme representa um importante desafio
para o tratamento de infecgBes cronicas. Portanto, é necessaria a busca por novos alvos
terapéuticos e estratégias de combinacdo de drogas na busca de mais de um tratamento efetivo
(Koo et al., 2017).
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Quanto a atividade frente ao biofilme de Candida spp., 0 AE apresentou atividade
antibiofilme somente quando combinado com FLZ, contra o biofilme em formacao das cepas
testadas (C. albicans ATCC 90028, CA 08 e CA 013). Ja no biofilme maduro, foi a maior
concentracdo de AE que foi capaz de interferir na formacéo (C. albicans ATCC 90028, CA 08,
CA 010 e CA 013) e a maior concentracdo do AE em combinacéo (C. albicans ATCC 90028)
interferindo de maneira significativa na viabilidade celular dos biofilmes.

A pesquisa comprovou que o AE possui atividade antibiofilme contra Candida, porém
a acdo combinada com o FLZ que ainda é pouco estudada, é relevante principalmente no
tratamento de células ndo planctonicas devido a dificuldade do tratamento.

O AE ndo apresentou atividade hemolitica nas concentracfes testadas para os eritrocitos
de carneiro e pesquisas que relatam a atividade hemolitica do AE isolado ainda sdo reduzidas.
Contudo, em um estudo de Possamai Rossatto et al., (2021) também realizaram o ensaio de
hemolise para diferentes concentracbes de AE, ndo apresentando atividade hemolitica,
resultados que corroboram com o demonstrado no estudo.

A avaliacdo da citotoxicidade do AE, FLZ, AE+FLZ e controles foi utilizando HelLa
(adenocarcinoma epitelial do colo do utero humano, ATCC® CCL-2™), que apesar de alguns
dos tratamentos apresentarem citotoxicidade durante os tempos de 48 — 72 horas, sua maioria
foi considerada com baixa citotoxicidade para esse tipo celular entre 24 — 72 horas.

Contudo, em um ensaio com Hela, a inibi¢do do crescimento mediada por AE ocorreu
de maneira dependente da dose, os resultados mostraram que o AE inibiu o crescimento de
células HeLa (Wang et al., 2023). O AE extraido da casca da romd, também inibiu a
proliferacdo tumoral regulando a expressdo do IGBPF7 de maneira dose-dependente (Guo;
Zhang; Fu, 2016). Assim como em Pani et al., (2020) onde o efeito citotoxico do AE (25
umol/L) foi examinado em células de cancer cervical HeLa por 96 h, o resultado mostrou que
0 composto induziu citotoxicidade em células HeLa com valor de 1C50 do AE de 15,84 uM
(Pani et al., 2020).

Tais resultados sdo promissores, pois sugerem que o AE e em combinagdo com FLZ
pode ajudar a reduzir a dose necessaria destes para matar ou inibir o crescimento flngico,
reduzindo possiveis efeitos citotdxicos relacionados a dose. Porém sdo necessarias mais
pesquisas para entender o mecanismo de acdo do AE e AE + FLZ. No entanto, dificuldades
para aplicacbes terapéuticas in vivo devido a sua fraca solubilidade em &gua e,
consequentemente, baixa biodisponibilidade. Assim, serdo necessarios no futuro mais trabalhos

para melhorar a sua solubilidade em &gua e biodisponibilidade (Wang et al., 2023).
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Notamos que a citotoxicidade dependente da dose foi observada ao longo do tempo em
tratamentos apenas com AE, indicando que o efeito tdxico deste agente nas células se intensifica
a medida que a dose aumenta e o0 tempo avanca. No entanto, também enfatizamos que a maioria
dos valores de CIM obtidos para 0 AE tem baixa ou nenhuma citotoxicidade em HelLa, o que
significa que, em doses reduzidas, o agente pode ser usado de uma forma que ndo seja
prejudicial ou mesmo inofensiva as células.

Algumas limitaces podem ser destacadas neste estudo, como a necessidade de estudos
em animais para avaliar melhor a eficacia e a seguranca do AE. No entanto, considerando todos

0s resultados, o AE parece ser um possivel candidato para futuras formulag6es terapéuticas.
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7 CONCLUSAO

Diante dos achados in vitro deste estudo, pode-se concluir que o AE apresenta atividade
antifangica contra Candida spp. e pode potencializar a acdo do FLZ de forma sinérgica ou
aditiva, inibindo o crescimento de C. albicans em concentracdes bem inferiores em relacdo a
CIM. As andlises da curva de tempo-morte na presenca do AE e combinado comprovou a acao
fungicida, principalmente nas maiores concentracdes do AE e suas combinacdes.

O AE também possui propriedade antiviruléncia, uma vez que interfere
significativamente no processo de transigéo levedura-hifa, bem como na formacéo de biofilmes
e na erradicacdo dos mesmos. Aparentemente, apresenta um nivel de seguranca relativo, uma
vez que somente as concentracdes mais elevadas foram citotoxicas. Contudo, ndo foi
evidenciada efeito citotdxico nas combinag6es com fluconazol e tdo pouco atividade hemolitica

em eritrocitos de carneiro.
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APENDICE

Tratamentos utilizados durante a pesquisa com seus respectivos grupos e concentragdes correspondentes (pug/mL).

Tratamentos (ug/mL)

C. albicans ATCC 90028

C. albicans CA 08

C. albicans CA 010

C. albicans CA 013

8X CIM AE
4X CIM AE
2X CIM AE
CIM AE
CIM AE/2
CIM AE/4
8X CIM FLZ
4X CIM FLZ
2X CIM FLZ
CIM FLZ
CIM FLZ/2
CIM FLZ/4

8X CIF AE+FLZ
4X CIF AE+FLZ
2X CIF AE+FLZ

CIF AE+FLZ

CIM AE+FLZ/2
CIM AE+FLZ/4

4000
2000
1000
500
125
62,5
16

8
4
2
1

0,5
1000+8
500+4
250+2
125+1
62,5+0,5
31,25+0,25

8000
4000
2000
1000
500
250
512
256
128
64
32
16
500+16
250+8
125+4
62,5+2
31,25+1
15,62+0,5

8000
4000
2000
1000
500
250
512
256
128
64
32
16
1000+16
500+8
250+4
125+2
62,5+1
31,25+0,5

8000
4000
2000
1000
500
250
512
256
128
64
32
16
1000+16
500+8
250+4
125+2
62,5+1
31,25+0.5
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