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ALVES, D.N. Atividade antifingica e investigacdo da seguranca do cinamaldeido na
forma isolada e de pomada orabase: um estudo in vitro, in vivo e clinico fase 1. 2021. 118f.
Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS, Jodo Pessoa.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antifungica e investigar a seguranca do cinamaldeido na forma
isolada e de pomada orabase através de um estudo in vitro, in vivo e clinico fase I. Métodos e
resultados: Foi avaliada a interferéncia do cinamaldeido sobre a micromorfologia fingica e
sua capacidade em reduzir o biofilme em analise in vitro. Para o estudo de citotoxicidade foi
realizado o teste de hemdlise em eritrocitos humanos. As microculturas tratadas com
cinamaldeido mostraram desenvolvimento celular prejudicado, com raras expressdes de
pseudo-hifas e auséncia de clamidoconidios. Ele reduziu o biofilme em 64,52% a 33,75% (
p<0,0001) em baixas concentragoes (378,3-151,3 uM) bem como ndo se mostrou citotoxico
frente a eritrocitos. A toxicidade aguda foi avaliada em estudos com larvas da Galleria
mellonella e embrides de Danio rerio (zebrafish) e genotoxicidade em modelo com
camundongos. A formulacdo farmacéutica (pomada orobase) contendo cinamaldeido foi
avaliada para verificacdo da atividade antifungica in vitro e toxicidade em mucosa oral
ceratinizada de ratos. O cinamaldeido ndo foi toxico até a maior dose testada (20 mg/Kg) nas
larvas da Galleria mellonella, bem como ndo apresentou genotoxicidade até a dose de 4 mg/Kg
em modelo com camundongos. Contudo, se mostrou toxico nos embrides de zebrafish até a
concentragdo de 0,035pg/mL; LC50 0,311pg/mL; EC50 0,097 ug/mL (Egg hatching delay);
0,105 pg/mL (Pericardial edema). No teste de susceptibilidade antifingica da orabase, o
cinamaldeido exibiu atividade em concentracdes superiores a 200pug/mL. Quanto a seguranca
em modelo animal com ratos, a pomada orobase se mostrou segura para uso em mucosa
ceratinizada até a maxima concentragao testada (700 pg/mL). O ensaio clinico foi realizado em
35 individuos com mucosa oral saudavel divididos em trés grupos: pomada de 200pg/mL,
n=12; 300pg/mL, n=11 e 400pg/mL, n=12. A seguranca do produto foi avaliada por trés
parametros: (a) evolugdo clinica registrada por examinadores calibrados; (b) evolugdo dos
processos inflamatorios registrados pelo exame de citologia esfoliativa e analisada por
patologistas calibrados; (c) reducdo das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) para
Candida spp. Os trés parametros foram analisados antes ¢ 15 dias apos o tratamento. O exame
clinico da mucosa mostrou que as trés concentracdes das pomadas ndo desencadearam nenhum
processo inflamatorio e evento indesejavel. A anélise micoldgica, mostrou uma reducgdo de pelo
menos 99% na quantidade de UFCs dos voluntarios. Na analise por citologia esfoliativa, as
células se apresentaram saudaveis. Os participantes relataram um sabor agradavel e 17%
relataram um leve ardor ao aplicar o produto. Conclusées: O cinamaldeido apresentou
atividade antifingica demonstrando capacidade em reduzir biofilme e alterar a
micromorfologia fungica. Além disso, ndo foi citotoxico para eritrocitos humanos, nem toxico
em modelo animal de vertebrados (exce¢do o peixe-zebra) e invertebrados, bem como ndo
apresentou atividade genotoxica. Além disso, quando utilizado na forma de pomada em
orabase, com reconhecida atividade antifungica contra Candida albicans, nao mostrou
evidéncias clinicas e histologicas de processo inflamatdério em mucosa de animais. Em modelo
com seres humanos, a pomada em orabase contendo cinamaldeido foi segura e toleravel para
ser usado no ensaio clinico fase Il com a finalidade de comprovar sua eficacia no tratamento da
estomatite protética.

Palavras-chave: Candidiase oral; produtos antimicrobianos; antifungicos; produtos biologicos,
toxicologia.
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ALVES, D.N. Antifungal activity and investigation of the safety of cinnamaldehyde in
isolate and orabase ointment: an in vitro, in vivo and clinical phase I study. 2021. 118f.
Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS, Jodo Pessoa.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the antifungal activity and investigate the safety of cinnamaldehyde in
isolated form in orabase ointment through an in vitro, and in vivo and clinical phase I study.
Methods and results: The interference of cinnamaldehyde on fungal micromorphology and its
ability to reduce biofilm was evaluated in vitro analysis. For the cytotoxicity study, the
hemolysis test was performed on human erythrocytes. Micro-cultures treated with
cinnamaldehyde demonstrated impaired cell development, with rare pseudohyphae expressions
and the absence of chlamydoconidia. Cinnamaldehyde reduced biofilm by 64.52% to 33.75%
(p <0.0001) at low concentrations (378.3-151.3 uM) and was not cytotoxic to erythrocytes.
Acute toxicity has already been assessed in studies with Galleria mellonella larvae and Danio
rerio embryos (zebrafish), and genotoxicity has been assessed in a mouse model. The
pharmaceutical formulation (orobase ointment) containing cinnamaldehyde was evaluated for
verification of antifungal activity in vitro, and for toxicity in keratinized oral rat mucosa.
Cinnamaldehyde was not toxic at the highest dose tested (20 mg/kg) in Galleria mellonella
larvae and did not present genotoxicity up to a dose of 4 mg/kg in the mouse model. However,
it was found to be toxic in zebrafish embryos up to a concentration of 0.035 pg/mL; LCs0 0.311
ug/mL; ECso 0.097 ug/mL (Egg hatching delay); 0.105 pg/mL (Pericardial edema). In the
orabase antifungal susceptibility test, cinnamaldehyde exhibited activity in concentrations
greater than 200pg/mL. As for safety in an animal model with rats, the orobase ointment proved
to be safe for use on keratinized mucosa up to the maximum concentration tested (700 pg/mL).
The clinical trial was carried out in 35 individuals with healthy oral mucosa divided into three
groups: 200pug/mL ointment, n = 12; 300pg/mL, n = 11 and 400pg/mL, n = 12. Product safety
was assessed by three parameters: (a) clinical evolution recorded by trained examiners; (b)
evolution of the inflammatory processes registered by an exfoliative cytology exam and
analysis by trained pathologists; (c) Candida spp. Colony Forming Units (CFUs) verification.
The three parameters were analyzed before treatment and at 15 days afterwards. The clinical
mucosa examination showed that the three concentrations of the ointments triggered no
inflammatory processes or undesirable events. Mycological analysis revealed a reduction of at
least 99% in the number of CFUs for the volunteers. In the analysis by exfoliative cytology, the
cells were healthy. The participants reported a pleasant taste though 17% reported a slight
burning sensation when applying the product. Conclusions: Cinnamaldehyde presented
antifungal activity, demonstrating its ability to reduce biofilm and alter fungal
micromorphology. In addition, it was not cytotoxic to human erythrocytes, nor toxic in animal
models with vertebrates (exception the zebra fish) and invertebrates, nor did it present genotoxic
activity. In addition, when used in the form of an ointment in orabase, with recognized
antifungal activity against Candida albicans, it did not present clinical or histological evidence
of inflammation in animal mucosa. In the human model, the ointment in orabase containing
cinnamaldehyde was found to be safe and tolerable for used in phase II clinical trials to prove
its effectiveness in prosthetic stomatitis treatment.

Keywords: Oral candidiasis; antimicrobial products; antifungal; biological products,
toxicology.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC - American Type Culture Collection

C. albicans — Candida albicans

C. parapsilosis — Candida parapsilosis

C. tropicalis — Candida tropicalis

C. glabrata — Candida glabrata

C. krusei — Candida krusei

C. guilliermondii — Candida guilliermondii

C. lusitaniae — Candida lusitaniae

C. auris — Candida auris

Ssalp — forma citosolica da subfamilia das proteinas de choque térmico HSP70 (Heat Shock
Protein).

Als3 - proteinas de sequéncia semelhante a aglutinina
EGFR - receptor do fator de crescimento epidérmico
EphA2 - receptor de reconhecimento de padrdo de células epiteliais para f-glucanos fingicos
Hwplp - Hyphal wall protein 1 (proteina da parede da hifa)
Her2 - receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano
Saps - proteinases asparticas secretoras

Msb2p - proteina da superficie celular

MAPK - Proteina quinase ativada por mitogénio

PI3K - fosfoinositol 3-quinase

AKT - proteina quinase B (ou PKB)

NF-«B (factor nuclear kappa B) € um complexo proteico que desempenha fungdes como factor
de transcri¢ao

JNK - c-Jun N-terminal quinase

ERKI1 -quinases extracelulares reguladas por sinal

IL- interleucina

IL-36R — receptor de interleucina 36

IL-1R — receptor de interleucina 1

CIM - Concentragao Inibitéria Minima

ERG - genes envolvidos na sintese de ergosterol

FKS - Genes da sintese do glucano

iKIX1 — inibidor do dominio KIX

KIX — complexo mediador das bombas de efluxo

CMLD - inibidor de Hsp90

Yck2 - quinase da caseina

GW - 2,3-aril-pirazolopiridina

Cyp51 - citocromo 51

TLR2 - receptor toll-like 2

CR3 - receptor de complemento

Cinnamomum zeylanicum - C. zeylanicum

PDB - protein data bank

Galleria mellonella - G. mellonella

Hpf - horas apds a fertilizagao

CSD - Caldo Sabouraud Dextrose

ASD - Agar Sabouraud Dextrose

TEP - Toxicidade Aguda de Embrides de Peixe

LCso - concentracdo letal mediana

ECso - concentragao efetiva mediana

1.p. — intraperitoneal
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INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial
UFC — Unidade Formadora de Colonia

k — coeficiente kappa

DP — Desvio-padrao

LOAEL - Lowest-observed-adverse-effect level
NOAEL - No observed adverse effect level

PE - Edema pericardico

DD - Atraso no desenvolvimento

NDTB - nao desprendimento da base da cauda
YSE - edema do saco vitelino

MF - Malformagao

CE - Embrido coagulado

Ep - Epiderme

Dm — Derme

VEGF - fator de crescimento endotelial vascular
TRPAI1 - potencial receptor transitorio da anquirina
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Figura 14. Diagrama de fluxo CONSORT para estudo clinico de Fase I em pacientes sem estomatite
protética. Os sujeitos do estudo receberam uma pomada em orabase divididos em trés grupos
(200pg/mL; 300pg/mL; 400pg/mL). A primeira coorte recebeu a pomada de 200 pg/mL. Essa
concentracdo foi aumentada em coortes subsequentes de 300 ug/mL e 400 png/mL, usando um desenho
343 para avangar intragrupo entre os participantes. A aplicagdo foi de forma tdpica, trés vezes ao dia,
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1 INTRODUCAO

A frequéncia mundial das infec¢des fiingicas aumentou nos ultimos anos, especialmente
em individuos imunossuprimidos (LOCKHART; GUARNER, 2019). Essas infec¢des podem
se apresentar de forma superficial, mas também podem representar um indicativo de uma
doenca sistémica grave (TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017). Um risco recente para o
desenvolvimento de superinfecgdes ¢ o aumento do nimero de pacientes com sindrome
respiratoria aguda decorrente da infeccao por SARS-CoV-2 (ARASTEHFAR et al., 2020). As
infecges fingicas invasivas, frequentemente observadas em pacientes hospitalizados, sdo
decorrentes, em geral, da presenca de espécies de Candida, e estdo associadas a uma taxa de
mortalidade que pode chegar a 70%. Esse tipo de infeccdo € cada vez mais reconhecidas como
uma complicagdo de COVID-19 grave (ARASTEHFAR et al., 2020).

Quando a ocorréncia ¢ na cavidade oral, a patogénese ainda ndo ¢ totalmente
compreendida, mas uma variedade de fatores tem sido associada ao crescimento excessivo
da Candida (SERRANO et al., 2020). Quando esta associada ao uso de protese, ¢ denominada
candidiase eritematosa atrofica cronica ou estomatite protética. Isso ocorre porque as proteses
geralmente ocluem a mucosa oral e inibem o fluxo salivar, levando ao supercrescimento do
microrganismo (MILLSOP; FAZEL, 2016).

Em virtude da escassez de classes distintas de antifungicos, bem como o surgimento e
disseminag¢do de patdogenos multirresistentes, os antimicrobianos convencionais estdo se
tornando cada vez mais ineficazes no combate a doencas infecciosas (LEE et al., 2020),
impulsionando, com isso, o interesse crescente pela descoberta de farmacos alternativas com
melhor eficacia e menor toxicidade. Neste contexto, os produtos naturais apresentam-se como
excelente alternativa no combate as infec¢des fingicas, sendo constituidos majoritariamente
por compostos biologicamente ativos (YADAV et al., 2016), dentre os quais, destacamos o
cinamaldeido (CN) extraido das folhas e casca da Cinnamomum zeylanicum Blume (canela)
(DOYLE; STEPHENS, 2019).

A literatura ja comprovou atividade antimicrobiana (DOYLE; STEPHENS, 2019),
antiinflamatéria (MATEEN et al., 2019) e reparadora tecidual (DAEMI et al., 2019) do
cinamaldeido isolado. Na forma topica, ele foi testado em modelo in vivo no tratamento de
feridas de pele decorrentes de infecgdes por Pseudomonas aeruginosa (FERRO et al., 2019) e
nas cicatrizagdes de feridas em camundongos diabéticos (DAEMI et al., 2019). Além desses
estudos em animais, também foi avaliado em humanos através de um ensaio clinico que

analisou a eficacia de um enxaguatorio bucal contendo 6leo essencial (OE) de Cinnamomum
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zeylanicum Blume, que contém cinamaldeido em sua composi¢do quimica, comprovando que
o produto exibiu eficacia clinica no tratamento da candidiase oral (DE ARAUJO et al., 2021).
Contudo, o uso do cinamaldeido isolado na forma de pomada em orabase nesse tipo de
tratamento, com uso em mucosa bucal, ainda nio havia sido testado.

Comprovamos a atividade antifungica do cinamaldeido na forma isolada frente as
espécies do género Candida spp., com provavel mecanismo de acao relacionado a complexacao
do ergosterol. Além disso, verificamos que esse composto promoveu viabilidade celular frente
a queratindcitos até a concentragio de 946uM (DA NOBREGA ALVES et al., 2020). Esses
resultados impulsionaram a realizacdo deste estudo, que incorpora a hipdtese de que o
cinamaldeido ¢ capaz de reduzir biofilme de Candida spp. e alterar a micromorfologia fingica.
Esses efeitos sdo importantes pois as infec¢des fungicas na cavidade oral, muitas vezes,
relacionam-se com a formagdo de biofilme multiespécie (WALL et al., 2019) .

Porém, para além da avalia¢do do efeito farmacologico de interesse, € preciso considerar
que a toxicidade dos compostos representa um grande desafio no desenvolvimento de
medicamentos pela industria farmacé€utica, visto que muitos produtos com aplicagdo em saude,
tém o potencial de causar efeitos indesejaveis (FRENZEL; TESCHKE, 2016). Assim, este
estudo objetivou avaliar, além da atividade antifiingica, possiveis efeitos toxicos do
cinamaldeido na forma isolada e incorporado a uma formulacdo farmacéutica de pomada
orabase em modelos de estudo in vitro, in vivo e clinico em seres humanos Foram testadas
hipoteses que consideram o efeito antifingico por intermédio de inibicdo de fatores de
viruléncia (inibi¢do de formagdo de estruturas fingicas e de biofilme), auséncia de toxicidade
sobre células humanas e de animais, e sobre organismos invertebrado (Galleria mellonella) e
vertebrado (embrides de Danio rerio). Além disso, foi testada a hipotese de seguranca de uma
formulagdo farmacéutica de pomada em orobase contendo cinamaldeido, em diferentes

concentragdes, em ratos e seres humanos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifingica e investigagdo da seguranca do cinamaldeido na forma

isolada e de pomada orabase através de um estudo in vitro, in vivo e clinico fase 1.

2.2 Objetivos especificos

+

+*
*
+*

Verificar os efeitos do cinamaldeido na micromorfologia fingica;

Avaliar o efeito do cinamaldeido em reduzir o biofilme de Candida spp.;

Avaliar a atividade citotoxica do cinamaldeido sobre eritrocitos humanos;

Definir o perfil de toxicidade do cinamaldeido frente a sobrevivéncia das larvas de
Galleria mellonella;

Determinar o efeito do cinamaldeido no desenvolvimento de embrides de Danio rerio
(peixe-zebra);

Avaliar a genotoxicidade do cinamaldeido através da observagdo do nimero de
eritrocitos micronucleados em sangue periférico de camundongos;

Definir o grau de sensibilidade da cepa de Candida albicans ATCC 90028 frente a
pomada orabase contendo cinamaldeido;

Avaliar a seguranca do cinamaldeido na forma de pomada em mucosa bucal
queratinizada de ratos;

Avaliar a seguranca e tolerabilidade da pomada em orabase contendo cinamaldeido, em
humanos, através de um ensaio clinico fase I, descrevendo seus possiveis efeitos

adversos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Infecgoes flungicas

A diversidade de micro-organismos envolvidos, bem como a frequéncia mundial das
infecgOes fungicas, aumentaram nos ultimos anos (LOCKHART; GUARNER, 2019) , sendo
uma ameaca crescente a satide publica global (STRICKLAND; SHI, 2021) . Um risco recente
para o desenvolvimento de superinfeccdes € o aumento do numero de pacientes com sindrome
respiratoria aguda decorrente da pandemia causada pelo coronavirus. Essas infec¢des fungicas
invasivas também sdo acometidas por espécies de Candida com uma taxa de mortalidade
chegando a 70% e sdo cada vez mais reconhecidas como uma complicagao de COVID-19 grave.
Isso se deve ao tempo prolongado na Unidade de Terapia Intensiva (UTI), uso de cateteres
venosos centrais e utilizagdo de antibioticos de largo espectro. Esse tipo de infeccdo é de dificil
diagnostico e requer, muitas vezes, uma combinagdo de técnicas soroldgicas e moleculares para
identificacdo microbiana (ARASTEHFAR et al., 2020).

Espécies de Candida sao comumente encontradas no trato gastrointestinal de humanos,
na flora da pele e em mucosas. A forma leveduriforme ndo é patogénica e permanece em
equilibrio para nao progredir e provocar infec¢dao (TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017). Em
pacientes saudaveis, a infec¢do desencadeada na mucosa € leve e superficial. Contudo, embora
ndo estejam associadas a uma alta mortalidade, essas infecgdes superficiais podem levar a uma
candidiase sistémica na medida em que os pacientes precisam fazer uso de procedimentos
médicos complexos, como o uso de cateteres, cirurgia intestinal ou transplante de figado. Essas
infecgOes disseminadas sdo a quarta infec¢do nosocomial da corrente sanguinea mais comum,
e tém alta mortalidade associada de 45-75% (PELLON; SADEGHI NASAB; MOYES, 2020).

Dentre as mais de 200 espécies de Candida, a mais comum ¢ a Candida albicans (C.
albicans) (SERRANO et al.,, 2020; TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017). Esta, ¢
responsavel por mais de 90% dos isolados da cavidade oral. Além da C. albicans, outras
espécies patogénicas também sdo encontradas, tais como C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae. Candida spp. esta presente em 25% a
75% da populacdo na auséncia de qualquer lesio (ALRAYYES et al., 2019; GACON;
LOSTER; WIECZOREK, 2019; SHIRAZI et al., 2019).

A patogénese das infeccdes fungicas da cavidade oral ainda ndo ¢ totalmente
compreendida, mas uma variedade de fatores tem sido associada ao crescimento excessivo
de Candida. Os fatores locais mais comumente relacionados sdo: xerostomia (sindrome de

Sjogren (Serrano et al., 2020), desidratacdo, radiacdo, polifarmacia (TELLES; KARKI;
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MARSHALL, 2017) , uso de cigarro (MUN et al., 2016), uso de antibidticos de largo espectro,
dieta rica em carboidrato (SERRANO et al., 2020; TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017) ,
leucoplasia oral (SHIRAZI et al., 2019), uso de préotese (BIANCHI et al., 2016; SERRANO et
al., 2020), ma higiene oral (ALRAYYES et al., 2019) . Os fatores sist€émicos comumente
envolvidos com esse processo infeccioso sao: idade avancada (SHIRAZI et al., 2019), diabetes
(MARTORI et al., 2017; SERRANO et al., 2020) , imunossupressdao (SERRANO et al., 2020;
SHIRAZI et al., 2019), deficiéncia nutricional e cancer (TELLES; KARKI; MARSHALL,
2017).

Essa variedade de fatores predisponentes promove alteragdo do ambiente e favorece a
proliferacdo da Candida, levando a sua transi¢do de comensal para patogénica, a qual pode se
manifestar com sinais e sintomas clinicos de candidiase oral (HERTEL et al., 2016). Além
disso, esses fatores desencadeiam a neutropenia, disfungdo qualitativa dos neutrofilos,
disfun¢do do sistema imunoldgico mediado por células e ruptura da integridade da mucosa
(SULEYMAN; ALANGADEN, 2016; TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017).

Limitacdes dos testes de diagnostico e o surgimento de patdogenos fungicos resistentes,
tornam a prevencdo de infecgdes fungicas cada vez mais importante (LEUNG et al., 2008;
SULEYMAN; ALANGADEN, 2016). A melhor maneira de tratar uma infeccdo bucal por
Candida é prevenindo sua recorréncia, seja através da mudanga nos habitos de higiene, do
controle de doencas sistémicas, como diabetes, ou o uso de proteses dentarias com boas
condigdes de uso (TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017). A infecgdo mais comumente
encontrada é a candidiase pseudomembranosa. Além desta, existem outras formas de candidiase
que afeta a regido maxilofacial, sdo elas: queilite angular, glossite romboidal mediana,
candidiase hiperplasica cronica, atrofica cronica (estomatite protética), mucocutanea cronica e
candidiase multifocal cronica (TELLES; KARKI; MARSHALL, 2017).

Quando esse tipo de infecgao esta associado ao uso de protese, € denominada candidiase
atrofica cronica ou estomatite protética. Isso ocorre porque as proteses geralmente ocluem a
mucosa oral e inibem o fluxo salivar, levando ao supercrescimento de Candida. A estomatite
protética apresenta-se clinicamente como lesdes eritematosas, edematosas e caracteristicamente
restritas a mucosa oral em contato com a protese. A sintomatologia ¢ geralmente ausente, mas
os pacientes podem queixar-se de feridas (queilite angular) e queimacdo. Classifica-se como
tipo I (petéquias no palato de forma pontual); tipo II (eritema da mucosa na area de suporte da
protese); tipo III (mucosa hiperplasica em contato com a protese) (figura 1) (MILLSOP;
FAZEL, 2016).
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Figura 1. Aspectos clinicos da estomatite protética. A — Estomatite tipo I; B — Estomatite tipo II; C —
Estomatite tipo III. * Fotos autorizadas pelo paciente e de responsabilidade do grupo de pesquisa
coordenado pelo Prof. Dr. Ricardo Dias de Castro.

As espécies de Candida possuem atributos de viruléncia, permitindo-lhes invadir
quando surgem oportunidades e causar varias infec¢gdes em humanos, especialmente quando o
sistema imunologico estd prejudicado (ARASTEHFAR et al., 2020). A invasao da Candida
pode ser por dois mecanismos — endocitose induzida através da interagdo de proteinas das
leveduras (Ssalp e Als3p) em proteinas das células epiteliais (caderinas ¢ EGFR / Her2) ou por
penetragdo ativa decorrente do crescimento direto da ponta da hifa a qual leva ao dano celular
(PELLON; SADEGHI NASAB; MOYES, 2020).

A adesdo de C. albicans a uma superficie mucosa ¢ um requisito essencial para sua
persisténcia no hospedeiro, seja como comensal ou como patdégeno. As interagdes iniciais
acontecem através de for¢as de Van der Waals e interagdes hidrofobicas. Uma vez fixada, as
leveduras interagem com a fibronectina humana, proteinas salivares ricas em prolina e
carboidratos que facilitam a adesdo as células epiteliais esofagicas e bucais humanas. Contudo,
a maior contribuicdo para a adesdo fliingica ¢ conferida pelas adesinas. As mais estudadas sdo
da familia de proteinas da sequéncia semelhante a aglutinina (Alsp). A tipo 5 (Als5) medeia a
adesdo inicial de células de levedura de C. albicans a células epiteliais bucais humanas e a
residuos de treonina, serina e alanina localizados dentro de fibronectina, coldgeno tipo IV e
laminina. J& o B-glucano da fase de levedura ¢ reconhecido pelo receptor nao classico de
padrdes EphA» durante essa interacdo inicial, conforme pode ser visto na figura 2.1 (HOYER;

COTA, 2016; NIKOU et al., 2019; PELLON; SADEGHI NASAB et al., 2020).
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Figura 2. Interagdes de Candida albicans com células epiteliais do hospedeiro. (1) Interagdes iniciais;
(2) Transigdo para a morfologia das hifas; (3) A internalizacdo das hifas de C. albicans; (4) Secrecao
dos fatores de viruléncia. Adaptado de Nikou et al., 20.

Uma vez ligada a superficie da mucosa, a transi¢ao para a morfologia das hifas resulta
na expressdo de adesinas adicionais, incluindo Als3p e Hwplp, as quais consolidam a adesdo
epitelial através da interagdo com a E-caderina e enzimas transglutaminases do hospedeiro,
respectivamente (Figura 2.2). A internalizacao epitelial de hifas de C. albicans ¢ mediada pelas
invasinas Als3p e Ssalp que interagem com a E-caderina e um complexo receptor
heterodimérico que compreende o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e o
receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (Her2) de forma passiva (figura
2.3) (HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016; NIKOU et al., 2019). Enquanto em contato com a
superficie da mucosa, C. albicans secreta um arsenal de fatores de viruléncia incluindo a toxina
peptidica candidalisina, proteinases asparticas secretoras (Saps), lipases e fosfolipases que
facilitam a patogenicidade. A proteina Msb2p ¢ liberada no ambiente extracelular para
neutralizar a atividade de varios peptideos antimicrobianos do hospedeiro (figura 2.4) (NIKOU
et al., 2019; PELLON; SADEGHI NASAB et al., 2020).

Conforme visto acima, esse reconhecimento da C. albicans pelas células epiteliais é
mediado pelo receptor B-glucano-Eph2A, levando a ativagdo de células epiteliais e secrecio da
toxina hifal candidalisina. Toda essa interacao fungo-c€lula epitelial, leva a ativagdo da via

MAPK intracelular. As células de levedura ativam PI3K/AKT e NF-kpB, além da ativagdo de
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forma mais fraca de p38, JNK ¢ ERK1/2. Com o desenvolvimento das hifas e a libera¢do de
candidalisinas na bolsa de infeccdo, fazem com que essas ativagdes intracelulares sejam mais
fortes e sustentadas. Quando a interagdo ¢ fraca, leva a ativagdo de c-jun com consequéncias
transcricionais ainda desconhecidas, mas quando ocorre a ativacdo forte pelas hifas, induz a
ativacao de c-fos o que faz com que ocorra a liberacdo de moléculas pro-inflamatorias (IL-10/p,
IL-6, TNF-a, CXCLs, CCL20, IL-8) e peptideos antimicrobianos (f-defensinas) com o objetivo
de debelar a invasdo fungica e recrutar mais células imunologicas (neutrofilos, macrofagos e
IL-17) para os focos de infeccdo (figura 3) (PELLON et al., 2020; VERMA et al., 2017).

Recentemente, foi demonstrada a indugdo da IL-36 por intermédio da C. albicans em
células epiteliais através da liberagdo de candidalisina. Essa interleucina ¢ de fundamental
importancia para a eliminacdo adequada do fungo (PELLON et al., 2020), principalmente em
infecgdes de mucosa (HEATH et al., 2019). E importante ressaltar que os membros da IL-36
fazem parte da superfamilia da [L-1 e estdo surgindo como importantes mediadores da resposta
imune a infec¢des microbianas ¢ doengas inflamatorias (BUHL; WENZEL, 2019; JENSEN,
2017). Existem trés citocinas agonistas da 1L-36 (IL-36a, IL-36p e IL-36y), ¢ uma molécula
antagonista, IL-36RA, todas sinalizando através do dimero composto por IL-36R e proteina
acessoria IL-1R com a finalidade de ativar monocitos, células denditricas, queratindcitos,
fazendo com que ocorra o recrutamento de leucocitos (figura 3) (BASSOY; TOWNE; GABAY,
2018; SWINDELL et al., 2018).
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As respostas mediadas pela IL-17 estdo relacionadas com infecgdes fingicas na
cavidade oral e sdo inespecificas para vulvovaginal. Contudo, o seu papel durante a candidiase
mucosa em humanos ndo é completamente conhecido. A sinalizagdo da IL-1 promove a indugao
da IL-17 com o objetivo de inibir da liberag¢ao de citocinas/quimiocinas, comprometimento do
recrutamento de neutrofilos e, consequentemente, aumento da carga fungica (ALTMEIER et
al., 2016; PELLON et al., 2020; VERMA et al., 2017).

Alteragdes gendmicas tais como aneuploidias, perda de heterozigosidade e rearranjos
cromossdmicos podem afetar a expressdao de alvos de farmacos, bombas de efluxo e outros
fatores que contribuem para resisténcia do fungo aos antimicrobianos (LEE et al., 2020). Para
as células imunologicas montarem respostas antimicrobianas eficazes, elas precisam mudar o
metabolismo celular, pois os ligantes microbianos regulam positivamente a captagao de glicose
e seu metabolismo anaerdbico para se obter energia e impulsionar os mecanismos
antimicrobianos e a producao de citocinas (KASMI; STENMARK, 2015; PELLON; SADEGHI
NASAB; MOYES, 2020), contudo, a células estimuladas por hifas respondem em menor grau
(DOMINGUEZ-ANDRES et al., 2017). Isso ocorre porque a glicose é a fonte de carbono
preferida para C. albicans durante a colonizagdo e patogénese (figura 4) (TRAVEN;
NADERER, 2019).

Respostas agudas Respostas de longo prazo

'
P « €« « « L

Figura 4. Remodelacdo epigenética de células imunes, levando ao desenvolvimento de respostas agudas
ou de longo prazo. Adaptado de Pellon, Nasab, Moyes, 2020.
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3.2 Farmacoterapia das infec¢oes fungicas

O impacto dos fungos na saude humana ¢ amplificado pelo fato de que apenas trés
classes de medicamentos antifiingicos estdo disponiveis para tratar infecgdes fungicas (REVIE
et al., 2018). Isso se deve ao amplo periodo destinado ao desenvolvimento de novas farmacos
frente a natureza eucaridtica das células fungicas. Dada a escassez de classes distintas de
antifingicos para o tratamento de infeccdes e o surgimento e disseminacdo de patogenos
fingicos multirresistentes, os antimicrobianos convencionais estdo se tornando cada vez mais
ineficazes no combate a doengas infecciosas (LEE et al., 2020). O termo resisténcia pode ser
aplicado a uma cepa microbiana que tem uma concentracao inibitoria minima (CIM) para um
determinado antifungico acima dos pontos de corte clinicos especificos. Este termo ndo deve
ser confundido com tolerancia, que ¢ a capacidade de uma cepa fingica suscetivel a farmacos
de crescer na presenga de um antifingico em concentragdes acima da CIM (BERMAN;
KRYSAN, 2020).

As classes de antifungicos utilizados na terap€utica convencional sdo: derivados
polienos, que se ligam ao ergosterol na membrana celular fingica levando a lise celular; os
azois, que tem como alvo a biossintese do ergosterol; e as equinocandinas, que atuam inibindo
a biossintese da parede celular fingica (REVIE et al., 2018). A nistatina, na forma de suspensao
oral, e o miconazol, disponibilizado em gel, sio os comumente utilizados na pratica clinica
odontologica. A terapia sistémica so ¢ indicada nos casos de insucesso dessas formas topicas
(MANIK; BAHL, 2017). Na ocorréncia de infec¢des graves, as equinocandinas e azdis sao 0s
principais antifungicos utilizados, mas as falhas terapéuticas, atribuidas aos mecanismos de
viruléncia e resisténcia de Candida spp. como C. auris e C. glabrata, apelam para o
desenvolvimento de novos medicamentos antifingicos com novos mecanismos de agao
(ARASTEHFAR et al., 2020) .

Os polienos sdo moléculas anfipaticas naturais e representam a classe mais antiga de
medicamentos antifungicos usados para tratar infec¢des sistémicas. O representante
comumente usado € a anfotericina B. Antes, pensava-se que este firmacose ligava diretamente
ao ergosterol da membrana fingica, formando complexos que se intercalavam na mesma,
promovendo extravazamento de componentes intracelulares, culminando com a morte celular.
Contudo, hoje foi esclarecido que anfotericina B forma, na verdade, agregados
extramembranosos que extraem ergosterol das membranas celulares dos fungos, atuando como
um fungicida através da formagao de uma “Esponja de esterol” (figura 5). A anfotericina B tem

como caracteristica a baixa biodisponibilidade oral e efeitos toxicos decorrente da semelhancga



O o NN Wn K~

10

12
13
14
15
16
17

18

19
20
21

22
23

33

do colesterol e ergosterol (LEE et al., 2020). Esses efeitos toxicos incluem hepatotoxicidade

(KYRIAKIDIS et al., 2017) e nefrotoxicidade (SALES; FORESTO, 2020).
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Figura 5. Mecanismo de agdo dos polienos. A. membrana fingica. B. Membrana fungica ap6s agdo da
anfotericina B com formacdo da esponja de esterol (anfotericina B + ergosterol). Adaptado de Lee et
al., 2020.

Os azois representam outra classe de farmacos bastante utilizadas. Eles sdo compostos
sintéticos heterociclicos com fun¢ao de bloquear a sintese do ergosterol, levando a rupturas na
membrana, alterando sua estabilidade, permeabilidade e fung@o. Os farmacos que pertencem a
esta classe atuam especificamente na enzima 14-o desmetilase, a qual faz parte do citocromo
P450. Ela ¢ codificada pelo gene ERG11 presente em espécies fungicas do género Candida
(figura 6). Os azdis apresentam excelente biodisponibilidade por via oral, além de também
estarem disponiveis para uso intravenoso. Contudo, possui a desvantagem de interagir com
outras farmacos, pois também inibem o citocromo P450 de mamiferos, o qual ¢ responsavel

pelo metabolismo desses farmacos (LEE et al., 2020).

/ \
14a-desmetilase | PP
_l__lj,f‘lg\_l_l_l;,n (99000008

L PPN o PR Lanosterol ————— Ergosterol v/ o
X IOOK OOOOK e
j" R llll!{JLl II;J.P}III
XX CXXCT DO X ““—_—: f'“ s ,;—kh
””” Y a Erg3 P OOOGEAD) OOBADOOC
( I“l.‘lul’_‘l X X I“ Tlulql,— g AZO'ICOS
OOOOO] PO OOC f.j O Estresse de membrana

Esterol toxico

Ergosterol %
A v
\ B

Figura 6. Mecanismo de acao dos az6is. A. membrana fungica. B. Membrana fungica ap6s acdo da azol.
O lanosterol se transformou em esterol toxico provocando estresse na membrana Adaptado de Lee et
al., 2020.

A classe de farmacos mais recentes a entrar na area médica nos ultimos anos sdo as

equinocandinas. Sao derivados de produtos naturais compostos por um nucleo hexapeptidico
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ciclico com uma cadeia lateral N-ligada de 4cido graxo. Atua na enzima (1,3) -B-glucano-
sintase responsavel pela sintese da parede celular, a qual € uma estrutura totalmente ausente em
células de mamiferos. Esta enzima ¢ codificada pelo gene FKS1 em C. albicans e FKS1 e FKS2
em C. glabrata. Sdo reconhecidas como a primeira linha de tratamento para candidiases
invasivas, contudo, sdo ineficazes contra espécies de Cryptococcus. Suas principais vantagens
sd0 o excelente perfil de seguranca, maior seletividade fungica e baixo potencial para interagdes
medicamentosas. Tem como desvantagens o seu uso clinico ser limitado ao uso intravenoso da

mesma forma que a anfotericina B (figura 7) (LEE et al., 2020).

+——— Proteinas

M'—(lﬁ)—ﬁ-glucano Estresse celular
’\/\— (1,3)-B-glucano
\_\-k,k@k_\_ Quitina X O OOX

clishe: e

7" f— Equinocandinas B

(1,3)-p-glucano-sintase A (1 fglucano-sintase

Figura 7. Mecanismo de acdo das equinocandinas. Elas impedem a sintese de (1,3) -B-glucano
resultando em perda de integridade e estresse severo da parede celular. A- Célula fungica normal. B-
Estresse celular decorrente do bloqueio da enzima (1,3) -B-glucano sintase, a qual é responsavel pela sintese
da parede celular. Adaptado de Lee et al., 2020.

Além desse numero limitado e do aumento da prevaléncia de infecgdes graves causadas
por Candida spp. (VAN DAELE et al., 2019), outros fatores também sao motivadores na busca
de novos farmacos, dentre os quais temos o aumento da resisténcia tanto a farmacos unicas
(Aspergillus) como multiplas (C. glabrata e C. auris) (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017; PRASAD; NAIR; BANERJEE, 2019),
muitas vezes decorrentes a terapia repetida ou de longo prazo (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). A resisténcia antiflingica estd em
ascensdo e ¢ uma emergente ameaga ao manejo do paciente ¢ ao sucesso clinico (PERLIN;
RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

O mais comum mecanismo de resisténcia aos azdis € a regulacio positiva das bombas
de efluxo as quais diminuem a concentragdo dos farmacos dentro das células. Elas sdo reguladas
pelos genes Tac136 e Mrr137 em C. albicans e CgPdrl em C. glabrata, bem como mutagdes
pontuais na superexpressao do gene ERGI1 e Cyp514/Cyp51B. Todas essas alteragdes fazem

com que o fungo desenvolva alta plasticidade gendmica, resultado em perda de
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heterozigosidade, aumento do nimero de copias cromossémicas, aneuploidia ou formagdo de
isocromossomo, os quais afetam a expressao do alvo do azol (EL-HOUSSAINI et al., 2019;
LEE; PUUMALA et al., 2020; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON et al., 2017).

Esses mecanismos que causam resisténcia aos az6is nao tém resisténcia cruzada com os
que causam com as equinocandinas. Nestas, a resisténcia ¢ devido a alteragdes nos genes FKS1
e FKS2 (LEE et al., 2020; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017). Ja com os polienos, a resisténcia
se deve as alteragdes nos genes envolvidos com a biossintese do ergosterol, tais como ERGI,
ERG2, ERG3, ERG4, ERG6 e ERGI1 (EL-HOUSSAINI; ELNABAWY; NASSER;
ELKHATIB, 2019; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO,
2017).

Estratégias sdo desenvolvidas para contornar esse aumento da resisténcia microbiana.
Tais estratégias incluem: o uso de terapia combinada; o desenvolvimento de agentes
antiviruléncia ¢ modulagdo das respostas imunes do hospedeiro. Tem-se como exemplo de
agentes antiviruléncia, a filastatina, que é responsavel pela inibigdo da filamentacdo, adesdo de
superficie e formacao de biofilme. Ja a modulagdo se da com a vacina anti-Candida NDV-3A
a qual emprega a adesina e invasina Als3 como antigeno para induzir a resposta imune
adaptativa mediada por anticorpos e células T (LEE et al., 2020).

A terapia combinada ja ¢ implementada rotineiramente no tratamento de outras doengas
infecciosas como a HIV/AIDS, malaria e tuberculose. Tem como vantagens, poder aumentar a
eficiéncia fungicida de farmacos normalmente fungistaticas e promover inversao de selecdo de
farmacos resistentes. E o que ocorre com o inibidor iKIX1 o qual tem a fungdo de bloquear o
dominio KIX dentro do complexo mediador das bombas de efluxo e impedir a regulagdo
positiva de seus genes, fazendo com que os fAirmacos que antes eram expelidas para fora da
célula, consigam novamente se acumular em seu interior (figura 8) (BAYM; STONE;

KISHONY, 2016; SPITZER; ROBBINS; WRIGHT, 2017).
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Aumento da biodisponibilidade da droga

00D

DrogaB \

Inibicdo do mediador do transportadores-
ABC das bombas de efluxo

( M (%) D'e

( lel‘,,"‘ 55“lw|“l:-}‘ ;L.’lwl |N|"\
B £ s £

UG ot U U U2 el U U U

000000008 )

X7 . mediador
PO ; LN
Bomba de efluxo Q

Figura 8. Estratégias terapéuticas de combate a resisténcia microbiana: Terapia combinada - aumento
da biodisponibilidade do farmaco. Adaptado de Lee, Puumala, Robbins & Cowen, 2020. A- Célula
fingica resistente a farmaco “A”. A bomba de efluxo (azul), juntamente com seu mediador (roxo),
transportam o farmaco do citoplasma para o meio extracelular, fazendo com que ele ndo consiga realizar
sua fung@o de desestabilizé-la. B- O inibidor iKIX1 sinergiza com os azdis e ressensibiliza isolados
resistentes ao fluconazol. Ele atua bloqueando o dominio KIX dentro do complexo mediador (roxo)
impedindo a regulagio positiva de genes que codificam bombas de efluxo e com isso, fazendo com que
a mesmas ndo atuem jogando a farmaco para fora da célula.

A

Outra estratégia obtida a partir da terapia combinada ¢ a inibi¢do dos reguladores de
resposta ao estresse. O Hsp90 ¢ um exemplo de regulador especifico para C. albicans. Ele
regula os circuitos de resposta da célula fungica, promovendo tolerancia e resisténcia ao estresse
induzido por farmacos. Exemplo de inibidor de regulador ¢ o CMLD, um derivado de produto
natural, o qual atua bloqueando as redes de sinalizacdo no interior da célula. Essa inibicao
promove bloqueio de células no estado filamentoso, prejudicando a dispersao de biofilmes e
atenuando a viruléncia em modelos de infeccdo em camundongos. (figura 9) (HUANG et al.,

2019; JUVVADI et al., 2019; WHITESELL et al., 2019) .
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Direcionamento de resposta ao estresse celular :
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Figura 9. Estratégias terapéuticas de combate a resisténcia microbiana: Terapia combinada-
direcionamento de resposta ao estresse celular. A- Resposta da célula fingica a agdo de medicamentos
resistentes. As bombas de efluxo através do gene Ergl1 conseguiu expulsar o farmaco do interior da
célula com a colaborac@o da resposta ao estresse através do Hsp90. B- A farmaco “A” ndo conseguiu
mais se expulsa do interior da célula pois sua combinag¢ao com a fairmaco “B” bloqueou a resposta ao
estresse fazendo com que as bombas de efluxo ndo atuassem com a mesma eficacia. Com isso, a farmaco
“A” conseguiu permanecer no interior da célula fiungica para promover sua fun¢ao que ¢ de debelar a
célula fngica. Adaptado de Lee, Puumala, Robbins & Cowen, 2020.

Ainda dentro das opg¢des de terapia combinada, existem opg¢des terapéuticas que atuam
em proteinas com fun¢do de manter a homeostase do microorganismo, tais como a quinase da
caseina (Yck2). Esta, ¢ um mediador importante na manutencdo da integridade da parede
celular. A estratégia se da através da inibicdo dessa quinase através do composto 2,3-aril-
pirazolopiridina (GW), fazendo com que se potencialize a eficacia das equinocandinas. Assim,
teremos farmacos que visam proteinas de vias paralelas que convergem em um Unico processo
ou funcdo essencial exibindo atividade de potencializacdo e fazendo com que a célula fingica

ndo consiga reagir a terapia que antes era resistente (figura 10) (CAPLAN et al., 2020).
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Figura 10. Estratégias terapéuticas de combate a resisténcia microbiana: Terapia combinada-inibi¢ao
da quinase da caseina. A- Demonstragdo de vias paralelas de duas farmacos com um unico objetivo. B-
Exemplo dessas vias paralelas temos as equinocandinas (farmaco “A”) que atuam na enzima (1,3) -p-
glucano-sintase com a finalidade de desestabilizar a sintese da parede celular e a farmaco GM (farmaco
“B”), a qual também tem a mesma fun¢ao, s6 que sua atuagdo € em ponto diverso de uma via paralela
(quinase da caseina Yck2). Adaptado de Lee, Puumala, Robbins & Cowen, 2020.

Além dessas novas alternativas terap€uticas, outros farmacos estdo sendo
desenvolvidos. Farmacos que agem na biossintese da pirimidina (F901318); que tem atuagio
nas enzimas do citocromo 51 (Cyp51) ao invés de atuar nas do citocromo P450, tornando o
tratamento menos toxico para seres humanos (VT-1161, VT-1129 e VT-1598); com acdo frente
a Candida auris (VT-1598, CD101 e SCY-078); aqueles que tem como alvo o 1,3-B-D-glucano,
que podem oferecer vantagens sobre as equinocandinas disponiveis, pois tém sua meia-vida
estendida; e os que atuam na biossintese do glicosilfosfadidilinositol (AX001) com potente

atividade antifingica de amplo espectro (WIEDERHOLD, 2018).

3.3 Produtos naturais e cinamaldeido

Nos tltimos 30 anos, 75% das novas entidades quimicas sdo derivadas ou inspiradas de
produtos naturais. Apesar de novas doencas fungicas estarem sendo relatadas, apenas 0,2%
dessas novas entidades sdo farmacos antifungicas. Para melhorar essa propor¢do, atualmente
estdo sendo desenvolvidos dois compostos baseados em produtos naturais. Um deles é o
enfumafungin, um triterpeno que levou ao produto semissintético ibrexafungerp; e o outro ¢ a
rezafungina, a qual foi desenvolvida baseada no esqueleto da equinocandinas. Ambos ja se
encontram na terceira fase do ensaio clinico. Vale ressaltar que os estudos de fase I1I sdo estudos
comparativos e randomizados em relagdo ao melhor tratamento atual, com pacientes doentes

(NEWMAN; CRAGG, 2020).
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Os produtos naturais podem advir de fontes bacterianas, flingicas, vegetais e animais
marinhos. Quando decorrentes de bactérias, fungos e plantas sdao provenientes do metabolismo
secundario deles. Quando decorrentes de macromoléculas naturais (DNA, RNA e proteinas) ou
intermediarios do metabolismo primario, ndo sdo considerados produtos naturais. Seu uso mais
enfatico ¢ como agentes anti-infecciosos, notadamente antibacterinos. Como exemplos temos a
eritromicina, cloranfenicol, cefalosporina, acido clavulanico, vancomicina dentre outros. Eles
possuem uma variedade tanto com relagdo aos seus pesos moleculares como com relagdo aos
arranjos tridimensionais dos atomos que as compdem (KATZ; BALTZ, 2016; WRIGHT,
2017).

A possibilidade do sequenciamento do genoma microbiano de forma menos onerosa,
abriu estratégias para a descoberta de novas farmacos com base nos metabdlitos secundarios.
Microbios com grandes genomas codificam varios aglomerados de genes de metabolitos
secundarios, a maioria dos quais ainda sdo desconhecidos. Estudos metagendmicos indicam
que existe uma grande quantidade desses novos aglomerados ainda a serem descobertos
(KATZ; BALTZ, 2016; WRIGHT, 2017).

As plantas, por sua vez, produzem naturalmente uma variedade de metabolitos que
defendem o hospedeiro da invas@o microbiana. Além disso, elas possuem estruturas quimicas
complexas que sinteticamente seriam dificeis de serem obtidas. Com isso, os antimicrobianos
naturais podem permitir a inducdo de diferentes mecanismos de agdo em comparacdo com os
tradicionais (DOYLE; STEPHENS, 2019). Dentre os produtos de origem vegetal, destacam-se
os Oleos essenciais, que sdo extratos liquidos de plantas aromaticas compondo uma mistura de
compostos organicos volateis e odoriferos (AZIZ et al., 2018; TARIQ; WANI et al., 2019). Eles
possuem um amplo espectro de atividade antibacteriana, antifingica e até antiviral, inibindo o
crescimento de cepas microbianas resistentes aos farmacos disponiveis para uso clinico
(TARIQ et al., 2019).

O oleo essencial (OE) obtido das folhas e casca de Cinnamomum zeylanicum Blume
(canela) ¢ um dos mais efetivos na inibi¢do do crescimento microbiano (DOYLE; STEPHENS,
2019). Encontrado na forma de um liquido oleoso amarelo com odor de canela e sabor
adocicado (SIMOES et al., 2016), tem como principais componentes o cinamaldeido, que é um
fenilpropanoide derivado do acido chiquimico (SILVA et al., 2018), eugenol, fenol e linalol.
Sua casca tem um teor de eugenol baixo (5-10%) e cinamaldeido (aldeido cindmico ou 3-fenil-
2-propenal) mais alto (65-80%) (figura 11) (YANAKIEV, 2020). A literatura ja demonstra que
o cinamaldeido, bem como de seus derivados sintéticos, apresentam atividades: termogénica,

antitumoral, fungdo cardioprotetora, antiinflamatoria, antibacteriana, antibiofilme e antifungica
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(DOYLE; STEPHENS, 2019). Suas caracteristicas quimicas fazem com que ele possa atuar
como uma farmaco ativa por via oral e ser empregada como modelo para o design de novas

farmacos (SHREAZ et al., 2016).

Figura 11. Estrutura quimica do cinamaldeido.

A acdo anti-inflamatoria do cinamaldeido se da através da inducao de apoptose, inibicao
da proliferagdo celular nas respostas imunes mediadas por monocitos/macréfagos, da supressao
da producao de 6xido nitrico, diminui¢ao dos niveis de TNF-a, IL-6 (MATEEN et al., 2019;
SILVA; FIGUEIREDO; DE OLIVEIRA etal., 2018), regulacdo positiva dos niveis superficiais
de moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD69) e dos receptores de reconhecimento de padroes
(receptor toll-like 2 (TLR2) e receptor de complemento (CR3) (SILVA et al., 2018).

Um dos possiveis efeitos indesejaveis do cinamaldeido ¢ a hipersensibilidade. A
literatura ja apresenta casos de reagdes alérgicas intraorais apos o uso de produtos que
continham cinamaldeido (ISAAC-RENTON; LI; PARSONS, 2015). Contudo, relatos de
dermatite de contato alérgica e estomatite como resultado do uso do OE de canela sdo raros
(YANAKIEV, 2020). Estudo in vivo relatou auséncia de efeitos adversos significativos no
figado, nenhuma hipersensibilidade e uma ampla faixa terapéutica de C. zeylanicum
(YANAKIEV, 2020).

A literatura j& havia demonstrado na andlise de acoplamento molecular, a interagdo e
afinidade do cinamaldeido com os alvos fungicos, e, mais fortemente, pelos alvos relacionados
a complexagdo do ergosterol, como o PDBID-4MALI (enzima esqualeno epoxidadase), cuja
energia de ligagdo com o cinamaldeido foi -70,49 ( ALVES et al., 2020). Nesse estudo também
foi comprovado através da analise in vitro, sua atividade fungicida forte (ALVES et al., 2021),
cujos valores variaram de 18,9uM a 37,83uM, com provavel mecanismo de a¢do via membrana,
além de mostrar que ocorreu viabilidade celular de queratindcitos expostos ao cinamaldeido até
a concentracao de 946uM (ALVES et al., 2020).

Ainda na analise in vitro, o cinamaldeido foi testado incorporado a um reembasador de
protese como forma de prevenir a recorréncia de infecgdes fingicas na cavidade oral decorrente

do uso de protese. Tal estudo comprovou a capacidade do cinamaldeido em inibir a formagao
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de biofilme de Candida além de ndo alterar o padrio de dureza do material no qual o
cinamaldeido foi incorporado, sendo, portanto, til para a pratica clinica (MAIOR et al., 2019).
Outro estudo investigou a eficacia do cinamaldeido na desinfec¢do de proteses totais removiveis
e o efeito nas propriedades fisicas e mecanicas da resina acrilica da protese. Ele comprovou que
o cinamaldeido foi eficaz contra todos os microrganismos avaliados, causando pequenas
alteracdes nos parametros de dureza, rugosidade superficial e cor, sem relevancia clinica (DE
ALMEIDA et al., 2020).

O cinamaldeido foi testado para uso topico em modelo in vivo para o tratamento de
feridas de pele decorrentes de infecgdes por Pseudomonas aeruginosa (FERRO et al., 2019),
bem como na forma de pomada para ser testada em cicatrizacdes de feridas em camundongos
diabéticos (DAEMI et al., 2019). Também foi comprovada, através de um ensaio clinico fase
II, a eficacia de um enxaguatorio bucal contendo OE de Cinnamomum zeylanicum Blume,
produto que tem o cinamaldeido como um dos componentes majoritarios, no tratamento da
candidiase oral (DE ARAUJO et al., 2021). Contudo, o seu uso na forma de pomada em orabase
para uso topico no tratamento de infeccdes fingicas que acometem a cavidade oral, ainda nao
foi testada. Para se chegar no ensaio clinico com seguranga, € necessario definir a seguranga e
toxicidade do cinamaldeido em modelos in vivo com a finalidade de propor uma forma

farmacéutica segura contendo cinamaldeido em sua composicao.

3.4 Modelos para estudos da toxicologia/farmacologia de farmacos com potencial
antifungico

O uso de animais experimentais em farmacologia e toxicologia remonta ao século
passado. Os testes iniciais foram de toxicidade aguda para prevenir intoxicagdes € permitir a
classificagdo dos produtos quimicos, mas atualmente, o foco mudou para toxicidade de longo
prazo, tais como carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva, neurotoxicidade e imunotoxicidade
(KNUDSEN et al., 2019). A toxicologia investigativa descreve a caracteriza¢do de riscos e a
elucidacdo de toxicidades, apoiando as primeiras decisdes de seguranca com o objetivo de
melhorar as decisoes pré-clinicas (BEILMANN et al., 2019).

Uma maior consciéncia ética implica em um controle mais rigoroso da utilizacdo de
vertebrados para estudos in vivo. Para lidar com esse novo cendrio, inumeras alternativas aos
roedores foram propostas. Dentre essas, a larva da Galleria mellonella (G. mellonella) teve
papel preponderante, principalmente no campo microbioldgico, conforme demonstrado pelo
crescente numero de publicagdes cientificas recentes (CUTULI et al., 2019). Este modelo, além

de viavel, por ser um modelo de baixo custo e validado (DE ALMEIDA ROCHELLE et al.,
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2016; FREIRES et al., 2017), fornece respostas em curto periodo, pois as larvas apresentam
ciclo de vida curto (aproximadamente 6 semanas) e ndo ha necessidade de se utilizar
equipamentos especializados. O principal fator chave que torna G. mellonella um modelo nao
clinico util in vivo ¢é sua resposta imune inata que compartilha varias estratégias com o sistema
imune inato dos mamiferos (CUTULI et al., 2019; IGNASIAK; MAXWELL, 2017). Além
disso, apesar das grandes diferencas evolutivas entre insetos e mamiferos, os resultados obtidos
por essas larvas sdo comparaveis aos obtidos com camundongos (CUTULI et al., 2019).

Os modelos celulares in vitro tornaram-se mais populares para a avaliagdo da toxicidade;
esses modelos incluem células-tronco embrionarias de camundongo, embrides de rato e
embrides de peixe-zebra (Danio rerio). Destes modelos, o ensaio com peixes-zebra € o mais
passivel de abordagens de alto rendimento e alto conteudo (LI; XIA, 2019). O estudo com este
modelo de vertebrado tem se mostrado util para toxicologia, especialmente na triagem de
farmacos e estudos de doencas humanas (GAMSE; GORELICK, 2016).

Danio rerio ¢ um peixe teledsteo tropical ja estabelecido como modelo animal na
pesquisa biomédica. Seu uso oferece vantagens praticas e econdmicas, por ser um animal de
baixo custo de manutengdo e alta fecundidade, conferindo potencial aplicacdo em técnicas de
médio e alto desempenho, como varredura de novos farmacos e toxicos (KOENIG; DAO; KAN
et al., 2016). Além disso, seu curto ciclo de vida permite que os embrides atinjam o estado
larval dentro de 48-72 horas apos a fertilizagao (hpf) e se tornem sexualmente maduros quando
atingem cerca de 10-12 semanas de vida, o que facilita estudos cronicos ou envolvendo mais
de uma geracdo (MEYERS, 2018).

Atualmente, tem-se dado preferéncia ao uso de embrides e larvas em relagdo ao peixe-
zebra adulto, seja por razdes éticas, econdmicas ou biologicas. O rapido desenvolvimento
embriondrio, o tamanho da larva e a alta disponibilidade de individuos permitem que estudos
de alto desempenho rastreiem a toxicidade em um organismo inteiro, fornecendo uma visao
mais panoramica dos efeitos toxicos do que seria possivel apenas em culturas de células. Além
disso, os embrides sdo translucidos e se desenvolvem fora do organismo materno, permitindo
que alteragdes morfologicas sejam observadas desde as primeiras horas apos a fecundagéo
(BAMBINO et al., 2016). Nesse contexto, esses embrides se destacam como um modelo de
sistema vertebrado altamente eficaz em estudos de toxicidade. Além das vantagens inerentes as
suas caracteristicas morfoldgicas, uma alta similaridade do seu genoma com o genoma humano
confere uma conservagdo especial dos processos envolvidos nas respostas toxicas (HOWE et

al., 2013).
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Dentre os métodos para investigacdo de toxicidade genética in vivo, o teste do
micronucleo, realizado em roedores, tem sido amplamente empregado e aceito pelas agéncias
reguladoras e comunidade cientifica (ANVISA, 2013). Este ensaio € um importante teste de
avaliacdo da genotoxicidade de substincias, com a finalidade de classifica-las como agentes
mutagénicos/carcinogénicos, através da observagdo da formagio de micronticleos (TOBOLSKA et
al., 2018). Estes, sdo pequenas cromatinas contendo um corpo arredondado visivel no
citoplasma das células. E formado por dano ao DNA ou instabilidade gendmica, como resultado
de processos naturais, como metabolismo ou envelhecimento, ou por inducdo de fatores
ambientais e diferentes doengas. Os microntcleos podem se originar de fragmentos de
cromossomos acéntricos resultantes de quebras de fitas de DNA mal reparadas; malsegregagio
de cromossomos, que faz com que o cromossomo inteiro fique para tras durante a mitose e
envelhecimento da mulher, quando alguns cromossomos X sdo excluidos do nucleo;
instabilidade cromossdémica que ¢ freqiientemente exibida por células pré-neoplasicas e
cancerosas (SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).

Estudo clinico ¢ um estudo de pesquisa envolvendo voluntirios humanos (também
chamado de participantes) que tem o objetivo de aumentar o conhecimento sobre eficacia de
tratamentos, sejam medicamentosos ou ndo. Se classifica em estudos de interven¢do (também
chamados de ensaios clinicos) e estudos observacionais. Aqueles se dividem em quatro fases:
Fase 1 ¢ a fase cujo enfoque ¢ a seguranca de um medicamento. Geralmente sao realizados com
voluntarios saudaveis e tem o objetivo de determinar os eventos adversos mais frequentes e
como o medicamento € decomposto e excretado pelo corpo. Esses ensaios geralmente envolvem
um pequeno numero de participantes; Fase 2 ¢ a fase que reune dados preliminares se um
medicamento funciona em pessoa que t€ém uma determinada condicdo/doenca, ou seja, avalia a
eficacia do medicamento. Contudo, contudo a seguranga e os eventos adversos estudados na
fase anterior continuam sendo avaliados; A fase 3 reune mais informagdes sobre seguranca e
eficacia de um medicamento em diferentes populacdes e dosagens. Esta fase envolve um
nuimero maior de participantes; ja a fase 4 ocorre depois que a agéncia reguladora aprova o
medicamento para a comercializacdo. Nessa fase s@o coletadas informagdes adicionais sobre a

seguranca, eficacia ou uso ideal do medicamento (FRIEDMAN et al., 2015).
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Materiais e métodos
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Etapas gerias do estudo

A figura 12 aborda uma visao geral de todas as etapas executadas neste estudo.

Citotoxicidade
em eritrocitos

Ensaios in vivo

Micromorfologia

Susceptibilidade
fungica

Toxicidade aguda

Larvas de Embrides de Genotoxicidade- Toxicidade em
Galleria peixe-zebra Camundongo mucosa ceratinizada-
mellonella Mus musculus Rato wistar

Ensaio clinico- fase |

Formulagao contendo cinamaldeido
(200, 300 e 400pg/mL)
35 pacientes
Mucosa oral saudavel

Ev il
Y

Analise clinica Analise microbiolégica ArﬁTiEe?topat?lBEica

Figura 12. Etapas gerais do estudo.
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4.2 Locais da pesquisa

+ Os experimentos in vitro: Laboratorio de Farmacologia experimental e Cultivo Celular
(LAFECC) — Coordenacao: Prof°. Ricardo Castro; Programa de Pos-graduacdo em
Odontologia (PPGO) - (CCS-UFPB);

+ Andlises histopatologicas: Laboratorio de Imunopatologia Experimental (LABIPEX)
sob colaboracao de professor Adriano Francisco Alves- Programa de Pos-graduaciao em
Odontologia (PPGO) - (CCS-UFPB);

+ Testes de seguranca em ratos e genotoxicidade: Biotério Prof°. Thomas George, do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) - Programa de Pos-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB)- (CCS-UFPB);

+ Experimentos envolvendo embrides de peixe-zebra: Laboratério de Avaliagdo de Risco
de Novas Tecnologias (LabRisco) localizado no Departamento de Biologia Molecular
do Centro de Ciéncias Exatas ¢ da Natureza (CCEN), em colaborag¢do com o Prof. Dr.
Davi Felipe Farias;

+ Experimentos envolvendo larvas de Galleria mellonella: Programa de Pos-graduagdo
em Odontologia de Piracicaba (UNICAMP), sob colaboracdo de professor Pedro
Rosalen;

+ Ensaio clinico: Setor de triagem do curso de graduagio em Odontologia/CCS/UFPB.

4.3 Ensaios in vitro

4.3.1 Estudo do efeito do cinamaldeido sobre a micromorfologia de cepas de C. albicans ATCC
90028 e C. krusei ATCC 6258

Os efeitos do cinamaldeido (Sigma-Aldrich® Chemical Co. -St. Louis, MO, EUA)
contra pseudo-hifas, clamisdoporos e blastoconia de C. albicans ATCC 90028 e C. krusei
ATCC 6258, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA),
foram avaliados por ensaio de microcultura usando agar de arroz derretido (CA, HiMedia
Laboratories, Mumbia, india) com Tween 80 (Sigma-Aldrich®) (ALVES et al., 2013;
FERREIRA et al., 2017) . O cinamaldeido e nistatina foram adicionados ao meio de cultura
(ImL de agar-arroz) antes da solidificacdo na concentracdo correspondente a Concentragao
Inibitoria Minima (CIM). Estudo prévio definiu os valores das CIM do cinamaldeido e nistatina
para as duas cepas testadas: cinamaldeido: 37,8 uM para a cepa de C. albicans ATCC 90028 ¢
18,91uM para C. krusei ATCC 6258; nistatina: 34,67 uM para a cepa de C. albicans ATCC
90028 e 17,33 uM para C. krusei ATCC 6258 (ALVES et al., 2020). Apos solidificagdo do meio,

semeou-se a levedura, com auxilio de uma al¢a microbioldgica, fazendo 02 estrias paralelas. As
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estrias foram cobertas com laminulas esterilizadas. Para evitar ressecamento do meio, fez-se uma
camara umida (figura 13), acrescentando 2 mL de agua destilada sobre um pedago de papel de filtro
estéril na placa, durante o periodo de incubagao a 35°C. A placa foi fechada e apos 24h as laminas
foram examinadas em microscopia de luz (Nikon Eclipse Ci®) com aumento de 400x para
determinar a formagao ou auséncia de estruturas caracteristicas das cepas de C. krusei ¢ C.

albicans. Foram preparadas trés placas para cada cepa em trés repetigoes.

Papel filtro com agua destilada

H[ Laminula

N

Placa de Petri

Lamina

Lamina suporte

Agar-arroz + cinamaldeido ou nistatina

Coldnia de leveduras

Figura 13. Desenho esquematico da cdmara umida utilizada no teste de micromorfologia.
4.3.2 Estudo do efeito do cinamaldeido sobre a reducao do biofilme de cepas do género Candida
Spp.

Os efeitos de diferentes concentracdes de cinamaldeido (Sigma-Aldrich® Chemical Co.
-St. Louis, MO, EUA) na redug@o do biofilme de espécies mistas (C. albicans ATCC 90028,
C. albicans CBS 562, C. krusei CBS 573 e C. tropicalis CBS 94) foram determinados de acordo
com um protocolo de microdiluicdo adaptado (DE ALMEIDA FREIRES et al., 2014). Foram
adicionados aos pogos 100 pL de indculo de levedura (25 pL de cada cepaa 2,5 x 10° UFC/mL)
preparado com Caldo Sabouraud Dextrose com adi¢do de sacarose (2%). Apds 48h, foram
adicionados 100 pL de solugdo de cinamaldeido (variando de 151,3 - 378,3 uM). A Nistatina
(Sigma-Aldrich® Chemical Co. -St. Louis, MO, EUA) foi usada como controle (variando 21,6
a 54 uM). A esterilidade do meio e os controles de crescimento ndo tratados também foram
incluidos em todos os ensaios. As placas foram incubadas a 35 °C durante 48 h. O biofilme foi
quantificado usando 0,4% de violeta de cristal (p/v), seguido de dissolugdo em etanol a 95%. A
densidade optica de etanol a 95% foi medida a 595nm (Multiskan GO; Thermo Fisher
Scientific). A inibicao da adesao foi medida indiretamente considerando o grupo de crescimento
de levedura como 100% de adesao do fungo (ELLEPOLA et al., 2017). O ensaio foi realizado

em triplicata em trés experimentos independentes.
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4.3.3 Citotoxicidade em eritrocitos humanos

A atividade hemolitica do cinamaldeido foi determinada utilizando gldbulos vermelhos
humanos (tipos OF, B, A" e AB") de acordo com 0 método proposto por Jain e colaboradores
(JAIN et al., 2015). A coleta de amostras de sangue periférico humano (cerca de 10 mL) foi
feita por pun¢@o de voluntarios adultos e saudaveis, n = 4, utilizando material estéril adquirido
comercialmente (agulhas e seringas BD Plastipak® — BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e
colhidos em tubos a vacuo (Greiner bione, Vacuette, Americana, SP, Brasil) contendo solugao
anticoagulante. Apds a coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 pL de PBS, ajustando a
concentragdo do sangue para 5% de hemacias. Em seguida foi adicionado nos eppendorfs,
cinamaldeido, em triplicata, nas trés repeti¢des, nas concentracdes seriadas de 37,83 — 1210,6
uM, diluido num volume de 20 pL. de PBS. Logo ap6s, foi incubado em 37 °C por 1 h e a reagdo
de hemolise foi interrompida pela adi¢do de 200 pL. de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS; KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8,1 mM, NaCl 136,9 mM e KCI 2,6 mM, pH 7.,2). As
suspensoes foram centrifugadas a 1000G, por 10 min, a temperatura ambiente, com o objetivo
de coletar e transferir o sobrenadante para placas 96 pocos e mensurar a porcentagem de
hemolise em leitora de microplaca no comprimento de onda de 550nm. A porcentagem de
hemolise foi determinada como [(AbSam - Abscon) / (AbStot - Abscon) X 100], onde Abssam foi a
absorbancia das amostras, Abscon correspondeu a absorbancia do controle em branco (PBS +
0,5% de Tween80) e Abstot foi a absorbancia de hemolise total (substituindo a solucdo de
amostra por um volume igual de d4gua Milli-Q).

Os voluntarios do estudo autorizaram sua participacdo assinando um termo de
consentimento livre e esclarecido. O estudo foi conduzido de acordo com a Declaragdo de
Helsinque ¢ o protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal da Paraiba sob o protocolo n°. 3.430.215 (aprovado em 2 de julho de 2019) (ANEXO
1).

4.3.4 Teste de susceptibilidade fingica

Para esta analise, foi utilizada a cepa padronizada de Candida albicans (ATCC) 90028.
Foi realizado teste de difusdo em agar por intermédio da técnica de perfuracdo de pogos. O
inéculo fingico foi ajustado e padronizado para a concentragdo de 2,0x10® UFC.mL!. O
cinamaldeido foi testado na forma de pomada em orabase, a qual esta em processo de analise
do depésito da patente no Instituto Nacional da Propriedade Industrial-INPI, sob nimero BR
10 2019 025510 2 (ANEXO 2). As concentragdes testadas foram (12,5; 25; 50; 100; 200; 300;
400; 500; 600; 700 e 800pg/mL).
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As placas de Petri contendo agar foram preparadas de forma homogénea para todos os
grupos. Cada placa recebeu um total de 24 mL de agar Sabouraud Dextrose (ASD, Sao José do
Pinhais — PR, Brasil). Com auxilio de uma alga de inoculagdo, foram colhidas algumas colonias
fungicas desta cepa, suspendidas em 5 mL de Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) e colocado
numa estufa a 35 °C. Apds 24h, o indculo foi ajustado e introduzido um swab estéril para ser
inoculado em forma de estrias na superficie do agar em trés dire¢des. As placas previamente
inoculadas tiveram removidas pequenas por¢des do meio de cultura solido para a formagao dos
pogos, com o auxilio da borda superior de um tubo de ensaio. Cerca de 90mg da pomada orobase
contendo cinamaldeido foi colocada dentro de um orificio central feito no agar. Decorrido o
periodo de incubagdo, os didmetros dos halos de inibi¢do do desenvolvimento fungico foram
mensurados com um paquimetro. Os ensaios foram realizados em triplicata. Miconazol gel (20
mg/g) (Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda, S3o Paulo-SP, Brasil) foi utilizado como controle

positivo (OSTROSKY et al., 2008).

4.4 Ensaios in vivo
4.4.1 Animais e comité de ética

As larvas de G. mellonella foram gentilmente fornecidas por L. G. Leite do Instituto
Biologico, Departamento de Agricultura e Abastecimento (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). As
larvas foram mantidas a 37°C em uma incubadora BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
até o uso. Os experimentos foram conduzidos no laboratério da FOP/UNICAMP.

Os embrides de peixe-zebra (Danio rerio) foram fornecidos pelo Departamento de
Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba (Jodo Pessoa, Brasil). Peixe-zebra
adultos (cepa selvagem) foram mantidos a 26 + 1 °C sob fotoperiodo de 14:10 h (claro: escuro).
A qualidade da agua foi mantida por filtragdo com carvao ativado, condutividade em 750 + 50
uS e oxigénio dissolvido acima de 95% de saturagdo. Os peixes foram alimentados diariamente
com ra¢do comercial (Tetra ColorBits, Sarandi, Brasil) e Artemia sp. nauplii, sendo também
monitorado para comportamento anormal ou desenvolvimento de doenca. Para obter os
embrides, uma armadilha de ovos desse peixe foi colocada durante a noite em um tanque
contendo espécimes masculinos € femininos (propor¢ao de 2: 1) um dia antes do teste. Uma
hora ap6s o inicio do ciclo de luz, os ovos foram coletados com uma pipeta Pasteur e
enxaguados com meio E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl2 0,33 mM e MgS0O4 0,33 mM)
para a selecdo subsequente de embrides usando um estereomicroscopio (ampliacao de 80x). Os
ovos fertilizados vidveis foram selecionados para ensaios de toxicidade embrionaria (LISBOA

et al., 2020).
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Para o teste de genotoxicidade foram utilizados camundongos machos, sui¢os albinos
(Mus musculus), com cinco a seis semanas de idade, pesando aproximadamente 30 g.

A avaliacdo da toxicidade em mucosa oral ceratinizada foi realizada em ratos fornecidos
pela Unidade de Produ¢do Animal do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM), da Universidade Federal da Paraiba. Foram utilizados ratos heterogénicos da
espécie Rattus Norvegicus, raca Wistar, pesando em média 300g.

Todos estes estudos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, nimero de aprovacao 2342111119
(ANEXO 3).

4.4.2 Toxicidade aguda usando larvas de Galleria mellonella

Com o objetivo de definir se o perfil de toxicidade do cinamaldeido ¢ dose dependente
frente a sobrevivéncia das larvas da Galleria mellonella, foi testada a hipdtese de que essa
substancia ndo ¢ toxica nesse modelo animal invertebrado. Oito doses de cinamaldeido (0,15;
0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg) foram testadas em larvas pesando 200 a 300 mg sem
sinais de melanizagdo e selecionadas aleatoriamente para cada grupo (n = 15/grupo). O
cinamaldeido (grupo-teste) ou NaCl 0,9% (grupo-controle) foram injetados (10uL) na
hemocele de cada larva através do ultimo proleg esquerdo usando uma seringa de 25uL de
Hamilton (Hamilton, Reno, NV). O veiculo utilizado para diluir a substancia (dimetilsulf6xido)
também foi testado quanto a sua letalidade. Todos os grupos foram incubados a 30°C ¢ a
sobrevivéncia das larvas foi monitorada em intervalos selecionados por até 72 h. Larvas com
auséncia de movimentos ao toque foram consideradas mortas (DE ALMEIDA ROCHELLE et
al., 2016; SARDI et al., 2017).

4.4.2 Toxicidade aguda usando embrides de peixe-zebra

O teste de Toxicidade Aguda de Embrides de Peixe (TEP) com cinamaldeido foi
conduzido de acordo com a diretriz nimero 236 da OCDE (OECD, 2013). Embrides de peixe-
zebra com até 3 hpf (horas pos-fertilizacdo) de idade foram expostos a seis concentracdes
crescentes de cinamaldeido (0,56; 0,28; 0,14; 0,07; 0,035; 0,017 pg/L). Para cada concentragao
testada foi preparada uma placa de 24 pocos contendo 20 ovos fertilizados (1 embrido por poco)
expostos a amostra teste ¢ 4 embrides expostos apenas ao meio E3 (controles internos). Uma
placa adicional contendo embrides expostos ao meio E3 também foi testada. A exposi¢ao foi
realizada por 96 horas, e os embrides foram analisados a cada 24 horas para avaliar as seguintes

alteracdes: coagulacao do ovo; falta de formagao de somito; falta de desprendimento do botao
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da cauda do saco vitelino e falta de batimento cardiaco. Além disso, os efeitos subletais também
foram registrados diariamente, tais como: malformacdo ocular; malformacido dos otdlitos;
malformagao de boca; malformagao da coluna; pigmentagao corporal; atraso na incubagao dos
ovos; atraso de desenvolvimento; edema do saco vitelino; malformacdo corporal; edema
pericardico; edema de cabeca e coagulag@o sanguinea. O numero de mortes (desfechos letais)
e os efeitos subletais foram usados para calcular o LCso (concentrag@o letal mediana) e ECso
(concentracdo efetiva mediana), respectivamente, por analise de regressdo probit (FINNEY,
1971).

As exposicdes ocorreram em condicdes estaticas (sem renovagao da amostra de teste ou
meio E3). As observagdes foram realizadas em estereomicroscopio (aumento 80x) e
fotografadas (Zeiss). Apos 96 h, as larvas sobreviventes foram sacrificadas com eugenol e

devidamente descartadas.

4.4.3 Genotoxicidade

Para a avaliagdo da genotoxicidade da amostra foi realizado o ensaio do micronucleo
em sangue periférico de camundongos. Grupos de cinco camundongos (n=5/grupo) machos,
suicos albinos (Mus musculus), com cinco a seis semanas de idade, pesando aproximadamente
30 g, receberam, por gavagem, a dose referente a concentragao de 1200 pg/mL (4 mg/Kg). Um
grupo controle negativo (solu¢do de 0.9% NaCl e Tween 80 a 2%) e o outro grupo controle
positivo (ciclofosfamida, 50 mg/Kg) foram incluidos. Apés 48 horas dos tratamentos, os
animais foram submetidos a uma pequena incisdo na cauda e obtencdo de uma amostra de
sangue (10 pL) para confecgdes das extensdes sanguineas. Apos secagem, as laminas foram
coradas com coloragdo panotica (Panotico Rapido®) para posterior analise em microscoOpio
optico. Para cada animal, trés extensdes sanguineas foram preparadas e um minimo de 2000
eritrocitos contados por animal para determinagdo do numero de eritrocitos micronucleados.
Ap0s os ensaios in vivo de genotoxicidade, os animais foram anestesiados com uma solugdo de
xilazina (16 mg/kg — i.p.) e cetamina (100 mg/kg — i.p.) e, em seguida, eutanasiados por
deslocamento cervical (OECD, 1997). O procedimento experimental foi aprovado pele
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba sob numero de

protocolo 2342111119.

4.4.4 Estudo de toxicidade em mucosa oral ceratinizada de ratos

Cinquenta ratos heterogénicos da espécie Rattus Norvegicus, raga Wistar, pesando em

média 300 g, foram obtidos da Unidade de Produ¢do Animal do Instituto de Pesquisa em
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Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da Universidade Federal da Paraiba e divididos
aleatoriamente em 10 grupos (5 ratos/grupo) para as diferentes concentragdes de uma pomada
antifingica (25 pg/mL, 50 ug/mL, 100pg/mL 200pug/mL, 300pug/mL, 400pg/mL, 500ug/mL,
600pg/mL e 700pg/mL), além do controle negativo com a base da pomada sem o principio
ativo. Numeros aleatorios foram gerados usando a funcdo “aleatorio entre” no Microsoft Excel
para a escolha dos animais em seus respectivos grupos. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas e mantidos em uma sala com controle ambiental (temperatura 24 °C, umidade relativa
60% e ciclo claro / escuro de 12 horas) com livre acesso a ragao pellet solida fresca e agua.

Foram feitas tré€s aplicagdes em intervalos de 8 horas (113 mg de pomada, em média)
durante 15 dias, simulando o tratamento para infec¢des fungicas orais causadas por Candida
spp.- (LOMBARDI; OUANOUNOU, 2020). Os animais foram cuidadosamente manuseados e
monitorados para evitar possiveis riscos de acidentes, intoxicagdes e/ou contaminagdes. A
aplicacdo foi realizada com bastante delicadeza para que ndo machucasse a mucosa palatal do
rato. Para evitar uma possivel toxicidade nos ratos, cada concentracao s6 foi aumentada quando
o grupo em teste ndo sofresse nenhuma reagdo indesejada, tais como perda abrupta de peso,
inflamagdo e/ou ulceragdo da mucosa. Ou seja, se alguma concentragdo a pomada orobase
contendo cinamaldeido provocasse efeitos indesejaveis, a concentracdo maior subsequente nao
seria testada. Em caso de sofrimento nio tratavel, os animais seriam submetidos a eutanasia
imediata.

Todos os animais ap0ds periodo de uso da pomada foram submetidos a analise histologica
a partir da realizagdo de biopsia excisional da mucosa do palato duro. Os tecidos obtidos foram
fixados em formol tamponado a 10% (pH 7,4) por 72 horas. Os cortes histologicos, com 4um
de espessura, foram colocados em laminas de vidro e corados pelas técnicas de Hematoxicilina
e Eosina para posterior avaliacdo dos eventos histologicos ocorridos em cada um dos grupos
através de microscopia de luz. Todos os procedimentos desde o inicio do estudo até 0 momento
de eutanasia foram realizados para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais
(CONCEA, 2015).

A classificagdo dos eventos histologicos se deu de acordo com a presenca de células
inflamatorias, alteragdo da populacdo das células residentes do tecido conjuntivo,
caracteristicas da substancia intercelular amorfa e da substancia intercelular fibrosa. O material
foi classificado por um unico examinador e os eventos histologicos observados na regido da

mucosa para cada grupo experimental foram descritos apds realizagao do tratamento.
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4.5 Ensaio clinico fase I
4.5.1 Consideragdes Eticas e Registro Primario do Ensaio:

Todos os procedimentos realizados levaram em consideragdo os padrdes éticos da
Declaragio de Helsinque, 1964. O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Centro de Ciéncias da saude da Universidade Federal da Paraiba, sendo aprovado com o
numero de parecer 3.892.294. A fim de que o estudo fosse conduzido dentro dos padrdes éticos
que regem a pesquisa em seres humanos, todos os esclarecimentos sobre a importancia da
pesquisa foram oferecidos aos participantes. Foi feito o registro do ensaio clinico na plataforma
de Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos, sob identificagdo U1111-1235-0399 (RBR-7zwzs3,

ensaiosclinicos.gov.br).

4.5.2 Desenho do estudo

Esse estudou se classificou como ensaio clinico de fase 1. Caracterizou-se como um
estudo prospectivo, de natureza quantitativa, comparativo, de campo e intervencionista. A
analise dos dados da fase I ocorreu a partir da observagao direta intensiva (a partir dos aspectos
clinicos manifestados na cavidade oral) bem como extensiva (a partir da analise de resultados

referentes a exames micologicos e citopatologicos dos sujeitos participantes, em laboratorio).

4.5.3 Participantes

Os critérios de elegibilidade foram: individuos saudaveis; maiores de 18 anos; usuarios
de préteses removiveis superior; que nao estivessem em tratamento com antimicrobianos
topicos e/ou sistémicos, fossem capazes de dar o proprio consentimento em detrimento das
razdes psiquiatricas e/ou mentais e mulheres que nao estivessem gestantes ou puérperas. Ja os
critérios de exclusdo foram: pacientes com histdrico de reagdes alérgicas aos componentes do

produto, que desistissem ao longo do ensaio ou usassem incorretamente a pomada.

4.5.4 Delineamento do estudo

As amostras para realizacdo dos exames clinicos e coleta de material com finalidade
diagnoéstica foram colhidas no setor de triagem do curso de Odontologia da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. As analises microbioldgicas e citopatoldgicas
foram realizadas no Laboratorio de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular da mesma
instituicao.

Um total de 50 individuos foram avaliados pelos critérios de elegibilidade e exclusdo, e

35 permaneceram apo6s a aplicagdo destes critérios: 12 no grupo da pomada de 200pug/mL, 11
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1 nade 300pg/mL e 12 na de 400pug/mL. Treze participantes tiveram diagnéstico positivo de
estomatite protética, sendo inelegiveis para receber a pomada, e dois foram excluidos, um por

ter desencadeado aumento de pressao arterial no primeiro dia de uso da pomada e outro porque

AW

ndo quis mais participar da pesquisa. Sendo eliminados um total de 15 participantes (figura 14).

) Excluidos
e legivel {Ndo atingiram os critérios de
% Elegivels — elegibilidade) {n=13)
= {n=50) - Presenga de estomatite
protética {13)
: |
E Excluidos:
% Incluidos > Aument.o t.:la pressao a.nrterlal (1)
® (n=37) ’ = Desistiu da pesquisa {1);
')
i Total {n=2)
Incluidos
{n=35)
|
f ) !
Orabase Orabase Orabase
{200pg/mL) {300pg/mt) {400pg/mt)
(n=12) (n=11) (n= 12)

Pomada orabase contendo cinamaldeido:
aplicagdo na mucosa do palato duro, 3 vezes
aodia, por 15 dias. Aboca e a prétese tém que
estar higienizadas antes da aplicacéo.

Figura 14. Diagrama de fluxo CONSORT para estudo clinico de Fase I em pacientes sem estomatite protética. Os
sujeitos do estudo receberam uma pomada em orabase divididos em trés grupos (200pg/mL; 300pg/mL;
400pg/mL). A primeira coorte recebeu a pomada de 200 pg/mL. Essa concentragdo foi aumentada em coortes
subsequentes de 300 pg/mL e 400 pg/mL, usando um desenho 3+3 para avancar intragrupo entre os participantes.
A aplicagdo foi de forma tdpica, trés vezes ao dia, por 15 dias.
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4.5.5 Amostra

A quantidade de sujeitos foi escolhida segundo Friedman (FRIEDMAN et al., 2015),
que define o estudo clinico de fase I como o pioneiro em seres humanos a ser realizado em
pequenos grupos de pessoas voluntarias sadias, a fim de propor ou estabelecer uma evolucao
preliminar da seguranca de um produto-teste. Os sujeitos foram alocados em trés grupos
experimentais (n=12; total de sujeitos: 36), constituidos a partir da defini¢do de trés
concentragdes do produto testado (as concentracdes foram determinadas a partir dos ensaios
ndo clinicos) (ALVES et al., 2020). Em cada grupo, trés individuos receberiam o produto-teste
para utilizagdo e, caso ndo existisse evidéncia de efeitos adversos, mais trés pessoas seriam
incluidas, de modo que o grupo experimental fosse considerado concluido quando todos os
sujeitos tivessem sido incluidos. Se dos trés sujeitos que fizessem uso, dois tivessem
apresentado uma experiéncia de toxicidade, para conducdo dos niveis subsequentes, seria
incluida uma pessoa por vez, até completar o tamanho amostral por grupo experimental

(GULATT et al., 2020). Cada sujeito foi controle de si mesmo.

4.5.6 Intervengoes

Foram realizados anamnese e exame clinico preliminar a fim de verificar a auséncia ou
presenca de sinais e sintomas da estomatite protética. Apds essa triagem inicial, foi feito exame
micologico com o objetivo de contabilizar as UFCs antes e ap6s o uso da pomada. A amostra
biologica foi coletada, através de um swab estéril, da regido de mucosa do palato duro e
semeada meio agar com cloranfenicol para leitura apds 24 horas.

Os processos inflamatorios foram diagnosticados por citologia esfoliativa. Para a coleta
do material, foi realizada a raspagem da superficie da mucosa de suporte da protese com uma
escova Cytobrush e posterior esfregaco desta sobre uma lamina de vidro. O material foi
distribuido uniformemente sobre essa lamina e fixado em alcool absoluto para ser corado com
Pandtico Rapido®. A andlise da citoarquitetura foi feita utilizando o sistema Bethesda para
relato de citologia cervical (NAYAR; WILBUR, 2018). Por fim, as laminas foram examinadas
em microscopia de luz (Nikon Eclipse Ci®, Téquio, Japao) com amplia¢do de 40X, abertura
de 0,1, indice de refragdo 1, camera Nikon DS-Ri2, exposi¢cao 508ms, calibragao um/px de 2,2.

O cinamaldeido foi testado na forma de pomada em orabase, a qual estd em processo de
analise do deposito da patente no Instituto Nacional da Propriedade Industrial-INPI, sob numero
BR 1020190255102. Coortes de pacientes receberam doses crescentes das pomadas nas

concentragdes (200 pg/mL, 300 pg/mL e 400 ug/mL). A dose inicial foi feita com a pomada
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de 200 pg/mL, administrada trés vezes ao dia. A dose limitante seria definida a partir do
aparecimento de efeitos adversos durante o tratamento, tais como os sinais e sintomas de
inflamacao (dor, rubor, edema), reacdes alérgicas e/ou ulceragdes na mucosa. O surgimento
desses efeitos foi acompanhado ao longo dos quinze dias de tratamento, e caso tivessem
ocorrido, os voluntarios seriam acompanhados até a remissdo dos sinais e/ou sintomas. As
avaliacOes de seguranca e tolerabilidade foram realizadas durante e ao final do tratamento.

Apoés a inclusdo dos sujeitos pelos critérios de elegibilidade, eles receberam uma
pomada de 50 g cada, além de uma carta de orientacdo com as informagdes necessarias sobre o
tratamento. Uma vez ocorrendo manifestacoes indesejadas, os voluntarios foram orientados a
interromper prontamente o protocolo de intervengdo e comunicar-se com o pesquisador para
que informacdes a respeito de sinais clinicos e sintomas indesejaveis, compativeis com os
supostos efeitos colaterais, fossem registrados.

O protocolo de interveng@o consistiu na aplicacdo da pomada trés vezes ao dia, a cada
8 horas, por 15 dias. Também foram informados que antes da aplicagdo da pomada deveriam
limpar a cavidade oral e a protese, ¢ apos a aplicagdo das pomadas, eles deveriam permanecer
isentos da ingestdo de agua e alimentos por 30 minutos. A noite, os participantes foram
instruidos a colocar a protese em um recipiente com agua.

Durante todos os dias de intervengdo, o pesquisador encarregou-se de manter, no
minimo, um contato verbal por dia com os participantes, através de ligacdes telefonicas,
lembrando-os de cumprir o horario ¢ o0 modo correto de utilizagcdo da pomada. Vinte e quatro
horas apos a tultima aplicagdo do produto-teste, uma anamnese e exame clinico minuciosos
foram realizados acompanhados de exame laboratorial (micoldgico e citopatoldgico). Todo e
qualquer efeito adverso foi devidamente registado na ficha clinica. O protocolo de intervencao

estd descrito na figura 15.
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4.5.7 Concordancia intra-examinadores:

Os pesquisadores foram calibrados por dois especialistas, sendo um da area de
odontologia/farmacologia e outro na area de patologia/farmacologia. A calibragdo resguardou
a reprodutibilidade e fidedignidade dos dados obtidos, diminuindo a possibilidade de vieses.
Mediante os percentuais de concordancia e discordancia foi efetuado o calculo do coeficiente
de kappa (k) para os diagnosticos clinicos e de citologia esfoliativa, inter e intra-examinadores,

cujos valores foi de 1.

4.6 Analise estatistica

Os resultados formam expressos pela média + desvio-padrdo apds andlise de
normalidade (teste de Kolmogorov-Smimov). A analise estatistica dos dados foi realizada
usando andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey (p <0,05). Para a
citotoxicidade de embrides de peixe-zebra, os valores da concentragio letal média (LCso) € os
valores da concentragdo do farmaco que induz metade do efeito maximo (ECso) foram
calculados por analise de regressao probit. A analise estatistica foi realizada com o software
BioEstat versdo 5.3 com nivel de significancia de 5% e poder de 80%. Diferencas entre as
variaveis sabor e efeitos indesejaveis dos produtos testados, caracteristicas do uso de proteses
e sintomas desencadeados nos participantes foram determinadas pelo teste Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. As caracteristicas do uso da prétese com relagdo ao tempo foram analisadas

pelo ANOVA seguido do pos-teste de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vitro

5.1.1 Estudo do efeito do cinamaldeido sobre a micromorfologia de cepas de C. albicans ATCC
90028 e C. krusei ATCC 6258

A microcultura ndo tratada de C. albicans ATCC 90028 e C. krusei ATCC 6258 mostrou
a presenca de pseudo-hifas, blastoconidios e clamiddsporos. Por outro lado, os tratamentos com
cinamaldeido (37,83 uM) e nistatina (81,43 uM) promoveram altera¢des na forma filamentosa.
As células tratadas com cinamaldeido apresentaram comprometimento do desenvolvimento

celular, com expressao de raras pseudo-hifas e auséncia de clamidoconidios (figura 16).
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5.1.2 Estudo do efeito do cinamaldeido sobre a reducdo do biofilme de cepas do género Candida
Spp.

O cinamaldeido promoveu reducdo de 33,75% a 64,52% na quantidade de biofilme, com
efeito dependente de concentracdo (p <0,0001). A nistatina, usada como controle, reduziu o
biofilme em 25,44% a 39,54% (p<0,0001). O veiculo ndo interferiu na reducdo do biofilme. A

figura 17 mostra o efeito do cinamaldeido na reducao do biofilme multiespécie de Candida.

Nistatina Cinamaldeido
100+

Biofilme (%)
3

PESER AR
c° ‘i"bq’“b'tb o°°" .{1«-'1.“3\

Figura 17. Efeito inibitério de cinamaldeido e nistatina contra biofilme de multiplas espécies
de Candida. Os resultados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes

realizados em triplicata (ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey, **** P <0,0001 em
comparac¢do com o controle).

Quando se analisou intragrupos, ndo houve diferenga estatistica entre as trés menores
concentragdes de nistatina (21,6; 32,4 e 43,2 uM). Contudo, quando comparou a maior
concentracdo (54uM) com as demais concentragdes-teste de nistatina, houve diferenca com
relagdo a concentracdo de 43,2 uM (p=0,0154), a de 32,4 (p=0,0160) ¢ a de 21,6 (p=0,0340).
Ja com relacdo as concentragdes-teste do cinamaldeido, também nio houve diferenca estatistica
entre as tré€s menores concentragdes (151,3; 227 e 302,6uM). Por outro lado, quando comparou
com a maior concentragdo (378,3uM), houve diferenga quando comparou a de 378,3uM versus

302,6 uM (p=0,0038); 378,3 versus 227 (p= 0,0002); 378,3 versus 151,3 (p<0,0001).
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5.1.3 Teste de susceptibilidade fungica

A cepa de C. albicans foi exposta a diferentes concentragdes de cinamaldeido (12,5; 25;
50; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700 e 800 pg/mL) e a atividade antifiungica foi medida pelo
diametro do halo de inibicdo. Observou-se que esse halo formado pelas pomadas ¢ dependente
de concentragdo. Nao houve diferenga estatistica do miconazol com a pomada contendo
cinamaldeido na concentragdo de 200 pg/mL. A diferenca com o controle positivo iniciou a
partir da concentracdo de 300 pg/mL, contudo, ndo houve diferenca entre as pomadas de 300 a
700 ug/mL (p>0,05). As pomadas com concentragdes entre 12,5 ¢ 100 pg/mL ndo apresentaram
atividade antifungica (dados ndo mostrados). De acordo com os nossos resultados € possivel
afirmar que a pomadas em orabase contendo cinamaldeido foi capaz e inibir crescimento de
Candida albicans, espécie comumente presente na cavidade oral de seres humanos (TELLES;
KARKI; MARSHALL, 2017). Os resultados da avaliagdo da atividade antifiingicas estdo

apresentados nas figuras 18 ¢ 19.
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Figura 18. Efeitos antifungicos da pomada-teste de cinamaldeido frente a cepa de Candida
albicans. O grafico representa a média + DP de trés experimentos independentes realizados em
triplicado. ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey foi realizada para comparagio entre os
grupos, **** P <0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 em relagdo ao controle positivo.
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5.1.4 Citotoxicidade em eritrocitos humanos

A citotoxicidade do cinamaldeido foi avaliada in vitro frente a eritrocitos humanos e os
resultados estdo registrados na figura 20. Ele ndo promoveu alteragcdes significativas na
viabilidade celular em diferentes concentragdes (37,83 uM - 1.210,6 uM) quando comparado
ao controle negativo. O valor da concentracdo que produz 50% de hemolise (CHso) foi

considerado maior que 1.210,6 uM.

2.5+

A

Figura 20. Efeitos citotoxicos do cinamaldeido contra os eritrocitos humanos. Eritrocitos humanos com
tipo sanguineo A -, B +, AB + e O + foram incubados em diferentes concentragdes cinamaldeido durante
1h a 37°C e a atividade hemolitica foi determinada por ensaio colorimétrico. O grafico representa a
média £ DP de trés experimentos independentes realizados em duplicata. One-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Tukey foi realizado para comparagio entre os grupos, sendo ****p<0,0001. Controle
positivo (agua Milli Q); Controle negativo (solugdo tamponada de PBS).

5.2 Ensaios in vivo
5.2.1 Toxicidade em larvas de Galleria mellonella

A toxicidade sistémica aguda do cinamaldeido foi avaliada através do modelo
alternativo com as larvas de G. mellonella. Altas doses dessa substancia foram injetadas nas
larvas e sua sobrevivéncia foi monitorada por um periodo de 72 h. Como visto na figura 21, o
cinamaldeido ndo exerceu efeitos toxicos nas larvas quando administrado em concentracdes
com reconhecida atividade antibiofilme de Candida spp. (10xCIM (37,8 uM) - 378 uM) (DA
NOBREGA ALVES; MONTEIRO; ANDRADE et al., 2020), cuja concentragdo corresponde

a dose de 20 mg/Kg. Além disso, ndo foi possivel encontrar a dose letal capaz de matar 50%
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das larvas, e isso representa uma importante informacdo sobre avaliagdo da toxicidade de
cinamaldeido em modelo animal invertebrado e sugere a realizacdo de ensaios com animais

com maior complexidade fisiologica (LAZARINI et al., 2018).

Dose
= (C (NaCl)
1201 =&~ 40mg/kg (DMSO)
). 15 ke
\? 100 - - - a -®- 0,15 mg/kg
s -8~ 0,31 mg/kg
g 80+ - 0,62 mg/kg
§ 60 =2~ 1,25 mg/kg
e -9~ 25 mg/kg
2 404 -~ 5Smg/ke
'8 mg/kg
N 204 =¥ 10 mg/kg
-, 20 mg/kg
0 L] L) L)
0 20 40 60
Horas

Figura 21. Toxicidade sistémica do cinamaldeido no modelo de larvas de Galleria mellonella.
As larvas receberam tratamento com controle (C; solu¢do NaCl 0,9%), veiculo (DMSO) na
dose de 40 mg/Kg e cinamaldeido nas doses de 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg por

72h. Todos os grupos foram comparados com o grupo controle (C). P >0,05, teste de log-rank.

5.2.2 Toxicidade em embrides de peixe-zebra

A fim de determinar se o cinamaldeido foi toxico para o desenvolvimento de peixes-
zebra, seus embrides foram expostos a concentragdes crescentes desta substancia. Este € o
primeiro relatorio caracterizando os efeitos do cinamaldeido no desenvolvimento do peixe-
zebra.

A taxa de sobrevivéncia e malformagdes nos peixes-zebra foram medidos até 96hpf. O
cinamaldeido exerceu efeito dose-dependente sobre a sobrevivéncia do embrido para 96hpf
(figura 22). A sobrevivéncia demonstrada no grafico para as concentragdes de 0,017, 0,035,
0,07 e 0,14 pg/mL nao diferiram significativamente com o controle negativo, mas as maiores
concentragdes testadas diminuiram a sobrevivéncia do embrido em 26,25% (para a
concentragdo de 0,28 pg/mL vs controle; p= 0.024) e em 85% (para a concentragdo de 0,56

pg/mL vs controle; p< 0.0001).
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100, - - - = 1 24hpf
5 I = 48hpf
3 T] == 72hpf
© == 96hpf
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control 0,017 0,035 007 014 028 0,56

[Cinamaldeido] pg/mL
Figura 22. Sobrevivéncia do peixe-zebra apds exposi¢do ao cinamaldeido. Efeito do cinamaldeido na
taxa de sobrevivéncia de embrides e larvas de peixe-zebra apos 96h de exposicdo. A presenga de
qualquer efeito letal foi contada como mortalidade. N=20 embrides/ grupo. hpf: Horas pos fertilizagao.

p= 0,024 para a concentragdo 0,28ug/mL e p< 0.0001 para a concentracdo 0,56 pg/mL quando
comparado com o controle.

A embriotoxicidade do cinamaldeido incluiu endpoints de mortalidade e malformagdes.
A figura 23 representa a visdo geral dos efeitos cumulativos do cinamaldeido em embrides e
larvas do peixe-zebra ap6s 96h de exposi¢do. O numero de desfechos ndo letais e letais se

agravaram conforme aumentaram as concentragées.

100+
‘s [ Nenhum efeito
§ 80- [ Efeito nao-letal
n Il Mortalidade
0
o 60+
1]
= 404
7]
2 20
5 3
(1T}

0

0 0,017 0,035 0,07 0,14 0,28 0,56
[Cinamaldeido] png/mL

Figura 23. Visdo geral dos efeitos cumulativos do cinamaldeido em embrides e larvas de peixe-zebra
apos 96h de exposicao. Nenhum efeito: caracteristicas morfologicas semelhantes aos organismos nao
tratados; Efeitos ndo-letais: presenca de alteragdes subletais; Mortalidade: presenca de desfechos de
mortalidade. N = 20 embrides/grupo. hpf: Hora pos-fertilizagao.
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A tabela 1 mostra um painel geral da letalidade do cinamaldeido frente aos parametros
de desenvolvimento do peixe-zebra. Na analise morfoldgica, observou-se que o cinamaldeido
induziu alteragdes em embrides de peixe-zebra a partir da concentragao de 0,035 pg/mL
(LOAEL), como atraso na eclosdo do ovo (ECso = 0,097 ng/mL) e edema pericardico (CEso =
0,105 pg/mL). A menor concentragdo testada para o ndo aparecimento de efeitos adversos nos
embrides (NOAEL) foi 0,017 pg/mL.

Tabela 1. Efeitos do cinamaldeido nos parametros de desenvolvimento do peixe-zebra
ap6s 96hpf

96 h — Efeitos adversos
LCso ECso LOAEL NOAEL
embriotoxicolégicos

Mortalidade 0,311 NA 0,14 0,07

(Todos os efeitos letais)

Coagulagdo de embrides viaveis 0,14 0,07
Auséncia de formagdo de somito - -
Falta de batimento cardiaco 0,28 0,14

Nao desprendimento do botdo da 0,28 0,14

cauda do saco vitelinico

Efeitos nao-letais

Ma-formagao do olho - - - _
Ma-formagao dos otolitos - - - -
Ma-formacao da boca - - - -
Ma-formacao da coluna - - - -
Pigmentacao corporal - - - -
Atraso na incubag¢do do ovo - 0,097 0,035 0,017
Edema de saco vitelinico - NC 0,035 0,017
Ma-formagao corporal - NC 0,14 0,070
Edema pericardico - 0,105 0,035 0,017
Edema de cabeca - - - -
Coagulagao sanguinea - - - -
Tamanho menor - - - -

Atraso no desenvolvimento - NC 0,14 0,070

LOAEL (Lowest-observed-adverse-effect level) e NOAEL (No observed adverse effect level)
em pg/mL; (- ): Nada observado; LCso (Concentragdo Letal Mediana) e ECso (Concentragdo
Efetiva Mediana) valores em pg/mL; (NA): Nao aplicavel. (NC): Nao calculado
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O cinamaldeido induziu mortalidade nas trés maiores concentragdes (0,14 pg/mL; 0,28
pg/mL e 0,56pg/mL), por outro lado, suas concentracdes toxicas causaram alteragcdes
morfologicas como atraso na incubag@o do ovo, edema de saco vitelinico, ma-formacao

corporal, edema pericardico e retardo no desenvolvimento (figura 24).

Figura 24. Efeitos letais e ndo letais observados em embrides e larvas de peixe-zebra apos exposicdo a
concentracdes crescentes de cinamaldeido durante 96 h. (a), (b), (c) e (d) sdo organismos controle com
desenvolvimento normal apos 24, 48, 72 e 96 hpf, respectivamente, expostos apenas ao meio E3; (e) e
(f) embrides com 96 hpf, expostos a 0,07 e 0,035 png / mL, respectivamente, ambos com edema
pericardico (PE); (g) embrido com 24 hpf exposto a 0,14 pg/mL apresentando atraso no
desenvolvimento (DD); (h) e (i) embrides com 48 e 96 hpf, respectivamente, expostos a 0,14 pg / mL,
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ambos com edema pericardico (PE); (j) embrido apos 24 hpf, exposto a 0,28 pg/mL, apresentando
retardo de desenvolvimento (DD) e ndo desprendimento da base da cauda (NDTB); (k) e (1) embrides
com 48 e 96 hpf expostos a 0,28 pg/mL apresentando edema pericardico (EP) e edema do saco vitelino
(YSE), respectivamente e (1) edema do saco vitelino (YSE); (m) e (n) sdo embrides com 24 e 48 hpf,
respectivamente, expostos a 0,56 pg/mL de cinamaldeido, apresentando malformagio (MF) e atraso de
desenvolvimento (DD); (o) embrido coagulado (CE) ap6s 72 h de exposigdo a 0,56 pg/mL.

5.2.3 Avaliagdo da genotoxicidade

O tratamento dos animais com dose tnica de 4 mg/Kg da amostra ndo induziu aumento
do numero de eritrécitos micronucleados no sangue periférico (7,8 + 0,3), quando comparado
ao grupo controle (8,6 = 0,4). Como esperado, a ciclofosfamida induziu aumento significativo
no numero de eritrocitos micronucleados (18,4 = 0,5; p<0,05), em comparagdo ao grupo

controle (8,6 + 0,4) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da administragdo de dose tunica de cinamaldeido (4 mgkg) e
ciclofosfamida (50 mg/kg) no nimero de eritrocitos micronucleados em sangue periférico
de camundongos apds 48 horas do tratamento.

Dose N° de células
Grupos (mg/kg) Micronucleadas
Controle - 8,6 £0,4
Ciclofosfamida 50 18,4 +0,5*
Cinamaldeido 4 7,8+0,3

Dados apresentados como média + erro padrio da média de cinco animais. *p < 0,05
comparado ao grupo controle (12% de Tween 80) analisados por ANOVA seguido de
Dunnet e Tukey.

5.2.4 Estudo de toxicidade em mucosa oral ceratinizada de ratos

Os resultados mostraram que os animais se mantiveram saudaveis e ndo apresentaram
evidéncias clinicas e/ou macroscopicas de inflamagio em todas as concentragdes testadas (25;
50; 100; 200; 300; 400; 500; 600 e 700pg/mL). As analises histologicas dos espécimes do
palato, apresentaram preservagao de epitederme (Ep), com queratindcitos e células basais sem
alteracdes dermatopatolégicas, seguido da preservacdo da derme (Dm) a qual apresentou-se
sem alteracdes vasculares e/ou celulares, compativeis com a mucosa normal

independentemente da dose testada. Estes resultados sdo mostrados na figura 25.
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Figura 25. Histologia do palato duro dos ratos ap6s uso das pomadas em orobase contendo cinamaldeido
nas diferentes concentra¢des (H/E, x10). A- Grupo pomada concentragdo 25 pg/mL; B- grupo pomada
concentracdo 50 pg/mL; C- grupo pomada concentragdo 100 pg/mL; D- Grupo pomada concentragdo
200 pg/mL; E- Grupo pomada concentragdo 300 pg/mL; F- Grupo pomada concentragdo 400 pg/mL;
G- Grupo pomada concentragdo 500 pg/mL; H- Grupo pomada concentragdo 600 pg/mL; I- Grupo
pomada concentracdo 700pg/mL; J e K- Grupos controles pomada com a base pura.

5.3 Ensaio clinico fase I

O recrutamento, tratamento e acompanhamento dos participantes foram realizados entre
20 de janeiro de 2020 a 15 de fevereiro de 2021. Dos 35 participantes incluidos, 66,7% foram
do sexo feminino, com média de idade de 65 (£10,2) anos (range 42-85), sendo 71% da amostra
composta por idosos. No uso da pomada, apenas um evento adverso leve foi registrado (Slight
Burning). Seis pacientes (17%) do sexo feminino relataram um leve ardor assim que aplicava a
pomada, mas que logo havia a remissdo desse sintoma. As principais caracteristicas dessa

amostra estdo descritas na tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas do uso de dentaduras e sintomas nos participantes de cada grupo

Grupos Uso da protese Sintomas
n Tempo de Tempo deusoda  Uso continuo Protese sem Leve
edentulismo protese da protese retengdo e queimagao
(anos) (anos) estabilidade
200pg/ml 12 pg954 11 37 6+ 4.49° 91.7%°F¢ 50%4 0%
300pg/ml 11 3909413782  231+2.86° 81.8% °f0 273%4 36.4% Ef
400pgml 12 954641957 41843120  333%TC 33.3%¢ 16,7% °F

*Nenhum paciente apresentou os sintomas: alteragdo do paladar, prurido, descamagio, eritema, alteragdo da cor da protese
e/ou dentes e queimacdo (moderada e intensa)
Letras minusculas iguais nas colunas indicam que nao ha diferencas significativas.

*p-valor=0.96 (200png/mL X 300pg/mL); 0.836 (200pg/mL X 400pg/mL); 0.96 (300pg/mL X 200pg/mL); 0.72 (300png/mL
X 400pg/mL); 0.836 (400pg/mL X 200pug/mL); 0.72 (400pg/mL X 300pug/mL), ANOVA.

bp-valor= 0.1 (200pg/mL X 300pg/mL); 1 (200pug/mL X 400pg/mL); 0.1 (300pug/mL X 200pug/mL); 0.1 (300pg/mL X
400pg/mL); 1 (400pg/mL X 200pug/mL); 0.1 (400png/mL X 300pg/mL), ANOVA.

p_valor= 0.49 (200pg/mL X 300pg/mL); 0.004 (200pg/mL X 400pg/mL); 0.02 (300pg/mL X 400ug/mL), MANN-
WHITNEY. “®p-valor= 0.005, KRUSKAL-WALLIS.

dp-valor = 0.27 (200pg/mL X 300pg/mL); 0.41 (200pg/mL X 400ug/mL); 0.758 (300ug/mL X 400ug/mL), MANN-
WHITNEY; %p-valor = 0.51, KRUSKAL-WALLIS.

fp-valor = 0.02 (200pug/mL X 300ug/mL); 0.14 (200pg/mL X 400ug/mL); 0.29 (300pg/mL X 400pg/mL), MANN-
WHITNEY; *p-valor = 0.07, KRUSKAL-WALLIS.

1
2 Os grupos apresentaram caracteristicas de homogeneidade com relag@o a quantidade de
3 UFCs, os aspectos clinicos e citopatologicos antes e apds o uso das pomadas, indicando uma
4 provavel seguranca das mesmas para uso no ensaio clinico fase Il (ANOVA; p>0,05). A analise
5 micoldgica, mostrou que o uso das pomadas promoveu uma redugdo em 99% na quantidade de
6  UFCs de Candida spp. Quando se compara entre grupos, os de 300 e 400pg/mL chegaram a
7  uma redugao de 100%. A figura 26 mostra o nimero total de UFC antes e depois do uso das
8  pomadas de 200, 300 e 400pg/mL.
9
Contagem de Candidaspp. UFC
1000
100
10
1 2. e =0
200 pg/mL 300 pg/mL 400 pg/mL
B Antes do tratamento Depois do tratamento
10

11  Figura 26. Compara¢do do niimero total de UFC antes e apds o tratamento com as pomadas orabase
12 (200pg/mL; 300pg/m; 400pg/mL) na mucosa oral de pacientes apds 15 dias de uso.
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Os exames clinicos e citopatoldgicos da mucosa oral mostraram que as pomadas nas
trés concentragdes testadas, ndo desencadearam inflamacdo nas mucosas saudaveis. Nos
exames clinicos, as mucosas se apresentaram rosadas, sem dareas avermelhadas, sem
sangramentos, inchacos e sem sintomatologia dolorosa (Figura 27). Ja a analise das células
escamosas bucais, em todas as concentracdes testadas, apresentou células poligonais, amplas,
com nucleos picndtico e auséncia de alteragdes citoplasmaticas como inclusdes ou
degeneragdes, compativeis com células escamosas superficiais saudaveis. Observou-se ainda

auséncia de micro-organismos (Figura 28).

200 pg/mL 300 pg/mL 400 pg/mL

Antes

Depois

Figura 27. Aspectos clinicos da mucosa oral antes e apds o uso das pomadas contendo cinamaldeido
nas concentragdes de 200, 300 e 400pg/mL.
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1

2 Figura 28. Analise das células escamosas bucais. A- 200ug/mL antes; B- 300ug/mL antes; C-
3 400ug/mL antes; D- 200pg/mL depois; E- 300pug/mL depois; F- 400pg/mL depois.
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6 DISCUSSAO

A utilizagdo dos antifngicos atualmente utilizados para tratamento de infecgdes orais
limita-se devido, especialmente aos seguintes fatores: limitado nimero de farmacos disponiveis
(VAN DAELE et al., 2019); crescente resisténcia antimicrobiana (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017; PRASAD; NAIR; BANERIJEE, 2019); e
aumento da prevaléncia de infec¢des graves causadas por Candida spp. (VAN DAELE et al.,
2019). O comprovado potencial antifingico do cinamaldeido (ALVES et al., 2020) sustentou
as hipoteses apresentadas para este estudo, visando a proposicdo de uma formulacdo
farmacéutica eficaz e segura para utilizacao clinica com objetivo de tratar infecgdes fingicas
na cavidade oral provocadas por Candida spp.

A investigagao teve inicio a partir da avaliagdo da atividade antifungica do cinamaldeido
na forma isolada frente as espécies do género Candida. Buscou-se demonstrar a capacidade do
cinamaldeido em reduzir o biofilme e alterar a micromorfologia fingica, visto que o objetivo
destes testes seria desenvolver uma formulagdo farmacéutica com a finalidade de tratar
infecgOes fungicas na cavidade oral, a qual esta relacionada, muitas vezes, com a formacao de
biofilme multiespécie (WALL et al., 2019).

A capacidade das espécies de Candida de produzir estruturas filamentosas, como
pseudo-hifas ou hifas, esta intimamente relacionada a viruléncia fingica. O desenvolvimento
desta estrutura aumenta a capacidade das células fungicas de invadir os tecidos do hospedeiro
(FERREIRA et al., 2017). A reducdo da extensdo das pseudo-hifas em C. albicans e C. krusei
pelo cinamaldeido destaca seus potentes efeitos antivirulentos. Este resultado estd de acordo
com estudo prévio (KHAN et al., 2017).

A adesdao do biofilme é considerada um importante fator de viruléncia visto que
contribui  significativamente para o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
(PAKKULNAN et al., 2019; SKOWRON; WIKTORCZYK et al., 2019). Esse foi o primeiro
estudo que demonstrou os efeitos do cinamaldeido na redugdo de biofilme composto por
multiespécie de Candida spp., com uma reducdo que variou de 33,75% a 64,52%. Tal fato
aponta para o seu uso como antifiingico em pacientes acometidos por candidiase oral, os quais
ja se encontram com o biofilme formado.

Foi avaliada a atividade antifingica da pomada em orabase contendo cinamaldeido.
Essa forma farmacéutica foi escolhida devido a vantagem de proporcionar melhor aplicacdo e
espalhamento do produto sobre a regido afetada, além de promover adesdo ao sitio da lesdo

tecidual. Além disso, essa formulagdo por conter aromatizantes em sua composi¢ao, melhora a
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aceitacdo do produto e aumenta a adesdo terapéutica, assim como pode funcionar como uma
barreira mucoprotetora para lesdes ulceradas orais (SILVA et al., 2020). Assim, os resultados
obtidos a partir desse ensaio colaboraram para estimar e definir concentragdes do produto, na
forma de pomada em orabase, que poderiam ser utilizadas em novos estudos, com objetivo de
definir a seguranca no modelo animal e em seres humanos.

Apesar de serem numerosos os estudos in vitro com produtos naturais na literatura e os
resultados serem otimistas para infecgdes fungicas (GONZALEZ-BURGOS ¢ GOMEZ-
SERRANILLOS, 2018), verifica-se um baixo nimero de estudos para avaliagdo da seguranca
e eficécia clinica dos mesmos (ALVES et al., 2021).

Existem apenas trés estudos na literatura que testaram o uso topico do cinamaldeido.
Destes, dois estudos avaliaram o uso do cinamaldeido em modelo in vivo, sendo um, usado para
tratar feridas decorrentes de infecgdes provocadas por Pseudomonas aeruginosa (FERRO et
al., 2019) e o outro testado na cicatrizagao de feridas em camundongos diabéticos (DAEMI et
al., 2019). Com isso, foi necessario avangar nas investigacdes com relacdo a sua toxicidade e
seguranga em modelo animal e com seres humanos.

A toxicidade também ¢ um grande desafio no desenvolvimento de farmacos pela
industria farmacéutica, visto que muitos produtos com aplicacdo em saude tém o potencial de
causar efeitos indesejaveis (FRENZEL; TESCHKE, 2016). Os fatores que influenciam a
toxicidade estdo relacionados com a estrutura quimica da molécula, a dose utilizada e a forma
de uso (CAMPOS et al, 2016). Por isso, estudos com diferentes modelos investigativos para
avaliacdo de toxicidade dos novos produtos com finalidade terapéutica sao imprescindiveis para
sustentar hipoteses de pesquisas que objetivam avaliar seguranca e eficacia a partir ensaios
clinicos controlados randomizados em seres humanos (SISON-YOUNG et al., 2017).

O estudo de novas moléculas antifingicas deve considerar possiveis efeitos toxicos nas
células humanas. A analise toxicologica em eritrocitos indica possiveis danos promovidos por
moléculas a membrana celular, estrutura responsavel pela manutengdo de fungdes celulares
como transporte passivo e ativo e producgdo de gradientes idnicos e elétricos (SUWALSKY et
al., 2008). O teste in vitro para atividade hemolitica ¢ considerado um método alternativo e
preliminar para a triagem de moléculas bioativas quanto a sua citotoxicidade. Este teste rapido
altamente reprodutivel, indica os possiveis danos a membrana celular dos eritrocitos produzidos
por um determinado agente (FARAG; ALAGAWANY, 2018). Em nosso estudo, o tratamento
com cinamaldeido em concentragdes eficazes contra biofilme multiespécies de espécies de

Candida (151,3 - 378,3uM) ndo causou efeitos citotoxicos em eritrocitos humanos.
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Em avaliagdes de potencial farmacoldgico e toxicoldgico de novos produtos, a procura
por minimizar a utilizacdo de animais de laboratério tem levado ao desenvolvimento de
métodos alternativos. O novo cendrio ético, implica em um controle mais rigoroso para a
utilizagdo de vertebrados em estudos in vivo, surgindo com isso, uma alternativa aos roedores
em modelo de invertebrados, que ¢ o das larvas da G. mellonella (CUTULI et al., 2019). Este
modelo, além de viavel, por ser um modelo de baixo custo e validado (DE ALMEIDA
ROCHELLE et al., 2016; FREIRES; SARDI; DE CASTRO; ROSALEN, 2017) , fornece
respostas em curto periodo. Adicionalmente, o sistema imunoldgico desse animal invertebrado
se assemelha ao de mamiferos (BENADUCCI et al., 2016; IGNASIAK; MAXWELL, 2017).

Em um estudo usando G. mellonella, os autores avaliaram a toxicidade do extrato de
frutas. Nele, foi demonstrado o extrato da Sageretia elegans e Byrsonima arthropoda causaram
efeitos de toxicidade aguda nas larvas e Spondias mombin reduziu a sobrevivéncia da populagio
de larvas em quase 50% quando comparada com a veiculo (p <0,05) (SOARES et al., 2019). J&
outro que avaliou a toxicidade aguda do extrato da polpa da fruta da Eugenia brasiliensis,
constatou que tal extrato ndo exerceu efeitos toxicos nas larvas quando administrado em
concentragdes de antibiofilme (10xCIM) (LAZARINI et al., 2018). Nao ha estudos de
toxicidade do cinamaldeido ou extratos de plantas que contenham cinamaldeido, frente as larvas
da G. mellonella. Nossos resultados mostraram que nenhuma das doses sistémicas (0.15 —
20mg/Kg) resultou na morte das larvas. Essa diferenga pode ser explicada devido as diferentes
partes da planta (casca e extrato da polpa de frutas) utilizadas nos estudos. O cinamaldeido ¢
extraido da casca das espécies do género Cinnamomum, e nos outros estudos supracitados os
compostos em analise foram extraidos das polpas das frutas. Além disso, os valores das doses
testadas foram diferentes j& que elas foram calculadas em cima do valor antibiofilme de cada
substancia.

Outro modelo animal alternativo que tem se mostrado 1til para toxicologia,
especialmente na triagem de farmacos e estudos de doencas humanas (GAMSE; GORELICK,
2016), é a toxicologia utilizando embrides de peixe-zebra. E um modelo de vertebrado
confiavel, controlavel e reproduzivel (MCGRATH; LI, 2008). Por outro lado, alguns autores
apoiam a ideia de que esse modelo experimental ¢ muito sensivel para avaliacdo de toxicidade,
e, além disso, os estagios iniciais de desenvolvimento sdo comumente os mais sensiveis a
exposicdo quimica (HALLARE; KOHLER; TRIEBSKORN, 2004).

Muitas vezes, as respostas toxicas das substancias sao conservadas entre o peixe-zebra
e os estudos toxicologicos em humanos (BAMBINO; CHU, 2017), contudo, estudos ja

demonstraram que a toxicidade aguda do cinamaldeido foi relativamente baixa, com valores de
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DL50 (dose letal 50%) variando entre 0,6 a mais de 2g/Kg, em espécies como ratos,
camundongos e porco da india (GOWDER, 2014). A mortalidade do cinamaldeido nas trés
maiores concentragdes pode ser devido as diferentes polaridades do embrido que fazem com a
que a molécula direcione sua agdo conforme sua afinidade (lipofilicidade) pelas caracteristicas
quimicas da molécula em analise (VALANCIUNAITE et al., 2020).

Essa alta mortalidade nas concentragdes desejadas, também pode ser devido a pequenas
variagdes na taxa de desenvolvimento dos embrides, tais como, a varia¢do no nimero de
embrides emergindo de seus coérions no momento do tratamento (as malformagdes ocorrem
mais frequentemente enquanto os embrides estdo na fase de coérion); a capacidade dos
componentes do 6leo de cruzar a barreira embrionaria (POLEDNIK; KOCH; FELZIEN, 2018);
acumulo de sangue proximo a porgao anterior do saco vitelinico, enfraquecimento dos vasos,
edema pericardico, efeitos necréticos do tecido os quais interrompem a estrutura do coragido ou
aumento da pressdo decorrente do edema (LEE et al., 2013).

O teste do micronucleo, realizado em roedores, tem sido amplamente aceito e
empregado pelas agéncias reguladoras com a finalidade de investigar a toxicidade genética in
vivo (ANVISA, 2013). Levando-se em consideragdo os resultados de genotoxicidade, pode-se
inferir que o cinamaldeido na dose de 4 mg/Kg ndo possui efeito genotdxico no sistema
eritroide. Entretanto, estudo prévio indicou que o cinamaldeido nas doses de 850, 1700 e 2550
mg/kg € capaz de induzir formacdo de micronucleo em células hepaticas (MERETO et al.,
1994). A genotoxicidade do cinamaldeido também foi demonstrada pela literatura no modelo
in vitro através do ensaio de reversdo. Os autores comprovaram nao ter atividade mutagénica
no teste de genotoxicidade, visto que ele ndo interagiu com o DNA para transmitir e
desencadear mutacoes (SEKIZAWA; SHIBAMOTO, 1982).

Em relagdo ao teste de seguranca da pomada em orabase contendo cinamaldeido na
mucosa ceratinizada de ratos, obtivemos um resultado e ja esperado, visto que, a literatura ja
evidenciou a capacidade antiinflamatoria do cinamaldeido (DOYLE; STEPHENS, 2019). Essa
acdo se da através da inducdo da apoptose, inibicao da proliferagdo celular nas respostas imunes
mediadas por monocitos/macréfagos, da supressdo da produgdo de o6xido nitrico, regulacio
positiva dos niveis superficiais de moléculas co-estimulatérias (CD80 e CD69), receptores de
reconhecimento de padrdes (receptor toll-like 2 (TLR2) e receptor de complemento (CR3)
(SILVA etal., 2018), além da diminui¢ao dos niveis de TNF-a e IL-6 (MATEEN et al., 2019).

Essa capacidade antiinflamatéria e de regeneracdo também foi testada em modelo in
vivo. Alguns autores testaram cinamaldeido na forma topica e demonstraram sua capacidade de

cicatrizar feridas infectadas por Pseudomonas aeruginosa. Isso se deu porque o cinamaldeido
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proporcionou a indugdo de niveis mais baixos de interleucina-17 (IL-17), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e 6xido nitrico (FERRO et al., 2019). Outro estudo que avaliou a
eficacia de uma pomada preparada a partir do extrato hidroetanolico de Cinnamomum verum,
que contém 11,26 % de cinamaldeido em sua composicdo, mostrou que houve aceleragao na
cicatrizacdo das feridas de camundongos diabéticos. Isso ocorreu devido maior proliferacao de
fibroblastos, deposi¢do de colageno, reepitelizacdo e biossintese de queratina (Daemi, et al.
2019). Outro ponto que favoreceu a regeneracdo tecidual foi a inducdo de vasodilatacdo
periférica através da ativacdo do potencial receptor transitorio da anquirina - 1 (TRPA1) em
camundongos (AUBDOOQOL et al., 2016).

Esta mesma pomada que foi testada em modelo animal, também foi avaliada em seres
humanos através de um ensaio clinico fase I. Sua finalidade foi avaliar a seguranca e
tolerabilidade dessa formulago, pontuando e descrevendo detalhadamente os possiveis efeitos
adversos surgidos durante o seu uso. Apesar da maioria usar a protese de forma continua (68%),
ao comparar os exames clinicos intrabucais, evidenciou-se que nao houve o desencadeamento
de sinais e sintomas de inflamacdo, confirmados através dos exames de citologia esfoliativa.
Isso ocorreu devido a sua capacidade antiinflamatoéria (Doyle and Stephens, 2019), comprovada
por estudos que demonstraram sua capacidade de promover diminuicdo dos niveis de
interleucinas, fatores de necrose tumoral (Mateen et al., 2019), bem como a regulacdo positiva
dos niveis de moléculas co-estimulatorias, tais como CD80 e CD69 (SILVA et al., 2018). Estas
propriedades foram confirmadas em humanos por Araujo e colaboradores, os quais
demonstraram eficacia clinica do dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum Blume, que
contém cinamaldeido em sua composigio, no tratamento da candidiase oral (DE ARAUJO et
al., 2021).

Houve uma redugdo em 99% das UFCs nos voluntarios ap6s o uso por 15 dias do
produto. Apesar de serem participantes saudaveis, sem a presenca de infeccdao fungica na
cavidade oral, alguns demonstraram a presenca de fungo na forma comensal, visto que eles
podem existir na forma comensal na cavidade oral independente da presenca de estomatite
(LOSTER; WIECZOREK; LOSTER, 2016). Essa redug¢do ocorreu devido a capacidade
antifingica do cinamaldeido frente as cepas do género Candida spp. (ALVES et al., 2020;
MATEEN et al., 2019) .

A aceitabilidade do produto ¢ importante para a adesdo do voluntario ao tratamento,
pois o paciente ndo aderente pode ter dificuldades em manter a dosagem e com isso, sofrer
exposi¢ao inadequada ao antifingico (ZHANG et al., 2016). Cerca de 17% dos participantes

relataram a presenca de ardor leve e passageiro no momento da aplica¢cdo do produto na mucosa
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oral. Nao houve acréscimo de outros sintomas, tais como: queimacao, alteragdo do paladar,
prurido, descamacao, eritema e alteracdo da cor dos dentes. Um dos possiveis efeitos adversos
do cinamaldeido ¢ a hipersensibilidade. A literatura ja& demonstrou casos de reacdes alérgicas
intraorais apos o uso de produtos que contiveram cinamaldeido (ISAAC-RENTON; LI;
PARSONS, 2015), contudo, relatos de dermatite de contato alérgica e estomatite como
resultado do uso de 6leo essencial de C. zeylanicum sao raros (YANAKIEV, 2020). Estudos in
vivo relataram auséncia de efeitos indesejaveis significativos no figado, nenhuma
hipersensibilidade e uma ampla faixa terapéutica de C. zeylanicum (Y ANAKIEV, 2020).

De uma forma geral, as caracteristicas com relagdo ao uso de dentaduras e sintomas
entre os grupos, foram homogéneas. Aproximadamente 69% eram idosos, 88% apresentaram
higiene bucal favoravel, 77% eram acometidos por doencas cronicas e 67% dos participantes
ndo tinham o habito de remover a prétese para dormir. Apesar das alteragdes hormonais em
mulheres na menopausa facilitar o desenvolvimento de lesdes de inflamagdo da mucosa oral
(MARTORI et al., 2017), esse fator ndo foi imprescindivel para interferir nos resultados de
seguranga da formulagdo.

Apesar de fatores como idade avangada (Shirazi, et al. 2019), presenca de doengas
cronicas (MARTORI et al., 2017; SERRANO et al., 2020), deficiéncias nutricionais (TELLES;
KARKI; MARSHALL, 2017) e ma higiene oral (ALRAYYES et al., 2019), predispuserem a
alteracao do ambiente e favorecerem a proliferagdo e transicdo de comensal para patogénica de
Candida (HERTEL; SCHMIDT-WESTHAUSEN; STRIETZEL, 2016), nenhum voluntario
desencadeou processos inflamatorios na mucosa oral, mesmo tendo ocorrido o acometimento
de alguns desses fatores entre eles.

Todos os pacientes relataram sabor agradavel, sem maiores desconfortos durante e/ou
apos o uso da formulagdo, confirmando uma tolerabilidade satisfatoria e uma baixa toxicidade.
Isso encoraja estudos futuros para avaliar os efeitos clinicos em células do tecido oral dessa
formulag@o com pacientes que apresentarem a estomatite protética, através de um ensaio clinico

fase I1.
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7 CONCLUSOES

O cinamaldeido apresentou atividade antifingica demonstrando capacidade em reduzir
biofilme e alterar a micromorfologia fungica. Além disso, ndo foi citotoxico para eritrocitos
humanos, nem téxico em modelo animal de vertebrados (exce¢do do peixe-zebra) e
invertebrados, bem como ndo apresentou atividade genotoxica. Além disso, quando utilizado
na forma de pomada em orabase, com reconhecida atividade antifungica contra Candida
albicans, nao mostrou evidéncias clinicas e histologicas de processo inflamatoério em mucosa
de animais. Em modelo com seres humanos, a pomada em orabase contendo cinamaldeido foi
segura e toleravel para ser usado no ensaio clinico fase II com a finalidade de comprovar sua

eficacia no tratamento da estomatite protética.
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ANEXO 1 — Parecer consubstanciado da Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude (CEP/CCS).
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ANEXO 2 — Pedido de patente depositado no Instituto Nacional da Propriedade
Intelectual (INPI)

R 4

N
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA s .-‘II'IDVH
Lrpe

REITORIA
AGENCIA UFPE DE INOVAGAD TECNOLOGICA
NUCLEO DE INOVACAD TECNOLOGICA — REDE NIT-NE

DECLARACAQ-N'232

Declaro para fins compeobaitnos que DANIELLE DA NOBREGA
ALVES (062.723.834.36) depositou, no dia 02122019, por meio desta
Agéncia UFPB de Inovagiio Tecnoldgica, o pedido de palente de invengdo
sanominado “POMADA EM ORABASE ANTIFUNGICA PARA TRATAMENTO
DE ESTOMATITE PROTETICA” (BR102019025610-2). Valendo destacar que
o referdo pedido de patente estd em sgio de 1B (dezoilo) meses a parlir da
data do deposito, conforme o artigo 30 da Lei N° 9.279, de 14 de maio de 1996.

Jodo Pessos ~ PB, 05 de sbril de 2021,
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ANEXO 3 - Certiddo de aprovagio do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA)

Universidade

Comissdo de Ftica no

Fedoral da Uso de ‘”‘":’" ‘ ‘
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Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA, e fol aprovada pefa Comissio de Eica mo Uso de Animais 3 Universidace Federal
da Paralba (CELAMUFPS) na reunido de 15052020,
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2342111119 yo sasss, under the responsibiiky of Ricardo Dias de Castro and team: Danvelle da Ndbrega Aves, Daw Felipe
Farias - which inwoives the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chorcata, subphylum
Vertebrata {except human beings), for sclentific research purpeses or teaching - s In accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decroe 5899 of july 15, 2009, as wel as with the rules issued by the National Council for Controd of Animal Experimentation
(CONCEA|, and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paralba (CEUAJUSPE) In the
meeting of 05152020,

Finalidade da Proposta: Pesqguisa (Académica)l

Vigéncia da Proposta: de 082020 2 112021 Area: CMrclas Famaciuticas

Ongem:  Unidade de Frodugdo Animal [PeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexc:  Maches idade: 502 100 clas N 112
Unhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Fesa: 25023009

Orgem:  Unidade de Produgdc Animal IPefarM

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo. Machos icade: 536 semanas L )
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Origem:  Unidace de Produgdo de Organismos Modelo N3o Convencionals (UniPOM)

Espécie:  Pelxes sexo: Machos e Fémeas  idade: 123 homs N o2&
Linhagem: Danlo rerio Feso: 0alg

Lecal do experimento. Os experimentos com oS ratos e camundongos serio realizados mo Laboratério de
PsicofarmacologialpeFarMUFPS, O experimentos com o peixes serdo realizados no laborattrio ce avalacio de riscos de novas
tecnologias que divide infra-estrutura com 3 UniPOM.

Jodo Pessoa, 01 de abrd de 2021

Profa. Dra_ jakane de Seuza Aauing Prof. Dr. Caros Augusto Alanis Cemente

Coordenadora da Comissdo ce Elica ro Uso de Animais Vice Coordenador ca Comisz3o de £tica no Uso de Animais
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