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RESUMO

As patologias fangicas causadas pelo género Candida tem aumentado sua incidéncia nos
ultimos anos devido ao acometimento de pessoas imunossuprimidas e ao avanco dos
mecanismos de resisténcia. O avango da nanotecnologia em busca de novas estratégias para
melhora da distribuicdo, estabilidade dos farmacos, bem como a especificidade pelo alvo,
devido a compatibilidade com a membrana, objetivando reduzir a toxicidade celular e
aumentar a qualidade dos compostos testados. Os lipossomas sdo nanovesiculas com
bicamadas lipidicas que armazenam compostos em seu interior ou adsorvidos na superficie.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar potencial antifungico dos sesquiterpenos o-
bisabolol, nerolidol, farnesol e trans-cariofileno isolados e na forma lipossomal, além da
associacdo com o fluconazol. Os lipossomas foram preparados a partir de colesterol,
fosfatidilserina e fosfatidilcolina e caracterizados fisicamente de acordo com o tamanho
vesicular, indice de polidispersdo, potencial Zeta Médio e microscopia eletrbnica de
varredura. Os ensaios antifingicos foram realizados frente a cepas padrGes de Candida
albicans (CA), Candida tropicalis (CT), e Candida krusei (CK), por microdiluicdo para
identificacdo da CI50 e obtencdo curva de viabilidade celular. A Concentragdo Fungicida
Minima foi realizada por subcultivo em meio so6lido. A concentracdo subinibitéria dos
compostos foi associada ao fluconazol para verificar o efeito inibidor flngico e
potencializador. Testes para avaliar a interferéncia na transicdo morfolégica foram realizados
em cémaras de microcultivos nas concentracbes 1024 e 2048 ug/mL. Os lipossomas
apresentaram-se polidispersos, com vesiculas de diametros de 185,46 nm para o controle e
variaram de 132,3 a 418,9 nm para 0s compostos conjugados com sesquiterpenos. Verificou-
se formatos esféricos das vesiculas. Os valores correspondentes a CI50 das substancias
variaram de 2,5 a 47.566,67 pg/mL, o menor valor foi entre as associagdes: a-bisabolol,
nerolidol e farnesol lipossomal conjugados ao fluconazol frente a CA e CT, reduzindo sua
concentracdo e inibindo totalmente o crescimento fungico, revelando uma potencializagdo do
farmaco. Em relagdo a inibicdo da viruléncia fangica, o pleomorfismo, o farnesol, trans-
cariofileno e a-bisabolol isolado e lipossomal inibiram 100% da viruléncia fangica em CA,
em relagdo a CT o farnesol isolado inibiu totalmente a formacéo de estruturas filamentosas na
maior concentracdo avaliada e em CK a inibi¢&o néo foi significativa. O a-bisabolol e o trans-
cariofileno isolado ndo apresentaram um efeito inibitorio significativo frente a CT, no entanto
frente a cepa CK na maior concentragdo inibiu 100% no crescimento filamentoso em ambas

as concentracdes. O nerolidol livre e lipossomal ndo apresentaram potencial de inibigédo



filamentosa em nenhuma das concentragdes nas cepas testadas. Este € o primeiro registro da
atividade antifingica desses sesquiterpenos em sistema lipossomal com sua atuacdo isolada e
em associacdo ao antifungico fluconazol. Diante disso, nossos resultados demonstraram o
efeito promissor a partir da potencializacdo do fluconazol pelos sesquiterpenos, frente as
espécies CA e CT, efeito antidimorfico, com destaque para o farnesol, a-bisabolol e trans-
cariofileno. Além disso, os resultados obtidos mostram um espectro de atividades antifungicas

e fornecem evidéncias cientificas para o uso desses sesquiterpenos como antifingicos.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Candida. Fluconazol. Anti- pleomorfismo. Lipossomas.



ABSTRACT

Fungal pathologies caused by the genus Candida have increased their incidence in recent
years due to the involvement of immunosuppressed people and the advance of resistance
mechanisms. The advancement of nanotechnology in search of new strategies to improve
distribution, drug stability, as well as target specificity, due to compatibility with the
membrane, aiming to reduce cell toxicity and increase the quality of the tested compounds.
Liposomes are nanovesicles with lipid bilayers that store compounds inside or adsorbed on
the surface. Therefore, the aim of this work was to evaluate the antifungal potential of the
sesquiterpenes a-bisabolol, nerolidol, farnesol and trans-karyophylene isolated and in
liposomal form, in addition to the association with fluconazole. The liposomes were prepared
from cholesterol, phosphatidylserine and phosphatidylcholine and were physically
characterized according to the vesicular size, polydispersity index, Zeta Medium potential and
scanning electron microscopy. Antifungal tests were performed against standard strains of
Candida albicans (CA), Candida tropicalis (CT), and Candida krusei (CK), by microdilution
to identify the IC50 and obtain a cell viability curve. The Minimal Fungicide Concentration
was performed by subculture in solid medium. The subinhibitory concentration of the
compounds was associated with fluconazole to verify the fungal inhibitory and potentiating
effect. Tests to assess the interference in the morphological transition were carried out in
microculture chambers at concentrations 1024 and 2048 pg / mL. The liposomes were
polydispersed, with vesicles with diameters of 185.46 nm for the control and varied from
132.3 to 418.9 nm for compounds conjugated with sesquiterpenes. Spherical shapes of the
vesicles were found. The 1C50 values of the substances ranged from 2.5 to 47,566.67 g /
mL, the lowest value was between the associations: a-bisabolol, nerolidol and liposomal
farnesol conjugated to fluconazole against CA and CT, reducing its concentration and
inhibiting fully fungal growth, revealing a potentiation of the drug. Regarding the inhibition
of fungal virulence, pleomorphism, farnesol, trans-karyophylene and isolated a-bisabolol and
liposomal inhibited 100% of fungal virulence in CA, in relation to CT, isolated farnesol
totally inhibited the formation of filamentous structures in the highest concentration evaluated
and in CK the inhibition was not significant. The o-bisabolol and the trans-karyophylene
alone did not have a significant inhibitory effect against CT, however, against the CK strain in
the highest concentration, it inhibited 100% in the filamentous growth in both concentrations.
Free and liposomal nerolidol showed no potential for filamentary inhibition at any of the

concentrations in the strains tested. This is the first record of the antifungal activity of these



sesquiterpenes in the liposomal system with their isolated action and in association with the
antifungal fluconazole. Therefore, our results demonstrated the promising effect from the
potentiation of fluconazole by sesquiterpenes, against the species CA and CT, antidimorphic
effect, with emphasis on farnesol, a-bisabolol and transcariophyllene. In addition, the results
obtained show a spectrum of antifungal activities and provide scientific evidence for the use
of these sesquiterpenes as antifungals.

Keywords: Nanotechnology. Candida. Fluconazole. Anti-pleomorphism. Liposomes.
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INTRODUCAO

As afeccbes fangicas oriundas de espécies do género Candida estdo surgindo como
um consideravel problema no campo da salde, atingindo altas taxas de mortalidade e custos
médicos, tornando-se onerosos para governos e pacientes hospitalizados (NAMI et al., 2019;
MEDICI; POETA, 2015). Essas taxas de mortalidade podem estar relacionadas a ocorréncia
crescente de infecgdes sistémicas invasivas e casos de septicemia, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (NAMI et al., 2019; SAKAGAMI et al., 2019).

Atualmente, as doencas sistémicas por Candida (candidoses) sdo a quarta principal
causa de infecgdes nosocomiais da corrente sanguinea (SAKAGAMI et al., 2019; MARAK;
DHANASHREE, 2018). De todas as infec¢fes invasivas, 90% séo causados por espécies
oportunistas de Candida (NAMI et al., 2019; SPAMINATO; LEONARDI, 2013). Algumas
espécies sao comensais em hospedeiros saudaveis, podendo tornar-se oportunistas onde estéo
incluidas as espécies: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida krusei (SPAMINATO; LEONARDI, 2013).

Nesse contexto, os farmacos antimicrobianos, empregados por um longo periodo, sdo
usados para reduzir ou matar microrganismos. No entanto, a resisténcia microbiana a algumas
dessas drogas se desenvolveu em larga escala ao longo do tempo, reduzindo bastante sua

eficiéncia e se tornou um problema que se agrava a cada dia (HAJIPOUR et al., 2012).

Compostos oriundos dos vegetais, especialmente 6leos essenciais e seus constituintes,
possuem alguns efeitos bioldgicos benéficos aos seres humanos, tais como atividades anti-
microbiana, anti-inflamatoria, anti-tumoral e analgésica. Os sesquiterpenos sdo substancias
aromaticas volateis encontradas em muitas plantas. Podendo existir em frutas, sementes,
flores e folhas. Eles sdo considerados como agentes antimicrobianos naturais mais populares e
em pouco tempo ganhou popularidade e interesse cientifico, devido as suas propriedades (HE
etal., 2019).

Diante disso, uma das escolhas mais promissoras para superar a resisténcia microbiana
¢ 0 uso da nanotecnologia (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013). Algumas substancias
antimicrobianas podem ser encapsuladas em nanoformulac6es, dessa forma podem reduzir o
desenvolvimento de resisténcia microbiana (FRIEDMAN et al., 2013). Além disso, a
incorporagdo de varios compostos na mesma nanoestrutura pode corroborar em uma

potencializagdo, maior eficicia antimicrobiana e possivelmente superar 0s mecanismos
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existentes de resisténcia a medicamentos em microbios em relacdo ao uso de cada
medicamento isoladamente (ZHANG et al.,2010; BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011,
HUH; KWON, 2011).

As nanovesiculas, como por exemplo, os lipossomas, sdo pequenos o suficiente para
serem fagocitadas por células hospedeiras que contém micrébios intracelulares. Uma vez
dentro da célula hospedeira, essas nanoparticulas podem liberar drogas que irdo combater
esses microbios intracelulares (BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; HUANG; CHEN,
2011; HUH; KWON, 2011; SHAH et al., 2020; HAS; SUNTHAR, 2020).

Lipossomas sdo vesiculas esféricas, formadas por um ndcleo aquoso interno
circundado por uma ou mais bicamada lipidica concéntrica, composta por moléculas de
lipideo anfifilico, como fosfolipidios. Possuem a vantagem de poder ser utilizado por via oral,
sdo biodegradaveis, biocompativeis e ndo tdxico. Os lipossomas também sdo reconhecidos
como versateis, podendo armazenar uma variedade de compostos de carater hidrofilicos,
lipofilicos e anfifilicos (ALMEIDA, 2009; ROG et al., 2009; BOUAOUD et al., 2016;
CROMMELIN; VAN HOOGEVEST; STORM, 2020).

Somando-se a esse fato, as nanoparticulas podem dispensar altas concentracGes de
compostos antimicrobianas dentro das celulas hospedeiras infectadas, mantendo baixa a dose
total do medicamento administrado (HUANG; CHEN, 2011).

Diante desses fatos, as combinacGes de farmacos ativos contra C. albicans podem se
provar mais Uteis como agentes terapéuticos do que compostos utilizados isoladamente.
Portanto, algumas substancias naturais sao investigadas quanto ao sinergismo juntamente com
azois, polienos ou equinocandinas hoje usadas no tratamento da infeccdo por Candida.
(HECTOR; BRAUN, 1986; KATRAGKOU et al., 2015).

Advindos desse trabalho, foram publicados trés artigos em periddicos internacionais.
O primeiro Antifungal Properties of Nerolidol-Containing Liposomes in Association with
Fluconazole, Periodico Membranes, MPDI. O segundo artigo publicado: Antifungal activity of
farnesol incorporated in liposomes and associated with fluconazole, periédico Chemistry and
Physics of Lipids ELSEVIER, Qualis CAPES B1 em Farmacia. E o terceiro Antifungal Effect
of Liposomal Bisabolol and when associated with Fluconazole, periédico Cosmetics MPDI.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Preparar, caracterizar formulacfes contendo sesquiterpenos em lipossomas e avaliar a
atividade antifungica frente a Candida ssp. dos nanoformulados sozinhos e em associacdo

com o fluconazol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar a caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas produzidos, buscando

avaliar a estabilidade das formulacgoes;

" Determinar a Clsp dos sesquiterpenos livres, na forma conjugada e do
Fluconazol,
. Identificar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), dos compostos livres, na

forma lipossomal e do fluconazol;

" Verificar se 0os compostos, em concentracdo sub-inibitéria (Concentracdo
Matriz- CM (CM/16)) exercem efeito potencializador sobre a agdo do antifingico
(fluconazol) quando associados;

. Averiguar a acdo dos sesquiterpenos (livres e lipossomais) e do fluconazol
sobre o dimorfismo celular de leveduras de Candida e consequentemente seu efeito sobre um

dos mecanismos de viruléncia do género;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma area de estudo multidisciplinar em desenvolvimento que tem
como alvo a produgdo de estruturas em nanoescala com propriedades fisicas e quimicas
passiveis de aplicagdes clinicas (ANDRONESCU; GRUMEZESCU, 2017).

A palavra "nano™ vem do grego para "ando". Um nandmetro é um bilionésimo de
metro (10°m), que equivale a cerca de 60.000 vezes menor que o diametro de um fio de
cabelo humano ou do tamanho de um virus. Uma folha de papel tipica tem cerca de 100.000
nm de espessura, um eritrocito tem aproximadamente 2.000 a 5.000 nm de tamanho, e 0
diametro do DNA esta na faixa de 2,5 nm. Portanto, a nanotecnologia lida com matérias que
variam de metade do diametro do DNA até 1/20 do tamanho de um globulo vermelho
(SEKHON, 2010).

A terminologia Nanotecnologia foi usada pela primeira vez em 1974, por Norio
Taniguchi, para se referir & capacidade de projetar materiais precisamente na escala nano. Este
¢, de fato, o seu significado atual, “Materiais de Engenharia” ¢ geralmente usado para
compreender projeto, caracterizacdo, producédo e aplicacdo de materiais, e 0 escopo foi hoje
em dia ampliado para incluir dispositivos e sistemas, em vez de apenas materiais.
Nanotecnologia é assim definida como projeto e fabricacdo de materiais, dispositivos e
sistemas com controle em dimensfes nanométricas (RAMSDEN, 2005).

As aplicacbes da nanotecnologia cobrem grande parte dos dominios de aplicacdes
industriais, melhorando o desempenho de produtos industrializados, podendo inserir novas
propriedades na fabricacdo produtos (JUNG et al., 2005; JOGENSEN et al., 2009; WISSING,;
MULLER, 2003).

A nanociéncia vem sendo estudada devido a possibilidade da entrega especifica de
farmacos para o local de acdo, com atividade direcionada reduzindo a possibilidade de efeitos
colaterais, sendo possivel a promocdo de nanoformulagbes utilizadas como sistemas de
liberacdo com controle, além de promover o aumento da penetracdo intracelular a partir de
nanomateriais (AGRAWAL et al., 2013).

O uso na medicina ocorre como terapéuticas nanomedicinais, incluindo sistemas de
administracdo de medicamentos (OLIVIER, 2005), adjuvantes a radioterapia (GALPER et al.,
2012; LIU et al., 2010) e como dispositivos médicos, incluindo agentes de contraste podendo
serem utilizados em diagndstico por imaginologia (CORMODE et al., 2014; NEUWELT et
al., 2004; PERLMAN et al., 2015).
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3.1.1 Lipossomas

Os lipossomas foram os pioneiros na geracdo de nanocarreadores de medicamentos
(BUDAI; SZOGY]I, 2001), separadas por compartimentos de &agua. Foram descobertos por
Bangham em 1965 (BANGHAM et al., 1965; CHANG; YEH, 2012), sendo constituidos por
lipidios naturais ou sintéticos com natureza anfifilica e um grupo de cabecas polares
covalentemente ligado a um ou dois caudas de hidrocarbonetos hidrofébicos (FREZARD,
1999).

Ap0s a descoberta destes, trés décadas depois o primeiro medicamento lipossdémico
Ambisome® entrou no mercado (DAVIDSON et al., 1994; HANN; PRENTICE, 2001). A
partir disso, a relacdo de farmacos lipossomais segue em crescimento (ALLEN; CULLIS,
2013).0s lipidios que os compdem sdo, normalmente, biocompativeis e biodegradaveis e se
assemelham aos encontrado em membranas bioldgicas (MASSERINI, 2013; LAMICHHANE
et al., 2018). Além disso, podem diferir em tamanho, nimero de lamelas, composicdo de
superficie, lipidios utilizados, volume e composicdo do meio aquoso interno (FREZARD et
al., 2005).

Os nanoestruturados sdo altamente versateis, permitindo a encapsulacdo de drogas
hidrofilicas no meio aquoso, substancias hidrofébicas na bicamada lipidica. Na superficie dos
lipossomas algumas modificacdes podem ser realizadas de acordo com a interacdo, agentes
bioldgicos e destino que se desejam alcancar (KYLE; SAHA, 2014; LI et al., 2017), além
desses compostos, também pode-se encapsular gases que permitam sua administracdo
intravenosa (FIX et al., 2015; PENG et al., 2013).

Uma vez que o medicamento esteja dentro do lipossoma, se torna protegido contra
acOes fisiolégicas como degradacdo enzimatica, imunoldgica e inativacdo quimica, répida
depuracdo plasmatica, resultando em aumento e prolongamento de sua ac¢do. Outro beneficio
comum de encapsulacdo de lipossomas é a diminuicdo da exposicdo dos tecidos a
medicamentos, reduzindo os efeitos colaterais do tratamento (BOZZUTO; MOLINARI,
2015), além de protecdo contra possiveis instabilidades como variacdo de pH, os lipossomas
tém a vatagem de diminuirem a dose terapéutica e o nimero de administragdes, visto que a
liberacdo é progressiva e controlada sendo favoravel a clinica (PIMENTEL et al., 2007).

Quando voltados para a administracdo de medicamentos, o tamanho desejavel dos
lipossomas deve variar entre 50 e 200 nm (HARASHIMA et al., 1994; WOODLE, 1995).

Diante disso, os processos de reducdo do tamanho e da lamelaridade dos lipossomas séo
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frequentemente realizados submetendo-os a homogeneizagdo, sonicacdo, ciclos de extruséo
ou congelamento / descongelamento (BRANDL et al., 1990; FURUKAWA, 2010; HOPE et
al., 1985, 1986; JOHNSON et al., 1971).

3.1.2 Tipos de Lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados a partir das variaces de tamanho e nimero de
lamelas: vesiculas unilamelares pequenas (SUV) com tamanho até 100 nm e uma bicamada;
vesiculas unilamelares grandes (LUV) com um tamanho superior a 100 nm e uma bicamada; e
vesiculas multilamelares (MLV) que podem chegar a varios nm e sdo, compostas por muitas
bicamadas concéntricas (MASSERINI, 2013; FERNANDES et al., 2018).

Os lipossomas podem ser classificados ainda pela metodologia utilizada para
formulagdo: por exemplo, evaporagdo de fase reversa; vesicula de imprensa francesa e
vesiculas de injecdo de éter (VEMURI; RHODES, 1995). Com o0 passar dos anos essas
vesiculas puderam ser otimizadas, passando por modificacdes estruturais para atuacdo em
sitios especificos e por acdo direta visando permitir uma atividade terapéutica mais eficiente
(BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007). Dessa forma, os lipossomas geralmente
sdo conhecidos como convencional, de longa circulacdo, catidnicos e direcionados sensiveis
ao pH (Figura 1) (DARAEE et al., 2016).

Os lipossomas do tipo convencionais sdo os mais simples (Figura 1A/B), comumente
formados por fosfolipidos sintéticos e colesterol. Apesar de dispor de uma composicao
simplificada, eles podem superar duas grandes dificuldades na terapéutica, como a
biodistribuicdo e o direcionamento para receptores especificos, sendo bastante eficazes
(IMMORDINO et al., 2006).

Figura 1 — Representacgéo dos tipos de lipossomas

CONVENCIONAL

FURTIVO
(LONGA-CIRCULAGCAQ)
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(A) farmaco hidrofilico no interior do lipossoma e (B) farmaco lipofilico adsorvido ou inserido na bicamada
lipidica; catiénico (C); de longa circulagdo (Stealth®) — com polimero hidrofilico na superficie (D); sitio-
especificos — (E), (F) com anticorpos ligantes e (G) com peptideos e proteinas ligantes na superficie; virossomas
— com envelope viral na superficie (H); (I) DNA-plasmideo encapsulado em lipossomas catiénicos. Fonte:
BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007.

Formulacgdes lipossémicas do tipo convencional ja se encontram disponiveis no
comércio farmacéutico, com realce para o tratamento de pessoas imunossuprimidas
portadoras de infec¢Oes fungicas, ou alguns tipos de cancer (SCHERPHOF et al., 1985).

A possivel fagocitose dos lipossomas pelo sistema fagocitario mononuclear ¢ um
ponto negativo para a distribuicdo dos farmacos para outros tecidos. Para reverter esse
embate, lipossomas de longa circulagdo foram desenvolvidos acrescentando o polietileno
glicol (PEG) a superficie do lipossoma (ALLEN et al., 1991).

Esta substancia reduz a agregacdo de vesiculas devido a formacdo de um filme
hidratado na parte externa do lipossoma, melhorando a estabilidade da formulacdo. O PEG
também cria um obstéaculo, com efeito estérico impedindo a ligacdo de opsoninas a superficie
lipossdmica, reduzindo a captacéo pelo MPS (MILLA et al., 2012).

Além dos convencionais temos os lipossomas catidnicos e sensiveis ao pH. Os
lipossomas sensiveis ao pH foram criados, visto que alguns tecidos patoldgicos, tumores e
areas inflamadas, passam por alteracdes no pH. Durante essas condic¢des, existe uma reducao
no pH dos tecidos, quando em comparagio com tecidos normais (DE ARAUJO LOPES et al.,
2013). Para esse tipo, 0s mais utilizados possuem uma mistura de fosfatidiletanolamina (PE) e
um composto anfifilico com um grupo acido protonavel (carga negativa em pH fisioldgico)
(BATISTA et al., 2007; DE ARAUJO LOPES et al., 2013; SIMOES et al., 2004).

A outra variedade sdo o0s lipossomas catidnicos, neste grupo encontram-se 0S
lipossomas que foram propostos apds a descoberta de lipidios catidnicos como o 1,2-dioleoil-
3-trimetilaménio-propano (DOTAP). DOTAP é um composto que permite a formacdo de
lipossomas cationicos tendo como base outros constituintes da membrana, como colesterol e
lipidios auxiliares (KHALIL et al., 2018). Geralmente este tipo € utilizado na encapsulacédo de
moléculas com cargas, como DNA e RNA (DE ARAUJO LOPES et al., 2013).

Ainda ha os lipossomas de sitio especifico ou direcionados, que também sdo bastante
utilizados. Eles apresentam modificacbes em sua superficie, que permite uma melhora na
especificidade e elevar a quantidade de farmaco no local desejado (BATISTA et al., 2007;
WANG et al., 2018). Com isso, particulas de direcionamento, podem estar ligadas a

superficie das vesiculas, entre esses ligantes podem destacar: virus, proteinas, moléculas que
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interagem com receptores e anticorpos ou fragmentos de anticorpos (BATISTA et al., 2007,
DE ARAUJO LOPES et al., 2013).

3.2 SESQUITERPENOS

O grupo dos terpenos representa uma extensa familia e diversificada de compostos
naturais. Além de terpenos, também inclui esteroides e carotenoides, comportando cerca de
60.000 membros (BUCKINGHAM, 1997). Essas substancias sdo derivadas do mesmo
precursor com cinco unidades de carbono, inseridas linearmente, podendo sofrer ciclizagOes e
depois se reorganizarem (GERSHENZON; DUDAVERA, 2007).

Os terpenos sdo constituidos a partir de unidades de isopreno unidade essa, derivada
do 2- metilbutadieno, onde cada uma é formada por 5 carbonos, e podem ser classificados em
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20), sendo esses que compdem a
maioria dos Oleos volateis (SIMOES et al., 2017), com base no nimero de unidades
utilizadas. Em cada grupo, um substrato linear perde um grupo difosfato, geralmente cicliza e
passa por uma variedade de rearranjos. E dificil estimar o nimero exato de sesquiterpenos
encontrados na natureza (TIAN et al., 2016). Na Tabela 1 temos as caracteristicas fisico-

quimicas dos sesquiterpenos utilizados no trabalho.

Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas dos sesquiterpenos utilizados no estudo

Solubil
Sesquiterpen | Ponto de Ponto de Densidad | idade Sinonimia
0 Fuséo (°C) Ebulicéo e (g/mL) em
(°C) agua
(9/L)
(-)-alfa-
Bisabolol 153°C 0,920 Bisabolol,
Levomenol
3,7,11-
Farnesol <25°C 110-113°C 0,886 Trimethyl-
2,6,10-
dodecatrien-1-
ol
-75°C 263-266°C 0,880 0,014 | 3,7,11-Trimethyl-
Nerolidol 1,6,10-
dodecatrien-3-ol
Trans 130°C 20°Cal4 0,902 0,001 B-Cariofileno
Cariofileno mmHg

Fonte: www.sigmaaldrich.com/
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Os terpenos conferem atividades bioldgicas nos vegetais, como producdo de toxinas
contra herbivoros ou patégenos, ou como atrativos para polinizadores (GERSHENZON;
DUDAVERA, 2007).

Esses compostos foram identificados como ativos presentes em varias espéecies de
plantas medicinais, com uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatorio, antitumoral e anticolinesterase (HARNORNE; TOMAS-
BARBERAN, 199; HE et al., 2019).

3.2.1 - Bisabolol

Bisabolol é um alcool sesquiterpeno monociclico que foi isolado pela primeira vez em
1951 por lIsaac e colaboradores, a partir das flores de camomila (Matricaria chamomilla;
Asteraceae) (BRUNKE; HAMMAERSCHMIDT, 1985). Conhecido também, como alfa, 4-
dimetil-alfa- (4- metil-3-pentenil) -3-ciclo-hexeno-1-metanol, com a formula quimica
C15H260, bisabolol tem um aroma fraco de flora doce (PERBELLINI et al., 2004).

Sendo caracteristicamente um composto extremamente lipofilico, com propensdo a
oxidar, o bisabolol é praticamente insolivel na agua, no entanto, sollvel em etanol
(WALECZEK et al., 2003). Dessa forma a atividade antimicrobiana de muitos
sesquiterpenos, como bisabolol, foram relatadas apenas para um ndmero limitado de
patdgenos. Por exemplo, bisabolol foi ativo contra bactérias Gram-positivas e fungos como
Candida albicans (DUKE et al., 2002).

O bisabolol é encontrado em 6leos de plantas como Arnica longifolia, Aster hesperius
e Chrysothamnus nauseosus, que possui varias atividades bioldgicas, incluindo anti-
inflamatdrias, antioxidantes e antimicrobiana (TABANCA et al., 2007; LEITE et al., 2017).
Esse sesquiterpeno é comumente utilizado em cosméticos decorativos, fragrancias finas,
xampus, sabonetes e outros produtos de higiene pessoal (BHATIA; MCGINTY; LETIZIA,
2008). O a-bisabolol (Fig. 2), com dois centros quirais e existe como quatro estereoisomeros
na natureza (GUNTHER et al., 1993).

Figura 2 — Formula estrutural do o —Bisabolol.
HsC OH CHg

y
H CHgj

HzC
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Fonte: autoral, 2021
O efeito antimicrobiano do bisabolol foi avaliado utilizando o método de

microdiluicdo em caldo. Embora o bisabolol tenha exibido fraca atividade contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli, no entanto, a atividade contra C.
albicans foi significativa e comparavel ao linalol (valores de MIC: 36 e 39 mM,
respectivamente) (VAN ZYL et al., 2006).

O a-bisabolol é um dos principais compostos onde seu encapsulamento pode ser
adequado para aplicagdes biomédicas (DETONI et al., 2009; PEDRO et al., 2009). Dentre as
inimeras aplicacBes na inddstria farmacéutica, destacam-se as atividades anti-inflamatoria,
antiespasmadica, propriedades anti-alérgicas, permeacdo de drogas e vermifugos (DE
SOUZA et al., 2008; PYBUS, 1999).

3.2.2 Farnesol

O farnesol é um é&lcool sesquiterpeno com quinze carbonos, gerado pela
desfosforilacdo de farnesil pirofosfato durante a via biossintética do mevalonato (Fig. 3) e em
células de levedura, tem sido relatada como molécula de Quorum Sensing (QS) em Candida
albicans (MARCH; EIRQOS, 2013). Pode ser encontrado em diversas fontes naturais dentre
elas, vegetais, frutas e ervas (como péssegos, tomates, milho, capim-limdo e camomila)
(DUNCAN; ARCHER, 2008; KHAN; SULTANA, 2011; WU et al., 2019).

Esse processo de QS é realizado possibilitando a comunicacdo entre as células
microbiana, com a producdo de pequenas moléculas que se difundem e que coordenam o
comportamento do microrganismo, geralmente em fungos e bactérias, tem atuacdo especifica
para uma espécie ou estirpe. O farnesol foi a primeira molécula QS encontrada em célula
eucaridtica (LEONHARDT et al., 2015).

Figura 3 — Formula estrutural do Farnesol.

CHs CHs CHs
HsC /\/\/\/\/\/\OH

Fonte: autoral, 2021
Farnesol atua como uma molécula de QS que suprime a extensdo das hifas e a

formacgé@o de biofilme em populacbes densas de fungos (HORNBY et al., 2001; DAVIS-
HANNA et al., 2008; DE SALAS et al., 2015).
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Experimentos utilizando farnesol exdgeno pode-se observar a atividade de bloqueio do
dimorfismo, que é a transicdo de levedura para filamentos e a formagdo de biofilme,
apresentando um efeito notavel, porém dose dependente e em altas concentragdes (>100 uM)
e nos estagios iniciais da formacéo do biofilme (JABRA- RIZK; SHIRTLIFF; JAMES, 2006;
MOSEL et al., 2005; RAMAGE; SAVILLE; WICKES, 2002; WU et al., 2019).

Esse composto possui diversas atividades bioldgicas comprovadas, como
antimicrobiana, inibe e/ou reduz a formacdo de o biofilme, ainda pode aumentar a
suscetibilidade microbiana aos antibioticos (MARCH; EIRQOS, 2013; CORDEIRO et al.,
2013), alem do potencial antiproliferativo, antihistaminico, anti-inflamatorios e efeito indutor
de apoptose em tumores (KU; LIN, 2015; LEE et al., 2015; JOO; JETTEN, 2010;
KATRAGKOU et al., 2015).

O farnesol foi ativo na resisténcia ao estresse (WESTWATER; BALISH;
SCHOFIELD, 2005) possui efeito citotoxico em C. albicans, bem como outros
microrganismos, induzindo apoptose em certas concentragcbes sob condigdes ambientais
especificas (LANGFORD et al., 2013).

A atuacdo do farnesol in vitro com atividade aditiva ou sinérgica com diversos
farmacos antifingicos também ja foi demonstrado (KATRAGKOU et al., 2015) ou em
biofilme com diferentes espécies (FERNANDES et al., 2016), podendo ser Gtil na terapia
combinada de medicamentos no tratamento de infeccdes fangicas (POLKE et al., 2018). O
aumento da suscetibilidade ao fluconazol ja foi relatado em estudos anteriores frente a

biofilmes, provavelmente via regulacdo e biossintese do ergosterol (YU et al., 2012).

3.2.3 Nerolidol

O nerolidol é um alcool sesquiterpeno alifatico (Fig. 4), que pode ser encontrado em
oOleos essenciais extraidos de diversas espécies de vegetais. Por ser comum na alimentagéo
humana, o nerolidol foi aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos da
Ameérica como alimento e agente aromatizante (ALONSO et al., 2019).

Esse composto é comumente utilizado na formulagdo de perfumes, xampus, sabfes e
outros produtos de higiene pessoal, assim como em produtos de limpeza ndo cosmeéticos,
sendo destacado por ter um consumo mundial entre 10 e 100 toneladas/ano (LAPCZYNSKI et
al., 2008; MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). O nerolidol pode ser encontrado nos 6leos

essenciais de citronela, neroli, capim-limdo, gengibre e rosa. Este composto tem uma ampla



29

gama de fungdes bioldgicas importantes, com destaque para antimicrobiana (BREHM-
STECHER; JOHNSON, 2003; TAO; WANG; KONG, 2013).

Este composto, também chamado de 1,6,10- Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimetil-1,6,10-
dodecatrien- 3-ol ou 3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-3-ol, pode ser encontrado como dois
isdbmeros (E e Z) e esté presente em 0Oleos essenciais derivados de varias plantas ( MCGINTY;
LETIZIA; API, 2010; DE CARVALHO et al., 2018), como: Piper gaudichaudianum Kunth
(SPEROTTO et al.,, 2013), Baccharis dracunculifolia DC (KLOPELL et al., 2007),
Nectandra megapotamica Spreng (MARIN et al., 2010), Zingiber officinale Roscoe
(SASIDHARAN; NIRMALA, 2010), Leptospermum flavescente Myrtaceae (DEMUNER et
al., 2011), Piper arboretum Aubl. (CYSNE et al., 2005), Lavandula angustifolia Miller (
VENSKUTONISA; DAPKEVICIUSA; BARANAUSKIENEB, 1997), entre outros, e
apresenta varias propriedades farmacoldgicas descritas na literatura (DE CARVALHO et al.,
2018).

Figura 4 — Formula estrutural do Nerolidol.
CHs  HO_ CH;
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Fonte: autoral, 2021

Um estudo recente (CHAN et al., 2016) verificou atividade bioldgica do nerolidol in
vitro frente a células cancerigenas (TRIANA et al., 2013), bactérias ( BREHM- STECHER;
JOHNSON, 2003), fungos (PARK et al., 2009; JOHANN et al., 2012) e Trypanosoma
(HOET et al., 2006), Leishmania (ARRUDA et al., 2005), malaria (GOULART et al., 2004;
SAITO et al., 2016) e babesia (ABOULAILA et al., 2010).

De fato, esse sesquiterpeno possui atividades bioldgicas significativas, porém alguns
fatores restringem o uso do nerolidol, como sua insolubilidade em &gua e sua fécil degradacédo
na presencga da luz (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). Portanto, uma abordagem promissora
para permitir 0 uso mais amplo de nerolidol ¢ o desenvolvimento de sistemas de

nanoestruturados que podem efetivar suas propriedades fisico-quimicas (AZZlI et al., 2018).
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3.24  Trans- Cariofileno
O cariofileno ou (-) B-cariofileno ou Trans cariofileno é um sesquiterpeno biciclico
natural (Fig. 5), que pode ser encontrado em muitos 6leos essenciais, notadamente no 6leo de

cravo, canhamo, alecrim e lupulo (GHELARDINI et al.,2001).

Figura 5 — Férmula estrutural do Trans- cariofileno.

H,c. H
CH,
HaC /
H
H.C

Fonte: autoral, 2021
O cariofileno também exerce algumas das atividades biologicas ja relatadas sdo, como

efeito anti-inflamatdrio, atividade antiespasmadica, alivio da asma, inibicdo da reacdo imune
hipersensivel (CHO et al., 2007; GALDINO et al., 2012; KIM et al., 1998; SHAN; CHEN;
LU, 2017), atividade neuroprotetora (KLEIN- JUNIOR et al., 2016), gastroprotetora
(TAMBE et al., 1996), ansioliticas (GALDINO et al., 2012), e anestésicas (GHELARDINI et
al., 2001).

Alem dessas propriedades, o Trans-cariofileno mostrou inibicdo frente a bactérias
gram-negativas e gram-positivas (DAHHAM et al., 2015), além de atuar também reduzindo o
crescimento de biofilmes de Streptococcus mutans, (YOO; JWA, 2018) e doencas
periodontais (YOO; JWA, 2019).

Em relacdo aos efeitos citotoxicos, estudos anteriores revelaram que o Trans-
cariofileno possui baixa toxicidade e alta aplicabilidade (SITAREK et al., 2017). Trans-
cariofileno (TC) é um dos mais importantes sesquiterpenos naturais presentes nos 6leos
essenciais de muitas plantas medicinais (FERNANDES et al., 2007).

No entanto, algumas dificuldades para aplicabilidade s&o encontradas como a sua alta
volatilidade, reduzida solubilidade em agua e fotosensibilidade e alta temperatura
(CEVALLOS et al., 2010; SKOLD et al., 2006; WANG et al., 2011).

Destes entraves, a baixa solubilidade em &gua pode diminuir substancialmente a
biodisponibilidade da droga e, portanto, limitar sua aplicagdo no campo farmacéutico. Diante

disso, a descoberta de um sistema de entrega controlada de drogas para melhorar sua
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solubilidade e taxa de dissolugdo de modo a melhorar a biodisponibilidade tem sido uma
tarefa importante em desenvolvimento farmacéutico (WEMPE et al., 2008).

3.3 GENERO Candida spp.

O género Candida engloba espécies consideradas patdgenos oportunista aos humanos.
Estudos indicaram Candida como a terceira causa mais comum de infeccGes da corrente
sanguinea associadas aos servicos de saude no mundo (PAPPAS et al., 2018; MACHADO et
al., 2021). Estima-se que 250.000 pessoas sdo acometidas por infec¢bes fungicas invasivas
por ano e que essas infecc¢des resultam em pelo menos 50.000 mortes (MCCARTY; PAPPAS,
2016; KULLBERG; ARENDRUP, 2016; PAPPAS et al., 2018).

Morte e patologias causadas por fungos transformaram-se em um problema de salde
mundial, afligindo grande parte dos pacientes que tenham deficit imunitario. Nos Ultimos anos
houve uma elevacdo do numero de casos de infecgbes fingicas devido as intervencdes
médicas como tratamentos quimioterapicos oncoldgicos, imunossupressdo para transplantes
ou infeccdo por HIV (PFALLER; DIEKEMA, 2010). Os fungos patogénicos sdo 0s
microrganismos responsaveis por bilhdes de infeccBes anualmente, com 51,5 milhGes de
mortalidades atribuiveis (BROWN et al., 2012).

Ademais, essas infeccbes sdo constantemente negligenciadas, pois mais de 300
milhGes de pessoas sofrem de micoses graves em todo o mundo, com uma elevada
mortalidade de mais de 1,5 milhdes (1,5 a 2 milhdes) ao ano. Esta mortalidade é semelhante a
doencas como tuberculose ou maléria (BROWN et al., 2012; SCHMIEDEL; ZIMMERLI,
2016; JAMIU et al., 2021).

Nesse contexto, destacam-se as especies de Candida, pertencendo aos fungos
predominantemente isolados em dispositivos médicos contaminados e representam
aproximadamente 15% dos casos de sepse oriundas de hospitais (NOBILE; JOHNSON,
2015).

Candida albicans e outras espécies emergentes de ndo- albicans, incluindo Candida
glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis e Candida parapsilosis revelam serem
causadoras de infecgbes sistémicas no mundo, sendo também, a causa de infecgdes
superficiais, como infec¢cBes vaginais e mucosas, podendo tambem, em condigdes
compativeis, causarem infecgdes profundas e entrarem na corrente sanguinea (CONTI et al.,
2014, TURNER; BUTLER, 2014, WHALEY et al., 2017; DADAR et al., 2018).
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A candidemia corresponde a uma infeccdo fangica na corrente sanguinea (Fig. 6),
geralmente adquirida em hospitais, que podem levar a sepse e consequentemente ao choque
séptico. A candidemia também esta associada a 80% de mortalidade (PERLROTH; CHOI,;
SPELLBERG, 2007; GUDLAUGSSON et al., 2003; MACHADO et al., 2021).

Figura 6 — Patogénese da invasdo tecidual e sanguinea por Candida spp.
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A incidéncia de candidemia aumentou dramaticamente nos ultimos trinta anos, devido
ao uso constante de agentes imunomoduladores, antimicrobianos de amplo espectro e
cateteres vasculares (LAMOTH et al., 2018). Espécies do género Candida também sdo
responsaveis por infecgbes crénicas em internados na UTIl e em criangas hospitalizadas,
levando a importantes custos com a saude (GUDLAUGSSON et al., 2003, FRIDKIN et al.,
2006, STEINBACH, 2016).

Mesmo com o avango da tecnologia em diagnostico, o tratamento e a prevencdo da
candidiase invasiva ainda € um desafio, principalmente por apresentar aspectos clinicos
inespecificos (BEASLEY; PANACH; DOMINGUEZ, 2016; ZUZA-ALVES; SILVA-
ROCHA; CHAVES, 2017). Com isso, os dados reais da epidemiologia e a incidéncia de
candidiase invasiva ndo sdo bem conhecidos (BARAC et al., 2020).

Os fatores de risco mais relevantes para incidéncia de Candida s&o nutrigdo parenteral,
uso de antibidticos de amplo espectro, imunossupressao induzida por radioterapia ou

quimioterapia, procedimentos invasivos em mucosas e dispositivos medicos de longa
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permanéncia (por exemplo, cateteres venosos centrais) (DIMOPOULOQS et al., 2008, LEROY
et al., 2009; MACHADO et al., 2021)

Com isso, foram estabelecidas cinco classificagdes utilizadas para compreender a
resposta em associacdo aos danos resultantes das infecgdes, sdo estes: resposta imunoldgica
do hospedeiro, o local anatdmico da infeccdo, a viruléncia de Candida; a morfologia das hifas
e expressao génica especifica de hifas como fatores criticos para a viruléncia (THOMPSON et
al., 2011, JABRA- RIZK et al., 2016).

3.3.1 Candida albicans

Candida albicans € um membro da microbiota humana, como também uma levedura
polimorfica e € comumente encontrado no ser humano na superficie das mucosas, trato
gastrointestinal (Gl), respiratorio e geniturinario. Comumente é um fungo comensal
inofensivo, no entanto, em certas condi¢fes, pode se tornar um patdgeno oportunista em
individuos imunocomprometidos ou imunologicamente inapto (KASHEM et al., 2015).

A capacidade de alterar sua situacdo de microrganismo comensal para patdgeno
infeccioso é de grande interesse para a compreensdo clinica, visto que, os detalhes desse
mecanismo ainda permanecem incompreendidos. Uma das evidéncias aponta que a mudanca
patogénica é principalmente uma consequéncia do estado imunitéario, sendo um somatério de
fatores, incluindo ambiente (MALLICK; BENNET, 2013), uso de medicamentos
imunossupressores e infeccdo ou comorbidades pré-existentes (FESTEKJIAN; NEELY, 2011,
LEROQOY et al., 2009; TODA et al., 2019; HO et al., 2021).

Os ultimos relatérios apontam que infeccOes sistémicas por C. albicans levam a uma
taxa de mortalidade cerca de 40% (GUNSALUS et al., 2016). Essa levedura é a principal
espécie responsavel candidiase invasiva (46,3%), seguida pela C. glabrata (24,4%) e C.
parapsilosis (8,1%) (ANDES et al., 2016). Por ser um patdogeno comensal, espéecies de
Candida podem se adaptar as condi¢fes ambientais dos hospedeiros, mesmo quando a
biodisponibilidade dos nutrientes é restrita (MIRAMON; LORENZ, 2017).

Com o passar do tempo, paralelamente a modernizacdo dos procedimentos médicos, o
numero de infecgBes por Candida na corrente sanguinea tornou-se elevado assim como a taxa
de mortalidade associada, sendo C. albicans o microrganismo isolado mais frequente em
amostras biologicas de pacientes (SEGAL et al., 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2007;
COSTA-DE-OLIVEIRA et al.,2008; QUINDOS, 2014; PAPPAS et al., 2018).
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A Unidade de Terapia Intensiva (UTI) é um ambiente que fornece a C. albicans
oportunidade para a proliferacdo de infecgéo. A colonizacdo da pele e membranas mucosas e
a alteracdo ou descontinuidade das barreiras do hospedeiro, como feridas, cirurgia e a insercdo
de cateteres intravasculares internos sdo os principais fatores predisponentes para infeccdes
por Candida (COSTA-DE-OLIVEIRA et al.,2008; DIMOPOULOS et al., 2007;
BLUMBERG et al., 2001).

Sabendo que essa espécie é capaz de sofrer dimorfismo, existem varios mecanismos
relevantes que regulam a morfogénese e a patogenia durante a infeccdo por C. albicans
(KADOSH; LOPEZ- RIBOT, 2013). O microrganismo utiliza a glicose como fonte
preferencial de carbono através de abordagens antecipadas que induzem ao transporte e
metabolismo da glicose (SABINA; BROWN, 2009).

3.3.2 Candida tropicalis

Candida tropicalis € uma levedura comumente encontrada em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI), sendo responsavel por 5-10% das infec¢Bes por fungos em UTI (YANG et
al., 2013). Nesse contexto, pode ser encontrada também em pacientes em uso de cateteres,
neutropenia e pacientes oncologicos (NUCCI; COLOMBO, 2007; YESUDHASON;
MOHANRAM, 2015; KOTHAVADE et al., 2010).

C. tropicalis se tornou uma das espécies clinicas mais comuns deste género,
especialmente em regides tropicais (KOTHAVADE et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2017;
MEDEIROS et al., 2019). Em alguns setores, as infec¢bes sanguineas por C. tropicalis foram
associadas com maior mortalidade do que infecgdes com outras espécies de Candida
(COLOMBO et al., 2007). Além disso, C. tropicalis tem ganhado destaque por sua resisténcia
ao fluconazol (FAN et al.,2017; PFALLER et al., 2019) que pode implicar infeccOes
persistentes (DE SOUZA et al., 2021).

Consideravelmente, na fase de neutropenia e inflamacdo das mucosas, C. tropicalis
apresentou uma maior viruléncia em comparagdo com C. albicans (YU et al., 2015;
DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014), devido a sua destacada habilidade em formar
biofilmes e apresentarem resisténcia aos azois (GALAN-LADERO et al., 2019), podem
também ampliar a permeabilidade dos vasos, exprimindo-se atipicamente com sindromes
hemorragicas ou lesdes na pele (BEASLEY; PANACH; DOMINGUEZ, 2016; SHARON;
EISEN; FUNG, 2010).
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3.3.3 Candida krusei

Candida krusei foi descrita como um agente causador de infecgdes fungicas
sist€émicas em pacientes suscetiveis, resultando nas menores taxas de sobrevivéncia, entre 90
dias (53,6%) entre Candida spp. comum (PFALLER et al., 2012). Embora a prevaléncia de C.
krusei permanega baixa (2%) entre infecgdes fungicas (PFALLER et al., 2011), sua resisténcia
intrinseca ao fluconazol aumenta preocupacgao epidemioldgica e terapéutica.

Essa espécie tem se revelado como um patogeno hospitalar, acometendo geralmente,
pacientes portadores de canceres hematologicos e/ou submetidos a transplante de medula
ossea (WEN et al., 1995). C. krusei é a quarta espécie ndo-albicans mais comum relacionada
a candidiase invasiva e a candidemia, representando aproximadamente de 2,7% das espécies
nao-albicans isoladas nos Estados Unidos (PFALLER ef al., 2014).

Além disso, o nimero de isolados desta levedura nestes tipos de infecgdes aumentou
ao longo do tempo (PFALLER et al., 2014). Em particular, os pacientes com malignidades
hematologicas e transplantes de medula 6ssea demonstraram estar em maior risco de infec¢ao
por C. krusei (WINGARD et al., 1991; PFALLER et al., 2008).

Essa espécie apresenta um potencial multirresistente, devido a sua resisténcia
intrinseca ao fluconazol (com mais de 97% dos isolados exibindo resisténcia) bem como seu
rapido desenvolvimento de resisténcia adquirida a outros farmacos antifungicos (WHALEY et
al.,2017; PAPPAS et al., 2016; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017; JAMIU et al., 2021).

Sendo essa espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol, alguns estudos apontam
a resisténcia inata ao azole de C. krusei a atividade de bomba de efluxo, nomeadamente
através do transportador de cassete de ligagdo a ATP Abclp e reducdo da acumulagdo de
drogas, no entanto os mecanismos ainda ndo sido precisamente compreendidos (KATIYAR;

EDLIND, 2001; LAMPING et al., 2009).

3.4 TERAPIA ANTIFUNGICA

Para Terapia Antiflngica as opcOes de tratamento ainda sdo restritas, visto que, existe
um nuamero reduzido de classes de antifungicos. Com isso, 0 manejo clinico para doencas
fangicas pode se tornar comprometido, pelo fato do surgimento de resisténcia as drogas
existentes. No mercado existem trés classes principais de medicamentos antifingicos: 0s
azélicos, as equinocandinas e os polienos. Anfotericina B é usada para o tratamento de

patologias fungicas invasivas. Dentre os azois, triazois de segunda geracdo, como
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voriconazol, itraconazol, posaconazol e isavuconazol s&o usado principalmente para outras
infeccbes por fungos (PAPPAS et al., 2009; WALSH et al., 2008; HADRICH; AYADI,
2018).

Uma das principais drogas utilizadas nos hospitais e na atencdo basica é fluconazol,
que pertence a categoria dos azolicos, mas a capacidade de resisténcia do género Candida a
essa droga tem sido observada, além de inata resisténcia, como é o caso de Candida. krusei
(BERKOW; LOCKHART, 2017).

Atualmente, vérios farmacos podem ser utilizados no tratamento das infeccdes
causadas por fungos (Tabela 2), porém, essa “diversidade” torna-se relativamente pequena,
quando lembramos o arsenal de drogas disponiveis para o tratamento de infeccGes bacterianas
(SILVA, 2016). Ademais, no Brasil as equinocandinas ndo s&o disponiveis no Sistema Unico
de Saude (SUS) (RENAME, 2020).

Tabela 2 — Farmacos antifingicos e seus alvos celulares

CLASSE FARMACO ALVO NA EFEITO
CELULA
POLIENOS Anfotericina B Ergosterol Fungicida
Fluconazol
AZOLICOS Itraconazol Sintese do ergosterol Fungistatico
Voriconazol
Posaconazol
Caspofungina
EQUINOCANDINAS Micafungina Sintese de B-(1, 3)- Fungicida
Anidulafungina D- glucano
ANALOGOS DE Sintese do DNA e
NUCLEOSIDEOS Flucitosina RNA Fungistatico

Fonte: (Adaptada de Cuenca-Estrella, 2010; Sardi et al., 2013).
Além disso, muitos desses agentes antifingicos que foram recentemente

desenvolvidos apresentam limitagOes relevantes que estdo relacionadas ao seu campo de
atividades, propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas, farmacocinética, interaces

medicamentosas e propriedades farmacodindmicas (LEWIS, 2011).

3.4.1 Azéblicos: Fluconazol

Os antifungicos azdlicos sdo compostos que possuem ambas as porc¢des imidazol e

triazol. Eles sdo a classe de antifungicos mais amplamente utilizada em uso clinico, devidoo
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seu impressionante perfil de seguranca e disponibilidade em formulagdes orais e intravenosas
(ROEMER; KRYSAN, 2014).

A atuacdo dos azois ocorre quando uma porc¢do heterociclica liga-se a um atomo de
ferro no grupo heme, que se encontra no sitio ativo do lanosterol 14-a. desmetilase (também
conhecido como citocromo P45014DM e Ergll). Esta ligagdo impede a desmetilagdo do
lanosterol, consequentemente com a redugdo do ergosterol e 0 aumento da concentracdo de
substancias toxicas intermediarios de esterol, que resulta no impedimento do crescimento e
divisdo, levando a um enfraquecimento severo na membrana (SHAPIRO; ROBBINS;
COWEN, 2011; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010).

Sendo considerado recente no mercado, passaram por um periodo de atraso de mais de
20 anos, os medicamentos azdélicos de primeira geracao, incluindo fluconazol e itraconazol
foram introduzidos nos anos 90. Posteriormente, foram inseridas no mercado as
equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e mycafungina em 2002-2006) e drogas
azllicas de segunda geracdo, incluindo voriconazol, posaconazol nos anos 2000 (NETT;
ANDES, 2016).

Dentre as caracteristicas dos azOis destaca-se sua atividade fungistatica, sendo o
voriconazol uma excegdo na classe, que apresenta atividade fungicida contra Aspergillus
fumigatus. A natureza dos azois impde uma forte selecdo direcionada para a evolugdo da
resisténcia. Além disso, vérias espécies de Candida como Candida glabrata e Candida krusei
sdo intrinsecamente menos suscetiveis a essa classe de drogas (ROBBINS; WRIGHT;
COWEN, 2017).

Avangos nas pesquisas na busca por novos agentes antifungicos levaram a
disponibilidade de novas geragfes com melhores resultados terapéuticos em grupos de
pacientes vulneraveis (NETT; ANDES, 2016). O uso de sistemas carreadores pode ser
justificado, devido a varios medicamentos antifungicos serem hidrofdbicos, levando a
reduzida solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade oral e formulagdo limitada (LEWIS,
2011).
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4  MATERIAIS E METODO

4.1 PREPARACAO DOS SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

Foram utilizados 0S lipidios dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) e colesterol com > 99% de pureza (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Estados Unidos). Os lipidios foram pesados na propor¢éo de 5:3:1 (mg) de
DPPC:COL:DPPS. Cada sesquiterpeno foi adicionado ao tubo (1 pL) e 0s componentes
foram dissolvidos com 1 mL de solucdo cloroférmio/metanol (1:1), ( > 99% de pureza-
Dindamica Reagentes- Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Os solventes foram evaporados em
nitrogénio (White Martins, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) formando um filme na
parede do tubo, que foi mantido em dessecador overnight (por 18 horas). Ap6s este periodo,
foi adicionado 1 mL de tampdo PBS (Phosphate Buffer Saline 1,0M pH 7,2) e o tubo foi
submetido ao agitador e banho-maria (57 °C) repetidas vezes para ressuspender 0s
lipossomas, formando uma emulsdo. Esta foi submetida a um extrusor (LiposoFastTM,
Avestin) com membranas de policarbonato com poros de 200 nm de diametro, por 40 vezes,
para produzir uma populacdo de lipossomas com tamanho uniforme (BARROS et al., 2013).

Lipossomas sem a incorporacao dos compostos foram utilizados como controle.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS DE LIBERACAO
MODIFICADOS: iINDICE DE POLIDISPERSAO, POTENCIAL ZETA MEDIO,
TAMANHO VESICULAR E MORFOLOGIA.

A determinacdo do tamanho de particula foi realizada a 25°C, utilizando-se diluicdes
seriadas com agua milli Q nas proporcdes de 1:10, 1:20, 1:50 e 1:100 através de medidas de
espalhamento de luz dinamico (DLS). A distribuicdo do tamanho de particula foi obtida pelo
indice de polidispersdo (IP). As medidas do potencial zeta médio das particulas foram
realizadas a 25°C, pela técnica de microeletroforese associada a Anemometria Doppler de
Laser, atraves da submissdo da amostra a um campo elétrico. As analises foram realizadas no
equipamento Zetasizer Nano ZS, (Malvern, versdo 6.20). A forma e morfologia dos
lipossomas foram observadas usando um microscopio eletronico de varredura (FEG Quanta
450 EDS / EBSD).
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4.3 ENSAIOS ANTIFUNGICO
4.3.1 Cepas e meios de cultura

As cepas utilizadas foram do tipo padréo obtidas da Colecdo de Cultura Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) do Instituto Brasileiro de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), CA
INCQS 40006, CT INCQS 40042, e CK INCQS 40095. O meio de cultura onde as cepas
foram inoculadas foi o Sabouraud Dextrose Agar (SDA, KASVI) e incubadas durante 24 h a
37° C. Apds esse processo, uma pequena amostra das col6nias foram transferidas para tubos
de ensaio contendo cada um 3 mL de solucédo de cloreto de sddio estéril (0,9%), concentracdo
foi medida pela escala de 0.5 de McFarland (NCCLS, 2002). O Caldo Sabouraud Dextrose
(SDB, HIMEDIA), duplamente concentrado foi utilizado nos testes de microdiluicdo. Na
analise micromorfolégica foi usado o Potato Dextrose Agar (PDA) empobrecido, acrescido

de &gar bacterioldgico.
4.3.2 Drogas, reagentes e preparacao de solucgdes

Todos os sesquiterpenos foram obtidos pela empresa Sigma Aldrich (St. Louis,
Missouri, Estados Unidos). O Dimetil Sulféxido (DMSO, Merck, Darmstadt, Alemanha) foi
utilizado para a diluicdo dos 6leos e o fluconazol antifungico (Céapsula — Prati donaduzzi),
diluido em &gua destilada. A solucdo do produto foi preparada pesando 0,15 g dos produtos e
depois diluimos em 1 mL de DMSO. Para obter a concentracdo desejada para o teste, 0s
produtos foram rediluidos em &gua destilada estéril (16384 pg/mL) de modo que a
concentracdo de DMSO nédo exercesse qualquer atividade nas células dos testes (STOPPA et
al., 2009).

4.3.3 Determinacéo da Clse obtengéo da curva de viabilidade celular

As solucdes foram preparadas em tubos eppendorf contendo cada um 1 mL de
solucdo, o qual foi composto por 900 puLL de meio de cultura (Caldo Sabouraud Dextrose-
BSD) e 100 pL de suspensao fingica com 10° UFC de acordo com a escala de MacFarland. A
placa foi preenchida na dire¢do numérica adicionando 100 pL dessa solugdo a cada poco e,
em seguida, a microdiluicdo seriada foi realizada com a solugdo de 100 uL do sesquiterpeno

desejado ou fluconazol, as concentracbGes variaram de 8192 a 8 pg/mL. Pogos contendo
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apenas o indculo no meio BSD foram usados como controle de crescimento. Foram também
realizados controles de diluentes, nos quais o indculo foi substituido por cloreto de sddio
0,9% e meio estéril. Todos os testes foram realizados em quadruplicata. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas e, em seguida, as leituras foram realizadas a 630 nm em
espectrofotometro (Thermoplate®). Os dados foram usados para determinar a viabilidade
celular e calcular o ICsq de cada tratamento, conforme descrito anteriormente. O Gltimo pogo
ndo continha nenhum produto ou medicamento e serviu de controle de crescimento fungico
(JAVADPOUR et al., 1996). Os resultados obtidos na leitura ELISA foram utilizados para
construir a curva de viabilidade celular e a Clso (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

4.3.4 Determinacdo da Concentracédo Fungicida Minima (CFM)

Para este teste, a ponta de uma haste estéril foi inserida em cada poco da placa do
teste anterior (exceto no controle de esterilidade). Depois de misturar 0 meio em cada pogo, a
haste foi levada a uma placa de Petri contendo SDA, com auxilio de uma cartela guia fixada
no fundo da placa para a subcultivo das leveduras e verificando a viabilidade celular. Apds 24
h de incubacdo, as placas foram inspecionadas para qualquer formacdo de colbnias de
Candida (ERNST et al., 1999, com modificagfes). A concentracdo em que ndo houve
crescimento de coldnias de fungos foi considerada a Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

do produto natural.

4.3.5 Avaliagéo do efeito modificador da ac¢ao do fluconazol

Inicialmente foi verificada a acdo dos sesquiterpenos e do fluconazol,
individualmente sob o crescimento de leveduras. Neste teste foi avaliado o efeito da
associacdo dos compostos com o fluconazol, para que se constate se houve ou néo
potencializacdo da acdo do antifingico pelo composto testado. Para tanto, utilizou-se os
compostos em concentracdo subinibitoria Concentracdo Matriz- CM (16384 pg/mL) (CM/16)
adaptado de Coutinho et al. (2008). As placas foram preenchidas com 100 pL em cada pogo
contendo nessa quantidade meio, inoculo e o produto a ser testado, em seguida microdiluidas
com 100 pL do fluconazol na concentracdo de 16384 pg/mL foram adicionados no primeiro
poco da coluna, para que sofresse diluicdo seriada em concentra¢des que variaram de 8 a 8192
pg/mL. Foram realizados controles de diluigdo dos sesquiterpenos (indculo € substituido por

salina), controle de crescimento e controle de esterilidade do meio. As placas foram incubadas
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a uma temperatura de 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada em aparelho de
espectrofotometria de ELISA (Thermoplate®).

4.3.6 Efeito dos compostos na morfologia fungica

Para determinar se os compostos testados causaram alteracdo na morfologia fungica,
ao inibir o desenvolvimento de hifas, prepararam-se camara com laminas de micromorfologia
estéril para observacdo de leveduras. Foi utilizado 3 mL de Potato Dextrose Agar (PDA)
empobrecido por diluicdo, foram adicionados as cdmaras, contendo as concentracfes de
produto natural CM/8 e CM/16. Aliquotas dos subcultivos foram retiradas das placas de Petri
para fazer duas estrias paralelas no meio solido (PDA), que foram posteriormente cobertas
com uma laminula estéril. As camaras foram colocadas na incubadora durante 24 h (37°C) e
inspecionadas e registradas por um microscopio optico (AXIO IMAGER M2-3525001980-
ZEISS- Alemanha) de luz usando uma objetiva 40X. Foi realizado um controle para o
crescimento de levedura sem nenhum composto, bem como um controle com o fluconazol
antifangico escolhido para fins comparativos. Os ensaios foram realizados de acordo com
Sidrin e Rocha (2010) e Mendes (2011), com algumas modificacdes.

Foram realizadas fotos de todas as laminas em suas respectivas concentracdes e
cepas e foram analisadas através de medicBes, sendo estas a medida da estria inteira e 0
comprimento das extensdes dos filamentos formados (hifas e pseudohifas) usando o software
Zen 2.0 (CARNEIRO et al., 2019).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores das Clso foram calculados por regressdo néo linear, a partir das equagoes
das curvas calculadas com base em cada quadruplicata e foram expressas como média
aritmética + Erro padrdo da média. A significancia estatistica foi calculada através de um teste

ANOVA de uma via, com teste post hoc de tukey.

As curvas de crescimento fungico foram calculadas como média aritmética £ Desvio
padrdo da média da quadruplicata. A significancia estatistica entre fluconazol (controle) e as
substancias, a cada concentracdo, foi calculada através de uma ANOVA de duas vias com
teste post hoc de Bonferroni. Para a analise estatistica, foi utilizado o software Graphpad

Prism, v. 5.0.
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5 RESULTADOS

51 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS DE LIBERAGAO
MODIFICADOS: TAMANHO VESICULAR, INDICE DE POLIDISPERSAO E
POTENCIAL ZETA MEDIO

Na Figura 6 temos a caracterizacdo dos lipossomas, obtida a partir de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), onde foi vista a morfologia dos mesmos (Fig. 7A),
apresentando vesiculas com padréo esférico regular e populacbes homogéneas com dimensdes
semelhantes. O farnesol lipossomal apresentou lipossomas com tamanhos maiores, essas
variacdes de tamanho podem estar ligadas as caracteristicas fisico quimica do Farnesol, além
de fatores ambientais, como temperatura e conservacdo dos mesmos em laboratério, podem
influenciar, podendo causar instabilidade nas caracteristicas dos lipossomas, levando-os a
aglutinacdo ou ao inchago dos mesmos, mesmo apos a extruséo.

Na Tabela 3 temos os valores do tamanho vesicular, indice de polidispersdo e o
potencial zeta do controle e do Farnesol lipossomal, com tamanhos que variaram ao todo de

185,46 nm a aproximadamente 418,9 nm, sendo a média de 599 nm.

Tabela 3 — Caracterizacdo dos lipossomas tamanho vesicular, quociente de dispersividade e

potencial zeta.

Formulacéo Tamanho (nm) £ Pl £SD Potencial Zeta
SD (mV) +SD
Controle dos 185,46 + 3,76 0,48 £ 0,01 -40,9+0,96
lipossomas
Bisabolol 203,8 £147,7 0,52 0,04 -34,2+0,91
lipossomal
Farnesol 418,9 +108,7 0,32 +0,02 -35,1+0,1
lipossomal
Nerolidol 132,3 +108,3 0,42 0,02 -42,6 0,91
lipossomal
Trans- 143,8 +88,9 0,62 +0,04 -38,7 £ 0,89
Cariofileno
lipossomal

Tamanho (nm: nanémetro) e o Potencial Zeta (mV) dos sesquiterpeno na forma lipossomal e controle dos
lipossomas. As medicdes foram realizadas com amostras diluidas utilizando &gua como um meio de dispersdo, a
25 ° C. PI = indice de polidispersividade, SD: Desvio Padrao.
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Figura 7 — Exemplos de imagens por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e o gréafico
do tamanho vesicular por concentracdo de particulas/mL.
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5.2 INIBICAO DE CRESCIMENTO E EFEITO MODIFICADOR DA ACAO DO
FLUCONAZOL - CURVA DE VIABILIDADE CELULAR E ICs

Na Tabela 4 temos a Concentracdo de Inibicdo de 50% do crescimento das colbnias
fangicas (I1Csp) dos compostos atuando isoladamente, tanto nas formas livres e lipossomais e
logo em seguida temos os valores dos compostos, em sua concentracdo subinibitéria (CM/16)
associados ao Fluconazol. A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos sesquiterpenos na
forma livre, lipossomal, controle dos lipossomas e fluconazol corresponderam a uma
concentragdo > 16384 ng/mL.

As concentracdes das 1Csp ao todo variaram entre 2,48 a 65249,81 pg/mL. Os
compostos nas formas isoladas e na forma lipossomal, sem associa¢des, ndo demonstraram
uma atividade antifungica clinicamente relevante, visto que apresentaram ICsy com valores
elevados em relagéo ao controle (Fluconazol), como por exemplo, o Trans- Cariofileno (L)
que chegou até 65249,81 pg/mL frente a CT.

Tabela 4 — I1Cso (ug/mL) (em Média + Erro padrdo da média) dos sesquiterpenos nas formas

livre, lipossomal e controles frente a linhagens de Candida.

I1Cso (Mg/mL) dos sesquiterpenos livres, na forma lipossomal e controles

SUBSTANCIAS CA INCQS CT INCQS CK INCQS
40006 40042 40095
Bisabolol 4546 + 97 105717 + 26254 4654 + 98
Bisabolol (L) 3914 + 97 10011 £ 1056 2601 + 98
Farnesol 12572 + 923 27457 + 2667 31318 + 5134
Farnesol (L) 4057 £ 125 15286 + 1419 6296 £ 722
Cariofileno 28463 + 3449 32483 + 9552 26460 + 6714
Cariofileno (L) 56324 + 9033 65249 + 20452 28024 + 3676
Nerolidol 10704 + 1135 25336 + 4927 15408 + 1051
Nerolidol (L) 16000 * 2462 12777 £ 1112 47566 + 12098
Fluconazol (controle) 55,98 +12.11 1168 + 118 35,68 +1.74
Lipossomas (controle) 13512 + 1369 23491 + 823 39278 + 7467

1Cso (Mg/mL) dos sesquiterpenos livres, na forma lipossomal e controles associados
ao Fluconazol

SUBSTANCIAS CA INCQS CT INCQS CK INCQS
40006 40042 40095

Bisabolol (L) + FCZ 2,59 + 0,07 2,5+0,01 70,90 £ 5,43

Farnesol (L) + FCZ 2,52 +0,02 2,48 + 0,01 67,68 +1,17

Cariofileno (L) + FCZ 130 + 38 798 + 77 43,08 + 3,55

Nerolidol (L) + FCZ 2.56 +0.03 2.70 £ 0.06 72.69 +£5.62

Bisabolol + FCZ 1142 + 47 925 + 169 37,09 £5,36
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Farnesol + FCZ 905 + 158 1297 £ 113 42,60 +4,11

Cariofileno+ FCZ 554 + 103 891 + 166 34,40 + 1,20

Nerolidol + FCZ 819 + 83 1166 + 113 41.93 +4.85

Fluconazol (controle) 55,98 +12.11 1168 + 118 35,68+ 1.74

Lipossomas (controle) + 788 £ 142 1737 £ 164 61,33 £6.75
FCZ

(L): lipossomal; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; INCQS: Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, FCZ: Fluconazol.

No entanto, é importante perceber que ao associar os compostos lipossomais com o
Fluconazol, fazendo com que ambos atuem juntos, todos conseguiram potencializar o efeito
do antifungico, com excecdo do Trans-Cariofileno (L) frente a CA e CK, reduzindo
consideravelmente os valores das 1Csg, onde atingiu 0 menor valor de 2,48 pg/mL (Farnesol
(L)), reduzindo 500 vezes a concentragdo de efeito comparada com a do controle
medicamentoso, frente a cepa de Candida tropicalis.

Atuando semelhante ao Farnesol, o Bisabolol (L) e o Nerolidol (L) potencializaram a
acdo do FCZ frente a CA e CT, esse dado é interessante, visto que as concentracdes dos

produtos estdo geralmente associadas a citotoxicidade celular.

5.3 ANALISE DA CURVA DE VIABILIDADE CELULAR DE CANDIDA SPP. SOB
ACAO DOS SESQUITERPENOS

Na Figura 8, a seguir, temos a atuagdo do a- bisabolol em sua forma livre e lipossomal
frente as cepas de Candida. Na imagem é perceptivel, através dos valores das concentracdes
gue a atuacdo dos compostos isoladamente mostrou uma atividade antifingica irriséria,
atingindo concentragdes elevadas para inibirem a formagdo das colonias, esse efeito foi
estatisticamente relevante, comparado com a melhor atuagdo do controle (FCZ). O controle
dos lipossomas, por serem apenas as vesiculas sem nenhum farmaco incorporado, nédo

apresentou efeito de inibicdo frente a todas as cepas, como esperado.
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Figura 8 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob a¢do do a- bisabolol livre, na
forma lipossomal, lipossomas (controle) e fluconazol (controle).
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Analisando a curva de viabilidade celular dos fungos em relagdo ao Farnesol livre,
Figura 9, na forma lipossomal, controle dos lipossomas e ao FCZ em suas diferentes
concentragdes, que mostra a acdo dos compostos atuando isoladamente frente as cepas. E
notorio que os compostos testados apresentaram um potencial de inibicdo bastante reduzido,
atingindo concentragdes elevadas para inibirem a formagdo das colonias, esse efeito foi
estatisticamente relevante, comparado com a melhor atuacdo do controle (FCZ), podendo ser
visto nas concentragdes de 8 a 4096 pg/mL (Fig. 9A), 512 a 8142 pg/mL ( Fig 9B) e 64 a
4096 pg/mL (Fig 9C).
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Figura 9 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob acdo do farnesol livre, na forma
lipossomal, lipossomas (controle) e fluconazol (controle).
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Analisando a curva de viabilidade celular dos fungos que mostra a agdo dos compostos
(Nerolidol livre, na forma lipossomal, controle dos lipossomas e ao FCZ) na inibicéo fungica,
na Figura 10, frente as cepas do género Candida.

Nos graficos a atuacdo dos compostos foram semelhantes, todos se mostraram com
fraca atividade antifungica em relacdo ao controle (FCZ) onde apresentou inibicdo com
valores elevados (Fig 10A e Fig 10B) pra CA e CT (2048 ug/mL) e frente a CK inibiu 100%
do crescimento com 64 pug/mL (Fig 10C).
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Figura 10 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob acdo do nerolidol livre, na
forma lipossomal, lipossomas (controle) e fluconazol (controle).
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Na Figura 11 a seguir temos a atuacdo do Trans- cariofileno, que semelhantemente aos
sesquiterpenos anteriores demonstrou uma fraca atividade antifdngica, com concentracdes
elevadas e até mesmo com essas concentragdes ndo conseguiram nem atingir a inibicdo de
50%.

Figura 11 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob acdo do Trans-cariofileno livre,
na forma lipossomal, lipossomas (controle) e fluconazol (controle).
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Fonte: autoral, 2021
5.4 ANALISE DA CURVA DE VIABILIDADE CELULAR DO EFEITO MODIFICADOR

DA ACAO DO FLUCONAZOL

Os resultados a seguir revelam um efeito estatisticamente relevante da associacdo dos
compostos lipossomais juntamente com o FCZ. Vale ressaltar que todos os sesquiterpenos
foram utilizados em suas concentragdes subinibitdrias, ou seja, sua Concentracdo Matriz - CM
dividida por 16, para que dessa forma o produto natural ndo consiga sozinho, inibir as
leveduras, mas que nesta concentracao potencializasse a atuacdo do fluconazol.

Na Figura 12 temos uma ilustracdo para elucidar a possivel atuacdo dos compostos em
associacao, possivelmente a estrutura lipossomal adsorveu o farmaco (FCZ) em sua superficie
ou englobou a solucdo de fluconazol/ 4gua na parte interna do lipossomo tendo sua
distribuicéo e efeito prolongado.

Esse efeito foi significativo nos graficos da associacdo da conjugacdo dos
sesquiterpenos encapsulados associados ao FCZ, somado aos valores baixos da ICsp, dado
relevante quando consideramos a redugdo da concentracdo de farmaco utilizada, bem menor
que o controle do farmaco atuando sozinho, podendo reduzir consideravelmente a toxicidade

celular.

Figura 12 — llustracdo do efeito dos compostos lipossomais nas coldnias fungicas
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Com isso na Figura 13, temos um efeito sinérgico, visto que, 0 a- bisabolol e FCZ
conseguiram inibir 100% da formacéao de col6nias a partir da concentracdo 8 ug/mL frente a
CA e CT, sendo estas concentracfes clinicamente relevantes. No entanto, frente a C. krusei a

atuacdo foi indiferente para os compostos testados.

Figura 13 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob agdo do a- bisabolol livre, na
forma lipossomal, lipossomas (controle) associados ao Fluconazol.
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Na Figura 14 temos a curva de viabilidade celular do Farnesol livre, na forma

lipossomal e o controle dos lipossomas associados ao Fluconazol frente as linhagens de
Candida. Nesses graficos a atuagdo dos compostos juntamente com o fluconazol foi
significativamente relevante frente as cepas de C. albicans e C. tropicalis, ( Fig 14A e Fig
14B) demonstrando um efeito sinérgico, visto que, conseguiram inibir 100% da formacao de
colonias a partir da concentragdo 8 pg/mL, sendo essa uma concentragdo clinicamente
relevante. No entanto, frente a C. krusei a atuacdo foi indiferente para os compostos testados.
O fato que chama a atencdo € que o mesmo produto Farnesol, sem estar na forma
lipossomal, obteve um efeito antagbnico contra CA e CT, no entanto, quando incorporado a
lipossomas seu efeito é sinérgico, onde possivelmente formaram um complexo lipossomal
farnesol e fluconazol, tendo sua distribuicdo controlada e constante, gerando um possivel

dano na membrana fungica e impedindo o crescimento celular.
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Figura 14 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob ag&o do farnesol livre, na
forma lipossomal, lipossomas (controle) associados ao Fluconazol.
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Nos graficos a seguir temos a atuacao do nerolidol juntamente com o fluconazol, onde

revelou um efeito significativamente relevante frente as cepas de C. albicans e C. tropicalis,
(Fig 15A e Fig 15B), demonstrando uma acéo potencializadora, visto que, conseguiram inibir
100% da formacéo de coldnias a partir da concentragdo 16 e 32 pg/mL, respectivamente,
sendo estas concentragdes clinicamente relevantes. No entanto, frente a C. krusei a atuagéo foi
indiferente para os compostos testados.

Um fato peculiar nesses graficos é que o mesmo produto nerolidol (Fig. 15), sem estar
na forma lipossomal, apresentou um efeito contrario frente a CA e CT, porém, estando
encapsulado em lipossomas seu efeito é sinérgico, ou seja, presumivelmente originaram um
composito lipossomal nerolidol e fluconazol, com disperséo controlada e constante, causando

um possivel dano na membrana e impedindo o crescimento flngico.



52

Figura 15 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob acdo do nerolidol livre, na
forma lipossomal, lipossomas (controle) associados ao Fluconazol.

CA INCQS 40006 CK INCQS 40095
150+ 150
s100{ m .. e A f; 100 . C
H X i }'*;*-14 i H
e \ =
g [ 8
2 504---h- R g---.;---.--'.# .............. = 50 i ...............................
0 .

9 9 0 > D S 0 X O ® o
A R AR S S ’&q?‘ m@?’ SP ‘b\q’\r S S P AR L 8
Concentration Concentration

CT INCQS 40042

Nerolidol (L) + FCZ
Nerolidol + FCZ
Liposomes + FCZ
Fluconazole (FCZ)

150+

o W > <«

100 .- . & z
—i—E ———— —4
1 Statistical Significance

50\*\ -------------- p<005="

% Growth

p<0,01="
p <0,001 =
p <0,0001 = ****

NIRRT N R \&b &3 h@h

Concentration

Fonte: autoral, 2021

Na Figura 16 temos os resultados da curva de viabilidade celular referentes as
seguintes associacdes: TC em sua forma livre e lipossomal juntamente com o Fluconazol. Os
graficos juntamente com as altas concentracdes das ICs, revelam que os compostos testados,
ndo demonstraram atividade antiflngica significativa mesmo em associagdo com o
antifungico.

A atuacdo dos compostos juntamente com o fluconazol que teve um efeito semelhante
ao controle foram o TC e TC (L) (64 pg/mL) frente a CK, (Fig 16C), demonstrando um efeito

potencializador, no entanto ndo significante, visto que, o controle apresentou 0 mesmo efeito
antifungico.
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Figura 16 — Curva de viabilidade celular de Candida spp. sob a¢do do Trans- cariofileno
livre, na forma lipossomal, lipossomas (controle) associados ao Fluconazol.
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5.5 EFEITO DOS COMPOSTOS NA MORFOLOGIA FUNGICA

Nesta secdo temos os dados referentes a atividade dos compostos sobre um dos
mecanismos de invasdo de tecidos e de viruléncia fangica, que é o dimorfismo fangico. As
concentragdes utilizadas foram: CM/8- 2048 ug/mL e CM/16- 1024 ug/mL, a partir dos dados
visualizados nos graficos, pode-se inferir que a atuacdo do Fluconazol no impedimento de
formacdo de estruturas filamentosas foi significativa nas duas concentracdes e em todas as
cepas testadas, pois ndo houve crescimento em nenhum momento, por isso ndo ha presenca da

cor amarela indicativa de dimorfismo fangico na presenga do FCZ.

O Bisabolol livre e lipossomal também conseguiram restringir 100% do dimorfismo
fangico, em ambas as concentragdes, frente a C. albicans (Fig 17), frente a CT o Bisabolol
isolado ndo apresentou um efeito inibitdrio significativo, no entanto frente a cepa CK inibiu
100% no crescimento filamentoso em ambas concentragdes, sendo este efeito estatisticamente
relevante. Ademais, esta cepa apresenta resisténcia intrinseca ao FCZ, sendo um resultado

importante para busca de novos compostos antifingicos.

O Bisabolol na forma lipossomal frente a CT e a CK apresentou atividade importante
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em sua concentracdo mais elevada, impedindo totalmente o dimorfismo flngico em ambas

cepas, entretanto na concentracdo mais baixa frente a essas cepas o efeito néo foi significante.

Figura 17 — Efeito no dimorfismo fungico do o- bisabolol livre, na forma lipossomal,
Lipossomas (controle) e Fluconazol (controle) isolado frente a linhagens de
Candida.
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O Farnesol livre e lipossomal também conseguiram restringir 100% do dimorfismo

fangico, em ambas concentracGes, frente a C. albicans (Fig 18), esse resultado era esperado,

devido ao Farnesol ser uma molécula de quorum sensing (QS), produzida por essa espécie e

atuar como fator na regulacdo do crescimento hifal.

Na forma isolada, o farnesol livre na concentragdo CM/8 frente a CT inibiu 100% do

dimorfismo, no entanto na menor concentragdo CM/16 ndo foi eficaz como o fluconazol,

sendo sua atuagdo estatisticamente relevante. Na forma lipossomal, na referida concentracéo,

ndo apresentou um efeito anti-dimorfismo relevante, sendo sua atuagdo néo significante.
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Figura 18 — Efeito no dimorfismo fungico do Farnesol livre, na forma lipossomal,
Lipossomas (controle) e Fluconazol (controle) isolado frente a linhagens de

Candida.
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Nacional de Controle de Qualidade em Saude, FCZ: Fluconazole; CM/8- 2048 pug/mL e CM/16- 1024 pg/mL,
Fonte: autoral, 2021.

O nerolidol livre e lipossomal ndo apresentaram potencial de inibicdo filamentosa em
nenhuma das concentracdes das cepas testadas (Fig 19), ademais, frente a cepa CK, o
nerolidol livre e lipossomal, pareceram estimular a viruléncia fangica, visto que as hifas se

apresentaram mais extensas que o préprio controle de crescimento fungico.
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Figura 19 — Efeito no dimorfismo fungico do Nerolidol livre, na forma lipossomal,
Lipossomas (controle) e Fluconazol (controle) isolado frente a linhagens de

Candida.
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Nacional de Controle de Qualidade em Saude, FCZ: Fluconazole; CM/8- 2048 pug/mL e CM/16- 1024 pg/mL,
Fonte: autoral, 2021.

O TC livre e lipossomal também conseguiram restringir 100% do dimorfismo flngico,

em ambas concentracOes, frente a C. albicans (Fig 20), frente a C.tropicalis, enquanto o TC
isolado ndo apresentou um efeito inibitério significativo. No entanto, frente a cepa C. krusei
TC lipossomal inibiu consideravelmente o crescimento filamentoso na maior concentracao,
sendo este efeito estatisticamente relevante, visto que, esta cepa apresenta resisténcia
intrinseca a0 FCZ, sendo um resultado importante para busca de novos compostos

antifangicos.

O TC na forma lipossomal frente a CT e a CK apresentou atividade importante em sua
concentracdo mais elevada, impedindo totalmente o dimorfismo fangico em ambas cepas,

entretanto na concentracdo mais baixa frente a essas cepas o efeito ndo foi significante.
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Figura 20 — Efeito no dimorfismo fungico do Trans- cariofileno livre, na forma lipossomal,
Lipossomas (controle) e Fluconazol (controle) isolado frente a linhagens de
Candida.
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Nacional de Controle de Qualidade em Salde, FCZ: Fluconazole; CM/8- 2048 pug/mL e CM/16- 1024 pg/mL,
Fonte: autoral, 2021.

A Figura 21 exemplifica as imagens da microscopia fangica e atuacdo dos
compostos em concentracdes diferentes, sendo possivel a visualizacdo das estruturas
filamentosas no controle de crescimento, a inibigdo parcial e total das estruturas.

Figura 21 — Imagens de microscopia Optica demonstrando os efeitos das diferentes
concentragOes autando no dimorfismo fangico.

2021.
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6 DISCUSSAO

A caracterizacdo dos lipossomas € um ponto chave para a estabilizacdo das vesiculas,
sobre isso, temos que, um parametro fisico-quimico de extrema importancia é o potencial
zeta, visto que, ele determina a estabilidade das nanossuspensdes de qualquer tipo, como
lipossomas. A forga de repulséo entre lipossomas com cargas elétricas semelhantes propicia
uma maior facilidade de redispersdo dessas particulas e retarda sua agregacdo. Diante disso,
valores de potenciais zeta com extremos positivos ou negativos sao preferidos (PATIL et al.,
2007; PUTTIPIPATKHACHORN et al., 2001).

Isso significa que um potencial zeta com valor minimo de + 20 mV € esperado para
garantir a combinacdo de estabilidade eletrostatica e estérica de uma nanossuspensdo
(HONARY; ZAHIR, 2013). Em nosso estudo os compostos lipossomais apresentaram
potenciais zeta com valores dentro do preconizado para evitar a agregacao lipossémica.

O tamanho médio do nerolidol lipossomal foi de 132,3 nm, esse dado estd de acordo
com o valor desejado (aproximadamente 100 nm) para lipossomas preparados por
pesquisadores da area (PONS; FORADA; ESTELRICH, 1993; SEBAALY; GREIGE-
GERGES; AGUSTI; FESSI; CHARCOSSET, 2015a, 2015b). A variacdo dos tamanhos das
vesiculas que foram formadas nesse estudo pode ser justificada, pelo fato do nerolidol induzir
modificacbes no arranjo de lipidios, consequentemente formando nanoestruturados maiores
(AZZl et al., 2018).

O avanco e crescente aumento da incidéncia de infecces flngicas oportunistas em
pacientes imunodreprimidos tem chamado a atencdo. Visto que, as semelhancas celulares e
vias bioquimicas intracelulares entre as células eucariéticas, dificultam o tratamento dessas
infeccBes, a descoberta de novos agentes antifingicos € uma questdo imprescindivel
(KRISTAN; RIZNER, 2012).

A utilizacdo de compostos naturais para o controle de doencas fungicas é considerada
uma alternativa tradicional ao uso medicamentos sintético fungicida (HOLLIS; JONES,
2009). Plantas aromaticas, seus 0leos essenciais e seus compostos sao comumente usados
desde a antiguidade por suas propriedades bioldgicas (bactericidas, fungicida, virucida,
antiparasitaria e inseticida), assim como para fins cosméticos e medicinais (EDRIS, 2007;
BAKKALLI et al., 2008).

No presente estudo utilizamos quatro sesquiterpenos com atividades bioldgicas
conhecidas, dentre elas estd o potencial contra as infec¢Ges por Candida, que ja foi relatado
anteriormente (DALLEAU et al., 2008, MARTINEZ et al., 2014), além disso, pesquisas
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afirmam que os sesquiterpenos podem atuar inibindo a formacéao de hifas de C. albicans (XIE
et al., 2015), fato que corrobora com os resultados obtidos no presente trabalho, onde
sesquiterpenos como farnesol e bisabolol inibiram totalmente estruturas filamentosas de C.
albicans.

O bisabolol é conhecido por ter propriedades anti-inflamatdrias, antiespasmodicas e
antimutagénicas (HOLUB; SORM, 1955; GOMERS- CARNEIRO et al., 2005) e
propriedades antimicrobianas (PAULI; SCHLCHER, 2009).

A auséncia de pesquisas com sesquiterpenos encapsulados em nanoestruturas com
atividade antifungica dificultou a discussao do estudo, no entanto, encontramos pesquisas com
0S Mesmos sesquiterpenos, porém com metodologias e outros tipos de espécies flngicas. No
trabalho de De Lucca et al. (2011) ao testarem o bisabolol em fungos filamentosos, obtiveram
uma inibicao do crescimento de todos isolados testados em 72- 120 h, chegando a valores de
doses inibitorias de até 2—4 pg / mL.

Em relacdo ao dano celular e inibicdo do crescimento fungico, visto no estudo atual,
algumas pesquisas anteriores tém demonstrado que o bisabolol provoca a apoptose celular,
pela reducdo do consumo de oxigénio em células de glioma humano e de camundongos,
devido a alteracfes na estrutura e fungédo da permeabilidade mitocondrial no poro de transi¢do
(CAVALIERI et al., 2009).

Um estudo anterior, semelhante ao presente estudo, foi uma avaliagdo in vitro de
lipossomas contendo o O&leo essencial de Zanthoxylum tingoassuiba que tem como
componente majoritario (70%) o bisabolol, mostrou atividade antimicrobiana significativa,
por difusdo em disco, contra bactérias gram positivas e fungos dermatofitos. Corroborando
com 0s nossos resultados, os lipossomas carregados com o 6leo essencial rico em bisabolol
mostraram esfericidade adequada e distribuicdo de tamanho mais estreita do que lipossomas
vazios (DETONI et al., 2009).

O farnesol é composto comumente encontrado em 6leos essenciais e se destaca por
apresentar atividades antimicrobianas. Temos como exemplo o 6leo essencial de Tetradenia
riparia, onde o farnesol é um dos compostos majoritario, cujo potencial contra
microrganismos foi evidenciado, dentre eles as bactérias cariogénicas (DE MELO et al.,
2015).

Atividades antifungica do farnesol ja foi evidenciada também em outros estudos, tendo
comprovada eficacia frente a fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Paracoccidioides
ou Cryptococcus (SEMIGHINI et al., 2006; DERENGOWSKI et al., 2009; CORDEIRO RDE
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et al., 2012), sendo considerado como promissor para a contencdo de varios microrganismos
(DERENGOWSKI et al., 2009; DIZOVA; BUIDAKOVA, 2017), esses fatos sdo importantes,
pois no presente estudo o farnesol mostrou-se como inibidor de viruléncia e potencializou o
efeito do fluconazol.

Em relag&o a inibi¢do do dimorfismo fungico, assim como nos nossos resultados, onde
o farnesol inibiu os filamentos fungicos, o estudo de Hisajima et al. (2008) identificou o
potencial do farnesol utilizando-o no tratamento da candidiase oral por C. albicans em
camundongos, sendo evidenciado por resultados histoldgicos que o farnesol reduziu a
formacdo de coldnias e micélios na lingua dos animais, assim como nas fezes, rins e figado
destes animais.

N&o foram encontrados estudos com associacdo dos sesquiterpenos encapsulados em
lipossomas associados ao fluconazol, além disso, existem poucos trabalhos envolvendo
aplicacbes do farnesol na nanotecnologia com atividades antifungicas, porém um estudo
recente de Fernandes Costa et al. (2019) mostrou a eficiéncia de nanoparticulas de quitosana
de miconazol associado com farnesol, bem como farnesol sozinho, para tratar candidiase
vulvovaginal em murinos, sendo esse efeito inibidor semelhante ao encontrado na associacéo
dos sesquiterpeno ao FCZ no presente estudo.

Por outro lado, Navarathna et al. (2007) afirmaram que o farnesol pode aumentar a
viruléncia de outras espécies de Candida e aumentar a mortalidade em um modelo murino de
doenca. Novos estudos com outros modelos experimentais, incluindo cateteres pré-tratados e
outros dispositivos, sdo necessarios para esclarecer esse problema.

Outro estudo revelou uma possivel justificativa para a morte celular fangica pelo
composto em questdo, atraves de um perfil de expressdo global de proteinas apds o tratamento
utilizando farnesol, em leveduras de Candida spp. evidenciou dano mitocondrial, devido ao
acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), consequentemente ativando o ciclo da
caspase seguido de apoptose celular (SHIRTLIFF et al., 2009).

As relagdes sinérgicas entre farnesol lipossomal e fluconazol no presente estudo,
semelhantemente foram encontradas nos estudos de Yu et al. (2012), Cordeiro et al. (2013) e
De Cremer et al. (2015), onde o farnesol também atua sinergicamente com farmacos
antifungicos. Alem desses, um efeito sinérgico in vitro entre farnesol e varios outros
compostos antifungicos, testado frente a formacao de biofilmes, foram reportados tendo como
referéncia cepas de C. albicans SC5314 (KATRAGKOU et al., 2015). Ainda reforcando as
interacOes sinérgicas do composto em questdo, Bozd e colaboradores (2016) verificaram a

associacdo de farnesol e Fluconazol contra biofilmes de cepas suscetiveis e resistentes de
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Candida sp. e observou um efeito sinérgico entre eles, sendo o efeito de potencializacdo do
farmaco semelhante ao presente estudo.

No tocante a atuacdo em outras especies, outros trabalhos anteriores também
comprovam que o farnesol néo sensibiliza apenas C. albicans, mas possui uma pluralidade de
efeitos inibitérios em outras espécies de fungos, coibindo o dimorfismo e o crescimento hifal
de espécies de Candida ndo albicans (JABRA-RIZK et al., 2006; HENRIQUES et al., 2007;
ROSSIGNOL et al., 2007; WEBER et al., 2010; MONTEIRO et al., 2017; POLKE et al.,
2018), indo em consonancia com o atual estudo.

Portanto, a utilizagdo do farnesol como composto terapéutico tem sido aconselhada
(HORNBY et al., 2001; CORDEIRO et al., 2019). Na pesquisa de Augustin et al. (2019)
ficou comprovada a eficacia do farnesol frente a biofilmes de C. tropicalis, com claro efeito
inibitorio nas concentragdes de 0.6 mmol™ em associacdo com natamicina a 0,01 mmol™
verificando-se que o tratamento interrompeu fortemente a arquitetura do biofilme.

No estudo de Fleischmann, Broeckling e Lyons (2017) utilizaram o farnesol (1mg/ml)
para avaliar a inibicdo do dimorfismo flngico em cepas de C. krusei, eles verificaram por trés
dias a atuacdo do composto, para isso inseriu estrias fungicas paralelas com distancias
diferentes (0,5, 1,0 e 1,5 cm) sendo que no primeiro dia a inibicdo foi total em todas as
distancias, no segundo dia houve um crescimento moderado nas estrias mais proximas e no
terceiro dia houve crescimento em todas as placas, concluindo que a distancia entre as estrias
realmente fizeram a diferenca quanto ao tempo e a demora em que micélios aparecessem.

Além desse sesquiterpeno, outras pesquisas revelam a acdo do Nerolidol na
potencializacdo de farmacos, promovendo uma elevacdo da capacidade de permeabilidade
percutanea in vitro de medicamentos como: cloridrato de nicardipina, hidrocortisona,
carbamazepina e tamoxifeno (EL-KATTAN et al., 2001), bem como diclofenaco de sédio
(NOKHODCHI et al., 2007), assim como nesse estudo o nerolidol na forma lipossomal
potencializou o efeito do fluconazol.

A atividade antifungica do nerolidol foi alvo de estudos anteriores onde pode ser
relatado uma forte atividade antifungica contra C. albicans (ALVIANO et al., 2005; KHAN
et al., 2010; HSU et al., 2013; TAO et al., 2013), mas, curiosamente, no trabalho de Curvelo
et al. (2014) o nerolidol pareceu ser mais eficaz contra as estirpes susceptiveis de C. albicans
em comparacdo com as resistentes, além disso, ao testar a mistura cis, trans-nerolidol
adquirida comercialmente e 0 mesmo composto extraido das folhas, puderam perceber que o

composto comercial, foi capaz de reduzir o crescimento fungico a uma concentragdo maior
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que o Oleo essencial das folhas, apresentando uma atividade mais baixa em todas as cepas de
C. albicans testadas, atingindo uma Concentracdo Inibitdria Minima trés vezes maior.

No estudo de Martins et al. (2007) ao analisar o 6leo essencial de Piper claussenianum
verificou uma alta concentracdo de trans- nerolidol (81,4%), fortemente associado a sua
capacidade de regular negativamente a formacdo de hifas. No estudo de Pontin et al. (2015)
ao testar o Nerolidol pelo método de difusdo em disco (4 pg/disc) frente ao fungo Sclerotium
cepivorum além de ter causado a inibicdo do crescimento de fungos, observagdes por
microscopia eletronica estabeleceram alteragdes morfologicas nas hifas, como danos na
integridade da membrana fungica, que foram expostas ao terpinoleno e ao nerolidol,
corroborando com 0 nosso estudo onde ao percebermos a reducdo da formacdo das hifas,
possivelmente por lesdo membranosa.

Assim como os outros terpenos, ndo foram encontradas muitas pesquisas envolvendo o
cariofileno em atuacdo isolada com atividade antiflngica, no entanto, utilizamos trabalhos
como referéncia que usaram Oleos essenciais onde o trans- cariofileno era componente
principal, como no trabalho de Pereira et al. (2017) ao testarem o 0leo essencial puro e suas
fracdes ricas em sesquiterpenos de folhas de Casearia sylvestris Sw onde. o cariofileno foi um
composto majoritario, obtiveram um resultado interessante do 6leo puro frente a cepa C.
krusei com uma Clsg de 74,3 pg / mL.

O potencial dos sesquiterpenos contra a candidiase foi relatado anteriormente
(DALLEAU et al., 2008, MARTINEZ et al., 2014). Ambos 0s compostos apresentam o
esqueleto béasico do cariofileno sesquiterpeno biclico, e ha estudos que identificaram 6leos
essenciais contendo sesquiterpenos B-cariofileno e 6xido de B-cariofileno como uma terapia
alternativa para candidiase (ASDADI et al., 2015).

Com isso, fica claro que os 6leos essenciais com grande quantidade de cariofileno e
seus isomeros (B-cariofileno e a-humuleno) apresentam acdo antimicrobiana e antifungica
(SABULAL et al., 2006). Além disso, os sesquiterpenos B-cariofileno e dxido de cariofileno
conseguem ser captados pela membrana celular do fungo e agir como agente antifingico
(SARPIETRO et al., 2015).

Asdadi et al. (2015) ao testarem o Gleo essencial das sementes de Vitex agnus-castus,
onde o cariofileno foi um de seus constituintes majoritarios observaram a atividade
antifungica significativa contra todos cepas de Candida testadas, dentre elas C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei, em varios graus, apresentando uma atividade antifungica mais eficiente
que os controles medicamentosos fluconazol e a anfotericina B, com os diametros da zona de

inibicdo variando de 35 mm a 58 mm.
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Wang et al. (2020) ao usar o PB-Cariofileno lipossomal no tratamento de lesdes
neurovasculares em ratos, os lipossomas usados apresentaram caracterizacdo semelhantes ao
do presente trabalho, a distribui¢cdo de tamanho médio era 189,3 £+ 3,8 nm e o potencial Zeta
médio distribuicdo foi - 13,9 £ 0,3 mV.
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CONCLUSAO

Os lipossomas apresentaram em populac6es polidispersas, com tamanhos diversos, pela
microscopia eletrénica de varredura com formatos esféricos e com cargas dentro do
padrdo esperado para garantir a estabilidade;

Em relacdo a atividade antifingica, os dados indicam que nos ensaios de microdilui¢do os
sesquiterpenos apresentaram atividades semelhantes, com graficos bem parecidos, sendo
que nas formas isolada e lipossomal ndo apresentaram atividade antifungica significativa;
A Concentracdo Fungicida Minima revelou um efeito fungistatico. Os sesquiterpenos
isolados associados ao fluconazol apresentaram um efeito antagbnico frente a Candida
albicans e Candida tropicalis. No entanto, na forma lipossomal, todos os sesquiterpenos
potencializaram a acdo do farmaco fluconazol frente as respectivas cepas, apresentando
um efeito sinérgico;

Com excecdo do trans- cariofileno em associacdo ao FCZ que ndo apresentou efeito
antifngico nos testes de microdiluicdo, apenas frente a Candida krusei, no entanto seu
efeito foi indiferente, visto que, atuou semelhantemente ao controle do farmaco;

Em relacdo a atuacdo no dimorfismo fangico, o farnesol, trans-cariofileno e Bisabolol
isolado e lipossomal inibiram 100% da viruléncia fungica em Candida albicans, em
relagdo a Candida tropicalis o farnesol isolado inibiu totalmente a formac&o de estruturas
filamentosas na maior concentracdo (CFM/8). Em C. krusei a inibicdo ndo foi
significante;

O bisabolol e o TC isolado nao apresentaram um efeito inibitorio significativo frente a C.
tropicalis, entretanto ambos na maior concentracdo inibiram 100% o crescimento
filamentoso frente a cepa C. krusei. O nerolidol livre e lipossomal ndo apresentaram
potencial de inibicdo filamentosa em nenhuma das concentragdes nas cepas testadas;

O efeito potencializador de farmaco fluconazol, foi o principal destaque desse trabalho,
considerando que a concentragdo dos compostos, associados, foi reduzida
consideravelmente, sendo isso um fato importante, devido a uma possivel redugdo da
tocixidade celular;

Este é o primeiro registro da atividade antifingica desses sesquiterpenos em sistema

lipossomal em associagdo ao fluconazol.
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Abstract: (1) Background: Infections by Candida species represent a serious threat to the health of
immunocompromised individuals. Evidence has indicated that nerolidol has significant
antifungal properties. Nonetheless, its use is restricted due to a low water solubility and high
photosensitivity. The incorporation into liposomes may represent an efficient alternative to
improve the physicochemical and biopharmaceutical properties of this compound. The present
study aimed to characterize the antifungal properties of liposomal nerolidol, alone or in
combination with fluconazole. Of note, this is the first study reporting the antifungal activity of
liposomal nerolidol and its potentiating effect in association with fluconazole. (2) Methods: The
Inhibitory Concentration 50%-ICs0 and minimum fungicide concentrations (MFC) of the
substances against Candida albicans (CA), Candida tropicalis (CT), and Candida krusei (CK) were
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Abstrack Fungal pathologies caused by the genus Candids have increased in recent years due to
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