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RESUMO

O &cido ferllico se apresenta como um potente antioxidante natural que pode servir de matéria-prima
para o surgimento de novas moléculas e/ou inovagdo tecnolégica de substéncias com atividade
farmacolégica conhecida. O presente estudo investigou as propriedades farmacolédgicas e toxicolégicas
do é&cido ferdlico (AF) da nicotinamida (NAM) e da associacdo dessas substancias. Foram realizados
ensaios in silico para previsdo das propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas das substancias e
testes in vitro para determinar: a concentracdo minima inibitéria (CIM), a concentragdo bactericida e
fungicida minima (CBM/CFM), o mecanismo de acao antifingico e a cinética de crescimento microbiano,
o efeito hemolitico/ anti-hemolitico e o efeito de protecéo solar. Os resultados demonstraram que o AF e
a NAM apresentam bons pardmetros de farmacocinética e perfis ADMET adequados para diferentes
aplicacOes terapéuticas. O AF apresentou baixo potencial citotoxico aos eritrocitos humanos e efeito de
protecdo solar foi considerado bom, sendo que para a NAM, o fator de protecéo foi dose-concentracao.
Os dados dos testes antimicrobianos mostraram que as substancias isoladas como associadas
apresentaram efeito bactericida e bacteriostatico nas linhagens Enterococus fecallis ATCC 29212 e
Bacillus clausii O/C (CNCM-1276). A NAM e a combinagdo sinérgica AF e NAM exibiram efeitos
antifangicos contra C. albicans ATCC 60193. A combinac¢éo sinérgica do AF e NAM né&o teve sua
atividade antifungica alterada na presenca de ergosterol, porém, na presenca de sorbitol, houve
aumento do valor da CIM. A combinagdo sinérgica das substancias testes com nistatina ndo mostrou
efeito de antagonismo. Esses achados abrem um novo caminho para estudos de associacdo do AF com
a NAM e possiveis combinagbes com antimicrobianos de referéncia e, relativamente, com baixa
citotoxidade. Mais investigacdes sdo necessarias para avaliar outros mecanismos de acao, incluindo
combinagdes com medicamentos disponiveis e toxicidade em longo prazo em outros modelos

relevantes.

Palavras—chave: Antioxidantes, Associacdo, Compostos fendlicos, Nicotinamida, Desenvolvimento de

medicamentos.



ABSTRACT

Ferulic acid is a potent natural antioxidant that can serve as a raw material for the development of new
molecules and/or technological innovation of substances with known pharmacological activity. This study
investigated the pharmacological and toxicological properties of ferulic acid (FA) and nicotinamide (NAM)
and the combination of these substances. In silico assays were performed to predict the pharmacokinetic
and toxicological properties of the substances, and in vitro tests were performed to determine: minimum
inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal and fungicidal concentration (MBC/MFC), antifungal
mechanism of action and microbial growth kinetics, hemolytic/antihemolytic effect and sun protection
effect. The results demonstrated that FA and NAM have good pharmacokinetic parameters and ADMET
profiles suitable for different therapeutic applications. FA showed low cytotoxic potential to human
erythrocytes and a good sun protection effect, while for NAM, the protection factor was dose-
concentration. The data from the antimicrobial tests showed that the isolated substances as associated
agents had bactericidal and bacteriostatic effects on the Enterococus fecallis ATCC 29212 and Bacillus
clausii O/C (CNCM-1276) strains. NAM and the synergistic combination of AF and NAM exhibited
antifungal effects against C. albicans ATCC 60193. The synergistic combination of AF and NAM did not
have its antifungal activity altered in the presence of ergosterol, however, in the presence of sorbitol,
there was an increase in the MIC value. The synergistic combination of the test substances with nystatin
did not show an antagonism effect. These findings open a new avenue for studies of the association of
AF with NAM and possible combinations with reference antimicrobials and, relatively, with low
cytotoxicity. Further investigations are needed to evaluate other mechanisms of action, including

combinations with available drugs and long-term toxicity in other relevant models.

Keywords: Antioxidants, Association, Phenolic compounds, Nicotinamide, Drug development.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da historia das civilizacdes a busca pelo tratamento para dores, males e enfermidades
tem sido uma preocupacédo constante das populacdes. O uso de preparacdes a partir de fontes naturais,
principalmente vegetal, € uma das praticas terapéuticas mais antigas da humanidade, tornando-se uma
alternativa viavel para os cuidados com a saude e de facil acesso. Além disso, muitas pessoas
acreditam que a terapia pelas plantas ndo apresenta efeitos colaterais e toxicidade (Aleebrahim-
Dehkordy et al., 2017; Brima, 2017; Mbunde et al., 2017; Odeyemi; Bradley, 2018; Tuasha; Petros;
Asfaw, 2018).

A partir da compreensao dos dados obtidos pelas observacdes empiricas desses tratamentos e
com o0 avanco tecnolégico e a evolugcao dos povos, foram realizados estudos mais aprofundados.
Portanto, a descoberta da identificagdo das fungfes bioldgicas, o isolamento e determinacéo estrutural
de muitas macromoléculas e de seus ligantes naturais tém permitido o planejamento racional para novos
alvos macromoleculares (Kumari; Lugman; Meena, 2019; Salehi et al., 2019; Ruddaraju et al., 2020).
Dessa forma, a sintese de moléculas utilizando a combinacdo quimica emergiu como uma das principais
ferramentas na busca por novas substéncias. A partir de moléculas com potencial para se tornarem
futuros farmacos, foi possivel a evolugdo da Quimica Tradicional para a Quimica Medicinal (Sangi,
2016).

A toxicidade pode ser definida como a capacidade de uma substancia quimica ou biolégica de
causar danos ao organismo, dependendo da dose, do tempo de exposi¢do e da sensibilidade individual
de quem consome (Aleebrahim-Dehkordy et al., 2017; Tuasha; Petros; Asfaw, 2018). Esse conceito esta
intrinsecamente ligado ao principio de que "a dose faz o veneno", pois até mesmo as mesmas
substancias Uteis podem se tornar téxicas quando ingeridas em quantidades especificas. Ela pode se
manifestar de forma aguda, com efeitos adversos imediatos, ou crdnicos, quando uma exposicdo
prolongada resulta em danos cumulativos aos sistemas corporais (Brima, 2017; Mbunde et al., 2017;
Odeyemi; Bradley, 2018). A toxicidade nao se limita a deficiéncias diretamente dos tecidos ou 6rgaos;
ela também pode interferir no equilibrio metabdlico, afetar a resposta imunolégica e potencializar
interacdes medicamentosas negativas, comprometendo a eficacia terapéutica e colocando em risco a
saude do individuo (Alonso-Castro et al., 2017).

Reiterando esse contexto, muitas pessoas, na tentativa de acelerar a diminuicdo dos sintomas
ou a cura de determinadas condi¢des, acabam administrando doses de medicamentos muito superiores
as possiveis, acreditando erroneamente que essa pratica irda aumentar a rapidez com que a substancia
se distribui pelo organismo. Ao ingerir doses excessivas, 0 risco de toxicidade aumenta
significativamente, o que ndo apenas compromete a seguranca do tratamento, mas também pode
reduzir sua eficacia a longo prazo. A toxicidade resultante da superdosagem pode gerar efeitos
colaterais graves, sobrecarregando o metabolismo e os sistemas de eliminacéo do corpo, como o figado
e os rins, além de diminuir a capacidade do organismo de resposta de forma adequada ao tratamento
proposto (Sangi, 2016; Alonso-Castro et al., 2017).

Uma solugdo para o problema colocado anteriormente poderia envolver modificacdes nas
propriedades fisico-quimicas dos compostos para que possam apresentar melhor efichAcia ou menos

efeitos colaterais (Dimer et al., 2013; Kinch, 2016). Devido a complexidade no desenvolvimento de novos
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farmacos e aos altos custos, torna-se imprescindivel o aprimoramento de um principio ativo ja conhecido
e/ou comercializado, além do desenvolvimento de novas formulacdes e formas farmacéuticas que sejam
mais baratas e que apresentem melhores resultados na terapia medicamentosa com menores efeitos
adversos (Peter, 2023; Thapa; Kim, 2023).

A busca por novos farmacos ou alteracdes em suas propriedades fisico-quimicas para que
possam apresentar melhor eficacia ou menos efeitos colaterais € uma constante na area farmacéutica.
Dados recentes mostram que a cada ano ha uma tendéncia crescente na aprovacao de novas moléculas
com melhores propriedades terapéuticas (Kinch, 2016). Todavia, exigéncias rigorosas de qualidade para
novas moléculas ou alteragGes tecnolégicas tém de ser cumpridas para que s6 assim possa ocorrer a
comercializagdo (Bobo et al., 2016; Van Norman, 2016).

Sabe-se que o acido ferdlico (AF) é um acido fendlico derivado do acido cindmico que esta
sendo estudado e vem apresentando bons resultados de eficicia e seguranca. Ele apresenta alto
potencial antioxidante e resultados satisfatérios como uma molécula auxiliar a ser utilizada no tratamento
de algumas patologias (De Oliveira Silva; Batista, 2017). Entretanto, uma das limitagbes que dificulta a
sua aplicacdo clinica é a baixa biodisponibilidade, pois como é um composto hidrofébico, isto implica
diretamente no seu potencial terapéutico ao ser administrado por via oral. Tendo em vista novas
estratégias tecnolégicas para aprimorar essa problemética e melhorar as suas propriedades
farmacolégicas, abordagens inovadoras emergem para refinar essa caracteristica a fim de aumentar sua
solubilidade aquosa (Nadal et al., 2016).

Para superar essas limitagGes, diversas tecnologias tém sido exploradas que visam melhorar a
solubilidade aquosa e, consequentemente, a biodisponibilidade do acido ferdlico. Essas abordagens
buscam prolongar sua acao terapéutica e reduzir a necessidade de doses elevadas, minimizando efeitos
adversos. Portanto, ao combinar o potencial antioxidante do &cido ferdlico com essas inovacdes
tecnoldgicas, h4 uma perspectiva promissora para expandir sua aplicagdo clinica no tratamento de
diversas patoldgias (Junior et al., 2020).

Nesse contexto, o desenvolvimento de estratégias que aliem o potencial terapéutico de
compostos naturais, como o acido ferulico, a aplicacéo de tecnologias inovadoras, pode representar uma
abordagem promissora para enfrentar os desafios impostos pelas infec¢des fungicas e bacterianas. Ao
melhorar a biodisponibilidade e a estabilidade desse composto, é possivel ndo apenas otimizar sua acao
antioxidante, mas também explorar suas propriedades antimicrobianas de maneira mais eficaz. Assim, a
combinacdo de avangos tecnolégicos com o0 uso de substncias naturais surge como uma alternativa
estratégica para ampliar as opcbes terapéuticas, especialmente em um cenério marcado pela crescente
resisténcia antimicrobiana.

As infec¢Bes causadas por fungos e bactérias continuam a representar um grande desafio a
salide publica, especialmente com o aumento da resisténcia antimicrobiana, que torna muitos
tratamentos tradicionais ineficazes. Esse cendrio reforca a importancia de se investir na pesquisa de
novos candidatos em antifingicos e antibacterianos. Substancias com propriedades naturais, como 0s
acidos fendlicos, despertam grande interesse devido ao seu potencial terapéutico e a sua agéo
antioxidante, que podem desempenhar um papel crucial na defesa do organismo contra microrganismos
patogénicos (WHO, 2022; Janior et al., 2020).
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A descoberta de novos compostos com atividades antimicrobianas é essencial ndo apenas para
tratar infeccBes emergentes, mas também para contornar a crescente resisténcia de cepas patogénicas.
Tecnologias inovadoras tém sido empregadas para melhorar as propriedades de compostos bioativos,
como o acido ferulico, melhorando sua solubilidade, biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Portanto, a
busca por novos farmacos antimicrobianos, associados a estratégias tecnoldgicas de aprimoramento, é
fundamental para combater infecgcBes de maneira mais eficiente e segura, garantindo novas opcdes
terapéuticas para as doencgas (WHO, 2022).

Essa abordagem integrativa, entre a busca de novos compostos bioativos e a melhoria de suas
propriedades, abre novas perspectivas no desenvolvimento de agentes antifingicos e antibacterianos,
essenciais para enfrentar os desafios atuais nesse contexto. Portanto, viabiliza-se o estudo da
associacdo do AF com outras moléculas a fim de impulsionar o desenvolvimento de novos produtos

farmacéuticos que o contenha em suas formulacdes.

16



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Compostos fendlicos

Entre as diversas classes de moléculas presentes na natureza, os compostos fenélicos tém
atraido grande interesse da comunidade cientifica nos Gltimos anos. Isso se deve as suas atividades
farmacolégicas notaveis, destacando-se especialmente a acdo antioxidante. Além disso, esses
compostos sdo capazes de inibir a oxidagédo lipidica, um processo associado ao desenvolvimento de
diversas doencas, como céncer, diabetes, doengas cardiovasculares, inflamacées, entre outras. Essas
propriedades tornam os compostos fendlicos potenciais aliados na prevencédo e no tratamento dessas
patologias (Auger et al., 2004; Prateek et al., 2011; Chen et al., 2012; Orak et al., 2016; Damasceno et
al., 2017; Gabriele et al., 2017).

Esses compostos sdo produzidos no metabolismo secundario das plantas. Os metabdlitos
secundarios resultam da conversdo de energia luminosa em energia quimica, permitindo as plantas
responder a diversos fatores ambientais, sejam eles fisicos ou bioldgicos, e também possibilitando a sua
comunicacao e interacdo com diferentes ambientes, atraindo ou repelindo-os, sustentando-os ou até
destruindo-os (Maraschin; Vepoorte, 1999; Sato et al., 2003; Castro; Kluge; Peres, 2005). Os trés
principais grupos de metabolitos secundérios sdo: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides. Para os
seres humanos, essas substancias séo responsaveis pelos efeitos terapéuticos das plantas que, no
entanto, pode tornar-se tdxico dependendo da dose administrada. O principio ativo de uma planta é uma
mistura de substancias que fornece acgdo farmacoldgica, diferenciando-se de um farmaco, que é uma
substancia quimica isolada e e de estrutura bem definida (Merillon; Ramawat, 2007; Ramawat; Mathur,
2007; Dos Santos Almeida, 2017).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo compostos pela presenca de pelo menos um anel
aromatico, no qual ao menos um atomo de hidrogénio € substituido por um grupo hidroxila (-OH). A
sintese desses compostos ocorre por meio de duas principais rotas metabdlicas: a via do acido
quiquimico e a via do acetato-malonato, resultando em uma biossintese de origem mista (Figura 1). A
via do &cido quiquimico é responsavel pela producdo da maioria dos compostos fendlicos nas plantas,
enquanto a via do acetato-malonato, embora menos significativa, desempenha um papel importante na
composicao dos compostos fendlicos em fungos e bactérias (Figura 1) (Taiz et al., 2015).

VIA DO ACIDO
CHIQUIMICO
l = VIA DO
Fenilalanina KQ_ c] ACETATO-MALONATO
‘ Acido cinamico [<c‘>_ ci]
Acido
galico l l
N 1IE&— o C t
Fearoheaves [@-cl[@-<] [@-<~@]  comosos
Compostos fenélicos simples Flavonoides variados
[C C?]n [<9_Cl_@]n
Lignina Taninos condensados

Figura 1. Vias de biossintese dos compostos fendlicos.
FONTE: http://www.ledson.ufla.br/metabolismo-secundario/compostos-fenolicos/
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Os compostos fendlicos abrangem uma vasta diversidade de substancias, com cerca de 8.000
compostos ja conhecidos e de interesse cientifico. Esses compostos sdo classificados em dois grandes
grupos: flavonoides e nao flavonoides (também chamados de acidos fendlicos). Os flavonoides possuem
uma estrutura formada por dois anéis aromaticos conectados por um heterociclo oxigenado. Com base
no grau de hidrogenacdo e nas modificagbes desse heterociclo, os flavondides podem ser subdivididos
em flavanéis, flavonas, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides. Normalmente, esses compostos
estdo ligados a acucares, formando glicosideos (Karakaya, 2004; De Souza; Casanova; Costa, 2015;
Hussain et al., 2019).

Os acidos fendlicos, pertencentes ao grupo dos ndo flavonoides, incluem compostos benzoicos
e cindmicos. Esses compostos possuem um anel aromético com pelo menos um grupamento hidroxila e
diferentes grupos funcionais, como aldeidos, &lcoois ou &cidos, podendo formar ésteres com Acidos
orgéanicos ou se ligar a acucares. Além disso, outros compostos fenélicos incluem estilbenos, lignanos e,
em formas polimerizadas, taninos e ligninas. Muitas propriedades dos vegetais, como cor, adstringéncia
e aroma, séo atribuidas a presenca de compostos fendélicos (Manach et al., 2004, 2005; Landete, 2012;
Tresserra-Rimbau; Lamuela-Raventos; Moreno, 2018).

Os acidos fendlicos sdo amplamente encontrados em frutas, vegetais, cereais e leguminosas,
desempenhando um papel essencial em diversos processos bioldégicos, como pigmentacgéo,
crescimento, reproducdo e defesa contra patégenos ou predadores (Lafay; Gil-lzuierdo, 2008; Oliveira;
Bastos, 2011; Calinoiu; Vodnar, 2018; Shahidi; Peng, 2018). Esses compostos podem estar presentes
tanto na forma livre quanto conjugados com ésteres, éteres e diversas outras moléculas, como agucares
simples, é&cidos organicos e polimeros vegetais, sendo comumente encontrados como ésteres ou
amidas (Gomes et al., 2003; Fiuza et al., 2004; De Moraes Arnoso; Da Costa; Schmidt, 2019). Os acidos
fendlicos sdo classificados com base em sua estrutura em dois grupos principais: acidos benzéicos e
acidos cinamicos (Figura 2). Os acidos benzéicos possuem uma estrutura com sete atomos de carbono
(C6-C1), enquanto os acidos cindmicos possuem nove atomos de carbono (C6-C3), predominando na
forma hidroxilada. Ambos os tipos podem apresentar diferentes graus de hidroxilacdo (Kumar; Goel,
2019; Abotaleb et al., 2020)

2a
OH|

OH

R4

Figura 2. (2a) Estrutura quimica dos acidos benzoicos. (2b) Estrutura quimica dos principais
acidos cinamicos. Fonte: SOARES, 2002.

Os principais acidos hidrobenzoicos incluem o acido galico, elagico, protocatequimico e 4-

hidrobenzoico. J4 os derivados de acidos hidroxicindmicos, amplamente representados pelos acidos
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cafeico, ferulico, sinapico e p-cumarico, pertencem a classe dos fenilpropanoides e constituem o maior

grupo de acidos fendlicos (Abotaleb et al., 2020; Bhosale et al., 2020).

2.2. Acido hidroxicinamico

Os acidos hidroxicindmicos sdo amplamente encontrados em alimentos e bebidas de origem
vegetal, como café, erva-mate, maca e ameixa, dentre outras frutas, cruciferas e cereais (Veras et al.,
2022). Eles raramente aparecem na forma livre, exceto em alimentos fermentados ou processados. Na
dieta, esses compostos podem desempenhar um papel importante ao reduzir a proliferacdo e
diferenciagcdo de adipécitos, bem como diminuir a deposi¢cédo e disfuncdo do tecido adiposo. O &cido
cafeico é o mais comum entre eles, muitas vezes encontrado em sua forma esterificada (Cho et al.,
2010; Alam et al., 2016).

A sintese dos &cidos hidroxicindmicos na natureza ocorre por meio da via do &cido chiguimico,
utilizando os aminoacidos L-fenilalanina, L-tirosina, ou ambos como precursores. Esses aminoacidos séo
inicialmente convertidos em acido p-cumarico, pela perda de um grupo amina. Em seguida, o acido p-
cumarico é hidroxilado, formando o acido cafeico, que por sua vez, através de uma reacao de metilacao,
gera o acido feralico. Esses compostos possuem um esqueleto de carbono C6-C3, com uma ligacéo
dupla na cadeia lateral, e podem existir nas configuracdes cis ou trans (El-Seedi et al., 2012; Caparica et
al., 2020).

Os 4cidos hidroxicinamicos possuem baixa toxicidade e um elevado potencial biolégico, exibindo
atividades analgésica, antisséptica, antimicrobiana e antioxidante (Caddeo et al., 2018; Tungmunnithum
et al., 2018). No entanto, sua baixa solubilidade em &gua limita sua aplicacdo terapéutica e afeta

negativamente a biodisponibilidade dos compostos (Ahmad et al., 2019).

2.2.1. Acido fertlico

O &cido ferulico (AF) [acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) prop-2-enoico] (Figura 3) é um dos acidos
fendlicos mais abundantes nas plantas, encontrado em altas concentra¢cdes em alimentos como feijao-
marinho, linhaca, farelo de milho, farelo de trigo e aveia. Ele é especialmente rico, na forma de éster, nos
farelos de arroz (Rosazza et al., 1995). O AF se concentra na parede celular do revestimento exterior
das sementes e é produzido através da biossintese de lignina, a partir dos aminoacidos fenilalanina e
tirosina nas plantas.

O AF foi isolado pela primeira vez em 1866, a partir de uma resina comercial da planta Ferula
foetida, e sua sintese quimica foi realizada em 1925. Seus efeitos biol6gicos comecaram a ganhar
destaque na década de 1970, quando pesquisadores japoneses identificaram as propriedades
antioxidantes dos ésteres de AF extraidos do 6leo de arroz (Zhao; Moghadasian, 2008).

O AF pode ser encontrado em diferentes formas, como mondmero, dimero, oligbmero livre ou
polimero constituinte. Ele esta ligado covalentemente a polissacarideos, poliaminas e glicoproteinas por
meio de ligacBes ésteres, ou ainda como éter associado a lignina (Duran; Padilla, 1993; Kroon;

Williamson, 1999). Os isdbmeros do AF apresentam caracteristicas distintas: o isébmero cis € um liquido
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oleoso de cor amarela, enquanto o trans se apresenta como um cristal branco, sendo o trans

responsavel por 90% de sua ocorréncia natural (Wood; Fulcher; Stone, 1983).

o
~hH

Figura 3. Estrutura quimica do 4cido ferdlico
FONTE:https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/445858#section=2D-Structure&fullscreen=true

O AF apresenta um elevado potencial fotoprotetor e regenerador celular, agindo como uma
barreira na membrana celular, bloqueando a acao de radicais livres e reduzindo os efeitos nocivos dos
dimeros de timina, conhecidos agentes carcinogénicos resultantes da exposicdo a radiacdo UV
(Kawabata et al., 2000; Du; Cao; Yu; 2011). Suas propriedades antioxidantes, que incluem a eliminacdo
de radicais livres, fazem do AF o mais eficaz entre os acidos hidroxicindmicos. Isso ocorre devido a
estabilizacdo por ressonancia do radical fenoxi, proporcionada pela conjugacdo da cadeia lateral
estendida (Anselmi et al., 2005).

O AF possui uma ampla gama de potenciais efeitos terapéuticos, Uteis no tratamento de
doengas como cancer, diabetes, além de doengas pulmonares e cardiovasculares. Ele possui ainda
propriedades hepatoprotetoras, neuroprotetoras, fotoprotetoras, antimicrobianas e anti-inflamatérias
(Rechner; Pannala; Rice-Evans, 2001; D’Archivio et al., 2007; Li et al., 2012; Azay-Milhau et al., 2013;
Yan et al., 2020). A acdo antioxidante do AF se destaca por sua capacidade de neutralizar trés tipos
principais de radicais livres: perdxido de hidrogénio, &nion superdxido e radical hidroxila. Essa
neutralizacao reduz significativamente a degradacgéo de proteinas e lipidios, especialmente causada pelo
radical hidroxila (Kumar; Pruthi, 2014; Mancuso; Santangelo, 2014).

O AF também tem sido associado a diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo efeitos anti-
inflamatérios (Zhao et al., 2014), antitrombdticos (Hong et al., 2016), antienvelhecimento (Hahn et al.,
2016) e contra a neurotoxicidade induzida por glutamato (Jin et al., 2007) ou B-amiléide (Yan et al.,
2001). Além disso, foram observados efeitos neuroprotetores em modelos animais de isquemia cerebral
focal, doenca de Alzheimer, lesdo medular e acidente vascular cerebral (Hassanzadeh; Atyabi;
Dinarvand, 2018; Kim; Park, 2019). No Japdo, o AF é utlizado como antioxidante e conservante
alimentar, enquanto na China, é empregado no tratamento de doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares (Zhao; Moghadasian, 2008). O AF atua como inibidor da agregacdo plaquetaria, da

liberacdo de tromboxano e, no figado, inibe a sintese de colesterol, prevenindo doencgas coronarianas e
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eventos cardiovasculares adversos (Li et al., 2021). Dessa forma, o AF demonstra potencial para
aplicacdo em diversas areas, especialmente na farmacéutica.

A eficacia preventiva e terapéutica do AF depende de suas concentracdes fisiologicas,
influenciadas por suas propriedades farmacocinéticas (absor¢cdo, metabolismo, distribuicdo e
eliminagdo). Estudos em ratos, utilizando perfusao in situ no intestino delgado ou infuséo gastrica in situ,
mostraram que o AF é bem absorvido na parte superior do intestino (Adam et al., 2002; Konishi et al.,
2003; Zhao et al., 2004). Em humanos, o AF foi rapidamente detectado no plasma ap6s o consumo de
tomates (Bourne; Rice-Evans, 1998) ou cerveja (Bourne et al., 2000), com a excrecao urinaria total de
seus metabdlitos atingindo o pico 7 ou 8 horas ap0s a ingestédo desses alimentos. No entanto, a principal
fonte de AF na dieta sdo os alimentos integrais, nos quais 0 composto esta esterificado a arabinoxilanos
e hemiceluloses. Essa esterificagéo reduz sua biodisponibilidade, conforme observado em estudos com
ratos (Adam et al., 2002; Zhao et al., 2003; Kishida; Matsumoto, 2019). Quando o AF é consumido em
cereais integrais, apenas 3% da dose ingerida € excretada na urina, enquanto essa excre¢do chega a
50% quando o AF é administrado em sua forma livre (Adam et al., 2002).

Em individuos adultos, ap6s o consumo de cereais no café da manha, Kern et al. (2003)
demonstraram que o AF presente na fracao solUvel dos cereais é rapidamente absorvido no intestino
delgado, enquanto a frag&o insoluvel, esterificada com arabinoxilanos, é direcionada ao colon. Essa
rdpida absorcdo do AF pode ser atribuida a sua alta taxa de absor¢cdo no estdbmago (Konishi et al.,
2003). Independentemente da forma de como o AF foi administrado, seja livre ou esterificado com
diferentes carboidratos, os metabdlitos plasmaticos principais foram sulfatos ou sulfo-glucuronideos do
AF. A forma livre representou apenas entre 5% e 24% do total de metabdlitos (Rondini et al., 2002; 2004;
Zhao et al., 2004).

O AF é insoluvel em &gua e 6leo, o que restringe suas aplicacbes (Bitencourt; Cabral; Meirelles;
2016; Shakeel et al., 2017). Para melhorar sua lipossolubilidade e aumentar suas atividades bioldgicas,
torna-se necessaria uma modificagdo de sua estrutura quimica. Assim como outros derivados do acido
cindmico, o AF exibe um perfil de seguranca favoravel, além de demonstrar alto potencial antioxidante e
resultados promissores como adjuvante no tratamento de certos tipos de cancer (Muthusamy et al.,
2016). No entanto, sua baixa solubilidade em agua, de 5970 mg/L a 25°C, representa uma barreira
significativa para seu uso pela industria farmacéutica (PubChem, 2023). Essa limitagdo pode exigir a
administracdo de doses mais elevadas a necessidade, exigindo sua biodisponibilidade e tornando o
tratamento menos eficiente. Para enfrentar esse desafio, diversas estratégias tecnoldgicas foram
desenvolvidas, contornando a baixa solubilidade hidrica do AF e aprimorando seu potencial terapéutico,

especialmente quando administradores por via oral.

2.2.2. Abordagens cientifico-tecnologicas com o AF

As formulacdes convencionais de AF, amplamente utilizadas em diversos contextos clinicos e
para multiplas atividades bioldgicas, apresentam limitacdes devido as restricdes biofarmacéuticas,
principalmente relacionadas a sua baixa solubilidade hidrica, o que compromete seu potencial
terapéutico quando administrado por via oral. Diante desse desafio, torna-se evidente a necessidade de

desenvolver estratégias tecnoldgicas que superem essas limitacdes. Nesse cenario, observa-se um
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interesse crescente em pesquisas que exploram o uso do AF em associacdo com nanoparticulas,
nanocarreadores, cocristais e biomateriais, como a quitosana (Dasagrandhi et al., 2018; Zhong et al.,
2022).

Os sistemas de nanotecnologia aplicados a fitoquimicos oferecem uma oportunidade promissora
para superar os desafios biofarmacéuticos apresentados por diversos medicamentos. No entanto, para
alcancar a eficacia dos tecidos-alvo, € essencial que os cientistas desenvolvam nanoformulacdes que
considerem como caracteristicas especificas dos meios biologicos que serdo administrados. Um
exemplo disso é o AF encapsulado em cascas de grafeno, que se mostra menos téxico e mais
biocompativel do que as nanoparticulas de magnetita revestidas com carbono amorfo, em estudos com
células humanas de visao e pele (Zhong et al., 2022)

Relatos indicam que dispersdes sdlidas de AF com polivinilpirrolidona (PVP) e lauril sulfato de
sodio foram eficazes na redugéo do tempo de libera¢@o do &cido. Observou-se uma maior eficiéncia de
dissolucéo em disperses sdlidas contendo poloxamer 407 e PEG 600. Também foi observado que o AF
nanoencapsulado com quitosana apresentou melhor biodisponibilidade (Huang; Yu; Ru, 2010; Franke,
2014; Nadal, 2016; Pareek; Gupta; Panwar, 2018).

Diversas estratégias foram empregadas para aumentar a fotoestabilidade da AF, incluindo sua
incorporagdo em ciclodextrinas e B-ciclodextrinas (Anselmi et al., 2005; Wang et al., 2011; Kfoury et al.,
2016). Além disso, a formacdo de cocristais de AF tem sido relatada na literatura, utilizando
coformadores para melhorar o perfil de dissolucdo de farmacos como lamotrigina, € com nicotinamida
para aprimorar sua solubilidade aquosa (Swapna; Maddileti; Nangia, 2014; Thipparaboina et al., 2015;
Chen et al., 2020; O encapsulamento do AF em lipossomas, obtido a partir de residuos de bagaco de
cerveja, foi explorado para tratamentos de pele, enquanto extratos de propolis verdes ricos em AF,
nanoestruturados, foram usados na cicatrizacdo de feridas (Berretta et al., 2007; Batista et al., 2015;
Bucci et al., 2020; Beserra et al., 2023). Também foi descrito que o desenvolvimento de complexos
multicomponentes com ciclodextrinas e polimeros hidrofilicos aumentaram a estabilidade oxidativa do
AF, especialmente em altas temperaturas, em formulagfes semissdlidas (Duarte, 2020).

Nos ultimos anos, diversas patentes foram registradas, demonstrando o crescente interesse no
AF e nas nanoformula¢bes associadas (Raj; Singh, 2022). As inovac¢des na composicdo do AF tém
superado algumas dificuldades, resultando em uma melhoria continua na qualidade do produto final. No
entanto, apesar de seus bons resultados em termos de eficacia farmacolédgica, a baixa solubilidade
aquosa do AF permanece um fator limitante para sua administracdo oral. Nesse contexto, o estudo de
associacfes mostra-se relevante, como o realizado por Bu et al. (2023), que cocristalizou a AF com o
antifingico 5-fluorocitosina, e por Canturk (2018), que demonstrou um efeito sinérgico da combinacéo de
AF com a caspofungina contra C. albicans.

Considerando que o cocristal de AF com nicotinamida ja foi relatado como eficaz na melhora da
solubilidade e do perfil de dissolu¢do do acido (Junior et al., 2020), acredita-se que a combinacédo de
substancias pode potencializar suas propriedades biofarmacéuticas quando administrada por via oral.
Assim, dado o papel crucial do aumento da solubilidade para melhorar a biodisponibilidade do AF, essa
associacdo de substancia surge como uma promessa de matéria-prima para o desenvolvimento de

novas alternativas tecnoldgicas voltadas para a aplicacdo terapéutica do AF.
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2.3. Nicotinamida

A nicotinamida (NAM) é uma forma de amida da vitamina B3 (niacina) e pode ser obtida tanto
por sintese no organismo quanto por meio da dieta, em fontes de origem animal ou vegetal. A forma
acida, no caso o acido nicotinico, é principalmente encontrado em fontes vegetais (Junior et al., 2020).
Ele é rapidamente absorvido pelo epitélio gastrointestinal (Rex; Fink, 2008; Maiese et al., 2009; Braidy;
Liu, 2020). A NAM ¢é gerada pela conversdo do acido nicotinico no figado ou pela hidrélise do -
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD). No organismo, a NAM atua como precursor da coenzima
NAD e é fundamental para a sintese do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADP) (Lin;
Guarente, 2003; Maiese; Chong, 2003; Li et al., 2004).

A NAM pode ser utilizada diretamente pelas células para sintetizar NAD, que desempenha um
papel crucial na cadeia de transporte de elétrons mitocondriais, sendo essencial para a producao de
ATP, e para a sintese e reparo do DNA (Hageman; Stierum, 2001; Magni et al., 2004; Maiese, 2008,
2020). Essas vias celulares sdo fundamentais para o metabolismo energético e afetam tanto a fisiologia
normal quanto os processos patolégicos. A deficiéncia de NAM pode resultar em fadiga, perda de
apetite, erupgbes pigmentadas e ulceracdes orais. Em casos mais graves, a caréncia de NAM leva a
pelagra, uma condicdo caracterizada por erupgBes cutaneas, ulceragBes orais, distarbios
gastrointestinais e comprometimento cognitivo (Williams et al., 2012; Csiszar et al., 2019; Castro-
Portuguez; Sutphin, 2020).

Um estudo de seguranca avaliou o uso prolongado de NAM em doses de até 3 g por dia, ndo
observando efeitos colaterais significativos (Berven et al., 2023). Estudos anteriores, que utilizaram
doses mais elevadas (1 a 12 g por dia, durante meses), relataram efeitos adversos como nausea e, em
casos raros, complicagdes gastrointestinais (Knip et al., 2000; Hwang; Song, 2020). A NAM também foi
associada a efeitos anti-inflamatérios, ocorrendo como agente quimioprotetor na terapia do cancer e no
tratamento de doengas neurodegenerativas e distarbios metabdlicos (Ungerstedt et al., 2003; Nikas et
al., 2020; Maiese, 2021; Tosti et al., 2023) Além disso, o NAM demonstrou atividade antimicrobiana,
tanto isoladamente quanto em combinagdo com outros medicamentos e em conjugacdo com
biomateriais, mostrando eficacia contra microorganismos como Mycobacterium tuberculosis , Candida
albicans e bactérias da acne (Chaffin et al., 1979; Zidan et al., 2016; Vakilinezhad et al., 2018; Xing et
al., 2019; Shih et al., 2021).

2.4. Estudos farmacolégicos e toxicoldgicos in silico

Os estudos farmacologicos e toxicolégicos sdo essenciais para o desenvolvimento de novos
farmacos. Tradicionalmente, essas investigacdes envolvem experimentos in vitro e in vivo. No entanto,
com o avanco das tecnologias computacionais, métodos in silico tém ganhado destaque. A aplicacdo de
técnicas in silico oferece uma maneira rapida e econémica de prever caracteristicas farmacocinéticas e
toxicolégicas de compostos quimicos antes de sua sintese e teste experimental (Da Cruz Moschem;
Gongcalves, 2022).

Essas ferramentas computacionais sdo amplamente aplicadas para prever a toxicidade de

compostos antes da realizacdo de estudos laboratoriais e clinicos. De fato, essas técnicas tém sido

23



validadas em diversas areas da toxicologia (Mohamed et al., 2017). O uso de métodos estatisticos
sofisticados permite associar potenciais riscos a salde, com triagens computacionais capazes de
analisar mais de 100.000 compostos por dia. Essas triagens utilizam bibliotecas quimicas contendo
milhdes de compostos ativos com atividade biolégica de interesse, permitindo também a analise de
propriedades toxicol6gicas desses compostos (Alzain et al., 2022; Motta; Pinto; Araujo, 2023).

Durante o desenvolvimento inicial ndo clinico, os candidatos a medicamentos passam por
diversas etapas cruciais, como a determinacao de sua farmacocinética (disponibilidade do medicamento
no organismo). Além disso, estudos preliminares de seguranca, como avaliacdes de genotoxicidade e
mutagenicidade, sdo fundamentais para determinar a seguranca de um composto, gerando as primeiras
informacdes sobre sua tolerabilidade em diferentes sistemas biolégicos. Essas informag6es séo criticas
para decisdes futuras relacionadas ao avanco de compostos ao longo do desenvolvimento clinico
(Mohamed et al., 2017; Pradeepkiran; Sainath; Shrikanya, 2021).

Dentre os métodos mais utilizados, destacam-se as previsées de ADME, que descreve as quatro
etapas cruciais pelas quais um farmaco passa apOs ser administrado (Absorgdo, Distribuigéo,
Metabolismo e Excre¢do), as ferramentas computacionais que empregam diferentes modelos
matematicos e as ferramentas computacionais para calcular propriedades relevantes, como coeficiente
de particdo lipofilico (logP), solubilidade, permeabilidade intestinal e outras métricas. Ferramentas
especificas, como a SwisSADME e o ADMETIlab, sdo amplamente usadas para simular a
farmacocinética de novos compostos e determinar sua adequacdo como farmacos candidatos a uso
terapéutico na clinica (Pradeepkiran; Sainath; Shrikanya, 2021; Angeli et al., 2023; Motta; Pinto; Araujo,
2023).

Uma ferramenta amplamente utilizada na previsdo de propriedades farmacolégicas é o software
Molinspiration, que permite prever a afinidade de compostos por uma variedade de alvos moleculares. O
Molinspiration € uma plataforma online e oferece uma interface acessivel que permite aos pesquisadores
calcular véarias propriedades moleculares, como o logP, nimero de doadores e aceitadores de ligacdes
de hidrogénio, nimero de atomos rotacionais, peso molecular e outras propriedades que podem prever a
atividade biolégica de um composto. Entre os principais alvos preditos pelo Molinspiration estéo
receptores acoplados a proteina G (GPCR), moduladores de canais ibnicos (ICM), inibidores de
quinases (KI), ligantes de receptores nucleares (NRL), inibidores de proteases (PI) e inibidores
enzimaticos (El) (Hemalatha; Selvin; Girija, 2018; Chintakunta; Meka, 2020).

Além disso, o Molinspiration permite a avaliagdo do cumprimento da Regra de Lipinski, também
conhecida como "Regra dos Cinco". Essa regra sugere que para um composto ter potencial como
farmaco oral, ele deve seguir critérios especificos: nimero de violacdes da "Regra dos 5" de Lipinski,
ndo mais que 5 doadores de ligacdo de hidrogénio, ndo mais que 10 aceitadores de ligacdo de
hidrogénio, um peso molecular inferior a 500 daltons e um logP n&o superior a 5. Moléculas que violam
essa regra tendem a ter menor biodisponibilidade oral (Shah; Seth, 2021; Chintakunta; Meka, 2020)

Os modelos in silico desempenham um papel central na triagem de novos compostos e na
previsédo de propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas. Ferramentas como o Molinspiration e as
plataformas de ADME ajudam a otimizar o desenvolvimento de novos medicamentos, reduzindo o tempo

e 0s custos envolvidos no processo. No entanto, é importante ressaltar que os dados gerados por essas
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ferramentas devem ser validados experimentalmente. Portanto, a combinacdo de abordagens in silico
com estudos experimentais continua sendo essencial para o sucesso no desenvolvimento de farmacos
seguros e eficazes (Mohamed et al., 2017; Pradeepkiran; Sainath; Shrikanya, 2021).

2.5. Atividade antibacteriana e antifligica

As infeccBes bacterianas e flingicas representam um desafio significativo para a satde publica
mundial. Apesar dos avan¢cos na medicina a crescente resisténcia microbiana e a emergéncia de novas
espécies patogénicas levantam preocupacdes sobre a eficacia dos tratamentos disponiveis. As bactérias
e fungos patogénicos sé@o responsaveis por uma variedade de doencas que afetam tanto a saulde
humana quanto a animal, levando a complicacdes severas e, em muitos casos, a morte. Nesse contexto,
a atividade antibacteriana e antifiingica € um campo de intensa pesquisa, visando o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos e estratégias para combater a resisténcia antimicrobiana (Laxminarayan et
al., 2020; Okeke et al., 2024).

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados em duas categorias principais:
antibacterianos, que atuam contra bactérias, e antifingicos, que visam fungos. A atividade antibacteriana
se refere a capacidade de um composto de inibir o crescimento ou eliminar bactérias patogénicas. Os
mecanismos de acdo desses compostos variam, podendo envolver a inibicdo da sintese da parede
celular, a interferéncia na sintese de proteinas, e a inibicdo da sintese de &cidos nucleicos. Esta
atividade é crucial, pois muitas infecgbes bacterianas podem levar a complica¢des graves, incluindo
sepse e morte (Spagnolo; Trujillo; Dennehy, 2021; Ghosh et al., 2023; Muteeb et al, 2023).

Da mesma forma, a atividade antifingica é essencial, especialmente considerando que
infeccbes fungicas podem ser especialmente perigosas em individuos imunocomprometidos, como
pacientes oncoldgicos ou transplantados. Em particular, C. albicans tem emergido como uma espécie de
destaque nas infec¢des fungicas, com a OMS destacando sua crescente importancia em seu relatério de
2022. Essa levedura é um patdégeno oportunista que pode causar infeccbes em pacientes saudaveis,
mas representa uma ameaca maior para aqueles com sistemas imunolégicos comprometidos. As
infeccbes por C. albicans podem variar de superficiais, como candidiase oral e vaginal, a infec¢des
sistémicas mais graves que afetam multiplos érgdos (WHO, 2022; Giannella et al., 2024; Pinho; Miranda;
Costa-de-Oliveira; 2024).

Além disso, a crescente resisténcia de C. albicans a antifingicos convencionais, como o
fluconazol, tem gerado preocupag8es em ambientes clinicos, onde a eficacia do tratamento € vital para a
sobrevivéncia do paciente. A resisténcia a medicamentos flingicos pode resultar de multiplos fatores,
incluindo a exposicdo inadequada a antifingicos e a presenca de biofilmes, que sdo comunidades de
microrganismos que se aderem a superficies e sdo muito mais dificeis de tratar. O desenvolvimento de
resisténcia a esses agentes, no entanto, tem aumentado, levando a uma necessidade crescente por
novas substancias com atividade antimicrobiana, que podem incluir compostos naturais e sintéticos
(Fang et al., 2023; Bassetti et al. 2024; Giannella et al., 2024).

Embora C. albicans seja a causa mais comum de candidiases invasivas — condi¢c8es graves
que podem afetar érgdos vitais como coracdo, sangue e cérebro — outras espécies nao-albicans de

Candida também tém sido associadas a casos de candidemia nos Ultimos 25 anos. Essa realidade levou
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ao aumento significativo no nimero de estudos investigativos voltados para essas espécies. O relatério
publicado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) destacou a gravidade dessa situagéo,
com mais de 34.000 casos de infeccéo e 1.700 mortes. Nesse contexto, espécies como C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei foram identificadas como resistentes a medicamentos
e, portanto, descritas como potencialmente perigosas (Mccarty; White; Pappas, 2021; Pappas et al.,
2023; Bays et al., 2024; Giannella et al., 2024)

A luta contra infecgBes bacterianas e fungicas é complexa e multifacetada. A atividade
antibacteriana e antifingica continua a ser um campo ativo de pesquisa, especialmente a luz da
crescente resisténcia a medicamentos. A importancia de patdgenos emergentes reforga a necessidade
constante de inovacao no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. A busca por tratamentos
eficazes e seguros deve ser uma prioridade, ndo apenas para melhorar os desfechos clinicos, mas
também para preservar a eficacia dos tratamentos existentes e proteger a saude publica global
(Laxminarayan et al., 2020; Okeke et al., 2024; Bays et al., 2024; Giannella et al., 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar os efeitos farmacolégicos e toxicoldgicos nédo clinicos do &cido ferilico, da nicotinamida e

da associacdo dessas substancias.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Realizar o levantamento bibliografico das atividades antimicrobianas do AF e associa¢cdes com
outros produtos;

e Avaliar in silico a biodisponibilidade oral tedrica através do software Molinspiration
Cheminformatics® e determinar a toxicidade tedrica, utilizando o software admetSAR®;

e Avaliar o efeito microbioldgico do AF, da NAM e da associacao AF e NAM através da determinacéo
da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracédo
Fungicida Minima (CFM)

e Analisar a acao do AF, NAM e da associacdo AF e NAM sobre a parede celular fungica;

e Determinar a curva de crescimento microbiana promovida pelo AF, NAM e da associagdo AF e
NAM;

e  Determinar o indice de Concentrag&o Inibitéria Fracionada do AF, NAM e da associacdo AF e NAM
combinados a nistatina;

e Avaliar a citotoxicidade do AF sobre eritrécitos humanos oriundos de sangue dos tipos A, Be O e
Rh positivo e negativo, utilizando os modelos de hemdlise e fragilidade osmética eritrocitaria;

e Determinar o fator de protecéo solar AF e da NAM.
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4. METODOLOGIA

4.1. LOCAL DA PESQUISA

As atividades de pesquisa foram realizadas no Laboratério de Ensaios Toxicologicos (LABETOX),
no Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular (LAFECC) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) e no Laboratério de Bioquimica da Unidade Académica de Ciéncias Biologicas, do Centro
de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG/PATOS — PB).
As metodologias de andlises in vitro que necessitaram de amostras biolégicas (eritrocitos) foram doadas por
voluntarios e o estudo passou por aprovacdo prévia do Comité de Etica em Pesquisa das Faculdades
Integradas de Patos (FIP), sob o parecer n°® 3.653.358, como preconizado pela Norma Operacional n°
001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e pela Resolucéo
466/12 — Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP do Conselho Nacional de Satde do Ministério

da Saulde.

4.2, SUBSTANCIAS TESTES

O écido ferulico (AF) foi comprado da Pharmanostra (China) e a nicotinamida (NAM), da Purifarma
(Brasil). Todas as matérias-primas apresentaram pureza superior a 99.5% e foram doadas pelo Prof. Dr.
Fabio Santos de Souza do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPB. As substancias foram
pesadas para garantir que as quantidades estevam ajustadas para a proporcdo 1:1 molar. As quantidades

foram entao dissolvidas em DMSO.

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Espécies bacterianas e antiflngicas

As atividades antibacteriana e antifiingica foram realizadas, respectivamente, em bactérias Gram-
positivas, Gram negativas e fungos oriundos da American Type Culture Colection (ATCC) e de origem
clinica, de acordo com o quadro abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Micro-organismos selecionadas para a avaliacdo das atividades antibacteriana e antifungica.
BACTERIAS FUNGOS

Staphylococcus aureus 25619 C. albicans ATCC 60193
Staphylococcus aureus 25925 C. tropicalis ATCC 750
Bacillus clausii C. krusei ATCC 6258
Enterococus fecallis ATCC 29212
E. coli 101
. coli 103
. coli 104
. coli 105
. coli 108
.coli 110

m{ m| m| M| m
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a) Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do
AF, da NAM e da associacdo AF e NAM

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) é definida como a menor concentragdo possivel para inibir o
crescimento de cepas fangicas, e foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo descrita pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). A suspensao de levedura foi preparada em caldo RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium, Sigma, Darmstadt, Alemanha) e ajustada com turbidez
equivalente a 2,5x10% UFC/mL, 530nm, abs. 0,08-0,13, sendo utilizadas cepas de C. albicans ATCC 60193,
C. tropicalis ATCC 750 e C. Krusei.

Para microdiluicdo foram usadas placas esterilizadas com 96 pocos de fundo chato, que,
inicialmente, receberam 100 pL de RPMI. Posteriormente, no primeiro po¢o de cada coluna foram inseridos
100 pL das substancias em estudo, seguido do processo de microdiluicdo em série, proporcionando
avaliacdo de concentracdes que variaram de 1000 a 7,81 pg/mL. Na sequéncia, foram adicionados 100 pL
do in6culo das cepas fungicas em cada poco.

A nistatina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP) foi utilizada como controle positivo nos experimentos.
Adicionalmente, foi conduzido um controle de viabilidade das cepas e um controle de esterilidade do meio
de cultura para garantir a integridade dos ensaios. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 24 horas
a 35°C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos de forma independente em trés
ocasides distintas, assegurando a robustez dos dados. A avaliacdo dos resultados foi baseada na
observacédo de agregados celulares no fundo dos pocos, conforme descrito por Alves et al. (2020).

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) é definida como a menor concentragdo possivel para
inibir o crescimento de cepas fangicas em meio sélido. Aliquotas de 20 pL correspondentes a CIM e duas
concentracdes multiplas dessas aliquotas foram subcultivadas em agar Sabouraud Dextrose (KASVI1, Kasv
Imp e Dist de Prod/Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil). As placas foram incubadas por 24 h a 35°C e a
leitura dos resultados consistiu na observacao visual do crescimento fungico no meio de cultura. A razao
CFM/CIM foi calculada para determinar se a substancia tem atividade fungistatica (CFM/CIM > 4) ou
fungicida (CFM/CIM < 4) (Siddiqui et al., 2013).

Embasando-se na metodologia proposta por Alves et al. (2020), a partir da qual os autores
sugeriram uma classificacdo com o intuito de verificar o potencial antifingico de novos compostos que
indiguem agdo farmacoldgica contra espécies de Candida, foi entdo determinada a bioatividade dos
compostos a partir dos valores do CIM e classificada de acordo com as seguintes categorias: a) bioatividade
muito forte (CIM < 3,515 pg/ml); b) bioatividade forte (CIM entre 3,515 e 25 pg/ml); c) bioatividade moderada
(CIM entre 26 -100 pg/ml); d) bioatividade fraca (CIM de 101 a 500 pg/ml); e) bioatividade muito fraca (CIM
na faixa de 501-2000 pg/ml).

b) Acéo das moléculas AF, NAM e da associacdo AF e NAM sobre a parede e membrana celular fangicas

v" Ensaio com Ergosterol
A técnica empregada nesta etapa € a mesma da microdiluicdo, diferindo-se no meio que sera

acrescido de ergosterol exdgeno (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) na concentracdo de 400 pg/mL. Alguns
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agentes antifiingicos agem sobre o ergosterol da membrana plasmatica, formando complexos ou inibindo a
biossintese da membrana. Assim, o aumento da CIM na presenca do ergosterol exégeno indicard uma
atividade do agente em estudo sobre a membrana plasmatica flingica (De Sousa et al., 2020). A nistatina foi
utilizada como controle positivo, tendo em vista que sua atividade sobre a membrana plasmatica ja € bem
estabelecida na literatura (Alder-Rangel et al., 2020).

v" Ensaio com Sorbitol

A técnica empregada nesta etapa € a mesma da microdiluicdo, diferenciando-se no meio, no qual
foi acrescido sorbitol 0.8 M (D-sorbitol anidro) (INLAB, Sao Paulo, Brasil). Este € um protetor osmotico que
atua na parede celular fingica, assim, esse teste serd responsavel por comparar valores da CIM da
substancia em estudo na auséncia e presencga do sorbitol 0.8 M. O aumento do valor da CIM na presenga
do sorbitol indicara a parede celular como um dos possiveis alvos da substancia em estudo. A caspofungina
foi utilizada como controle positivo, devido a sua agéo ja conhecida sobre a parede celular (De Sousa et al.,
2020).

c) Cinética de crescimento e de morte antifungica das moléculas AF, NAM e da associacdo AF e NAM em
Céndida albicans ATCC 60193

Curvas de crescimento foram utilizadas para analise do tempo minimo necessario para o inicio do
crescimento microbiano. Em uma placa de microdiluicdo de 96 poc¢os de fundo plano foi adicionado a cada
poco o meio de cultura (RPMI) seguido das substancias testes em concentra¢gdes correspondentes a CIM e
CIMx2. Logo depois, 100 uL de inéculos de levedura das cepas de Candida foram adicionados a cada poco.
As placas foram incubadas por 24 h a 35°C em leitor de microplacas (BIOTEK-EON) e os valores de
absorbancia foram lidos a 530 nm a cada hora. A nistatina foi utilizada como controle positivo nos ensaios.

Também foi feito o controle de crescimento da cepa.

d) Avaliacdo do indice de concentracéo inibitdria fracionada (método checkerboard) do AF, NAM e da

associacdo AFe NAM combinados a nistatina em Céandida albicans ATCC 60193

O efeito de associacao das substancias AF, NAM e a mistura AF e NAM com o antifiingico padrao
(nistatina) foi determinado a partir do método Checkerboard para derivacdo do indice da Concentracéo
Inibitéria Fracionada (ICIF). Foram utilizadas solu¢bes dos produtos testados em concentracBes
determinadas a partir de suas respectivas CIM’s. Inicialmente, 50 yL de RPMI foram adicionados aos pogos
da microplaca esterilizada contendo 96 cavidades, com fundo em forma de “U” (ALAMAR®). Em seguida,
25 yL das substancias testes foram adicionadas aos pog¢os, no sentido horizontal e vertical (Nistatina) da
microplaca, em concentracdes variadas partindo das suas CIM’s. Dessa forma, para as substancias foram
testadas concentragdes correspondentes a sua CIM+8, CIM+4, CIM+2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8.
Finalmente, foram adicionados 100 L do in6culo de Candida. O ensaio foi realizado em triplicata, sendo as
microplacas incubadas a 35°C por 24 h. O ICIF foi calculado através da soma da Concentracao Inibitéria
Fracionada do produto teste (ClIFa) com a Concentracéo Inibitoria Fracionada do antifingico padrdo (CIFb).

A ClIFa, por sua vez, foi calculada através da relacdo CIMa combinada/CIMa isolada, enquanto a CIFb foi
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calculada por meio da CIMb combinada/ CIMb isolada. O ICIF foi interpretado da seguinte forma: sinergismo
(ICIF 0,5), antagonismo (ICIF > 4,0) e indiferenca (0,5 < ICIF 4) (57,58).

e) Concentracdo inibitéria minima (CIM) e determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) do
AF, da NAM e da associacdo AF e NAM

As bactérias foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB), constituido por: extrato de levedura
(DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5 g, NaCl (VETEC) 10 g, solubilizados em 1L de agua destilada e
esterilizados em autoclave, a 121 °C, por 15 minutos. Para a obtencao do meio de cultura sélido, adicionou-
se agar 1,5 %.

As bactérias dos testes in vitro antibacteriano foram inoculadas em meio contento peptonas e
leveduras como fonte de nutrientes e incubadas a 37°C durante 24 h. Foram suspensas em agua peptonada
+ leveduras e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland, contendo 1-5 x 10 8 UFC/mL
(Roy, 1991; Hadacek e Greger, 2000).

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das substancias-teste foi determinada utilizando a técnica
de microdiluicdo em caldo, em placas de 96 pocos com fundo em formato de "U", conforme descrito por
Gerhardt et al. (1994). Cada cepa microbiana testada foi analisada individualmente. O procedimento
consistiu nos seguintes passos:

— Preparacdo da Placa: Inicialmente, os pocos das microplacas foram preenchidos com 80 pL de
Caldo Mueller-Hinton (CMH).

— Adicdo das Solug¢des das Substancias-Teste: Em seguida, 100 pL das solu¢des das substancias-
teste foram adicionados ao primeiro pogo de cada linha. A partir deste, foram realizadas diluigcbes
seriadas em base 2 para obtencdo de concentracdes que variaram de 1000 pg/mL a 7,8 pg/mL.

— Inoculagéo dos Micro-organismos: Apés a diluicdo das substancias-teste, foram adicionados 20 pL
das suspensdes padronizadas dos micro-organismos (concentracdo ajustada em 0,5 na escala de
McFarland) a cada pogo, com excec¢do dos pocos reservados para controles.

Os controles utilizados foram controle branco: pogos contendo apenas CMH, sem substancias-teste
ou micro-organismos, para verificar a esterilidade do meio; controle positivo: po¢gos com micro-organismos e
antibioticos padrdo, para garantir que as condicdes do experimento permitiam o crescimento e inibi¢cdo
bacteriana adequados; controle de crescimento: po¢os contendo apenas 0s micro-organismos em CMH,
sem substancias-teste, para verificar o crescimento bacteriano normal; controle de esterilidade: pocos
contendo as substancias-teste em CMH, sem micro-organismos, para verificar a auséncia de contaminacao;
controle de cor: utilizado para verificar a interferéncia de coloracdo das substancias-teste nos resultados e
controle negativo/solvente: incluindo o solvente utilizado na preparacdo das substancias-teste, para
assegurar que ele néo interferia no crescimento bacteriano.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e apés esse periodo cada microplaca foi avaliada
sob trés parametros diferentes: a) leitura visual do crescimento bacteriano; b) leitura espectrofotométrica em
590 nm; c) adicdo de 50 pL de uma solucdo de resazurina (5 pg/mL - Sigma), utilizada como indicador de
crescimento bacteriano. Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo que em cada microplaca

foram testadas duas substancias-teste em triplicata.
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A resazurina (fenoxazin-3-ona) é um corante indicador de oxido-reducédo, que tem sido utilizado na
determinacédo da atividade antibacteriana. Na sua forma oxidada, apresenta coloracdo azul e na forma
reduzida, cor rosa. Foram pipetados 50 pL de solucdo de resazurina, na concentracdo de 5 pg/mL, nos
pocos das microplacas, que foram incubadas em temperatura ambiente por duas horas ou até que
ocorresse mudanca de coloracdo. A manutencdo da cor azul nos pocos foi interpretada como auséncia de
crescimento bacteriano e o aparecimento da cor rosa, como ocorréncia de crescimento bacteriano. A CIM
foi definida como a menor concentracdo da substéncia teste sem a mudanca de coloracdo para rosa
(Palomino et al., 2002). Foto da reagéo resazurina.

Antes da adicdo do indicador resazurina nas microplacas para a leitura do ensaio de microdilui¢éo,
uma aliquota dos pogos em que néo se observou o crescimento bacteriano foi semeada em placas de Petri
contendo &gar Miller-Hinton (AMH), e incubadas durante 24 h a 37°C. Apés esse periodo, foram
observados os pontos onde ocorreram crescimento microbiano, para a determinacdo da CBM, que é
definida como a menor concentracdo testada onde ndo ocorreu crescimento microbiano apés a realizacéo
da subcultura (Saga e Yamaguchi, 2009). Nos casos em que as concentracfes testadas apresentaram

crescimento bacteriano, foi determinado o efeito do antimicrobiano bacteriostatico para a linhagem testada.

4.4, Ensaios com eritrocitos humanos com AF

Os eritrécitos humanos (A, B, O) foram obtidos a partir de coleta de sangue total em tubo de EDTA
de voluntarios (alunos do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina
Grande, PATOS — PB). A manipulacdo e o descarte dos eritrécitos foram realizados de acordo com as

Normas de Seguranca seguidas pela referida unidade.

Avaliacdo do potencial hemolitico

Uma amostra de sangue humano foi misturada com NaCl 0,9 % na proporcdo de 1:30 e
centrifugada a 2500 rpm, durante 5 minutos, para obtencdo dos eritrocitos. Este procedimento foi repetido
por mais duas vezes e o sedimento da ultima centrifugacdo foi ressuspenso em NaCl 0,9% para obtencao
de uma suspensédo a 0,5%. As substancias cafeato de butila e pentila foram adicionadas, em diferentes
concentracdes, a 2 mL da suspenséo de eritrdcitos para um volume final de 2,5 mL. Uma suspenséo de
eritrécitos foi utilizada como controle negativo (0 % de hemdlise) e uma suspensédo de eritrécitos acrescida
de Triton X-100 a 1%, como controle positivo (100 % de hemdlise). Em seguida, as amostras foram
incubadas por 1 h a 22 + 2 °C, sob agitacdo lenta e constante (100 rpm). Decorrido este tempo, as amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemdlise foi quantificada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 540 nm (Rangel et al., 1997).

Avaliacdo do efeito sobre a fragilidade osmética

A avaliacdo do efeito sobre a fragilidade osmoética dos eritrécitos humanos foi realizada com uma
suspensao de eritrocitos a 0,5%. Solugfes de cafeato de butila e pentila em diferentes concentragdes foram

incubadas em tubos contendo 2 ml de uma suspensédo de eritrocitos por 1h a 22 + 2 °C. Decorrido este

32



tempo, as preparacdes foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Os
eritrocitos foram entdo ressuspensos em solugdes hipotonicas de cloreto de sddio (0,12; 0,24; 0,36; 0,48;
0,60; 0,72; 0,84 e 0.96%) e agitadas a 100 rpm, por uma hora a 22+2 °C. Apés este periodo, as amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a hemodlise foi quantificada por espectrofotometria em

comprimento de onda de 540 nm (Dacie, 2001).

4.5. Determinacéo do fator de protecdo solar (fps) do AF e da NAM

Para a determinacao do fator de protecéo solar (FPS), utilizou-se o método espectrofotométrico de
amostras em solucao adaptado por Mansur. O método propde andlise das solucdes contendo substancias
testes que deverao ter concentracdo final de 3 mL, com as amostras sendo diluidas em etanol. Para tanto,
as fracdes sao previamente solubilizadas em agua deionizada, levadas ao vortex e, posteriormente diluidas
em solucdo alcodlica (Alcool etilico PA). As solugbes foram submetidas a leitura de suas absorbancias,
utilizando cubetas de quartzo em espectrofotdbmetro na faixa do UV (290 a 320 nm), sendo feitas as leituras
de 5 em 5nm. Em seguida, os valores de absorbancia obtidos foram substituidos na equacdo adaptada por
Mansur e colaboradores (1986), que relaciona produto entre o efeito eritematdégeno (EE) e a intensidade da
radiacao (l), que é constante em cada comprimento de onda. Os testes foram feitos em triplicatas.

Equacdo matematica utilizada no método de Mansur (Mansur et al., 1986).

320

FPS espectrofotométrico = FC.Z EE(A).1(A). Abs(D)
290

Onde: FC = fator de corre¢éo (= 10);
EE(A) = efeito eritematdgeno da radiagdo solar em cada comprimento de onda (A);
I(A) = intensidade da radiagao solar em cada comprimento de onda (A);

Abs(A) = leitura da absorbancia obtida da amostra em cada comprimento de onda (A).

4.6. Andlises in silico:
Foram utilizados os softwares Molinspiration e do admetSAR para prever propriedades
farmacoldgicas, toxicolégicas e ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) de

produtos  quimicos. Os  softwares estdo  disponiveis em: www.molinspiration.com e

http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar?.

4.7. Andlise estatistica

Todos os experimentos in vitro foram realizados em triplicata e os resultados expressos como
indices especificos, média mais ou menos o erro padrdo da média ou desvio padrdo, de acordo com a
metodologia utilizada. As variaveis com medidas intervalares e que apresentaram distribuicdo normal foram
analisadas através de analise de variancia (ANOVA) e as diferengas entre os grupos foram determinadas
pelos testes de Bonferroni. As varidveis com medidas ordinais ou aquelas que ndo apresentaram
distribuicdo normal ou homogeneidade entre as variancias foram analisadas através do teste Kruskal-Wallis

e as diferencas entre os grupos foram determinadas pelo teste de Dunnet. As varidveis indicadas como
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indices ou percentuais foram analisadas pelo teste exato de Fisher. O nivel de significancia estatistica
utilizado foi de 5% (p < 0,05). Todos os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism® versao
7.3 (Graphpad software inc., USA).

5. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram organizados no formato de artigos cientificos, com o objetivo de
adequar a divulgacdo dos achados a pratica cientifica internacional. Tal formato visa atender as normas de
publicacdo adotadas por revistas cientificas da area, proporcionando uma estrutura clara e objetiva, assim
favorecendo a disseminacéo dos dados obtidos para a comunidade cientifica.

O formato dos artigos segue uma divisao classica, com introducdo, onde sao descritos o contexto
do estudo e os objetivos; metodologia, detalhando os procedimentos experimentais; resultados e discusséao,
onde sd@o apresentadas as principais descobertas e a interpretacdo dos dados; e, por fim, conclusdes, que
sintetizam os principais achados e suas implicacdes cientificas e praticas.

Essa abordagem facilita a transposi¢do dos dados da tese promovendo a integracao dos resultados

do presente estudo com os avangos da literatura cientifica.
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RESUMO

Objetivo: Identificar na literatura cientifica ensaios bioldgicos, in vitro, sobre a acdo antimicrobiana do acido
ferdlico (FA). Métodos: O presente estudo trata-se de uma revisao integrativa da literatura, especialmente
na base de dados PUBMED. Optou-se por realizar um estudo no periodo dos ultimos 5 anos por conta das
atualizacdes sobre a temética abordada. Resultados: Foram identificados um total de 682 nas base de
dados, perfazendo uma amostra final de 09 trabalhos para a construgdo deste artigo. Atualmente as
pesquisas no campo desenvolvimento de novos antimicrobianos com FA estdo voltados a area de
biomateriais. Sabe-se que o biomaterial que vem sendo mais utilizado nos estudos é a quitosana. Nesta
revisdo, 66,6% dos artigos selecionados contemplaram o uso de biofilmes e conjugados de FA e quitosana.
As analises microbioldgicas incluiram testes de concentrag&o inibitéria minima e bactericida minima. Foi
possivel verificar que o FA quando associado a quitosana apresenta melhor agcdo frente as cepas
microbianas testadas. Consideracfes finais: o FA conjugado com a quitosana mostrou potenciais
perspectivas de aplicagdo. No entanto, se faz necessario, mais pesquisas no &mbito multidisciplinar para o
desenvolvimento de antimicrobianos e antibacterianos, que atualmente, sdo uma ameaca crescente a
saude global.

Palavras-chave: Acido Ferulico, Atividade Antimicrobiana, Biomateriais.

ABSTRACT

Objective: Identify in the scientific literature biological tests, in vitro, on the antimicrobial action of ferulic acid
(FA). Methods: The present study is an integrative review of the literature, especially in the PUBMED
database. It was decided to carry out a study over the last 5 years due to updates on the topic covered.
Results: A total of 682 were identified in the databases, making a final sample of 09 works for the
construction of this article. Currently, research in the field of developing new antimicrobials with FA is
focused on the area of biomaterials. It is known that the biomaterial that has been most used in studies is
chitosan. In this review, 66.6% of the selected articles included the use of biofiims and FA and chitosan
conjugates. Microbiological analyzes included minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal
tests. It was possible to verify that FA, when associated with chitosan, presents better action against the
microbial strains tested. Final considerations: FA combined with chitosan showed potential application
prospects. However, more multidisciplinary research is needed for the development of antimicrobials and
antibacterials, which are currently a growing threat to global health.

Keywords: Ferulic Acid, Antimicrobial Activity, Biomaterials.
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RESUMEN

Objetivo: Identificar en la literatura cientifica pruebas bioldgicas, in vitro, sobre la accién antimicrobiana del
acido ferdlico (FA). Métodos: El presente estudio es una revision integradora de la literatura, especialmente
en la base de datos PUBMED. Se decidi6 realizar un estudio en los ultimos 5 afios debido a las
actualizaciones en el tema tratado. Resultados: Se identificaron en las bases de datos un total de 682,
conformando una muestra final de 09 obras para la construcciébn de este articulo. Actualmente, la
investigacién en el campo del desarrollo de nuevos antimicrobianos con FA se centra en el area de los
biomateriales. Se sabe que el biomaterial que mas se ha utilizado en estudios es el quitosano. En esta
revision, el 66,6% de los articulos seleccionados incluyeron el uso de biopeliculas y conjugados de FA y
quitosano. Los analisis microbiolégicos incluyeron pruebas de concentracion minima inhibitoria y pruebas
bactericidas minimas. Se pudo verificar que la FA, cuando se asocia con quitosano, presenta mejor accion
contra las cepas microbianas probadas. Final Considerations: Los FA combinados con quitosano
mostraron perspectivas potenciales de aplicacion. Sin embargo, se necesita mas investigacion
multidisciplinaria para el desarrollo de antimicrobianos y antibacterianos, que actualmente representan una
amenaza creciente para la salud mundial.

Palabras clave: Acido Fertlico, Actividad Antimicrobiana, Biomateriales.

INTRODUCAO

Os compostos polifendlicos, como os acidos fendlicos, sdo um grupo de substancias presentes na
natureza em diversos vegetais, frutas e bebidas. Esses compostos sdo considerados metabdlitos
secundérios produzidos em plantas com objetivo principal de protecdo a estresses abibticos e bibticos, além
de possuirem valores nutricionais e farmacoldgicos importantes para sadde humana. Na maioria, sdo
potentes agentes antioxidantes e por isso tém sido um grande alvo de pesquisas cientificas. Devido,
principalmente, aos efeitos biofarmacoldgicos estudados em vérias doengas, como no cancer, diabetes,
doencgas cardiovasculares, acidente vascular cerebral, entre outras (ANAND S, et al., 2022).

O acido fertlico (FA) ((E) -3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) acido prop-2-enéico) é um derivado hidrocindmico
do &cido fendlico. Este € encontrado, assim como outros 4cidos, em plantas como a Angelica sinensis,
Climinicifuga recemosa e Ligusticum chuangxiong, também é encontrado em algumas frutas como tomate e
laranja e em maior concentracdo em cereais como trigo e milho. E isolado largamente dessas fontes por
meios enzimaticos a fim de sua aplicacdo na industria farmacéutica e alimentar principalmente por ser de
um baixo custo (KACZMAREK-SZCZEPANSKA B, et al., 2021; RAJ ND e SINGH D, 2022).

O FA pode ser visto como um mondmero, dimero, oligbmero livre ou polimeros constituintes, ligados
covalentemente por ligacdes ésteres com polissacarideos, poliaminas e glicoproteinas e como éter ligado a
lignina. Possui isomeria cis/trans que apresentam aspectos que se diferenciam entre si: o cis € um liquido
oleoso amarelo e o trans um cristal branco e o0 mesmo corresponde a 90% da sua ocorréncia na natureza
(DE OLIVEIRA SILVA E e BATISTAR, 2017).

Ralata-se que o FA apresenta baixa solubilidade em meios aquosos. Quando administrado via oral nao é
degradado pelo estdmago e a maior parte do fitoquimico é absorvido por difusdo passiva no coélon. Estudos
ja mostraram que a biodisponibilidade apds ingestdo oral representou 20% na sua forma inalterada, com
picos de concentragdo plasmatica em torno de 30 minutos, sendo excretado na urina na forma inalterada e
glicosilada. No entando, sua toxicidade oral € baixa apresentando LD50 de 2,1 e 2,4 g/kg em ratos fémeas e
machos, respectivamente (LI D, et al., 2021; ANAND S, et al., 2022).

Como um bom composto fendélico o FA e seus analogos sao substancias bioativas com multiplas funcdes
(ANAND S, et al., 2022). Seu alto poder antioxidante deve-se a eficiente capacidade de sequestrar radicais
livres gragas aos grupos hidroxila presente em sua estrutura que doam um elétron para o radical livre. A
neutralizacao dos radicais livres é importante pois esses sao instaveis e interagdes com macromoléculas
como lipideos e proteinas, pode levar a peroxidacao lipidica acelerando a degradacgdo oxidativa e gerar
inflamac&o, entre outros maleficios & sadde humana (ZDUNSKA K, et al., 2018). Entre os antioxidantes
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mais conhecidos estédo as vitaminas, principalmente C e E, e os polifenéis. Em estudos realizados in vitro,
muitos compostos polifendlicos naturais parecem ser melhores antioxidantes que as vitaminas C e E, além
de terem a capacidade de quelar metais, especialmente cobre e ferro, atuando indiretamente como
antioxidantes ja que inibem a acdo desses metais como catalisadores na formagédo de radicais livres (DE
OLIVEIRA SILVA E e BATISTA R, 2017).

Ndo s6 o FA, mas os seus derivados, principalmente os compostos sintetizados por reagbes de
esterificacdo, tém alta da atividade antioxidante como, por exemplo, ferulatos de alquila, hexil, octil e 2-etil-
1-hexil. Assim como a substancia de partida, seus compostos relacionados inibiram a peroxidacao lipidica.
Esse potencial antioxidante do FA se relaciona com outras atividades como protetor de doencas
cardiovasculares e neuroprotetoras, pois depende das células as quais estdo sendo afetadas pelos radicais
livres (DE OLIVEIRA SILVA E e BATISTA R, 2017).

Sao varias as atividades citadas na literatura para o FA e algumas com possiveis mecanismos de acao
abordados. Em ratos hipertensivos, o FA (50 mg/kg) foi capaz de atenuar a inflamacéo cardiaca e renal ao
aumentar os niveis das enzimas superéxido dismutase e catalase, responsaveis pela neutralizagdo de
radicais livres (ALAM MdA, et al., 2013). S&o considerados também bons anti-inflamatorios (ANAND S, et
al., 2022). Em modelo experimental de depresséo, inibiu a ativacdo da microglia, a expressdo de citocinas
pro-inflamatodrias, a sinalizacdo de NF-kB e diminuiu o inflamassoma NLRP3, sugerindo que o mecanismo
relacionado a acdo anti-inflamatédria estava envolvido com os efeitos semelhantes aos de antidepressivos
em camundongos estressados. Protege eficazmente 0 organismo contra o estresse oxidativo induzido pelo
alcool e por dieta rica em acidos graxos poliinsaturados (RUKKUMANI R, et al., 2004).

Devido sua estrutura quimica apresentar varias insaturagdes, o FA é um potencial absorvedor da luz
ultravioleta (UV) que contribui para seu potencial antioxidante contra danos oxidativos as células, gerados
pela radiacéo da luz UV (DE OLIVEIRA SILVA E e BATISTA R, 2017). Assim, também pode ser aproveitado
seu potencial uso em cosmeéticos na protecdo solar como ja acontece em outros tipos de formulacdes
cosméticas de FA que séo comercializadas (TEE-NGAM P, et al., 2013). Foi descoberto que houve o dobro
de fotoprote¢do com os isdbmeros trans de FA em uma formulagdo na concentragdo de 0,5% ao reduzir
eritemas e queimaduras solares em porcos (LIN FH, et al., 2005).

Todavia, apresenta atividade antioxidante mais elevada quando encapsulada em etossomas, que sao
esferas microscopicas de fosfolipidios, nanocarregadoras, atoxicas, biodegradaveis e podem ser modulados
para encapsular substancias hidrofilicas quanto lipofilicas (ALMEIDA MGC, 2018). Foi relatado que a acao
sinérgica de microesferas de silica carregadas com FA e conjugados a fibrina/quitosana/queratina melhorou
o crescimento e a fixacdo celular e, consequentemente a cicatrizagéo de feridas in vitro.

Outro aspecto que se pode destacar é o potencial antibacteriano dos acidos fendélicos e seus metabdlitos
secundérios contra cepas de bactérias gram-negativas e gram—positivas. A atividade antibacteriana tem
sido atribuida a sua natureza hidrofébica, o que aumenta seu potencial de permeabilidade e geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS); ou seja, a atividade pré-oxidante que o acido fertdlico também
apresenta o torna um bom candidato antibacteriano (MAURYA DK e DEVASAGAYAM TPA, 2010; BORGES
A, et al., 2013; DASAGRANDHI C, et al., 2018; IBITOYE OB e AJIBOYE TO, 2019; STOMPOR-GORACY M
e MACHACZKA M, 2021).

O FA exerceu efeitos inibitérios no biofilme de Salmonella Enteritidis pela diminuicdo da expressao dos
genes relacionados a motilidade dos flagelos e pela interferéncia do acido fendlico nas proteinas de
montagem dos flagelos; além de apresentar acdo antibiofiime em condi¢cdes simuladas de processamento
de alimentos, possibilitando aplicacbes na indastria alimenticia (XU JG, et al.,, 2022). Similarmente
apresentou atividade antimicrobiana imediata e sustentada contra Cronobacter sakazakii, patégeno
oportunista transmitido por alimentos que afeta recém-nascidos, bebés e adultos imunocomprometidos.
Promoveu alteragBes na integridade da membrana do microorganismo, reduziu o pH intracelular e
hiperpolarizacdo da membrana, causando consequentemente disfungcdo da membrana celular e alteractes
na morfologia celular (SHI C, et al., 2016). Do ponto de vista médico, o &cido ferdlico imp&e um papel
importante nas estruturas e propriedades das enzimas digestivas, como a pepsina; portanto, pode ser um
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ingrediente importante em formula¢cdes de produtos alimenticios para fins médicos especiais (STOMPOR-
GORACY M e MACHACZKA M, 2021; RAJ ND e SINGH D, 2022).

O oxigénio é essencial para a producdo de energia do metabolismo celular, ao menor consumo é
reduzido e produz as espécies reativas de oxigénio. Entre todos os radicais livres gerados em organismos
vivos, as ROS representam a classe mais importante (MAURYA DK e DEVASAGAYAM TPA, 2010). Devido
ao papel ROS na acao antibacteriana de compostos a base de plantas, levantamos a hip6tese de que o FA
pode apresentar uma atividade antimicrobiana efetiva. Este estudo possui o objetivo de identificar na
literatura cientifica ensaios bioldgicos, in vitro, sobre a agédo antimicrobiana do FA.

METODOS

O presente estudo trata-se de uma reviséo integrativa da literatura, contendo avaliacdo de artigos
cientificos em que se buscou resultados de pesquisas originais, basica e que utilizaram de metodologias in
vitro. Para a execucdo foi utilizado a questdo norteadora: O Acido Ferdlico apresenta atividade
antimicrobiana efetiva? A pesquisa bibliogréfica foi realizada no primeiro semestre de 2023, sendo realizada
buscas na base de dados PUBMED, utilizando os descritores: (1) ferulic acid, (2) antimicrobian activity,
usando-se entre eles o operador booleano “AND”.

Os critérios de inclusdo aplicados foram: estudos de pesquisas originais com andlises in vitro, texto
completo disponivel gratuitamente na base de dados, idioma inglés e publicados nos ultimos 5 anos,
conforme o periodo estabelecido: de primeiro trimestre de 2018 a primeiro trimestre de 2023. E como
critérios de excluséo aplicou-se: artigos de revisdo, artigos que nado estejam disponiveis gratuitamente na
integra, publicados em outros idiomas, fora do periodo requisitado, estudos duplicados, estudos com
derivados da molécula de acido ferulico, estudos in silico e que ndo atendessem ao tema proposto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apéds busca na base de dado PUBMED, foram localizados 682 artigos. Destes foram excluidos 410
artigos por ultrapassarem o tempo delimitado; 3 por ndo estarem na lingua inglesa, 217 por ndo tratarem da
molécula acido feralico, mas de derivados da substancia, e artigos que ndo atenderam aos critérios de
elegibilidade. Foram selecionados 52 artigos para leitura na integra, com amostra final de 9 artigos,
esquematizados no fluxograma da Figura 1.

Figura 1. Fluxograma de sele¢éo dos artigos a partir da base de dados PUBMED
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Fonte: Nunes MKS, et al., 2024.

A Tabela 1 apresenta de maneira resumida os dados extraidos dos artigos incluidos na amostra final,
contendo: os autores e ano de publicacdo, objetivos, métodos, microorganismos testados, e conclusdes
relativas a acdo antimicrobiana.

Com a analise dos estudos selecionados foi possivel ter uma visdo sobre as pesquisas realizadas nos
Ultimos cinco anos com a molécula de acido ferdlico para avaliacdo da atividade microbiolégica.
Observamos que a analise combinada do &cido ferdlico incorporado a biomateriais, em especial, a
quitosana tém sido o foco das investigac¢des cientificas. Neste cenario, foi possivel identificar que 66,6% das
publicacdes encontradas reportaram a atividade antimicrobiana do acido ferulico conjugado a biofilmes de
quitosana.

Apesar dos méritos farmacoldgicos do FA, suas caracteristicas hidrofilicas limitam sua aplicabilidade na
industria farmacéutica devido a sua baixa estabilidade e baixa biodisponibilidade e, consequentemente,
dificultam sua implementacédo na clinica, o que limita seu potencial terapéutico ao ser administrado por via
oral. Supde-se que este é um dos motivos pelo qual os pesquisadores tém empenhado esfor¢os para o
desenvolvimento de novas estratégias tecnoldgicas para aprimorar essa problematica. Uma das abordagens
propostas para superar os problemas acima mencionados foi verificada, no uso de formula¢bes a base de
FA em carreadores nanoparticulados, como por exemplo nanoemulsées ou combinados com outros
métodos como com a luz ultravioleta (UV-C), e também associado a substéncias que possam melhorar a
solubilidade (DE OLIVEIRA EF, et al., 2021).
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Tabela 1. Sintese dos artigos selecionados para esta revisao integrativa.

N Autor e Ano Objetivos Métodos Microorganismos Conclusdes
Acido ferulico conjugado apresentou atividade bactericida contra
CIM, CBM, microdiluicdo em Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, enquanto que
. . . . ' ' e Listeria para Pseudomonas aeruginosa apresentou atividade
. Investigar o potencial antibacteriano e caldo e quantificagcao de ™ ~ o . . o
1 Dasagrandhi, et al., antibiofilme da quitosana enxertada com materiais citoplasméticos monocytogenes, Pseudomonas pqcterlostatlca. O\modo de acédo ant|m|crop|ana foi devido a
2018 acido ferdlico liberados da célula. atividade aeruginosa e Staphylococcus athldgde de dano a fngmbrang celula.r, confirmada estrutural e
antibiofilm’e aureus funt.:lonalme.nt.e.- O Acido fgrﬂ!lco conjugado tampém mostrog
propriedades inibidoras de biofilme para as bactérias de maneira
dose-dependente.
Comparar o potencial antiquérum e CIM, Ensaio de inibi¢éo da As nanoparticulas de tripolifosfato de quitosana encapsuladas
antibiofilme de nanoparticulas de piocianina, Atividade estafilolitical com &cido ferdlico apresentaram eficacia de atenuagéo
. tripolifosfato de quitosana encapsuladas| de LasA, Andlise da curva de . significativamente maior do que a molécula acido ferulico
2 | Pattnaik, etal., 2018 com &cido ferulico (FANPs) com crescimento, Ensaio P. aeruginosa PAOL sozinha, sugerindo o papel de um sistema nanocarreador
molécula isolada de &cido ferulico antimotilidade, atividade anti- biocompativel para o direcionamento eficaz da viruléncia com
contra P. aeruginosa PAO1 biofilme liberagédo lenta e controlada de drogas encapsuladas.
Avaliar a atividade antimicrobiana:
trans -cinamaldeido, acido Dezesseis cepas pertencentes ao Resultados indicam que todos os fitoquimicos utilizados
ferdlico, acido p -cumarico, acido cafeico, género Aeromonas, espécies: apresentaram efeito inibitério contra trés espécies de
3 Kot. et al.. 2019 acido clorogénico, leo essencial CIM e CBM Aeromonas hydrophila, Aeromona§ g.ue podem ser patogénicas aos pelxgs, o] qye indica
' ' de Thymus vulgaris, Eugenia Aeromonas a possibilidade de seu uso como agentes antibacterianos
caryophyllus, Melaleuca alternifélia salmonicida subsp. salmonicida, |ecologicamente corretos para prevenir e controlar A. hydrophila,
contra espécies patogénicas Aeromonas sobria. A. salminicida subesp. s almonicida e A. sobria na aquicultura.
de Aeromonas isoladas de peixes
Avaliar a capacidade do &cido ferdlico e Emu.lsificantes, como prote?n.as de sorp Qe IeiFe e Tween 80, tém
eugenol de inibir o crescimento um |mpact9 negatlyo na_atlwdade antlmlcroblang do eugenol. A
. S CIM e concentragdo nao L CIM do acido ferulico foi menos afetada pela adigdo de Tween
4 Pernin, et al., 2019 de Listeria monocytogenes em um S Listeria monocytogenese . . . L .
sistema alimentar complexo realista, ou inibitéria 80. E er~n pH 5,5 g um antimicrobiano eficiente em ballxas
seja, uma emulsio de 6leo em Agua. concentracdes em tais S|stemas, pr.ovavelmente porque € menos
' hidrofébico.
Avaliar as propriedades antibacterianas As atividades antibarftgriane.isAdo.s polifendis foram depen.dentes
de compostos fendlices (acido N da gstrut’u.ra, e 0 4cido cindmico apre~sentou fortes efeitos
ferdlico, p-acido cumarico, 4cido cafeico - |n|b|t9r|o§. E mportaqte ressaltar que nao .observam.os penhum
5 Zhang, et al., 2019 ' ’ ' CIM e checkerboard Stenotrophomonas maltophilia efeito sinérgico 6bvio em todas as combinacdes binarias. O

acido clorogénico, (-)-epigalocatequina e
floretina) isolados e para tratamentos de
combinacéo binaria. em S. maltophilia

mecanismo antibacteriano foi relacionado ao dano a membrana,
causado pela perda da integridade da membrana celular e
alteracdo da morfologia celular.
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Aragén-Gutiérrez, et
al., 2020

Desenvolver filmes bioativos a base de
copolimero de etileno alcool vinilico que
inibam o crescimento microbiano e
fornegam protecéo contra a oxidagdo em
produtos alimenticios por meio da
incorporacéo de baixas guantidades de
acido ferdlico

método padrdo JIS Z 2801

Staphylococcus
aureus e Escherichia coli

A atividade antioxidante significativa de todos os filmes ativos
expostos a dois simuladores de alimentos, indicando que FA
conservou seu bem as propriedades antioxidantes. As amostras
de EVOH-FA apresentaram atividade antibacteriana in vitro
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, mostrando
assim o potencial do acido ferdlico como composto bioativo a ser
utilizado no processamento de extruséo para aplicagdes de
embalagens ativas.

Kaczmarek-
Szczepanska, et al.,
2021

Avaliar e determinar a influéncia da luz
UVC nas propriedades de filmes a base
de quitosana modificada por diferentes
acidos fendlicos: ferdlico, cafeico e
tanico.

Método de diluicdo em caldo

Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC
35218)

A adicdo de acidos fendlicos melhora as propriedades fisico-
quimicas dos filmes a base de quitosana e apresentam melhor
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Confirmamos que a esterilizacéo de filmes de
guitosana/acidos fendlicos pela exposicdo a luz UVC é
eficaz. Foram comparadas as propriedades fisico-quimicas dos
materiais antes e depois da exposigdo, bem como sua atividade
antimicrobiana. A quitosana composta com acido ferdlico
apresentou as propriedades mais adequadas para embalagens
de alimentos.

Sivakumar, et al., 2021

Avaliar a acéo sinérgica da queratina,
quitosana e fibrina juntamente com o
acido ferdlico no processo de
cicatrizacao de feridas.

Método de diluicdo em caldo

Streptococcus aureus e
Escherichia coli

A liberagdo controlada de &cido ferdlico por 3 dias e os
resultados do estudo antimicrobiano mostraram que o
biomaterial desenvolvido pode ser usado como curativo para
feridas cronicas infectadas. O ensaio de cicatrizacdo de
feridas in vitro provou a acéo sinérgica dos trés componentes e
foi confirmada por meio deste estudo, novas investigagcdes nessal
linha podem ser realizadas.

Anand, et al.,2022

Preparar e avaliar nanofibras hibridas a
base de seda-sericina com diferentes
proporcdes de policaprolactona e acetato
de celulose carregados com acido
ferdlico para Ulcera de pé diabético.

Método de Difusédo em Disco de
Agar, Ensaio de Time Kill,
atividade antibiofilme

Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus
aureus

Os estudos antimicrobianos mostraram que as nanofibras
preparadas possuiam boas atividades antimicrobianas e
antibiofilme contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Com base nesses resultados, concluimos que a
formulagao de nanofibras desenvolvida teve excelentes
propriedades de cicatrizagao de feridas em ratos induzidos por
diabetes.

Fonte: Nunes MKS, et al., 2024.

Legenda: CIM = Concentracao Inibitéria Minima; CBM = Concentragao Bactericida Minima.
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Este levantamento bibliografico destaca-se por ser um tema atual, oportuno e que aumenta as
expectativas em torno de substancias naturais, como os acidos fendlicos, que podem ser Gteis no uso
contra bactérias e fungos patdgenos. Constatou-se que nos trabalhos os microorganismos estudados
foram bactérias gram positivas, mas em sua maioria, gram negativas, principalmente as patogénicas
humanas (Pseudomonas aeruginosa, as do género Aeromonas, Stenotrophomonas maltophilia e
Escherichia coli).

Em relacdo aos testes escolhidos pelos autores para a realizacao da atividade antimicrobiana, foi
possivel verificar que a técnica mais utilizada foi a de concentracao inibitéria minima (CIM), que é a
concentracdo mais baixa que um agente antimicrobiano pode inibir completamente o crescimento dos
microrganismos; € o método de diluicdo que possibilita estimar a concentracdo do microrganismo
testado, através de macro ou microdiluicdo. Além disso, também foi possivel saber a concentragao
bactericida minima (CBM) que é uma estimativa da atividade bactericida, definida pela menor
concentracao de agente antimicrobiano necessario para matar 99,9% do inéculo final apds 24 horas
de incubagéo (BRIXNER B, et al.,2022).

Ja observado a atividade antimicrobiana e anti-biofilme de 11 compostos fenilpropanoides e
aldeidos fendlicos, incluindo &cido ferulico, contra isolados de S. aureus resistentes a medicamentos
onde houve diminuicdo da expressé@o de genes associados a formacao de biofilme em comparacao
com o isolado resistente ndo tratado (MASTOOR S, et al., 2022). O FA também possui efeitos
antivirais in vitro contra parvovirus suino em células renais, pela diminuicdo da expressédo dos genes
pré-apoptéticos, de ROS mitocondrial, por aumentar, consequentemente, a viabilidade celular (MA X,
et al., 2020).

O FA demonstrou ser Gtil como conservante natural em alimentos, inibiu significativamente a
adesd@o de S. flexneri e a formagé@o de biofilme, alterou drasticamente a expressdo de genes
associados a formacao de biofilme, como genes de adeséo, de regulacdo transcricional e de sintese
e transporte de substancias poliméricas extracelulares (KANG J, et al., 2020).

Atualmente, no cendrio mundial, uma das maiores preocupag¢fes da saude publica é o surgimento
de agentes resistentes aos antimicrobianos; seja pelo uso indiscriminado de antibiético ou por
mutagdes genéticas. Cepas bacterianas resistentes continuam a aparecer e se espalhar, dado que a
resisténcia antimicrobiana é um desafio multifacetado e em evolugdo o que desperta interesse em
desenvolver novos biomateriais antimicrobianos eficazes (QIN Y e LI P, 2020; BRIXNER B, et
al.,2022).

Como encontrado em nossa busca bibliogréfica, a quitosana € um dos polimeros naturais que
vem sendo amplamente utilizado na producdo de novos biomateriais. Possui biodegradabilidade,
biocompatibilidade, nédo toxicidade, ndo antigenicidade e suas diversas propriedades biolédgicas, tais
como a atividade antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, antiinflamatoéria, etc (DASAGRANDHI C,
et al., 2018; QIN Y e LI P, 2020; BRIXNER B, et al., 2022). O conjugado quitosana-FA teve efeito
antibacteriano sinérgico com o antibiético oxacilina contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) via inibicdo da expressdo do gene mecA e a producdo de PBP2a, que é uma
determinante chave para a resisténcia aos antibioticos B-lactamicos, de maneira dose-dependente
(EOM SH, et al., 2016).

A atividade antioxidante de conjugados quitosana-acido hidroxicinamico, acido ferdlico, foi melhor
do que a quitosana sem o0 acido. O conjugado quitosana-acido ferulico inibiram significativamente a
peroxidacdo lipidica no sistema de emulsdo de acido linoléico. Considera-se que, conjugados
quitosana-acido hidroxicinamico podem ser Uteis em aplicacdes nas industrias alimenticia e
farmacéutica (ARAGON-GUTIERREZ A, et al., 2020). Em materiais fibrosos de e-caprolactona e
quitosana incorporados com AF exibiram boa atividade antioxidante. As fibras com quitosana e FA
exibiram acdo antibacteriana principalmente contra S. aureus. e vantajoso efeito antitumoral contra
células tumorais cervicais humanas Hela pela indugdo de apoptose nas células tumorais (YAKUB G,
et al., 2019).

Sugere-se que o efeito antimicrobiano encontrado do AF nos estudos selecionados deve-se as
alteracdes das propriedades da membrana (seja na carga, na permeabilidade intra ou extracelular e
propriedades fisico-quimicas), alteracdes de hidrofobicidade, diminuicao da carga superficial negativa
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e ocorréncia de ruptura local ou formacdo de poros nas membranas celulares com consequente
vazamento de substancias intracelulares essenciais (BORGES A, et al., 2013). Vale ressaltar que,
com este estudo, podemos enfatizar o potencial do FA como fonte natural de novos produtos
antimicrobianos de amplo espectro e conjugado a novos biomaterias.

Membranas bacterianas compostas de celulose-quitosana enxertadas com acido ferdlico podem
encontrar aplicacdes na indUstria alimenticia como material de embalagem para prolongar a vida util
dos alimentos e como materiais de curativo para feridas (HERNANDEZ-GARCIA E, et al., 2022).
Recentemente, outros biomaterias contendo FA foram relatados na literatura, como, por exemplo, a
utilizacdo de particulas de silica nanoporosas ocas como transportadores de FA parecer ser
promissor para liberacdo controlada deste na distribuicdo de medicamentos (YAMAGUCHI T, et al.,
2023).

Filmes de poli (alcool vinilico) e poli (acido lactico) com carvacrol e FA foram eficazes no controle
do crescimento microbiano da carne bovina durante o armazenamento refrigerado e apresentaram
funcionalidade adequada para fins de embalagem de alimentos e promoveram com sucesso a
preservacéo da carne e a longo prazo (ANDRADE J, et al., 2022). Em animais de corte, como frango
Tianfu desafiados com lipopolissacarideo (LPS), a suplementagdo com FA preservou o0s niveis
secretores de imunoglobulina A (slgA), aumentou a expressdo proteinas intestinais de juncéo
estreita, Claudina-1 (CLDN-1) e Ocludina (OLDN), aumentou a proliferacéo epitelial na mucosa ileal e
corrigiu os disturbios da microflora ileal; ou seja, melhorou a funcdo intestinal e a microflora em
frangos pelo aumento da capacidade antioxidante e mantendo a integridade intestinal (TANG Z, et
al., 2023).

A contaminac¢do microbiana € um problema grave que diminui a qualidade dos alimentos e o FA
apresenta-se como um composto natural promissor com a¢édo antimicrobiana. Reforcando o que foi
dito inicialrmente, o FA é um bom absorverdor de luz UV e a combinacdo da exposi¢do a luz com
acidos fendlicos aumenta a qualidade alimentar, se mostra como uma tecnologia de desinfec¢éo
promissora para aplicagdes na agricultura e no processamento de alimentos (DE OLIVEIRA SILVA E
e BATISTA R, 2017; KACZMAREK-SZCZEPANSKA B, et al., 2021). A combinagédo de FA com UV-A
apresentou acdo antifingica associado a alteragbes nas funcdes celulares de Saccharomyces
cerevisiae por induzir o aumento de modificagBes oxidativas de proteinas citosdlicas, desencadeando
assim a inativagdo de células de levedura (SHIRAI A, et al., 2022).

Nanocapsulas de etilcelulose contendo AF foram capazes de prevenir, tratar e reverter danos
oxidativos e nitrosativos induzidos pelo peroxido de hidrogénio, bem como melhorar a
biodisponibilidade e reduzir possiveis efeitos indesejaveis; incluindo resultados superiores na
atividade antioxidante tornando possivel a sua aplicacdo na prevencao, tratamento e reversdo de
doengas neurodegenerativas e associadas ao envelhecimento, sindromes metabdlicas e processos
inflamatérios (RAMPELOTTO CR, et al, 2022). Nanocapsulas poliméricas e lipidicas de FA
apresentaram propriedades anticancerigena em linhagens celulares de cancer colorretal por
regularem genes apoptotico/anti-apoptotico BAX/Bcl-2; além de exibirem atividades antioxidantes e
anti-inflamatorias significativas (EL-GOGARY R, et al., 2022). O acido p-cumérico e o FA inibiram a
proliferacéo de células cancerigenas colorretais por meio da regulacéo negativa do gene do receptor
do fator de crescimento epidérmico humano EGFR, semelhantes ao comportamento de
medicamentos anticancer (ROY N, et al., 2016).

Em suma, o acido ferulico, um fitoquimico de origem natural, ganhou grande importancia como um
potente agente terapéutico em virtude de sua facil disponibilidade comercial, baixo custo e efeitos
colaterais minimos. Sua acdo terapéutica é mediada principalmente pelas suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. Este acido fendlico apresenta diferentes atividades tanto biologicas
como farmacolégicas. Notadamente, pdde-se evidenciar os efeitos: anti-inflamatério, antiapoptético,
anticancerigeno, antidiabético, hepatoprotetor, cardioprotetor, neuroprotetor, antifingico,
antibacteriano e até o efeito de protecdo solar, etc. Esta revisdo abordou particularmente os efeitos
antimicrobianos do FA, in vitro, sob forma isolada e/ou conjugada a biomateriais; portanto,
fornecemos uma compreensdo mais atual e otimizada do seu potencial antimicrobiano, que podera
ajudar no desenvolvimento de novos medicamentos e sua aplicacdo no futuro.
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CONCLUSAO

Diante do exposto nesta reviséo, reiteramos a nossa hipotese e concluimos que o acido ferulico
faz jus a ser considerado como um bom agente antimicrobiano isoladamente, conjugado a materiais
biolégicos e/ou associado a outras substancias. Assim como outros metabdlitos secundarios dos
compostos fendlicos, foi capaz de evitar a propagacédo de microorganismo e a formacéo de biofilmes.
Em sintese, o acido ferulico apresentou atividade contra cepas bacterianas gram-negativas e gram-—
positivas e mostrou potenciais perspectivas de aplicacdo na industria alimenticia e farmacéutica.
Posto isto, se faz necessario mais pesquisas no ambito multidisciplinar para avan¢cos no
desenvolvimento e inovagdo tecnologica de antimicrobianos, sejam eles antibacterianos ou
antifungicos que, atualmente, s&o uma ameagca crescente a saide mundial.
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Abstract:

Background: Candidiasis is the most important cause of fungal infections in humans. Limitations of antifungals
used in treatment are reported in the literature. Prolonged treatment often leads to drug resistance,
necessitating alternatives to conventional antimicrobial therapy. In this context, the aim of this study was to
evaluate the antifungal activity of ferulic acid (FA), nicotinamide (NAM), and the FA:NAM combination against
strains of Candida albicans, Candida tropicalis, and Candida krusei, and to determine their mode of action and
synergistic effect when combined with the synthetic antifungal nystatin.

Materials and Methods: The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using a microdilution
technique, and the minimum fungicidal concentration (MFC) was determined via subculture sowing. The mode
of action of AF, NAM e AF:NAM was established by verifying fungal growth in the presence of sorbitol or
ergosterol. The fractional inhibitory concentration index (FIC) was determined using the checkerboard method.
Results: NAM and the FA:NAM combination exhibited antifungal effects against C. albicans. The antifungal test
results remained unchanged in the presence of ergosterol; however, the MIC value of the FA:NAM combination
against C. albicans increased eightfold (125 to 1000 ug/mL) in the presence of exogenous sorbitol. The
combination of the test substances and nystatin showed no antagonism, allowing for the association of these
compounds in the treatment of fungal infections.

Conclusion: It was found that NAM and the AF:NAM mixture have a fungicidal effect on Candida species and
show no antagonism when combined with nystatin.

Key Word: Ferulic Acid; Nicotinamide; Antifungal; Candida spp.; Caspofungin.
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I.  Introduction
Candidiasis is the infection caused by members of the fungal genus Candida, which is part of the
commensal microbiota and is an opportunistic pathogen for humans. It is often associated with the mortality of
susceptible individuals, including elderly patients, oncology patients, transplant recipients, and
immunosuppressed individuals!22.

This genus includes Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida guilliermondii,
Candida dubliniensis, Candida auris, and Candida krusei. Collectively, these species are the causative agents of
non-albicans candidiasis. Despite this, many studies have shown that systemic infections by Candida albicans
(C. albicans) have a higher gross mortality rate, reaching approximately 40%%345

Ferulic acid (FA) is a phenolic compound found in plants, fruits, and vegetables. It is known to be a potent
antioxidant that plays a crucial role in maintaining human health and preventing various diseases. Free radicals
generated through oxidation in the body lead to prolonged cellular damage, which can cause cancer and/or
exacerbate conditions such as diabetes, hypertension, circulatory problems, inflammation, etc. Therefore, the
consumption of antioxidants is essential to prevent these chronic diseases caused by free radicals.
Simultaneously, the prevention of fungal diseases is equally important for better control of human
hea|th6,7,8,9,10,11,12_

It is known that there are some difficulties regarding the bioavailability of phenolic acids because they are
hydrophobic compounds, and this directly affects their therapeutic potential when administered orally. In view
of this, new technological strategies have emerged to enhance this issue and improve their pharmacological
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properties, such as co-crystals. Co-crystals are homogeneous crystalline structures formed by the union of two or
more substances in a single crystalline phasel®3.14.15.16,

Co-crystals of ferulic acid (AF) are well-documented in the literature with pharmacological, therapeutic,
and food potential. Therefore, the synergy of FA with other molecules, as well as with nicotinamide, seems to be
quite promising'781%20 FA has shown in vitro antifungal activity by inducing apoptosis in C. albicans and
Candida glabrata fungi, with more significant results when evaluated in combination with caspofungin,
exhibiting a synergistic effect?!.

Nicotinamide (NAM) is an amide form of vitamin B3, known as a safe agent that can be used in the
treatment of various diseases. It has been reported that NAM exhibits antimicrobial activities, inhibiting the
growth of Plasmodium falciparum, Mycobacterium tuberculosis, human immunodeficiency virus (HIV), and
also shows significant antifungal activity against C. albicans, including fluconazole-resistant
iSO|at6322'23'24'25'26'27.

In this context, this study aimed to evaluate the antifungal activity of the substances FA and NAM
individually, as well as the mixture of FA with NAM (FA:NAM) against different Candida spp. It also
investigated the mechanisms of action and the potential synergistic effect with the antifungal nystatin.

1. Material And Methods
Microorganisms and molecules
Reference Candida spp. strains were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA): C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 750, and C. krusei ATCC 6258. Nystatin,
Caspofungin, Tween 80%, and ergosterol were obtained from Sigma-Aldrich® Chemical Co. d-sorbitol
anhydrous from INLAB® (S&do Paulo, Brazil). Ferulic acid (FA) was purchased from Pharmanostra (China), and
nicotinamide (NAM) from Purifarma (Brazil). All raw materials presented purity greater than 99.5%.

Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration
(MFC)

The MIC was determined by the microdilution technique, as previously described by the adapted
method from the Clinical and Laboratory Standards Institute?®. Briefly, the biological activity of the test
molecules was analyzed on Candida spp. strains through the serial microdilution technique in 96-well plates.
Initially, the fungi were incubated in the presence of the test molecules diluted with DMSO and sterile distilled
water (vehicle), analyzing the concentration range from 1000ug/mL to 7.8ug/mL for each molecule or mixture.
Negative controls consisted of incubating Candida spp. strains only with the vehicle and/or culture medium.
Nystatin (48 - 0.37ug/mL) was used as a positive control. After 24h at 35 + 2°C, visible microbial cell growth
was evaluated both qualitatively and using the TTC dye (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, USA). MIC was defined as the lowest concentration of the test substance that inhibits visible
microbial growth.

Antifungal Mechanism of Action

Action of FA, NAM, and FA:NAM mixture on fungal cell wall and membrane (Sorbitol test): For this
assay, the MIC value was defined as the lowest concentration of the substance that inhibits visible microbial
growth in the presence of sorbitol (D-sorbitol anhydrous) (INLAB, S3o Paulo, Brazil). The microdilution
technique was used to compare the MIC values of the compounds against C. albicans ATCC 60193, C.
tropicalis ATCC 750, and C. krusei ATCC 6258 strains in the absence and presence of 0.8M sorbitol. The plates
were incubated at 35°C, and readings were taken 24 hours after incubation. The positive control for this assay
was caspofungin at an initial concentration of 4.0ug/mL (caspofungin diacetate - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), which is known to disrupt the yeast cell wall. Based on sorbitol's ability to act as an osmotic protector in
the fungal cell wall, higher MIC values in the presence of sorbitol (standard medium) suggest that the cell wall is
a likely cellular target of the compound under analysis.

Action of FA, NAM, and FA:NAM mixture on the fungal cell membrane effect (Ergosterol test): For
this assay, the MIC was defined as the lowest concentration of the substance that inhibits visible microbial
growth in the presence of exogenous ergosterol. The assay was performed using the microdilution technique in
the presence of exogenous ergosterol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil) at a concentration of 1008uM. The
strains used in this test were C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 750, and C. krusei ATCC 6258. The
plates were incubated at 35°C, and readings were taken after 24 hours. Nystatin was used as a positive control at
an initial concentration of 48 pug/mL due to its known activity on yeast cell membranes, binding to membrane
sterols and thereby disrupting membrane permeability.
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Growth Kinetics

Growth curves were employed to analyze the minimum time required for the initiation of microbial
growth. In a flat-bottomed 96-well microdilution plate, each well received the culture medium (RPMI), followed
by the substances FA, NAM, and FA:NAM at concentrations corresponding to MIC and 2x MIC. Then, 100uL
of C. albicans ATCC 60193 yeast inoculum (2.5 x 103 CFU/mL) was added to each well. The plates were
incubated for 24 hours at 352C in a microplate reader (BIOTEK-EON), and absorbance values were read at
530nm every hour. Nystatin (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP) was used as a positive control in assays at
concentrations ranging from 1.5 to 12 pg/mL (1.61pM to 12.9uM). A growth control of the strain was also
performed.

Synergy Assay — Checkerboard Method

The effect of the test substances alone and in combination with nystatin was determined using the
checkerboard technique to derive the Fractional Inhibitory Concentration (FIC) index. Solutions of test products
at certain concentrations (determined by their respective MICs) were used. Initially, 100uL of SDB was added to
the wells. Then, 50uL of each test product at various concentrations (MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC, MIC =+
2, MIC + 4, and MIC + 8) were added horizontally (the substances under analysis) and vertically (nystatin).
Finally, the fungal inoculum from the tested strains was added (2,5 x 103 UFC/mL). Growth and sterility
controls were also performed. Results were visually read, and fungal growth was shown using the TTC dye. The
assay was conducted in triplicate, and the microplate was incubated for 24 hours at 35°C 2°%, The FIC index
was calculated as the sum of FIC A + FIC B, where A is the test substance, and B is nystatin. FIC A, in turn, is
calculated using the MIC A combined/MIC A alone ratio, while FIC B = MIC B combined/MIC B alone ratio.
This index was interpreted as follows: synergy (<0.5), additivity (0.5-1.0), indifference (>1), or antagonism
(>4.0).

Statistical analysis

All assays were performed in triplicate in three independent experiments. Descriptive and inferential
statistical analysis was conducted using appropriate tests with a significance level of 5%. Growth kinetics assays
were carried out using GraphPad Prism® version 7.3 (GraphPad Software Inc., USA).

I11. Result
Determination of MIC and MFC
Table 1 shows the results of the assay for determining the antifungal activity of the studied substances.
NAM exhibited better results in both MIC (250ug/mL) and MFC (250ug/mL) against the C. albicans strain and
maintained this outcome when combined with FA:NAM (250ug/mL). The MIC/MFC ratio indicated that the
substances are fungicidal against the studied strains.

Table 1: Antifungal activity of substances (FA, NAM, and FA:NAM mixture) against Candida spp.

Strains
Substances C. albicans C. tropicalis C. krusei
CFM/ CFM/ CFM/
CIM CFM CIM CIM CFM CIM CIM CFM CIM

FA 1000 1000 1 2000 2000 1 2000 2000 1
NAM 250 250 1 1000 1000 1 1000 1000 1
FA:NAM 250 250 1 1000 1000 1 1000 1000 1
Nystatin 15 15 1 15 15 1 15 15 1

Antifungal Mechanism of Action

The results showed that the antifungal properties of the substances are not related to the exogenous
ergosterol pathway. In contrast, the antifungal properties of NAM and the FA:NAM mixture are related to the
biosynthetic pathways of the cell wall; given that, the results showed that the MIC value against C. albicans
increased fourfold for NAM (125 to 500ug/mL) and eightfold for the FA:NAM mixture (125 to 1000pg/mL)
(Table 2). While in C. tropicalis, the MIC increased fourfold (500 to 2000ug/mL) for both NAM and the
FA:NAM mixture (Table 3). This indicates that NAM and the FA:NAM mixture seem to act on the fungal cell
wall, suggesting this mechanism as one of the possible targets. The caspofungin result worked as expected; the
MIC value in the absence of sorbitol was 0.062ug/mL and increased significantly when in contact with sorbitol,
presenting a value of 1.0ug/mL. Therefore, its mechanism of action via the fungal cell wall is confirmed.
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Table 2: Effect of exogenous sorbitol (0.8 M) on the MIC of the molecules and caspofungin in the absence and
presence of sorbitol (0.8 M) against the C. albicans strain ATCC 60193

C. albicans
AF NAM FA:NAM caspofungin
Concentration Absence Presence Concentration Absence Presence Concentration Absence Presence Concentration Absence Presence
(ug/mL) of of (ug/mL) of of (ug/mL) of of (ug/mL) of of
HO sorhitol sorbitol K9 sorhitol sorhitol HO sorhitol sorbitol HO sorbitol sorbitol
4000 - - 4000 - - 4000 - - 4 - -
2000 - - 2000 - - 2000 - - 2 - -
1000 - - 1000 - - 1000 - + 1 - +
500 + + 500 - + 500 - + 0.5 - +
250 + + 250 - + 250 - + 0,25 - +
125 + + 125 + + 125 + + 0,125 - +
62,5 + + 62,5 + + 62,5 + + 0,062 + +
31,25 + + 31,25 + + 31,25 + + 0,031 + +

Observations: +, fungal growth; -, absence of fungal growth.

Table 3: Effect of exogenous sorbitol (0.8 M) on the MIC of the molecules and caspofungin in the absence and presence of
sorbitol (0.8 M) against the C. Tropicalis strain ATCC 750

C. tropicalis
AF NAM AF:NAM caspofungina
Concentration Absence Presence Concentration Absence Presence Concentration Absence Presence Concentration Absence Presence
(ug/mL) o o (ug/mL) o o (ug/mL) o o (ug/mL) o o
sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol
4000 - - 4000 - - 4000 - - 4 - -
2000 - - 2000 - + 2000 - + 2 - -
1000 + + 1000 - + 1000 - + 1 - +
500 + + 500 + + 500 + + 0.5 - +
250 + + 250 + + 250 + + 0,25 - +
125 + + 125 + + 125 + + 0,125 - +
62,5 + + 62,5 + + 62,5 + + 0,062 + +
31,25 + + 31,25 + + 31,25 + + 0,031 + +
Observations: +, fungal growth; -, absence of fungal growth
Growth kinetics
It is known that an ideal microbial growth curve should be measured through a graph that expresses the
number of viable cells over time, i.e., the recording of countable cells at certain time intervalss..
Our growth Kinetics assay indicated that FA started to inhibit the growth of C. albicans ATCC 60193
after the 92th hour of incubation, while NAM and the FA:NAM mixture showed inhibition starting from the 82th
hour (Figures A, B, C), for any evaluated concentration. This result is consistent with others already reported in
the literature, reinforcing the fungicidal effect of the substances??’.
Figure A Figure B
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Figure C
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2 4 6 8 10 1214 16 18 20 22 24 (h)

Synergy Assay — Checkerboard Method

The combination of antifungals has been widely investigated due to its advantages in combating
resistant infections. It increases effectiveness against target pathogens, minimizes the emergence of fungal
resistance, and expands the spectrum of action. Consequently, it reduces the duration of antifungal therapy and
shortens mortality rates®>%,

Based on the combination assay, it was observed that there was no reduction in MIC values for C.
albicans ATCC 90028 for the test substances. Considering that the Fractional Inhibitory Concentration Index
(FICI) was equal to 0.5, it is evident that the combination of FA, NAM, FA:NAM, and nystatin exhibited an
indifferent effect. These results are described in Table 4.

The above-mentioned results indicate relationships of indifference and consequently, the absence of
antagonism among the tested compounds, suggesting the possibility of combining these compounds in the
treatment of fungal infections without interfering with each other's mechanisms of action. However, further in
vitro and in vivo studies are needed to understand the safety and efficacy of this combination, supporting our
hypothesis.

Table 4. Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) after combination between AF, NAM e
AF:NAM and Nystatin on C. albicans strain ATCC 90028

Fractional Inhibitory Concentration FICI=FICA + FICg
(FIC)
FA FICA=0,5 1 (Indifferent)
NAM FICA=0,5 1 (Indifferent)
FAINAM FICA=0,5 1 (Indifferent)
Nystatin FICg=0,5
Synergism: FICI <0,5; Indifferent 0,5 < ICIF < 4; antagonism >4

IV. Discussion

With the aim of studying the antifungal action of plant-derived products, we evaluated FA, NAM, and
the combination of these two substances. FA, as a representative of phenolic compounds, exhibits various
biopharmacological activities reported in the literature®3%123 Similarly, NAM also has therapeutic effects on
various diseases, including anti-inflammatory action3>%,

To enhance the effect of FA, by improving its solubility and consequently availability, we suggest that
the combination with NAM could increase aqueous solubility. In our study, we aimed to explore the opportunity
to combine these compounds, and them with nystatin, with the intention of increasing the efficacy of the
anticandida medication. The effect against Candida spp. and the mechanisms of action in anticandida activity
were investigated. No study has evaluated the effect of combining FA with NAM and the FA:NAM mixture
with nystatin on C. albicans, C. tropicalis, and C. krusei until now.
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FA is a promising fungicide for food preservation, demonstrating efficacy against Fusarium
graminearum by inhibiting ergosterol synthesis in the cell membrane in a dose-dependent manner. The fungal
cell membrane is a crucial target for FA to exert its antifungal effect, supported by the loss of membrane
integrity, leakage of cytoplasmic content, and the absence of essential components for membrane synthesis®. It
also inhibited and induced resistance against P. expansum in apples by biosynthesizing secondary metabolites in
the phenylpropanoid metabolism, increasing gene expressions, and activities of enzymes involved in reactive
oxygen species (ROS) metabolism3.

Many plant secondary metabolites have antifungal and immunomodulatory effects. For instance,
chlorogenic acid exhibits antifungal effects against phytopathogenic fungi through a mode of action dependent
on ROS and alteration of fungal cell membrane permeability. Another phenolic acid, gallic acid, has antifungal
effects against C. albicans, and FA shows anti-inflammatory action in bovine endometrium, primarily reducing
pro-inflammatory cytokines. Therefore, plant secondary metabolites, particularly phenolic acids, have the
potential for developing new antifungals3®+°,

The fungal cell wall plays a crucial role in protecting the cell from lysis and is important in
pathogenesis. The main structural components of the fungal cell wall include B-glucans, chitin, and
mannosylated proteins (manoproteins), which are efficiently regulated during cell growth*. Phenolic
compounds isolated from V. vinifera have shown a strong ability to bind to proteins or glycoproteins. For
example, caffeic acid in C. albicans inhibits the activity of the isocitrate enzyme, which is a key enzyme in the
glyoxylate cycle and is an important virulence factor*.

Femonstrated that NAM treatment led to a decrease in the level of mannose in the outer layer of the cell
wall and an increase in chitin; moreover, it can expose the underlying B-glucan in the intermediate layer of the
cell wall?’. Previously, it was observed that agents affecting one component of the fungal cell wall often lead to
modification of other cell wall components to compensate and try to maintain wall integrity. Therefore, our
result corroborates with reports from the literature, as we showed that the FA:NAM mixture has a fungicidal
effect by acting on the cell wall of C. albicans and C. tropicalis®.

Indeed, it seems that this effect was due to NAM since FA alone did not demonstrate a direct action on
the cell wall. However, when we analyzed the FA:NAM mixture in C. albicans, the MIC was higher than when
exposed only to NAM; taken together, these data suggest that FA contributed to greater stress on the fungal cell
wall. Another polyphenolic compound, quercetin, acts as an antifungal against C. albicans through a combined
action damaging cell wall integrity, increasing permeability, and causing cell wall damage*.

The study of the synergistic action of substances has been one of the possibilities to combat infections
resistant to antifungals. Synergisms have been found between caffeic acid and fluconazole, thymol with nystatin,
fluconazole with nystatin, and the essential oil of Mentha suaveolens with antifungal drugs against C.
albicans*>#64748 In our study, there was no synergistic effect of FA, NAM, or the FA:NAM mixture with
nystatin. Despite this, the data show indifferent relationships and, consequently, an absence of antagonism,
opening perspectives for the combination of these compounds for future use in the treatment of fungal
infections.

Therefore, further in vitro and in vivo research is necessary for a more conclusive understanding of the
suitability of FA and NAM as potential antifungal agents. New findings may assist in identifying interesting
drug combinations with novel mechanisms of action.

V. Conclusion
In conclusion, this study demonstrated the fungicidal effect of FA and NAM on Candida spp. We consider
that these effects are likely due to nicotinamide, but it is worth noting that the mechanism of action on the fungal
cell wall and the time of inhibition of fungal growth were better when the FA:NAM mixture was used.
Substantial evidence is available regarding the synergistic effect of ferulic acid and existing antifungal agents,
which may become a promising anticandidal treatment. This study evaluated the combination of plant-derived
substances and opened up different possibilities for the treatment of fungal infections against Candida species.
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ABSTRACT

The study addresses the properties of ferulic acid (FA) and nicotinamide (NAM), which are
widely explored due to their antioxidant and anti-inflammatory effects, beneficial for
cosmetic and pharmaceutical applications. The objective was to assess the toxicity of these
substances, both in silico and in vitro, to predict safety and efficacy. Using software such as
Molinspiration© and admetSAR®, pharmacokinetic properties, including absorption and
toxicity, were calculated. The in vitro analyses involved cytotoxicity assays in human
erythrocytes and antibacterial activity tests. Results indicated that both compounds comply
with Lipinski's “Rule of 5,” suggesting potential for adequate absorption. Regarding toxicity,
FA and NAM showed low human toxicity, though FA exhibited considerable environmental
toxicity. In vitro tests revealed that FA demonstrated bacteriostatic activity against Gram-
positive bacteria and a dose-dependent effect on human erythrocytes, with higher hemolysis
observed at high concentrations. Additionally, FA provided effective sun protection, reaching
a sun protection factor (SPF) of 25.01 at all tested concentrations. It is concluded that FA and
NAM have promising safety and efficacy profiles, with FA standing out as a potential
photoprotective and antimicrobial agent, while NAM exhibits neuroprotective properties due
to its permeability through the blood-brain barrier.

Keywords: Ferulic Acid, Nicotinamide, Toxicity, ADMET, Cytotoxicity, Photoprotection.
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RESUMO

O estudo aborda as propriedades do 4&cido ferdlico (AF) e da nicotinamida (NAM),
amplamente explorados devido aos efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios que séo Uteis em
aplicacbes cosméticas e farmacéuticas. O objetivo foi avaliar a toxicidade dessas substancias,
tanto in silico quanto in vitro, visando prever seguranca e eficacia. Utilizando softwares como
Molinspiration© e admetSAR®, foram calculadas propriedades farmacocinéticas, incluindo
absorcéo e toxicidade. As analises in vitro envolveram ensaios de citotoxicidade em hemaécias
humanas e testes de atividade antibacteriana. Resultados apontaram que ambos 0s compostos
estdo em conformidade com a “Regra dos 5” de Lipinski, indicando potencial para absorcéo
adequada. Em relacgdo a toxicidade, AF e NAM apresentaram baixa toxicidade humana, mas o
AF mostrou uma toxicidade ambiental consideravel. Nos testes in vitro, o AF demonstrou
atividade bacteriostatica frente a bactérias Gram-positivas e apresentou efeito dose-
dependente em hemacias humanas, com maior hemolise observada em altas concentragdes.
Além disso, o AF ofereceu protecdo solar eficaz, atingindo um fator de protecdo (FPS) de
25,01 em todas as concentracOes testadas. Conclui-se que o AF e a NAM possuem perfis
promissores de seguranca e eficacia, com o AF destacando-se como um possivel agente
fotoprotetor e antimicrobiano, enquanto a NAM apresenta propriedades neuroprotetoras
devido a sua permeabilidade a barreira hematoencefélica.

Palavras-chave: Acido Ferulico, Nicotinamida, Toxicidade, ADMET, Citotoxicidade,
Fotoprotecao.

RESUMEN

El estudio aborda las propiedades del &cido ferulico (AF) y la nicotinamida (NAM),
ampliamente explorados debido a sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios, Utiles en
aplicaciones cosméticas y farmacéuticas. El objetivo fue evaluar la toxicidad de estas
sustancias, tanto in silico como in vitro, para prever su seguridad y eficacia. Utilizando
software como Molinspiration© y admetSAR®, se calcularon propiedades farmacocinéticas,
incluyendo absorcion y toxicidad. Los andlisis in vitro incluyeron ensayos de citotoxicidad en
eritrocitos humanos y pruebas de actividad antibacteriana. Los resultados indicaron que
ambos compuestos cumplen con la "Regla de 5" de Lipinski, lo que sugiere un potencial de
absorcion adecuado. En cuanto a la toxicidad, AF y NAM mostraron baja toxicidad humana,
aunque el AF presentd una toxicidad ambiental considerable. En las pruebas in vitro, el AF
demostrd actividad bacteriostatica frente a bacterias Gram-positivas y presentd un efecto
dependiente de la dosis en eritrocitos humanos, con una mayor hemolisis observada en
concentraciones altas. Ademas, el AF ofrecio proteccion solar eficaz, alcanzando un factor de
proteccién (FPS) de 25,01 en todas las concentraciones probadas. Se concluye que el AF y la
NAM poseen perfiles prometedores de seguridad y eficacia, destacandose el AF como un
posible agente fotoprotector y antimicrobiano, mientras que la NAM presenta propiedades
neuroprotectoras debido a su permeabilidad en la barrera hematoencefélica.

Palabras clave: Acido Fertlico, Nicotinamida, Toxicidad, ADMET, Citotoxicidad,
Fotoproteccion.
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1 INTRODUCTION
Ferulic acid (FA) and nicotinamide (NAM) are molecules widely studied due to their

bioactive properties, which have potential applications in cosmetic, pharmaceutical, and food
products (Cavalcanti et al., 2021; Kumar et al., 2024). FA is a phenolic compound found in
various plants, with antioxidant effects that help protect cells against oxidative damage,
enhancing the body's defense against chronic diseases (Losada-Barreiro et al., 2022). On the
other hand, NAM plays a crucial role in the synthesis of NAD*, an essential coenzyme in
energy metabolism and the maintenance of cellular integrity (Morganti et al., 2023). The
combined use of these molecules has been explored for their potential synergy in antioxidant
and anti-inflammatory properties, benefiting different areas of biomedical research (Danila et
al., 2024; Kumari et al., 2024).

However, for the safe application of these molecules, it is essential to investigate their
non-clinical toxicity, especially through in silico and in vitro assays, which provide initial
safety information without the immediate need for human studies (Wu et al., 2020; Bassan et
al., 2021; ). In silico assessments use computational tools, such as Molinspiration© and
admetSAR®© software (ADMET:Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and
Toxicity), which allow the prediction of pharmacokinetic and toxicological properties of
compounds before conducting laboratory assays (Palmeira et al., 2019). This approach is
cost-effective and efficient, providing essential data for the safe direction of experimental
studies (Lima et al., 2024).

In parallel, in vitro assays are widely used to investigate the toxicity on eukaryotic and
prokaryotic cells, including erythrocytes and bacteria, as a way to understand the effects these
compounds may have on specific biological systems (Morganti et al., 2023). These in vitro
tests complement in silico assessments, allowing for a more detailed characterization of the
toxicity and potential safety of these compounds (Lima et al., 2024).

Therefore, our objective was to evaluate AF and NAM in silico and in vitro to
determine their molecular properties, ADMET profiles, and identify possible antibacterial and

sun protection effects.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 IN SILICO ANALYSIS
2.1.1 Molinspiration©

Cheminformatics has emerged as a powerful tool in evaluating the molecular
properties of bioactive compounds. In this study, we used the Molinspiration© software to
calculate crucial molecular properties, such as the ethanol-water partition coefficient
(miLogP) and the topological polar surface area (TPSA). The miLogP coefficient indicates a
compound’s lipophilicity, influencing its absorption and distribution in the body, while the
TPSA provides insights into polarity and molecular interaction capacity—key factors for
biological activity (Cocco et al., 2020). These properties are fundamental for compound
screening in pharmaceutical development and for assessing their safety.

Additionally, for a more in-depth visualization, three-dimensional molecular
structures were generated using Galaxy Visualizer. This tool enables graphical representation
of molecules, facilitating the analysis of structural interactions and the prediction of
biological behavior (Lima et al., 2024). For this purpose, the Molinspiration© software was

used, known for its online property calculation tools available at www.molinspiration.com.

2.1.2 admetSAR®

The theoretical toxicity assessment was conducted using the admetSAR®© software,
which provides information on various parameters based on its predictions, including
mutagenic potential according to the Ames test, carcinogenic risk, toxicity in Tetrahymena
pyriformis, acute oral toxicity, class 1l carcinogenicity classification, and the lethal dose 50
(LD50) in rats. This study is based on the in silico screening of ADME/T parameters
(Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity)
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsarl) (CHENG et al.,, 2012). Predictions related to the
'micronucleus test' and 'reproductive toxicity' were calculated in version 2.0 of the
admetSAR©  software, developed by Yang and his team  (2019)

(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar?).

2.2 IN VITRO ANALYSIS
2.2.1 Test Substances
Ferulic acid (FA) was purchased from Pharmanostra (China) and nicotinamide

(NAM) from Purifarma (Brazil). All raw materials had a purity greater than 99.5%.
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2.2.2 Antibacterial Effect

For the evaluation of the antibacterial effect, both Gram-positive and Gram-negative
bacteria from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) and clinical
isolates were used: Staphylococcus aureus 25619, Staphylococcus aureus 25925, Bacillus
clausii O/C (CNCM-1276), Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli 101, 103,
104, 105, 108, and 110. The bacteria were cultured in Luria-Bertani (LB) medium, prepared
with yeast extract, tryptone, and NaCl, and autoclaved.

The bacterial inoculum was adjusted to 0.5 McFarland (1-5 x 10°8 CFU/mL) after
incubation at 37 °C for 24 hours. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined in 96-well plates with serial dilutions of the substances (from 200 to 6.25 pg/mL),
with chloramphenicol and DMSO as controls. After incubation at 37 °C for 24 hours,
resazurin was used to assess bacterial growth, with the MIC being the lowest concentration
that completely inhibited growth.

For the Minimum Bactericidal Concentration (MBC), the MIC dilutions and higher
concentrations were cultured in LB with 1.5% agar. The MBC was considered the lowest

concentration that eliminated bacterial growth after incubation.

2.2.3 Effect on Human Erythrocytes

Human erythrocytes from blood types A, B, and O were obtained from healthy donors
at the Biochemistry Laboratory of the Academic Unit of Biological Sciences, from the Center
of Health and Rural Technology (CSTR) at the Federal University of Campina Grande
(UFCG/PATOS — PB). The handling and disposal of the erythrocytes were carried out in
accordance with the safety standards followed by the mentioned unit. The study was
approved by the Research Ethics Committee of the Integrated Faculties of Patos (FIP), under
approval number 3.653.358, as outlined by Operational Standard No. 001/2013 — Guidelines
for Research Involving Human Beings and Resolution 466/12 — National Ethics Commission
in Research (CONEP) of the National Health Council of the Ministry of Health.

To evaluate the hemolytic effect and osmotic fragility of blood types A, B, and O,
blood was collected, and the erythrocytes were isolated by centrifugation in 0.9% NacCl
solution and suspended to a final concentration of 0.5%.

For the hemolytic test, the substances were added to the erythrocyte suspension at

concentrations of 50, 100, 500, and 1000 pg/mL. Negative (no substance) and positive (1%
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Triton X-100) controls were included. After incubation at 22°C for 1 hour, hemolysis was
measured by spectrophotometry at 540 nm.

In the osmotic fragility analysis, the erythrocytes were incubated with the substances
at the same concentrations, and after centrifugation, they were resuspended in 0.24% NaCl
solution. Hemolysis was again quantified by spectrophotometry at 540 nm. All tests were

performed in triplicate, and the results were expressed as percentage mean values.

2.2.4 Determination of Sun Protection Factor (SPF) Effect

The determination of the sun protection factor (SPF) was performed using the
spectrophotometric method adapted by Mansur. The samples, containing the test substances,
were prepared at a final concentration of 3 mL and diluted in ethanol. Initially, the fractions
were solubilized in deionized water, vortexed, and then diluted in an alcoholic solution
(ethanol, analytical grade). Absorbances were measured using a spectrophotometer with
quartz cuvettes in the UV range (290 to 320 nm), with readings taken every 5 nm. The
absorbance values obtained were inserted into the equation adapted by Mansur, which relates
the erythematogenic effect (EE) to the intensity of radiation (I). The tests were performed in
triplicate. The mathematical equation used in Mansur's method is based on Mansur et al.
(1986). )

320
Spectrophotometric SPF = FC Z EE(A). I(A). Abs(A)

290
Where:

FC = correction factor (= 10);
EE(ML) = erythematogenic effect of solar radiation at each wavelength (A);
I(A) = intensity of solar radiation at each wavelength (A);

Abs(L) = absorbance reading obtained from the sample at each wavelength (A).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1.1. THEORETICAL MOLECULAR PROPERTIES - Molinspiration©

According to Lipinski's "Rule of 5," which suggests that a molecule should meet ideal
values in four parameters, each being multiples of 5, in order to be a good drug, FA and
NAM did not violate any of the required criteria. Both substances met the established

parameters analyzed by the Molinspiration© cheminformatics tool, as shown in Table 1.
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Table 1. Molecular properties of the test substances according to Molinspiration©

MOLECULAR PROPERTIES FA NAM
number of violations of Lipinski's Rule of 5 (nviolations) 0 0
molecular mass (daltons) 194,16 122,13
miLogP 1,25 0,28
number of hydrogen bond donos (hnOHNH) 2 2
number of oxygen and nitrogen atoms (nON) 4 3

Legend: The table shows the number of violations of Lipinski's Rule of 5 (nviolations), molecular mass
(daltons), miLogP, number of hydrogen bond donors (nOHNH), and number of oxygen and nitrogen atoms
(nON) for FA and NAM. Both substances meet the criteria for drug-like molecules with no violations of the
Rule of 5. Source: Nunes et al., 2023.

Both compounds met the recommended limit of 500 daltons, a factor that favors
absorption. The miLogP values were within the ideal limit for human absorption (miLogP <
5) (Oyanna; Clarke, 2024). These parameters suggest that both FA and NAM have suitable
characteristics for absorption. It is known that lipophilic compounds with a LogP between 1
and 3 tend to exhibit better bioavailability profiles in in vivo studies, as well as reduce the
likelihood of rapid elimination by the body (Oyanna; Clarke, 2024).

In addition to its pharmacokinetic relevance, LogP is considered a central parameter in
the evaluation of the environmental fate of chemical compounds, helping to understand the
persistence and bioaccumulation of substances in aquatic and terrestrial ecosystems (Zeng et
al., 2024).

Recent studies emphasize the accuracy of computational tools for predicting LogP,
such as the Molinspiration© software, whose correlation with experimental LogP values has
been demonstrated across various classes of chemicals (Madden et al., 2020; Kumar et al.,
2022). These findings reinforce the reliability of miLogP for in silico modeling in
pharmacological and environmental studies.

For good cellular permeability and oral absorption, the rule suggests that the molecule
should have no more than 5 hydrogen bond donors and 10 hydrogen bond acceptors (Das;
Mehta; Nayak, 2020). The test compounds have donor and acceptor values within these
limits, indicating that they can efficiently cross cell membranes. With ideal numbers of
nOHNH and nON, AF and NAM are more balanced between lipophilicity and water
solubility, enhancing their bioavailability and absorption by the body (Wu et al., 2020).

Molinspiration© also generates molecular structures in 3D visualization from the
SMILES notation (Simplified Molecular Input Line Entry System), allowing for an accurate

three-dimensional representation. In the CPK 3D model, each atom is represented by a sphere
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with a size proportional to its van der Waals radius, facilitating the visualization of the
molecule's shape and volume. In this system, distinct colors are assigned to different chemical

elements, providing an intuitive and detailed visual differentiation (Figures 1.a and 1.b).

Figure 1.a: Molecular structure of FAin CPK 3D Figure 1.b: Molecular structure of NAM in CPK
visualization, generated in  Molinspiration’s 3D visualization, generated in Molinspiration’s
Galaxy Visualizer. Legend: The structure displays  Galaxy Visualizer. Legend: The arrangement of
atoms in conventional coloring: oxygen in red, atoms emphasizes the spatial configuration of the
carbon in gray, and hydrogen in white, molecule, with the presence of an amide group and
highlighting the spatial profile of the molecule. a pyridine ring structure. Source: Nunes et al.,
Source: Nunes et al., 2024. 2024.

3.1.2. THEORETICAL TOXICITY - admetSAR©®

To predict the ADMET profile of the compounds, the online platform admetSAR©
was used. The chemical structures of the compounds were submitted for analysis in SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry System) format, allowing for a detailed evaluation of
parameters: Absorption (ability to cross the blood-brain barrier, intestinal absorption, cell
permeability, and interaction with P-glycoprotein (Graph 1); Distribution (subcellular
localization — Graph 2); Metabolism (interaction with cytochrome P450 enzymes); Excretion
(biodegradability); and Toxicity (human and environmental).

Graph 1 shows that the absorption profiles of FA and NAM vary, reflecting
differences in their molecular characteristics and interactions with physiological barriers.
NAM has a higher permeability to the blood-brain barrier (BBB) compared to AF, with
values around 80% and 60%, respectively. This profile suggests that NAM has a greater
potential for distribution to the central nervous system (CNS). The ability to cross the BBB is
crucial for substances targeting the CNS, such as medications for neurological disorders
(Maiese et al., 2021).

NAM also stands out in studies of neuroprotection and DNA repair, as it can activate
sirtuins and participate in DNA damage recovery, suggesting a role in therapies for

neurodegenerative diseases and conditions related to cellular aging (Maiese et al., 2021).
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Graph 1. Comparison of absorption parameters

Absorption Parameters Comparison
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Legend: The graph shows the percentage of each compound's permeability across three different barriers: the
Blood-brain Barrier (BBB), Human Intestinal Absorption (HIA), and Caco-2 Permeability. Source: Nunes et al.,
2024,

However, for compounds like FA, which are more focused on antioxidant and anti-
inflammatory systemic effects, permeability to the blood-brain barrier (BBB) may not be an
essential requirement for human intestinal absorption (HIA). Both compounds show
significant absorption, with FA recording a higher value of nearly 90%, compared to
approximately 80% for NAM. This data is promising, as it indicates that both compounds are
well absorbed in the gastrointestinal tract, a desirable characteristic for orally administered
compounds. Studies show that FA has good intestinal absorption but is rapidly metabolized in
the liver and intestine, which may limit its systemic bioavailability despite its high initial
absorption (Zheng et al., 2024). In the case of FA, it appears to act as modulators in oxidative
and inflammatory pathways, offering cellular protection (Ye et al., 2022; Silveira et al., 2023;
Dos Santos Nunes et al., 2024).

Regarding Caco-2 permeability, it was observed that both compounds exhibit
favorable behavior, but FA still has a relative advantage compared to NAM. Thus, FA's
higher permeability in Caco-2 cells reinforces its elevated bioavailability in the
gastrointestinal tract, corroborating the HIA data. This suggests that this pharmacokinetic
property may be associated with its lower molecular weight and spatial distribution, which
favors passive diffusion (Ling et al., 2023).
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Graph 2 represents the subcellular location, showing a pie chart that illustrates the
percentage of FA and NAM. The results indicate that FA has a greater presence in the
mitochondria compared to NAM, and this difference in location may suggest that the acid has
more relevant or specific functions in the mitochondria, which could influence its biological
effect, especially in processes related to cellular metabolism, energy production, its
antioxidant role, and cellular protection (Ye et al., 2022; Silveira et al., 2023).

Graph 2. Subcellular Location of the Compounds

Mitochondrial Localization of Compounds

Nicotinamide
44.5%

55.5%
Acid Ferulic

Legend: The pie chart shows the percentage of FA and NAM in mitochondria, indicating that FA has a greater
presence in this cytoplasmic organelle compared to NAM. Source: Nunes et al., 2024.

For a better comparison of the metabolism, toxicity, and excretion data of the
compounds, the results are presented in Table 2.

Although both compounds are safe from a human toxicity perspective, FA exhibits
high environmental toxicity, particularly for aquatic species. This suggests the need for
caution when discarding or using it in applications that may lead to environmental pollution.
While NAM is less toxic to the environment, it is not biodegradable, which could lead to

bioaccumulation issues if not properly managed (Table 2).
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Table 2. Metabolism parameters, toxicity, and biodegradability of the compounds

PARAMETERS FA NAM

CYP450 metabolism: CYP2C9 (Substrate) No (74,64%) No (73,95%)
CYP450 metabolism: CYP2C9 (Substrate) No (89,22%) No (78,89%)
CYP450 metabolism: CYP2C9 (Substrate) No (62,89%) No (76,13%)
CYP450 metabolism: CYP2C9 (Substrate) No (75,13%) No (70,84%)
CYP450 metabolism: CYP2C9 (Substrate) No (57,93%) No (90,77%)

Ames toxicity Non-toxic (91,32%) Non-toxic (91,75%)
Carcinogenicity Non-carcinogenic (90,76%) Non-carcinogenic (84,04%)
Fish Toxicity (FHMT) High (93,25%) Low (82,94%)

Bee Toxicity (HBT) High (76,40%) Low (77,65%)
Biodegradability Yes (75,54%) No (93,90%)

Legend: This table presents a comparison between two groups (FA and NAM) regarding various toxicological
and environmental parameters. The columns indicate the presence or absence of specific characteristics for each
parameter, followed by the corresponding percentage for each group. The parameters include CYP450
metabolism (CYP2C9), Ames toxicity, carcinogenicity, fish toxicity (FHMT), bee toxicity (HBT), and
biodegradability. The data reflect differences in toxicity and biodegradability characteristics between the groups,
with higher toxicity for fish and bees in the FA group, and a higher biodegradability rate in the FA group
compared to NAM. Source: Nunes et al., 2024.

3.2.1. ANTIBACTERIAL ACTIVITY

The antibacterial activity results of AF and NAM were determined using the MIC and
MBC by broth microdilution. The compounds did not show bactericidal effects against the
tested ATCC strains of Staphylococcus aureus and clinical Escherichia coli isolates.
However, a bacteriostatic effect was observed against the Enterococcus faecalis ATCC 29212
and Bacillus clausii O/C (CNCM-1276) strains (Table 3). The combination of AF and NAM
did not alter the MIC and MBC values for the tested strains, indicating that there was no
synergistic effect or enhancement of the bacteriostatic efficacy, although the MIC values for
NAM were lower.

Table 3. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of AF and
NAM against bacterial strains.

FA NAM FA associated with NAM
Bacterial strain MIC (ug/mL) MBC (ug/mL) MIC (ug/mL) MBC (ug/mL) MIC (ug/mL) MBC (ug/mL)
Enterococus

1.100 1.100 1.000 1.000 1.100 1.100
fecallis ATCC 29212
Bacillus clausii O/C (CNCM-1276)  1.100 1.100 1.000 1.000 1.100 1.100

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
values of FA, NAM and their combination (FA associated with NAM) against Enterococcus
faecalisSATCCBacillus clausii O/C (CNCM-1276). Source: Nunes et al., 2024.
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NAM showed a better effect on the bacteria; although the pro-oxidant effect of FA has
already been reported, generating reactive oxygen species (ROS) inside bacterial cells,
leading to oxidative stress that interferes with cell division and metabolic processes in Gram-
positive bacteria (Manta, 2021; Sousa, 2023; Fleck et al., 2023). This oxidative stress
induction mechanism is particularly effective against bacteria that lack robust antioxidant
systems, such as Gram-positive bacteria, which may explain the lack of effect of FA on
Escherichia coli strains (Oliveira, 2020; Dos Santos Nunes et al., 2024).

Generally, Gram-positive bacteria exhibit greater sensitivity to antibiotics compared to
Gram-negative bacteria. This behavior is expected, as Gram-negative bacteria have an
additional outer membrane that acts as a selective barrier, limiting the penetration of various
molecules with the potential to cause cellular damage. Furthermore, the periplasmic space of
Gram-negative bacteria contains enzymes, such as f-lactamases, that hydrolyze and inactivate
exogenous substances, contributing to resistance against a wide range of antimicrobial agents
(Begum et al., 2021).

3.2.2. EVALUATION OF HEMOLYTIC ACTIVITY AND OSMOTIC FRAGILITY

The effect of AF on human red blood cells from blood types A, B, and O was
evaluated, as shown in graphs 3 and 4.

The results of graph 3 suggest that FA has a hemolytic effect on red blood cells from
different blood types (A*, B*, and O"), and this effect increases as the concentration of the
substance rises. FA induces hemolysis in a dose-dependent manner, meaning that low
concentrations of FA (50 and 100 pg/mL) cause little to no hemolysis, while higher
concentrations (500 and 1000 pg/mL) result in significant increases in hemolysis. Blood type
O* is the most susceptible to FA-induced hemolysis, especially at concentrations of 1000

pg/mL.
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Graph 3. Hemolytic activity of FA on human red blood cells
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Legend: The graph shows the dose-dependent hemolytic effect of FA on red blood cells from blood types A*,
B*, and O*. Higher concentrations of FA (500 and 1000 pg/mL) result in a significant increase in hemolysis,
with blood type O* being the most susceptible, particularly at 1000 pg/mL. Lower concentrations (50 and 100
pg/mL) cause minimal or no hemolysis. Source: Nunes et al., 2024.

In Graph 4, we observe that AF, especially at 1000 pg/mL, demonstrates considerable
protection in red blood cells, suggesting a potential protective effect on red blood cells from
blood types A*, B*, and O*. These findings may indicate that FA has membrane-stabilizing
properties that increase with dose, reducing the susceptibility of red blood cells to rupture.
The effectiveness of FA across different blood types appears to be similar, as all types
showed a significant reduction in hemolysis at higher concentrations.

These results are promising for the use of FA as a potential protective agent in
situations involving oxidative or inflammatory cellular damage, but further studies are needed
to understand the specific mechanism of action and whether the protective effect is
maintained in vivo. Additionally, it would be relevant to investigate the effect of FA at
intermediate concentrations between 500 and 1000 pg/mL, to determine the minimum
effective dose and ensure safe and effective therapeutic application. However, as the
concentration increases, there is a trend toward increased hemolysis, although it remains

below the positive control.
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Graph 4. Evaluation of the osmoatic fragility of FA in human red blood cells
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Legend: Osmotic fragility of AF in human red blood cells. This graph shows the effect of AF on the
Legend: osmotic fragility of human red blood cells. As the concentration of AF increases, the red blood cells'
resistance to hemolysis under varying osmotic conditions is assessed, suggesting potential membrane-stabilizing
properties. The data indicate the dose-dependent effect of AF on red blood cell integrity, with higher
concentrations leading to changes in osmotic fragility. Source: Nunes et al., 2024.

The response profile is similar across blood types A*, B*, and O, suggesting that FA
may have a mechanism of action independent of blood type, although further studies are
needed to confirm this hypothesis. For future applications, it would be important to
investigate the molecular mechanisms underlying this protective effect at low concentrations
and identify the factors that lead to the toxic effect at high concentrations. This could provide
insights into the safe use of FA and help define safe dosages to avoid hemolysis in potential

clinical applications.

3.3.3. EVALUATION OF THE SUNSCREEN PROTECTION FACTOR (SPF) EFFECT OF
FA
Table 4 shows the quantitative results of the sunscreen protection of AF using the

method adapted by Mansur.
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Table 4. Determination of the sunscreen protection factor (SPF) of FA
50pg/mL 100pg/mL  500pg/mL  1000pg/mL

Dynamin 11,974 20,001 25,01 25,01

FA 25,01 25,01 25,01 25,01
Legend: This table shows the SPF values for AF at concentrations of 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL, and
1000 pg/mL, compared with dynamin. At all tested concentrations, AF consistently showed an SPF of 25.01,
while dynamin demonstrated a dose-dependent increase in SPF, with the highest value recorded at 100 pg/mL.
Source, Nunes et al., 2024.

The SPF of FA is 25.01 at all tested concentrations, from the lowest (50 pg/mL) to the
highest (1000 pug/mL). These values suggest that it has a highly effective sunscreen protection
capacity that is not dependent on concentration. From the lowest concentration, FA already
provides the maximum possible UV protection in vitro.

The stability of the SPF of AF at all concentrations suggests that it could be a very
efficient sunscreen filter, capable of offering effective UV protection at low doses. This is
advantageous for product development, as it allows for the use of smaller amounts of FA to
achieve the same level of protection, reducing costs and potential side effects. The fact that
FA does not increase its SPF with higher concentrations suggests that it may have a UV
protection mechanism that quickly reaches its saturation point.

The results suggest that FA is a promising candidate for use in sunscreens due to its
high SPF even at low concentrations. This implies a significant advantage in cosmetic or
skincare formulations, as UV protection can be achieved with smaller doses. Furthermore,
products containing FA could be less harsh on the skin and have a lower chance of inducing

side effects due to the reduced amount of active ingredient required.
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4. CONCLUSION
With this study, it is concluded that:

v FA and NAM exhibit suitable ADMET profiles for different therapeutic applications.
However, the environmental toxicity of FA requires control measures to minimize ecological
damage, and the limited biodegradability of NAM should be considered for prolonged use.
v" FA demonstrated bacteriostatic activity against Gram-positive bacteria. In human red
blood cells, it showed a dose-dependent effect, although it can be considered to have low
harmful potential. Furthermore, AF demonstrates a high potential as an efficient
photoprotective agent, offering maximum UV protection even at low concentrations.
In summary, the results of this in silico and in vitro study indicate that AF and NAM
exhibited relevant biological activity and low toxic potential. Therefore, they can be
considered promising substances for the development and technological innovation of

pharmaceutical products.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho contribuiu de forma pioneira ao aprofundar e ampliar o conhecimento sobre a
associacdo do acido ferdlico (AF) e da nicotinamida (NAM), duas substancias com alto potencial
farmacoldgico, especialmente por suas propriedades antioxidantes. O estudo forneceu dados que
reforcaram a atividade citotdxica dessas substancias frente a micro-organismos patogénicos de
relevancia clinica, utilizando ensaios in vitro, e explorou mais especificamente suas propriedades
fungicidas, antibacterianas e fotoprotetoras.

Embora o AF seja reconhecido na literatura por suas atividades farmacoldgicas promissoras,
um obstaculo significativo identificado foi sua baixa solubilidade em meio aquoso, o que limita sua
biodisponibilidade em formulacdes orais. Essa lacuna foi abordada neste estudo por meio da
investigacao da associacao entre AF e NAM.

O estudo também trouxe evidéncias importantes sobre o efeito sinérgico do AF com a
nistatina, sugerindo que essa combinacdo pode ser uma abordagem vantajosa no tratamento de
infeccdes fungicas, como a candidiase. Embora os resultados preliminares sejam encorajadores, ha
uma necessidade de pesquisas mais abrangentes para validar essas estratégias de tratamento
fungico em contextos clinicos mais amplos.

Os resultados obtidos abrem novas perspectivas para inovacdo tecnolégica e
desenvolvimento de medicamentos com destaque para o potencial uso da associagdo AF em
formulagBes antimicrobianas com baixo potencial téxico. Assim, este trabalho oferece uma importante
contribuicdo ao fornecer dados nao clinicos que podem fundamentar futuras investigagfes cientificas
e o desenvolvimento de novos farmacos.

Adicionalmente, o AF e a NAM demonstraram um efeito fotoprotetor e apresentaram baixa
toxicidade em eritrécitos humanos, indicando que essas substancias podem ser seguras para uso, ao
menos nos modelos avaliados. Essas caracteristicas tornam as subsancias exitosas para aplicacdo
em formula¢des dermatol6gicas e farmacéuticas de fotoprotecao e tratamento de infeccdes.

A partir dos resultados deste estudo, € possivel vislumbrar um horizonte promissor no campo
de desenvolvimento e inovagdo de farmacos. A associacdo entre o acido ferdlico (AF) e a
nicotinamida (NAM) destacou-se como uma abordagem inovadora e estratégica para superar
limitagBes farmacoldgicas tradicionais, como a baixa solubilidade e biodisponibilidade do AF. Esse
avanco ndo apenas possibilita uma maior eficacia terapéutica, mas também amplia as possibilidades
de aplicacao.

Esses resultados reforcam a importancia de investir em estudos translacionais que conectem
descobertas laboratoriais a aplicagdes praticas, possibilitando o desenvolvimento de formulagbes
farmacéuticas inovadoras. O avan¢co no conhecimento sobre as propriedades fotoprotetoras,

antimicrobianas e seguranca dessas substancias fornece bases soélidas para futuro.

Nesse sentido, o trabalho ndo apenas contribui para a ciéncia fundamental, mas também
aponta para uma evolugdo tecnolégica capaz de impactar positivamente a sadde publica. O

desenvolvimento de novos medicamentos a partir dessas descobertas pode oferecer solucdes

72



eficazes, seguras e acessiveis para o tratamento de infec¢des, doencas dermatoldgicas e outros
desafios médicos, destacando o papel da inovacdo como um pilar essencial na criacao de terapias

mais eficazes. Em concluséo, o presente estudo demonstrou que as substancias:

v' Demonstraram serem vantajosas para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos,
com potencial terapéutico significativo.

v' Apresentaram atividade fungicida contra espécies de Candida albicans, atuando por meio de
um mecanismo de acédo que afeta a parede celular dos fungos.

v" Mostraram-se citotoxicas contra 0s micro-organismos patogénicos avaliados, evidenciando
seu poder de combate as infeccdes.

v Exibiram baixa toxicidade em células humanas, indicando um perfil de seguranga animador
para uso terapéutico.
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