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RAMOS, Lilian Maria Damas. Atividade antifungica de 6leo essencial de orégano com
nanoparticulas de prata biologica contra Candida albicans. 2015. 50 f. Dissertacéo
(Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

A nanotecnologia tem emergido no século XXI como uma ciéncia interdisciplinar, da mesma
forma, a busca por fitoterapicos tem se tornado comum, devido a necessidade da reducéo de
efeitos colaterais e surgimento de micro-organismos resistentes. A proposta deste estudo foi
investigar os efeitos da utilizacdo das nanoparticulas de prata biolégica (AgNPbio) e do 6leo
essencial de orégano (OEO) contra uma cepa de Candida albicans SC5314 em células
epiteliais de linhagem FaDu (orofaringe). As sensibilidades da cepa para AgNPbio e OEO
foram avaliadas pelo teste de microdiluicdo em caldo, determinando a concentragdo inibitdria
minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM), que foi de 15,6 uM (CIM) e 31,2 uM
(CFM) para a AgNPbio e 0,12% (CIM e CFM) para o OEO. O tipo de interacdo entre
AgNP/OEO na atividade antifungica foi avaliada pelo método de “checkerboard” pelo calculo
do indice de concentracdo inibitéria fracionada (ICIF). Os dados obtidos mostraram a
ocorréncia de sinergismo entre AgNPbio e OEO. Também foram realizados ensaios de
filamentacdo utilizando OEO, onde se observou que este reduziu a formacgdo de hifas pelo
fungo. Além destes foram realizados testes de invasdo e endocitose, por meio de
permeabilizacdo das células epiteliais e coloracdo diferencial, onde se observou reducéo
estatisticamente significativa na endocitose com a utilizacdo das AgNPs. A avaliagcdo do
efeito protetor de AgNPbio/OEO sobre o dano a células FaDu por C. albicans mostrou
resultados positivos. Desta forma, observamos que o0s compostos testados interferem na
patogenicidade do fungo, como a endocitose e filamentacdo do fungo, sugerindo uma
interessante alternativa para o controle da candidiase.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Candida albicans. Oleo essencial de orégano.
Células epiteliais.



RAMOS, Lilian Maria Damas. Antifungal activity of oregano essential oil in combination
with biological silver nanoparticles against Candida albicans. 2015. 50 p. Thesis (Master’s
Degreee in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The nanotechnology has emerged in the century XXI as an interdisciplinary Science, of the
same form, the search for herbal drugs has become commonplace, due to need to reduce
collateral effects and appearance of resistant microorganisms. The purpose of this study was
to investigate the effects of the utilization of biological silver nanoparticles (AgNPbio) and
oregano essential oil (OEQ) against one Candida albicans strain. For experiments was used
the typical strain SC5314, and epithelial lineage cells FaDu. The sensitivities of the strain to
AgNPbio and OEO were evaluated by broth microdilution assay, determining the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC), which were of
15.6 uM (MIC) and 31.2 uM (MFC) for AgNPbio, and 0.12% (MIC and MFC) for OEO. The
type of interaction between AgNPbio/OEO on antifungal activity was evaluated using the
"checkerboard” method and the calculation of the fractioned inhibitory concentration index
(FICI). The data showed the occurrence of synergism between AgNPbio and OEO. Were also
carried out filamentation tests using OEO, where was observed that this reduced the formation
of the hyphae by fungal. In addition to these, invasion and endocytosis assays were performed
by differential staining, on which we observed a statistically significant a reduction in
endocytosis with the use of AgNPbio. The evaluation of protector effect of AgNPbio/OEO on
the damage to FaDu cells by C. albicans showed positive results. Thus, we observed that the
compounds tested step in the fungi pathogenicity such as endocytosis and fungi filamentation,
suggesting an interesting alternative to the candidiasis control.

Keywords:Silver nanoparticles. Candida albicans. Oregano essential oil. Protection.
Epithelial cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Candida albicans

Taxonomicamente, o género Candida é um membro da familia Candidaceae, na ordem
Saccharomicetes, pertencente a classe Hemiascomicetes, do filo Ascomicota, do reino Fungi.
Aproximadamente 150 espécies pertencem ao género Candida, mas somente 13 espécies
estéo associadas a infec¢des em humanos (ODDS, F. C 1988; CALDERONE, R.A 2002 apud
ALMEIDA, 2009). C. albicans pode viver tanto como um comensal inofensivo sobre a pele
humana e superficies mucosas quanto como um patdgeno agressivo que causa uma grande
variedade de doencas, desde candidiase orofaringea até disseminada (HUMMERT et al.,
2010). A candidemia é geralmente de dificil diagndstico, tratamento e apresenta indices de
mortalidade que se aproximam a 50% e com altos custos ao sistema de saude (WILLE et al.,
2013). Infeccbes sanguineas por Candida correspondem a quarta causa de infeccOes
sanguineas hospitalares nos Estados Unidos da Ameérica, sendo responsaveis por até 10% de
todas as infecgdes sanguineas em pacientes hospitalizados (CORZO-LEON et al., 2014).
Nucci e colaboradores (2013) publicaram um estudo de vigilancia realizado na América
Latina que foi conduzido entre novembro de 2008 e outubro de 2010, reportando uma
incidéncia de 1,18 episddios de candidemia para cada 1000 admissdes, sendo que C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis contabilizaram mais de 80% dos casos. No Brasil, ainda séo
escassos 0s estudos de vigilancia sobre infeccBes fungicas, o trabalho de Colombo et al.
(2006) foi o ultimo grande estudo publicado sobre a epidemiologia da candidemia no Brasil,
este foi um estudo vigilancia laboratorial prospectivo em 11 hospitais terciarios publicos de 9
grandes cidades brasileiras, onde avaliaram a incidéncia , distribuicdo das espécies,
frequéncia de resisténcia antiflngica , e fatores de risco para candidemia devido a espécies de
Candida resistentes ao fluconazol. Neste estudo observaram uma incidéncia de 1.49 a 5.30
casos a cada 1000 adimiss@es, sendo espécies do género Candida o 4° patdgeno isolado com
mais frequéncia em culturas sanguineas, e dentre o género, C. albicans a espécie mais
incidente representando 40,9% dos casos. Apos este, estudos sobre a incidéncia de infecgdes
por Candida foram publicados de forma a demonstrar sua incidéncia em determinadas
condigdes. Bergamasco et al. (2012) observaram a epidemiologia de candidemia em pacientes
com cancer hematoldgico e tumores sélidos em 4 regides do Brasil, neste estudo C. albicans

também foi a espécie mais frequente, tanto em pacientes com cancer hematologico quanto em
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pacientes com tumores solidos, seguido por C. tropicallis e C. parapsilosis. Em um estudo
regionalizado, avaliando a epidemiologia de candidemia durante 11 anos no Hospital S&o
Paulo, na cidade de Sdo Paulo, Brasil, Wille et al. (2013) observaram um aumento na
incidéncia de candidemia ao decorrer do tempo. Também neste estudo, C. albicans foi a
espécie mais encontrada. Silva-Rocha et al. (2014), publicaram um estudo avaliando a
distribuicdo de espécies de Candida, realizando genotipagem e avaliando fatores de viruléncia
isolados da cavidade oral de pacientes receptores de transplante de rim em 2 cidades de 2
diferentes regides do Brasil. Este Estudo apresentou resultados extremamente interessantes
como os isolados obtidos na regido Sul expressaram de forma mais eficiente todos os fatores
de viruléncia in vitro, sendo que 40% dos isolados obtidos nessa regido vieram de lesdes,
enguanto apenas 18,4% dos isolados da cidade da regido Norte foram de infeccdes. Além
disso apontou mais uma vez C. albicans como a espécie mais frequentemente isolada e

também a mais virulenta.

C. albicans é considerada a mais virulenta dentre as espécies do género, onde também
se destacam as espécies de C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (NAGLIK et al.,
2011). Arendrup (2013) avaliou a patogenicidade de oito diferentes espécies de Candida
através de infeccdo hematogénica em ratos, observando que as Unicas espécies que levaram a
morte foram C. albicans e C. tropicalis. Ao contrario de certas bactérias patogénicas que
expressam uma Unica toxina como fator de viruléncia (por exemplo, o Clostridium tetani), C.
albicans apresenta uma variedade de fatores que contribuem para sua viruléncia. Entretanto,
ao invés de expressar esses fatores conjuntamente, foi demonstrado que dependendo do nicho
do hospedeiro cada fator pode ser expresso de forma diferenciada, podendo para o
desenvolvimento de uma infecgdo ou uma relagdo de comensalismo (ALMEIDA, 2009).

Os principais fatores de viruléncia de C. albicans compreendem adesdo, formacdo de
hifas, capacidade de responder a mudancas de pH, secrecdo de hidrolases, formacao de
biofilme, “switching” fenotipico, bem como fatores especificos associados com a invasdo,
dano celular e inducdo ou evasdo da resposta imune. Estes fatores podem contribuir para sua
sobrevivéncia, atividade e persisténcia no hospedeiro (MOHANDAS, BALLAU, 2011;
NAGLIK et al., 2011; YANG, 2003). Os fatores de viruléncia também podem variar de
acordo com o tipo de ambiente, por exemplo, podem-se destacar diferencas entre a patogénese
da candidiase orofaringea e sanguinea, tendo em vista que o microambiente da orofaringe, que
contém células epiteliais, proteinas salivares antimicrobianas e varias espécies de bactérias, é

distinto daquela dos vasos sanguineos, que contém as células endoteliais, células sanguineas,
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proteinas plasméticas e é normalmente estéril (PARK et al., 2009). Este fato somado as
diferencas encontradas na expressdo de genes isolados de cada local levam a acreditar que
diferentes determinantes de viruléncia e diferentes vias regulatorias permitem a C. albicans
iniciar e manter uma infeccdo em diferentes microambientes do hospedeiro (PARK et al.,
2009). Fortalecendo esta ideia, Dalle e colaboradores (2010) observaram que C. albicans é
capaz de invadir células de diferentes sitios anatbmicos atraves de diferentes mecanismos, que

serdo discutidos posteriormente.

1.2 POLIMORFISMO E PROCESSOS DE INVASAO E DANO AS CELULAS
EPITELIAIS PELO FUNGO

C. albicans é um fungo polimorfico que possui a habilidade de mudar rapidamente
entre as formas leveduriforme e filamentosa (HAN, CANNON, VILLAS-BOAS, 2011).
Podendo crescer como células leveduriformes arredondadas, hifas filamentosas, que
correspondem a cadeias de células alongadas de paredes paralelas sem constricdes no septo,
ou pseudohifas que apresentam cadeias de células variavelmente alongadas com constricdes
nos septos, sendo estas duas Ultimas formas denominadas na literatura como formas
filamentosas (KUMAMOTO, VINCES, 2005). Esta capacidade de transicdo pode ser
considerada um fator de viruléncia critico, ja que as formas filamentosas se demonstram
essenciais para a invasdo através do tecido hospedeiro e também apresentam alta resisténcia a
fagocitose, devido a sua morfologia, ao passo que, a forma de levedura demonstra ser
importante para a disseminacdo através do sistema sanguineo e aderéncia as superficies
endoteliais (HAN, CANNON, VILLAS-BOAS, 2011).

Devido a aderéncia ser essencial para C. albicans persistir sobre as superficies
mucosas, este organismo expressa multiplas estruturas de superficie diferentes que medeiam a
aderéncia as células epiteliais. Estas varias estruturas denominadas adesinas, freqiientemente
sdo expressas de forma diferente em leveduras e hifas, promovendo a aderéncia por meio de
diferentes mecanismos (ZHU, FILLER, 2010). A ades&o requer interacdo entre a parede
celular do fungo e a superficie das células epiteliais, variando entre interacdes ndo especificas,
como por exemplo, hidrofobicidade e especificas como ligagcdes proteina-proteina (NAGLIK
et al., 2011). De fato, o contato fisico da levedura com as células epiteliais é suficiente para
desencadear rapidamente a formacgdo de hifas e expressdo de genes que medeiam a adesdo
como as adesinas, incluindo membros da familia Als (Agglutinin-like-sequence) e Hwpl

(Hyphal wall protein 1) (MARTIN et al., 2011). Hwpl é uma manoproteina de parede celular
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que é expressa especificamente na superficie da hifa, sendo reconhecida pela célula
hospedeira como um substrato para a atividade da transglutaminase da superficie das células
epiteliais orais (MARTIN et al., 2011; SOHN et al., 2003). No entanto, a familia de adesinas
identificadas que possui um maior papel na ligacao epitelial é a familia Als, particularmente a
Als3 como uma proteina hifa-especifica (NAGLIK et al., 2011). Também foi demonstrado
que Als3 pode atuar como uma invasina podendo desencadear a endocitose pela célula
hospedeira (PHAN et al., 2007) e também atuar como um receptor de ferritina, facilitando a
aquisicdo de ferro (ALMEIDA et al., 2008).

ApoOs a adesdo a célula hospedeira, a invasdo é importante para a patogénese da
candidiase mucosa, ja que foi observado que C. albicans mutantes com capacidade reduzida
de invadir as células epiteliais in vitro normalmente apresentam viruléncia reduzida em
modelos de experimentacdo animal (ZHU, FILLER, 2010). Os processos de invasdo podem
apresentar muitos beneficios para 0os microrganismos, ja que, um estilo de vida intracelular
pode promover protecdo contra o sistema imune, evitar competicdo com outros
microrganismos comensais, dar protecdo contra tratamentos antimicrobianos, permitir acesso
a nutrientes e auxiliar na transposicdo de barreiras a fim de colonizar tecidos sub-epiteliais
profundos ou iniciar uma infecgéo sistémica (DALLE et al., 2010).

Resultados de alguns estudos sugerem que C. albicans pode invadir células epiteliais
por dois mecanismos distintos. (DALLE et al., 2010; WACHTLER et al., 2012). Um destes
mecanismos € a inducdo da endocitose das hifas pela célula epitelial. Neste mecanismo, a
endocitose é induzida por proteinas parecidas com invasinas que sdo expressas na superficie
da hifa de C. albicans. Estas proteinas ligam as proteinas de superficie induzindo-a a produzir
estruturas semelhantes a pseuddpodes que engolfam o microrganismo e levam-no para seu
interior (ZHU, FILLER, 2010). Os primeiros passos para este processo sdo dirigidos pelas
células hospedeiras ja que foi observado que hifas mortas sdo internalizadas eficientemente
mesmo n&o causando danos a célula que a endocitou (MORENO-RUIZ et al., 2009). Para o
melhor entendimento deste processo, devemos entender 0 que € e como pode ocorrer a
endocitose em células animais. A endocitose pode ser definida como um processo bioldgico
dependente de energia, vital para células eucaridticas, e altamente conservado entre tipos
celulares e espécies, acontecendo com o rearranjo dinamico da membrana, dos microtubulos,
dos filamentos de actina e filamentos intermediarios, todos estes, constituintes do
citoesqueleto da maioria das células eucariodticas (DALY, 2004; FERREIRA et al., 2014). O
processo de endocitose envolve multiplos estagios, no primeiro acontece o “engolfamento” da

particula em invaginagdes da membrana que sdo comprimidas para formar vesiculas envoltas
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pelas mesmas também conhecidas como endossomas, estas formam uma populacdo
heterogénea no interior da célula e podem ser equipadas com diferentes maquinarias
endociticas, podendo se originar de diferentes regides da membrana celular. No segundo
passo, 0s endossomas carregam a particula até estruturas vesiculares especializadas, que
permite a triagem da carga e finalmente, esta é levada a varios compartimentos intracelulares,
reciclada para o meio extracelular ou carregada através das células, num processo
denominado transcitose (SAHAY et al., 2010). Sendo assim, esses eventos de internalizacédo
dependem de eventos orquestrados que requerem o funcionamento coordenado de lipidios e
proteinas da membrana plasmatica, de forma que varios aspectos sdo importantes para
determinar a via de internalizacdo de um material, como o tipo de interacdo que se estabelece
coma membrana plasmatica, a maquinaria celular associada e o tipo de regulacdo, podendo-se
dividir as vias de endocitose em; endocitose mediada por clatrina, mediada por caveolina e
endocitose independente de caveolina e clatrina (SAHAY et al., 2010; SAMAJ et al., 2004).
A endocitose mediada por clatrina, € um dos mecanismos de internalizagdo em células
eucaridticas mais estudados, sendo observado pela primeira vez por Roth e Porter em 1964,
ao investigarem a endocitose de proteinas em gema de oocisto do mosquito Aedes aegypti
(FERREIRA et al., 2014). Logo depois, Pearse (1976), avaliou a formagdo de vesiculas em
membranas sinapticas, observando a presenca de estruturas proteicas que revestiam as
vesiculas em formacdo, sendo capazes de interagir com outras moléculas e serem
transportadas para compartimentos celulares especificos. A endocitose mediada por clatrina é
considerada uma rota classica de internalizacdo e importante por ser responsavel pela
internalizacdo de varios nutrientes essenciais, bem como complexos de receptores de
membrana, citocinas, neurotransmissores, patdgenos, antigenos e lipoproteinas (FERREIRA
et al., 2014). A endocitose mediada por caveolina € considerada a via fisioldgica da
transcitose, esta ndo se encontra presente em algumas células de linhagem tumoral como, por
exemplo, células PC3. Caveolinas sdo proteinas incorporadas na porcao citosolica da
membrana plasmatica e com por¢cdes N- e C-terminais voltadas para o citoplasma, séo
encontradas em invaginagfes da membrana plasmatica em forma de vesiculas e tém sido
importantes na nanomedicina por ter sido sugerida como via de escape a degradacdo
lisossomal (FERREIRA et al., 2014).

Os primeiros estudos relacionados a endocitose induzida por microrganismos foram
realizados utilizando a bactéria Gram-positiva Listeria monocytogenes, que também possui a
capacidade de invadir células hospedeiras atraves da interagdo com E-caderinas, neste caso, 0

efetor bacteriano que reconhece as E-caderinas € uma proteina de superficie denominada
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internalina, pertencente a familia das internalinas, uma grande familia de proteinas que
possuem repeticdes ricas em leucina (BIERNE et al., 2007; MORENO-RUIZ et al., 2009).
Esta via, que mimetiza a via de formacdo de juncbes aderentes, envolve o recrutamento de
cateninas B e o, ARHGAP10, Arf6 e vezatina, bem como a ativacdo do complexo Arp2/3,
todos estes importantes constituintes do citoesqueleto. Sendo que estudos demonstraram que a
invasdo de L. monocytogenes requer proteinas normalmente envolvidas em vérias vias
endociticas incluindo clatrina, dinamina e caveolina. Clatrina e suas proteinas associadas
estdo de fato envolvidas na internalizacdo de uma grande variedade de patogenos incluindo
virus e bactérias, contudo ainda é previamente desconhecido qudo similar sdo as vias de
internalizacdo de fungos, que sdo grandes quando comparados a virus e bactérias (MORENO-
RUIZ et al., 2009).

De forma interessante, a fenda encontrada na regido N-terminal da Als3 de C.
albicans é estruturalmente similar aos dominios de repeti¢do rica em leucina das internalinas
bacterianas, sendo também identificado que tanto as internalinas quanto a Als3 induzem a
captura do patégeno mediada pelo rearranjo do citoesqueleto de actina. (MORENO-RUIZ et
al., 2009; PHAN et al., 2007). C. albicans é capaz de induzir sua endocitose por varias
linhagens celulares, incluindo células HelLa, células esofagicas HET-1, células faringeas
FaDu, células epiteliais orais OKF6/TERT-2, e epitélio humano reconstituido (ZHU,
FILLER, 2010). Ela é induzida pela interacdo da adesina Als3 da parede celular com as E-
caderinas presentes na membrana plasmatica das células epiteliais. Esta interacdo estimula o
rearranjo de actina na célula hospedeira, indicando que C. albicans sequestra a maquinaria
endocitica dependente de clatrina, com o recrutamento de cortactina, para invadir células do
hospedeiro (MORENO-RUIZ et al., 2009).

O aumento de rotas de invasdo independentes de actina da célula hospedeira
(penetracdo ativa) é proporcional a diminuicao da endocitose induzida (dependente de actina).
Assim, sugeriu-se que a endocitose induzida seria a via principal nos estagios precoces de
interacdo fungo hospedeiro, enquanto 0 mecanismo independente de actina seria a principal
via em estagios tardios (DALLE et al., 2010).

Apesar da interacdo Als3-E-caderinas representar um mecanismo maior da endocitose
induzida, outros mecanismos permanecem desconhecidos (WACHTLER et al., 2012).
Moreno-Ruiz e colaboradores (2009) realizaram RNAsi “knokdown ” de componentes da via,
incluindo clatrina, dinamina e cortactina, e observaram inibicdo da endocitose de C. albicans
em aproximadamente 60%. Este fato sugere a existéncia de vias sinalizadoras adicionais que

tambem governam este processo (ZHU, FILLER, 2010).
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Depois da Als3, a proteina de choque-térmico Ssal expressa na parede celular de C.
albicans, surge como a segunda invasina identificada. Ela mostrou se ligar as caderinas da
célula hospedeira, demonstrando ser suficiente para induzir a endocitose e ser essencial para
que C. albicans possa causar dano maximo as células do hospedeiro e induzir candidiase
orofaringea e disseminada (SUN et al., 2010).

C. albicans, como dito anteriormente, pode invadir as células por um processo ativo
que é independente da endocitose denominado de penetracdo ativa. A penetracao ativa requer
a formacéo de hifa e ndo é inibida quando as células epiteliais sao tratadas com um inibidor de
microfilamentagdo como a citocalasina D (DALLE et al.,, 2010). Desta forma, o
microrganismo pode invadir uma célula epitelial sem induzir a formacéo de pseudopodes pela
mesma ou passar através da juncdo intercelular entre as células. (ZHU, FILLER, 2010). Neste
mecanismo pode ocorrer a penetracdo ativa de uma hifa dentro ou entre as células epiteliais
(ZHU, FILLER, 2010), podendo invadir células de diferentes sitios anatdmicos. C. albicans
apresenta mecanismos diferentes conforme o tipo celular, sendo capaz de invadir células
epiteliais de linhagem oral através dos dois mecanismos citados ao passo que em células de
linhagem gastrointestinal a invasdo se da somente através de penetracdo ativa (DALLE et al.,
2010).

Ainda ndo se conhece exatamente quais proteinas flngicas contribuem para a
penetracdo ativa (NAGLIK et al., 2011). Acredita-se que pressdes fisicas do crescimento da
hifa em combinacdo com enzimas hidroliticas como proteases, lipases, hidrolases ou
fosfolipases sdo responsaveis para esta forma de invasdo (MARTIN et al., 2011).
Provavelmente, a adesina Als3 contribui para a penetracdo ativa através de mecanismos
indiretos como ligacdo ao epitélio. As enzimas Sap (Aspartil proteases) podem contribuir para
a facilitacdo da penetracdo da hifa entre as juncdes intercelulares ao invés da penetra¢do no
interior das mesmas (NAGLIK et al., 2011).

ApoOs o0 processo de invasdo ocorre a inducdo do dano tecidual. Esta pode ocorrer por
meio de dois mecanismos distintos: necrose e apoptose (NAGLIK et al., 2011). A necrose é
caracterizada por uma tumefacdo mitocondrial e aumento na permeabilidade da membrana
plasmatica, sendo induzida por fatores externos a célula podendo ser causada diretamente
pelos fatores da hifa de C. albicans (NAGLIK et al., 2011). Em células animais, a morte por
apoptose pode ser desencadeada por diferentes estimulos extracelulares e intracelulares
resultando na ativacgdo de vias sinalizadoras, como resultado, a degradacdo mitocondrial e a
fragmentacdo do genoma nuclear sdo as maiores respostas celulares caracteristicas de

apoptose sendo conduzidas por multiplas nucleases ativadas por vias sinalizadoras (SHEPER



16

et al., 2008). Estudos sobre apoptose em células epiteliais sdo raros, algumas vezes
controversos sendo que muitas evidéncias da indugéo da apoptose celular vem novamente dos
estudos com bactérias. No entanto, sabe-se que C. albicans pode inativar proteinas anti-
apoptoticcas BC-1 e Bcl-xL em macrofagos e neutrdfilos podendo ativar a quebra das
caspases (NAGLIK et al., 2011). Observando a grande variedade de atributos de viruléncia
deste fungo, cresce a cada dia a necessidade de busca por antimicrobianos que possam
controlar a infeccdo de forma mais rapida e eficaz, sendo alternativas aparentemente atrativas
a utilizacdo de fitoterdpicos como o Oleo essencial de orégano e também de produtos

derivados da nanotecnologia, como as nanoparticulas de prata bioldgica.

1.4 OLEO ESSENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare)

O género Origanum possui 60 espécies utilizadas como temperos, sua maioria
pertencente as familias Lamiaceae e Verbaceae, sendo que destas, Origanum vulgare se
enquadra entre as de maior importancia econémica (BETANCOURT, 2012). Origanum
vulgare é uma erva aromatica que ocorre em toda a Asia, Europa e norte da Africa. Na
medicina popular, a erva é utilizada em desordens respiratorias, dispepsia, dismenorreéria,
artrite reumatoide e desordens urindrias. Além de ser utilizada como erva culinéria na
gastronomia (TEIXEIRA et al., 2013). E uma espécie geneticamente heterogénea devido seu
cruzamento natural através da polinizacdo. Esta heterogeneidade resulta em uma grande
variacdo em seu contetdo fendlico, fato este que faz com que apresentem diferentes padrdes
de toxicidade (CHUN et al., 2005).

Os 0leos essenciais sdo fraces volateis naturais, extraidas de plantas aromaticas que
evaporam a temperatura ambiente. Ha milhares de anos estes vem sendo extraidos de plantas
e usados nas industrias de perfumes, cosméticos e farmacos de uso geral (SANTOS et al.,
2004). Oleos essenciais derivados de plantas aromaticas s&o bem conhecidos na medicina
tradicional como agentes antimicrobianos e sdo caracterizados por um amplo espectro de
atividade, incluindo propriedades antifingicas, como preservadores de alimentos, inibidores
da producdo de micotoxinas e como agentes antimicoticos (POZZATTI et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2013).

Nos processos de extracdo do 6leo essencial podem ser aplicados diversos métodos,
tais como a hidrodesdilagdo, maceracdo, extracdo por solvente, enfleuragem, gazes
supercriticos e micro-ondas. O método de maior aplicacdo é o de hidrodestilacdo, que por sua

vez pode dividir-se em duas técnicas; arraste a vapor e coobagdo, sendo que a principal
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técnica de extracdo de Oleos esséncias é a de arraste a vapor (BI1ZZO, 2009; SANTOS et al.,
2004). Esta consiste numa técnica de extracdo onde a temperatura de ebuli¢do do sistema esta
abaixo da ebulicdo dos componentes puros, conseguindo desta forma volatilizar ainda abaixo
da temperatura de ebulicdo do composto mais volatil, possuindo assim a vantagem de
conseguir purificar substancias orgénicas que sdo frageis, devido as condicdes
extraordinariamente suaves (ISENMANN, 2015).

O oleo essencial de orégano (OEO) apresenta como caracteristicas importantes;
elevada estabilidade, auséncia de contaminacdo microbioldgica e diversidade de componentes
quimicos, fazendo com que a atividade antimicrobiana e 0s mecanismos de acdo, bem como
de seus dois principais constituintes, timol e carvacrol, sejam extensamente documentados nas
ultimas décadas (BETANCOURT et al., 2012; CLEFF, 2008). Chami e colaboradores (2015)
avaliaram atividade antifingica dos 0leos essenciais de orégano e cravo utilizando uma cepa
de Sacharomyces cerevisiae, sugerindo que estes 0leos essenciais afetam a parede celular das
células deste fungo. Além deste, muitos outros trabalhos atribuem ao OEO propriedades
antibacterianas (BETANCOURT et al., 2012; CHUN et al., 2005; KARAKAYA et al., 2011),
antifangicas (CHAMI et al.,, 2005; CLEFF et al.,, 2010; POZZATTI et al., 2010;
SRIVATSTAVA et al., 2013) e até mesmo antiparasitarias (EL BABILI, BOUAJILA,
SOUCHARDJ, 2011), consolidando assim sua importancia na utilizacgdo como composto
antimicrobiano. Apesar de apresentar destacadas propriedades antimicrobianas, a acgdo
citotoxica de diferentes compostos derivados do orégano, como OE e extrato alcoolico sobre
células de linhagem epiteliais também vem sendo observada (BEGNINI et al., 2014,
BERRINGTON, LALL, 2012; GRONDONA et al., 2014; KOLDAS et al., 2014; LLANA-
RUIZ-CABELLO et al. 2014; OZKAN, ERDOGAN, 2011), abrindo um discussdo se
citotoxicidade observada se deve a sua atividade anticancerigena (HABIBI et al., 2014;
HABIBI et al., 2015; MISHARINA et al., 2013) ou por toxicidade em si, ja que tiveram sua
eficacia comprovada também como inseticida (ABOU-TALEB et al., 2015; GONZALEZ et
al., 2013; KARPOUHTSIS et al., 1998).

1.5 NANOPARTICULA DE PRATA DE Fusarium oxysporum

O conceito de nanotecnologia foi apresentado pela primeira vez por Richard Feyman
(1959) o prefixo “nano” em termos de nanotecnologia é derivado da palavra grega nanos, que
significa “anao”, este se refere a qualquer matéria modificada que apresenta o tamanho de até

um bilionésimo do metro (10°m) sendo referido na escala comonandmetro (HUKOLTI,
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TARANATH, 2014). Nano-objetos sdo definidos pela organizacdo internacional de
padronizacdo (ISO) e Instituto Nacional Americano de Padrdes (ANSI) como um material
com um, dois ou trés dimensfes externas com tamanho variado entre 1 a 200 nm (LIN,
MONTEIRO-RIVIERE, RIVIERE, 2014). A evolucédo do uso de NPs na biomedicina tornou-
as indispensaveis, desenvolvendo um papel importante na &rea de diagndsticos, imagenologia,
sensoriamento e também distribuicdo de drogas (QUESTER, 2013). Nanoparticulas podem
ser sintetizadas por meio de métodos quimicos, fisicos e bioldgicos. Contudo, os métodos de
reducdo quimicos sd@o os mais comumente utilizados (MORITZ et al., 2013), embora sejam
reconhecidamente ndo ecoldgicos (ISAAC, SAKTHIVEL, MURTHY, 2013).

A sintese de nanoparticulas é baseada usualmente em técnicas de disperséo e condensacao
gue correspondem na nomenclatura recente a métodos “top-down” ou “de cima para baixo”,
que consiste na miniaturizacao de estruturas maiores ¢ métodos “bottom-up” de “baixo para
cima”, que empregam processos de agregacdo e auto-organizagdo (OCWIEJA et al., 2015).
Apresentam freqientemente propriedades diferentes do material bruto, mesmo sendo
formadas pelos mesmos atomos (SOLOMON, 2007). Por exemplo, a prata em sua forma
ibnica apresenta como desvantagem a facil inativacdo dos ions por complexacdo e
precipitagdo, tendo assim seu uso limitado. Por outro lado, as nanoparticulas de prata
(AgNPs) possuem um tamanho menor, maior proporcéo de area de superficie por volume e
maior area de superficie disponivel para contato com os microrganismos (MONTEIRO et al.,
2009; MONTEIRO et al., 2013). Sendo que, tamanho, forma, distribuicdo de tamanho e
superficie das NPs sdo considerados fatores chave que determinam suas propriedades
especificas (MORITZ, GESZHE-MORITZ, 2013).

Nos altimos anos, nanoparticulas metélicas, tiveram sua importancia reconhecida na
quimica, fisica e biologia devido suas propriedades fototérmicas, elétricas e opticas (ISAAC,
SAKTHIVEL, MURTHY, 2013). AgNPs apresentam uma grande variedade de aplicacGes
praticas na biologia, medicina, analises quimica, catalises, eletrénica, cosméticos, industrias
téxtil e farmacéutica (OCWIEJA et al., 2015). Devido sua grande importancia e necessidade
de busca por técnicas de producdo sustentaveis, métodos de producdo bioldgica vém sendo
desenvolvidos pela utilizacio de microrganismos (BHAINSA, SOUZA, 2006; DURAN et al.,
2005), extratos de plantas (PARK, 2014; RODRIGUEZ-LEON et al., 2013) e até mesmo
acucares (RAVEENDRAN, FU, WALLEN, 2003), estes esfor¢os visam a eliminacéo total ou
pelo menos a minimizacdo dos residuos gerados pela implementacdo de processos
sustentaveis (RAVEENDRAN, FU, WALLEN, 2003). O mecanismo envolvido na biossintese
das AgNPbio esté associado com o potencial redutor de algumas proteinas fungicas (AHMAD
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et al., 2003; VIGNESHWARAN et al., 2007). Sendo que, para este trabalho, a producéo
bioldgica de AgNP pelo fungo Fusarium oysporum, ocorreu a partir da reducdo de ions
metalicos através de uma redutase dependente de nitrato e um processo de transporte
extracelular de quinonas (DURAN et al., 2015).

Ag’ QUINONE o4 NO3 NADPH
+
Reductase 2H
Ag' QUINONE oy NO3 / NADP
2H,0

Figura 1- Diagrama da formagao de AgNPbio por fungos (DURAN et al., 2010)

Gracas as suas propriedades antibacterianas, fungicidas e virucidas, as AgNPs
desenvolvem um importante papel na medicina, onde sdo utilizadas em produtos para
descontaminacdo e desinfeccdo, podendo também serem utilizadas para modificar superficies
de varios materiais, em particular fibras ou polimeros empregados em produtos de consumo
como roupas, vestimentas laboratoriais e cirurgicas, bandagens, além de serem aplicaveis em
produtos de uso didrio como cosmeéticos, pasta de dentes, sabonetes, detergentes, embalagens
de alimentos e descontaminacdo de agua (OCWIEJA et al., 2015).

O tratamento atual para infec¢cdes por C. albicans, se da basicamente através da utilizacao
de antifangicos sintéticos como os Polienos, antimetabolitos, Azois e Equinocandinas, que em
sua maioria apresentam efeitos toxicos ao paciente (MOUDGAL, SOBEL. 2010). Sendo
assim extremamente importante a procura de agentes antimicrobianos que se adequem melhor
ao paciente, reduzindo a toxidade dos tratamentos ou até mesmo que possam ser utilizados

como estratégias de prevencao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito protetor da combinacdo dos agentes antimicrobianos dleo essencial de
orégano OEO e nanoparticulas de prata biolégicas AgNPbio sobre células epiteliais de

linhagem oral FaDu, frente a infeccéo pela levedura Candida albicans (cepa SC5314).

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as acdes do OEO e das AgNPbio sobre os processos de invasdo e dano
causados por C. albicans;

- Estabelecer o perfil de sensibilidade da cepa SC5314 para OEO e AgNPbio;

- Avaliar os resultados da associacdo de AgNPs com OEO na atividade antiflngica;

- Estabelecer IC50 do OEO e AgNPs sobre células epiteliais de linhagem FaDu, bem

como avaliar sua citotoxicidade conjuntamente.
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Resumo

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de novos antimicrobianos,
investigamos os efeitos das AgNPbio e OEO sobre os processos de dano as células epiteliais
FaDu por C. albicans SC5314. As sensibilidades da cepa para AgNPbio e OEO foram
avaliadas pelo teste de microdiluicdo em caldo, resultando em 15.6 uM (CIM) e 31.2 uM
(CFM) para AgNPbio, e 0.12 % (CIM e CFM) para OEO. O tipo de interacdo entre
AgNPbio/OEO na atividade antifingica foi determinado pelo método de “checkerboard” e
calculo do ICIF, resultando em sinergismo. Em ensaios de filamentagdo utilizando OEO,
observou-se que este na concentragdo de 0.007 % reduziu em 70 % a formacdo de hifas pelo
fungo. Nos testes de invasdo e endocitose através de coloracdo diferencial, observou-se
reducdo estatisticamente significativa na endocitose com a utilizacdo das AgNPbio na
concentracdo de 3.9 pM. Através da técnica de LDH, observamos que a combinacdo de
AgNPbio/OEO apresentou protecdo de aproximadamente 100%. Assim, 0S COmMpOstos
interferem na patogenicidade do fungo, sugerindo a utilizagdo destes compostos como uma

interessante alternativa para o controle da candidiase.

Palavras chaves: Nanoparticulas de prata, Candida albicans, 6leo essencial de orégano,

células epiteliais.
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Introducéo

A evolucdo do uso de nanoparticulas na biomedicina tornou-as indispensaveis,
desenvolvendo um papel importante na area de diagnosticos, imagenologia, sensoriamento e
também distribuicdo de drogas[1].

Nanoparticulas de Prata AgNP apresentam uma grande variedade de aplicacGes
praticas na biologia, medicina, analises quimica, catalises, eletrénica, cosméticos, industrias
téxtil e farmacéutica, gracas as suas propriedades antibacterianas, fungicidas e virucidas [1].
Sendo que tamanho, forma, distribuicdo de tamanho e superficie das nanoparticulas sdo
considerados fatores chave que determinam suas propriedades especificas [2].

A producdo bioldgica de AgNP pelo fungo Fusarium oysporum, ocorre a partir da
reducdo de ions metalicos através de uma redutase dependente de nitrato e um processo de
transporte extracelular de quinonas [3]. E dentre outros métodos, configura-se como uma
forma sustentdvel de producdo de nanoparticulas, minimizando prejuizos ao meio
ambiente[3].

Oleos essenciais derivados de plantas aromaticas sd0 bem conhecidos na medicina
tradicional como agentes antimicrobianos e sdo caracterizados por um amplo espectro de
atividade, incluindo propriedades antifingicas, como preservadores de alimentos, inibidores
da producédo de micotoxinas e como agentes antimicoticos [4,5].

O OEO apresenta como caracteristicas importantes; elevada estabilidade, auséncia de
contaminacdo microbioldgica e diversidade de componentes quimicos. Fazendo com que a
atividade antimicrobiana e os mecanismos de acgdo, bem como de seus dois principais
constituintes, timol e carvacrol, sejam documentados nas Gltimas décadas [6].

Candida albicans, pode viver tanto como um comensal inofensivo sobre a pele
humana e superficies mucosas quanto como um patégeno agressivo gque causa uma variedade
de doencas, desde candidiase orofaringea até disseminada [7].

Os principais fatores de viruléncia de C. albicans compreendem adesdo, formacdo de
hifas, capacidade de responder a mudancas de pH, secrecdo de hidrolases, formacdo de
biofilme, switching fenotipico, bem como fatores especificos associados com a invasao, dano
celular e indugdo ou evasdo da resposta imune. Estes fatores podem contribuir para sua
sobrevivéncia, atividade e persisténcia no hospedeiro [8, 9, 10]. Podendo variar de acordo
com o tipo de ambiente, levando a crer que diferentes determinantes e vias regulatorias

permitem C. albicans iniciar e manter uma infeccdo [11].
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O tratamento atual para infeccGes por C. albicans, se d& basicamente através da
utilizacdo de antifingicos sintéticos como os Polienos, antimetabolitos, Azois e
Equinocandinas, que em sua maioria apresentam efeitos toxicos ao paciente [26]. Tendo em
vista seu elevado poder de viruléncia e prevaléncia entre os patdgenos fangicos de maior
mortalidade, a busca de novas estratégias antimicrobianas faz-se necessaria, sendo que neste
cenario, a utilizacdo de AgNPbio e OEO apresentam figura inovadora ao apresentarem

atividades antimicrobianas distintas sobre microrganismos.
Metodologia

Linhagem fangica

Foi utilizada para os experimentos uma cepa padréo, C. albicans SC5314, isolada de
um paciente com candidiase disseminada [11]. O fungo foi mantido em meio YPD so6lido sob
refrigeracdo, e também foi estocada em caldo YPD com 40 % de glicerol a uma temperatura
de — 80 °C. Para os experimentos, o fungo foi cultivado em caldo YPD a uma temperatura de
30 °C durante 16 horas.

Células epiteliais de linhagem

Foram utilizadas células epiteliais da linhagem FaDu (células epiteliais bucais). Estas
foram cultivadas na presenca de RPMI (Invitrogen®) com 10 % de SFB (Invitrogen®) e
mantidas a uma temperatura de 37 °C, com atmosfera Umida e 5 % de CO..

Oleo essencial de orégano

O OEO (Ferquima®, utilizado neste estudo foi mantido sob refrigeracdo e protegido
da luz, para os experimentos foi diluido 1:1 em DMSO (Sigma®).

Nanoparticulas de Prata

AgNPbio foi obtida seguindo o método de Duran e colaboradores [3]. Para isso, 109

de biomassa de F. oxysporum foi adicionada em um frasco contendo 100 mL de agua
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destilada esterilizada, e incubada durante 72 horas a uma temperatura de 28°C. Em seguida, 0s
componentes da solucdo aquosa foram separados por filtragdo, seguido da adicdo de nitrato de
prata AgNOs (Sigma®) na concentracdo de 10 M, e incubado a uma temperatura de 28 °C.
As AgNPbio foram caracterizadas (tamanho e potencial zeta) através do equipamento Zeta

Sizer (Malvern).

Teste de citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, 10* células FaDu foram incubadas em meio RPMI
1640 contendo 10 % de SFB em microplaca de 96 pogos durante 24 horas. Para os testes de
citotoxicidade com OEO, estas foram submetidas ao tratamento com concentracdes variando
de 0.0025 a 1 %. Todos os pocos foram vedados com papel adesivo a fim de evitar a
volatilizacdo do OEO. Para os testes de citotoxicidade com AgNPbio, estas foram diluidas em
meio RPMI contendo 5 % de SFB nas seguintes concentra¢des variando de 0.98 a 125 uM.
As células FaDu foram cultivadas em meio RPMI durante 48 horas a uma temperatura de 37
°C sob atmosfera umida com 5 % de CO.. Apds incubacdo, as monocamadas foram lavadas
com meio RPMI 1640 contendo 10 % de SFB e novamente incubadas durante 4 horas com
100 pL da solugdo de MTT (Invitrogen®). Em seguida, o sobrenadante foi retirado
cuidadosamente de forma a preservar os cristais de formazan, e adicionado 100 pL de SDS
(Merck®). As microplacas foram incubadas durante 18 horas, a temperatura ambiente. Apos a
incubacdo, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 520 nm.
Os valores da leitura foram analisados através de regresséo linear, a fim de obter o ICso. Os

experimentos foram realizados em quintuplicata em trés momentos diferentes.

Testes de sensibilidade fungica

As CIMs do OEO e das AgNPbio foram determinadas pelo método de microdiluicdo
em caldo, como descrito por CLSI [12] com adaptacOes, de forma que os testes com OEO
foram realizados em microtubos afim de evitar interferéncias devido volatilizacdo. A CIM foi
definida como a menor concentracdo do antimicrobiano com a auséncia de crescimento
visivel quando comparada ao controle positivo. Para estabelecer a CFM, 100 pL dos pogos ou
microtubos foram plagueados em meio YPD 100, e incubadas por 48 horas a uma temperatura
de 30 °C. De forma que a CFM foi definida como a menor concentragdo que reduziu 99,9 %

do nimero de UFC quando comparada ao controle positivo.
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A CIF foi determinada utilizando a técnica de checkerboard [12]. O tipo de interacao
entre AgNPbio/OEO na atividade antiflngica foi determinado utilizando o ICIF (sinergismo
para FIC < 0.5, aditismo para ICIF > 0.5 e < 1.0, indiferente para ICIF > 1.0e <2 .0 e

antagosnismo para ICIF > 2).

Invaséo de Células Epiteliais

Para os ensaios de invasdo foi utilizada a metodologia descrita por Almeida e
colaboradores [13]. As células humanas FaDu foram incubadas em meio RPMI 1640
contendo 10% de SFB sobre laminulas tratadas com &cido acético até formarem
monocamadas confluentes (80% a 100% de confluéncia). Apos lavagem com PBS (0.01 M,
pH 7.4), as monocamadas foram co-incubadas com 10° blastosporos de C. albicans em meio
RPMI 1640 com 10 % de SFB, e concentracdes de AgNPbio variando de 1.95 a 15.6 uM
durante 2 horas, a uma temperatura de 37 °C, com 5 % CO,. Posteriormente, as amostras
foram lavadas e fixadas para realizacdo de coloracdo diferencial utilizando dois fluoréforos
diferentes. Este método permite a diferenciagdo, em microscopio de fluorescéncia, entre as
hifas do fungo que estdo localizadas no meio externo e as hifas que invadiram a célula
hospedeira. As laminulas com o material foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia
(Leica), e as hifas que ndo invadiram, juntamente com as hifas que penetraram as células

epiteliais, foram contadas para estimar a porcentagem de invasao.

Endocitose de hifas inativadas com timerosal

Para os ensaios de endocitose, a cepa padrdo SC5314, apds lavagem com PBS (0.01M,
pH 7.4), foi incubada em meio RPMI 1640 com 10 % de SFB, numa concentragio de 5x10°
células/mL a 37 °C por 2 horas, com agitacdo constante (1500 rpm), afim de estimular a
formacdo de tubo germinativo. Ap6s a observagdo das hifas formadas, as mesmas foram
lavadas 2 vezes por centrifugacédo e para fixagdo submetidas a incubagdo em solugéo de 0,2%
de timerosal (Sigma®), por 2 horas a uma temperatura de 37 °C, com agitago constante (1500
rpm). As células de C. albicans inativadas foram lavadas 3 vezes com PBS (0.01M, pH 7.4),
para retirada completa do timerosal, e 100 puL de cada suspensdo foram plaqueados em meio
YPD 100, afim de confirmar a auséncia de crescimento. A linhagem de células humanas

FaDu foram incubadas em meio RPMI 1640 contendo 10 % de SFB sobre laminulas tratadas
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com &cido acético, até a formacgdo de monocamadas confluentes (80 a 100 % de confluéncia).
Apds lavagem com PBS (0.01M, pH 7.4), as monocamadas foram incubadas com 10’
blastosporos de C. albicans inativadas, em meio RPMI 1640 com 10 % de SFB e
concentracdes de AgNPbio varinado de 1.95 a 15.6 UM durante 2 horas, a uma temperatura de
37 °C, com 5 % CO,. Posteriormente, as amostras foram lavadas e fixadas para realizacéo de
coloragdo diferencial descrita por Almeida e colaboradores [13]. As laminulas foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Leica), e as hifas que ndo foram endocitadas,
juntamente com as hifas que penetraram as células epiteliais foram contadas para estimar a
porcentagem de endocitose. N&o foram realizados testes de invasdo e endocitose para o 6leo
de orégano devido a dificuldades técnicas encontradas em virtude de sua elevada
citotoxicidade sobre as células de linhagem estudadas e inibicdo de tubo germinativo das

células fungicas.

Experimento de Dano com LDH

Para os ensaios de dano, a linhagem de células humanas FaDu foram incubadas em
meio RPMI 1640 (Gibco) contendo 10 % de SFB (Gibco), até a formacdo de monocamadas
confluentes (80 a 100% de confluéncia) em pocos de placas de 24 pocos, contendo laminulas
circulares (13 mm de didmetro) tratadas com &cido acético. Apos lavagem com PBS (0.01M,
pH 7.4), as monocamadas foram co-incubadas com 10° blastosporos de C. albicans, em meio
RPMI 1640 sem SFB, com as concentracfes: 0.007 a 0.01% de OEO; e 0.98 a 15.6 uM de
AgNPbio. Os pogos foram vedados para evitar volatilizacdo, e em seguida incubados por 8
horas protegidos da luz, a uma temperatura de 37°C, com atmosfera imida e 5 % de COo.
Para quantificar o dano causado as células epiteliais, o sobrenadante foi removido e a
quantidade de lactato desidrogenase (LDH) liberada no meio foi quantificada utilizando o Kit
LDH Cytotoxicity Assay (Cayman), seguindo instrucdes do fabricante. Pocos contendo
somente células epiteliais foram utilizados como controles, assim como pocos contendo
apenas células epiteliais que apos a incubagdo foram lisadas com Triton 0.2 % (Merck®). A
citotoxicidade relativa foi calculada através da seguinte formula: 100*(A-B)/(C-B), onde A=
pogco teste; B= poco controle contendo somente células e C = pogo de lise total, de forma que

os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de citotoxicidade relativa.

Formacéo de Tubo Germinativo e Filamentacéo
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Apbs lavagem com PBS (0.01M, pH 7.4), 2 x107 células de C. albicans, foram
adicionadas a tubos conicos de 50 mL contendo 4 mL de meio RPMI 1640 com 10 % de SFB,
e concentracdes de OEO variando de 0.007 a 0.03 %, e incubadas a uma temperatura de 37 °C
durante 8 horas, sendo que a cada 2 horas, cada amostra foi homogeneizada,e 10 pL do
material foi observado em microscopia de luz a fresco. Tubos controles contendo apenas C.
albicans e meio RPMI com 10 % de SFB foram utilizadas no experimento. Os resultados
foram apresentados em porcentagem de células filamentosas, descriminando entre hifas e

pseudo-hifas. Os experimentos foram realizados trés vezes em triplicata.

Anélise estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi realizada por ANOVA One Way usando o
programa GRAPHPAD PRISM version 5.0 (GRAPHPAD Software, San Diego, CA).
Valores de p < 0.05 foram considerados significantes.

Resultados

Caracterizacdo das nanoparticulas

As AgNPbio apresentaram tamanhos variando de 90 a 150 nm, com potencial zeta de -
33.2 +/- 6.31 mM.

Teste de citotoxicidade dos compostos em células de linhagens FaDu

A concentracdo do OEO a 0.01% apresentou 46 % de viabilidade celular, sendo que
em concentracbes menores os valores aproximaram-se do controle (Figural). Para as
AgNPbio, a concentracdo de 31.2 e 61.2 uM apresentou uma viabilidade celular de 47 e 84%

(Figura 2), respectivamente.
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Figura 1- Concentracdo citotdxica do OEO em células de linhagens FaDu.
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Figura 2- Concentracéo citotdxica das AgNPbio em células de linhagens FaDu.

Determinacgéo da CIM e tipo de interagdo na atividade antifingica

As CIMs do OEO e AgNPbio contra C. albicans SC5314 foram 0.12 % e 15.6 uM,
respectivamente. Quando combinado 0s compostos, 0s valores reduziram para 0.03 % (OEO)
e 3.9 uM (AgNPbio). Baseado nestes dados, a FIC apresentou um valor de 0.5,
correspondendo a uma interacao sinérgica dos compostos na atividade antifungica.
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Invasdo de células epiteliais

Sobre a invasdo do fungo em células FaDu, verificamos que as AgNPbio nao
diminuiram significativamente (p > 0.05) a quantidade de células invadidas quando
comparadas ao controle, até a concentragdo de 3.9 uM (Figura 3). O OEO néo foi utilizado
nestes testes, pois inibia a filamentacdo de C. albicans, inviabilizando assim, a observagéo da

invaséo pela hifa.
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Figura 3- Resultados da invasdo de C. albicans em células FaDu em diferentes concentracdes
de AgNpbio.

Endocitose de hifas
O mesmo fendbmeno da invasdo ocorreu na endocitose de hifas. Em concentracfes

maiores de AgNPbio a percentagem de endocitose foi maior do que na concentracdo de 3.9
UM, Porém, nesse caso, as AgNPbio diminuiram significativamente (p < 0.05) a endocitose.
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Figura 4- Resultados da endocitose de C. albicans em células FaDu em diferentes

concentragdes de AgNPbio.

Formacéo de Tubo Germinativo e Filamentacéo

Neste ensaio foi observada uma reducdo de 80 % de formacdo de hifas, sob acdo de

OEO 0.007 % em apenas 6 horas de incubagdo. Ap6s 8 horas de incubagdo, com a mesma

concentracdo do OEO, houve um aumento na percentagem de hifas (Figura 5). Ja, em relacdo

a formacdo de pseudo-hifas foi observado um comportamento similar, porém com uma

percentagem bem menor do que para as hifas (Figura 5).
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Figura 5- Curva de formacdo de hifas sob acdo de diferentes concentragdes do OEO em

diferentes tempos de incubacéo.
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Experimento de Dano com LDH

Como demonstrado na figura 6, 0,007% de OEO apresentou uma baixa toxicidade a
monocamada de células (5,6 % + 0,9). A adicdo de 0,007% de OEO a monocamada infectada
aboliu o dano causado pelo fungo, pois ndo houve diferenca entre as monocamadas infectadas
ou ndo na presenca do OEO. Além disso, a associacdo de 3,9 UM de AgNPs ndo incrementou

a reducao no dano celular causada pelo OEO (Figura 6).
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Figura 6- Resultados do ensaio de dano com LDH, protecdo observada através de
citotoxicidade relativa utilizando OEO 0.007% e AgNPbio/OEO (3,9uM /0.007%).

Discussao

Nos ultimos anos, diversos antimicrobianos vém sendo desenvolvidos no controle de
fungos de interesse médico. Para isso, diferentes estratégias na formulacdo de produtos
antifungicos vém sendo utilizadas para tal finalidade. Neste estudo, foi utilizada uma
combinacdo do OEO com AgNPbio obtidas a partir do fungo F. oxysporum, contra uma cepa
padrdo de C. albicans SC5314. Apesar de utilizar apenas uma cepa, 0s resultados obtidos
mostraram alguns principios da atividade antimicrobiana e correlagdes interessantes desta

atividade com a patogenicidade do fungo, como a invasao por endocitose, e sua filamentagéo.
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A atividade antimicrobiana do OEO e AgNP j& foram reportadas na literatura [4,5,6,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20], porém ndo quando combinadas. Verificamos que a combinagdo
reduziu consideravelmente as concentracdes de ambos compostos, resultando numa interacéo
sinérgica. Este tipo de interacdo na atividade antimicrobiana € extremamente interessante sob
varios aspectos. A eficiéncia na atividade antimicrobiana em baixissimas concentracdes
viabiliza a producdo de farmacos e diminui as chances dos efeitos adversos ao hospedeiro. Em
algumas situacfes, também ajuda a dar indicios de mecanismos de acdo antimicrobiana
através das andlises e comparacéo dos efeitos mostrados pelos compostos em combinacao.

A citotoxicidade das nanoparticulas de prata também tem sido reportada na literatura
[21,22,23], e é uma das grandes preocupacdes no uso da nanotecnologia para tal finalidade.
Porém, neste estudo a CIM das AgNPbio (15.6 uM) e combinada (3.9 uM) ficaram abaixo
das concentragfes citotoxicas de nosso trabalho, o que é uma caracteristica desejavel de um
antimicrobiano. Também, neste estudo verificamos que o0 OEO apresentou efeito citotdxico, e
neste caso 10x superior aos valores de CIM, mas quando combinada com as nanoparticulas de
prata, esta teve sua citotoxicidade reduzida, demonstrando a vantagem e importancia da
associacdo destas substancias. Assim, a combinacdo foi extremamente importante em relacéo
a citotoxicidade, principalmente para o0 OEO, que reduziu sua citotoxicidade na combinacé&o.
A CIM encontrada com OEO (0.12 %) foi proxima a CIM encontrada por CLEFF e
colaboradores (2010), que testaram 12 cepas de C. albicans, dentre as quais 9 apresentaram
CIM entre 0.25 e 0.12 %. Vale lembrar, que a CIM da combinac¢éo (3.9 uM para AgNPbio e
0.03 % para o OEO) é a melhor combinacdo, mas outras concentracdes combinadas foram
obtidas (dados ndo mostrados), variando a CIM de ambos compostos. Com isso, podemos
reduzir ainda mais a concentragdo de um composto (OEO ou AgNPbio), a0 aumentar a
concentracdo do outro, obtendo concentracfes mais desejadas em relacdo a citotoxicidade,
sem alterar a atividade antifingica. Essa flexibilidade nas concentracGes de ambos é uma das
grandes vantagens de utilizarmos combinacbes de farmacos. Além disso, em caso de
resisténcia para algum desses compostos [20], a combinacdo seria uma viavel alternativa pela
efetiva acdo antifingica do outro composto.

Verificamos que AgNPbio ndo interferem de forma estatisticamente significativa na
invasdo do fungo em células epiteliais. Mas, vale lembrar que neste caso, novos ensaios
utilizando mais amostras devem ser realizados, uma vez que apenas uma amostra e 0
resultado obtido foram insuficientes para analisarmos estatisticamente este fendémeno.

Ja em relacdo ao processo de endocitose em células epiteliais FaDu, mesmo utilizando

apenas uma amostra, a reducdo da endocitose na presenga de AgNPbio foi significativa (p <
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0.05). Tendo em vista que a parede celular constitui o primeiro ponto de interacdo entre
patdégenos fungicos e o hospedeiro e onde contém uma variedade de proteinas e
polissacarideos requeridos para a adesdo, evasdo da resposta imune e integridade celular,
podemos sugerir que as AgNPs bioldgicas podem atuar sobre os processos de endocitose do
fungo, através de interacbes com componentes da parede celular de C. albicans ou da
membrana celular das células epiteliais, bloqueando a endocitose através de ligacGes nédo
especificas, quando em baixas concentracdes, desde que é sabido que alguns aspectos
comportamentais das AgNPs, dentre estes atividade antibacteriana e toxicidade eucaridtica
podem ser influenciados pela atividade ionica da suspenséo. Flory [24] cita trés mecanismos
para a atividade antimicrobiana das AgNP sobre procariotos: (1) adesdo das nanoparticulas a
superficie celular, alterando propriedades de membrana e tendo como resultado um aumento
da permeabilidade da membrana; (2) penetracdo das nanoparticulas dentro da célula
bacteriana, resultando em dano ao DNA; (3) dissolucdo de AgNPs, com liberacdo de prata
ionica (radicais livres) com atividade em importantes enzimas.

Em eucariotos, mais precisamente C. albicans, podemos citar o estudo de Vazques-
Mufioz e colaboradores [16], que realizaram analise ultra estrutural de C. albicans expostas a
AgNPs, através de microscopia eletrénica de transmissao, observando que as células flngicas
expostas a AgNPs bem como as células de controle ndo apresentaram danos graves, como
formacgéo de carogos ou ruptura de parede celular, desta forma os dados corroboraram com
nossos resultados, onde as AgNPs ndo levaram a nenhuma mudanca morfoldgica observavel a
microscopia de luz ou de fluorescéncia. Este fato somado ao de que no mesmo trabalho
citado, as AgNPs foram encontradas em sua maioria circundando as células examinadas,
fortalece nossa ideia de interacdo das AgNPs com componentes da parede celular da C.
albicans. No mesmo trabalho ainda podemos citar, a presenca de cristais de prata
intracelulares, e a observacdo de acumulacdo de particulas muito pequenas na parede da
célula e parte do citoplasma proximo a acumulacdo extracelular de AgNPs (6-12nm),
inferindo possivelmente que as AgNPs possam perturbar as estruturas de parede celular
podendo causar danos graves em tempos de exposi¢do mais prolongados.

Testes preliminares neste estudo apontaram interferéncia na formacao de filamentacéo
do fungo apenas em presenca do OEO. Assim, 0s ensaios de formacéo de tubo germinativo e
filamentacdo foram realizados apenas para o0 OEO. Os resultados mostraram que o OEO na
concentracdo de 0.007 % interfere na filamentagdo do fungo reduzindo a formagéo de hifas
em até 97 %. Um fato observado ao longo do tempo de incubacgdo, é que apds 8 horas de

incubagdo a percentagem de filamentacdo de hifas e pseudo-hifas voltou a aumentar.
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Acreditamos que neste caso, 0 OEO diminui sua acdo sobre a filamentagcdo do fungo em
periodos prolongados de incubacédo, havendo talvez a necessidade de uma nova “dose” para a
manutencdo da atividade antifungica. Enquanto na concentracdo de 0.01 %, a inibicdo da
formacéo de tubo germinativo foi de praticamente 100 % durante 8 horas de incubacao.

A grande problematica deste trabalho foi a elevada citotoxicidade do OEO diante as
linhagens de células epiteliais, onde mesmo a concentragdo 10 vezes menor que a encontrada
para CIM, apresentou uma citotoxicidade elevada. Observamos também, que a combinacao
do OEO com a AgNPs, proporcionou reducdo importante da citotoxicidade do OEO, tornando
interessante sua utilizacdo devido sua importante acdo sobre o processo de filamentacdo do
fungo. A acdo do 6leo essencial de orégano sobre a parede celular fangica e formagdo de tubo
germinativo ja foi demonstrada. Chami e colaboradores [17] observaram por meio de
microscopia eletrénica de transmissdo que o Oleo essencial de orégano, causava rachaduras
superficiais na parede celular de Sacharomyces cerevisiae. Pozzatti e colaboradores [25]
realizaram estudo avaliando a inibicdo de tubo germinativo de C. albicans e C. dubliniensis
pelos 6leos essenciais de orégano e alecrim, observando que C. albicans apresentou maior
susceptibilidade que C. dubliniensis.

Ao final do estudo, realizamos experimentos de dano com LDH, observando que a
concentracdo do OEO que reduzia a formacao de hifa, e que apresentava baixa citotoxicidade
para as células epiteliais, aboliu o dano celular causado pelo fungo. Quando esta concentracéo
foi associada as AgNPs, ndo incrementou a reducdo no dano celular causada pelo OEO. Estes
resultados sugerem que a eficacia do composto se deva a inibicdo de filamentacdo do fungo
pelo OEO, tornando possivel obter atividade protetora 6tima mesmo diante de baixissimas
concentracdes do composto.
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Conclusao

Apesar da combinagdo do OEO com nanoparticulas de prata ser eficiente na atividade
antifangica contra C. albicans, ao avaliar concentraces menores que MIC e ndo fungicidas
observou-se protecdo contra o fungo na utilizacdo de concentracdes extremamente baixas,
tornando possivel controlar a infecgdo pelo fungo, e reduzindo os prejuizos para a microbiota
do hospedeiro. Alem disso, os compostos interferem em etapas importantes na patogenicidade
do fungo, como a invasdo e filamentacdo. Essa atividade diferenciada poderia explicar a
interacdo sinérgica dos compostos na atividade fungicida. Assim, 0 nosso estudo mostrou que
a combinacgdo de compostos sintéticos (nanoparticulas) e naturais (6leos essenciais de plantas)

€ uma interessante alternativa no desenvolvimento de novos antimicrobianos.



