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RESUMO

Espécies de Candida spp. sdo classificadas como patégenos fungicos prioritarios devido a
resisténcia fingica, nimero de obitos, tratamento, acesso ao diagnoéstico, incidéncia anual,
complicagdes e sequelas da infecgdo. O potencial antimicrobiano de Caryocar coriaceum,
conhecido como pequi, vém sendo avaliado, contudo, muitos trabalhos se limitam a verificar
apenas a atividade antimicrobiana, sem compreender as intera¢des envolvidas no processo,
resultando em mecanismos de agdo inexplorados. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
analisar a composi¢ao quimica e avaliar a atividade de trés extratos de C. coriaceum Wittm.
frente a Candida spp. tanto em sua forma planctonica como em biofilme, bem como analisar os
possiveis mecanismos de agdo envolvidos. As folhas do pequizeiro foram coletadas no Campus
da Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza, Brasil. Foram produzidos trés extratos, sendo
eles: o extrato acetato das folhas de pequi (EAFP), extrato metandlico das folhas de pequi
(EMFP) e extrato etanolico das folhas de pequi (EEFP). A composi¢do foi analisada por high-
performance liquid chromatography (HPLC). Para analise microbioldgica foram utilizadas sete
cepas de Candida spp. O teste de sensibilidade antifungico foi realizado conforme a norma M27-
A3 do Clinical And Laboratory Standards Institute. Os extratos foram associados aos
antifungicos fluconazol, itraconazol e anfotericina B (AMB) pelo método de checkerboard. A
avaliacdo do mecanismo de a¢do foi realizada por citometria de fluxo e eletroforese. A atividade
dos extratos sobre biofilmes maduros de C. albicans foi analisada em placas de 96 pocos.
Linfécitos humanos foram utilizados para avaliar da citotoxicidade dos extratos. Os extratos
foliares revelaram atividade antifingica frente a Candida spp., com concentragdo inibitoria
minima (CIM) variando entre 0,5 e 512 pg/mL, mas efeito limitado sobre biofilmes. A
caracterizacao por HPLC revelou a presenca de acido galico, acido eldgico, rutina e quercetina,
apontados como responsaveis pela atividade antifingica. A anélise do mecanismo de acdo
indicou a producgdo de espécies reativas de oxigénio, despolariza¢do mitocondrial, dano ao DNA
e redugdo da densidade celular provocada pelo processo apoptdtico desencadeado. Os extratos
demonstraram baixa citotoxicidade em relagdo a viabilidade de linfécitos humanos. Além disso,
houve sinergismo quando os extratos foram combinados com anfotericina B, revelando uma
associacdo em potencial contra infecgdes por Candida. Nos casos onde houve sinergismo, em
comparacao ao tratamento com o0s ativos sozinhos, a interacao entre EAFP ¢ AMB resultou em
uma diminui¢do de quatro a 16 vezes na CIM, enquanto as combinac¢des de EMFP e EEFP com
AMB reduziram a CIM em aproximadamente quatro vezes.

Palavras-chave: Caryocar. Candida. Espécies Reativas de Oxigénio.



ABSTRACT

Species of Candida spp. are classified as priority fungal pathogens due to fungal resistance,
mortality rates, treatment challenges, access to diagnosis, annual incidence, complications, and
sequelae from infections. The antimicrobial potential of Caryocar coriaceum, known as pequi,
has been evaluated. However, many studies are limited to verifying only antimicrobial activity,
without understanding the interactions involved in the process, resulting in unexplored
mechanisms of action. Thus, the aim of this study was to analyze the chemical composition and
evaluate the activity of three extracts of C. coriaceum Wittm. against Candida spp. in both its
planktonic and biofilm forms, as well as to analyze the possible mechanisms of action involved.
The leaves of the pequi tree were collected on the campus of Ceara State University, Fortaleza,
Brazil. Three extracts were produced: the pequi leaf acetate extract (EAFP), pequi leaf methanol
extract (EMFP), and pequi leaf ethanol extract (EEFP). The composition was analyzed using
high-performance liquid chromatography (HPLC). Seven strains of Candida spp. were used for
microbiological analysis. The antifungal sensitivity test was performed according to the M27-
A3 standard of the Clinical and Laboratory Standards Institute. The extracts were combined with
the antifungals fluconazole, itraconazole, and amphotericin B (AMB) using the checkerboard
method. The mechanism of action evaluation was performed by flow cytometry and
electrophoresis. The activity of the extracts on mature C. albicans biofilms was analyzed in 96-
well plates. Human lymphocytes were used to assess the cytotoxicity of the extracts. The leaf
extracts revealed antifungal activity against Candida spp., with a minimum inhibitory
concentration (MIC) ranging from 0.5 to 512 pg/mL, although with limited effect on biofilms.
High-performance liquid chromatography characterization revealed the presence of gallic acid,
ellagic acid, rutin, and quercetin, which were identified as responsible for the antifungal activity.
Analysis of the mechanism of action indicated the production of reactive oxygen species,
mitochondrial depolarization, DNA damage, and reduced cell density caused by the apoptotic
process triggered. The extracts had low cytotoxicity with respect to human lymphocyte viability.
Furthermore, synergism was observed when the extracts were combined with amphotericin B,
revealing a potentially synergistic association against Candida infections. In cases where
synergism occurred, compared to treatment with the actives alone, the interaction between EAFP
and AMB resulted in a four to sixteen-fold decrease in the MIC, while the combinations of EMFP
and EEFP with AMB reduced the MIC by approximately four-fold.

Keywords: Caryocar. Candida. Reactive Oxygen Species.
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1. INTRODUCAO

No mundo todo, aproximadamente 1,7 bilhdes de pessoas sao afetadas por infecgdes
fingicas, sendo Candida um dos principais responsaveis por esse cenario (Du et al., 2020a).
Espécies de Candida spp. residem na microbiota normal do trato gastrointestinal, genital e
cavidade oral dos seres humanos como comensais, mas, como microrganismos oportunistas,
podem causar infec¢des durante a deple¢do do sistema imune do hospedeiro (Murray;
Rosenthal; Pfaller, 2022). A exposi¢do a fatores de risco como antibioticoterapia prévia,
procedimentos médicos invasivos, nutricdo parenteral, terapias imunossupressoras e
imunomoduladoras favorecem a colonizag¢do oportunista por esse agente e o desenvolvimento
de processos infecciosos (Araujo; Lopes; Cruz, 2020; Medrano et al., 2006; Valdoleiros ef al.,
2021).

Candida pode causar infecgdes cutdneas, mucosas e sist€émicas. Doengas invasivas por
Candida spp. correspondem a cerca de 400.000 casos de infecgdes hematogénicas no mundo
todo, sendo a taxa de mortalidade de aproximadamente 40% (Du et al., 2020a). Em mulheres
em idade fértil, a incidéncia de candidiase vulvovaginal é de 75%, com pelo menos um episodio
ao longo da vida, 50% com mais de um episoddio e 9% com mais de trés ocorréncias em um
ano, nesses casos sendo classificado como infec¢ao recorrente (Brand ef al., 2021).

Infeccdes de repeticdo, além do elevado custo econdmico do tratamento, afetam a
qualidade de vida do paciente. Nos Estados Unidos, infec¢des vulvovaginais atingem cerca de
6,8 milhdes de mulheres, gerando um custo oneroso de quase 1,4 milhdo em consultas e US
$374 milhdes em despesas médicas a cada ano (Benedict ef al., 2022).

Para se adaptar e infectar diferentes hospedeiros, essas leveduras apresentam diversos
fatores de viruléncia, como: bomba de efluxo, producdo de enzimas, formagao de biofilme,
expressao de adesinas e invasinas, além da propria morfologia celular (Angiolella ef al., 2024;
Rocha et al., 2021).

As infeccdes por patdgenos resistentes aos farmacos disponiveis no mercado
contribuem para o aumento da morbimortalidade, estendem a dura¢do da permanéncia
hospitalar, limitam as opgdes terapéuticas, elevam o custo dos cuidados de saude e aumentam
os riscos de toxicidade e desenvolvimento de resisténcia cruzada (Araujo; Lopes; Cruz, 2020;
Rajendran et al., 2016). Proje¢des indicam que cerca de 10 milhdes de mortes anuais poderao
ocorrer devido a infecgdes por organismos multirresistentes. Além disso, estima-se que

aproximadamente 24 milhoes de pessoas possam ser levadas a extrema pobreza até¢ 2030, com
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as espécies emergentes de Candida representando um risco potencial (Angiolella et al., 2024;
WHO, 2019).

Dessa forma, a medida que a resisténcia antimicrobiana ameaga cada vez mais a eficacia
dos tratamentos, a busca por novas opgoes terap€uticas ganha importancia significativa. Entre
essas alternativas, existem os produtos de origem natural. Esses produtos podem ser utilizados
em sua forma natural ou sintética (Al-Aboody; Mickymaray, 2020). O reduzido valor
econOmico, alta disponibilidade e a possibilidade de associa-los a antifingicos, por exemplo,
estdo entre as vantagens de seu uso (Al-Aboody; Mickymaray, 2020; Soliman et al., 2017).
Intimeros compostos bioativos encontrados em certas plantas medicinais demonstram varias
atividades biologicas, como ¢ o caso das plantas do género Caryocar spp., popularmente
conhecida como pequi (Barroso et al., 2020; Jorge-Junior et al., 2020).

O Caryocar spp. ¢ integrante da familia Caryocaraceae, sendo encontrado em paises da
América do Sul e Central (Barroso et al., 2020; Jorge-Junior et al., 2020). No Brasil, possui
forte importancia cultural e econdOmica, sendo encontrado em diversos biomas, como
Amazodnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Barroso et al., 2020). No norte da regido
Nordeste do pais, mais precisamente na Chapada do Araripe, regido que compreende parte do
territério dos Estados do Ceara, Pernambuco ¢ Piaui, os frutos de C. coriaceum Wittm. sao
encontrados em abundancia, sendo utilizados popularmente para producao de chas, oleos e
extratos para tratamento de doencas respiratorias, gripe, febre, queimaduras e indigestao
(Almeida-Bezerra et al., 2022; Arruda; Cruz; Almeida, 2012; Castellucci et al., 2000; Torres et
al., 2016).

Seu potencial antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano, cicatrizante e
gastroprotetor o torna promissor como opg¢ao farmacéutica (Alves et al., 2017; Jorge-Junior et
al., 2020; Leite et al., 2009). Estudos estdo voltados para a investigacdo da atividade
antimicrobiana do género Caryocar spp. frente a uma diversidade de microrganismos, como
parasitas (Alves et al., 2017; Tomiotto-Pellissier et al., 2018), fungos e bactérias (Almeida-
Bezerra et al., 2022; Alves et al., 2017), mas nao focam precisamente na elucidacao do
mecanismo de atividade.

Portanto, este estudo teve como objetivo analisar a composi¢do quimica e avaliar a
atividade de extratos de C. coriaceum Wittm. sozinhos e em associagdo a antifingicos frente a
cepas de Candida spp. tanto em sua forma planctonica como em biofilme, bem como analisar

0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Candida

2.1.1. Candida spp.

As leveduras do género Candida foram descritas pela primeira vez por Langenbeck em
1939 (Knoke; Bernhardt, 2006; Zaitz, 2010). Candida spp. faz parte do reino Fungi, divisao
Eumycota, subdivisao Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptococcacea (Giolo;
Svidzinski, 2010). Candida ¢ um género de fungos sapréfitas que, com frequéncia, se
reproduzem por brotamento, podendo estar presentes no solo, na agua ¢ em alimentos (Giolo;
Svidzinski, 2010; Samanta, 2015). Podem se apresentar na forma de levedura e produzir hifas
ou pseudo-hifas, dependendo da espécie (Samanta, 2015).

Candida spp. tem a capacidade de utilizar carbono e nitrogénio obtidos pela degradagao
de proteinas e carboidratos (Giolo; Svidzinski, 2010). Esses microrganismos sao cultivaveis em
meios dgar Sabouraud dextrose, agar batata dextrose, agar sangue, agar infusio cérebro-coracao
e meios cromogenicos, que auxiliam na identificagdo das espécies. Sdo microrganismos
aerobios e crescem em ampla faixa de temperatura, suas coldnias t€ém caracteristicas lisas,
brancas, cremosas e de aparéncia circular (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2022; Samanta, 2015).

Dentre as mais de 200 espécies de Candida ja identificadas, as seguintes espécies foram
relatadas como colonizadoras da microbiota normal dos seres humanos: C. albicans, C. krusei,
C. metapsilosis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. krissi, C. rugosa,
C. austromarina, C. lusitaniae, C. pararugosa, C. deformans, C. fermentati, C. intermedia, C.
zeylanoides, C. saqué, C. kefyr, C. guilliermondii, C. lambica, C. humilis, C. orthopsilosis, C.
khmerensis, e C. humicolus (Belvoncikova et al., 2022).

Esses fungos fazem parte da microbiota de animais e seres humanos, principalmente em
regides de mucosa, sistema respiratorio, trato gastrointestinal e genital (Giolo; Svidzinski,
2010; Lamego, 2022). Espécies de Candida estdo entre os principais patdégenos fungicos
responsaveis por infecgdes em humanos e animais (Lamego, 2022; Murray; Rosenthal; Pfaller,
2022). Aves e mamiferos sdo os principais animais afetados por infec¢des por Candida, onde
as manifestacdes ocorrem no trato digestorio, canal auditivo, sistema urinario e epitelial
(Lamego, 2022). Em humanos, Candida ¢ responsavel por infec¢des orais, esofagicas, vaginais,
ungueais, urindrias e sist€émicas (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2022; Ritter, 2021). A Figura 1

demonstra algumas doengas causadas por Candida em seres humanos e animais.
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Figura 1: Principais doengas de animais e humanos causadas por Candida spp.

Fungos Hospedeiro Doenga

Candida albicans Aves Sapinho (micose do papo) : E observado em galinhas, perus, pintadas. Em casos agudos, as aves podem morrer sem qualquer
sindrome. O papo, a boca, 0 eséfago, o proventriculo e as moelas s3o comumente afetados. As lesdes sdo placas brancas,
(lceras e/ou pseudomembranas aderentes a superficie da mucosa. Amucosa do papo produz a aparéncia caracteristica de
"toalha turca". Adoenga estd associada a coccidiose, superlotacao

Candida parapsilosis,C.  Gado Mastite mictica: Normalmente a prevaléncia é baixa emrebanhos bovinos (10%) e a infecgdo é leve e autolimitada por
krusei , C. tropicalis , C. natureza. Ela tem sido associada ao uso de seringas, canulas e preparagdes antibidticas contaminadas. Lesdes no teto podem
rugosa atuar como causa predisponente. Ela é transmitida pela pele contaminada do Ubere através da mao do ordenhador, maquina

de ordenha ou de pisos contaminados, palha, ragdo, agentes sanitarios e outros equipamentos.

Candidaalbicans,C.  Potros,  Candidiase gastroesofagica eulceracdo gastrica

krusei bezerros
Candida albicans Porcos Alopecia, lesdo cuténea circular coberta de exsudatos, formagdo de pseudomembrana
Candida albicans ,C.  Cdes Dermatite esfoliativa no focinho, escroto e pés, juntamente com prurido e alopecia, otite externa, infeccdo do trato genital

parapsilosis , C.
quilliermondii

C.albicans, C.glabrata ~ Caes Peritonite canina com inflamagdo piogranulomatosa acentuada

Candidaalbicans . Gatos Infeccdo localizada e disseminada associada a panleucopenia felina e ao virus daimunodeficiéncia felina, rinite

parapsilosis granulomatosa associada ao uso cronico de medicamentos imunossupressores, enterite

Candidaalbicans €.~ Humano  (a) Candidiase invasiva : Estd assaciada aimunossupressdo, neutropenia devido a células-tronco ou drgaos salidos, como
glabrata, C. parapsilosis transplante de figado. Candida estd entre os patGgenos importantes em pacientes admitidos na unidade de terapia intensiva.
,C.tropicalis Causaaltataxa de morbidade e mortalidade sem sindrome especifica

(b) Candidiase oral - Os pacientes que recebem antibidticos de amplo espectro, terapia esteroide ou citotdxica e tém diabetes
mellitus, xerostomia, deficiéncia nutricional e AIDS sdo suscetiveis a candidiase oral. E caracterizada por manchas brancas na
superficie da mucosa oral (sapinho); leséo eritematosa no dorso da lingua, palato ou mucosa (ferida bucal antibidtica);
formacdo de leucoplasia (lesdo cronica); estomatite induzida por dentadura; glossite; etc.

Fonte: Adaptado de Samanta (2015).

Estudos indicam que h4 poucas variacdes genéticas entre espécies de Candida que
infectam seres humanos e animais. Foi demonstrado que algumas aves atuam como
reservatorios intermedidrios de C. glabrata para humanos, e essa relacdo pode ocorrer com
outras espécies de Candida (Al-Yasiri et al., 2016; Lamego, 2022; McManus et al., 2009).
Além disso, espécies de Candida resistentes a antifingicos ja fazem parte da micobiota desses
animais. Portanto, ¢ provavel que haja uma contribuicdo de reservatorios animais na
disseminagdo desses patogenos resistentes (Al-Yasiri et al., 2016).

Leveduras também estdo presentes no solo, onde os géneros Cryptococcus,
Trichosporon, Lipomyces e Candida sdo os mais frequentes, participando de processos de
conversao de matéria organica (Frac et al., 2018; Yurkov, 2018). Entretanto, em solos agricolas,
esses fungos estao suscetiveis a pressao seletiva pelo uso de fungicidas azolicos. O resultado
disso € o desenvolvimento de resisténcia a antifungicos, o que pode levar esses microrganismos
a se tornarem um risco para a saude humana (Dalhoff, 2018; Wachowska; Irzykowski;

Jedryczka, 2018).
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Como células eucaridticas, a estrutura celular de Candida ¢ composta por membrana
plasmatica, citoplasma, ntcleo e outras organelas. Além disso, diferenciando-as de outros
organismos eucariontes, as cé¢lulas fingicas possuem uma parede celular responsavel pela
rigidez da célula e que participa de eventos celulares de sinaliza¢do, adesdo e reproducdo, bem
como na protecao fisica e osmdtica (Nimrichter ez al., 2005; Trabulsi; Alterthum, 2015; Zaitz,
2010).

A parede celular de Candida ¢ formada principalmente por carboidratos (80-90%) e
proteinas (10-20%). Os polissacarideos estdo principalmente na forma de B-glucanas, mananas
e quitina, enquanto as proteinas geralmente estdo associadas a carboidratos por ligagdes O ou
N, formando glicoproteinas (Garcia-Rubio et al., 2020; Gow; Hube, 2012). A parede celular é
um alvo imunolédgico importante durante as infec¢des, pois a maioria das proteinas presentes
em sua composi¢ao sdo desconhecidas pelo sistema imunoldgico (Gow et al., 2012).

Algumas espécies de Candida podem apresentar-se na forma de levedura ou alterar sua
morfologia para a forma de hifa, que possui uma camada maior de quitina em sua parede
(Garcia-Rubio et al., 2020). Os glucanos sdo os polissacarideos mais abundantes nas células
fingicas, sendo unidos por ligacdes glicosidicas B-1,3 ou B-1,6. Na parede celular, o
esqueleto B-glucano-quitina confere forma e resisténcia a célula, enquanto mananas encontram-
se associadas a proteinas, formando manoproteinas na camada externa, sobrepondo -glucanas
e impedindo a identificagdo pelo sistema imune (Costa, 2008; Garcia-Rubio et al., 2020)
(Figura 2).

Figura 2: Representagdo da estrutura da parede celular da Candida albicans.

100 nm = Manana «=B-1,6-glucanos == Quitina
; ——Proteinas == 3-1,3-glucanos

Parede
externa

Parede
interna

O~ Membrana celular

Fonte: Adaptado de Gow et al., (2012).
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A membrana celular é formada por duas camadas de fosfolipidios, contendo proteinas
associadas que podem agir como receptores, no transporte ou transdugdo de sinal. O contato
entre o meio intra e extracelular ¢ facilitado por vactolos e vesiculas (Talapko et al., 2021;
Trabulsi; Alterthum, 2015; Zaitz, 2010). A superficie da membrana celular possui ergosterol,
um esterol que esta relacionado a manutencdo da estrutura, resisténcia ao estresse e fluidez. O
ergosterol comumente ¢ alvo da acdo de antifingicos, tendo em vista sua importancia na
homeostase da célula (Loguercio-Leite et al., 2006; Talapko et al., 2021).

No citoplasma, sdao encontradas diversas organelas que atuam na manutencdo do
metabolismo energético e sintese de proteinas (Trabulsi; Alterthum, 2015). As mitocondrias,
por exemplo, sdo responsaveis pela produ¢do de adenosina trifosfato (ATP), a molécula
energética da célula (Loguercio-Leite et al., 2006). J& o nucleo, envolto por uma dupla
membrana, € responsavel principalmente por abrigar o material genético (Trabulsi; Alterthum,

2015).

2.1.2. Infecgoes causadas por Candida spp.

Infeccdes causadas por fungos sdo, em sua maioria, cronicas, com diagnosticos dificeis
e tratamento que podem demorar meses (Casadevall, 2018). Leveduras do género Candida sao
fungos comensais e oportunistas que habitam a microbiota dos seres humanos, colonizando a
uretra e os sistemas gastrointestinal, vulvovaginal e respiratdrio, podendo desencadear um
processo infeccioso quando se encontram em um microambiente favoravel (Barbedo; Sgarbi,
2010).

A grande adaptabilidade de Candida permite a infec¢do em diversos sitios, causando
desde leves lesdes nas mucosas até infecgdes invasivas. Alguns fatores contribuem para essa
transi¢do do perfil comensal-patdgeno, como a propria imunossupressao, alteragdo na barreira
cutanea, antibioticoterapia prolongada, realizagdo de cirurgias e tempo de permanéncia em
unidades de tratamento, bem como terapias imunomoduladoras, por exemplo (Araujo; Lopes;
Cruz, 2020; Valdoleiros et al., 2021; Zaitz, 2010). Dessa forma, grande parte dessas infecdes
tem origem enddgena (Zaitz, 2010).

As manifestagdes clinicas acontecem de acordo com o sitio de infeccdo, podendo
ocorrer: infec¢des superficiais, com manifestacdes cutaneas, orofaringeas e genitais, e infecgoes
sistémicas (Whaley et al., 2017). A candidiase mucosa de origem oral ou vaginal costuma
acontecer de forma autolimitada, fatores de risco incluem o uso de estrogénio,

anticoncepcionais orais e diabetes, mas pode acontecer de forma idiopatica em individuos
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saudaveis (D’Enfert et al., 2021; Zaitz, 2010). J& a candidiase sistémica pode afetar varios
orgaos, como rins, figado e baco (Barbedo; Sgarbi, 2010; D’Enfert et al., 2021; Zaitz, 2010)
(Figura 3).

Figura 3: Sitios de comensalismo e patogenicidade de Candida albicans.
Sitios comensais Doencas

Candidiase Orofaringea (aguda,
cronica, cronico-mucocutanea)

Fatores predisponentes
cavidade oral /—\ ) > antibioticos de amplo espectro
' p > imunidade disfuncional das células T
( > deficiéncias nutricionais
> hipofuncao salivar
> fumar
>uso de dentaduras

k& Candidiase sistémica

(translocacao através da mucosa intestinal)

trato gastrointestinal Biliina shadissonsstas

> dano da mucosa intestinal (cirurgia)
> antibioticos de amplo espectro

> imunossupressao

> cateter venoso central

> estadias prolongadas naUT!

K > dialise
Candidiase vulvovaginal

> 75% das mulheres passam por pelo
menos 1 epls_bdxo navida
> 5% tém episodios recorrentes

trato genital

Fatores predisponentes
> altos niveis de estrogénio
> uso de anticoncepcionais orais
>diabetes

(/-\Candidiase Mucocutanea

Fonte: Adaptado de D’Enfert et al., (2021).

A patogénese acontece geralmente ap6s a coloniza¢do tecidual. Alguns fatores
contribuem para o crescimento desenfreado de Candida no tecido, como uma disbiose local,
representada na Figura 4. Em seguida, ocorre a adesdo no tecido, com expressdo de adesinas e
sucessiva formagao de hifas, a depender da espécie. Nesse momento, passa a ser estimulada a
expressao de genes relacionados a transicdo morfologica (Mba; Nweze, 2020). Quando se
encontra em forma de levedura, Candida possui alta capacidade de disseminagdo, mas ¢ na
forma de hifa que ha maior facilidade para transpor tecidos (Barbedo; Sgarbi, 2010; Gow et al.,
2012).

A producdo de enzimas e proteinas citoliticas facilita a invasao, ocasionando injuria
tecidual. Espécies que nao formam hifas, como C. glabrata, desencadeiam processos
infecciosos pela formagdo de biofilmes. Quando hé evasdo imunologica, Candida pode penetrar

e se disseminar pela via hematogénica. Uma outra forma de causar infeccdo sistémica ¢ por
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meio de rotas artificiais, via dispositivos médicos e procedimentos invasivos, por exemplo

(Gow; Hube, 2012; Hofs; Mogavero; Hube, 2016; Mba; Nweze, 2020).

Figura 4: Invasao tecidual por Candida albicans.

Hifa Levedura

Adeséo e
colonizagdo

Penetracgéo
hifal e invasdo

Disseminacao
vascular

Colonizacéo
endotelial e
: Z% = ' penetracido

Fonte: Adaptado de Gow et al., (2012).

2.1.3. Epidemiologia das infecgoes por Candida spp.

O género Candida engloba cerca de 200 espécies de importancia médica, sendo C.

albicans a mais importante em todo o mundo com ocorréncia variando entre 44% a 70% dos

casos a depender do local (Ciurea et al., 2020; Garcia-Rubio ef al., 2020; Saude, 2024). Até

1950, C. albicans era a Unica espécie reconhecida como patogénica, porém, apos esse periodo,

outras espécies foram descritas como responsaveis por causar infecgdes em seres humanos,

como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. auris, C. parapsilosis, C. guilliermondii

e C. lusitaniae (Nascimento et al., 2024; Saude, 2024; Zaitz, 2010).
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O nimero de infecgdes invasivas em unidades de terapia intensiva (UTI) tem aumentado
nos ultimos anos, em que as espécies de Candida estdo entre os dez microrganismos mais
frequentemente isolados e sdo responsaveis por aproximadamente 10% das infecc¢oes
adquiridas em hospitais (Bassetti e al., 2017; Lass-F1orl ef al., 2024; Pinho; Miranda; Oliveira,
2024). Por se tratar de um ambiente com elevado nimero de individuos imunocomprometidos,
a presenca ubiqua de Candida facilita sua propagagdo, tendo em vista seu carater oportunista
(Pinho; Miranda; Oliveira, 2024). Em UTIs, estima-se que o risco de desenvolvimento de
infeccdo por Candida ¢ de cinco a 10 vezes maior, inferindo diretamente no tempo de
permanéncia hospitalar, prolongando o sofrimento dos pacientes, além da sobrecarga
financeira, demonstrando a necessidade da busca por novos tratamentos para barrar as infecgoes
por cepas resistentes (Nascimento ef al., 2024).

Em 2022, a Organizacio Mundial de Saude (OMS), considerando critérios como
resisténcia antifungica, numero de 6bitos, tratamento, acesso ao diagnostico, incidéncia anual,
complicacdes e sequelas da infecgdo, classificou os patdgenos fiingicos prioritarios no reforgo
a vigilancia epidemiolodgica, investimento em pesquisa, desenvolvimento e inovagdo, bem
como intervencdes na satde publica. Dessa forma, as espécies C. auris e C. albicans foram
elencadas como patogenos fungicos de prioridade critica, C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis como de alto risco e C. krusei como médio risco (WHO, 2022).

C. glabrata tem sido apontada como responsavel por 30% das infecgdes invasivas por
Candida nos Estados Unidos, enquanto C. parapsilosis representa 15% dos casos (Friedman;
Schwartz, 2019). C. auris ¢ uma preocupacao desde seu primeiro isolamento em 2009, ja que
se trata de um patogeno com capacidade de adquirir multirresisténcia, e potencial para causar
grandes surtos hospitalares (Friedman; Schwartz, 2019; Lass-Florl et al., 2024). Na América
Latina, as espécies mais comuns sdo C. parapsilosis e C. tropicalis, onde o aumento das
infecgdes por espécies de Candida ndo-albicans tem se tornado uma preocupacgdo importante
devido ao diagnostico dificil, mudangas epidemioldgicas e, principalmente, com o advento da
resisténcia, que € agravada pela terapia empirica e profilatica com antifingicos (Friedman;
Schwartz, 2019; Pinho; Miranda; Oliveira, 2024). Adicionalmente, algumas espécies de
Candida, como C. krusei e C. glabrata, sdo naturalmente resistentes ou possuem suscetibilidade
reduzida a alguns antifiingicos, o que contribui para o aumento do niimero de casos associados
a essas espécies (Nins, 2023).

A distribuicao das espécies esta relacionada a fatores como idade da populagdo, renda

populacional, terapia e propor¢ao de pacientes com comorbidades, como pacientes oncologicos,
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transplantados e vivendo com virus da imunodeficiéncia humana (HIV). C. glabrata, por
exemplo, ¢ mais comum em pacientes idosos, sendo mais frequente em regides com a populagao
mais idosa e com renda mais alta. C. parapsilosis ¢ mais comum em criangas € neonatos, o que
representa uma preocupacao quanto a origem nosocomial dessas infeccdes (Lass-Florl et al.,
2024; Pinho; Miranda; Oliveira, 2024). Apesar disso, C. albicans ainda é a espécie mais
prevalente no mundo todo, sendo responsavel por 70-90% dos casos de candidiase vulvovaginal
(Macena; Nascimento; Maynard, 2022). Atualmente, a espécie C. auris ja foi isolada em mais
de 40 paises e em todos os seis continentes, com taxa de mortalidade entre 30 e 60% (Du et al.,
2020b; Friedman; Schwartz, 2019; Pinho; Miranda; Oliveira, 2024). A Figura 5 ilustra a

distribuicdo global das espécies.
Figura 5: Distribuicdo global das espécies de Candida spp.
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® C. krusei Dados néo disponiveis

Fonte: Adaptado de Lass-Florl et al. (2024).

A tendéncia de resisténcia tem sido maior para todas as espécies mais prevalentes de
Candida citadas anteriormente. O Programa de Vigilancia Antifungica SENTRY coletou
informacdes a respeito da resisténcia em espécies de Candida entre 1997 e 2016 em 39 paises.
Os resultados demonstraram que as espécies mais frequentemente resistentes ao fluconazol
(FLC) eram C. glabrata (10,6%) e C. tropicalis (9,2%). A resisténcia a equinocandinas foi de
3,5% para C. glabrata e 0,1% para C. albicans e C. parapsilosis. Quanto a micafungina, a

resisténcia foi mais frequente em isolados de C. glabrata (2,8%) e C. tropicalis (1,3%) (Pfaller
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et al., 2019). Uma revisdo sistematica e meta-analise sobre infecgdes por C. auris revelou que
o perfil desse microrganismo ¢ de resisténcia a FLC (91%), anfotericina B (AMB; 12%),
caspofungina (12,1%), micafungina (0,8 %) e anidulafungina (1,1%) (Chen et al., 2020).

A incidéncia de candidemia na América Latina varia entre 0,74-6,0 a cada 1000
admissoes hospitalares, com taxa de mortalidade variando entre 30—76% (Alvarez-Moreno et
al., 2023), onde no Brasil a taxa de incidéncia ¢ de 2,49/1000 internagdes, com mais de 70%
dos casos culminando em o6bito dos pacientes (Agnelli et al., 2023; Saude, 2024). Essas taxas
estao relacionadas a regido geografica, sistema de saude, concentragdo demografica e fatores
ambientais (Lass-Florl et al., 2024).

Um estudo de coorte realizado em hospitais terciarios no Brasil revelou que, no periodo
de 2017-2018, foram relatados 247 casos de candidemia. C. albicans foi responséavel pela
maioria dos casos (40,5%), seguida por C. parapsilosis (22,7%), C. tropicalis (17%), C.
glabrata (13%), C. krusei (3,2%), C. guilliermondii (0,4%) e 3,2% dos casos eram ocasionados
por espécies ndo listadas ou infec¢cdes por mais de uma espécie de Candida. Esse trabalho
mostrou ainda uma taxa de mortalidade de 37,7% em 14 dias ¢ 48,6% em 30 dias ap6s admissao
hospitalar (Agnelli et al., 2023).

Um estudo realizado no Nordeste brasileiro identificou a prevaléncia de infecgdes por
C. albicans (35,3%), C. tropicalis (27,4%), C. parapsilosis (21,6%) e C. glabrata (11,8%),
associadas a uma taxa de mortalidade de 61,1%, 100% e 27,3% em infecgdes por C. albicans,
C. glabrata e C. parapsilosis, respectivamente (Medeiros ef al., 2019).

No Estado do Ceara, um estudo comparou os isolados de infecgdes de corrente
sanguinea nos periodos pré-pandemia (2018-2019) e pandemia (2020-2021) de COVID-19. Os
fungos representavam 30,9% dos isolados analisados, onde as espécies de Candida
corresponderam a 92,86% destes. No periodo pré-pandemia, os isolados de Candida mais
frequentes eram C. albicans (38,47%), C. parapsilosis (23,08%), C. tropicalis (15,38%) e C.
glabrata (7,69%). Ja durante a pandemia, a frequéncia das espécies foi alterada para C.
tropicalis (41,38%), C. albicans (31,03%), C. parapsilosis (13,79%) e 3,45% para C. glabrata,
C. krusei e C. orthopsilosis (Xavier, 2024).

Dessa forma, tendo em vista os dados epidemiologicos de infecgdes por Candida
demonstrarem aumento da incidéncia, bem como o surgimento de novas espécies resistentes, €
necessario investir no desenvolvimento de novos tratamentos para conter o avanco dessas

infecgoes.
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2.1.4. Fatores de viruléncia expressos por Candida spp.

A viruléncia de Candida spp. esta relacionada as estratégias utilizadas por esses
patdgenos para driblar os mecanismos do sistema imunoldgico do hospedeiro, com a finalidade
de se estabelecerem em varios ambientes (Ciurea et al., 2020). Por meio da expressdo de fatores
de viruléncia, como adesinas, producdo de enzimas, alteragdo morfologica e formagao de
biofilme, esses fungos conseguem se adaptar a diferentes ambientes (Chaffin, 2008; Ciurea et

al., 2020). Alguns fatores de viruléncia de Candida estao expostos na Tabela 1.

Tabela 1: Principais fatores de viruléncia de Candida spp.

Fator

Funcio

Transicao morfologica

Sobrevivéncia da célula
Resisténcia a alteragdes de pH, temperatura,
componentes do soro e caréncia nutricional

Formacao de biofilme

Resisténcia a antifungicos
Resisténcia ao sistema imune do hospedeiro

Toxina que produz danos a célula do
hospedeiro

Candidalisina . )
Fuga do sistema imune
Auxilia na translocagao
. . Desenvolvimento orientado de hifas através da
Tigmotropismo ~
percepcao de contato
Adesinas

Agglutinin-like sequence (ALS)

Adesao, invasao
Promove crescimento de hifas (ALS3)

Hyphal wall protein (HWP)

Adesdo
Formacgao de biofilme
Promove crescimento de hifas

Heat shock proteins (HSPS)

Adesao epitelial
Promove crescimento de hifas
Resisténcia a antifingicos

Enzimas

Fosfolipases

Dano a célula do hospedeiro
Invasdo tecidual

Lipases

Adesao, invasao
Sequestro de nutrientes

Secreted aspartic proteases (SAP)

Facilitam translocag¢ao intestinal
Modulagao do biofilme

Lise de imunoglobulinas e proteinas do
complemento

Hemolisinas

Hemolise
Sequestro de ferro

Catalase e superdxido dismutase
Fonte: Autoria propria (2024).

Protecdo contra estresse oxidativo
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O polimorfismo de algumas espécies de Candida, ou seja, a transicdo morfologica de
levedura em brotamento para hifa filamentosa, ¢ importante tanto no comensalismo como no
estabelecimento da infec¢do. Candida em forma de levedura pode estar presente em tecidos
sem que haja dano ao hospedeiro, diferente da formacdo da hifa, que esta relacionada a
condi¢cdes patoldgicas (D’ Enfert et al., 2021; Hofs; Mogavero; Hube, 2016). Condigdes nao
ideais de crescimento estimulam a formag¢ao de hifas, como alteragdo no pH, concentracao de
nutrientes ¢ microaerofilia, por exemplo. Nesses casos, fatores de transcricdo sdo expressos
para estimular a formagao de hifas (Hofs; Mogavero; Hube, 2016).

As adesinas produzidas por Candida spp. permitem que esses fungos consigam se aderir
a diversas superficies, outros microrganismos ¢ até células do hospedeiro, sendo um fator
importante para a formagdo de biofilmes. Como uma levedura comensal, Candida tende a
colonizar diversos sitios, onde necessitam produzir adesinas para se fixarem as superficies e
evitarem a remocao (Chaffin, 2008). Diversas sdo as adesinas produzidas por Candida, como
a familia agglutinin-like sequence (ALS), uma familia com 8 proteinas expressas na parede
celular. ALS3 ¢ o membro mais estudado dessa familia, que possui a capacidade de se ligar a
diversos tipos de ligantes, podendo atuar como invasina e no sequestro de ferro (D’Enfert et al.,
2021). Outros exemplos de adesinas importantes sdo a familia hyphal wall protein (HWP), que
sdo expressas durante a formagdo de hifas; a yeast wall protein (YWP), que auxiliam na
disseminagdo em infecgdes sistémicas; e as adesinas epiteliais (EPA), que sdo importantes na
infeccdo por C. glabrata (Chaffin, 2008; Ciurea et al., 2020; D’Enfert et al., 2021).

A invasido tecidual pode ser feita por indug¢do da endocitose ou penetragdo ativa das
células do hospedeiro. Além disso, as espécies de Candida produzem enzimas hidroliticas
capazes de degradar células do hospedeiro como forma de obter nutrientes e evadir-se do
sistema imune, bem como invadir tecidos (Ciurea et al., 2020; Hofs; Mogavero; Hube, 2016).
O tigmotropismo de Candida funciona como um contato guiado em que as hifas crescem em
direcdo aos sulcos e fendas dos tecidos para realizar penetragdo ativa (Samanta, 2015).

As secreted aspartic proteases (SAP)sdo apontadas como enzimas importantes no
processo de invasao e danos as células do hospedeiro, podendo agir na altera¢do da integridade
epitelial e degradagdo de proteinas do tecido (Hofs; Mogavero; Hube, 2016). A produgdo de
hemolisinas por Candida facilita o sequestro de ferro, o que facilita a sobrevivéncia do
patogeno, principalmente em candidiase sistémica ou disseminada (Mba; Nweze, 2020). Outros
fatores que provocam dano ao hospedeiro ¢ a producao de lipases e fosfolipases, que causam

injaria celular (Ciurea et al., 2020). Além disso, C. albicans é capaz de produzir também
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candidalisina, uma toxina peptidica capaz de causar danos na membrana celular por meio da
alteracdo da permeabilidade e formacdo de poros, com posterior deterioragdo do conteudo
citoplasmatico (D’Enfert ef al., 2021; Talapko et al., 2021).

As respostas do sistema imune as infec¢des por Candida spp. acabam por gerar estresse
as células fungicas. Dessa forma, esses microrganismos precisam responder a esses estimulos
para sobreviver ao ataque. C. albicans produz enzimas superdxido dismutase em resposta a
geragao de espécies reativas de oxigénio (EROS) pelas células imunes, por exemplo. Fatores
externos como temperatura, pH, osmolaridade e terapia antimicrobiana também submetem
Candida ao estresse. As heat shock proteins (HSPS) auxiliam o fungo na sobrevivéncia em
ambiente hostil. A HSPS90 é uma chaperona dependente de ATP (adenosina trifosfato) que age
estabilizando transdutores de sinal e na modulagdo de cinases e fosfatase caucinerina (Lee, Y.
et al., 2021a; Lopes; Lionakis, 2022).

A capacidade de formar biofilme é uma propriedade importante para a patogénese de
Candida spp., j4 que a maioria das infec¢des acontece pela formagdo dessas comunidades em
superficies bioticas, como tecidos do hospedeiro, ou abidticas, como cateteres e valvulas

cardiacas protéticas (Talapko et al., 2021).
2.1.4.1. Biofilmes

A estrutura tridimensional do biofilme confere prote¢do contra fagocitose, dificulta a
entrada de antifingicos, além de atuarem na modulacdo de alvos farmacologicos (Mello ef al.,
2020). Uma metanalise avaliou a prevaléncia de biofilmes em infecgdes sistémicas por Candida
spp. em trabalhos publicados entre 1995 e 2020 na Europa, Asia e América. Nesse periodo, a
taxa de mortalidade por Candida spp. foi de 37,9%, com 70% dos casos relacionados a
infecgdes por biofilmes. O estudo demonstrou ainda elevadas taxas de resisténcia dos biofilmes
ao FLC (70,5%), voriconazol (67,9%) e caspofungina (72,8%) (Atiencia-Carrera et al., 2022).
Esses dados demonstram a necessidade de explorar novos tratamentos para o combate a essas
infecgoes.

O biofilme de Candida spp. passa por algumas fases até a sua maturacdo final, como
demonstrado na Figura 6. A fase inicial comega com a adesdo das células a uma superficie,
dando origem a camada basal. Em seguida, essas c€lulas passam a se proliferar, formando
microcoldnias, onde podem ser encontradas na forma de leveduras, hifas ou pseudo-hifas, de
acordo com a espécie. As células passam entdo a produzir substdncias poliméricas
extracelulares na fase intermediaria. A matriz extracelular (MEC) polissacaridica que envolve

o biofilme e o protege do ambiente externo ¢ entdo formada, finalizando a matura¢do em uma
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estrutura tridimensional. Ao final, o biofilme esta maduro e as células ndo aderidas da camada
mais externa comeg¢am a se desprender, possibilitando a disseminacdo para outros tecidos
(Arafa et al., 2023; Cavalheiro; Teixeira, 2018; Mba; Nweze, 2020; Talapko et al., 2021). Em
C. albicans, por exemplo, a fase inicial in vitro dura aproximadamente 11 horas. A fase
intermediaria, onde sdo formadas as substancias poliméricas, tem duracdo de 12 a 30 horas,
enquanto o processo de maturagdo ¢ concluido entre 38 e 72 horas s (Cavalheiro; Teixeira,
2018).

Figura 6: Estagios de formagao do biofilme em Candida albicans.

Células plancténicas Biofilme

Matriz extracelular

o
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S /o Hifa
il Co Pseudo-hifa O %,’C? A
O o Levedura \ gé)[ ;‘b i
© \mmt X3 Cho
) o _3 2

>
1 Intermediaria
Adesdo

Fonte: Adaptado de Arafa et al., (2023).
A adesdo inicial depende da acdo de adesinas ALS, HWP e a familia hyphally

upregulated/IPF family F (HYR/IFF). As polystyrene protein (EAP1) sdo essenciais no
processo de adesdo de C. albicans em superficies plasticas, como cateteres. O desenvolvimento
do biofilme cursa com aumento da biomassa. Nesse ponto, as hifas produzidas por algumas
espécies auxiliam na manuten¢do da estrutura para que outras células possam se fixar. Dessa
forma, os biofilmes de C. glabrata tendem a desenvolver uma biomassa menos substancial. A
MEC ¢ composta por proteinas, carboidratos, lipidios e 4cidos nucleicos, € sua importancia esta,

principalmente, na tolerdncia ao tratamento com antifingicos e prote¢do contra o sistema
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imune. A etapa da dispersdo ¢ influenciada pela presenca de YWP, que possui propriedades
antiadesinas (Ponde et al., 2021).

A comunicag¢ao dentro do biofilme ¢ mantida pela secre¢do de moléculas de sinalizagao.
O quorum sensing pode sinalizar e modificar a transcrig¢do, afetando a viruléncia expressa pelas
células. O farnesol ¢ uma molécula de quorum sensing secretada por C. albicans e C.
dubliniensis, que atua na manutencdo da parede da célula, hidrofobicidade e no aumento da
expressao de genes envolvidos na resisténcia a azodis (Cavalheiro; Teixeira, 2018; Mba; Nweze,
2020; Ponde et al., 2021).

Os biofilmes de Candida possuem ainda uma subpopulagdo conhecida como persister
cells, que se encontram na camada mais profunda (cerne do biofilme). Essas células apresentam
caracteristicas de dorméncia, ndo realizam divisao celular e, por possuirem alta tolerancia a
antifungicos, podem se proliferar para restaurar o biofilme ao final de um estimulo estressor
que reduziu o biofilme fungico (Cavalheiro; Teixeira, 2018; Ponde ef al., 2021).

Dessa forma, ¢ essencial que novas estratégias sejam exploradas na busca por opgdes

terapé€uticas para combater infecgdes causadas por Candida spp.

2.1.5. Antifungicos disponiveis e mecanismos de resisténcia

Nas ultimas décadas, o aumento do nimero de casos de infec¢ao por Candida resistente
tem sido consideravel (Lee, Y. et al., 2021b). Os tratamentos convencionais com antifiingicos
tem apresentado falha terapéutica, tanto pela resisténcia in vitro do microrganismo em questao
quanto a natureza do grupo de individuos afetados, que na maioria das vezes sdo
imunossuprimidos (Vieira; Santos, 2017). O uso prolongado ou inadequado de antifungicos
também resultam na sele¢@o de cepas resistentes de Candida (Pereira et al., 2021).

A resisténcia pode ser adquirida ou intrinseca. A resisténcia adquirida acontece apds
exposicao ao antimicrobiano e geralmente ¢ resultado de mutagdo génica. A intrinseca, por sua
vez, ¢ um perfil fenotipico onde o microrganismo apresenta resisténcia inata sem que ocorra
contato prévio com a droga, um exemplo € C. krusei, que possui resisténcia intrinseca ao FLC
(Vieira; Santos, 2017).

A resisténcia a antifungicos pode ocorrer por mecanismos que envolvem a redugao
intracelular da concentragao da droga, alteracao/reducao do alvo farmacologico ou diminuigao
da atividade do medicamento (Lee, Y. ef al., 2021b; Pereira et al., 2021). A plasticidade
gendmica de Candida spp. permite a expressdo ou muta¢do de diversos genes relacionados a

resisténcia. Assim, uma mesma espécie pode acumular diversas estratégias para sobreviver a
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acdo dos antifingicos (Lee, Y. et al., 2021b). Os mecanismos envolvidos na resisténcia
intrinseca de C. krusei ao FLC, por exemplo, incluem a superexpressao de transportadores de
cassete de ligacdo a ATP, alteragdo da enzima alvo codificada pelo gene ERGII e
superexpressao de bombas de efluxo (Khalifa et al., 2022).

O arsenal terapéutico voltado para infeccdes fingicas ¢ bastante limitado quando
comparado a diversidade de classes aprovadas para o tratamento antibacteriano. Somente
quatro classes de antifungicos estdo disponiveis atualmente, sendo elas: azolicos, polienos,
equinocandinas e pirimidinas (Pereira ef al., 2021). A Figura 7 apresenta a estrutura quimica de
um exemplo representativo de cada uma dessas classes. Atualmente, esses medicamentos estao
disponiveis na relacdo nacional de medicamentos essenciais (RENAME), sendo

disponibilizados pelo SUS (Sistema Unico de Saude) (Saude, 2022).

Figura 7: Representagdo das estruturas quimicas dos antifingicos.
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Fonte: PubChem (2025).
Os derivados azolicos sdo a primeira linha no tratamento de infec¢des por Candida spp.

Nessa classe estdo incluidos os imidazolicos e triazolicos, que possuem um anel imidazolico
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em sua estrutura. Os imidazoélicos contém trés atomos de carbono e dois atomos de nitrogénio.
Entre os farmacos desse grupo, destacam-se, entre outros, 0 miconazol e o cetoconazol. Ja os
triazolicos possuem dois atomos de carbono e trés de nitrogénio, e os principais antifungicos
sao FLC e itraconazol (ITR) (Campoy; Adrio, 2017; Martinez, 2006; Pereira et al., 2021). O
mecanismo de agdo dos azodis caracteriza-se por uma atividade fungistitica, onde esses
farmacos atuam inibindo a enzima lanosterol 14-a-demetilase (CYP51), que € codificada pelo
gene ERG1 1. Portanto, agem no bloqueio da sintese do ergosterol, resultando no acumulo de
intermediarios de esterol toxicos para a célula fingica, além de alterar a permeabilidade da
membrana celular (Lee, Y. ef al., 2021a; Lopes; Lionakis, 2022; Martinez, 2006; Pereira et al.,
2021).

Uma das principais formas de resisténcia a azois esta relacionada a muta¢des em ERG/ [
por substituicdo de aminoacidos. Em C. albicans, ja foram detectadas mais de 140 substitui¢des
de aminoacidos em ERGI/I. Essas alteracdes reduzem a afinidade de ligagdo do alvo
farmacoldgico. Esse mecanismo de resisténcia ndo ¢ exclusivo de C. albicans, tendo sido
detectado também em cepas de C. auris isoladas no Sul da Asia, América do Sul e Africa, mas
¢ incomum em C. glabrata (Lee, Y. et al., 2021a).

A superexpressao de bombas de efluxo também acontece para evitar o acumulo de
drogas dentro da célula, sendo um mecanismo de resisténcia comum para multiplos
antifingicos. Em C. albicans, essa propriedade estd relacionada as proteinas de efluxo do
cassete de ligacdo de ATP (familia ABC) e da superfamilia do facilitador principal (MFS)
(Pereira et al., 2021; Prasad et al., 2015). Os principais transportadores envolvidos na
resisténcia de C. albicans saio CDRI e CDR2, enquanto em C. glabrata sao CgCDR1, CgCDR?2
e CgSNQ2. Ja o MDRI, da familia MFS, estd presente em C. albicans e C. dubliniensis
(Campoy; Adrio, 2017). Muta¢des de ganho de fungdo sdo responsaveis pela superexpressao
do ativador transcricional UPC2, aumentando a producdo de alvos, levando a reducdo da
sensibilidade a azois (Campoy; Adrio, 2017; Lee, Y. et al., 2021a). Alteragao dos genes ERGI,
ERG3, ERG7, ERGY9 ou ERG25, que fazem parte da via de sintese do ergosterol, também levam
a resisténcia (Campoy; Adrio, 2017).

Os poliénicos sdo uma classe de antifungicos com agao fungicida que possuem molécula
anfipatica heterociclica com atomos de carbono divalentes dispostos em série. AMB e nistatina
estdo agrupadas nessa classe. A AMB ¢ utilizada em casos mais graves de doenga invasiva,

infeccdo disseminada ou na auséncia de outro fairmaco eficaz, ja que sua utilizagdo deve ser
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limitada, pois apresenta toxicidade celular e comum nefrotoxicidade (Martinez, 2006; Pereira
etal.,2021).

Os antifungicos poliénicos tem como alvo o ergosterol da célula fungica, seu mecanismo
de agdo esta relacionado a formacao de poros na membrana, alterando a estabilidade e levando
a morte. As moléculas anfifilicas do fArmaco se ligam aos esterdis, provocando alteragdo da
temperatura da transicdo da membrana, liberando ions e pequenas moléculas através dos poros
formados (Lopes; Lionakis, 2022; Sanglard, 2017).

A resisténcia a AMB, apesar de incomum, acontece pelo esgotamento do alvo (Lee, Y.
etal.,2021a). A redugdo da sensibilidade ocorre por mutagdes no gene ERG3, responsavel pela
codificacao da enzima C-5 esterol desaturase, que esta relacionada a sintese do ergosterol.
Como consequéncia, ha uma redugdo da interagdo do farmaco com a membrana da célula
(Pereira et al., 2021). Mutagdes em diversas outras enzimas relacionadas a biossintese do
ergosterol t€ém sido descritas por seus potenciais de alterarem a sensibilidade em C. albicans
(ERG2, ERG3, ERGS, ERGI1), C. glabrata (ERG2, ERG6, ERG11) e C. auris (ERGI, ERG2,
ERG6, ERGI13) (Lee, Y. et al., 2021a).

A classe das equinocandinas ¢ constituida por antifingicos fungicidas que apresentam
uma estrutura de hexapeptideos ciclicos associados a diferentes cadeias laterais, as quais sao
responsaveis pela atividade antifungica. Fazem parte desse grupo a caspofungina, micafungina
e anidulafungina (Lopes; Lionakis, 2022; Martinez, 2006). Acidos graxos ocupam a cadeira
lateral da caspofungina, enquanto a micafungina apresenta um complexo aromatico, € a
anidulafungina possui um grupo alcoxitrifenil (Campoy; Adrio, 2017; Martinez, 2006; Pereira
etal.,2021).

O mecanismo de acdo dessas drogas consiste em bloquear a sintese da 1,3-B-D-glucano
por meio da inibicdo do complexo enzimatico 1,3-B-D-glucano sintase, ligando-se
principalmente a subunidade FKS1. Essa interagdao implica na ruptura da parede celular, com
consequente instabilidade osmotica e morte da célula (Campoy; Adrio, 2017; Lopes; Lionakis,
2022; Martinez, 2006). As cepas de Candida spp. resistentes as equinocandinas apresentam
mutagdes no gene FKSI e FKS2, provocando reducgdo da enzima 1,3-B-D-glucano sintase. Em
C. albicans e C. auris, as mutagdes ocorrem principalmente em FKS/, enquanto em C. glabrata
as mutacoes sao comuns tanto em FKS/ como em FKS2 (Campoy; Adrio, 2017; Lee, Y. et al.,
2021a; Pereira et al., 2021).

Os andlogos das pirimidinas, por sua vez, atuam sobre a inibi¢do da sintese de acidos

nucleicos. A flucitosina (5-FC; 5-fluorocitosina) ¢ um fungistatico andlogo fluorado da
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pirimidina. A 5-FC penetra as células por meio do transportador enzimatico citosina permease.
Ao adentrar a célula, é convertido pela citosina desaminase na forma ativa 5-fluorouracil (5-
FU) onde interfere no metabolismo das pirimidinas, assim como RNA/DNA e sintese proteica
(Campoy; Adrio, 2017; Pereira et al., 2021).

A resisténcia a 5-FC ¢ comum, por isso o firmaco costuma ser associado a outros
antifungicos como AMB e/ou FLC. O perfil de resisténcia consiste em mutagdes nos genes
FCY]I da citosina desaminase ¢ F'CY2 da citosina permeasse, além de mutagdes no gene FURI
que ¢ responsavel pela sintese da enzima uracila fosforibosiltransferase, alterando a conversao
de 5-FU e impedindo a formagdo de metabdlitos toxicos para o fungo (Campoy; Adrio, 2017;
Sanglard, 2017). A Figura 8 ilustra alguns mecanismos de resisténcia a antifingicos.

Figura 8: Mecanismos moleculares de resisténcia a antifingicos.
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2.1.6. Estratégias para o desenvolvimento de novos antifungicos

Projecdes apontam para morte prematura de cerca de 10 milhdes de pessoas até 2050
em decorréncia de infecgdes por microrganismos resistentes, além de um impacto econdomico
de US $100 trilhdes (Chaves, 2022; O’Neill, 2014). A problematica da resisténcia

antimicrobiana requer novas abordagens para o enfrentamento as infeccdes por esses
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patoégenos. Dessa forma, estratégias como a utilizagdo de produtos naturais, reposicionamento
de farmacos e associacdo de antimicrobianos podem ser utilizadas no desenvolvimento de
novos tratamentos frente a Candida spp. (Chaves, 2022; Giono-Cerezo et al., 2020).

A utilizagdo de recursos naturais para tratamento de doencas ¢ realizada por povos
tradicionais h4d muitas décadas e, até hoje, servem como base para o desenvolvimento de
diversos medicamentos (DJOUOSSI et al., 2015). De acordo com Duarte (2006), ndo se sabe
ao certo quando se iniciou o uso de plantas medicinais, mas hé registros datados de 1.500 a. C.
no manuscrito Ebers Papirus, que detalha a aplicagao de mais de 700 drogas de origem natural.
Até os dias atuais, uma grande diversidade de plantas sdo objetos de estudo para compreensao
de suas propriedades para obtencdo de compostos com atividades bioldgicas. Compostos
naturais complexos, como extratos e 6leos essenciais, sdo estudados para avaliar sua atividade
antimicrobiana, anti-inflamatdria e analgésica (Djouossi et al., 2015; Duarte, 2006).

Os produtos naturais sdo uma alternativa viavel para aumentar o arsenal antimicrobiano,
tendo em vista suas propriedades e a facilidade de serem provenientes de fontes renovaveis e
frequentemente estarem disponiveis em grande quantidade na natureza (Santana; Castro; Paiva,
2022). Os biomas brasileiros possuem altos indices de endemismo e, até 2006, apenas 0,4% das
espécies haviam sido estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Gurib-Fakim, 2006;
Marangoni, 2015). Embora muitas plantas ainda ndo tenham sido estudadas, ja se sabe que
varias plantas nativas brasileiras possuem atividade anti-Candida, como Croton cajucara,
Pyrostegia venusta e Buchenavia tomentosa (Soliman et al., 2017). Dessa forma, ¢ essencial
ampliar as pesquisas que objetivam compreender o potencial de bioprospecg¢ao brasileiro.

O reposicionamento de farmacos ¢ uma estratégia que objetiva explorar novas
aplicabilidades para medicamentos ja aprovados na fase clinica (Chaves, 2022; Serafin; Horner,
2018). Na literatura, ja sdo relatadas atividades antimicrobianas de diferentes drogas de
reposicionamento, como antidepressivos (Cabral et al., 2023; Rodrigues et al., 2023), anti-
hipertensivos (Barbosa ef al., 2023; do Nascimento et al., 2023) e anti-inflamatorios (Chan et
al.,2017; Sampaio et al., 2018), por exemplo.

Ja a associagao de farmacos na terapia antimicrobiana € uma alternativa que consiste em
combinar dois ou mais medicamentos para se obter um resultado mais efetivo, como uma
interagdo sinérgica. E possivel também reduzir as dosagens, efeitos adversos e toxicidade das

drogas (Bidaud et al., 2021).
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2.2. Género Caryocar

2.2.1. Importancia do género na comunidade

Conhecido no meio popular como pequi, piqui ou piquia, o género Caryocar é
abundantemente explorado de diversas formas. A origem do nome ¢ grega, onde “Karyon”
significa carogo ou noz, ¢ do latim, onde “Caro” faz referéncia a carne do fruto. Ja no tupi-
guarani, “py” € casca e “qui” € espinho, sendo assim, polpa com espinhos (Mariano-da-Silva
et al., 2009).

E um importante aliado da medicina tradicional brasileira, bem como da culinaria em
pratos tipicos, além de obter importante valor para a economia local onde ¢ usado para
confec¢do de artesanatos (Cordeiro, 2021). Além do valor socioecondmico, o pequizeiro, arvore
do pequi, ¢ preservado por comunidades indigenas, quilombolas e ribeirinhas, que o utilizam
como alimento e para tratamento medicinal (Melo, 2021).

No Brasil, essas plantas sdo encontradas no Cerrado, Caatinga, Amazonia ¢ Mata
Atlantica, onde possuem importancia como fonte alimentar e na geragao de renda, bem como o
incentivo a conservagdo ambiental. O C. coriaceum ocorre, principalmente, na Chapada do
Araripe, que compreende os estados do Ceara, Pernambuco e Piaui. O processamento de cascas,
folhas, frutos e semente do pequi dao origem a o6leos, doces, licores e extratos com diversas
aplicagoes (Almeida-Bezerra ef al., 2022; Cordeiro, 2021).

Os frutos do pequi sdo bastante utilizados na medicina popular para o tratamento de
pneumonia, gripe, queimadura e problemas renais (Torres et al., 2016). Todas as propriedades
medicinais e nutricionais atribuidas ao género estao relacionadas a presenga de carotenoides,
fibras e minerais, bem como proteinas, lipideos e carboidratos (Arruda; Cruz; Almeida, 2012).

Portanto, sendo uma fonte rica para identificacdo do seu potencial farmacéutico.

2.2.2. Atividades biologicas do género

Existem cerca de 16 espécies de Caryocar, mas nem todas sdo objetos de estudo por
conta de sua distribuigdo geografica, sendo as espécies C. brasiliense, C. coriaceum, C.
villosum as mais bem documentadas (Almeida-Bezerra et al., 2022). Dentre as atividades
bioldgicas do pequi, a propriedade antioxidante ¢ a mais ressaltada, estando relacionada
principalmente a grande quantidade de flavonoides encontrados em sua composi¢do. As
propriedades antioxidantes ja foram observadas em C. brasiliense (Torres et al., 2016), C.

villosum (Chisté et al., 2012) e C. coriaceum (Alves et al., 2017; Duavy et al., 2012).
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O 6leo do fruto de C. brasiliense também possui propriedades cicatrizantes (Oliveira et
al., 2020; Traesel et al., 2016). Oliveira et al. (2020) realizaram a avaliagdo de processo
cicatricial de lesdes cutaneas quando tratadas com extrato da folha de C. brasiliense. Nesse
experimento, foram usados modelos in vivo de coelhos. As lesdes tratadas com o extrato do
pequi apresentaram reducdo da hiperemia, indicando atividade anti-inflamatoria. Pires et al.
(2020) também observaram a cicatrizagdo mais rapida da pele de ratos Wistar quando foram
tratados com 6leo nanoestruturado de C. brasiliense.

Ademais, algumas propriedades atribuidas ao Caryocar spp. sao efeito analgésico
(Jorge-Junior et al., 2020), hepatoprotetor (Torres et al., 2016), atividade citotdxica (Alabdul-
Magid et al., 2006) e genotoxica (Almeida et al., 2013).

Adicionalmente, o género Caryocar estd relacionado a atividade antimicrobiana.
Segundo (Paula-Junior et al., 2006), o extrato hidroalcoolico das folhas de C. brasiliense
apresentou atividade frente a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

O extrato bruto etanolico de C. brasiliense apresentou intervencao significativa na curva
de parasitemia de camundongos infectados por 7Trypanosoma cruzi, provocando uma reducao
substancial no numero de parasitas sanguineos (Herzog-Soares et al., 2006). A atividade
antiparasitdria ndo se limita a patégenos humanos. O extrato aquoso de C. brasiliense reduziu
significativamente a eclosdo e aumentou a mortalidade do nematoéide das galhas Meloidogyne
Jjavanica, demonstrando potencial fitotoxico (Ribeiro ef al., 2012).

A respeito da atividade antifingica, o pequi demonstrou atividade frente a Cryptococcus
neoformans (Passos et al., 2002), Paracoccidioides brasiliensis (Passos et al., 2003),
Corynespora cassiicola, Colletotrichum gloeosporioides (Naruzawa; Papa, 2011) e Candida
spp. (Pereira et al., 2021; Retore et al., 2024).

No estado do Ceard, a espécie C. coriaceum Wittm. € a mais abundante, principalmente
pela grande quantidade de arvores em regides de prote¢do ambiental (Almeida-Bezerra et al.,
2022). A respeito das atividades biologicas dessa espécie, Alves et al. (2017) relataram
atividade antioxidante quando analisaram extratos da casca e da polpa dos frutos de C.
coriaceum pelo método de reducdo de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).
Duavy et al. (2012) observaram a mesma atividade antioxidante de extratos da folha de C.
coriaceum.

Oliveira et al. (2010), em modelos in vivo de camundongos, onde trataram lesdes
cutdneas com pomada a base do o6leo de C. coriaceum, conseguiram identificar reducdo de

96,5% das feridas quando comparada ao controle (88%). Saraiva et al. (2011) observaram
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inibicdo de 28,5% de processo inflamatoério em modelos in vivo de edema de orelhas de
camundongos, quando tratados com 6leo de C. coriaceum (8mg/orelha). Outras propriedades
de C. coriaceum sdo a capacidade gastroprotetora (Leite et al., 2009) e cardioprotetora

(Kerntopf et al., 2015).

2.2.3. Atividade antimicrobiana de Caryocar coriaceum Wittm.

O tratamento e o controle eficaz das doencas infecciosas sdo fundamentais para a
promocao da satide. A investigacao da atividade antimicrobiana do pequi ja foi alvo de diversos
trabalhos, tendo como foco sua acao frente a bactérias, fungos e parasitas. Diversos compostos,
como oleos, extratos e produtos farmacéuticos podem ser formulados a partir da casca, polpa
ou semente do pequi (Almeida-Bezerra et al., 2022; Jorge-Junior et al., 2020; Tomiotto-
Pellissier et al., 2018). As diferentes técnicas de extragdo podem afetar a qualidade dos extratos,
influenciadas por fatores como o solvente utilizado, o tempo de extracdo, a temperatura e o tipo
de material, por exemplo (Karabegovi¢ et al., 2014).

Hé relatos na literatura a respeito da atividade desses compostos frente a bactérias
patogénicas. Costa et al. (2011a) constataram que o 6leo de C. coriaceum na dose de 10
png/disco  exibiu  propriedades antibacterianas contra  Salmonella  choleraesuis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa € Streptococcus pneumoniae.

Esses oleos e extratos podem ainda ser combinados a antimicrobianos para melhorar a
eficdcia frente a microrganismos, como foi visto por Araruna et al. (2013) quando o extrato da
folha de C. coriaceum Wittm. demonstrou interacao sinérgica quando associado a amicacina
(50%) e gentamicina (75%) frente a cepas de S. aureus resistente a meticilina. O mesmo
aconteceu quando esse extrato foi combinado com neomicina contra E. coli, aumentando em
75% a atividade antimicrobiana.

Na literatura, as propriedades antiparasitarias do género Caryocar sdo as mais bem
documentadas. Tomiotto-Pellissier et al. (2018) verificaram que extratos de folhas de C.
coriaceum apresentaram efeito antiparasitario frente a Leishmania amazonensis, estimulando a
apoptose nas formas promastigotas e resposta antioxidante em formas amastigotas
intracelulares desse parasita, levando a deplecdo de ferro e interferindo na replicagao
parasitaria.

Com relagdo a atividade antifingica, a espécie C. coriaceum ja demonstrou atividade
frente a Microsporum canis e Malassezia spp. (Alves et al., 2017), com concentragdo inibitéria

minima (CIM) variando entre 19,53 e 4.88 pug/mL. Referente as espécies de Candida spp.,
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alguns trabalhos evidenciaram potencial anti-Candida com preparagdes da polpa de C.
coriaceum, frente as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei (Almeida-Bezerra et al.,

2023; Oliveira-Filho et al., 2023).

Assim, o potencial antifungico de Caryocar spp. vem sendo avaliado; contudo, a investigagao
dos mecanismos de agdo envolvidos ainda ¢ escassa. Desta forma, ¢ essencial compreender os

mecanismos relacionados com as possiveis propriedades antifingicas do pequi.



3. HIPOTESES

e Os extratos de Caryocar coriaceum Wittm. possuem atividade antifungica, in vitro,
em cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao FLC.

e Compostos fenolicos fazem parte da composicao quimica dos extratos.

e Ha sinergismo entre os extratos de Caryocar coriaceum Wittm. associado ao FLC,
ITR e AMB em cepas de Candida spp. sensiveis ou resistentes ao FLC.

e Os extratos de Caryocar coriaceum Wittm. apresentam atividade isolados e
associados a antifingicos em biofilme de Candida spp.

e Os extratos de Caryocar coriaceum Wittm. possuem baixa toxicidade, in vitro, em

linfocitos humanos.

41
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar a composi¢ao quimica e avaliar a atividade de extratos de Caryocar coriaceum

Wittm. sozinhos e associados a antifiungicos frente a cepas de Candida spp. tanto em sua forma

planctonica como em biofilme, bem como os mecanismos de agdao envolvidos.

4.2 Objetivos especificos

Determinar a CIM dos extratos de C. coriaceum Wittm e dos antifingicos FLC, ITR e
AMB frente a cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao FLC.

Determinar o tipo de interacdo farmacoldgica in vitro dos extratos de C. coriaceum
Wittm com antifingicos em cepas de Candida spp. sensiveis ou resistentes ao FLC.
Realizar a caracterizagdo quimica dos extratos de C. coriaceum Wittm.

Avaliar a a¢do dos extratos de C. coriaceum Wittm. sozinhos e associados a antifungicos
em biofilme maduro de Candida spp.

Analisar o possivel mecanismo de agdo dos extratos de C. coriaceum Wittm frente a
cepas de Candida spp.

Avaliar a citotoxicidade, in vitro, dos extratos de C. coriaceum Wittm. em linfocitos

humanos.
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5. METODOLOGIA
A Figura 9 ilustra o fluxo metodologico adotado neste estudo, fundamentado na anélise
dos parametros de composi¢ao quimica, citotoxicidade e atividade antimicrobiana dos extratos

de C. coriaceum.

Figura 9: Representagdo esquematica metodologica.

Caracterizacio Cromatografia liquida
quimica de alta eficiéncia

Avaliacio da e
§ o—=a  Linfocitos humanos

citotoxicidade
—a Deteccio de EROS
Obtencio dos - Atividade - Teste de sensibilidade
extratos antimicrobiana antimicrobiana - Determinacio da viabilidade
7 ) celular
Método de
-
checkerboard «
Marcacdo celular com
- .
Anexina V
—o  Atividade antibiofilme . )
Avaliagdo do potencial de

rﬂ despolarizacdo da membrana

(Aym)

Citometria de fluxo DJ
Mecanismo de agdo

Eletroforese o—=a  Deteccdo de danos ao DNA

5.1 Microrganismos

Foram utilizadas sete cepas de Candida spp. pertencentes ao Laboratorio de
Bioprospeccao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do Ceara
(UFC). As cepas incluiram representantes das espécies C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis, juntamente com duas cepas controle, abrangendo trés cepas sensiveis e quatro
resistentes ao FLC. Utilizou-se a cepa de C. parapsilosis ATCC 22019 como controle de
sensibilidade ao FLC e C. krusei ATCC 6258 como controle de resisténcia ao FLC.

5.2 Ativos utilizados

5.2.1 Obtencdo dos extratos

As folhas de C. coriaceum Wittm. foram coletadas em marco de 2014 no Campus da

Universidade Estadual do Ceara (lat.: —3.792222; long.: —38.556111), Fortaleza, Brasil. A
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identificacdo ocorreu no Herbario Prisco Bezerra sob o cdédigo EAC57060. Seguindo a
metodologia descrita por Alves et al. (2017), a partir das folhas coletadas, procedeu-se a
elaboragdo dos seguintes extratos: extrato acetato das folhas de pequi (EAFP), extrato
metanolico das folhas de pequi (EMFP) e extrato etanolico das folhas de pequi (EEFP). Para
obter os extratos, as folhas passaram por maceracdo a frio, utilizando diferentes solventes
especificos para cada tipo de extrato, sendo etanol 96% (EEFP), acetato de etila (EAFP) e
metanol (EMFP). Apo6s a maceragdo, os extratos permaneceram por sete dias sem agitagdao, em
ciclo de luz de 12 h para simular condi¢des ambientais. Em seguida, os extratos foram filtrados
e os solventes foram evaporados utilizando um evaporador rotativo. Os extratos de pequi estao
catalogados com o codigo A932C1C no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

Para ensaios microbiologicos, os extratos foram diluidos no solvente organico
dimetilsulfoxido (DMSO). Apo6s diluicdes, as concentragdes de DMSO encontraram-se abaixo

de 2,5%, nao interferindo no crescimento do microrganismo.

5.2.2 Antifungicos

Os antifungicos FLC, ITR e AMB foram obtidos comercialmente em Sigma-Aldrich
Co. (EUA). O FLC foi solubilizado em agua destilada estéril, enquanto o ITR e AMB foram
solubilizados em DMSO puro, alcangando uma concentracao de 100%, com posterior dilui¢ao

onde as concentracdes de DMSO encontraram-se abaixo de 2,5%.

5.3 Padroes utilizados na caracterizacdo quimica

Os padrdes analiticos acido galico, acido elagico, rutina e quercetina foram adquiridos
em Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Para a extracao, foram utilizados solventes de
grau analitico (Vetec®), e nas andlises os solventes utilizados foram de grau HPLC (J.T.
BAKER®). As amostras e solugdes preparadas passaram por filtragdo em membrana de nailon
(0,45 um) e filtro de membrana (0,22 pm - Millipore), respectivamente. Todas os ensaios foram

realizados em triplicata.

5.4 High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) com deteccio de arranjo de
diodos (DAD)

O ensaio foi conduzido utilizando um sistema Shimadzu Prominence Auto Sampler
(SIL-20A) (Shimadzu, Kyoto, Japao), composto por bombas alternativas Shimadzu LC-20AD
conectadas a um degaseificador (DGU 20*) com um integrador CBM 20A, um detector de
matriz de diodos SPD-M20A e o software LC Solution 1.22 SP1. Foi empregada coluna de fase
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reversa Shim-pack (CLC) ODS GOLD (4,6 x 250 mm, 5 pum) na andlise. As fases moveis
utilizadas foram acetonitrila e 4gua Milli-Q acidificada (pH 2,8) com acido fosforico, sendo
aplicado um gradiente de solvente. A vazdo utilizada foi de 1,0 mL.min"!, com um volume de
injecdo de 20 uL e um comprimento de onda de detec¢ao de 350 nm. A solugdo estoque dos
padrdes de referéncia foi preparada em metanol HPLC dentro de uma faixa de concentragdo de
0,001-0,5 mg/mL"! para o 4cido gélico, 0,0001-1,0 mg/mL™"! para o acido elagico, 0,00032—1,0
mg/mL"! para rutina e 0,000067-1,0 mg/mL"! para a quercetina. A identificacdo dos picos
cromatograficos foi confirmada através da comparagao de seus tempos de retengao com os dos
padroes de referéncia, além da analise dos espectros DAD (200 a 400 nm) (Alves et al., 2017).

As curvas de calibragdo foram estabelecidas para o acido galico: y =3.108x - 0,0061 (r
=0,9997), acido elagico: y =2.107x + 0,003 (r = 0,999), rutina: 4,0x103x + 0,005 (r = 0,999)
e quercetina: 2.10%x - 0,00002 (r = 0,999). A analise foi realizada em triplicata, e as 4reas

médias dos picos foram medidas para fins de quantificagdo (Alves et al., 2017).

5.5 Avaliacio in vitro da eficacia antifiingica dos extratos

A avaliacao da sensibilidade das cepas de interesse foi conduzida utilizando a técnica
de microdilui¢do em caldo, com o objetivo de estabelecer a CIM dos extratos, seguindo a norma
M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Os antifungicos ITR e
AMB foram testados na faixa de 16 — 0,031 pg/mL, FLC entre 64 — 0,125 pg/mL e os extratos
de C. coriaceum Wittm. na concentragdo de 512 — 0,5 pg/mL. Os microrganismos foram
cultivados por 24 h em agar batata dextrose a 35 °C. Para o preparo do in6culo, as cepas foram
suspensas em salina estéril (0,85%) na escala 0,5 de McFarland (Probac do Brasil, Sao Paulo,
Brasil), correspondendo a concentragio de 1,5 x 10° UFC/mL e em seguida diluidos em meio
de cultura (0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL). Os experimentos foram realizados em placas de 96 pocos,
com pogos especificos destinados ao controle positivo, que incluia meio de cultura e indculo, e
ao controle de esterilidade, que continha apenas meio de cultura. O meio de cultura utilizado
foi Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Vitrocell Embriolife, Sao Paulo, Brasil)
com pH 7,0 tamponado com acido morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma, USA). Na
placa de 96 pogos foi realizada dilui¢do seriada dos ativos (100 pL) e posteriormente foi
adicionado 100 pL do indculo. As placas permaneceram incubadas a 35 °C por 24 h. Todos os
testes foram realizados em triplicata.

A leitura foi realizada apo6s 24 h por meio da observacdo visual. A CIM dos ativos foi
definida como a menor concentracdo capaz de inibir pelo menos 50% do crescimento fingico

(CLSI, 2008). Adicionalmente, para AMB, a leitura foi realizada de forma a determinar a CIM
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100% (concentragdo capaz de inibir totalmente o crescimento fingico), de acordo com o CLSI

(2008). As cepas com CIM > 8 pg/ mL para FLC s3o consideradas resistentes (CLSI, 2012).

5.6 Interacao farmacolégica entre os extratos e agentes antifiungicos

Cada um dos extratos foi combinado com os antifingicos FLC, ITR ¢ AMB nas
concentragoes CIM, sendo a interacdo posteriormente avaliada por meio do método de
checkerboard (Odds, 2003). O indice de concentragao inibitdria fracionaria (ICIF) foi calculado
pela equacao: ClMassociagio (extrato)) CIMisolado (extrato) T CIMassociacao (antifingico)/ CIMisolado (antifingico)-
O ICIF foi utilizado para classificar a interacao em: sinérgica (ICIF < 0,5); aditiva (0,5 < ICIF
< 1,0); indiferente (1,0 < ICIF < 4,0); e antagdnica (ICIF > 4,0) (Jorge et al., 2017).

5.7 Avaliacdo do mecanismo de acio

Foi realizado o preparo das suspensdes e tratamento das células de C. albicans
resistentes ao FLC. A cepa Candida albicans 2 foi selecionada como representativa das demais,
visto a importancia epidemiologica da espécie. As células foram incubadas por 24 h a 35 °C
para obtencao de células em fase exponencial para preparo das suspensdes em meio caldo
extrato de levedura nitrogénio dextrose (YND; Becton Dickinson). As suspensdes foram
centrifugadas (2500 rpm por 5 min), lavadas trés vezes com solucao salina 0,85%, ressuspensas
(1,5%10% U.F.C.ml"") em RPMI 1640 (pH 7) e submetidas aos tratamentos (Neto et al., 2014;
Silva et al., 2013).

Na andlise da integridade da membrana, determinacdo da densidade celular,
fragmentacdo do DNA, medicdo do potencial transmembrana mitocondrial e formagdo de
EROS, as células de C. albicans foram submetidas a tratamento na CIM dos extratos EEFP (8
pg/mL), EMFP (16 ng/mL) e EAFP (64 pg/mL) isolados e associados a AMB, sendo EEFP +
AMB (EEFP 2 ng/ml + AMB 0,125 pg/ml); EMFP + AMB (EMFP 4 pg/ml + AMB 0,125
ug/ml) e EAFP + AMB (EAFP 8 pg/ml + AMB 0,06 ng/ml). Além disso, uma concentragao de
AMB (AMB 0,5; 0,5 pg/mL) foi empregada para comparacao posterior com os resultados dos
extratos associados @ AMB nas concentragdes correspondentes ao ICIF (AMB + EEFP; AMB
+ EMFP; AMB + EAFP). Microtubos foram designados para o controle negativo, contendo
células ndo tratadas. Células tratadas com AMB na concentragdo de 4 pg/mL foram utilizadas
como controle de morte celular. O periodo de incubacao foi de 24 horas a 35 °C (Neto ef al.,

2014; Silva et al., 2013).
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Para a andlise de todos os parametros avaliados, foi considerado um total de 10.000
eventos em cada ensaio (n = 2), com a exclusdo de detritos celulares da andlise (Neto et al.,

2014; Silva et al., 2013).

5.7.1 Detecgio de EROS

ApoOs o contato com as drogas, as células foram incubadas com 20 uM de 2°,7’-
Diclorodi-hidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA) no escuro por 30 min a 37 °C. Em seguida,
foram lavadas, ressuspensas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e imediatamente
analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, CA, USA) (Neto et al.,
2014; Silva et al., 2013).

5.7.2 Determinacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo por iodeto de propidio (PI)
na concentragdo de 2 pg/mL. A fluorescéncia celular foi determinada em citometro de fluxo
FACSCalibur, Becton Dickinson, CA, USA e no software CytoSoft 4.1 (Neto et al., 2014; Silva
etal., 2013).

5.7.3 Marcacdo celular com Anexina V

As células tratadas foram submetidas a centrifugagdo e submetidas a digestao utilizando
uma solucdo composta por tampao fosfato de potassio (PPB; sorbitol 1M, pH 6,0) e zimoliase
20T (2 mg/ml) (Seikagaku Corp., Abingdon, Reino Unido) por 2 horas a 30 °C, visando a
remog¢dao da parede celular. Os protoplastos de C. albicans. foram, entdo, marcados com
Anexina V e PI utilizando um kit de deteccdo de apoptose (Guava Nexin Kit, Guava
Technologies, Inc., Hayward, CA, USA). Em seguida, as células foram incubadas em tampao
de ligacdo contendo FITC-anexina (5 ml/ml FITC-Anexina V e 5 ml de PI). Foi realizada a
analise em citometro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, CA, USA) (Neto et al., 2014;
Silva et al., 2013).

5.7.4 Avaliacao do potencial de despolarizacdo da membrana (Aym)

A determinacao foi realizada por meio da analise de reten¢do da Rodamina 123 (5 mg/1)

apods exposicdo das células com as drogas por 24 h (Neto et al., 2014; Silva et al., 2013).
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5.7.5 Deteccao de danos ao DNA

O ensaio de cometa alcalino foi conduzido conforme Miloshev; Mihaylov; Anachkova,
(2002). As laminas receberam 200 uL de agarose a 0,5% (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA)
antes da adi¢do da suspensao celular. Células de C. albicans passaram por centrifugag¢do por 5
min, lavadas com agua destilada e ressuspensas em tampao S (1M de sorbitol, 25 mM de
KH2PO4, pH 6,5). Para obtencdo de esferoplastos, aliquotas (5x10* células) foram misturadas
com agarose contendo Zymolyase 20T e aplicadas nas laminas, cobertas com laminulas e
incubadas (20 min/ 30 °C). Estes procedimentos foram realizados a uma temperatura entre 8 e
10 °C com o intuito de minimizar a atividade de enzimas celulares endogenas. As laminulas
foram removidas e as laminas incubadas em solu¢ao (NaOH 30 mM, 1M de NaCl, 0,1%
laurilsarcosina, 50 mM EDTA, pH 12,3) por 1 h objetivando lisar os esferoplastos. As laminas
foram lavadas trés vezes durante 20 min em uma soluc¢do (30 mM de NaOH, 10 mM de EDTA
e pH 12,4) para o desenrolamento do DNA e, em seguida, submetidas a eletroforese no mesmo
tampao. A eletroforese foi realizada ao longo de 20 min a 0,5 V/ cm e a amperagem de 24 mA.
Em seguida, os géis foram neutralizados por submersao das laminas em 10 mM Tris HCI pH
7,5 durante 10 min e consecutivas incubag¢des em etanol 76% e 96% por 10 min. Apos a
secagem, as laminas foram coradas com brometo de etidio (1 mg/ mL) e observadas em
microscopio de fluorescéncia. Os procedimentos relatados foram realizados em ambiente
escuro para evitar danos adicionais ao DNA. Foram selecionadas de forma aleatéria 100
imagens de células, sendo 50 células de cada uma das laminas para andlise de cada grupo
experimental. A leitura foi feita através de escores de acordo com o tamanho da cauda (ndo
danificado — 0; dano maximo - 4), e o valor de indice de dano foi calculado para cada amostra
de células. Assim, o indice de dano variou de zero (completamente intacta: 100 células x 0) a

400 (com dano maximo: 100 células x 4) (Neto et al., 2014; Silva et al., 2013).

5.8 Cultivo e maturacgio do biofilme de C. albicans para avaliacio in vitro dos efeitos dos
extratos de C. coriaceum Wittm.

O protocolo de formagdo do biofilme foi executado conforme Pierce et al., (2008) com
modificagdes. Optou-se pela utilizacdo da cepa C. albicans 2 resistente ao FLC, em virtude de
sua relevancia epidemioldgica. As células foram cultivadas em caldo YND por 24 h a 35 °C.
Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes com solucao salina (NaCl a 0,85%) por
meio de centrifugag¢do (2500 rpm por 5 min). Em seguida, as cepas foram suspensas em meio
liquido RPMI 1640 (pH 7,0) tamponado com MOPS 0,165 M (Sigma-Aldrich) na turbidez
equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1,5%10° U.F.C.ml"). Foram distribuidos 200 ul do
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indculo em placas de 96 pogos, que permaneceram incubadas por 48 h a 35 °C para formacao
de biofilmes. Destinaram-se pocos especificos para o controle positivo, os quais continham
exclusivamente o biofilme em estagio maduro, e para o controle negativo, contendo RPMI.
Apos formacao do biofilme, as placas foram lavadas trés vezes com 200 pl de salina
(NaCl a 0,85%). Diferentes concentragdes dos ativos diluidos em RPMI 1640 foram utilizadas
nos pocgos contendo biofilme vidvel. Foram testadas as concentragdes (CIM/ 2; CIM; 2x CIM;
4x CIM) dos extratos EEFP (4 pg/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL e 32 pug/mL), EMFP (8 ug/mL, 16
ug/mL, 32 pg/mL e 64 ug/mL) e EAFP (32 ug/mL; 64 ug/mL, 128 ug/mL e 256 ug/mL)
isolados e associados a AMB (EEFP + AMB: 2 ng/mL + 0,125 pg/mL; EMFP + AMB: 4 ng/mL
+ 0,125 pg/mL; EAFP + AMB: 8 ng/mL + 0,06 pg/mL) nas respectivas concentragdes do ICIF,
devido a essas serem as concentragdes onde houve sinergismo entre as substancias. Uma
concentracdo de AMB (AMB 0,5) também foi adicionada para fins de comparagdo. As placas

foram novamente incubadas a 35 °C por 24 h.

5.8.1 Avaliacdo da viabilidade celular do biofilme

A avaliagdo da atividade metabolica das células foi conduzida por meio do ensaio
colorimétrico com brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT). Esta fase foi
executada subsequentemente a lavagem dos pogos que continham o biofilme tratado ou nao
tratado com as drogas, seguida da adi¢ao de 50 uL. de MTT (1 mg/ml; Sigma, MO, USA). A
placa foi incubada por um periodo de 3 horas a 35 °C. Apds a incubagdo, o sobrenadante foi
removido e 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados, aguardando 15 minutos
para a solubilizagdo do formazan produzido, posteriormente sendo avaliada a viabilidade
celular. Em seguida, 100 pL foram transferidos para uma nova placa, onde a analise dos
resultados foi conduzida para leitura em um leitor de microplacas Smartreader™ 96 (Accuris

instruments, NJ, USA) a um comprimento de onda de 570 nm (Pierce et al., 2008).

5.8.2 Determinacgdo da biomassa do biofilme

A quantifica¢do da biomassa foi conduzida mediante a utilizagdo do ensaio com cristal
violeta a 0,1%. Apos a incubagdo, o biofilme foi lavado com solucdo salina (NaCl a 0,85%).
Em seguida, 100 pL. de metanol foram adicionados aos pogos para fixacao do biofilme, que
permaneceu por 10 minutos antes de ser removido e aguardou-se sua completa evaporagao.
Posteriormente, 50 puL de solucao de cristal violeta a 0,1% foram adicionados a cada pogo, onde

permaneceram por 20 minutos. O sobrenadante foi removido, e os pocos foram submetidos a
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trés lavagens com solugdo salina. Apés essa etapa, 150 pL de acido acético foram adicionados
aos pogos, seguido por uma adequada homogeneizagdo, e, em seguida, 100 pL. da solugdo
resultante foram transferidos para uma nova placa para a subsequente leitura. A densidade
optica (DO) foi avaliada por meio de um espectrofotometro Smartreader™ 96 (Accuris
instruments, NJ, USA), utilizando o comprimento de onda de 570 nm. A adesdo do biofilme foi
determinada mediante a compara¢ao da densidade dptica da cepa em estudo com a do controle,

conforme descrito por Stepanovic et al., (2000).
5.9 Avaliacio da citotoxicidade dos extratos sobre linfocitos humanos

As células foram obtidas a partir do sangue periférico de trés pacientes saudaveis (24 +
3,05 anos) do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual do Ceara
(Brasil) e, em seguida, submetidas a centrifugacdo em gradiente de densidade em Histopaque-
1077 (Cavalcanti et al., 2020). Os procedimentos realizados obtiveram aprovagao do Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal do Ceard (COMEPE-UFC
— protocolo numero 281/09). Prosseguiu-se com a adicdo de fitohemaglutinina (2,5%) e
posterior suspensdo das células com meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 2 mM de glutamina, 100 U.ml"! de penicilina e 171,9 uM de estreptomicina. Os

leucdcitos permaneceram em incubagao a 35 °C com 5% de CO..

Foi realizada técnica colorimétrica com MTT para a avaliacdo da viabilidade de
linfocitos humanos quando expostos a extratos de C. coriaceum Wittm. As células foram
cultivadas em placas de 96 pogos (1,5 x 10° células/mL). Apos 48 horas, os linfocitos foram
expostos a concentragdes de 600 — 1,17 pg/ml dos extratos EAFP, EMFP e EEFP por 24 horas.
As placas foram centrifugadas e o meio de cultura foi substituido por um novo meio contendo
0,5 mg/mL de MTT e incubada por 3 horas. A absorbancia foi medida usando um leitor

multiplacas (Spectra Count, Packard, Ontario, Canadd) a 595 nm (Cavalcanti et al., 2020).
5.10 Analise estatistica

Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata em dias distintos. Para os testes de
sensibilidade, as médias aritméticas das triplicatas correspondentes aos resultados de CIM e
ICIF foram obtidas. Os dados dos ensaios de citometria de fluxo e biofilme foram analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one way, seguido do teste de Tukey (p <

0,05) para avaliacdo da significancia estatistica entre o controle e os testes. As informagdes
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provenientes dos ensaios de biofilme e mecanismo foram compiladas utilizando o programa

GraphPad Prism® 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacao quimica dos extratos foliares de C. coriaceum Wittm.

Os extratos EAFP, EMFP e EEFP foram analisados por HPLC. As amostras foram
identificadas pela comparagdo com o tempo de retengdo (Tr) dos padrdes de referéncia acido
galico (Tr = 3,5 min), acido elagico (Tr =7,18 min), rutina (Tr = 6,4 min) e quercetina (Tr =
22,28 min) (Figura 10). A amostra EAFP revelou a presenca de acido galico (Tr = 3,60 min,
pico 1), rutina (Tr = 6,26 min, pico 2), &cido elagico (Tr = 7,81 min, pico 3) e quercetina (Tr
=22,36 min, pico 4). JA EMFP e EEFP apresentaram somente acido gélico (Tr = 3,60 min, pico
1) e acido elagico (Tr = 7,81 min, pico 2) em sua composi¢ao (Figura 11). As concentragdes
dos elementos estdo disponiveis na Tabela 2. A Figura 12 demonstra a estrutura quimica dos

compostos identificados na analise.
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Figura 10: Padroes de referéncia para caracterizagcdo de compostos quimicos.
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Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD demostrando os picos correspondentes aos padrdes analiticos acido

elagico, acido galico, rutina e quercetina, indicando os tempos de reteng@o (Tr) de cada composto analisado.
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Figura 11: Representagdo grafica dos perfis de HPLC dos extratos EAFP, EMFP e EEFP.
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Cromatogramas gerados apos inje¢do das amostras. Os picos correspondem ao tempo de retengao (Tr) especificos
de cada componente presente na amostra. EAFP: extrato acetato de folha de pequi; EMFP: extrato metanolico de

folha de pequi; EEFP: extrato etandlico de folha de pequi
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Tabela 2: Analise quimica dos extratos da folha de C. coriaceum Wittm. por HPLC.

Acido Galico Acido Elagico Rutina Quercetina
Extratos
(mg/g extrato) (mg/g extrato) (mg/g extrato) (mg/g extrato)
T T T T T 1
EAFP 4,33 +0,42 20,19+ 0,61 9,94+0,21 11,80 + 0,35
EMFP 2,42+0,14 6,83+ 0,74 - -
EEFP 1,30+ 0,33 4,67+ 0,66 - -

Resultados das concentragdes dos compostos encontrados nas amostras, determinados por HPLC-DAD. EAFP:
extrato acetato de folha de pequi; EMFP: extrato metandlico de folha de pequi; EEFP: extrato etanodlico de folha
de pequi.

Figura 12: Representago grafica da estrutura quimica dos elementos encontrados nos extratos.

Acido galico

Quercetina Rutina

Fonte: PubChem (2025).
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6.2 Extratos do pequi possuem atividade antifiingica contra Candida spp.

A atividade dos extratos EEFP, EMFP e EAFP e dos antifungicos (FLC, ITR e AMB)
foi analisada frente a cepas clinicas de Candida spp. resistentes e sensiveis ao FLC. O extrato
EEFP demonstrou atividade antifingica com valores de CIM variando de 0,5 a 8 pg/mL. As
CIMs do extrato EMFP encontraram-se entre 1 e 16 ug/mL. Por outro lado, o EAFP apresentou
CIMs de 8 a 512 pg/mL, indicando uma variagdo maior na sua eficécia antifungica. Os
antifungicos FLC, ITR e AMB apresentaram faixas variando de 0,12 a 32 pg/mL, de 0,06 a 2
pg/mL e de 0,25 a 1 pg/mL, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3: Atividade antifungica dos extratos de C. coriaceum Wittm. e antifingicos FLC, ITR e AMB.

Isolado?
Extratos Antifungicos
Cepas® CIM 50% (pg/ml)® CIM 100% (pg/ml)¢
EAFP EMFP EEFP FLC ITR AMB AMB

C. parapsilosis 64 8 2 | 0,25 0,5 1
ATCC 22019

C. krusei ATCC 32 4 4 16 0,25 1 2
6258

C. parapsilosis 1 8 1 0,5 32 2 1 2
C. albicans 1 512 16 8 0,25 0,25 0,25 1
C. tropicalis 1 128 16 8 0,12 0,06 0,25 1
C. albicans 2 * 64 16 8 16 1 0,5 1
C. tropicalis 2 32 4 4 16 0,5 1 2

2 O procedimento foi realizado conforme protocolo M27-A3 (CLSI, 2008) para medicamentos isolados. ® Cepas isoladas da colegdo. ¢ CIM 50%, concentragdo inibitéria minima
necessaria para inibir o crescimento dos organismos em 50% apds incubagdo por 24 horas. ¢ CIM 100%, concentragdo inibitéria minima necessaria para inibir o crescimento dos
organismos em 100% ap0s incubagdo por 24 horas. * Isolado selecionado para experimentos de citometria de fluxo e biofilme maduro. EAFP: extrato acetato de folha de pequi;

EMFP: extrato metandlico de folha de pequi; EEFP: extrato etanolico de folha de pequi; FLC: fluconazol; ITR: itraconazol; AMB: anfotericina B.
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6.3 Interacgoes entre extratos de pequi com antifingicos frente a Candida spp.

No que diz respeito as interagdes do EAFP com antifiingicos, houve atividade aditiva
em 71,42% (n=5) das cepas tanto quando combinado com FLC como quando associado ao
ITR. EAFP exibiu ainda 100% (n=7) de efeito sinérgico quando combinado com AMB (Tabela
4). Como demonstrado na Tabela 5, o extrato EMFP apresentou 57,14% (n=4) de efeito aditivo
em associacdo com o FLC, 71,42% (n= 5) de efeito aditivo com ITR e 85,71% (n= 6) de
sinergismo quando combinado com AMB. A associa¢do do EEFP a antifungicos, por sua vez,
resultou em uma predominancia de interagdes indiferentes em 57,14% (n = 4) das cepas
avaliadas quando associado ao FLC. Além disso, foi constatado 42,86% (n = 3) de efeito aditivo
quando combinado com ITR e 85,71% (n = 6) de sinergismo quando associado a AMB (Tabela
6). Dessa forma, nos casos onde houve sinergismo, em comparagao ao tratamento com 0s ativos
sozinhos, a interagdo entre EAFP e AMB resultou em uma diminui¢ao de quatro a 16 vezes na
CIM, enquanto as combina¢des de EMFP e EEFP com AMB reduziram a CIM em

aproximadamente quatro vezes.



Tabela 4: Atividade antifingica do extrato EAFP associado aos antifingicos FLC, ITR ¢ AMB.

CIM? (ng/ml)
Combinado
Cepas® Interpreta Interpreta Interpreta
EAFP FLC ICIF EAFP ITR ICIF EAFP AMB ICIF

cao ¢ao ¢ao
C. parapsilosis 32 0,5 1 AD 32 0,12 0,98 AD 4 0,03 0,13 SIN
ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258 16 8 1 AD 16 0,12 0,98 AD 4 0,12 0,25 SIN
C. parapsilosis 1 4 16 1 AD 4 1 1 AD 2 0,25 0,5 SIN
C. albicans 1 512 0,25 2 IND 512 0,25 2 IND 64 0,03 0,25 SIN
C. tropicalis 1 128 0,12 2 IND 128 0,06 2 IND 16 0,03 0,25 SIN
C. albicans 2 * 32 8 1 AD 32 0,5 1 AD 8 0,06 0,25 SIN
C. tropicalis 2 16 8 1 AD 16 0,25 1 AD 8 0,25 0,5 SIN
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@ CIM, concentragio inibitoria minima necessaria para inibir o crescimento dos organismos em 50% apds incubacéo por 24 horas. ® Combinagio do extrato com antifiingicos. °

Cepas isoladas da colegdo. 2 Isolado selecionado para experimentos de citometria de fluxo e biofilme maduro. EAFP: extrato acetato de folha de pequi; FLC: fluconazol; ITR:

itraconazol; AMB: anfotericina B; ICIF: indice de concentragio inibitéria fracionada; SIN: sinérgico; AD: aditivo; IND: indiferente.



Tabela 5: Atividade antifingica do extrato EMFP associado aos antifungicos FLC, ITR e AMB.
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CIM? (ug/ ml)
Combinado®
Cepas® EMFP FLC ICIF  Interpret EMFP ITR ICIF Interpret EMFP AMB ICIF Interpreta

acdo acdo ¢do
C. parapsilosis ATCC 4 0,5 1 AD 2 0,06 0,49 SIN 2 0,12 0,5 SIN
22019
C. krusei ATCC 6258 2 8 1 AD 2 0,12 0,98 AD 1 0,25 0,5 SIN
C. parapsilosis 1 1 32 2 IND 1 2 2 IND 0.5 0,5 1 AD
C. albicans 1 16 0,25 2 IND 8 0,12 0,98 AD 4 0,06 0,5 SIN
C. tropicalis 1 16 0,12 2 IND 8 0,03 1 AD 4 0,06 0,5 SIN
C. albicans 22 8 8 1 AD 8 0,5 1 AD 4 0,12 0,5 SIN
C. tropicalis 2 2 8 1 AD 2 0,25 1 AD 1 0,25 0,5 SIN

2 CIM, concentragdo inibitoria minima necessaria para inibir o crescimento dos organismos em 50% ap6s incubagdo por 24 horas. ® Combinagdo do extrato com antifungicos.

Cepas isoladas da colegdo. 2 Isolado selecionado para experimentos de citometria de fluxo e biofilme maduro. EMFP: extrato metandlico de folha de pequi; FLC: fluconazol;

ITR: itraconazol; AMB: anfotericina B; ICIF: indice de concentracdo inibitoria fracionada; SIN: sinérgico; AD: aditivo; IND: indiferente.
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Tabela 6: Atividade antifingica do extrato EEFP associado aos antifungicos FLC, ITR e AMB.

CIM? (ng/ml)
Combinado®
Cepas® EEFP FLC ICIF  Interpreta  EEFP ITR  ICIF  Interpretag  EEFP AMB ICIF  Interpretag

¢do ao ao
C. parapsilosis ATCC 2 1 2 IND 2 0,25 2 IND 0,5 0,12 0,5 SIN
22019
C. krusei ATCC 6258 2 8 1 AD 2 0,12 0,98 AD 1 0,25 0,5 SIN
C. parapsilosis 1 0,5 32 2 IND 0,5 2 2 IND 0,25 0,5 1 AD
C. albicans 1 8 0,25 2 IND 4 0,12 0,98 AD 2 0,06 0,5 SIN
C. tropicalis 1 8 0,12 2 IND 8 0,06 2 IND 2 0,06 0,5 SIN
C. albicans 2 * 4 8 1 AD 4 0,5 1 AD 2 0,12 0,5 SIN
C. tropicalis 2 2 8 1 AD 2 0,25 1 AD 1 0,25 0,5 SIN

@ CIM, concentragio inibitoria minima necessaria para inibir o crescimento dos organismos em 50% apds incubacéo por 24 horas. ® Combinagio do extrato com antifiingicos. °
Cepas isoladas da colegdo. * Isolado selecionado para experimentos de citometria de fluxo e biofilme maduro. EEFP: extrato etandlico de folha de pequi; FLC: fluconazol; ITR:

itraconazol; AMB: anfotericina B; ICIF: indice de concentragdo inibitoria fracionada; SIN: sinérgico; AD: aditivo; IND: indiferente.
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6.4 Avaliacio do mecanismo de a¢ido por citometria de fluxo

6.4.1 O tratamento com extratos do pequi estimula a producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROS) em C. albicans

Houve um aumento na produgdo de EROS significativamente estatistico (p < 0,05) em
todos os tratamentos em comparagdo com o controle negativo. A geracdo de EROS foi de 44,73
+ 4,65% no tratamento com AMB (4 ug/ml) e 15,37 £ 1,37% no tratamento com AMB 0,5.
Com relagao aos extratos isolados do pequi, a producao foi de 10,58 + 2,02% para EAFP, 24,25
+ 2,13% para EMFP e 35,96 + 2,14% para EEFP. A formagdo de EROS também foi elevada
em EAFP + AMB (30,4 + 1,57%), EMFP + AMB (37,21 + 3,26%) ¢ em EEFP + AMB (49,93
+ 3,54%) em comparacao ao controle negativo (Figura 13).

A producdo de EROS foi significativamente estatistica (p<0,05) em EMFP, EEFP,
EAFP + AMB, EMFP + AMB e EEFP + AMB quando comparados a AMB 0,5. Ja quando
comparado ao controle de morte (AMB), houve um aumento significativo (p<0,05) da producao
de EROS na associagdo EEFP + AMB. Os extratos isolados foram comparados com sua
respectiva associacdo a AMB. Quando a comparagdo se deu em relagdo ao efeito de EAFP,
EMFP e EEFP, a produ¢dao de EROS foi estatisticamente significativa (p<0,05) em todas as
devidas associacdes (EAFP + AMB, EMFP + AMB ¢ EEFP + AMB) (Figura 13).

Figura 13: Analise do estimulo do pequi na producédo de espécies reativas de oxigénio por C. albicans.
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Tukey. (°) p<0,05 em comparacdo a AMB 0,5 (0,5 ng/ml), de acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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(*) p<0,05 em comparagdo ao extrato isolado em sua respectiva associacdo (EAFP, EMFP ou EEFP), de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Tukey. (V) p<0,05 em comparagdo a AMB (4 pg/ml - controle de morte), de
acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey. AMB: 4 pg/ml. AMB 0,5: 0,5 pg/ml. EAFP: 64 pg/ml. EMFP:
16 pg/ml. EEFP: § pg/ml. EAFP + AMB: EAFP 8 ng/ml + AMB 0,06 pg/ml. EMFP + AMB: EMFP 4 pg/ml +
AMB 0,125 pg/ml. EEFP + AMB: EEFP 2 pg/ml + AMB 0,125 ug/ml.

6.4.2 A exposicao a extratos do pequi reduz a viabilidade celular e induz C. albicans a
apoptose

Todos os tratamentos avaliados resultaram em uma redugdo significativa (p<0,05) da
densidade celular, indicada pelo aumento de células marcadas positivamente com iodeto de
propidio (PI), em comparacdo com o controle (2,65 + 0,09%) apds 24 horas de exposicao
(Figura 14A). O extrato EAFP apresentou uma redugdo de aproximadamente 44,16% (1,48 £
0,07%) na densidade celular, enquanto o EMFP correspondeu a cerca de 48,31% (1,37 +
0,07%). Ja o tratamento com EEFP resultou em uma diminuicdo da densidade em torno de
58,5% (1,1 £ 0,11%), todas em concentragao equivalente ao CIM. Em relagao a atividade dos
ativos associados, quando comparados ao controle negativo, a reducao da densidade celular foi
de aproximadamente 81,14% (0,5 + 0,06%) em EAFP + AMB, 81,11% (0,48 £+ 0,04%) em
EMFP + AMB ¢ 86,42% (0,36 + 0,02%) quando tratadas com EEFP + AMB.

Quando os resultados sdo comparados com AMB 0,5 (0,78 £ 0,13%), observou-se uma
reducgdo significativa (p<0,05) da densidade celular nos tratamentos combinados dos extratos
com AMB. A combinacao de EAFP + AMB resultou em uma reducao da viabilidade celular
para 35,9% (0,5 = 0,06%), enquanto EMFP + AMB apresentou uma diminui¢ao de 38,47%
(0,48 £ 0,04%), e a associagdo EEFP + AMB foi responsavel por uma reducao de 53,85% (0,36
+ 0,02%). Os tratamentos com extratos isolados obtiveram resultado significativo quando
comparados com AMB 0,5. A alteracdo na densidade celular foi estatisticamente significativa
(p<0,05) no que diz respeito ao efeito de todos os extratos isolados quando comparados as suas
devidas combinagdes com AMB (Figura 14A). A significativa reducdo da viabilidade das
células de C. albicans nas associacdes de extratos com AMB, quando comparadas a AMB 0,5
e aos extratos isolados, sugere que a diminui¢ao ocorreu por agdo sinérgica entre as moléculas.

As células de C. albicans foram expostas a diferentes tratamentos por 24 horas para
avaliacdo da porcentagem celular com fosfatidilserina externalizada, indicando processo
apoptético ativo (Figura 14B). Houve uma diferenca significativa (p < 0,05) de células
apoptoticas em todos os tratamentos em comparagdo com o controle negativo (2,37 + 0,14).

Verificou-se processo apoptotico de 52,8 + 4,09% no tratamento com AMB e 32,45 + 2,5%
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para AMB 0,5. Quanto aos extratos isolados, o numero de células apoptdticas foi para EAFP,
EMFP e EEFP de 15,7 + 1,52%, 30,15 £ 2,35% e 41,74 + 2,43%, respectivamente. Ja para os
extratos associados a AMB, o nimero de células apoptdticas foi mais expressivo, sendo de
25,79 £3,11% para EAFP + AMB, 48,35 +4,32% para EMFP + AMB e 51,29 + 4,11% quando
o tratamento foi feito com EEFP + AMB.

Observou-se uma diferenga significativa (p<0,05) nas células expressando
fosfatidilserina tratadas com AMB, EEFP, EMFP + AMB e EEFP + AMB quando comparadas
com AMB 0,5. Com relacdo ao efeito dos tratamentos, as associagoes com AMB foram
comparadas aos seus respectivos extratos isolados, demonstrando percentuais significativos

(p<0,05) de células apoptoéticas (Figura 14B).

Figura 14: Avaliagdo dos efeitos dos extratos de pequi na viabilidade e indugdo de apoptose em C. albicans.
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(*) p<0,05 em comparagdo ao controle negativo (ndo tratado), de acordo com ANOVA seguida pelo teste de
Tukey. (°) p<0,05 em comparacao a AMB 0,5 (0,5 pug/ml), de acordo com ANOV A seguida pelo teste de Tukey.
(*) p<0,05 em comparacdo ao extrato isolado em sua respectiva associacdo (EAFP, EMFP ou EEFP), de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Tukey. AMB: 4 ng/ml. AMB 0,5: 0,5 pg/ml. EAFP: 64 pug/ml. EMFP: 16
pg/ml. EEFP: 8 ug/ml. EAFP + AMB: EAFP 8 pg/ml + AMB 0,06 pg/ml. EMFP + AMB: EMFP 4 pg/ml + AMB
0,125 pg/ml. EEFP + AMB: EEFP 2 pg/ml + AMB 0,125 pg/ml.
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6.4.3 Modificagdo do potencial transmembrana mitocondrial (6ym) em C. albicans induzida

por extratos de C. coriaceum

Foi evidenciada alteracdo estatisticamente significativa (p < 0,05), em relacdo ao
controle negativo (2,7 + 0,22%), na despolarizagio induzida por extratos do pequi (Figura 15).
As células foram expostas a extratos isolados e combinados com AMB, bem como AMB
(controle de morte) e AMB 0,5. Quando comparadas ao controle negativo, o percentual de
despolariza¢do mitocondrial foi para EAFP, EMFP e EEFP de 13,22 + 1,9%, 23,58 +2,52% ¢
37,88 + 3,62%, respectivamente, sendo essa modifica¢ao de 50,62 £+ 5,55% para AMB e 32,59
+ 1,97% em AMB 0,5. No que se refere a associacdo dos extratos do pequi a AMB, essa
diferenca foi de 23,11 + 3,23% em EAFP + AMB, 37,9 + 2,45% para EMFP + AMB ¢ 45,27 +
6,58% para EEFP + AMB. Quando comparadas a AMB 0,5, somente a associagdo de EEFP +
AMB e AMB isolada demonstraram resultados significativos (p < 0,05). Comparando os
tratamentos com EAFP, EMFP e EEFP isolados com suas especificas combina¢des com AMB,

houve diferenca significativamente estatistica (p < 0,05) em todos os resultados.

Figura 15: Alteragdes na membrana mitocondrial de C. albicans induzida por extratos de C. coriaceum.
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(*) p<0,05 em comparagdo ao controle negativo (nao tratado), de acordo com ANOVA seguida pelo teste de
Tukey. (°) p<0,05 em comparacdo a AMB 0,5 (0,5 pg/ml), de acordo com ANOV A seguida pelo teste de Tukey.
(*) p<0,05 em comparagdo ao extrato isolado em sua respectiva associagdo (EAFP, EMFP ou EEFP), de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Tukey. AMB: 4 ng/ml. AMB 0,5: 0,5 pg/ml. EAFP: 64 pug/ml. EMFP: 16
pug/ml. EEFP: 8 ug/ml. EAFP + AMB: EAFP 8 pug/ml + AMB 0,06 ug/ml. EMFP + AMB: EMFP 4 pg/ml + AMB
0,125 pg/ml. EEFP + AMB: EEFP 2 pg/ml + AMB 0,125 pg/ml.
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6.4.4 Extratos de pequi associados a AMB danificam o DNA de C. albicans

Ap6s um periodo de tratamento de 24 horas das células de C. albicans utilizando o
ensaio do cometa alcalino, os extratos isolados do pequi (EAFP, 9,5 + 2,38; EMFP, 9,5 + 4,23
e EEFP, 10 + 2,33) demonstraram indice de danos minimos ao DNA em compara¢ao com o
controle ndo tratado (controle negativo). Em relagdo ao controle negativo, observou-se
alteragdo significativa (p < 0,05) no indice de danos ao DNA de 42 + 4,82 para o tratamento
com AMB e de 24 + 3,31 para AMB 0,5. Resultados significativos também foram observados
nos tratamentos com EAFP + AMB (31,5 + 3,83), EMFP + AMB (53 + 5,3) ¢ EEFP + AMB
(47,5 £2,85) (Figura 16).

Em comparagdo ao tratamento com AMB 0,5, o dano ao DNA foi estatisticamente
significativo (p <0,05) em AMB, EAFP + AMB, EMFP + AMB e EEFP + AMB. O tratamento
que produziu danos ao DNA de forma mais exacerbada foi a associagdo EMFP + AMB,
superando inclusive o dano gerado pelo controle de morte (AMB). Comparando o efeito dos
extratos isolados com EAFP + AMB, EMFP + AMB ¢ EEFP + AMB, houve diferenca

significativa no indice de dano em todos os tratamentos (Figura 16).

Figura 16: Extratos de C. coriaceum associados a AMB causam danos ao DNA de C. albicans.
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(*) p<0,05 em comparagdo ao controle negativo (ndo tratado), de acordo com ANOVA seguida pelo teste de
Tukey. (°) p<0,05 em comparacdo a AMB 0,5 (0,5 ng/ml), de acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
(*) p<0,05 em comparagdo ao extrato isolado em sua respectiva associagdo (EAFP, EMFP ou EEFP), de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Tukey. (V) p<0,05 em comparagcdo a AMB (4 pg/ml - controle de morte), de
acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey. AMB: 4 ng/ml. AMB 0,5: 0,5 ug/ml. EAFP: 64 ng/ml. EMFP:
16 ng/ml. EEFP: 8 ug/ml. EAFP + AMB: EAFP 8 ug/ml + AMB 0,06 pg/ml. EMFP + AMB: EMFP 4 pg/ml +
AMB 0,125 pg/ml. EEFP + AMB: EEFP 2 pg/ml + AMB 0,125 pg/ml.
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6.5 Ensaios com biofilmes maduros de C. albicans

O ensaio colorimétrico utilizando MTT foi conduzido para avaliar a viabilidade do
biofilme maduro apds a exposigao a diferentes concentragdes dos extratos de pequi sozinhos e
associados a AMB. Os extratos EAFP e EEFP nao demonstraram reducao significativa (p <
0,05) na viabilidade dos biofilmes maduros de C. albicans em nenhuma das concentragdes
isoladas (CIM/2, CIM, 2x CIM, 4x CIM), apenas quando combinado com AMB (EAFP +
AMB; 22,9 + 4,5% e EEFP + AMB; 32,8 + 1,8%). J4 o EMFP mostrou uma redugado
significativa (p < 0,05) de aproximadamente 16,9 + 6,1% na concentragdo de 2x CIM e 24,1 +
5,9% quando associado a AMB (EMFP + AMB). Em comparagdo com o controle positivo, a
AMB 0,5 reduziu significativamente (p < 0,05) a viabilidade em 29 + 5,2%. No entanto, ndo
houve reducdo quando os extratos foram comparados com AMB 0,5 (Figura 17).

O ensaio com cristal violeta foi empregado para avaliar a quantidade de biomassa
presente nos biofilmes maduros apds o tratamento com extratos sozinhos e em combinag¢do com
AMB. Os extratos isolados ndo foram capazes de reduzir a biomassa. A redugdo significativa
(p <0,05) em relagao ao controle so foi observada nas associagcdes com AMB, sendo elas EAFP
+ AMB (23,2 +4,2%), EMFP + AMB (16,7 +2,8%) ¢ EEFP + AMB (21,9 + 1,7%). AMB 0,5
reduziu a biomassa em 17,9 + 2,3%, quando comparada ao controle. Nao houve reduciao quando

os extratos foram comparados a AMB 0,5 (Figura 18).
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Figura 17: Avaliacdo do efeito dos extratos do pequi sobre viabilidade de biofilme maduro de C.

albicans.
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(*) p<0,05 em comparagdo ao controle, de acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 18: Atividade dos extratos do pequi sobre a biomassa de biofilme maduro de C. albicans.
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(*) p<0,05 em comparagao ao controle, de acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

6.6 Atividade de extratos de C. coriaceum Wittm sobre a viabilidade de linfocitos humanos

O teste de citotoxicidade demonstrou que a concentracdo inibitéria média (IC50) dos
extratos do pequi foram de 249,26 + 8,71 pg/ml, 261,58 + 4,25 pg/ml e 232,77 + 6,52 pg/ml
para EAFP, EMFP e EEFP, respectivamente, apos 24 h de exposigao.
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7. DISCUSSAO

As doengas causadas por Candida spp. sao cada vez mais frequentes, principalmente
em pacientes imunocomprometidos. Infeccdes fungicas potencialmente fatais afetam cerca de
6,55 milhdes de pessoas todos os anos, com estimativa de 626.081 casos anuais de candidemia
(Denning, 2024). Candida spp. ¢ responsavel por aproximadamente 10% das infeccdes de
corrente sanguinea nosocomiais (Lass-F1orl et al., 2024).

As infecgdes por Candida spp. refletem em um grande impacto na satde e na vida
financeira dos pacientes, como maior tempo de internacdo nas unidades de tratamento e o
aumento do desconforto do paciente (Nascimento et al., 2024). Sem vacinas disponiveis no
mercado e com o aumento consideravel nos indices de resisténcia, novas alternativas sdo
necessarias para reduzir as taxas de mortalidade dessas infec¢des, diminuir o uso
indiscriminado de antimicrobianos e tratar infecgdes por fungos resistentes (Denning, 2024).
Nesse sentido, este estudo buscou avaliar o potencial antifingico de extratos foliares de C.
coriaceum como uma alternativa no tratamento de infecdes por cepas de Candida spp. sensiveis
e resistentes ao FLC, bem como identificar os mecanismos de acdo envolvidos.

Corroborando com a caracteriza¢do quimica, os compostos encontrados neste trabalho
estdo de acordo com o evidenciado na literatura, demonstrando a presenca de compostos
fenolicos e flavonoides (Araruna et al., 2013; Tomiotto-Pellissier et al., 2018). Diversos
elementos bioativos exibem efeitos farmacoldgicos. Entre eles, destacam-se aqui os flavonoides
quercetina e seu glicosideo rutina, encontrados no EAFP. Flavonoides sdo reconhecidos por
suas propriedades antifiingicas, bem como antioxidantes, ou seja, possuem capacidade de
eliminar radicais livres (Al-Aboody; Mickymaray, 2020; Almeida-Bezerra ef al., 2022; Alves
et al., 2017). J& sdo documentadas propriedades antifungicas frente a Candida spp. e
Cryptococcus spp., por exemplo, nos compostos encontrados nos extratos avaliados neste
estudo, como o acido galico (Liberato ef al., 2022), quercetina (Djouossi ef al., 2015; Oliveira
et al.,2016), rutina (Oliveira ef al., 2016) e acido elagico (Rossatto et al., 2021).

Este estudo evidencia a atividade antifungica dos extratos das folhas de C. coriaceum
Wittm. contra diversas espécies do género Candida. Morales et al., (2008) propuseram uma
classificacdo de extratos quanto a sua atividade antimicrobiana com base no valor da CIM. A
CIM < 100 pg/mL ¢ considerada como uma boa atividade, 100 — 500 pg/mL ¢ moderada, 500
— 1000 pg/mL ¢ fraca, e acima de 1000 pg/mL, o extrato € inativo. Portanto, os extratos EMFP

e EEFP demonstraram boa atividade contra todas as cepas testadas. O extrato EAFP exibiu boa
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atividade contra cinco cepas avaliadas, enquanto sua atividade variou de moderada a fraca
contra uma cepa de C. tropicalis e uma de C. albicans, respectivamente.

Os resultados indicam que os extratos apresentam efeito antifingico em concentragdes
baixas, e que seu efeito se estende a diversas espécie do género Candida, atuando inclusive
sobre aquelas que sdo resistentes ao FLC. Ha um nimero limitado de estudos que investigam a
atividade antifingica de extratos foliares de C. coriaceum Wittm. A maioria das investigacdes
nesta area tem tido o mesocarpo ¢ a casca do fruto como foco de estudo.

Naruzawa e Papa (2011) identificaram que extratos hidroalcoolicos de folhas C.
brasiliense revelaram alta eficacia contra Corynespora cassiicola ¢ Colletotrichum
gloeosporioides, indicando um potencial uso na agricultura para o controle de fitopatogenos.
Esses achados reforgam a ideia de que a atividade antiflingica associada ao género Caryocar
ndo estd limitada a uma Unica espécie, nem se restringe a patdgenos humanos.

Em um estudo desenvolvido por Almeida-Bezerra et al. (2023) com extratos do
mesocarpo de C. coriaceum, a CIM variou de 351 a > 1024 pg/ml em cepas de C. albicans, C.
krusei e C. tropicalis. A composi¢cdo quimica desses extratos também demonstrou a presenga
de fenois (11,26 + 1,01 mg acido galico/g) e flavonoides (5,98 + 1,16 mg quercetina/g), mas
em concentragdes diferentes das relatadas aqui. Dessa forma, ¢ possivel que a concentragao
desses compostos nao seja a unica responsavel pela atividade antifingica, mas sofre influéncia
de possiveis metabolitos secundarios nao investigados neste estudo. Um dado que corrobora
com esta hipotese € de que o extrato com maiores concentragdes de fenois e flavonoides (EAFP)
ndo demonstrou a melhor atividade anti-Candida, ao passo que os extratos com menores
quantidades (EMFP e EEFP) exibiram as menores CIMs em todas as cepas avaliadas, assim
como o extrato investigado por Almeida-Bezerra et al. (2023), que possuia maiores
concentragdes. Portanto, ¢ provavel que a atividade antifungica seja atribuivel aos efeitos
sinérgicos entre seus constituintes quimicos.

Alves e colaboradores (2017) relataram o efeito antifingico do extrato etandlico da
casca e da polpa de C. coriaceum contra Microsporum canis € Malassezia spp. A CIM da polpa
foi de 19,53 pg/mL frente a Malassezia spp. e de 4,88 pg/mL contra M. canis. J& o extrato da
casca teve a CIM de 9,77 ug/mL frente a Malassezia spp. e 4,88 pg/mL para M. canis. Assim
como em nosso estudo, eles também evidenciaram a presenga de constituintes fenolicos e
flavonoides, atribuindo a atividade antifungica aos flavonoides quercetina, rutina e

isoquercetina. Além disso, os valores da CIM sdo proximos aos observados neste estudo, o que
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sugere uma semelhanga nos metabolitos presentes em diferentes partes da planta, sendo o
solvente utilizado na extracdo um fator decisivo.

Resultados diferentes foram encontrados por Araruna et al. (2013); Martins e Castro
(2015) e Passos et al. (2003), que constataram que o extrato hidroalcodlico, metandlico e o 6leo
essencial de espécies de Caryocar spp. ndo apresentaram atividade frente a Candida spp.

Essas divergéncias podem estar relacionadas a diferente composi¢ao quimica dos ativos,
que pode variar de acordo com a forma de extragdo realizada; a regido de origem da planta e a
densidade pluviométrica do periodo de coleta, como demonstrado por Passos et al., (2002) em
seu estudo, no qual compararam extratos de C. brasiliense coletados em meses de alto (margo;
207,9 mm de 4gua) e baixo (outubro; 170,8 mm de agua) indice pluviométrico. Em seu trabalho,
a cera epicuticular da folha coletada em outubro apresentou melhor atividade frente ao
Cryptococcus neoformans, inibindo o crescimento de 91,3% (21/23) dos isolados. Os autores
relacionam esse achado ao mecanismo natural de defesa das plantas em resposta ao estresse
ambiental ocasionado pelas mudangas sazonais.

Associar substancias a farmacos antifingicos € uma estratégia para aumentar a eficacia
da acdo antimicrobiana ou reduzir a dose desses farmacos (Almeida-Bezerra et al., 2023;
Morais-Braga et al., 2017). Os resultados desse trabalho indicaram uma prevaléncia de
interacdes aditivas e indiferentes quando os extratos foram associados a FLC e a ITR, e
sinergismo quando foram combinados a AMB. A auséncia de interagdes antagdnicas indica que
ndo ha prejuizo a atividade antiflingica frente as cepas testadas, constatando uma possivel
associacdo vantajosa entre esses agentes (Rodrigues et al., 2023).

Interagdes divergentes foram relatadas por Almeida-Bezerra et al. (2023), que
observaram efeito sinérgico da associa¢ao de FLC ao extrato metandlico de C. coriaceum frente
a C. tropicalis e antagonismo contra C. albicans e C. krusei. Ja Retore et al., (2024) relataram
sinergismo entre o extrato etandlico de C. brasiliense Camb. e FLC, e interagdes aditivas com
caspofungina e AMB frente a C. auris. Essas variacdoes podem estar relacionadas as proprias
caracteristicas de resisténcia expressas pelas cepas analisadas e os diferentes componentes dos
extratos.

Até o presente momento, ndo foram identificados estudos que tenham relatado a
associacao entre extratos de C. coriaceum a ITR ou AMB. FLC e ITR possuem mecanismos de
acdo semelhantes, inibindo a biossintese do ergosterol e alterando a permeabilidade da
membrana plasmatica das células fungicas (Soliman et al., 2017).Isso pode estar relacionado

as semelhancas nas interacoes desses farmacos aos extratos.
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A associagdo sinérgica entre os extratos ¢ a AMB ¢ um resultado importante, ja que a
AMB pode apresentar toxicidade mesmo em pequenas doses (Ali ef al., 2011). Dessa forma, os
tratamentos podem ser combinados com o objetivo de se obter resultados mais eficazes,
reduzindo as doses e os efeitos colaterais toxicos (Ghosh et al., 2012).

A interacdo sinérgica entre esses ativos indica que a atividade antifungica ¢ amplificada,
superando a soma das contribui¢des individuais de cada agente. O mecanismo de acdo da AMB
consiste na formagdo de poros da membrana das células (Soliman et al, 2017). Ja os
mecanismos envolvidos na associacao sinérgica de AMB a compostos naturais ndo sao bem
estabelecidos, mas alguns trabalhos sugerem que concentragdes subinibitorias de AMB possam
promover a internalizacdo destes compostos nas células fungicas, resultando na indugdo da
morte celular, ou ainda, alterando processos bioquimicos (Ali et al., 2011; Oliveira et al., 2016).

Estes achados estdo de acordo com as descobertas de Faria et al. (2011), que
evidenciaram efeito sinérgico, aditivo e neutro quando AMB, FLC e ITR foram combinados a
compostos fendlicos naturais contra cepas de Candida spp. e C. neoformans. Esses autores
sugeriram que as diversas interagdes observadas em distintas combinagdes de drogas fendlicas
poderiam ser atribuidas a localizacdo de grupos hidroxila nos anéis aromaticos desses
compostos. Esta diversidade pode modificar a resposta da levedura ao farmaco ou promover
uma interagao entre estes compostos. Essa constatacdo também pode se aplicar a este trabalho,
tendo em vista a complexidade na resposta das leveduras a acdo desses agentes

As vias de indugdo da morte celular por extratos de C. coriaceum ainda ndo foram
completamente elucidadas. De forma geral, produtos de origem natural tém sido retratados
como responsaveis por uma variedade de efeitos sobre células fingicas, como perturbagdo da
membrana plasmatica, inibicdo da formagdo da parede celular, alteragdo mitocondrial,
supressdo da divisdo celular, inibicdo de bombas de efluxo e interferéncia na sintese de
proteinas e acidos nucleicos (Al-Aboody; Mickymaray, 2020; Soliman et al., 2017). Neste
estudo, os ensaios com citometria de fluxo e eletroforese revelaram uma série de alteragdes nas
células tratadas.

Os resultados revelaram que a produgdo de EROS foi mais proeminente quando os
extratos estavam associados a AMB. A combinacdo EEFP + AMB foi capaz de potencializar a
producao de EROS, tendo sido maior do que o controle de morte. A hipotese da atividade
sinérgica € refor¢ada quando se observa que ha diferenga significativa de EAFP + AMB, EMFP
+ AMB e EEFP + AMB quando comparados aos efeitos de AMB 0,5 e dos extratos isolados,

indicando que a associag@o sinérgica entre extratos e a AMB est4d envolvida na geracdo de
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EROS. Estes resultados corroboram com o relatado na literatura, onde o extrato metanolico
(Almeida-Bezerra et al., 2022) e o 6leo (Almeida-Bezerra et al., 2024) de C. coriaceum foram
responsaveis pelo acumulo de EROS em cepas de Candida spp.

A atividade antioxidante de fenois e flavonoides ¢ bem documentada. No entanto, ha
relatos de que compostos antioxidantes podem agir como pré-oxidantes a depender da sua
concentragdo, presenga de ions metalicos e potencial de oxidac¢ao-reducao (Halliwell, 2008;
Sotler, 2019; Terpinc et al., 2011). A quercetina e os fenois, por exemplo, podem exercer papel
pré-oxidante provocando peroxidacao lipidica e danos no DNA (Halliwell, 2008; Terpinc et
al., 2011; Yordi et al., 2012). Essa pode ser a razdo que justifica a atividade pro-oxidante que
esses compostos possivelmente desempenharam neste estudo.

Em condi¢des normais, EROS sdo produzidas em baixas concentragdes pelas células,
onde atuam fisiologicamente. No entanto, o acimulo de EROS causa injUria celular diretamente
por danos as biomoléculas intracelulares essenciais, como proteinas, lipideos e DNA (Birben
et al., 2012). EROS acumulados intracelularmente podem desencadear estresse oxidativo, que
tem como consequéncia a indugdo da apoptose em leveduras (Ott ef al., 2007). Neste estudo,
foi observada a ocorréncia de apoptose através da detec¢ao da exposi¢ao da fosfatidilserina e
consequente reducdao da densidade celular, processos que podem ter sido ocasionados pela
producao exacerbada de EROS. Esses danos também foram intensificados quando os extratos
foliares EMFP e¢ EEFP foram combinados com AMB, onde foi observada diferenca
significativa de células apoptdticas em comparacdo a AMB 0,5 e com os extratos isolados,
indicando que a atividade resultou da agdo conjunta das moléculas.

O tratamento com os extratos de C. coriaceum provocou despolarizagdo mitocondrial,
a qual foi exacerbada na presenca de AMB, demonstrando um efeito sinérgico entre estes
agentes. Isso acontece porque a respiracdo celular aerdbica, que acontece na mitocondria,
resulta em uma alta produ¢do de EROS como subproduto do seu metabolismo. Assim, as
mitocondrias tornam-se alvos primarios da acdo de EROS, prejudicando a fungdo dessas
organelas (Ott et al., 2007). EROS podem causar despolarizacao mitocondrial, além de causar
dano oxidativo ao DNA mitocondrial (Sevrioukova, 2011). Essa alteragdo também esta
associada a apoptose devido a alteragdo da permeabilidade da membrana da organela. Apenas
a associacao EEFP + AMB teve resultado estatisticamente significativo quando comparada ao
extrato isolado e a AMB 0,5, sugerindo efeito sinérgico.

O ensaio do cometa demonstrou baixos indices de dano ao DNA quando as células

foram tratadas com os extratos isolados. Porém, o dano aumentou consideravelmente quando
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esses extratos foram combinados com AMB, exibindo resultados significativos quando
comparados a atividade de AMB 0,5 e aos extratos isolados, provavelmente pela atividade
conjunta das moléculas associadas. Essa alteragao também pode ter sido ocasionada pela agao
de EROS, conhecidos por serem capazes de induzir alteracdes no material genético (Birben et
al., 2012; Ott et al., 2007). O maior indice de dano ao DNA foi causado pela associagio EMFP
+ AMB, sendo maior do que o dano ocasionado pelo controle de morte. No entanto, a
combinag¢do que mais produziu EROS quando comparada ao controle foi EEFP + AMB. Isso
sugere que a associacdo EMFP + AMB pode estar causando danos ao DNA e ativando
processos apoptoticos por outros mecanismos, além da produgdo de EROS. Dessa forma, os
mecanismos envolvidos na atividade anti-Candida dos extratos de C. coriaceum podem estar

relacionados a uma série de eventos (Figura 19).

Figura 19: Possiveis mecanismos associados a atividade antifungica de extratos de C. coriaceum frente
a C. albicans.

Extratos de Caryocar coriaceum Wittm
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Fonte: Elaborada pela propria autora utilizando a versdo online gratuita de BioRender

(https://www.biorender.com/).

Com relagdo aos ensaios com biofilme, os extratos do pequi apresentaram efeito
limitado sobre a biomassa e a viabilidade celular. Este dado vai de encontro a Cordeiro (2021),

que observou interferéncia do 6leo de C. brasiliense Camb. em biofilmes maduros de Candida
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spp., onde houve redugdo inicial da biomassa na concentragao de 7,8 pg/mL e inibi¢cao de 60%
do biofilme com CIM de 500 ug/mL. Entretanto, a causa do efeito foi atribuida a propriedades
inerentes ao oleo, que em certos casos resultou na formagdo de um envoltorio sobre células
individualmente ou em aglomerados, enquanto em outros casos penetrou nas células e envolveu
seu contetido citoplasmatico. E possivel que essa atividade esteja relacionada com a propria
composi¢ao do oleo que, diferente dos extratos, € rico em acidos graxos que podem ser os
responsaveis pela atividade antibiofilme relatada (Lee, J. et al., 2021; Muthamil ef al., 2020;
Prasath et al., 2020).

Uma caracteristica associada aos biofilmes ¢ a resisténcia aos antifungicos, alcangada
através da producao de antioxidantes como mecanismo de defesa. Quando comparados a células
planctonicas, os biofilmes de C. albicans possuem capacidade aumentada contra o estresse
oxidativo (Seneviratne ef al., 2008). Isso pode explicar a elevada resisténcia dos biofilmes aos
farmacos que induzem a produgdo de EROS, sendo um desafio adicional a ser superado frente
as infecgdes fungicas.

O ensaio de citotoxicidade revelou a tolerancia dos linfécitos ao tratamento com
elevadas concentragdes dos extratos de C. coriaceum ap6s 24h de exposi¢do. Esses resultados
estdo de acordo com o encontrado por Tomiotto-Pellissier ¢ colaboradores (2018), que
avaliaram a toxicidade dos extratos metanolico e de acetato de etila em macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c, nao tendo demonstrado toxicidade nas concentragdes de 25, 50 e
100 pg/ml. Esses resultados demonstram a seguranca da utilizagao de extratos de C. coriaceum

no tratamento de infec¢des causadas por microrganismos.

8. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho apontam os extratos foliares de C. coriaceum
como alternativas na busca pelo desenvolvimento de novos farmacos antiflingicos,
principalmente por apresentarem interacdo sinérgica quando combinados a AMB. Contudo,
mais estudos sdo necessarios para se obter uma melhor compreensdo de seus respectivos
mecanismos de a¢do individuais e associados a AMB, bem como para garantir a seguranga

terap€utica por meio da realizagdo de ensaios in vivo.
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