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BARBOSA, D. H. X. Producédo de hidrogel contendo 6leo essencial de
Coriandrum sativum L. (coentro) com efeito sobre Candida albicans envolvida
com infecgdes da cavidade bucal. 2023. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS, Jo&o Pessoa.

RESUMO

Objetivo: Produzir um hidrogel contendo 6leo essencial (OE) de C. sativum L. e
avaliar o efeito antifungico sobre Candida spp. envolvidas com infec¢gbes da cavidade
bucal, bem como, verificar o perfil toxicolégico deste produto. Métodos: A composi¢cao
quimica do OE de C. sativum L. foi identificada por Cromatografia Gasosa Acoplada
ao Espectrometro de Massas, além disso, verificou-se a incorporagdo do OE ao
hidrogel por Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier. Ja no
tocante aos ensaios in vitro, avaliou-se a atividade antifungica do hidrogel contendo
OE por meio do teste de susceptibilidade fungica, bem como verificou-se a capacidade
do OE em reduzir a atividade metabdlica de biofilme multiespécie bucal. Também
avaliou-se a interferéncia do 6leo essencial de C. sativum L. sobre a micromorfologia
fungica. Em relacdo ao perfil toxicolégico do OE, realizou-se o teste de citotoxicidade
em eritrocitos humanos provenientes de sangue periférico humano e citotoxicidade
em queratinécitos da linhagem HaCaT pelo método MTT. No que concerne aos
ensaios in vivo, realizou-se a avaliagao de genotoxicidade em teste de eritrocitos
micronucleados de sangue periférico de camundongos e avaliagdo da toxicidade em
mucosa oral ceratinizada de ratos. Resultados: Os componentes majoritarios
caracteristicos deste OE foram descritos, tais como: 2-decen-1-ol (22.42%), dec-(2E)-
enal (19.31%) e 1,6-octadien-3-ol (13.41%). Além disso, notou-se a incorporagéo
sugerida por perpetuacdo de bandas do OE e interagdo do OE com moléculas do
hidrogel com mudanca de intensidade de bandas. No que se refere aos ensaios in
vitro, o hidrogel em concentragdo de 20 mg/mL foi capaz de formar halo de inibigao
acima de 28mm. Este OE na concentracdo de 1600 pg/mL também apresentou
capacidade de reduzir a atividade metabdlica de biofilme multiespécie bucal em 37%
(p<0.0001). Outrossim, o OE em concentrac¢des referentes a Concentragao Inibitéria
Minima (CIM) (62.5 pg/mL) e CIMx2 (125 pg/mL) foi capaz de reduzir a frequéncia de
pseudo-hifas e modificar a estrutura de blastoconidios. Acerca da toxicidade relativa
a atividade hemolitica do OE apontou-se uma CHso superior a CIMx4 (250 pug/mL).
Ademais, o OE em concentracdes de 150 e 300 pug/mL causa inibigcdo da viabilidade
celular de queratindcitos e sua ICso foi de 60.13 + 2.02 pg/mL. No que toca a
genotoxicidade, o tratamento em dose unica de 20 mg/mL (5 mg/kg) de OE de C.
sativum L. ndo estimulou o aumento do numero de micronucleos (16.40 + 1.1). Por
fim, a formulagdo se mostrou segura para uso em mucosa ceratinizada de ratos em
concentracdo de 20 mg/mL. Conclusdes: O OE de C. sativum L. apresentou
constituintes quimicos caracteristicos e foi incorporado ao hidrogel com sucesso,
apresentou atividade antifungica vista em halo de inibicao e alteragdes morfologicas
em Candida albicans, além de reduzir a atividade metabdlica de biofilme multiespécie
bucal. Ademais, se demonstrou citotéxico para eritrocitos humanos, contudo foi
toleravel para células de queratinécitos HaCaT e n&o foi genotdxico em teste com
camundongos, bem como, é seguro para uso em mucosa oral ceratinizada de ratos.
Esses resultados viabilizarao a realizagdo de um ensaio clinico de fase | e Il com o
propésito de disponibilizar essa opcéo terapéutica no tratamento de infecgbes
fungicas.

Palavras-chave: Candidiase bucal; antifungicos; toxicologia; Coriandrum.



BARBOSA, D.H. X. Hydrogel production containing essential oil of Coriandrum
sativum L. (coriander) with effect on Candida albicans involved with infections
of the oral cavity. 2023. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS, Joao Pessoa.

ABSTRACT

Objective: To produce a hydrogel containing essential oil (EO) from C. sativum L. and
to evaluate the antifungal effect on Candida spp. involved with oral cavity infections,
as well as verify the toxicological profile of this product. Methods: The chemical
composition of the EO of C. sativum L. was identified by Gas Chromatography Coupled
to the Mass Spectrometer, in addition, the incorporation of the EO to the hydrogel was
verified by Infrared Spectroscopy by Fourier transform. Regarding the in vitro assays,
the antifungal activity of the hydrogel containing EO was evaluated through the fungal
susceptibility test, as well as the ability of the EO to reduce the metabolic activity of the
buccal multispecies biofilm. The interference of the essential oil of C. sativum L. on the
fungal micromorphology was also evaluated. Regarding the toxicological profile of the
EO, the cytotoxicity test was carried out in human erythrocytes from human peripheral
blood and cytotoxicity in keratinocytes of the HaCaT lineage by the MTT method. With
regard to in vivo assays, an evaluation of genotoxicity was carried out in a test of
micronucleated erythrocytes from peripheral blood of mice and an evaluation of toxicity
in keratinized oral mucosa of rats. Results: The major components characteristic of
this EO were described, such as: 2-decen-1-ol (22.42%), dec-(2E)-enal (19.31%) and
1,6-octadien-3-ol (13.41% ). In addition, the incorporation suggested by perpetuation
of EO bands and interaction of EO with hydrogel molecules with change in band
intensity was noted. With regard to in vitro assays, the hydrogel at a concentration of
20 mg/mL was able to form an inhibition halo above 28 mm. This EO at a concentration
of 1600 ug/mL also showed the ability to reduce the metabolic activity of oral
multispecies biofilm by 37% (p<0.0001). Furthermore, EO at concentrations related to
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) (62.5 yg/mL) and MICx2 (125 pg/mL) was
able to reduce the frequency of pseudohyphae and modify the structure of
blastoconidia. Regarding the toxicity related to the hemolytic activity of the EO, a CHso
higher than MICx4 (250 pg/mL) was pointed out. Furthermore, EO at concentrations
of 150 and 300 ug/mL causes inhibition of keratinocyte cell viability and its ICso was
60.13 £ 2.02 pg/mL. With regard to genotoxicity, treatment with a single dose of 20
mg/mL (5 mg/kg) of EO of C. sativum L. did not stimulate an increase in the number of
micronuclei (16.40 = 1.1). Finally, the formulation proved to be safe for use in
keratinized mucosa of rats at a concentration of 20 mg/mL. Conclusions: The EO
from C. sativum L. showed characteristic chemical constituents and was successfully
incorporated into the hydrogel, showed antifungal activity seen in an inhibition halo and
morphological changes in Candida albicans, in addition to reducing the metabolic
activity of an oral multispecies biofilm. Furthermore, it was shown to be cytotoxic for
human erythrocytes, however it was tolerable for HaCaT keratinocyte cells and was
not genotoxic in a test with mice, as well as it is safe for use in keratinized oral mucosa
of rats. These results will make it possible to carry out a phase | and Il clinical trial with
the purpose of making this therapeutic option available in the treatment of fungal
infections.

Keywords: Oral candidiasis; antifungals; toxicology; Coriandrum.



ABREVIATURAS E SIGLAS

Abs — Absorbancia
ALS — Proteina de sequéncia semelhante a aglutininas

AMPc — Adenosina monofosfato ciclico
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APS — Aspartil Protease secretada

ASD - Agar Sabouraud Dextrose

ATCC - American Type Culture Collection / Colegéo de cultura tipografica americana
BCR1 — Gene regulador de biofilme e parede celular

CEUA - Comissao de Etica para Uso Animal

CFM — Concentragéo Fungicida Minima

CG-EM - Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro de Massas
CHso — concentragéo que produz 50% de hemolise de eritrocitos

CHX — Clorexidina

CIM — Concentracéo Inibitéria Minima

CI- - ion cloreto

CO. — Didéxido de carbono

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢gao Animal
CSD - Caldo Sabouraud Dextrose

DMEM - meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA - Acido desoxirribonucleico

DP — Desvio padrao

Erg — Ergosterol

FDA — Food and Drug Administration

FTIR - Infravermelho por transformada de Fourier

H* - ion hidrogénio

H202 — Peroxido de Hidrogénio

HaCaT - Queratinécitos Humanos Adultos com Baixo Teor de Calcio e Alta
Temperatura

HCI — Acido cloridrico

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana

HWP-1 - Proteina da parede da hifa

ICs0 — Concentragdo que inibe 50% das células

INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial

K* - ion Potassio

KBr — Brometo de Potassio

KH2PO4 — Fosfato monopotassico

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio)

Na* - ion sodio

NaxHPO4 — Fosfato dissédico

NaCl — Cloreto de sédio
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NIST — Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia

OE - dleo essencial

OECD - Organizagao para a Cooperacéao e Desenvolvimento Econémico
PBS - Salina tamponada com fosfato

pH - Potencial hidrogenidnico

ppm — Partes por milhdo

ROS - Espécies reativas de oxigénio

RPH — Reconhecimento dos padrdes de hospedeiro

S. mitis — Streptococcus mitis

S. sanguinis — Streptococcus sanguinis

SDS - Dodecil Sulfato de Sédio

SSA1 — forma citosdlica da subfamilia da proteina de choque térmico
TGI - Inibigéo total do crescimento

TPHP - 1,3,5-trifenil formazan

Tr — Tempo de retencao

TTC - Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio

UFC - Unidade Formadora de Colénia
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1. INTRODUGAO

Atualmente, no Brasil, nos deparamos com um fendmeno de transigcédo
epidemiolégica denominado polarizado prolongado, trata-se de um conjunto de fatores
relacionados ao aumento da expectativa de vida da populagdo, aliado a reducéo de
fecundidade e mortalidade. Esse efeito reflete no envelhecimento da populacéo
brasileira, na qual segundo projecdes, em 2020 representara cerca de 13% da
populacado. Diante de uma porcentagem tao expressiva, € necessario garantir que a
populagcdo idosa possa dispor de recursos que garantam sua saude e bem-estar
social, sobretudo, por considerar que estdo mais propensos ao desenvolvimento de
doencgas crénicas, que quando ndo tratadas, podem impactar na qualidade de vida
dos idosos (CAMPOS; GONCALVES, 2017).

Uma condigédo clinica muito comum em idosos relacionada a infecgao por
fungos do género Candida é uma lesdo conhecida por estomatite protética. Trata-se
de uma lesado associada ao uso de protese dentaria, na qual o fungo ira se fixar neste
dispositivo e ira promover infecgcéo e inflamagéo da mucosa (PLAS, 2016; SALERNO
et al., 2011; MILLSOP; FAZEL, 2016). Clinicamente, a estomatite protética é
caracterizada pela presenca de eritema e forte edema na mucosa, além de dor, ardor,
boca seca, mau halito, paladar fétido, sangramento, vermelhiddo, formigamento,
coceira, entre outros (SIMOES; FONSECA; FIGUEIRAL, 2013; RODRIGUEZ
ORTEGA et al., 2002).

Uma das espécies mais relacionadas a candidiase é Candida albicans,
contudo, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei,
Candida guilliermondii, Candida dubliniensis estdo emergindo como espécies
causadoras de candidiase, demonstrando diferentes perfis de resisténcia fungica e
especificidades no tratamento (RODLOFF; KOCK; SCHAUMANN, 2014). O
tratamento se da pelo uso de medicamentos antifungicos, entretanto, ha alguns
fatores alarmantes, tais como: o crescente aumento da resisténcia fungica e as poucas
opcgbes disponiveis, restritas a 3 classes: poliénicos, azolicos e equinocandinas
(VIEIRA; SANTOS, 2017; LIMA et al., 2013).

Dessa maneira, a pesquisa de produtos naturais com atividade antifungica tem
sido uma alternativa para o desenvolvimento de novas op¢des terapéuticas para a
candidiase oral/estomatite protética, sobretudo, por haver a possibilidade de

desenvolvimento de uma formulagao fitoterapica, que por vezes, pode constituir-se
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uma opg¢ao mais acessivel que os farmacos antifungicos padrao e com a presencga de
menores riscos de toxicidade ao individuo acometido por esta condig¢ao clinica.

Os oleos essenciais (OE) provenientes de plantas medicinais podem ser
considerados uma op¢ao promissora na pesquisa de novos agentes antifungicos, uma
vez que, alguns deles possuem atividade antimicrobiana e, por vezes, os OE se
apresentam eficientes aos microrganismos resistentes na terapéutica da candidose
oral (MATASYOH et al., 2009).

Dentre as plantas medicinais, destaca-se Coriandrum sativum L., conhecido
popularmente por Coentro. Essa planta é de facil cultivo e completamente adaptada
as condi¢des geograficas brasileiras sendo também amplamente utilizada na culinaria
do nordeste brasileiro e sua exploracdo com finalidade medicinal representa
importante estratégia para promog¢éo do desenvolvimento econdmico e social regional
(SILVA; COELHO JUNIOR; SANTOS, 2012).

C. sativum L. também possui uma notdria atividade antifungica, conforme ja
fora demonstrado por Freires et al. (2014). Em estudos anteriores, a atividade
antifungica do OE de C. sativum L. frente a espécies de Candida envolvidas em
infeccbes da cavidade bucal foi comprovada, por meio de estudos in vitro,
demonstrando satisfatoria atividade antifungica com valores de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) abaixo de 125 pg/mL, além de apresentar inibicdo de
crescimento fungico durante o ensaio de cinética de crescimento microbiano, bem
como, apresentou capacidade de reducéo de biofilme multiespécie de Candida spp.
(BARBOSA, 2021).

Além de elucidar a atividade antifungica por meio de mais ensaios
microbioldgicos, também €& necessario discutir sobre os possiveis efeitos toxicos
decorrentes do uso do OE de C. sativum L. Apesar das plantas medicinais,
geralmente, serem menos toxicos que os medicamentos padrdao na terapéutica
antifungica, ainda assim nao sao destituidos de possiveis efeitos indesejados. Dessa
forma, este estudo objetivou avaliar com mais profundidade a atividade antifungica do
OE de C. sativum L., bem como, verificar a possibilidade de surgimento de efeitos
toxicos do OE de C. sativum L. na forma isolada e como principio ativo de uma
formulac&o farmacéutica do tipo hidrogel em modelos de estudo in vitro e in vivo. Para
tanto, as hipoteses verificadas orbitam na investigacédo do efeito antifungico (grau de
sensibilidade de uma cepa), auséncia de toxicidade sobre células humanas e de

animais. Por fim, investigou-se a hipétese de que o hidrogel contendo C. sativum L.
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seja seguro em diferentes concentragdes, em ratos. Esse conjunto de resultados
contribuira para o desenvolvimento futuro de ensaios clinicos que visem assegurar a

seguranca e eficacia dessa formulagdo contendo OE de C. sativum L.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Produzir um hidrogel contendo 6leo essencial de C. sativum L. e avaliar o efeito
antifungico sobre Candida spp. envolvidas com infec¢gdes da cavidade bucal, bem

como, verificar o perfil toxicolégico deste produto.

2.2 Objetivos especificos:

- Produzir e caracterizar um hidrogel para uso externo contendo dleo essencial de C.
sativum L_;

- Demonstrar o perfil de constituintes quimicos do OE de C. sativum L. em diferentes
periodos de tempo;

- Verificar os efeitos do 6leo essencial de C. sativum L. sobre a morfologia de fungos
do género Candida;

- Definir o grau de sensibilidade da cepa de Candida albicans ATCC 60193 frente ao
hidrogel contendo C. sativum L

- Avaliar o efeito do 6leo essencial de C. sativum L. sobre o biofilme multiespécie
bucal;

- Verificar a citotoxicidade do 6leo essencial de C. sativum L. sobre queratindcitos
humanos nado tumorais;

- Avaliar a atividade citotoxica do dleo essencial de C. sativum L. sobre eritrocitos
humanos;

- Avaliar genotoxicidade in vivo do OE de C. sativum L. em camundongos pelo numero
de eritrécitos micronucleados;

- Avaliar segurancga in vivo do uso da formulagéo topica do OE de C. sativum L. em

mucosa bucal queratinizada de ratos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Género Candida e suas caracteristicas

Os fungos do género Candida sao conhecidos por serem o agente etioldgico
da condigéo clinica intitulada candidiase. Ha diversos tipos de candidiase, a depender
do local do corpo acometido pela infecgdo, a exemplo de: candidiase vulvovaginal,
candidiase oral, candidiase de es6fago, candidiase na pele (intertrigo), candidiase
disseminada, entre outros (CRUZ et al., 2020; SHARMA, 2019; ALAMON-REIG;
RIZO-POTAU; RIQUELME-MC LOUGHLIN, 2021). Contudo, a candidiase oral tem
cada dia mais ganhado destaque, devido sua prevaléncia clinica, e este sera o foco
da presente revisdo de literatura.

No tocante a dados epidemiolégicos, as infecgbes por género Candida sdo uma
preocupacao a nivel global, visto que estas infec¢des estdo elencadas como a terceira
causa que contribuem para o desenvolvimento de quadros de septicemia. No que se
refere ao Brasil, trata-se do sétimo agente etiolégico mais identificado em infec¢des
sanguineas, com taxa de mortalidade orbitando em 72% (SILVA et al., 2021).

A candidiase pode apresentar quadro clinico leve com lesdes superficiais na
pele e mucosas, mas caso nao haja o tratamento adequado, pode-se evoluir para uma
forma grave, conhecida como candidemia, isto €, sua forma sistémica disseminada.
Vale salientar que, em 95% dos casos de candidemia, as espécies de Candida
relacionadas a estas infecgdes sdo: Candida albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida auris (MCCARTY; WHITE;
PAPPAS, 2021). Vale salientar que, C. albicans € a espécie mais prevalente em
infecgbes fungicas do género Candida, representando cerca de 70% dos casos
(TALAPKO et al., 2021).

Em termos de classificagcdo taxondmica, os fungos do género Candida
pertencem ao reino Fungi, divisdo Deuteromycota, classe Blastomicetos, familia
Cryptococcaceae (PARDI; CARDOZO, 2002). Estes fungos tém uma caracteristica
conhecida por polimorfismo morfolégico, ou seja, uma capacidade de adaptacéo a
diferentes condi¢cdes de temperatura e que contribui para uma maior viruléncia do
fungo. Assim, quando se encontra na forma leveduriforme, este fungo estara
colonizando de forma assintomatica em um estado saprofitico, isto €, conseguindo
nutrientes para sua sobrevivéncia a partir de matéria orgénica. Contudo, quando este

fungo estiver causando infecgbes (candidiase), se encontrara na forma filamentosa,
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associado a uma condigcdo patoldgica. As caracteristicas morfolégicas podem ser
visualizadas na figura 1 (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; DA SILVA,
2020; DE ROSSI et al., 2011).
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Figura 1. Aspectos morfolégicos da forma filamentosa de um fungo do género Candida,
evidenciando a presenca de blastoconidios, pseudo-hifas e clamideoconideos. Adaptado de
MELO, 2021)

No que se refere aos aspectos estruturais destes fungos, trata-se de
organismos eucarioticos que apresentam parede celular formada por quitina,
manoproteina, betaglucanas e proteinas. Além disso, a membrana celular também é
de suma importancia, pois abriga a enzima 1,3-B-glucana sintase que esta envolvida
na formacgao de beta-glucanas, componente da parede celular. A membrana celular
também é responsavel, através da presenca da bicamada lipidica, pela comunicagéo
celular usando as vias de transducéo de sinais (DA ROCHA et al., 2021; GAVIRIA;
CARNERO, 2021; PARDI; CARDOZO, 2002; TALAPKO et al., 2021).

Por conseguinte, a membrana é envolta da presenca de ergosterol, um esterol
sintetizado no reticulo endoplasmatico, que por sua vez, € biossintetizado pela enzima
lanosterol 14-a-demetilase. Ja a parede celular tem func&o de protecéo a condi¢des
de estresse e dos mecanismos de defesa, além de promover adesdo a célula do
hospedeiro. Vale salientar que, esse conjunto de componentes estruturais
representara alvo farmacolégico de farmacos das diferentes subclasses de
antifungicos, isto €, cada farmaco tera um alvo especifico (DA ROCHA et al., 2021;
GAVIRIA; CARNERO, 2021; PARDI; CARDOZO, 2002; TALAPKO et al., 2021).
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Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura celular de um fungo, dando destaque a
parece celular e membrana celular fungica. Fonte: autor.

No que tange ao acometimento da candidiase oral no individuo, ja foi destacado
que ocasiona-se pela colonizagdo de fungos do género Candida. Contudo, é
importamente mencionar que estes fungos podem habitar a cavidade bucal de
individuos sem o desenvolvimento desta condi¢ao clinica, assim, pode-se dizer que
em situacdes de homeostase, estes fungos habitardo de maneira comensal. Contudo,
também pode-se considerar os fungos do género Candida como oportunistas, pois em
situacdes de desequilibrio da homeostase, sobretudo, queda da imunocompeténcia e
desregulacdo na microbiota bucal, o fungo podera tornar-se patogénico e, assim
desenvolver a candidiase oral (CAROLUS; VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019; SHARMA,
2019).

Como foi visto, algumas situa¢gdes comprometem a homeostase, neste caso,
trata-se dos fatores predisponentes para desenvolvimento da candidiase oral. Um dos
fatores & o uso de préteses dentarias, pois promovem acidificagdo e um ambiente
anaerobio, favorecendo o crescimento fungico. Além disso, um fator predisponente de
grande relevancia clinica € quando o sistema imune encontra-se deficiente, como em
casos de uso de imunossupressores, transplante de o&rgaos, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (HIV/Aids), ou seja, condi¢des que causem a deplec¢ao do
sistema imune. Por fim, destacam-se também como fatores predisponentes: ulceragcéo
da mucosa oral, ma higiene oral, hipossalivagado, tabagismo, deficiéncias nutricionais,
endocrinopatias, como diabetes mellitus e uso por longos periodos de medicamentos
das classes dos corticosterdides e antibidticos (BORGES et al., 2021; TALAPKO et
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al., 2021; TEODORO et al., 2020).

A patogénese da candidiase oral ocorre por meio dos seus inumeros fatores de
viruléncia. O polimorfismo morfolégico € um fator de viruléncia relevante frente a
adaptabilidade de diferentes condicbes de temperatura, uma vez que transforma-se
de levedura para hifas patogénicas. Além disso, destaca-se a adesdo as células
epiteliais do hospedeiro por endocitose fazendo uso das proteinas para invaséao e
ancoragem, como as invasinas ALS3 e SSA1 (MAYER; WILSON; HUBE, 2013; YOO
et al., 2020). A endocitose acontece por meio da entrada das hifas. Essa formacao de
hifas esta relacionada a sinalizag&o pela proteina quinase A dependente de adenosina
monofosfato cicilico (AMPc) (TALAPKO et al., 2021).

Assim, inicialmente, é necessaria a adesao, que é feita pelas adesinas. Trata-
se de proteinas de sequéncia semelhantes as aglutininas (ALS). Outra maneira de
promover a adesdo € por meio da penetracédo direta na membrana plasmatica das
células epiteliais da mucosa oral, assim, apds a penetragdo, ocorrera a invasao por
fungos do género Candida. Uma adesina de bastante relevancia é a Hwp1 envolvida
na formacédo da parede hifalica, além das adesinas ALS1-7, ALS3 e ALS9. Vale
salientar que, ALS3 contribui para formacao de biolfime em superficies abidticas.
(PRASATH et al., 2020; TALAPKO et al., 2021).

Contudo, a parede celular do fungo é espessa, conforme ja demonstrado na
figura 2, e os componentes forma uma rede tridimensional, sendo assim, faz-se
necessario que os componentes de membrana atuem para ligagdo com as células do
hospedeiro. Ha o reconhecimento do patdgeno por células imunes, uma vez que, 0s
mondcitos e macrofagos sdo capazes de reconhecerem alguns componentes
estruturais do fungo, como a quitina, por exemplo. Assim, o reconhecimento acontece
por meio de diferentes Reconhecimentos dos Padrdes de Hospedeiros (RPHs), mas
o patégeno ainda assim consegue driblar alguns mecanismos de defesa do individuo
e propagar a infecgao fungica no local (YOO et al., 2020).

Outro fator de viruléncia sdo as toxinas envolvidas, a exemplo da candidalisina,
uma vez que é responsavel por deteriorar a célula do hospedeiro através da criagéo
de poros, e esta envolvida numa maior progressao da candidiase para um quadro
sistémico. Por outro lado, também ha fatores de viruléncia bem estabelecidos, como
a formacao de biofilme. Trata-se de uma comunidade de complexa estrutura que se
instaura na superficie das células do hospedeiro ou em superficies abibticas, com

tigmotropismo (ingestédo extracelular de calcio) e formagao de um ambiente hipoxico
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(TALAPKO et al., 2021)

De modo geral, o biofime se desenvolve através da adesdo das células
fungicas ao substrato com formacao de hifas, seguido da maturagao do biofilme e sua
matriz polissacaridica extracelular e, por fim, a dispersédo de células que nao ficaram
integras no biofilme, estas células poderao colonizar outras superficies e formar novos
biofilmes. Vale salientar que, as células de C. albicans quando em estado de formacéo
de biofilme liberam mais 1,3-B-glucana na matriz extracelular. Alguns fatores de
transcricdo sdo importantes para formacéo de biofilme nas mucosas, a exemplo de
Bcr1 com alvo em Hwp1. Por fim, ainda sobre os fatores de viruléncia, ha a secregcéo
de enzimas hidroliticas, tais como: aspartil protease secretada (APS), fosfolipase e
hemolisina, que contribuem para adesdo, invasdo da mucosa e dificultam os
mecanismos de defesa do hospedeiro (TALAPKO et al., 2021).

3.2 Consideragoes clinicas e tipos de candidiase oral

A candidiase é denominada do tipo oral quando acomete a mucosa oral do
individuo, possuindo variadas manifestagées clinicas. De modo geral, os sinais e
sintomas mais comuns sdo perda do paladar, queimacdo ou dor na boca,
sangramento, constituindo fatores limitantes para alimentacéo. Porém, a enfermidade
pode atingir outros tipos de manifestagdes clinicas, assim, a candidiase oral pode ser
classificada, levando em consideragdo o diagnodstico clinico baseado nos sinais e
sintomas em: candidiase oral primaria ou secundaria. Vale salientar que, sera primaria
quando acometer apenas a cavidade oral e area perioral, diferentemente da
secundaria que esta relacionada a uma condi¢ao sistémica. A candidiase oral primaria
€ subdividida em candidiase pseudomembranosa, candidiase eritematosa aguda,
candidiase eritematosa crénica e candidiase cronica hiperplasica. Ja a candidiase oral
secundaria é representada pela candidiase mucocutanea cronica. Ha ainda as lesdes
associadas a colonizacdo por fungos do género Candida, tais como: estomatite
protética, queilite angular e glossite romboide mediana (TALAPKO et al., 2021; XIAO
et al., 2020).
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Figura 3. Representacdo esquematica sobre a classificagdo dos tipos de candidiase oral.
Fonte: autor.

A candidiase pseudomembranosa tem como principal caracteristica a presenca
de placa pseudomembranosa branca ou amarelo claro, semelhante a um leite
coalhado, podendo acometer superficie labial e bucal, palato mole e regiao retromolar.
Estas placas sdo moles ao contato e através da raspagem pode-se remover essa
placa. Trata-se do tipo mais recorrente em candidiase oral primaria. (DOS SANTOS
etal., 2022; HERNAWATI, 2018).

Outro tipo de candidiase € a eritematosa aguda, também conhecida como
atréfica, apresentando-se como pouco comum dentre os tipos de candidiase. Ja foi
bastante relacionada ao uso irracional de antibidticos. Caracteriza-se por pequenas
placas brancas na lingua, palato ou na mucosa oral com despapilagdo da lingua
apresentando dor, queimagao intensa, eritema, além da mucosa com manchas
vermelhas. Além disso, ha também a candidiase eritematosa crénica, que € mais
comum em pacientes acometidos pela infeccdo por HIV, atingindo com mais
severidade o dorso da lingua e palato (BRASILEIRO et al., 2022; SHARMA, 2019).

A candidiase crénica hiperplasica € um dos tipo mais raros a acometer
individuos, atingindo niveis abaixo de 2% entre as candidiases orais, e ja foi designada
como “leucoplasia por Candida”. Trata-se de uma leséo oral aspera caracterizada por
placas isoladas de coloragé&o branca que podem se encontrar palpaveis ou espessas
e aderidas, além de variados nddulos brancos com aspecto eritematoso, sendo nao

removivel por raspagem. De modo geral, deve-se evitar a exposi¢do a agentes que
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predisponham o individuo ao desenvolvimento da doenga, como por exemplo:
melhora da higiene oral, evitar usar cigarro, ndo uso de protese dentaria a noite. Estas
recomendacdes também sdo compartilhadas para os demais tipos de candidiase.
Além disso, deve-se atentar para o diagnostico diferencial, uma vez que ha a
possibilidade de, quando ndo houver tratamento, a evolugao para um pior prognéstico
relacionado a malignidade, uma vez que fungos do género Candida possuem a
propriedade de desenvolver mecanismos de oncogénese com caracteristicas
carcinogénicas e alteragbes nos mecanismos inflamatérios (DELGADO AZANERO;
ARRASCUE DULANTO; LEVANO LOAYZA, 2021; LORENZO-POUSO et al., 2022).

Ja a candidiase mucocutanea cronica esta relacionado a formagdo de
granulomas. Trata-se de um tipo de candidiase que, ocasionalmente é visto desde a
infancia. Essa condigcdo clinica tem sido associada a disturbios enddcrinos e
imunoldgicos. Clinicamente sdo vistas lesdes granulomatosas na regido da mucosa
oral, eritema de palato duro e placas brancas no dorso da lingua (CAREY et al., 2019;
TEPAL; BONIFAZ, 2021).

Ja no tocante as lesdes associadas a Candida spp., uma das mais recorrentes
€ a estomatite protética, pois tem atingido cerca de 72% dos usuarios de proteses
dentarias. E caracterizada como uma lesdo por fungos do género Candida, em que
havera a colonizacéao e fixagao do fungo na mucosa que sustenta a protese dentaria.
Por vezes, se apresenta assintomatico, mas pode repercutir alguns sinais e sintomas,
como eritema, edema, hiperplasia e inflamagcdo da mucosa palatina subjacente a
protese dentaria. A protese dentaria possui uma constituicdo resinosa, este material
esta passivel de adesao e crescimento fungico devido, geralmente, imperfeicdes na
superficie e falta de ajustes precisos, além de reducéo do fluxo salivar e condi¢des
imunoldgicas (BAJUNAID et al., 2022; SILVA et al., 2020).

A queilite angular também uma les&o proveniente da infec¢do fungica por
Candida ou outros microrganismos. Geralmente essa lesdo inflamatdria atinge as
comissuras labiais e pele adjacente e se caracteriza como ulceras aftosas, além de
eritemas e crostas nestas regides. Vale salientar que, inicia-se com pequenas rugas
que, gradativamente, progridem para lesbes com eritema variando entre 4 subtipos.
Essa lesdo tem sido relacionada ao tabagismo, desnutricdo e proteses dentarias
ajustadas equivocadamente (CABRAS et al., 2020).

A glossite rombdéide mediana € um outro tipo de les&o associada a infecgéo por

Candida. Geralmente acomete individuos que apresentem anemia ou diabetes
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mellitus e até mesmo usuarios de aparelhos ortoddnticos. Clinicamente se apresenta
como uma lesdo ulcerada linear com eritema e formagdo de borda membranosa
purulenta na mucosa do dorso da lingua com atrofia papilar da mucosa lingual e
sensacao de dor e queimacdo, além de eritemas na mucosa palatina. Para fins
diagnodsticos, pode-se fazer uma bidpsia incisional e anadlise histopatolégica. (DA
SILVA RAMOS et al., 2021).

3.3 Tratamento farmacolégico das infecgdes fungicas

Ha tratamento farmacoldgico bem estabelecido para candidiase oral se
baseando na administracdo de farmacos da classe dos antifungicos, seja de uso
topico, via oral ou sistémico. Dessa forma, os principais medicamentos antifungicos
utilizados compreendem as classes de antifungicos: polienos, azoéis e equinocandinas.
Além disso, esses antifungicos podem atuar de forma fungistatica ou fungicida frente
ao crescimento fungico. (AN; RAFIQ, 2020; BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES,
2020).

Os antifungicos mais utilizados, sejam eles da classe dos polienos e azéis
atuam tendo como alvo o ergosterol e sua biossintese. O ergosterol, como ja foi dito,
€ um componente estrutural da membrana celular fungica. Para que haja a produg¢ao
de ergosterol, € necessaria uma cascata de sinalizacao enzimatica, sendo o ergosterol
e 0s mecanismos envolvidos na biossintese considerados alvos promissores no
desenvolvimento de produtos com atividade antifungica (BHATTACHARYA; SAE-TIA;
FRIES, 2020).

Os polienos sao fungicidas e estao representados pelos farmacos nistatina e
anfotericina B, sendo o primeiro geralmente usado por via topica ou suspenséao oral e
0 segundo utilizado para tratamento sistémico. De modo geral, os polienos agem se
ligando ao ergosterol na membrana plasmatica induzindo a formag¢ao de poros,
consequentemente, havera ruptura da membrana e extravasamento de ions (K*, Na*,
H* e CI'), resultando em uma agdo fungicida, isto €, causando a morte fungica.
Contudo, a anfotericina B € conhecida por sua nefrotoxicidade, sendo necessarios
alguns artificios farmacolégicos, como a complexacdo com desoxicolato de sédio e
formulacao lipossomal, trata-se do farmaco geralmente escolhido quando ha espécie
de Candida apresentando resisténcia fungica a azdlicos, por exemplo.
(BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020; OK et al., 2020).
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Figura 4. Representacdo esquematica do mecanismo de agéo da anfotericina B, pertencente
a classe dos polienos. Fonte: autor.

Ja os azois sao compostos heterociclicos que apresentam anel azdlico e se
subdividem em imidazol (dois nitrogénios no anel azdlico) e triazol (trés nitrogénios no
anel azolico). Sao representados por fluconazol, cetoconazol, miconazol, itraconazol,
entre outros. Entretanto, o farmaco mais utilizado dessa classe é o fluconazol, utilizado
por via oral. Trata-se da classe de antifungicos mais utilizada no tratamento
farmacoldgico de infecgdes fungicas por espécies de Candida. Seu mecanismo de
acao se baseia na ligacdo com a enzima lanosterol 14-a-demetilase (Erg11p), que é
responsavel pela biossintese do ergosterol. Com esta inibicdo da enzima e da
biossintese de ergosterol, consequentemente, havera a diminuigdo na produgao do
ergosterol, componente estrutural da membrana celular. Além disso, outras enzimas
regulardo a producgao de esterol toxico fungistatico (14a methylergosta 8-24 (28) dien-
3-ol), bem como, havera aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), todo esse
conjunto de eventos resultara em um pronunciado efeito fungistatico, isto &, inibicao
do crescimento fungico (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020; OK et al., 2020).
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Figura 5. Representagdo esquematica do mecanismo de agéo do fluconazol, pertencente a
classe dos azéis. Fonte: autor.
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Também ha a classe das equinocandinas, utilizadas em casos com tendéncia
a formas graves e exposicdo prévia sem avango terapéutico a azdis. Séo
representadas por caspofungina, micafungina e anidulafungina. Esses farmacos sao
fungicidas e atuam através da inibicdo da enzima 1-3 8 glucana sintase, responsavel
pela producao de glucanas, presente em todos os fungos, tornando esses farmacos
como antifungicos de amplo espectro, além disso, as glucanas sdo componentes
estruturais da parede celular fungica, assim, havera fragilizacao da parede celular pela
auséncia de glucanas, por fim, lise osméstica e morte celular, ja que atinge um
componente considerado importante na protecdo ao estresse osmatico e integridade
do fungo (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020; PRISTOV; GHANNOUM, 2019).
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)

/ / /
/ g 4 /
/,,/ J RKNARKN, \/\/)(//\/\//‘ — Parede celular fungica

Quitina

—Membrana celular fingica

sintase

@ Ergosterol

1,3-B-glucana

’ Caspofungina

Figura 6. Representagcéo esquematica do mecanismo de agdo da caspofungina, pertencente
a classe das equinocandinas. Fonte: autor.

Todavia, apesar dos efeitos terapéuticos dos principais antifungicos serem bem
consolidados, ainda ha algumas problematicas frente a essa classe de farmacos, que
sdo o surgimento da resisténcia fungica e dos pronunciados efeitos colaterais devido
sua toxicidade.

A resisténcia aos polienos envolve modificagcbes na membrana plasmatica
dificultando acesso do farmaco ao sitio de ligagdo na membrana e diminuicdo de
esterois e ergosterol, gerando irregularidade nas bombas de efluxo, além de mutagdes
no gene ERG3, resultando em diminuigédo terapéutica da anfotericina B e inativagao
de bombas de efluxo, vale salientar que, sdo raros os casos de resisténcia a este
farmaco. Outrossim, tem se demonstrado preocupante a resisténcia aos azdis, se
apresentando mais comum, devido ao uso desses farmacos por longos periodos, uma

vez que poderdo haver mudangas na morfologia fungica, tornando-os resistentes a
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acao desses farmacos, além disso, também ha espécies de Candida que apresentam
resisténcia intrinseca ao azéis. Ademais, apesar de constituir casos raros, atualmente
ja ha casos de resisténcia as equinocandinas, através de mutagdes nos genes FKS,
que codificam a enzima 1,3 B glucana sintase, que € responsavel pela producéo de
glucanas, ocasionando modificagdes na estrutura dessa enzima e diminuindo a
ligagdo com farmacos como caspofungina, havendo a continuidade da produgao de
glucanas e falha terapéutica (DA SILVA; SANCHES; CHASSOT, 2022).

Por fim, também se apresenta como uma problematica os efeitos colaterais
decorrentes do uso de farmacos antifungicos. Dentre o uso de farmacos da classe dos
polienos, pode-se destacar os efeitos colaterais da anfotericina B, tais como: efeitos
adversos a nivel renal, cardiovascular, neuroldgicos, entre outros. Ja a nistatina
geralmente é bem tolerada. Além disso, os azois também apresentam alguns efeitos
colaterais pronunciados, pode-se exemplificar através dos efeitos colaterias do
fluconazol e itraconazol: nauseas, vomitos, diarréia, dor abdominal, entre outros. (OK
et al., 2020).

3.4 Plantas medicinais e Coriandrum sativum L.

As plantas medicinais sdo substancias produzidas pela natureza. Trata-se de
uma fonte de prospeccao de moléculas bioativas e novos agentes terapéuticos para
o tratamento de doencgas que tem sido utilizado ao longo dos anos, visto que até 2006,
grande parte dos farmacos aprovados foram obtidos de plantas medicinais,
exemplifica-se no tratamento de doencas infecciosas, cancer, doencas
cardiovasculares, infecgdes fungicas, entre outros, uma vez que através de seus
receptores sdo capazes de formar ligacdo com alvos biolégicos. Esses produtos
diferem das moléculas sintéticas, uma vez que sdo codificado geneticamente pelo
metabolismo da planta por apresentarem grande massa molecular, elevados atomos
de carbono sp®, atomos de oxigénio e centros quirais, menor quantidade de anéis
aromaticos, maior rigidez molecular por estruturas tridimensionais complexas,
proporcionando mais alvos biolégicos. (ATANASQV et al., 2021; CHEN et al., 2020;
PEDROSO et al., 2019; WRIGHT, 2019).

Além disso, as plantas medicinas, valorizadas pela medicina tradicional e uso
popular das plantas, apresentam diversos compostos bioativos compondo uma

diversificagdo no aspecto da composi¢ao quimica. Outrossim, deve-se atentar na
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identificacdo desses compostos bioativos. Contudo, o uso da quimica combinatéria e
anseios da industria farmacéutica tem diminuido a busca por produtos naturais no
desenvolvimento de medicamentos. Outro fator que tem diminuido a busca por plantas
medicinais € sua complexidade, visto que a identificacdo dos constituintes requer
diversas técnicas de identificacdo e purificagdo, tornando as pesquisas honerosas.
(ATANASOV et al., 2021; CHEN et al., 2020; WRIGHT, 2019).

Nesse sentido, os metabdlitos secundarios conferem propriedades de protegcéo
as plantas e fazem parte do processo evolutivo das plantas. S&do exemplos de
metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fenodlicos e nitrogenados. Os terpenos
se destacam entre os metabdlitos secundarios, uma vez que sado hidrocarbonetos
classificados de acordo com a quantidade de carbonos (C), variando de hemiterpenos,
monoterpenos a politerpenos. (BORGES; AMORIM, 2020).

Além disso, as plantas apresentam compostos volateis que podem ser
extraidos, conhecidos como 6leos essenciais, e que tem como principal caracteristica
o aroma, geralmente sdo compostos por diversos terpenos, como monoterpenos e
sesquiterpenos, compostos aromaticos, como aldeido, alcool e terpendides. Alguns
Oleos essenciais possuem bioatividade anticancerigena, antidiabética, antidepressiva
e notdria bioatividade antimicrobiana. A bioatividade dos 6leos essenciais € justificada
pelos constituintes presentes no éleo, que por vezes, apresentam sinergismo entre os
constituintes e seus grupos funcionais. Sdo exemplos de dleos essenciais com
bioatividade contra fungos do género Candida: Cinnamomum zeylanicum , Citrus
limon , Eugenia caryophyllus , Mentha piperita L. , Origanum vulgare L., C. sativum L.
(BORGES; AMORIM, 2020; PEDROSO et al., 2019; SINGLA; DUBEY, 2019).
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Figura 7. Folhas de C. sativum L. (coentro). Fonte: autor.
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Dentre os produtos naturais, destaca-se o C. sativum L., cujo nome popular é
coentro ou cheiro verde. Essa planta é de facil cultivo e adaptada as condi¢des
geograficas brasileiras sendo também amplamente utilizada na culinaria do nordeste
brasileiro, sobretudo, como condimentos em pratos tipicos. (DE SOUZA et al., 2022).
A exploracao do coentro com finalidade medicinal representa importante estratégia
para promogao regional do desenvolvimento econdmico e social. Outrossim, possui
fonte de calcio, pro-vitamina A, vitaminas B1, B2 e C (potencial antioxidante), ferro,
magnésio, proteinas, fibras, fosforo, caroteno, sédio, potassio, riboflavina, tiamina,
entre outros (DEMARTELAERE et al., 2020).

C. sativum L. (coentro) € uma planta hortalica herbacea composta por flores,
folhas e sementes, sendo uma planta nativa do Mediterraneo e oeste da Asia que tem
sido cultivada em areas tropicais, como o Brasil. O coentro pertence ao reino Plantae,
possuindo a classificagdo cientifica: classe Magnoliopsida — Dicotiledéneas, Clado ou
ramo Angiospermas e Eudicotiledéneas, familia Apiaceae/ Umbelliferae, género
Coriandrum, espécie Coriandrum sativum. (BRANDAO et al., 2022; BRIDGEMOHAN
etal.,, 2021; KHAKSHOUR et al., 2021; MAHLEYUDDIN et al., 2021).

Pode-se destacar os resultados de estudos que verificaram as diversas
bioatividades das sementes ou folhas em extrato ou 6leo essencial de C. sativum L.,
dentre as quais: diurético, antiespasmaédico, antigripal, analgésico, antioxidante
(DEMARTELAERE et al., 2020), antimicrobiana (KACANIOVA et al., 2020), anti-
hipertensiva e antiaterogénica, antiarritimica, hipolipidémica (MAHLEYUDDIN et al.,
2021), antiinflamatéria e antidiabética (MECHCHATE et al., 2021), anticancerigeno
(ELMAS et al., 2019), analgésica (YADAV et al., 2021), ansiolitico (PATHAN;
KOTHAWADE; LOGADE, 2011), entre outros.

Além disso, o uso etnofarmacolégico, isto €, as informacgdes de uso medicinal
advindas da comunidade, destacaram que na regido Asiatica, o 6leo essencial de C.
sativum L. tem sido usado para estimular a secre¢ao gastrica, tratamento de ulceras
gastricas e infecgdes bucais; na india as sementes sdo utilizadas para artrite
reumatoide, inflamagdes e dores nas articulagdes; na China algumas partes da planta
s&o usadas para sarampo, diabetes e gastroenterites; na india as folhas so utilizadas
como estimulante e carminativo, alivio estomacal, contra afec¢gdes que atingem a bile,
contra desconforto abdominais e ja na farmacopéia européia cita-se o uso contra
vermes e tratamento de reumatismo (MAHLEYUDDIN et al., 2021).
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C. sativum L. também possui notéria bioatividade contra fungos do género
Candida, conforme ja foi demonstrado por diversos estudos que apresentaram valores
de CIM variando entre 15 a 125 ug/mL para diferentes espécies de Candida, também
houve inibigdo na aderéncia do biofilme contra espécies de Candida em concentragéo
de 62,5 uyg/mL (FERREIRA et al., 2021; SINGLA; DUBEY, 2019). Estudos anteriores
comprovam a atividade antifungica do 6leo essencial de C. sativum L. frente a
espécies de Candida, no qual foi demonstrada excelente bioatividade antifungica
ratificada por valores de CIM e CFM abaixo de 125 pg/mL, além de apresentar inibicao
de crescimento fungico durante o ensaio de cinética de crescimento microbiano, bem
como, capacidade de reducdo de biofilme multiespécie de Candida spp. (BARBOSA,
2021).

3.5 Estudos toxicolégicos na prospeccao de produtos naturais

E muito importante na prospecgdo de produtos naturais com bioatividade
farmacoldgica fazer uma investigacao dos possiveis efeitos toxicos que este produto
possa apresentar. Apesar de, por vezes, no uso popular medicinal, as plantas serem
administradas de forma empirica, ainda assim necessita-se haver conhecimento de
todo o perfil toxicoléogico do produto natural antes de disponibiliza-lo como
medicamento fitoterapico, a fim de evitar consequéncias negativas na saude publica
(REIS et al., 2021).

As plantas medicinais devem ser afastados do conceito retrogrado de que sao
inécuos ao individuo, uma vez que pesquisas apontam que grande parte das pessoas
que fazem uso de plantas medicinais e fitoterapicos desconhecem que estas
substancias sdo capazes de apresentarem efeitos téxicos. Dessa forma, essas
substancias devem ser avaliadas do ponto de vista da toxicidade e dos efeitos
adversos ao usuario, que podem incluir: toxicidade cardiovascular, espasmos
musculares, vémitos, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, irritacdo na pele, estresse
oxidativo, entre outros. Assim, os estudos toxicoldgicos de produtos naturais visam
garantir o uso racional dessas ferramentas terapéuticas, possibilitando garantir
informacdes da indicacdo terapéutica, dose, posologia e possiveis interagdes
medicamentosas (PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

Uma das possibilidades de se tragar o perfil toxicologico é através da

experimentagao in vivo, isto €, em organismos vivos. Apesar desse tipo de estudo
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remontar a antiguidade, ainda assim € muito utilizado em pesquisas e no
desenvolvimento de medicamentos, possibilitando aprimoramento de informagdes de
eficacia, mecanismo de acéao e perfil toxicolégico em organismos vivos, ou seja, uma
predicdo para que possa extrapolar os estudos para ensaios clinicos com seres
humanos. Dessa forma, tendo em vista as contribuicdes para a saude coletiva, os
estudos com modelo animal ainda encontram respaldo, contudo, ndo podem ser
realizados de forma desordenada, ha legislacbes e regras especificas que sao
adotadas pelos comités de ética (DOS SANTOS et al., 2021).

Desde 2008, ja ha a disposicdo no Brasil a lei 11.794, conhecida como lei
Arouca que faz a normatizacdo do uso de animais em laboratério, que por
conseguinte, foi responsavel pela criacdo das Comissdes de Etica para Uso Animal
(CEUA) e Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
padronizando regras e ajudando aos cientistas como atuar em experimentacao animal
(GUIMARAES; FREIRE; MENEZES, 2016).

Deve-se ter a garantia de que o numero de animais sera otimizado através de
anadlise estatistica adequada. Contudo, os métodos alternativos para evitar a
experimentacdo em animais adultos tem sido amplamente sugeridos pela
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), se baseando no
uso de microrganismos e estagios larvais, além de culturas de células. Outra sugestao
sdo os modelos computacionais in silico, que fazem a predigdo de atividade
farmacoldgica e perfil toxicoldgico de moléculas sem o uso de animais (DOS SANTOS
etal., 2021).

Dessa forma, apenas deve-se partir para estudo com animais, ao se tragar
todas as possibilidades de estudos in vitro ou recorrer a estudos in silico. Portanto, ao
submeter os animais a estudos cientificos, deve-se garantir a menor exposicédo
possivel destes animais a dor e sofrimento, garantindo nutricdo adequada, condi¢des
apropriadas, uso de anestésicos de primeira linha, uma vez que sdo seres vivos
senscientes (SCHNAIDER; SOUZA, 2003). No intuito de otimizar o numero de animais
usados em pesquisas, deve-se adotar os 3Rs: substituicdo, redugao e refinamento,
bem como, prever efeitos adversos e realizagdo de exames post mortem em estudos
piloto com objetivo de melhorar o bem-estar animal (WORKMAN et al., 2010).

No desenvolvimento de substancias de uso topico ndo ha a obrigatoriedade de
estudos de segurancga farmacoldgica, contudo, é necessario saber se essa substancia

apresenta potencial carcinogénico. Os ensaios in vivo de genotoxicidade sao
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realizados por meio do teste de micronucleo em células hematopoiéticas de roedores,
no qual podera ser analisado se a substancia é capaz de desenvolver mutagdes
génicas e alteragcdes cromossémicas a nivel de DNA, pois havendo indicios de perfil
carcinogénico, implica em modificacdes hereditarias e possibilidade de desenvolver
eventos carcinogénicos € mutagénicos no organismo do individuo. Esse ensaio é
preconizado pela ANVISA e atende ao requisito para estudos clinicos de
administragéo unica (ANVISA, 2013).

Outrossim, os micronucleos sao considerados fragmentos ou cromossomos
inteiros resultantes do processo de mitose. Dessa forma, quando contabilizados varios
micronucleos em amostras infere-se que houve dano cromossémico. Essa
caracteristica do micronucleo permite-o ser considerado um biomarcador de riscos a
a saude do individuo. Trata-se de um ensaio que tem sido difundido como triagem do
perfil de seguranca de substancias, devido sua simplicidade e analise quantitativa com
sensibilidade confiavel para atestar substancias como agentes
carcinogénicos/mutagénicos (FREITAS et al., 2020).

Os ensaios toxicologicos nao clinicos sdo essenciais para a investigagéo da
seguranc¢a de uma droga ou produto natural, no entanto, caso esta etapa tenha sido
bem sucedida, isto €, se o produto em estudo ndo seja potencialmente tdxico, segue-
se para os estudos clinicos envolvendo seres humanos, os quais podem ser do tipo
randomizados (aleatério) ou ndo randomizado e compostos por 4 fases. A fase |
comumente contempla individuos saudaveis e verifica-se o surgimento, por ventura,
de efeitos adversos e questdes relacionadas a seguranca e tolerabilidade. A fase I
envolve individuos ndo saudaveis, isto €, acometidos pela condi¢do clinica a qual
pretende-se tratar, divididos em grupos teste e controle, de forma que pode-se avaliar
se a substancia-teste possui eficacia no tocante a sua atividade bioldgica (OLIVEIRA;
PARENTE, 2010). Ja a fase lll sdo estudos relacionados a seguranga e eficacia da
substancia-teste em comparagao ao tratamento padréo ouro ou um grupo em que foi
administrado placebo, e por fim, a fase IV que é a fase em que ha a realizagao de
estudos apds comercializagdo do produto, a fim de se verificar os efeitos do
medicamento na populagdo ao longo do tempo. (SHARMA; SRIVASTAV; SAMUEL,
2020).

40



%@M@%M



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Etapas gerais do estudo

As etapas gerais contempladas no estudo serdo descritas na figura 8 como

forma didatica e ilustrativa de verificar os ensaios e testes realizados.
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Figura 8. Esquematizacao das etapas gerais contempladas no estudo.
4.2 Locais da pesquisa

e Ensaios in vitro: Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular
(LAFECC) — Coordenacao: Prof. Dr. Ricardo Dias de Castro — Programa de
Pés-Graduacdo em Odontologia (PPGO-CCS-UFPB); Laboratério de
Oncofarmacologia (OncoFar) — Coordenagao: Profi. Dr2. Marianna Vieira
Sobral — Programa de Pds-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos (PPgPNSB-CCS-UFPB); Laboratério de Microbiologia -
Coordenacédo: Prof. Dr. Bruno Bueno Silva — Universidade de Guarulhos
(UNG).

e Ensaios in vivo: Biotério Prof. Thomas George — Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IpeFarm) e Laboratoério de Psicofarmacologia —
Coordenacao: Prof. Dr. Reinaldo Nobrega de Almeida — Programa de Pds-
Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB — CCS-
UFPB).

e Anadlises histopatolégicas: Laboratério de Imunopatologia Experimental
(LABIPEX) — Coordenacéo: Prof. Dr. Adriano Francisco Alves — Programa de
Pés-Graduagao em Odontologia (PPGO-CCS-UFPB).

e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectréometro de massas: Laboratério
Multiusuario de Caracterizacao e analises (LMCA) - Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (lpeFarm) — Programa de Pds-Graduagdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB — CCS- UFPB).

e Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier: Laboratério de
Combustiveis e Materiais (LACOM) — Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
(CCEN - UFPB).

4.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de massas

Realizou-se a analise cromatografica a fim de se verificar os constituintes
quimicos do OE de C. sativum L. em diferentes periodos de tempo, ou seja, no ano

de 2019 e 2022, empregado um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrémetro de
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massas (SHIMADZU GC-MS-QP5050A), com coluna capilar (J&W SCIENTIFIC®) e
fase estacionaria de 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano com 30 m de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 uym de espessura do filme. A programacgao de
temperatura inicial foi de 60°C a 240°C (3°C/min). O tempo de programacéo da corrida
foi de 60 minutos e a temperatura do forno do injetor de 250°C. O hélio foi utilizado
como gas de arraste (fase movel) a um fluxo de 1,0 mL/min, com razdo de Split de
1:20 e o] volume de injecao de TuL.
A ionizagao dos componentes foi realizada por impacto eletrénico a 70 eV, com
detector de 1,25Kv. O espectrémetro foi operado no modo SCAN, varrendo uma faixa
de massas de 40 a 500 u.m.a.. A temperatura da fonte de ions foi de 250°C e a
identificacdo dos compostos foi realizada comparando-se seus espectros de massa
com os espectros existentes no banco de dados do equipamento. A amostra do éleo
essencial de C. sativum L. foi injetada a uma concentragcéo de 2 ppm e o hexano foi
utilizado como solvente. A analise do cromatograma e espectros de massa foram
realizados com auxilio da biblioteca NIST do equipamento, sendo empregados como
parametros de integragcado o Width: 3 e o Slope: 2000 (TRINDADE et al., 2015).

4.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Nesta metodologia, as amostras de OE de C. sativum L., hidrogel sem OE e
hidrogel contendo OE foram submetidas a um espectrdmetro Shimadzu (modelo IR
PRESTIGE-21) para verificar os espectros de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). O aparelho foi configurado para funcionar no modo de transmiténcia
utilizando pastilhas de KBr com 1% de amostra na faixa de comprimento de onde de
400 a 4000 cm™" a uma resolucdo de 4 cm™' e numero de 30 varreduras acumuladas.
Esta técnica possibilita uma avaliagdo qualitativa, através da visualizagao dos grupos

funcionais da amostra e grupos organicos inseridos no silicato (FRANCA, 2017).

4.5 Ensaios in vitro

4.5.1 Teste de susceptibilidade fungica

Nesta analise, foi utilizada a cepa padronizada de Candida albicans ATCC

60193. Trata-se de um teste de difusdo em agar realizado por intermédio da técnica
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de perfuracdo de pogos. O inéculo fungico foi ajustado e padronizado para a
concentragdo de 2,0 x 106 UFC.mL -'. Testou-se o OE de C. sativum L. incorporado
ao hidrogel, formulacao esta que ira ser objeto de um processo de depdsito de patente
no Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPIl. As concentra¢des do produto
testadas foram: 100 yg/mL; 200 ug/mL; 300 ug/mL; 400 ug/mL; 800 pg/ml ;1 mg/mL;
2 mg/mL; 10.000 pg/mL e 20.000 ug/mL. Essas valores foram propostos a partir de
achados prévios (BARBOSA et al., 2023).

As placas de Petri contendo agar foram preparadas de forma homogénea
para todos os grupos. Cada placa recebeu um total de 24 mL do meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose (ASD, S&o José dos Pinhais — PR, Brasil). Com auxilio de uma
alca de inoculagdo, foram colhidas algumas colénias fungicas desta cepa,
suspendidas em 5mL de Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) e colocados numa estufa
a 35°C. Apo6s 24h, o inoculo foi ajustado e introduzido um swab estéril para ser
inoculado em forma de estrias na superficie do meio de cultura ASD em trés direces.
Das placas previamente inoculadas foram removidas pequenas aliquotas do meio de
cultura sdlido para a formacgao dos pogos, com o auxilio da borda superior de um tubo
de ensaio. Colocou-se uma quantidade de 100mg do hidrogel contendo OE de C.
sativum L. dentro de um orificio central feito no agar. Decorrido o periodo de
incubagdo, os didmetros dos halos de inibicdo do crescimento fungico foram
mensurados com um paquimetro digital. Os ensaios foram realizados em ftriplicada.
Miconazol gel (20 mg/g) (Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda, Sao Paulo-SP, Brasil) foi
utilizado como controle positivo e hidrogel sem OE como controle negativo
(OSTROSKY et al., 2008; ALVES, 2021).

4.5.2 Estudo do efeito do éleo essencial de C. sativum L. sobre a redug¢ao de biofilme

multiespécie bucal

A metodologia detalhada deste modelo de biofilme multiespécie bucal esta
descrita em Soares et al. (2015) e Miranda et al. (2019). As seguintes espécies
bacterianas foram utilizadas: Actinomyces naeslundii ATCC12104, Actinomyces oris
ATCC43146, Actinomyces gerencseriae ATCC23840, Actinomyces israelii
ATCC12102, Veillonella parvula ATCC10790 Actinomyces odontolyticus ATCC17929,
Streptococcus  sanguinis ATCC10556, Streptococcus oralis ATCC35037,

45



Streptococcus intermedius ATCC27335, Streptococcus gordonii ATCC10558,
Streptococcus  mitis  ATCC49456, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
ATCC29523, Capnocytophaga ochracea ATCC33596, Capnocytophaga gingivalis
ATCC33624, Eikenella corrodens ATCC23834, Capnocytophaga sputigena
ATCC33612, Streptococcus constellatus ATCC27823, Eubacterium nodatum
ATCC33099, Fusobacterium nucleatum vincentii ATCC49256, Parvimonas micra
ATCC33270, Fusobacterium nucleatum polymorphum ATCC10953, Campylobacter
showae ATCC51146, Fusobacterium periodonticum ATCC33693, Prevotella
intermedia ATCC25611, Porphyromonas gingivalis ATCC33277, Tannerella forsythia
ATCC43037, Eubacterium saburreum ATCC33271, Streptococcus anginosus
ATCC33397, Selenomonas noxia ATCC43541, Propionibacterium acnes
ATCC11827, Gemella morbillorum ATCC27824 e Streptococcus mutans ATCC25175.

A curva de crescimento de todos os microrganismos foi realizada e o in6culo do
biofilme foi composto de 1 x 10* UFC de cada uma das 32 espécies bacterianas.
Brevemente, os biofilmes foram formados por 7 dias, sendo que houve troca de meio
nos dias 3 (apo6s 72 h de incubacgao) e dia 6 (144 horas de formagéo). Apos 6 dias de
formagao, os biofilmes foram tratados por 24 h. Foi avaliado o efeito do OE de C.
sativum L. sobre o crescimento de microrganismos, sendo que neste caso, a partir do
dia 3, os biofiimes foram tratados diariamente, 2 X/dia, as 10 horas da manhé e 4
horas da tarde, até o fim do experimento. Para o tratamento, os pinos revestidos com
os biofilmes foram lavados duas vezes com 200 ul de solucido de lavagem (1% de
PBS) e transferidos para placas de 96 pogos contendo diferentes concentra¢des do
Oleo essencial (1600; 800 e 400 ug/mL), por 1 minuto. A seguir, a placa retornou para
0 meio de cultura original daquele dia. Para este esquema terapéutico, além do grupo
controle sem tratamento, também foi incluido um grupo tratado com padrao-ouro
digluconato de clorexidina 0,12 % (Periogard®). (SOARES et al., 2015; MIRANDA et
al., 2019).

A percentagem de reducao da atividade metabdlica de biofilme foi determinada
utilizando cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) e espectrofotometria. O substrato
branco foi enzimaticamente reduzido a formazano vermelho 1,3,5-trifenil (TPHP) por
células vivas bacterianas, devido a atividade de varias desidrogenases. A mudanca
na cor do substrato foi lida por espectrofotometria para determinar a taxa de reducéo,

que é utilizado como uma medida indireta da atividade metabdlica bacteriana.
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4.5.3 Estudo do efeito do 6leo essencial de C. sativum L. sobre a micromorfologia de

cepa de C. albicans

Os fungos do género Candida possuem morfologia que pode ser afetada pela
acao de produtos com atividade antifungica. Nesse sentido, esse teste verificou os
efeitos do OE de C. sativum L. sobre a micromorfologia de leveduras (pseudo-hifas,
clamidioconideos e blastoconideos) de fungos do género Candida, sendo a cepa
utilizada C. albicans ATCC 90028, obtida da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, EUA). O meio de cultura utilizado para microcultura foi agar arroz
fundido (CA, HiMedia Laboratories, Mumbia, india) com Tween 80 (Sigma-Aldrich ®).
O OE de C. sativum L. e nistatina foram adicionados a 1mL do meio de cultura agar
arroz antes de sua solidificacao. O OE foi inserido em placa de petri na concentragéo
que corresponde a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para a cepa testada, na qual
foi de 62,5 pg/ml para C. albicans ATCC 90028; Nistatina foi de 1,5 pug/ml para C.
albicans ATCC 90028. Apos a total solidificagdo do agar arroz, a levedura foi semeada
em duas estrias paralelas, utilizando uma alga microbiolégica em 2 estrias paralelas.
Essas estrias foram cobertas com laminulas esterilizadas. Usou-se um papel de filtro
estéril embebecido de 2mL de agua destilada na placa para se mimetizar uma camara
umida, que permaneceu durante o periodo de incubagao a 35°C, com a placa fechada.
Apds 24h, as laminas foram analisadas por microscopia de luz (Nikon Eclipse Cl ®)
com aumento de 400x para verificar a formacao, auséncia ou modificacdo de
estruturas caracteristicas de cepas de C. albicans. Foram preparadas trés placas para
cada cepa e trés repeticoes em momentos distintos (ALVES et al., 2013; ALVES,
2021).

4 5 4 Citotoxicidade em eritrocitos humanos

A possivel atividade hemolitica do OE de C. sativum L. foi verificada usando
eritrécitos humanos (tipos O*, B*, A~ e AB*). Foram coletados cerca de 10 mL de
sangue periférico humano de individuos adultos e saudaveis voluntarios por pung¢ao
(n=4), através de material estéril comercial (agulas e seringas BD Plastipak ® - BD

Biosciences, San Jose, CA, EUA) e colhidos em tubo a vacuo (Greiner bione,
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Vacuette, Americana, SP, Brasil) contendo solu¢do anticoagulante. Feito a coleta, os
eritrocitos foram diluido em 80 pL de PBS, de forma que o sangue ficou com
concentracdo equivalente a 5% de hemacias. Apds isso, adicionou-se em
concentracdes seriadas de 62,5 ug/mL a 1000 pg/mL do OE de C. sativum L., em
triplicata e em trés repeti¢des distintas, diluido em 20 yL de PBS. Apds isso, incubou-
se em 37°C por 1h. A reacdo de hemdlise foi interrompida quando adicionou-se 200
uL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS; KH2PO4 1,5 mM, NaxHPO4 8,1
mM, NaCl 136,9 mM e KCI 2,6 mM, pH 7,2). Estas suspensdes foram centrifugadas a
1000 G durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrenadante
foi direcionado a uma placa de 96 pocgos e estimada a porcentagem de hemodlise,
através da leitura da absorbadnda em 550 nm usando um leitor de microplacas. A
porcentagem de hemolise foi determinada como [(AbSam — AbScon) / (AbStot — AbScon) X
100], em que Absam significa a absorbdncia da amostra e Abscn refere-se a
absorbancia do controle em branco (PBS + 0,5% de Tween 80) e Absit corresponde
a absorbancia de hemdlise total (volume igual da amostra para agua Milli-Q) (JAIN et
al., 2015; ALVES, 2021).

Os voluntarios do estudo que doaram a amostra de sangue periférico
autorizaram sua participagcao por meio da assinatura de um termo de consentimento
livre e esclarecido. Esse estudo foi conduzido seguindo os preceitos da Declaragéo
de Helsinque e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal da Paraiba sob o protocolo n° 5.808.797 (aprovado em 12 de Dezembro de

2022). O certificado de aprovagéo encontra-se no Anexo 1.

4.5.5 Ensaio de citotoxicidade sobre queratindcitos humanos

Os possiveis efeitos citotoxicos do OE de C. sativum L. foram avaliados sobre
cultura de queratindcitos humanos através do método MTT (brometo de 3-4,5dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio). As culturas de queratinécitos foram coletadas da pele,
e pertencem a linhagem HaCaT (queratin6citos humanos). Essas células foram
cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 pug/mL de sulfato de
estreptomicina, posteriormente as placas foram incubadas a 37°C em uma atmosfera

umidificada com 5% de CO2. Com o objetivo de determinar os efeitos do OE na
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viabilidade celular pelo ensaio de MTT, as células HaCat foram semeadas em placas
de 96 pocgos a uma densidade de 3x10° células/pogo. Apds um periodo de 24 h, as
células foram tratadas em diferentes concentragdes do OE de C. sativum L. (4,5 a 300
pg/mL) dissolvidas em DMSO. O experimento foi realizado em quadruplicata. O
controle negativo foi tratado com DMSO e o controle positivo com a doxorrubicina.
Apos a incubacao da cultura por 72 h, o sobrenadante foi descartado e a solugao de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (5 mg/mL) foi
adicionada e incubada por mais 3 h. O formazan depositado foi dissolvido com Dodecil
Sulfato de Sdédio (SDS) (100 uL) (MOSMANN, 1983). As densidades opticas foram
medidas usando um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek). Os valores de ICs
foram calculados a partir das curvas dose-resposta usando o software GraphPad
Prism 5.0.

4.6 Ensaios in vivo

4.6.1 Animais e Comiss3o de Etica no Uso de Animais

Os ensaios in vivo, que contemplaram o uso de animais foram dois:
genotoxicidade e toxicidade em mucosa oral ceratinizada.

No ensaio de genotoxicidade foram utilizados cinco camundongos machos,
suicos albinos (Mus musculus), com cinco a seis semanas de idade, com peso
aproximado de 95¢.

No ensaio de toxicidade em mucosa oral ceratinizada utilizou-se ratos
heterogénicos da espécie Rattus norvegicus, raga Wistar, pesando em média 380g.
Esses animais foram fornecidos pela Unidade de Produgao Animal (UPA) do Instituto
de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da Universidade Federal da
Paraiba.

Os ensaios foram realizados apds a aprovagéo do projeto pelo Comisséo de
Etica no Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba,
sob numero de aprovacgao 7842290422 (ID 001681). O Certificado de aprovagéao pela
CEUA encontra-se no Anexo 2. Esse estudo com o éleo essencial proveniente de
planta medicinal foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) pelo numero de cadastro
A2D56BO0.
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4 6.2 Genotoxicidade

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a Resolugéo
N° 90/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —ANVISA (BRASIL, 2004).
Grupos de cinco machos (n=5/grupo) de camundongos suigos albinos, com cinco a
seis semanas de idade (Mus musculus), pesando aproximadamente 95g, receberam,
por gavagem, doses de 20 mg/mL (5 mg/kg) da solugdo do produto teste (éleo
essencial de C. sativum L.).O grupo controle negativo recebeu solugéo salina (solugéo
de 0,9% NaCl e Tween 80 a 2%) e o grupo controle (positivo) recebeu o agente
mutagénico (ciclofosfamida), numa dose de 50 mg/kg de peso do animal.

Para realizar o teste do micronlcleo, os animais foram anestesiados com
xilazina (5mg/kg) de acordo com os regulamentos existentes para prevenir ansiedade
ou medo (estresse) e, em seguida, amostras de sangue foram coletadas em uma
pequena incisdo da veia caudal de camundongos para o preparo das laminas de
extensdes sanguineas com 10 pL de amostra de sangue, as quais foram analisadas
para observagcdo da presengca ou ndao de micronucleos em eritrocitos (eritrocitos
micronucleados) de cada animal. Foram contados cerca de 2000 eritrocitos por
animal, através da preparagéo de trés extensdes sanguineas para cada animal. As
ldminas foram coradas com corante pandtico (Panético Rapido®) e observadas ao
microscopio optico no aumento de 1000x para a contagem dos micronucleos. Os
dados do ensaio do micronucleo foram analisados estatisticamente pelo teste t de
Student, comparando os grupos tratados com controles. O nivel de significancia
considerado foi de p<0,05. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (ALVES, 2021).

Apds o periodo experimental, os camundongos foram anestesiados com uma
sobrecarga de anestésicos dissociativos (cloridrato de cetamina) e agonistas de
receptores alfa-2 adrenérgicos (xilazina). No entanto, como se trata de uma
sobrecarga de anestésicos, € necessaria a aplicagéo de, no minimo, 3 vezes a dose
anestésica da associacdo. Dessa forma, os animais foram anestesiados, por via
intraperitoneal para ambos os anestésicos, com xilazina 2% (20 mg/mL) em dose letal
de 30 mg/kg, e cloridrato de cetamina 10% (100 mg/mL), sendo a dose letal de 300
mg/kg (BRASIL-CONCEA, 2018; FAVORETTO; SEABRA; OLIVATO, 2019). Todos os
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procedimentos desde o inicio do estudo até o momento de eutanasia foram realizados
para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais. Este procedimento
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa
(CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, sob numero de aprovacao 7842290422
(ID 001681).

O teste do micronucleo foi realizado com células do sangue periférico, uma vez
que as células da medula éssea podem ser substituidas por sangue periférico como
material para o ensaio de micronucleos. Isto € permitido porque, alternativamente em
camundongos, os micronucleos podem ser analisados em eritrécitos normocrémicos
circulantes, enquanto no bago dos animais, ndo sequestraram os eritrécitos

micronucleados do sangue.

4.6.3 Estudo de toxicidade em mucosa oral ceratinizada de ratos

Para este ensaio foram utilizados 15 ratos wistar machos (5 animais/grupo),
com peso médio de 380 gramas e idade entre 90 a 100 dias, saudaveis. Foi
administrado o hidrogel contendo 6leo essencial de C. sativum L. na dose de 20
mg/mL, além do hidrogel sem principio ativo, isto €, sem OE de C. sativum L. no grupo
controle negativo e miconazol 20mg/mL para o grupo controle positivo. (FRIEDMAN
et al., 2015). Foram gerados numeros aleatérios gerados na fungéo “aleatério entre”
do Microsoft Excel para a escolha dos animais e atribuicdo em cada grupo. Os animais
foram mantidos em gaiola plasticas e mantidos em uma sala com controle ambiental
(temperatura 24°C, umidade relativa 60% e ciclo claro/escuro de 12 horas) e dieta
balanceada com ragdo do tipo “pallet” (Purina) ad libitum. A administracdo das
amostras foi feita com o auxilio de uma pinga clinica e uma bolinha de algodao
esterilizado na regiao de palato duro do animal.

Foram feitas trés aplicagcdes diarias em intervalos de 8 horas com a
administracdo de 113mg do hidrogel por um periodo de 15 dias, com o objetivo de
assemelhar o esquema de tratamento conhecido de uma infecgéo fungica na mucosa
oral por Candida spp. (LOMBARDI; OUANOUNOU, 2020). Os animais foram
cuidadosamente manuseados e monitorados para evitar possiveis riscos de acidente
ou intoxicacdo. A aplicacdo foi realizada com bastante delicadeza para que né&o

machucasse a mucosa palatina do rato e observou-se durante os 15 dias de
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realizacao do estudo, se houve alguma reacédo indesejada, como perda de peso,
inflamagé&o ou ulceragédo da mucosa (ALVES, 2021).

Todos os animais apés periodo de uso do hidrogel, foram submetidos a analise
clinica e histopatologica a partir da realizagdo de bidpsia excisional da mucosa do
palato duro. O procedimento foi feito apos pré-anestesia (cloridrato de cetamina e
xilazina). Apds o periodo experimental, os ratos foram anestesiados com uma
sobrecarga de anestésicos dissociativos (cloridrato de cetamina) e agonistas de
receptores alfa-2 adrenérgicos (xilazina). No entanto, como se trata de uma
sobrecarga de anestésicos, € necessaria a aplicagdo de, no minimo, 3 vezes a dose
anestésica da associagdo. Dessa forma, os ratos foram anestesiados, por via
intraperitoneal para ambos os anestésicos, com xilazina 2% (20 mg/mL) em dose letal
de 30 mg/kg, e cloridrato de cetamina 10% (100 mg/mL), sendo a dose letal de 180
mg/kg (BRASIL-CONCEA, 2018; FAVORETTO; SEABRA; OLIVATO, 2019). Todos os
procedimentos desde o inicio do estudo até o momento de eutanasia foram realizados
para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

Os tecidos obtidos a partir da biopsia excisional da mucosa do palato duro
foram fixados em formol tamponado a 10% (pH 7,4) por 72h. Os cortes histologicos
obtidos por micrétomo, com 4 um de espessura, foram colocados em laminas de vidro
e corados por coloragdo Hematoxilina e Eosina, que permitiu fazer a avaliagao
histolégica de possiveis efeitos inflamatérios na mucosa do palato duro dos animais
dos grupos testados através de microscopia de luz. A classificagdo dos eventos
histolégicos se deu através da presenca de células inflamatdrias, alteracdo da
populacado 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 histolégicos foram descritos apds a realizagdo do

processamento das amostras (ALVES, 2021).
4.7 Analise estatistica
Os resultados foram expressos pela média + desvio-padrdo apds analise de

normalidade (teste de Kolmogorov-Smimov). A analise estatistica dos dados foi

realizada usando anadlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey (p<0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise fitoquimica do 6leo essencial de Coriandrum sativum L.

Os constituintes volateis do OE de C. sativum L. foram identificados através da
analise das moléculas com maior indice de similaridade com o da biblioteca NIST
Mass Spectral Library (National Institute of Standards and Technology), neste sentido,
também usou-se como parametro o tempo de retencao (Tr), além da proporgéo de
massa em relagcéo a carga (m/z) de cada constituinte quimico.

As analises cromatograficas identificaram mais de 110 constituintes em ambos
os periodos de analise (2019 e 2022) da amostra de OE. Na tabela 1 encontram-se
os 25 constituintes principais presentes no OE de C. sativum L. Os constituintes
majoritarios foram, em 2019: 2-decenal (21.12%), cyclooctanol (16.39%), 1,6-
octadien-3-ol (15.20%); decanal (6.24%), 2-dodecenal (5.64%); Ja em 2022: 2-decen-
1-0l (22.42%), dec-(2E)-enal (19.31%), 1,6-octadien-3-ol (13.41%), dodec-(2E)-enal
(5.62%), decanal (5.26%). Os cromatogramas de ambas as analises estdo presentes
nas figuras 9 e 10.

Vale salientar que, diversos constituintes identificados na analise de 2019
encontram-se preservados na amostra de OE que foi novamente analisada por CG-
EM em 2022, a exemplo de: 3-hexen-1-ol, nonane, alpha-pinene, octanal, 1,6-
octadien-3-ol, camphor, 2-decenal, decanal, undecanal, 1-decanol, 2-dodecenal,
tetradecanal, 1-octadecyne, entre outros. Esses constituintes apresentam grupos
funcionais variados, perpassando alcoois, como 3-hexen-1-ol, monoterpenos, como

geraniol, linalool e camphor a aldeidos, como decanal.

2019 2022

Tr Area(%) | Constituintes Tr Area(%) | Constituintes

3.152 | 1.53 Octane 5.137 | 0.06 3-Hexen-1-ol

4.021 |0.24 3-Hexen-1-ol 5.807 |0.34 Nonane

4.20 0.15 Cyclohexanol 6.458 | 1.09 Alpha-pinene

4874 |0.81 Nonane 7.582 |0.33 Octanal

5815 | 157 Alpha-pinene 9.192 | 13.41 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-
dimethyl-

6.724 | 042 3-Hexen-2-one 10.034 | 0.72 Camphor

7.769 | 0.61 Octanal 10.701 | 0.80 2-Decenal
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9.809 |1.82 1,4-Cyclohexadiene, 1-|10.827 | 5.26 Decanal
methyl-4-(1-methylethyl)
10.210 | 0.18 1-octanol 11.415| 0.03 2,6-Octadienal, 3,7-
dimethyl-
11.481 | 15.20 1,6-Octadien-3-ol, 3,7- | 11.568 | 0.30 Geraniol
dimethyl (Linalool)
13.315 | 1.13 Camphor 11.686 | 19.31 Dec-(2E)-enal
14.277 | 0.56 trans-2-Dodecen-1-ol 11.763 | 22.42 2-decen-1-ol
15.941 | 6.24 Decanal 12.307 | 0.40 Undecanal
18.567 | 21.12 2-Decenal 12.599 | 0.04 1-decanol
18.903 | 16.39 Cyclooctanol 13.180 | 0.56 2-decen-1-ol
18.981 | 4.77 1-Decanol 13.694 | 0.83 Dodecanal
20.429 | 0.60 Undecanal 14.465 | 5.62 Dodec-(2E)-enal
22.306 | 0.03 2-Undecenal 16.945 | 3.34 Tetradec-2-enal
22709 | 0.14 1-Undecanol 16.106 | 0.13 2-dodecenal
24.870 | 1.07 Tetradecanal 16.237 | 0.27 Tetradecanal
27.365 | 5.64 2-Dodecenal 20.941 | 1.41 Trans-2-dodecen-1-ol
35.576 | 4.01 8-Hexadecenal, 14- | 22.460 | 1.78 1-octadecyne
methyl

Tabela 1. Constituintes quimicos presentes no OE de C. sativum L. identificados por
cromatografia gasosa (CG-EM) nos anos de 2019 e 2022. Fonte: autor.
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Figura 9. Cromatograma do OE de C. sativum L. identificados por cromatografia gasosa (CG-
EM) no ano de 2019. Fonte: autor.
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Figura 10. Cromatograma do OE de C. sativum L. identificados por cromatografia gasosa
(CG-EM) no ano de 2022. Fonte: autor.

5.2 Analise por infravermelho do hidrogel contendo 6leo essencial de C. sativum L.

A analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) fornece informacdes sobre os grupos funcionais presentes na amostra. Nesse
sentido, na figura 11 ha a demonstracao do grafico de caracterizacao estrutural das 3
amostras, sejam elas: 6leo essencial de C. sativum L, Hidrogel e 6leo essencial de C.
sativum L. incorporado ao hidrogel.

Observando a figura 11, ha a correlagdo entre numero de onda e transmitancia
gerando bandas para cada amostra que estdo diferenciadas entre 3 cores. Na
representacdo em cor vermelha € relacionado a amostra de OE de C. sativum L., em
que percebe-se banda em nimero de onda entre 1740 cm™" (C=0) e também 2800
cm™' (C-0) relacionados a presenca de grupo funcional aldeido, além de banda relativa
ao grupo funcional alcool na regido entre 1000 cm-'. Outrossim, a amostra de hidrogel
representada pela cor preta apresenta banda na regigo entre 1070 e 1150 cm' e 1200
e 1275 cm™' | sugerindo a presencga de grupo funcional éter alifatico e aromatico (C-
0), principal grupo funcional deste hidrogel.

Demonstra-se que, por meio da correlagédo dos comprimentos de ondas e seus
picos, evidéncias da incorporagéo do 6leo essencial de C. sativum L. ao hidrogel, seja
por meio da visualizacdo da perpetuacao de bandas na regido entre 3200 a 3400 cm-
Tque estdo presentes na amostra do OE e também na amostra do OE incorporado ao

hidrogel, e que podem estar relacionados a grupo —O-H, e também se evidencia pela
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interacdo do 6leo essencial com as moléculas do hidrogel, sugerido pela presencga de
bandas representadas pela cor azul, demonstrando que houve uma mudanga na
intensidade da banda caracteristica de OH (3358,06 cm™") , que pode indicar que as
ligacées de hidrogénio e interagdes hidrofébicas foram as principais ligacées nao
covalentes resultantes da interacao entre o polimero e o éleo incorporado, além disso,
a banda préximo de 1050 cm™ demonstra que ha presenca de grupo funcional alcool,

varios dos constituintes do 6leo essencial apresentam este grupo funcional.
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Figura 11. Espectros FTIR das amostras de 6leo essencial de Coriandrum sativum L. ,
hidrogel e 6leo essencial de C. sativum L. incorporado ao hidrogel. Fonte: autor.
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Figura 12. Espectros FTIR das amostras de dleo essencial de C. sativum L. incorporado ao
hidrogel. Fonte: autor.

5.3 Ensaios in vitro
5.3.1 Teste de susceptibilidade fungica

A cepa de Candida albicans ATCC 60193 foi exposta a diferentes
concentracdes do Oleo essencial de C. sativum L. incorporado ao hidrogel , no qual se
verificou o didmetro do halo de inibicdo como resposta a sua atividade antifungica.
Inicialmente, as concentragcdes do OE testadas variaram de 100 uyg/mL a 800 ug/mL,
no qual o halo de inibicdo foi inexpressivo, ou seja, ndo apresentou atividade
antifungica (dados ndo mostrados). Contudo, nota-se que a formagao do halo de
inibicdo €& diretamente proporcional a concentragdo, isto €, quanto maior a
concentracdo, maior sera o halo de inibicdo. Dessa forma, a partir da concentragéo
de 1 mg/mL ha a formacado de halo de inibicdo, mas sem diferenca estatisticamente
significativa com a concentragcdo de 2000 pg/mL (2 mg/mL). Outrossim, na
concentracdo de 20000 pg/mL (20 mg/mL) de dleo essencial de C. sativum L.

incorporado ao hidrogel ja ha a formacgao de expressivo halo de inibigdo, ndo havendo,
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inclusive, diferenca estatistica entre a concentragdo de 20 mg/mL e o controle positivo

que é miconazol na concentragao 20 mg/g , muito utilizado no tratamento de infecgdes

por fungos do género Candida na cavidade oral.
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Figura 13. Grafico que representa a média
realizados em triplicata. Trata-se de um grafico que fornece o didmetro da zona de inibi¢cao
em fungdo da concentragdo de hidrogel contendo OE de C. sativum L. testada (mg/mL).
ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey que foi realizada para comparagao entre
0s grupos, ****p<0,0001, **p<0,01 em rela¢ao ao controle positivo (miconazol). ?p <0,0001 em
relagéo ao controle positivo e °p <0,01 em relagéo ao controle positivo. Fonte: autor.
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Figura 14. Imagem da afericdo do didmetro de halo de inibicdo dos hidrogeis contendo 6leo
essencial (OE) de C. sativum L. e miconazol por paquimetro digital. *a (hidrogel na
concentragdo de 1 mg/mL de OE); *b (hidrogel na concentracdo de 2 mg/mL de OE); *c
(hidrogel na concentragdo de 10 mg/mL de OE); *d (hidrogel na concentragcao de 20 mg/mL
de OE); *c+ (controle positivo — miconazol gel oral 20 mg/g). Fonte: autor.

5.3.2 Estudo do efeito do 6leo essencial de C. sativum L. sobre a reducao de biofilme

multiespécie

O OE de C. sativum L. e clorexidina foram capazes de reduzir
significativamente a atividade metabdlica do biofilme multiespécie bucal. O dleo
essencial na concentragao de 1600 pg/mL foi capaz de reduzir em 37% (p<0,0001)
da atividade metabdlica do biofilme comparado ao controle negativo, no entanto, trata-
se de um efeito dependente da concentragdo, uma vez que o 6leo essencial de C.
sativum L. na concentragcdo de 800 pg/mL reduziu em 17% (p=0.0291) a atividade
metabdlica do biofilme comparado ao controle negativo, conforme pode ser visto na
figura 15. Ja a clorexidina (CHX), foi capaz de reduzir em 84% (p<0,0001) a atividade

metabdlica do biofilme multiespécie bucal comparado ao controle negativo.

60



100+ —_—

- Bl Control
AR mm 400 pg/mL
9 T mm 800 pg/mL
E 50 - 1600 pg/mL
S 0.12%
m

U' T L]
L' —
Clorexidina &

OE C. sativum L.

Figura 15. Atividade metabdlica do biofilme multiespécie bucal tratados com dleo essencial
de Coriandrum sativum L. nas concentragdes de 1600, 800 e 400 ug/mL, clorexidina 0.12% e
meio de cultura (controle). O biofilme que corresponde ao controle foi considerado com 100%
de atividade metabolica. Os resultados sdo apresentados como média + DP de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata (ANOVA de uma via com pos-teste de
Tukey, **** p<0.0001; *p=0.0291 em comparagao com o grupo controle). Fonte: autor.

5.3.3 Estudo do efeito do 6leo essencial de C. sativum L. sobre a micromorfologia de

cepa de C. albicans

Os resultados do efeito do 6leo essencial de C. sativum L. e da nistatina sobre
as cepas de C. albicans ATCC 90028 estao expressos na figura 15. A cepa de C.
albicans ATCC 90028, em microcultura nao tratada (controle), demonstrou
micromorfologia caracteristica com presenca de blastoconidios, frequentes pseudo-
hifas (cerca de 15 pseudo-hifas por campo visual) e raros clamidioconidios (figura
15B).

Contudo, quando C. albicans ATCC 90028 cresce no meio contendo o
tratamento com dleo essencial de C. sativum L. na concentragédo equivalente a CIM,
observa-se desenvolvimento de pseudo-hifas com menor frequéncia por campo, em
meédia 5 pseudo-hifas por campo visual, conforme pode ser visto na figura 15C, em
que nao foi observado clamidioconidios. Efeito semelhante foi observado pela
nistatina na concentragdo (CIM), em média 1,5 pseudo-hifas por campo visual, porém

além deste efeito observado, a nistatina promoveu mudangas morfolégicas nos
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blastoconidios de C. albicans, tais como: leveduras piriformes, ovoides e com perda
de citoplasma, conforme visto na figura 15D.

Apenas na concentragao CIMx2 do tratamento com 6leo essencial de C.
sativum L. tais mudangas morfolégicas dos blastoconidios sdo observadas,
adicionalmente as pseudo-hifas se mostram raras, visivel na figura 15E. Esses efeitos
sdo semelhante a acdo da nistatina na sua respectiva concentragdo CIMx2 (figura
15F).

Este fungo na presenca da nistatina (controle positivo) apresentou alteragdes
morfologicas dos seus blastoconidios, estes se apresentaram piriformes, ovodides e
com perda de citoplasma. N&o houve observagao de clamidioconidio para a respectiva

levedura e as pseudo-hifas foram raras (média de 1,5 pseudo-hifas por campo visual).
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Figura 16. Imagens representativas de grupos experimentais que contemplam o efeito do 6leo essencial de Coriandrum sativum
L. e da nistatina na micromorfologia de Candida albicans ATCC 90028. 15A e 15B controle negativo; 15C tratamento com 6leo
essencial de C. sativum L. a 62.5 pg/mL (CIM); 15D tratamento com nistatina a 1.5 pg/mL (CIM); 15E tratamento com déleo essencial
de C. sativum L. a 125 pg/mL (CIMx2); 15F tratamento com nistatina a 3 pg/mL (CIMx2); a. blastoconidios. b. pseudo-
hifas.c.clamidioconidios.Bar:50um(400x)



5.3.4 Citotoxicidade em eritrécitos humanos

Um dos achados sobre o perfil toxicoldgico desse OE foi através do ensaio de
citotoxicidade in vitro do OE de C. sativum L. frente aos eritrocitos humanos. Os
resultados deste ensaio podem ser visualizados na figura 16. O OE de C. sativum L.
ndo promoveu mudangas na viabilidade celular nas concentragdes equivalentes a CIM
(62,5 pg/mL) e CIMx2 (125 pg/mL) quando comparado ao controle negativo, contudo,
em concentragdes acima de CIMx4 (250 a 1000 pg/mL) promoveu mudangas na
viabilidade celular quando comparado ao controle negativo, com efeito dependente da
concentracdo. Assim, a CHso, isto é, o valor da concentracdo que produz 50% de

hemdlise de eritrécitos foi considerado maior que CIMx4 (250 pg/mL).

Sangue Total

100 o
T
80
-]
w
— 60 -
©
=
(]
T 40
=
20 9
-
u 1 ] I ] )

PSR N
o
¢t © o 0\'3‘

Figura 17. Possiveis efeitos citotoxicos do 6leo essencial de Coriandrum sativum L. contra os
eritrécitos humanos com tipo sanguineo A-, B+, AB+ e O+. Essas amostras de diferentes tipos
sanguineos foram incubadas em diferentes concentragdes do 6leo essencial de C. sativum L.
(62,5 — 1000 pg/mL) durante 1h a 37°C, determinando a atividade hemolitica por método
colorimétrico. Os graficos acima representam a média + DP de trés experimentos
independentes realizados em duplicata (Oneway ANOVA seguido do pés-teste de Tukey para
comparagao entre os grupos, sendo **** p<0.0001). Controle positivo (agua Milli Q) e Controle
negativo (solucdo tamponada de PBS). Fonte: autor.
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5.3.5 Ensaio de citotoxicidade sobre queratinécitos humanos

A possivel atividade citotoxica do OE de C. sativum L. foi investigada usando
queratinécitos da linhagem de células HaCaT. Dessa forma, o 6leo essencial de C.
sativum L. na concentragao de 4,5 pg/mL inibiu levemente o percentual de viabilidade
celular das células queratindcitos linhagem HaCaT, quando comparado ao controle
negativo, que representa 100% de viabilidade celular. Contudo, este éleo essencial
nas concentragdes de 9 pg/mL, 18 pg/mL, 355 pyg/mL e 75 pg/mL apresenta
moderada inibicdo da viabilidade celular quando comparado ao controle negativo.
Entretanto, o OE de C. sativum L. na concentragdo de 150 e 300 pg/mL causa uma
forte inibicdo da viabilidade celular quando comparado ao controle negativo.
Analisando as concentracdes e seus efeitos inibitérios frente a viabilidade das células
queratinécitos HaCaT, constata-se que trata-se de uma citotoxicidade proporcional ao
aumento da concentracao do 6leo essencial em um perfil concentragcdo-dependente.

Esses resultados podem ser visualizados na figura 17.
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Figura 18. Efeitos do dleo essencial de C. sativum L. (4,5 — 300 pg/mL) e DXR* (0,312 — 20
pM) em diferentes concentragdes na viabilidade de células ndo tumorais HaCat apds 72 horas
de tratamento. Os resultados sdo expressos como média * erro padrao de trés experimentos
independentes realizados em quadruplicata, testados em diferentes concentragées (UM e
pg/mL). Os dados foram analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey. ?p <0,05 em
relagdo ao controle ndo tratado. *DXR: Doxorrubicina. Fonte: autor.

Ja a tabela 2 contempla informagdes sobre a concentragéo que inibe 50% das

células (ICso) do dleo essencial de C. sativum L. e da doxorrubicina (farmaco da classe
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antraciclina com fungédo antitumoral) que é controle positivo neste ensaio. E notério
que o Oleo essencial de C. sativum L. apresentou menor citotoxicidade sobre as
células de queratinécitos, uma vez que a concentracdo referente a ICso da
doxorrubicina é acima de 100x menor que a concentracao referente a 1Cso do d6leo
essencial, isto €, em baixa concentragdo a doxorrubicina (ICs0 0.150 £ 0.0005 ug/mL)
ja causa efeitos inibitorios na viabilidade celular devido seu baixo indice terapéutico,
enquanto o Oleo essencial de C. sativum L. (ICs0 60.13 + 2.02 pg/mL) demonstra-se
mais toleravel, pois apenas em concentragcdo bem mais elevada em comparagao ao

controle positivo (doxorrubicina) € que ocorrera a inibicdo de 50% das células HaCaT.

Tabela 2. Atividade citotéxica do OE de C. sativum L. e doxorrubicina contra a linhagem
celular HaCaT.

Amostra ICs0
OE C. sativum L. 60.13 £ 2.02 uyg/mL
Doxorubicina 0.28 £ 0.001 pM

Os dados sao apresentados como valores de IC50 em yM ou ug/mL e seus respectivos
intervalos de confianca de 95% obtidos por regressdo nao linear de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em quadruplicata, medidos pelo ensaio MTT apos 72
h de incubagéo. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

5.4 Ensaios in vivo

5.4 .1 Genotoxicidade

O tratamento dos camundongos com dose unica de 20 mg/mL (5 mg/kg) de
6leo essencial de C. safivum L. ndo estimulou o aumento do numero de eritrocitos
micronucleados no sangue periférico (16.40 £ 1.1) quando comparado ao grupo
controle negativo (17.40 £ 0.8), ao contrario da ciclofosfamida que € grupo controle
positivo (31.60 £ 2.9) que induziu aumento consideravel no numero de eritrécitos
micronucleados em comparagédo ao grupo controle negativo. Os dados podem ser
visto na tabela 3 e na figura 18.
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Tabela 3. Efeito da administragdo em dose unica do éleo essencial de C. sativum L. (20
mg/mL) e ciclofosfamida (50 mg/kg) no numero de eritrécitos micronucleados em sangue
periférico de camundongos apés 48h de tratamento.

Grupos Dose (mg/kg) N° de eritrécitos

micronucleados

Controle negativo - 17.40+£0.8
Ciclofosfamida 50 31.60 +2.9?
C. sativum L. 5 16.40 + 1.1

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de cinco animais. Solugéo salina
(controle negativo). 2p<0.0005 comparado ao grupo controle negativo analisados por ANOVA
seguido de Dunnet e Tukey.
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Figura 19. Efeito da administragcdo em dose unica do 6leo essencial de C. sativum L. (20
mg/mL) e ciclofosfamida (50 mg/kg) no numero de eritrécitos micronucleados em sangue
periférico de camundongos apés 48h de tratamento.

5.4.2 Estudo de toxicidade em mucosa oral ceratinizada de ratos

Os cortes histolégicos provenientes da bidpsia excisional do palato duro do
animal estdo descritas na figura 20, na qual observa-se que a Epiderme (Ep)
apresenta queratinécitos em tamanho, forma e distribuicdo regulares conforme o
padrdo de normalidade e que a Derme (Dm) apresenta-se com fibras e células de
tamanho, forma e distribuicdo regulares, conforme normalidade em todas as
condi¢des experimentais, isto é, para os 3 grupos testados (Hidrogel contendo OE de
C. sativum L. ; Hidrogel sem OE; Solug¢do salina), corroborando para o perfil de

segurancga para aplicagcdo em mucosa oral ceratinizada do hidrogel contendo OE de
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C. sativum L.

A e

Figura 20. Corte histologico do palato duro corado em hematoxilina e eosina evidenciado
aspectos de normalidade em todas as condi¢cdes experimentais. A. Grupo Controle negativo
(solugédo salina). B. Hidrogel sem principio ativo (sem OE). C. Hidrogel contendo dleo
essencial de C. sativum L. na concentragdo de 20mg/mL. Legendas: Ep. Epiderme. Dm.
Derme. Aumento total de 400x. Fonte: autor.
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DISCUSSAO

A candidiase oral é uma condi¢do clinica que para ser debelada requer
melhorias no campo da higiene oral, supressido de fatores predisponentes e uso de
terapia medicamentosa antifungica. Contudo, ha algumas problematicas relacionada
aos farmacos da classe dos antifungicos, entre elas: mecanismos de resisténcia
fungica a esses farmacos, pequeno arsenal de farmacos disponiveis restritos a trés
classes e crescente prevaléncia de infec¢cées fungicas graves relacionadas a
individuos imunocomprometidos, portadores de HIV, cancer e idosos (LEE et al.,
2020).

Dessa forma, o cenario atual relacionado ao tratamento da candidiase oral
fomenta a pesquisa de novos agentes com atividade antifungica, e baseado nessa
premissa, estudos anteriores demonstram a atividade antifungica em estudo in vitro
do 6leo essencial de C. sativum L. (BARBOSA et al., 2020), ratificando as hipdteses
presentes nesse estudo, que propdem o desenvolvimento de uma formulagao
farmacéutica usando este OE como principio ativo para tratamento de infecgcbes
fungicas na cavidade oral e verificacdo do perfil toxicoldgico deste produto.

Inicialmente, é necessario verificar os constituintes quimicos presentes no OE
de C. sativum L. através da técnica de cromatografia gasosa (CG-EM), uma vez que
€ crucial para determinacdao do controle de qualidade e pureza dos constituintes
volateis que estdo presentes neste OE. (RASHEED et al., 2021).

Os constituintes presentes no OE de C. sativum L. oriundos de outras
pesquisas apresentam similaridade de perfil fitoquimico quando comparado ao OE de
C. sativum L. utilizado nesse estudo, confirmando a sua pureza, conforme pode ser
demonstrado: 3-hexen-1-ol (1.24%), alpha-pinene (0.15%), decanal (10.97%), 2-
decenal (2.74%), 2-decen-1-ol (4.11%), 1-decanol (15.30%), undecanal (2.20%), 2-
dodecenal (8.16%), tetradecanal (1.26%) (FURLETTI et al., 2011); decanal (11.04%),
1-decanol (17.85%), undecanal (1.40%), dodecanal (4.76%), trans-2-dodecen-1-ol
(7.87%), tetradecanal (1.08%) (FOUDAH et al., 2021); alpha-pinene (1.9-2.5%),
decanal (5.1-8.8%), 2-dodecenal (12-14%), 1-decanol (5-10%), 2-decenal (20-35%),
linalool (0-13%) (AL-KHAYRI et al., 2023); nonane (0.42%), decanal (2.14%), 1-
decanol (8.20%), undecanal (0.43%), tetradecanal (3.38%), 2-decen-1-ol (17.01%),
tetradecanal (1.35%) (GURNING; SIMANJUNTAK; PURBA, 2020); nonane (0.51%),
alpha-pinene (1.90%), decanal (1.73%), 2-decen-1-ol (5.45%), 1-decanol (2.18%),
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linalool (13.97%), undecanal (2.43%), dodecanal (4.07%) (SHAHWAR et al., 2012).

Observa-se que ha variagdes na area (%) entre os constituintes em comum do
Oleo essencial extraido das folhas de C. sativum L. do presente estudo e dos demais
estudos citados anteriormente, essas diferencas de porcentagem de constituintes
quimicos do Oleo essencial em diferentes amostragens acontecem devido diversos
fatores, tais como: alteragdes no local produtivo relacionadas ao solo, clima, altitude,
irrigacao, regido geografica, método extrativo, coleta das folhas em diferentes estagios
de crescimento da planta e até mesmo, fertilizantes utilizados (AL-KHAYRI et al.,
2023). Contudo, vale salientar que, apesar dos constituintes quimicos apresentarem
diferencas percentuais entre si, 0s componentes minoritarios também sao importantes
para a bioatividade do éleo essencial, uma vez que, a bioatividade antifungica esta
relacionada a um efeito sinérgico entre a combinagdo dos diversos constituintes
quimicos, na maioria das vezes, o uso do 6leo essencial com a preservagao de todos
0s seus constituintes se mostra mais bioativo do que a utilizagcdo apenas dos
constituintes majoritarios juntos (DHIFI et al., 2016).

Como observado por Mabrouk et al. (2022) a banda em 1411,89 cm' pode ser
atribuida as ligagdes de estiramento -C-O-C- (MABROUK et al., 2022). Ja a banda
2962,66 cm™ atribuida ao estiramento de hidrogénio C-H e a 1076,27 cm™ atribuida a
C-O (EL FAWAL et al., 2018).

Bandas caracteristicas do 6leo essencial da folha de C. sativum (em vermelho):
banda larga de OH em 3410,14 cm™', as bandas em 2924,08 cm™' s&o atribuidas as
vibragdes C-H de alcanos e estiramentos N-H — padrdes similares encontrados por
Yashni et al. (2021). Assim, a banda fina e evidente em 1693,50 cm™' pode ser
atribuida as amidas de proteinas e enzimas presentes na folha e as bandas em
1462,04 cm™ e 1377,17 cm™" devido a presenca de alcoois terciarios (C-OH) (YASHNI
et al., 2021). As bandas em 970,19 cm™ vibracées de estiramento C-O de acidos
carboxilicos (-COOH) e 723,30 cm-! ao alongamento de haletos de alquila (SHARMA
etal., 2018).

Em um outro estudo que submeteu 6leo essencial de C. sativum L. ao mesmo
método, houve fortes vibragdes, como também foi visto no espectro da figura 11, neste
estudo também demonstraram banda aproximadamente em 2900 cm-' relacionada a
ligacdo CH; assimétrica e banda em aproximadamente 1730 cm™' | algo que também
foi visto na figura 11, relacionado a presenca de carbonila (C=0) (64). Além disso,

mais um estudo envolvendo d6leo essencial de C. sativum L. também se verificou
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bandas na regido de 1462 cm™' devido mistura de alcanos e 919 cm-'relacionado a
ligagdo —C-H de alcenos, além de banda com pico de grande intensidade em 1742
cm™' relacionado a grupo éster. (SHRIRAME et al., 2018).

Enquanto as bandas presentes no espectro do hidrogel incorporado pelo 6leo
da folha de C. sativum (em azul) sdo relativas a mudanga na intensidade da banda
caracteristica de OH (3358,06 cm™) que pode indicar que as ligagdes de hidrogénio e
interagdes hidrofobicas foram as principais ligagdes ndo covalentes resultantes da
interagao entre o polimero e o 6leo incorporado. Os autores observaram algo similar
ao incorporar 6leos essenciais de eucalipto, cominho e gengibre em seus hidrogéis
(WANG et al., 2021). Houve uma redugéo da intensidade da banda em 1261,44 cm’
no espectro do hidrogel incorporado com o éleo e que foi observada no espectro do
hidrogel (sem adi¢do do 6leo). Outrossim, o polimero utilizado no hidrogel do nosso
estudo também ja foi demonstrado pico de adsor¢cdo em 1600 e 1049 cm-' que é
relacionado a vibragéo de ligagao -CH e alongamento -C-O (NING et al., 2021). Além
disso, a pouca demonstragéo de picos na amostra de OE de C. sativum L. incorporado
ao hidrogel pode se explicar pelas limitagdes do método FT-IR, relacionado a detec¢ao
de compostos quimicos apenas em concentragdo acima de 5% (GANDOVA et al.,
2020).

As formulagdes farmacéuticas do tipo hidrogel sdo novos sistemas de liberacao
de farmacos e que podem ser usadas para conter principios ativos que sejam
direcionados ao uso na mucosa oral, uma vez que apresentam propriedades
relacionadas a mucoadesividade, liberacdo sustentada, sensacdo agradavel e
segurancga, representando melhor adesdo do paciente, viscoelasticidade, isto &,
quando viscoso e elastico esta apropriado para uso na mucosa oral, excelente
espalhabilidade, além da facil remogdo apds aplicagdo. Os hidrogéis tem a
caracteristica de apresentar grande percentual de agua (70-99%) em sua composi¢ao,
sendo a agua conhecida como a fase liquida externa. Esse tipo de formulagdo € um
polimero hidrofilico com redes tridimensionais de agentes gelificantes, de forma que
a fase aquosa fique integra e na conformacao ideal através de uma rede polimérica.
(GHASEMIYEH; MOHAMMADI-SAMANI, 2019; NAGAI; MACHIDA, 1993; ZHENG et
al., 2021; WROBLEWSKA et al., 2020). Essas caracteristicas foram decisivas para a
escolha de qual formulagédo farmacéutica seria promissora para incorporacgao do 6leo
essencial de C. sativum L.

Nesse sentido, o 6leo essencial de C. sativum L. apresenta atividade
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antifungica, como ja foi mencionado na fundamentagédo tedrica, mas ha também
outras maneiras de se avaliar a atividade antifungica, dentre elas o teste de
susceptibilidade por meio de halo de inibigdo, que serve como método de sensibilidade
simples e confiavel em que se verifica o tamanho do crescimento fungico ao redor da
susbtancia e o halo de inibi¢do sera mensurado em milimetros (mm). Assim, o OE de
C. sativum L. apresentou halo de inibicdo frente ao crescimento fungico de cepas do
género Candida em outros estudos, variando de 9 a 10 mm na concentragéo de 10000
pg/mL (10 mg/mL) (SOARES et al., 2012). No presente estudo, o OE de C. sativum L.
apresentou halo de inibicdo para cepa de Candida albicans variando de 24.3 a 25.0
mm com o hidrogel contendo OE de C. sativum L. na concentragdo de 10000 pg/mL
(10 mg/mL). Ja hidrogéis contendo anfotericina B como proposta para revestir
superficie para dispositivos apresentaram excelente atividade contra Candida albicans
(SALOME VEIGA; SCHENEIDER, 2013). Além disso, outro estudo propds também a
prospecg¢ao de um produto natural para incorporacdo em uma formulagao do tipo
hidrogel, trata-se do hidrogel de metilcelulose com 6leo essencial de Mellissa
officinallis para tratamento de candidiase oral, no qual apresentou atividade
antifungica contra cepa de C. albicans, com halo de inibicdo em torno de 17 mm na
concentracao de 2% (v/v) M. officinallis (SERRA et al., 2020).

O ambiente que compde a cavidade bucal esta susceptivel a infecgcbes
fungicas, mas também infec¢des por bactérias e até mesmo a formacao de biofilmes,
visto que a boca pode ser habitat de até 700 tipos diferentes de bactérias. Um biofilme
é caracterizado por ser uma comunidade de diversas bactérias orais colénias, matriz
extracelular e organizada comunicagéo celular. Apés a formagao do biofilme, o
hospedeiro fica mais susceptivel ao desenvolvimento de doencgas que afetem a saude
bucal, sobretudo, periodontite. Dessa maneira, a prospeccdo de agentes
antimicrobianos que possam inibir ou interromper a formacdo de biofilme sao
preconizados para inser¢ao na rotina de higiene oral. Um exemplo é o gluconato de
clorexidina (CHX) que é um antisséptico conhecido por ser agente antimicrobiano com
atividade contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (KOLENBRANDER et al.,
2010; SOLMAZ; KORACHI, 2013).

Este estudo também objetivou verificar a atividade do 6leo essencial de C.
sativum L. em modelo de biofilme multiespécie bucal, visto que outrora era um dado
indisponivel, uma vez que nao ha estudos que relacionem este OE a atividade

metabdlica em biofilme multiespécie bucal. Contudo, este 6leo essencial apresenta
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atividade antimicrobiana in vitro contra Streptococcus mutans com CIM entre 31.2 a
62.5 pg/mL em células planctdnicas. (FREIRES et al., 2015). Outro estudo verificou
que o OE de C. sativum L. apresentou CIM abaixo de 0.500 mg/mL em modelo de
biofilme com bactérias, como Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus sanguinis e Streptococcus mitis, ja na concentragdo de 1 mg/mL a
porcentagem de inibi¢do do biofilme foi de 1.50% para S. Mitis e de 58.33% para
S.sanguinis. (BERSAN et al., 2014). Uma fragdo do OE de C. sativum L. (Cs4) na
concentracao de 31.2 ug/mL foi capaz de inibir mais de 90% da formacé&o de biofilme
de S. mutans (GALVAO et al., 2012). Além disso, pode-se comparar a atividade do
OE de C. sativum L. com outras substancias, como o extrato de propdlis vermelha
brasileira, que na concentragcdo de 1600 ug/mL foi capaz de reduzir em 56% a
atividade metabdlica de biofiime multiespécie formado de espécies de bactérias
similares a usadas no nosso estudo (DE FIGUEIREDO et al., 2020). Por conseguinte,
este estudo apresentou 37% de reducdo da atividade metabdlica de biofilme
multiespécie quando utilizado o OE de C. sativum L. na concentragao de 1600 pg/mL,
representando um resultado que pode agregar mais um beneficio para saude bucal,
isto é, reducdo de formacdo de biofilme e menor risco de desenvolvimento de
periodontites, quanto ao uso deste OE na cavidade oral.

A viruléncia de fungos patogénicos, como os do género Candida pode estar
relacionada a alteragbes morfolégicas na levedura ou forma filamentosa, com
formacdo de hifas e pseudo-hifas, além do clamiddsporo (clamidioconidio) que se
forma na extremidade final da hifas em condi¢des pobres de nutrientes. Vale salientar
que, a morfologia comum de C. albicans é composta por pseudo-hifas e hifas, e
apenas nesta espécie se visualiza os clamidioconidios. Outrossim, o desenvolvimento
de hifas, por exemplo, esta intimamente relacionado com a multiplicacdo e
disseminacgéo do fungo no organismo, seja pela invasao as células epiteliais com sua
forca mecanica e penetragao tanto de células epiteliais quanto células endoteliais e
lise de macrofagos e neutrdfilos, além do tigmotropismo relacionados a capacidade
das hifas encontrarem orificios e locais fragilizados no tecido para promover a infec¢ao
(THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011).

Em um estudo foi visto a influéncia do dleo essencial de C. sativum L. em
concentracao de CIM e CIMx2 na micromorfologia de uma cepa de C. albicans ATCC
76485 e uma cepa de C. albicans LM 336 (isolada de fezes humanas). Para ambas

as cepas o valor da CIM do dleo essencial de C. sativum L. foi de 512 pg/mL, em que
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observou-se reducdo de pseudo-hifas com alteragcdes morfolégicas semelhantes as
provenientes do tratamento com nistatina (CIM), no nosso estudo, houve reducédo de
pseudo-hifas de C. albicans ATCC 90028 a partir da concentragdo de 62.5 pug/mL
(CIM) (SOUSA et al., 2016). Dessa forma, as estruturas morfologicas sao indicios de
infeccdo fungica e a diminuicdo dessas estruturas apds o tratamento com o éleo
essencial de C. sativum L. em concentracbes referentes a CIM e CIMx2 esta
relacionada a bioatividade antifungica deste produto natural e seu efeito na redugao
da viruléncia fungica.

Além da determinagido da bioatividade antifungica e antimicrobiana do 6leo
essencial de C. sativum L., também é importante verificar o perfil toxicologico dessa
substancia. Atualmente, ja ha a consolidacdo de diversos estudos pré-clinicos no
desenvolvimento de farmacos, principalmente relacionado a estudos de seguranca in
vivo, que sao preconizados pela OECD na toxicologia investigativa. Contudo, cada
vez mais ha o consenso de se incorporar novas estratégias de triagem toxicoldgicas,
principalmente, utilizando modelos in vitro humanizados. Os resultados de ensaios
toxicolégicos melhoram as decisdes pré-clinicas, evitando desfechos inseguros em
ensaios clinicos envolvendo seres humanos, visto essa ser uma problematica
recorrente na prospecc¢éo de novos farmacos (BEILMANN et al., 2019).

Dessa forma, este estudo prop0s a realizagéo de testes toxicologicos in vitro, e
posteriormente, ensaios toxicolégicos usando modelos in vivo, uma vez que estes
continuam representando o padrao-ouro de modelo preditivo de riscos toxicologicos
em vertebrados (MODARRESI CHAHARDEHI; ARSAD; LIM, 2020). Assim, para
extrapolar os ensaios toxicolégicos para um ensaio clinico em seres humanos, faz-se
necessario reunir informacdées em diferentes modelos toxicoldgicos investigativos,
perpassando ensaios in vitro e in vivo, de forma a garantir a seguranga dos
participantes de um possivel ensaio clinico utilizando hidrogel com éleo essencial de
C. sativum L. Vale salientar que, o OE de C. sativum L. foi reconhecido pela Food and
Drug Administration (FDA) como geralmente seguro como agente aromatizante e
coadjuvante, outrossim, estudos toxicolégicos envolvendo esse 6leo sdo escassos
devido ao histérico de consumo sem efeitos téxicos relevantes (BURDOCK;
CARABIN, 2009).

Um dos ensaios toxicologicos in vitro utilizados na pesquisa de produtos
naturais com atividade antifungica € o estudo toxicolégico a nivel de eritrocitos

humanos, que mimetiza os riscos de efeitos toxicos de uma substancia em células
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humanas, visto que os eritrocitos sdo as células mais abundantes no corpo e dispde
de caracteristicas fisioldgicas e morfoldgicas que propiciam o uso destas células como
modelo investigativo de hemdlise. (RAJESHWARI; SHOBHA; ANDALLU, 2012). Um
estudo utilizando éleo essencial de C. sativum L. obtido de partes aéreas da planta
verificou que o 6leo é capaz de lisar a membrana celular dos eritrécitos, visto que a
sua atividade hemolitica foi 2,3 mg/mL (ICso) , relacionando essa citotoxicidade a
presenca de constituintes do oleo essencial, tais como alcoois e aldeidos
(SHAROPOQV et al., 2017). De fato, neste estudo também se verificou que o OE de C.
sativum em concentracdes a partir de CIMx4 (250 a 1000 pg/mL) foi capaz de causar
mudancas na viabilidade celular dos eritrocitos quando comparado ao controle
negativo, com efeito dependente da concentragcdo, mas os demais testes toxicoldgicos
podem complementar o perfil toxicoldgico deste produto, a fim de garantir a seguranca
em um possivel ensaio clinico.

Os queratindcitos humanos imortalizados da pele (HaCaT) abrangem um
modelo in vitro para ensaio de citotoxicidade mimetizando o epitélio, vale salientar que
esse modelo de cultura de célula pode ser aprimorada cultivando-a em fibroblastos
gengivais, simulando ainda mais as condi¢des da mucosa oral, contudo, trata-se de
um modelo de excelente aplicabilidade devido sua reprodutibilidade em laboratério e
podem ser considerados substitutos dos queratinécitos orais (GURSOQY et al., 2010;
LOPEZ-GARCIA et al., 2014; MOHARAMZADEH et al., 2007). Outrossim, a mucosa
oral é formada por epitélio oral, ou seja, a proposta desse ensaio foi de estimar
possiveis efeitos citotoxicos do éleo essencial de C. sativum L. em cultura de celulas
de queratindcitos (HaCaT), levando em consideragdo um modelo que na sua esséncia
reproduz as condigdes das células epiteliais.

Em um estudo simularam toxicidade induzida por H2O> as células HaCaT e
usou-se o extrato de C. sativum L. proporcionando efeito protetor contra estresse
oxidativo a estas células em concentragdes de 20 a 500 ug/mL (PARK et al., 2012),
essa informagao pode fornecer um indicio sobre a melhor tolerabilidade do dleo
essencial de C. sativum L. quando comparado ao controle positivo (doxorrubicina)
deste estudo.

Além disso, outro estudo utilizando o dleo essencial de C. sativum L. verificou
um parametro intitulado por Total Growth Inhibition (TGI) que € a inibicdo total de
crescimento contra células humanas e linhagens de células tumorais, com os
seguintes resultados: Glioma (U251) de 8.3 pg/mL ; Rim (786-0) de 29.8 pg/mL;
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prostata (PC-3) e, especialmente, queratinécitos (HaCaT) com TGl de 129.4 ug/mL e
a fracdo ativa do dleo essencial Css de 145.6 pg/mL, apresentando atividade
antiproliferativa contra algumas linhagens de células (GALVAO et al., 2012). Outras
linhagens celulares também ja foram testadas utilizando o 6leo essencial de C.
sativum L, tais como: linha celular imortalizada de células de adenocarcinoma
colorretal humano (Caco-2) com ICso de 86.8 pg/mL, células de linfoblastos T
humanos isolados do sangue periférico (CCRF-CEM) com ICso de 16.5 pg/mL
(SHAROPOQV et al., 2017).

A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo para redugdo de
viabilidade células de queratinécitos (HaCaT), visto que é um farmaco com atividade
antitopoisomerase e as células HaCaT apresentam alto nivel de atividade da
topoisomerase |, por isso se justifica seu uso neste ensaio (PESSINA et al., 2001). Os
resultados dos diversos estudos anteriormente citados demonstram que o OE de C.
sativum L. apresenta perfil antiproliferativo para algumas linhagens celulares, mas
com base nos resultados descritos nesta dissertagdo, o OE de C. sativum L. (ICso
60.13 + 2.02 pg/mL) demonstra-se mais toleravel que a doxorrubicina (ICs0 0.150 +
0.0005 pg/mL), se consolidando como um produto sem atividade citotdxica
pronunciada, corroborado pelo seu efeito protetor contra estresse oxidativo a células
HaCaT (PARK et al., 2012).

O ensaio de genotoxicidade € exigido pelas agéncias regulatérias, a exemplo
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como requisito para
desenvolvimento de medicamentos, ja que esse teste abrange ensaios in vitro ou in
vivo fornecendo previsdo de efeitos mutagénicos ou capacidade de promover
alteracdes cromossémicas. Um dos testes aceitos para demonstrar o perfil genotéxico
de uma substancia é através da genotoxicidade in vivo em tecido hematopoiético,
tratando-se do ensaio que contempla a contagem de eritrocitos policromaticos
micronucleados conhecidos também como corpos de Howell-Jolly, que foi realizado
neste estudo. Dessa forma, o aumento do numero de micronucleos indica dano
cromossOmico, algo que pode ser visto com o uso de ciclofosfamida (controle
positivo). Esses micronucleos surgem a partir de rupturas
cromossOmicas (clastogénese) ou ruptura do aparelho mitético (aneugénese).
(ARALDI et al., 2015; GRISOLIA, 2002).

Estudos relatam que a toxicidade oral aguda composta pela DLso (dose letal

mediana) em ratos do éleo essencial de C. sativum L. é de 4,13 g/kg. Ja o extrato de
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C. sativum L. em concentragao de 1020 mg ndo apresentou genotoxicidade em células
de fibroblastos de embrido de rato. O dleo essencial de C. sativum L. ndo foi
clastogénico no teste de aberragao cromossémica in vitro usando linhagem celular de
fibroblastos Chl provenientes de hamster chinés. Além disso, na literatura ha
disponivel estudo in vivo com o ensaio de micronucleos em camundongos utilizando
o linalool, um dos componentes do 6leo essencial de C. sativum L., em que ndo houve
aumento da ocorréncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (BURDOCK;
CARABIN, 2009).

Outro estudo verificou o efeito do extrato de C. sativum L. em concentra¢des
que variaram de 500 a 1500 mg/kg em ensaio de micronucleos em camundongos
associado a ciclofosfamida para induzir a formagéo de micronucleos, esta associagéo
objetivou mostrar a atividade do extrato frente a inibicdo na formagao de micronucleos
pela ciclofosfamida, no qual foi demonstrado que o extrato de C. sativum L. apresentou
uma resposta dose-dependente na inibicdo da formagao de micronucleos, e que estas
doses do extrato ndo foram citotoxicas para os eritrocitos, sugerindo o extrato de C.
sativum L. como um provavel agente anti-mutagénico (CHANDRAKAR; RAJA, 2018).

Estes resultados advindos de outros estudos que demonstram auséncia de
atividade genotdxica envolvendo diferentes amostras relacionadas a C. sativum L.
estdo de acordo com o que foi visto em nosso estudo, uma vez que o 6leo essencial
de C. sativum L. na dose de 5 mg/kg ndo induziu aumento da ocorréncia de eritrocitos
policromaticos micronucleados em comparagao ao controle negativo, assim pode-se
inferir que este 6leo essencial na dose testada n&o apresenta efeito genotéxico no
sistema hematopoiético (BURDOCK; CARABIN, 2009).

Alguns estudos realizaram testes de avaliagdo da capacidade de irritacdo a
pele por exposicdo ao OE de C. sativum L., na qual verificou-se que este OE se
apresentou irritante para pele de coelhos, contudo o linalool, um dos constituintes
majoritarios deste OE, além do proprio OE ndo foram capazes de causar irritagdo em
testes com a pele humana (BURDOCK; CARABIN, 2009). Esses resultados em
humanos corroboram com os encontrados no presente estudo, uma vez que o hidrogel
contendo OE de C. sativum L. ndo provocou caracteristicas inflamatérias no palato
duro dos animais tratados. Em consonancia a isso, testes com uso tépico do extrato
de C. sativum L. apresentaram capacidade anti-inflamatéria com reducao de edema
de orelha em camundongos e reducéo do volume de edema inflamatério induzido pela

injecdo intrapleural de carragenina, entretanto, o OE de C. sativum L. n&o apresentou
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atividade anti-inflamatéria topica sobre os parametros em que o extrato foi analisado,
neste sentido, o autor se evidencia a baixa absorgéo topica do 6leo como sendo uma
barreira para a demonstracdo de possiveis efeitos anti-inflamatérios, mas que o
linalool apresenta bioatividade anti-inflamatéria sistémica (ZANUSSO-JUNIOR et al.,
2011).
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7 CONCLUSOES

O oleo essencial de C. sativum L. utilizado nos ensaios apresentou
componentes quimicos majoritarios ja conhecidos para esta espécie vegetal, além de
ter sido sugerido que houve a incorporagéo do OE a formulagdo hidrogel vista através
de alteragdes nas bandas e preservagao de picos do espectro de infravermelho. A
atividade antifungica contra Candida albicans do hidrogel contendo éleo essencial de
C. sativum L. foi confirmada, demonstrando halo de inibi¢do similar ao de miconazol
(antifungico padrao). Ademais, o 6leo essencial apresentou capacidade de alterar a
micromorfologia de Candida e também é capaz de reduzir a atividade metabdlica de
biofilme multiespécie bucal. Outrossim, apresentou citotoxicidade para eritrocitos
humanos, contudo se demonstrou bem toleravel quando utilizando em tratamento em
células de queratinécitos da linhagem HaCaT. Em modelo com animais (in vivo), o OE
nao se destacou como genotdxico na dose unica testada, e no teste de segurangca em
ratos, ndo apresentou indicagdes de processos inflamatorios em mucosa oral
ceratinizada de animais. Em suma, com base nesses resultados demonstra-se que o
hidrogel € promissor para ser introduzido na terapia antifungica, visto sua notavel
bioatividade antifungica e perfil toxicolégico seguro, ainda assim € necessario a
continuidade de mais ensaios toxicoldgicos e realizagao de ensaios clinicos de fase |
e Il com o propésito de consolidar o hidrogel com OE de C. sativum L. como opgao

terapéutica no tratamento de infec¢des fungicas do género Candida.
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ANEXO Il — Certiddo de aprovacdo do projeto pela Comissado de Etica no Uso de
Animais.

Universidade Comisséio de Etica no 7
Federal da Uso de Animais |

Heeria

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Produco de hidrogel contendo dleo essencial de Coriandrum sativum L. {coentro) com
efeito sobre Candida spp. envolvidas com infecgdes da cavidade bucal”, protocolada sob o CEUA n2 7842290422 o oo1s81), Sob a
responsabilidade de Ricardo Dias de Castro e eguipe; David Henrigue Xavier Barbosa - que envolve a producio, manutengio
efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
coma com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e fol aprovada pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 08/06/2022.

We certify that the proposal "Production of hydrogel containing essential oil of Coriandrum sativum L. {coriander) with effect on
Candida spp. invelved with infections of the aral cavity”, utilizing 48 Heterogenics mice (48 males), 48 Heterogenics rats (48
males), protocol number CEUA 7842290422 (o omes1), under the responsibility of Ricardo Dias de Castro and feam; David
Henrigue Xavier Barbosa - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylurn Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or teaching - is In accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the MNational Council for Contral of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba
{CEUA/UFPE) In the meeting of 06/08/2022.

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2022 a 12/2022 Area: Cidncias Farmacéuticas

Origem:  Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo:  Machos idade: 5 a 6semanas N: 48
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 2823049

Origem:  Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 90 a 100 dias N: 4B
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 290 a300g

Local do experimento: Os experimentos com ratos e camundongos serdo realizados no laboratério de Psicofarmacologia
(lpeFarmfUFPB). Os experimentos com os embrides e larvas de Danio rerio serdo realizados na Unidade de Producdo de
Organismos Nao Convencionais (UniPon)/UFPB.
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