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RESUMO

As espécies do género Candida sdo comuns da microbiota humana e consideradas
fungos oportunistas, pois em determinadas situacGes, causam infeccdes em diferentes sitios que
podem resultar em morte. Assim, ha constante busca de compostos com agdo antifingica e,
nesse contexto, o babacu (Attalea speciosa Mart.) surge como uma especie vegetal com elevado
potencial biotecnoldgico, pois resultados prévios comprovaram sua atividade anti-Candida in
vitro. Sendo assim, o presente trabalho avaliou as propriedades anti-Candida sp. do extrato
etandlico do mesocarpo de babagu (BAE) in vitro e in vivo. A composi¢do quimica do BAE foi
determinada por cromatografia liquida, no qual o cromatégrafo foi acoplado a um
espectrometro de massa e faixa de aquisicdo foi de m/z 100-1500, com dois ou mais eventos.
A atividade anti-Candida in vitro determinou o efeito anti-viruléncia sobre a adesao e formacéo
de biofilme. O efeito anti-Candida também foi determinado in vitro utilizando macréfagos
murinos. As larvas de T. molitor foram utilizadas para avaliar a toxicidade e os efeitos do extrato
na infeccdo ocasionada por C. albicans e C. parapsilosis. Os efeitos do BAE in vivo foram
avaliados em camundongos Swiss infectados com C. parapsilosis. A avaliacdo quimica do BAE
identificou a presenca de sete compostos incluindo: vicenina-2, isoschaftosideo, schaftosideo,
orientina, apigenina-6-C-glucosideo-8-C-arabinosideo, apigenina-7-rutinosideo e acido
isoclorogénico. O BAE apresentou baixa toxicidade in vitro e in vivo. Os resultados in vitro
mostraram que o BAE inibiu tanto a adesdo como o biofilme de amostras padréo e clinicas de
C. albicans e C. parapsilosis. Os resultados in vivo, mostraram que o BAE na concentragéo de
2% e 4xCIM aumentou a sobrevida das larvas de T. molitor infectadas com C. albicans ou com
C. parapsilosis, além de reduzir a infeccdo em culturas de macréfagos murinos. O BAE também
reduziu a infec¢do sistémica de camundongos infectados por Candida parapsilosis, na qual a
dose correspondente a 2x CIM (33,4 mg/mL) resultou na reducdo de CFU no sangue, figado e
rins e a dose correspondente ao valor CIM (16,7 mg/mL) foi efetiva em reduzir o nimero de
CFUs no figado e nos rins. Além disso, o tratamento de camundongos com BAE teve efeitos
diferenciados quando avaliamos a ativacdo de neutrofilos e linfocitos T e sempre reduziu a
ativacdo de macrofagos. Os dados da bioquimica sanguinea de camundongos infectados e
tratados com o extrato, mostrou que o tratamento com BAE na concentracdo de 2xCIM
aumentou a concentragdo de glicose e colesterol, diminuiu a concentracéo de triglicérides em
comparacdo ao controle positivo, mas ndo foram diferentes dos demais grupos nas
concentracdes de ureia e creatinina. Concluimos que o BAE tem acédo antifingica na infecgéo
letal ocasionada por Candida sp., devido a sua capacidade de inibir tanto a adesdo como o
biofilme resultando na reducéo da infec¢do de macréfagos e de camundongos, o que pode estar
relacionado & ag&o sinergia dos compostos encontrados em nosso extrato.

Palavras-chave: Apigenina; babacu; Candida sp; Tenebrio molitor, biofilme, adesao.
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ABSTRACT

Species of the genus Candida are familiar in human microbiota, but they are also considered
opportunistic fungi since they can cause infections at different sites and can be lethal. Thus,
there is a constant search for compounds with antifungal action, and, in this context, babassu
emerged as a plant species with high biotechnological potential since previous studies have
demonstrated the anti-Candida activity in vitro. Therefore, this study evaluated the anti-
Candida sp. properties of the babassu mesocarp (BAE) ethanolic extract in vitro and in vivo.
The chemical composition of BAE was determined by liquid chromatography, in which the
chromatograph was coupled to a mass spectrometer and the acquisition range was m/z 100—
1500, with two or more events. The anti-Candida activity in vitro determined the anti-virulence
activity on adhesion and biofilm formation. The anti-Candida effect was also determined in
vitro using murine macrophages. Tenebrio molitor larvae were used to assess the toxicity of
BAE and its anti-lethal effect after infection with C. albicans and C. parapsilosis. The anti-
infective effect of BAE was determined in vivo using Swiss mice infected with C. parapsilosis.
The chemical evaluation of BAE identified the presence of seven compounds including:
vicenin-2, isoschaftoside, schaftoside, orientin, apigenin-6-C-glucoside-8-C-arabinoside,
apigenin-7-rutinoside and isochlorogenic acid. BAE showed low toxicity in vitro and in vivo.
The in vitro results showed that BAE inhibited both adhesion and biofilm of standard and
clinical samples of C. albicans and C. parapsilosis. The in vivo results showed that BAE at
concentrations of 2x and 4x MIC increased the survival of T. molitor larvae infected with C.
albicans or C. parapsilosis and reduced infection in murine macrophage cultures. BAE also
reduced the systemic infection of mice infected with Candida parapsilosis, in which the dose
corresponding to 2x CIM (33.4 mg/mL) resulted in a reduction of CFUs in the blood, liver and
kidneys and the dose corresponding to the CIM value (16.7 mg/mL) was effective in reducing
the number of CFUs in the liver and kidneys. In addition, the treatment of mice with BAE had
different effects when evaluating the activation of neutrophils and T lymphocytes and always
reduced the activation of macrophages. The blood biochemistry data of infected mice treated
with the extract showed that treatment with BAE at a concentration of 2xCIM increased the
concentration of glucose and cholesterol, decreased the concentration of triglycerides compared
to the positive control, but did not differ from the other groups in the concentrations of urea and
creatinine. We conclude that BAE has antifungal action in the lethal infection caused by
Candida sp., due to its ability to inhibit both adhesion and biofilm, resulting in reduced infection
of macrophages and mice, which may be related to the synergistic action of the compounds
found in our extract.

Keywords: Apigenin; babassu; Candida sp; Tenebrio molitor, biofilm, adhesion.
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1. INTRODUCAO

As espécies do género Candida sdo consideradas constituintes comuns da microbiota
humana e consideradas fungos oportunistas (ROMO; KUMAMOTO, 2020) pois, em
determinadas situacdes, podem ocasionar infecgdes nos seres humanos em diferentes sitios e,
inclusive, causar morte (VIEIRA et al., 2017; MELETIADIS et al., 2017; LIN et al., 2018;
ROMO; KUMAMOTO, 2020).

As candidiases podem ser superficiais ou invasivas. Sdo infecgdes frequentes em
pacientes imunossuprimidos ou naqueles submetidos a tratamentos de longa duracdo com
antimicrobianos de amplo espectro (ROCHA et al., 2021), sendo que Candida albicans é a
espécie mais frequentemente isolada e identificada. H& de se ressaltar, nos Gltimos anos, a
emergéncia de C. auris, C. parapsilosis e C. tropicalis, como novas ameagas a saude publica
global (LOPES; LIONAKIS, 2021).

Ainda hoje, C. albicans € a espécie que apresenta a maior resisténcia aos medicamentos
disponiveis no mercado. Nesse contexto, 0 aumento de infecgdes flngicas resistentes aos
medicamentos da classe dos azdlicos e da equinocandinas, € uma preocupacdo adicional
(ROCHA et al., 2021), resultando na necessidade constante de buscar novos farmacos que
possam, simultaneamente, controlar o crescimento fangico e terem atividade imunomoduladora
para reduzir os danos decorrentes das infeccBes sistémicas. Assim, 0s compostos naturais sao
alvos de bioprospeccdo de novos antifingicos, devido ao seu amplo espectro de atividades
bioldgicas com aplicacdes versateis (RESENDE et al., 2022) em especial o babacu, devido suas
varias propriedades bioldgicas e grande relevancia socioecondmica para as comunidades
tradicionais, ja que todas as suas partes apresentam potencial de uso (MUNIZ et al., 2016).

Os resultados prévios do nosso grupo de pesquisa no Laboratdrio de Imunofisiologia -
UFMA, obtidos na minha monografia de graduacdo mostram que o mesocarpo do babacgu tem
atividade anti-Candida in vitro contra varias cepas (BARBOSA, 2022).

Com base nessas consideracdes, e, visando dar continuidade as nossas investigacoes,
esse trabalho tem as seguintes perguntas condutoras: Sera que os efeitos anti-Candida do
babacu sobre as culturas fungicas também ocorre em culturas de macréfagos infectados? O

babacu tem efeitos antifungicos do babacu in vivo em animais submetidos a infecgéo letal? A
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partir dessas perguntas formulamos a hipdtese: O babacu tem acdo antifingica e protege

animais invertebrados e vertebrados da infeccéo letal por Candida sp.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candida spp.

O género Candida, compreende aproximadamente 200 espécies, e é o principal entre
as leveduras patogénicas (SILVA et al., 2020). O género é composto por seres unicelulares,
eucariotos, heterotréficos e de crescimento anaerébio facultativo (CAPOTE-BONATO et al.,
2022).

As leveduras do género Candida podem colonizar diferentes superficies no meio
ambiente (CAPOTE-BONATO et al., 2018b) e também sdo parte integrante da microbiota
humana, interagindo com o sistema imunolégico e afetando a fisiologia humana. Entretanto,
em casos de desequilibrio entre o hospedeiro e as leveduras, principalmente em hospedeiros
imunocomprometidos, podem causar doencas (CAPOTE-BONATO et al., 2022).

Espécies anteriormente raras desse género, como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. auris
entre outras, tém sido relatados com frequéncia crescente, especialmente em individuos
imunocomprometidos e naqueles que fazem uso de cateteres vasculares por longo periodo
(LOPES; LIONAKIS, 2021).

O género Candida apresenta a seguinte classificacdo taxondémica segundo BARBIERI,
2014:

Reino: Fungi

Divisdo: Eumycota
Subdiviséo: Deuteromicotina
Classe: Blastomicetos
Ordem: Cryptococcales
Familia: Cryptococcacea

Género: Candida

Em relacdo a morfologia, as espécies sdo caracterizadas, macroscopicamente, por terem

consisténcia cremosa, serem brilhantes ou opacas, com coloragédo variando do branca ao creme,
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todavia podem apresentar coloracdo vermelha (GORTHI, 2019). A avaliacdo microscopica
mostra que as espéecies podem variar de 5 a 8 mm de didmetro, e serem encontradas como
células simples, arredondadas, ovais ou alongadas, com parede celular delgada, que se
multiplicam quase sempre por brotamento (SILVA et al., 2020) (Figura 1).

Além disso, as espécies desse género sdo dimorficas. Tal caracteristica oportunista esta
associada ao polimorfismo celular, que nada mais € que uma alterndncia morfoldgica entre
formas leveduriforme e filamentosa, pelo fendmeno denominado switching (ROCHA, 2021).

Ambas encontradas durante infeccdes sistémicas, a forma leveduriforme consiste em
um brotamento unicelular com formato redondo e bem definido presente na invaséao das células
do hospedeiro. Enquanto que a forma filamentar, ou de hifas, sdo alongadas e estéo associadas
ainvasdo de tecido, utilizando para tanto de fatores tais como as adesinas (SOUZA et al., 2022).

4 7 . @
% g . s 7
5 2 P 7 of %83 0
2 5 0 5 i
o v ~ Cs
v 4 .
3 W vi y 4
o8 e /A
5 - o) O/ <
) A
X
v , d
1 us n i
- o '3 } 4.
& - 1 \
"'0 » - nt 00 X (;\
» » \\
¥ 4 “oe 130 A0Sy = i)
-: : Pézoo R 6, Ohe Vou g o
Y Hm oo A5
B [ R c ®

Figura 1. Caracteristicas macro e micromorfologicas de Candida spp. (A) Cultura em agar
Sabouraud; (B) Blastoconideos; (C) Pseudo-hifas e hifas verdadeiras (RODRIGUES, 2013).

2.2 Candida albicans

C. albicans é uma levedura polimorfica, que pode crescer como blastoconidio, pseudo-
hifa ou hifa verdadeira (DAGMAR, et al., 2019). Existe como comensal em uma grande
proporcao da populacdo humana colonizando a cavidade oral, os tratos gastrointestinal e genital
de forma assintomética (LOPES; LIONAKIS, 2021).

No entanto, ap0s perturbacdo da integridade das barreiras e/ou de desequilibrios
imunoldgicos, esses fungos podem migrar através dos epitélios e acessar nichos anatbmicos

profundos causando infeccdo. As infeccGes clinicamente importantes causadas por C.
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albicans podem ser amplamente classificadas em dois subtipos: mucosa e sistémica (Figura 2)
(LOPES; LIONAKIS, 2021).
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Figura 2. Sitios comensais de C. albicans no corpo humano e manifestacdes clinicas da
infeccdo por C. albicans. adaptado de Lopes; Lionakis, 2021.

Os principais fatores de viruléncia das espécies do género Candida incluem: secrecdo
de enzimas hidroliticas, expressdo de adesinas e invasinas, tigmotropismo, bomba de efluxo,
formagéo de biofilme e polimorfismo (TALAPKO et al., 2021).

A morfologia celular das espécies deste género é citada com um dos principais fatores
de viruléncia, uma vez que as diferentes formas de apresentacdo celular (levedura em
brotamento, pseudo-hifas e hifas) estdo envolvidas em diferentes etapas do processo infeccioso
(Figura 3). A plasticidade da forma micelial € uma forma importante durante a fase de infeccéo
e um fator determinante da resisténcia aos medicamentos. Além disso, a transformacédo de
levedura em hifa contribui para o escape da fagocitose dos macrofagos, resultando em um maior

potencial de invasao aos tecidos do hospedeiro e maiores danos (CHEN et al., 2020).
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Figura 3. As mudancas e transi¢cdes morfolégicas de Candida albicans durante o processo de
infeccdo. As transicBes morfoldgicas de blastoporo para pseudohifas e hifas sdo reversiveis.
adaptado de Talapko et al., 2021.

Outro fator que contribui para o potencial patogénico de C. albicans é a expressdo de
proteinas importantes para adesdo e invasao. O processo de adesao é afetado por varios fatores,
como os tipos de proteina na parede celular e as propriedades fisicas e quimicas da superficie
celular. As adesinas de C. albicans se ligam a proteinas, como o fibrinogénio e as fibronectinas
(TALAPKO et al., 2021).

A formacéo de biofilme é um outro fator de viruléncia de C. albicans. A maioria das
infeccOes causadas por C. albicans esta relacionada a formagdo de um biofilme no hospedeiro
ou em superficies abidticas (implantes), o que eleva a morbidade e a mortalidade (TALAPKO
etal., 2021). Como C. albicans pode fazer a transicdo de levedura para hifas morfologicamente,
seu biofilme é uma estrutura complexa de diferentes formas morfoldgicas (PRIYA; PANDIAN,
2020).
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Figura 4. Quatro estagios da formacao de biofilme de C. albicans. adaptado de Queiroz, 2021.

Alguns estudos estdo sendo desenvolvidos a fim de buscar novas moléculas que possam
interferir ou inibir a producéo/formacéo destes mecanismos de resisténcia, principalmente, com
enfoque sobre o biofilme destas espécies (BEZERRA et al., 2020; MARTORANO-
FERNANDES et al., 2021).

2.3 Candida parapsilosis

C. parapsilosis é amplamente distribuida na natureza e é frequentemente isolada de uma
variedade de fontes ndo humanas, como animais domésticos, insetos, solo e ambientes marinhos
(BRANCO et al., 2023).

C. parapsilosis sensu lato, também conhecida como complexo C. parapsilosis, inclui
C. parapsilosis como o fungo mais comum nas infecg6es humanas, seguido por C. orthopsilosis
e C. metapsilosis, anteriormente conhecidos como C. parapsilosis Grupo I, Il e lI,
respectivamente (TOTH, 2019). Os representantes do complexo C. parapsilosis estio agora
entre a segunda e a terceira causa mais comum de candidiase, tanto nas infec¢fes oportunistas
como nas nosocomiais (PFALLER et al., 2019; MAMALI et al., 2022; ARASTEHFAR et al,
2022). Esse complexo se destaca pela sua transmissibilidade, causando elevadas taxas de
colonizacdo em ambientes hospitalares, além do risco subsequente de infec¢des transmitidas
diretamente entre os grupos de pacientes vulneraveis (ASADZADEH et al., 2019; ZHAIl et al.,
2020; ROLLING et al., 2021).
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C. parapsilosis é a espécie mais prevalente nas infec¢des, sendo a segunda espécie de
Candida mais isolada nas varias regides do mundo e mais frequente nas infeccGes superficiais
(GOVRINS- LASS-FLORL; 2024).

Embora as infecgdes por C. parapsilosis geralmente apresentem baixas taxas de
morbidade e mortalidade em comparagdo com as infecgdes por C. albicans, ha relatos indicando
que varios isolados clinicos apresentam menor suscetibilidade as equinocandinas. Além disso,
em algumas regiBes, observou-se resisténcia ao tratamento com azois, complicando a escolha
da terapia antifangica (TOTH et al., 2019).

A infeccdo por C. parapsilosis tem um elevado risco para individuos
imunocomprometidos, como portadores de HIV e pacientes cirirgicos, especialmente aqueles
submetidos a cirurgias do trato gastrointestinal. Adicionalmente, pacientes dependentes de
cateter venoso central ou outros dispositivos permanentes também sdo mais suscetiveis devido
a capacidade dessa espécie em aderir a superficies protéticas e aos dispositivos médicos
implantados. Nesses casos, 0s fungos sdo capazes de formar biofilme logo apds a fixacao.
Quando a estrutura do biofilme amadurece, a capacidade dos antifingicos atuarem diminui
significativamente, acarretando consequéncias que podem ser fatais (BRANCO et al., 2023).

2.4 Sistema imunoldgico nas infec¢es por Candida sp.

A adesdo de C. albicans as células epiteliais é o primeiro passo para a colonizagdo e
crescimento, o que pode levar a candidiase mucosa. Assim, a imunidade inata é ativada com a
invasdo tecidual, onde o fungo de levedura se transforma em hifas que penetram nas células
epiteliais por meio de dois mecanismos distintos: endocitose induzida e penetragdo ativa
(ARAUJO et al., 2020).

A etapa crucial para a ativacdo de uma resposta imunologica rapida é o reconhecimento
de padrdes moleculares associados a patdgenos conservados (PAMPS) por diferentes tipos de
Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRRs) (ARAUJO et al., 2020). Os receptores
presentes como macrdfagos e neutrofilos iniciam a resposta imune ao se ligarem a esses padrdes
moleculares. Entre 0os PRRs destacam-se os de manose, os Toll-like (TLRs), os receptores de
varredura e o receptor dectina-1, que sdo fundamentais para garantir o controle da infeccéo
(BERNARDIS et al., 2018).
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Os TLRs tém sido amplamente estudados no contexto de infecgdes fangicas. Os TLR2,
TLR4 e TLR®, localizados na membrana celular, sdo responsaveis por se ligar aos componentes
da manoproteina presente na parede celular dos fungos. Dentre eles, TLR2 e TLR4 s&o os
principais envolvidos nas respostas as infec¢des por Candida (ARAUJO et al., 2020).

Os macrofagos nos tecidos possuem uma forte atividade fungicida e sdo responsaveis
pela producéo de citocinas inflamatdrias e quimiocinas que recrutam e ativam outras células do
sistema imune no local da infec¢do. Entre essas células recrutadas estdo os neutrdfilos, cuja
ativacdo é crucial para a eliminacdo da Candida. Os neutréfilos sdo os exterminadores mais
eficazes de Candida sp., pois sdo as Unicas células capazes de inibir, com sucesso, a
transformacéo das leveduras de Candida em hifas (ARAUJO et al., 2020).

Outras células participam do controle da infeccdo, incluindo as células NK (natural
Killers) e as células dendriticas. As células dendriticas (DCs) apresentam antigenos fungicos e
ativam linfocitos T auxiliares (Th), embora também possam ingerir e eliminar essas espécies,
com menor eficacia do que macréfagos e neutrofilos (BERNARDIS et al., 2018).

H& evidencias de que as citocinas mais importantes para controle da infeccdo por
Candida sp. sdo as produzidas por linfécitos Th-17 e Th-1, incluindo IL-17 e IFNy,
respectivamente. O aumento de IFNy contribui para a ativagdo de macrofagos com acao
fungicida. Além disso, a ativacdo de linfécitos Th-17, com aumento na producdo de I1L-17 e IL-
22 estimula o recrutamento e a ativacdo de neutrofilos, além de ativar células epiteliais e
estimular a liberagdo de B-defensinas antiflngicas (ARAUJO et al., 2020).

E importante ressaltar que as células Th17 sdo mediadores essenciais na imunidade
contra infec¢Oes fungicas na barreira, e a IL-2 € a principal citocina que estimula a proliferacdo
celular (ARAUJO et al., 2020). Existe uma clara dicotomia entre as respostas imunes do tipo
CD4+ TH1 e CD4+ TH2: enquanto a resposta TH1, que envolve a produgdo de IFNy e IL-2,
esta associada a resisténcia a Candida, a resposta TH2, caracterizada pela sintese de I1L-4, IL-5
e IL-10, esta relacionada a susceptibilidade ao patégeno (ARAUJO et al., 2020).

Uma compreensdo mais profunda dos mecanismos fisiopatoldgicos das respostas
imunes as infeccbes por Candida pode fornecer novas perspectivas moleculares sobre sua

patogénese e revelar alvos potenciais para terapias antifungicas (SILVA et al., 2020).
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2.5 Sepse por Candida sp.

A sepse se caracteriza por um conjunto de manifestacdes produzidas pelo organismo
qguando se depara com uma infeccdo. Na tentativa de responder a esse agente infeccioso
estranho, o sistema imunoldgico acaba afetando diferentes 6rgdos o que pode leva-los a
faléncia. O enfrentamento da sepse, esta no reconhecimento rapido com tratamento imediato.
Os principais agentes etioldgicos sdo as bactérias gram-negativas, mas a sepse pode ser causada
também por virus, fungos, ou protozoarios, que causam uma resposta imune complexa levando
a alteracGes hemodinamicas importantes (LIN et al., 2018).

Além disso, ¢ uma doenca que demanda altos custos, representando cerca de 24% a 32%
dos custos totais de uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (JOST et al., 2019; SILVA et al.,
2019). No Brasil, segundo o Conselho Federal de Medicina, estima-se que esse custo € de,
aproximadamente, US$9,6 mil por paciente (MATHIAS, 2019).

Essa patologia, atinge cerca de 15 a 17 milhdes de pessoas ho mundo por ano, dentre
esse numero, 5 milhdes morrem anualmente devido essa complicacdo clinica. Esta entre as
principais causas de admissdo em unidades de terapia intensiva (UTI) e de morte nos paises
desenvolvidos (LOBO et al., 2019). Nos paises em desenvolvimento, a incidéncia de mortes
por sepse € agravada pela intersecdo de fatores como a pobreza, associada a desnutricdo, e a
falta de acesso ao tratamento precoce (FREITAS et al., 2018).

Na realidade brasileira, a sepse ocupa 25% dos leitos em UTIs e se destaca como a
principal causa de morte nesses ambientes (PIRES et al., 2020). De acordo com dados do
Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), no Brasil, a letalidade por sepse foi de 67,4%,
comparavel apenas com a da Malésia (66,1%) e bem distante da letalidade de outros paises
(Alemanha —43,4%; Argentina —56,6%; Canada —50,4%; india —39,0%; Estados Unidos —42,
9%; e Australia—32,6%). Esses nimeros evidenciam a gravidade do impacto da sepse na saude
publica e reforgcam a necessidade de estratégias de prevencéo e tratamento (SEIBT et al., 2019).

As espécies do género Candida estdo entre os principais agentes causais de infecgdes
fangicas invasivas em pacientes hospitalizados, atingindo pessoas de todas as faixas etarias em
todo o mundo (MANTADAKIS; PANA; ZAOUTIS, 2018). Nas tltimas décadas, infec¢des por
espécies de Candida ndo albicans tornaram-se mais prevalentes do que infec¢fes por Candida
albicans (TOTH et al., 2019).
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A candidemia continua associada a alta mortalidade pois, depois de ter acesso as
mucosas e corrente sanguinea, Candida sp. apresenta grande afinidade pela invasao do sistema
nervoso central, rins, figado, baco, coracdo e retina, gerando complicagdes que comprometem
as funcdes dos pacientes (MANTADAKIS; TRAGIANNIDIS, 2019; GIACOBBE et al., 2020).

Essa taxa de mortalidade em UTI de 28 dias é de cerca de 44% (BASSETTI et al., 2019).
Por isso, nos pacientes acometidos, a intervencdo medicamentosa deve ser precoce para

minimizar os riscos de complicacdes e de resisténcia microbiana (ROCHA et al., 2019).

2.6 Alternativas no tratamento das infec¢des por Candida sp.

O surgimento recente de fungos resistentes a mais de uma classe de farmacos
antifungicos é uma preocupacédo séria. Atualmente, apenas quatro classes primérias de agentes
sdo usadas para tratar infeccdes fungicas invasivas: polienos (por exemplo, anfotericina B);
azois (por exemplo, fluconazol); equinocandinas (por exemplo, caspofungina) e os analogos da
pirimidina, entretanto uma nova classe (o triterpendide ibrexafungerp) encontra-se na fase de
ensaios clinicos em estagio avancado (PUUMALA et al., 2024).

Os polienos sdo moléculas anfipaticas naturais e formam a classe mais antiga de
medicamentos antifungicos para o tratamento de infec¢des fungicas sistémicas. Introduzida na
pratica médica na década de 1950, a anfotericina B é o polieno mais amplamente utilizado. Ela
apresenta uma potente atividade contra uma vasta gama de espécies fungicas de importancia
clinica, como diversas espécies de Candida, Aspergillus e Cryptococcus (LEE et al., 2021).

Embora a anfotericina B tenha um amplo espectro de atividade antifingica, seu uso
clinico é limitado, principalmente devido a sua baixa biodisponibilidade oral e aos efeitos
toxicos que dependem da dose. Esses efeitos adversos séo em parte causados pelas semelhancas
entre o ergosterol e o colesterol, que afetam o hospedeiro (PUUMALA et al., 2024).

Introduzidos pela primeira vez na década de 1980, os az0is se tornaram a classe de
antifangicos mais frequentemente utilizada na préatica clinica. Esses compostos sintéticos
heterociclicos atuam bloqueando a sintese de ergosterol, um componente essencial da
membrana celular fingica. Essa acdo resulta na desestabilizacdo da membrana, afetando sua
permeabilidade e comprometendo a fungdo de enzimas associadas @ membrana (LEE et al.,
2021).
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Ao contrario de outros antifungicos, muitos medicamentos azélicos oferecem uma
excelente biodisponibilidade oral e estdo disponiveis tanto em formulacdes orais quanto
intravenosas. No entanto, uma desvantagem significativa dos azois é o seu alto potencial de
interagir com outros medicamentos (LEE et al., 2021), além disso, a atividade fungistatica da
maioria dos azoOis contra Candida e Cryptococcus sp., juntamente com o surgimento
generalizado de resisténcia, ameaca sua vida clinica (PUUMALA et al., 2024).

Uma nova classe de medicamentos antiflngicos a ser introduzida na pratica médica nas
ultimas décadas € a das equinocandinas. Esses farmacos sdo derivados de produtos naturais e
possuem um nucleo hexapeptideo ciclico com uma cadeia lateral de acido graxo ligada ao
nitrogénio. As equinocandinas atuam rompendo a parede celular fungica, uma estrutura ausente
em células de mamiferos. Elas se ligam de forma ndo competitiva a subunidade catalitica da
(1,3) -B-D-glucano sintase, que é codificada pelo gene FKS1 em Candida albicans e pelos genes
FKS1 e FKS2 em Candida glabrata (LEE et al., 2021).

As principais vantagens das equinocandinas incluem um excelente perfil de seguranca,
alta seletividade para fungos e baixo potencial de intera¢cdes medicamentosas. No entanto, assim
como 0s polienos, as equinocandinas tém baixa absor¢do oral, o que limita seu uso clinico a
administragdo intravenosa (LEE et al., 2021).

Por fim, o analogo da pirimidina 5fluorocitosina foi aprovado pela primeira vez para
uso na década de 1960, entretanto, o rapido inicio da resisténcia impede seu uso como terapia
exclusiva. A 5fluorocitosina atua ao ser convertida por uma citosina desaminase especifica do
fungo em 5fluorouracil, um composto téxico que interfere no metabolismo do DNA e do RNA
e apresenta tratamento eficaz apenas quando combinada a outros farmacos, como anfotericina
b (PUUMALA et al., 2024).

A mais recente adicdo ao repertorio antifingico € o primeiro triterpendide da classe,
ibrexafungerp, que ¢ um derivado fungicida semissintético da enfumafungina (NEOH et al.,
2023; LEE, 2021). Ainda que possua 0 mesmo alvo das equinocandinas, ligando-se a 1,3-p-D-
glucansintase, algumas diferengas importantes incluem sua biodisponibilidade oral e estrutura
quimica (PUUMALA et al., 2024).

O local de ligacdo do Ibrexafungerp parece diferir em parte do das equinocandinas, 0
gue possibilita a sua eficacia contra cepas de Candida resistentes as equinocandinas
(LAMOTH, 2023). Atualmente, o Ibrexafungerp esta aprovado apenas para o tratamento oral

da candidiase vulvovaginal. No entanto, estd em diversos ensaios clinicos avancados para tratar
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candidiase invasiva e aspergilose invasiva, em combinacdo com voriconazol (NEOH et al,
2023).

Ademais, vale destacar que as espécies de Candida precisam ser vistas de forma
individualizada em relacdo a administracdo medicamentosa e que tratamentos prolongados com
estes farmacos podem levar a efeitos citotdxicos, bem como resisténcia aos antifungicos, o que
é uma preocupacdo emergente em todo o0 mundo, tanto no espaco quanto no tempo (BARROS
et al., 2022). Com isso, novas alternativas capazes de contornar essa problemaética se fazem

necessarias.

2.7 Plantas Medicinais

As plantas compdem um vasto arsenal de produtos quimicos, tanto organicos quanto
inorganicos, apresentando diversos potenciais para serem explorados pelo ser humano.
Frequentemente, sdo empregadas como terapia complementar a tratamentos ja estabelecidos,
influenciadas por préaticas milenares ou recomendadas por familiares e pessoas proximas ao
longo de geragdes (JUTTE et al., 2017; SZERWIESKI et al., 2017; WEGENER, 2017; DIAS
etal., 2018).

Os principais fatores que influenciam na manutencdo da utilizacdo de plantas como
alternativa terapéutica sdo: o baixo nivel de vida da populacéo e o alto custo dos medicamentos.
Dessa forma, usuarios de plantas de todo mundo, mantém em alta a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas algumas informacGes terapéuticas que foram acumuladas
durante seculos (SILVA et al., 2021).

O Brasil, como o maior pais da América do Sul, abriga a maior biodiversidade do
mundo, compreendendo aproximadamente 20% do total. O territorio brasileiro é lar de mais de
116.000 espécies de animais e mais de 200.000 espécies vegetais, distribuidas em seis biomas
terrestres (Pampa, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Caatinga e Amazodnia) e trés grandes
ecossistemas marinhos (BRASIL, 2021).

Apesar dessa riqueza biologica, a exploracdo da biodiversidade para o desenvolvimento
de medicamentos no Brasil ainda é limitada, devido a combinacéo de processos inovadores e
tecnolodgicos insuficientes e baixos investimentos na area. Essa realidade se reflete no nimero

reduzido de medicamentos fitoterapicos derivados da biodiversidade nativa, em comparacéo
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com outros paises. Aproximadamente 70% dos fitoterapicos disponiveis no mercado
farmacéutico nacional contém espécies vegetais ndo nativas (CARVALHO et al., 2018).

Ainda h4, portanto, um extenso percurso a ser trilhado na promocéao do uso responsavel
da biodiversidade pela industria farmacéutica. Dado o vasto potencial de exploracdo da
biodiversidade para pesquisa, desenvolvimento, inovacdo e producdo de medicamentos,
existem diversas lacunas a serem preenchidas. Nesse contexto, o presente trabalho busca avaliar
as propriedades antifungicas do babacu em relacdo a espécies e isolados clinicos do género
Candida.

2.8 Attalea speciosa Mart. - Babacu:

O Babacu (Attalea speciosa Mart.)) € classificado taxonomicamente segundo
GLASSMAN (1999). como:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Ordem: Arecales
Familia: Arecaceae
Género: Attalea

Espécie: Attalea speciosa

O babacu ocorre nas regides Norte, Nordeste e Centro-oeste do Brasil e € uma palmeira
tipica das zonas de transicéo entre as florestas umidas da bacia amazénica e 0s ambientes de
cerrado e caatinga. Caracteristicos de florestas secundarias, os babaguais recobrem, em
diferentes estados brasileiros, uma area que, somada, corresponde a 196 mil kmz2. Apresentam
maior concentragdo nos estados do Maranhdo, Tocantins e Piaui, na regido conhecida como
Mata dos Cocais (transi¢do entre Caatinga, Cerrado e Amazonia), onde também tém elevado
valor econdmico e sustentavel (SANTOS et al., 2020).

A palmeira do babagu se apresenta como monocaule, podendo ter até 20 metros de
altura, com estipe liso de até 41 cm de didmetro (PAIXAO et al., 2019). Os frutos tém formato

de drupa, sdo lisos, tém coloracdo marrom quando maduros, com tamanho aproximado entre 8
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e 15 cm e peso entre 90 e 280 g, presentes em cachos que chegam a ter 25 cocos (ANJOS;
NETO et al., 2021).

O fruto é composto de epicarpo, mesocarpo, endocarpo e améndoa. O epicarpo
representa a casca do coco e, por ter alto contetdo lignocelulésico, pode ser usado na queima
de caldeiras. O mesocarpo € rico em amido e € usado na alimentacao animal e na producao de
etanol. Ja o endocarpo, usado como forragem ou fertilizante, tem sido usado também na
producéo de pellets e como matéria-prima para obtengdo de produtos de quimica fina (SOUZA,;
SEABRA; NOGUEIRA, 2018).
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Figura 5. Morfologia do fruto do babacu. Varias partes do fruto (A) e representacdo
esquematica da morfologia do fruto do babacu (B). (I) corte transversal e (1) corte longitudinal.
(a) epicarpo; (b) mesocarpo; (c) endocarpo e (d) améndoa (adaptado de EMMERICH, 1987).

O estado do Maranhé&o responde por cerca de 94,5 % da producdo nacional de améndoas
desse fruto, além disso, as demais partes tanto do fruto quanto da planta apresentam potencial
de uso (SILVA, 2018). Diante disso, diversas comunidades das regides norte e nordeste
dependem dele para a subsisténcia e, por isso, a preocupacao com a valorizacéo e preservagédo
da palmeira do babacu tem sido uma luta das quebradeiras de coco (SILVA, 2018).

Um outro aspecto interessante sobre o babagu é que, o 6leo extraido das suas sementes
e 0 mesocarpo podem ser usados para produzir biocombustiveis (COSTA et al., 2019). O
epicarpo, mesocarpo e 0 endocarpo, sdo utilizados na produgdo de oOleo, amido e etanol
respectivamente (TEIXEIRA et al., 2018).

O mesocarpo do coco babagu, essencialmente uma das partes de maior fracéo fisica no

coco, tem sido de grande interesse da comunidade académica, em essencial seu uso
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farmacologico dado principalmente a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante (PAIXAO et al., 2019).

Os primeiros relatos investigando os efeitos bioldgicos do mesocarpo de babacu no
sistema imunoldgico foram feitos em 1994, por Gaitan e colaboradores. Estes autores
detectaram que o bocio era endémico em uma determinada area do estado do Maranh&o entre
criancas com idade escolar, identificando que a maioria dessas criangas consumiam, em larga
escala, as farinhas de mesocarpo de babacu e de mandioca, 0 que os levou a suspeitar que o
aparecimento do bécio estava relacionado ao consumo dessas farinhas em detrimento de outros
alimentos.

O mesocarpo de babacu apresenta, acdo imunomoduladora (SILVA; PARENTE, 2001;
NASCIMENTO et al., 2006; GUERRA et al., 2011; BARROQUEIRO et al., 2016; SILVA et
al.,, 2018), possivelmente devido sua acdo direta sobre a ativacdo de macrofagos
(NASCIMENTO et al., 2006; SILVA et al., 2018) e sobre a ativacédo de linfocitos T (GUERRA
etal., 2011).

Outros efeitos do mesocarpo do babacu incluem atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e MRSA
(BARROQUEIRO et al., 2016; BARROQUEIRO et al., 2024). Além disso, 0 mesocarpo do
babacu possui efeito anti-inflamatério (OLIVEIRA, 2018), analgésico (BATISTA et al., 2006),
cicatrizante (BALDEZ, 2006), antitireoidiano (GAITAN et al., 1994) e antitumoral (SOUSA,
2008).

Em resultados prévios in vitro utilizando o extrato etandlico do mesocarpo de babacu,
foi observado que o mesmo foi efetivo em inibir o crescimento de C. albicans e C. parapsilosis.
Além disso, esse extrato foi capaz de aumentar a sobrevida de larvas de Tenebrio molitor
infectados letalmente com essas duas espécies de Candida, possivelmente devido sua acéo
sobre fatores de viruléncia como a adesdo e a producédo de enzimas (BARBOSA, 2022).

Entretanto, ndo foi possivel determinar os alvos imunoldgicos envolvidos, pois as larvas
de T. molitor apresentam organizacao do sistema imune diversa do encontrado nos vertebrados.
Com base nessas consideracdes, 0 presente projeto investigou o efeito do extrato obtido do
mesocarpo de babagu na infeccdo letal por Candida, visando avaliar o efeito do extrato sobre o
crescimento fangico, bem como sua acéo sobre o sistema imunoldgico através da utilizagdo de

um modelo in vivo utilizando camundongos Swiss.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito antifingico do extrato etandlico do mesocarpo de babagu para Candida

albicans e Candida parapsilosis in vitro e in vivo em invertebrados e em vertebrados.
3.2 Especificos

- Caracterizar quimicamente o extrato etanolico do mesocarpo de babacu (BAE);

- Avaliar o efeito do tratamento com o extrato in vitro sobre os fatores de viruléncia;

- Analisar o efeito do tratamento com o extrato in vitro sobre a infec¢do de macrofagos;

- Determinar o efeito do tratamento com o extrato na sobrevida das larvas de Tenebrio molitor
infectados letalmente por Candida sp;

- Investigar os efeitos do extrato sobre o sistema imune de camundongos infectados letalmente
por Candida sp;

- Avaliar os efeitos do tratamento e da infeccdo sobre a bioquimica sanguinea de camundongos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e preparo do extrato etanolico do mesocarpo de babacu (BAE)

O extrato etan6lico do mesocarpo de babacu foi preparado conforme descrito
anteriormente por Barroqueiro et al. (2016) com algumas adaptacdes. A farinha do mesocarpo
de babacu foi adquirida comercialmente em S&o Luis, junto a Cooperativa de Quebradeiras de
Coco Babacu (Marca: Nutri Mais, Lote: 10010, S&o Luis, Maranh&o, Brasil).

O extrato foi obtido por maceracao exaustiva, durante 7 dias, em temperatura ambiente
(26£3°C) com etanol P.A, hidromodulo (1:3), utilizando 250g da farinha do mesocarpo de
babacu. Apds trés coletas sucessivas, a cada 48 horas, o liquido extrator foi evaporado sob
pressdo reduzida, a 25°C, e liofilizado (Liofilizador Liotop, K105, Brasil) por 48 horas, a -95°C,
sob pressdo de 12puHg. Ao final, o rendimento foi calculado e o extrato foi acondicionado em
frascos de vidro, vedado e armazenado a 4°C. O estudo esta registrado junto ao SisGen, sob
namero: A6C0348 (Anexo 1).



32

4.2 Avaliacdo quimica do extrato

O extrato foi analisado usando cromatografia liquida (Shimadzu Prominence) com duas
bombas injetoras automaticas (Shimadzu LC-20AD - SIL-20A HT) e coluna C18 Phenomenex
Gemini (250 x 4,6 mm — 5 um). A fase movel utilizou agua ultrapura ¢ metanol acidificados
(0,1% HCOOH), com taxa de fluxo de 1,0 mL/min, considerando o gradiente de metanol: 20-
100% em 0-35 min e 100% em 50 min. O volume de injecao foi de 10uL.

O cromatdgrafo foi acoplado a um espectrdmetro de massa (Amazon X, Bruker,
Massachusetts, EUA) equipado com ionizacdo por eletrospray (ESI) e um analisador do tipo
ion-trap (IT) em modo negativo, nas seguintes condicdes: voltagem capilar de 5 kV,
temperatura 325°C, fluxo de gés de arrastamento (N2) 12 L/min, pressdo do nebulizador de
nitrogénio a 10 psi. A faixa de aquisi¢do foi de m/z 100-1500, com dois ou mais eventos.

4.3 Avaliagéo anti-Candida sp. e atividade do extrato sobre os fatores de viruléncia

4.3.1 Microrganismos

Foram utilizadas amostras padrdo de C. albicans (ATCC®10231™) e C. parapsilosis
(ATCC®22019™) e isolados clinicos provenientes diferentes sitios de infeccdo dessas duas
espécies, tais como: C. albicans (sangue) e C. parapsilosis (secrecdo traqueal), oriundas da
micoteca do Laboratoério de Imunofisiologia, Universidade Federal do Maranhdo. A utilizacao
das amostras clinicas foi aprovada junto a Plataforma Brasil e pelo Comité de Etica da UFMA
CEP/UFMA n° 29660920.7.0000.5087 (Anexo II).

Os isolados fungicos foram reativados em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Kasvi,
Italia) por 24h, a 37 ° C. Apos este periodo, os indculos foram ressuspensos em solucgéo salina
(NaCl 0,85%). A suspensdo resultante foi homogeneizada (Vortex®) durante 15 segundos e a
densidade celular ajustada com auxilio de espectrofotdmetro a 600nm, resultando na obtencgdo
de suspensdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland.

Nos testes de microdiluicdo, as suspensdes foram diluidas em meio RPMI 1640, com
glutamina e sem bicarbonato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pH 7,0, e tampdo com
MOPS (&cido morfolinopropanossulfénico, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) nas

concentragdes variando entre 1x10° e 5x10% UFC/mL.
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4.3.2 Determinacdo da Concentracéao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracéo Fungicida
Minima (CFM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada pelo teste de microdilui¢cdo em
caldo, conforme descrito no protocolo da CLSI M27-A2 (2012). Foram utilizadas as seguintes

amostras de COﬂCGﬂtI’&Q@ESI

ANFB: Anfotericina B (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), utilizada como
controle positivo em concentrac@es, diluidas seriadamente, entre 0,03 e 16 pg/mL;
DMSO: utilizado a 1% como controle negativo do ensaio;

BAE: nas concentragdes diluidas seriadamente entre 0,2 e 100 mg/mL.

Ao final dos tratamentos as placas foram incubadas por 48h, a 35°C. Ap06s o periodo de
incubacdo, os resultados foram analisados. Foi considerado como valor CIM a menor
concentracdo sem crescimento fangico.

Para a determinacdo da CFM, aliquotas de 10 uL dos pocos utilizados para determinacao
do CIM foram sub-cultivadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose. As
amostras foram incubadas a 37° C, por 24 e 48h. A CFM foi definida como a menor
concentracdo do extrato sem colénias na superficie (CLSI, 2012).

A razdo CFM / CIM foi calculada para determinar se o efeito era fungistatico (CFM /
CIM90 > 4) ou fungicida (CFM / CIM90 <4) (SIDDIQUI et al., 2013; FREIRES et al., 2014).

Todos os ensaios foram realizados triplicatas.

4.3.3 Avaliacdo do BAE na adeséo e na formacao biofilmes pré formados e formados

O ensaio da adeséo e de formacéo do biofilme foi desenvolvido de acordo com descrito
anteriormente (SILVA et al., 2020), com algumas adaptagdes. Cada um dos estagios do
biofilme de Candida sp. foi tratado com diferentes concentragdes do extrato e comparados aos
controles ndo tratados e as amostras tratadas com Anfotericina B, utilizadas como controle
positivo. Assim, foram utilizadas concentracfes correspondentes a ¥4 CIM e % CIM, para
adesdo e biofilme pré-formado e 2xCIM e 4xCIM para biofilme formado.

Para avaliacdo do efeito do BAE na adesdo celular, foram utilizadas suspensdes

padronizadas correspondendo a 10" UFC/mL de Candida sp., preparadas em meio Base de
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Nitrogénio de Levedura (YNB) estéril contendo 50 mM de glicose. Em seguida, as amostras
foram distribuidas em placas de 96 pocos, tratadas com o extrato ou com o antifungico e
incubadas por 90 min, a 37°C. Apos a incubacao, as placas foram lavadas, por duas vezes, com
200 pL de PBS estéril. Posteriormente, as células aderentes foram ressuspensas em PBS (100
uL) para determinagdo da atividade metabolica por MTT (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il] - 2,5-
difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e determinacdo da biomassa usando
coloragéo com cristal violeta (SENEVIRATNE et al., 2016).

Na avaliagdo dos efeitos do BAE sobre biofilme pré-formado, seguiu-se a mesma
metodologia utilizada no teste de adesdo celular. Entretanto, apds a incubacdo, foram
adicionadas as células fungicas aderidas, concentracdes do extrato correspondentes aos valores
de ¥ CIM e % CIM e as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apds a incubagdo, 0s
sobrenadantes foram aspirados e os biofilmes pré-formados foram lavados por duas vezes com
PBS estéril para determinacdo da atividade metabdlica por MTT (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-
il] - 2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e determinacao da biomassa
usando coloracdo com cristal violeta.

No ensaio de biofilme formado, seguiu-se a mesma metodologia utilizada no teste de
biofilme pré-formado. S6 que nesse caso, foi adicionado aos fungos aderidos meio YNB e as
placas foram incubadas por 24h (37°C). Ao final desse periodo, os sobrenadantes foram
descartados, os pocos foram lavados por duas vezes com PBS estéril e foram adicionadas as
concentracfes do BAE correspondentes a 2xCIM e 4xCIM. Apds a incubacdo (24h, 37°C), os
sobrenadantes foram aspirados e os biofilmes formados foram lavados por duas vezes com PBS
estéril para avaliar a atividade metabo6lica com MTT (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il] - 2,5-
difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a biomassa com cristal violeta. Todos

os testes foram realizados em triplicata.

4.3.4 Ensaio da toxicidade aguda em larvas de Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor, entre 10° e 12° estagio larval, foram adquiridas comercialmente
(Biofébrica, Sdo Luis, MA, Brasil) e mantidas no LIF. Para manutencdo, as larvas foram
acondicionadas em placas de Petri ao abrigo da luz e com temperatura controlada (26 + 3°C).
A alimentacdo constou de ragdo padronizada, a base de farelo de trigo, milho e aveia na

proporcédo (2:2:2). As larvas que apresentaram alteracdes em sua cor ou na motilidade foram
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descartadas e somente as larvas consideradas saudaveis foram utilizadas nos ensaios (SOUZA
etal., 2015; NAVARRO et al., 2019).

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito anteriormente (ALVES et al.,
2019), com adaptacgdes. Foram utilizadas dez larvas de T. molitor por grupo, considerando o
peso entre 200 e 300 mg, e comprimentos similares, variando de 1,5 a 2,5 cm. A formacao dos
grupos levou em consideracdo as concentracdes estabelecidas na determinacao da CIM para as
duas espécies de Candida tratadas com BAE. Portanto os grupos foram organizados conforme
detalhado na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais utilizados para avaliar a toxicidade aguda do BAE em larvas

de T. molitor.

Grupo Tratamento (5 pL, via intrahemocélica)
Limpo Nenhum

Controle PBS
BAE2 Extrato na concentracéo 2xCIM
BAE4 Extrato na concentracdo 4xCIM
BAES Extrato na concentracdo 8xCIM

Todos os tratamentos foram aplicados no quarto metadmero, na porcao ventral, apds
imobilizacdo das larvas por resfriamento. Apos o tratamento as larvas foram transferidas para
placas de Petri, contendo racdo padronizada e incubadas ao abrigo da luz, em temperatura e
umidade controlada. A sobrevivéncia foi monitorada diariamente, durante 10 dias (240 horas)
e a morte das larvas foi determinada considerando auséncia de motilidade e presenca de

melanizacao.

4.3.5 Avaliagéo do efeito do BAE na infecgéo letal em larvas de T. molitor

Para este ensaio foram selecionadas 10 larvas/grupo distribuidas conforme mostra a
Tabela 2:
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Tabela 2. Organizacdo dos grupos experimentais para o ensaio de infeccdo letal em larvas de
T. molitor.

Grupo Infeccéo Tratamento
(5 yL, viaic.) (5 pL, viaic.)

Limpo Né&o Nenhum
Controle Sim PBS

BAE2 Sim Extrato concentracdo 2xCIM

BAE4 Sim Extrato concentracdo 4xCIM
ANFB2 Sim Anfotericina B concentragéo 2xCIM
ANFB4 Sim Anfotericina B concentracdo 4xCIM

Apos a imobilizacdo e assepsia com alcool 70%, as larvas foram infectadas e tratadas a
partir da injecdo intrahemocélica, com 5 pL da suspensdo de Candida sp (107).
Simultaneamente, as larvas receberam, em diferentes esternitos (4° ao 5°) os tratamentos,
conforme detalhado na Tabela 2. Apds o tratamento, as larvas foram mantidas em placas de
Petri, contendo dieta padronizada, em temperatura constante de 37°C. O nimero de larvas
mortas foi registrado em intervalos de 24h, durante 10 dias, considerando auséncia de

motilidade e presenca de melanizacao.

4.3.6 Avaliacdo do efeito do BAE na infec¢do de macréfagos murinos in vitro

Os macrdéfagos peritoneais foram obtidos de camundongos Swiss ndo infectados, ap6s
injecdo intraperitoneal de 5 mL de PBS estéril gelado. As células foram recuperadas com
seringa e lavadas duas vezes, por centrifugacdo (187xg), durante 10 min a 4°C, com RPMI
suplementado (10% de SFB e 50 ug de gentamicina). Em seguida, as células foram ressuspensas
em 1 mL de meio RPMI. Aliquotas das suspens@es celulares foram diluidas na proporcéo de
1:1 com azul de Trypan 0,04% (p/v), para determinar a viabilidade celular utilizando camara
de Neubauer e microscopico optico de luz comum (400%).

Para a infecgdo, os macrofagos peritoneais (10* células/mL) foram incubados em placas
de 24 pocos, durante 24 h, a 37°C, em presenga de 5% de CO.. Foram adicionados as células a
suspensdo de C. parapsilosis (10> CFU/mL) e o0 extrato nas concentragdes, equivalentes aos
valores da CIM (16,7 mg/mL) e 2xCIM (33,4 mg/mL), conforme descrito na Tabela 3. Apos o

periodo de incubacédo, o meio foi aspirado e reservado para a quantificacdo de NO e citocinas.
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As células fungicas ndo internalizadas foram removidas por lavagem tripla com 100uL
de PBS. Em seguida, foram adicionados aos po¢os 500 uL de RPMI gelado para a remocéo de
macrofagos aderentes. O meio contendo as células foi aspirado, e as células foram lavadas, e
coradas com Giemsa. As células foram visualizadas em microscopia Optica de contraste de fase
(200x).

Foram considerados infectados os macrofagos com, pelo menos, uma célula fungica
internalizada ou aderida @ membrana. Assim, foi estabelecido como indice de infeccdo (IF), o
percentual de células infectadas ap6s contagem de 100 células por campo (foram analisados 4
campos) (BARROS, et al., 2013).

Tabela 3. Grupos para a infeccdo de macréfagos murinos in vitro.

Grupo Infeccdo Tratamento prévio Tratamento in vitro
(102 CFU/mL de C. (concentragdes de CIM | (concentracOes de
parapsilosis.) do BAE) CIM do BAE)

Controle (CC) Nao Nao Néo
Controle Infectado (Cl) Sim Né&o Né&o
Tratamento in vitro (BC) Sim Nao Sim
Tratamento in vitro (Bl) Sim N&o Sim
Tratamento preévio (BBC) Sim Sim Sim
Tratamento prévio (BBI) Sim Sim Sim

4.4 Avaliacéo do efeito do BAE na infeccédo letal por Candida em camundongos

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com idade entre 4 e 6 meses. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério Central da UFMA e mantidos no Biotério de Experimentagéo
em ambiente controlado, com &gua e racdo ad libitum. O estudo foi conduzido de acordo com
as normas vigentes do Brasil e aprovado pela Comiss&o de Etica em Uso de Animais - CEUA
da UFMA (Processo n°® 23115.037939/2018-75) (Anexo I1I).

Para a infeccdo os animais foram imunossupridos, 48h antes, com dose uUnica de
ciclofosfamida (50mg/kg/ip Genuxal®) (HAFEEZ et al., 2001).

Os animais imunossuprimidos foram infectados com C. parapsilosis (1x10®
UFC/mL/200 pL), via intraperitoneal (TUITE et al., 2004) e distribuidos em 6 grupos (n=5

animais/grupo), mostrado na Tabela 4, conforme o tratamento, logo apos a infec¢do. Foram
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considerados como parametros para imunossupressdo a contagem de células sanguineas na
validacao da infeccéo sistémica, a carga fungica e a mortalidade (ALVES, 2018).
A Anfotericina B (0,6 mg/kg, ip. — Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) foi utilizada como

controle positivo.

Tabela 4. Grupos de tratamento dos camundongos infectados letalmente com C. parapsilosis.

GRUPOS IMUNOSSUPRESSAO INFECCAO TRATAMENTO
Limpo Néo Néo Salina
Extrato Néo N&o BAE CIM (16,7 mg/kg, via oral)
PBS Sim Sim Salina
ANFB Sim Sim Anfotericina B (0,6 mg/kg, ip)
BAE1 Sim Sim BAE CIM (16,7 mg/kg, via oral)
BAE2 Sim Sim BAE 2X CIM (33,4 mg/kg, via oral)

4.4.1 Obtencéo das amostras de soro e das células

Animais foram eutanasiados 24h ap6s a infeccdo com superdosagem do anestésico (150
mg/kg de cloridrato de cetamina, Vetanarcol®, e 120 mg/kg de cloridrato de Xilazina,
Rompum®) para avalia¢do do nimero de células na cavidade peritoneal, avaliacdo do numero
de col6nias fangicas, producdo de éxido nitrico (NO) e citocinas.

O sangue foi obtido por puncéo cardiaca e submetido a centrifugacdo (2000rpm, 4°C,
10min) para obtencdo do soro que foi utilizado para analise bioguimica e avaliacdo da
concentracdo de citocinas.

No mesmo momento, foram obtidas as células esplénicas por meio da trituragdo do baco,
filtracdo e ressuspensdo em 2mL de PBS e os intestinos a serem utilizados em avaliagdes futuras

quanto ao microbioma.

4.4.2 Contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) em érgaos alvos durante
0 curso da infeccdo invasiva por C. parapsilosis

Para a quantificacdo da carga fangica na infeccdo sisttémica por C. parapsilosis, foi
utilizado o protocolo descrito por Xin et al. (2019) com algumas adaptacdes. A contagem de
UFC’s dos orgdos (coracdo, figado, rim e peritébnio) foi obtido apds a eutandsia, sendo

macerados e homogenizados em 5 mL de PBS estéril e realizado diluicbes seriadas que
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variaram de 10 a 10 e posteriormente, transferidos volumes de 100uL para placas de petri
contendo CHROMagar Candida (Kasvi®) e com o auxilio de uma alca drigalski, foi realizado
o0 espalhamento na superficie do meio de cultivo. Além disso, foram coletados volumes de
100puL do sangue total dos camundongos, e realizado, o mesmo processo de diluigdo e
espalhamento descrito anteriormente. Apds os procedimentos, as placas foram incubadas em
estufa microbioldgica a 37°C durante 48h e as UFC’s foram quantificadas. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata e a carga tecidual foi usada como marcadores de

viruléncia.
4.4.3 Andlise em Citometria de Fluxo

Para a marcacao fenotipica, células do periténio foram suspensas em PBS contendo 1%
de BSA na concentracio de 2x10° células/100 pL. Em seguida, os seguintes anticorpos foram
adicionados a suspenséo celular nas concentracdes recomendadas pelo fabricante: F4/80 Like
PE (Clone 6F12, BD Pharmingen, Catalogo: 563899), I-A/lI-E FITC (Clone 2G9, BD
Pharmingen, Catalogo: 553623), CD11b PE (Clone M1/70, BD Pharmingen, Catalogo:
557397), CD3e Alexa Fluor 488 (Clone 145-2C11, BD Pharmingen, Catalogo: 557666), e Ly-
6G PerCP-Cy5.5 (Clone 1A8, BD Pharmingen, Catalogo: 560602). As células foram incubadas
com os anticorpos por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente.

Apds a incubacao, as células foram lavadas com 250 pL de PBS contendo 1% de BSA,
centrifugadas a 200g por 5 minutos, e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado. A lavagem
foi repetida duas vezes para remover o excesso de anticorpos ndo ligados. As células foram
entdo fixadas em 4% de paraformaldeido por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em 200 pL de PBS.

Para a aquisi¢do dos dados, foram coletados 10.000 eventos utilizando o citbmetro de
fluxo Guava® easyCyte 8HT Flow Cytometer (Merck, Catalogo: 0500-4008). Os dados foram
analisados com o software FlowJo v10 (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA) para identificar as
populacdes celulares marcadas com os anticorpos especificos. Como estratégia de anélise, foi
inicialmente feita a exclusdo dos duplos, seguida da analise das popula¢des pelos pardmetros
de tamanho e complexidade.

O painel CD11b e Ly-6G foi utilizado para marcar mondcitos/macrofagos e neutrdfilos,
F4/80 e I-A/l-E para marcar macrofagos ativados, e CD3e e CD28 para linfocitos ativados.

Controles negativos, sem anticorpos, foram incluidos para definir os limites de
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autofluorescéncia. A compensacdo de fluorescéncia foi realizada para corrigir a sobreposicédo
espectral entre os diferentes fluoréforos através de marcacdes simples de cada um dos

marcadores utilizados.

4.4.4 Andlise Biogquimica

Para a bioquimica, o soro dos animais foi submetido a avaliacdo utilizando microensaio
realizado com Kits especificos para cada um dos parametros (Bioclin Quibasa Quimica Bésica
LTDA e Labtest Diagndstica® SA, Brasil), considerando as concentracdes de glicose, ureia,
creatinina, triglicérides e colesterol. Os valores foram determinados por método colorimétrico,
conforme instrugdo dos fabricantes. Os resultados foram expressos em mg/dL, considerando
triplicatas das amostras individuais.

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste t de Student ou por andlise de variancia
(ANOVA), conforme o caso, seguida do teste de comparacGes multiplas (Newman-Keuls)
(SOKAL; ROHLF, 1996). Para avaliacdo da sobrevida foi utilizada a Curva Kaplan-Meier,
seguida de teste estatistico de Log-Rank. As analises utilizaram o software GraphPadPrism,
versdo 10.0, ap6s aplicacdo do teste de normalidade. Os dados foram expressos em gréficos,
considerando os valores da média + desvio padrdo (X£SD) e as diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.

5. RESULTADOS
5.1 Perfil Quimico do BAE

A anélise quimica qualitativa do BAE foi realizada por HPLC-PAD-ESI-MS resultando
na elucidacdo de 7 compostos. O mapeamento completo dos picos no espectro de captura de
ions obtidos estd descrito na Figura 6. Os principais metab6litos secundarios identificados
foram: vicenina-2, isoschaftosideo, schaftosideo, orientina, apigenina-6-c-glucosideo-8-c-
arabinosideo, apigenina-7-rutinosideo e &cido isoclorogénico, (Figura 7). Os respectivos

tempos de retencdo dos compostos identificados e as absorbancias sdo mostrados na Tabela 5.
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No identified

Figura 6. Cromatograma do BAE através de anélise de injecdo de fluxo direto representativo e
picos de impressdo digital HPLC-PAD-ESI-MS obtidos em modo de ion negativo.
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Figura 7. Estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios identificados do Extrato Etandlico
do Mesocarpo de Babagu (BAE). (A) vicenina-2, (B) isoschaftosidio, (C) schaftosidio, (D)
orientina, (E) apigenina-6-C-glucosidio-8-C-arabinosidio, (F) apigenina-7-rutinosidio e (G)
acido isoclorogénico.

Tabela 5. Tempos de retencdo e absorbancias dos compostos identificados no extrato de
mesocarpo de babacu (BAE)

COMPOSTOS TEMPO DE RETENGAO (min) ABSORBANCIA (nm)
Vicenina-2 12,08 595
Isoschaftosidio 14,3 563
Schaftosidio 14,8 563
Orientina 15,7 447
Apigenina-6 16,8 563
Apigenina-7 18,6 577
Acido Isoclorogénico 21,3 515

5.2 ACAO ANTI-FUNGICA DE BAE in vitro
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A Tabela 6 mostra as contracGes inibitdrias minimas e supra inibitorias do BAE e da

Anfotericina B frente aos diferentes isolados de Candida albicans e Candida parapsilosis.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para C. albicans variou entre 5,21 a 29,2

mg/mL com CFM de 16,7 a 33,3 mg/mL, j& para a espécie C. parapsilosis os valores de CIM
mantiveram-se entre 16,7 a 29,2 mg/mL e CFM de 16,7 a 41,7 mg/mL. Os valores do BAE
foram sempre maiores do que o controle positivo (Anfotericina B).

A avaliacdo do perfil de sensibilidade para C. albicans, mostrou que o BAE apresentou
atividade para todos os isolados, sendo que os resultados mais efetivos ocorreram para cepa

clinica isolada do sangue (5,21+1,80) e vagina (10.4+3.61) e a menor efetividade ocorreu em

relacdo a amostra padrdo (29,2+19,1).

A avaliacdo do efeito do BAE sobre C. parapsilosis mostrou melhor efeito para a cepa

padrdo (ATCC®22019™) e isolado clinico da secre¢do traqueal (16,7+7,22) e menor atividade

para a linhagem do sangue (29,2+19,1).

Em relacdo a razdo CFM/CIM possivel observar que os valores variaram entre 1 e 3,2,

sugerindo atividade fungicida caracterizando um perfil de substancia promissora na atividade

anti-Candida.

Tabela 6. Atividade antifingica do extrato de babacu (BAE) contra isolados clinicos e amostras
padrdo de Candida albicans e Candida parapsilosis

EMB (mg/mL)

Anfotericina B (ug/mL)

Candida spp.

(10® UFC/mL) CIM CFM CFM/CIM ClMgo CFM
C.albicans (ATCC10231) 29.2419.1*  33.3t14.4 1.14° 0.41+£0.14 1.67+0.57
C. albicans (Sangue) 5.21+1.80* 16.7+7.22% 3.2 0.41+0.14 1.33%0.57
C. albicans (Vaginal) 10.443.61%  20.8+7.22 2.0 0.33+0.41 3.42+2.45
C. parapsilosis (ATCC22019) 16.7+7.22%  16.7+7.22% 1.0 0.66+0.28 1.17+0.76
C. parapsilosis (Sangue) 29.2+19.1 41.7£14.4 1.42 0.66+£0.28 1.33+0.57
C. parapsilosis (Traqueal) 16.7+7.22¢  16.7+7.22% 1.0 0.83£0.28 6.42+6.0

a: Média + Desvio padrdo de amostras individuais testadas em quintuplicata
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b: A razdo CFM / CIM> 4 = agdo fungistatica e CFM / CIMgo <4 = agéo fungicida.

(#) p<0,05 em relagdo ao outros isolados da mesma espécie.

A Tabela 7 mostra que o extrato apresentou melhor atividade para o isolado sanguineo de
C. albicans e atividade similar para as duas amostras de C. parapsilosis, considerando os
valores inibitérios minimos e os supra inibitorios.

Tabela 7. Contracgdes inibitdrias minimas e supra inibitérias do BAE e Anfotericina B frente a
diferentes variantes de Candida albicans e Candida parapsilosis

Tratamento/ BAE (mg/mL) Anfotericina B (ng/mL)

Candida spp. CIM 2xCIM 4xCIM CIM 2xCIM 4xCIM
C. albicans (ATCC10231) 29.2 58.4 116.8 0.41 0.82 1.64
C. albicans (Sangue) 5.21 1042  20.84 0.41 0.82 1.64
C. parapsilosis (ATCC22019) 16.7 334 66.8 0.66 1.32 2.64
C. parapsilosis (traqueal) 16.7 33.4 66.8 0.83 1.66 3.32

5.2.2 O tratamento com BAE reduz a adeséo de C. albicans e C. parapsilosis

A avaliagdo da atividade do BAE na adeséo levou em consideracdo os valores
subinibitdrios de CIM (¥ e ¥4) para as cepas padrdo e isolados clinicos de C. albicans e C.
parapsilosis. As duas concentracBes do BAE foram efetivas em reduzir a adesdo da amostra
padrdo de C. albicans (Figura 8A) e de C. parapsilosis (Figura 8C). Ja para as amostras clinicas,

(Figura 8B e 8D), apenas a concentragéo (%2) de CIM foi efetiva nessa reducéo.
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Figura 8. Efeito do extrato do mesocarpo de babacu (BAE) na adesdo de C. albicans e C.
parapsilosis. O tratamento com extrato do mesocarpo de babagu (BAE), nas concentragdes do
extrato correspondentes a ¥4 e ¥ da concentragéo inibitoria minima (CIM), inibiu a adesdo, com
reducdo da biomassa de amostras padréo e isolados clinicos de Candida albicans (A e B) e C.
parapsilosis (C e D) em comparacdo ao controle negativo tratado com PBS. A anfotericina B
foi utilizada como controle positivo. Os resultados correspondem a média + desvio padrdo de
amostras individuais testadas em quintuplicata. (*) p <0,05 em comparagdo ao controle (#) p
<0,05 em comparagdo a Anfotericina B e (@) p<0,05 na comparacdo entre as diferentes
concentragdes dos tratamentos.

5.2.3 O tratamento com BAE inibiu a formacao de biofilmes pré-formados e formados

O tratamento com concentracdes subinibitorias de CIM (Y2 e ¥4) reduziu a biomassa dos
biofilmes pré-formados da amostra padrdo de C. albicans (Figuras 9A), sobretudo quando
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utilizado na maior concentracdo correspondente a 2 CIM. Para a amostra clinica, somente a
maior concentracdo foi efetiva nessa reducdo (Figura 9B). O extrato também foi efetivo em
reduzir os biofilmes pré-formados de C. parapsilosis em ambas as amostras, com melhor

resultado para as maiores concentracgdes (Figura 9C e 9D).
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Figura 9. Acdo do extrato do mesocarpo de babagu (BAE) sobre a formacao do biofilme pré-
formado de C. albicans e C. parapsilosis. O tratamento com extrato do mesocarpo de babagu
(BAE), nas concentracdes correspondentes a ¥4 e %2 da concentracao inibitoria minima (CIM),
inibiu a formacéo do biofilme pré-formado com redugdo da biomassa das amostras padréo e
clinica de Candida albicans (A e B) e de C. parapsilosis (C e D), quando comparado ao controle
negativo tratado com PBS. Nesse ensaio a anfotericina B foi utilizada como controle positivo.
Os resultados correspondem a média + desvio padrdo de amostras individuais testadas em
quintuplicata. (*) p <0,05 em comparacdo ao controle (#) p <0,05 em comparagdo a
Anfotericina B e (@) p<0,05 na comparacéo entre o tratamento com diferentes concentragdes
do extrato.
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O tratamento com o extrato reduziu a viabilidade dos biofilmes pré-formados de C.
albicans padrdo e clinica (Figura 10A e 10B) e C. parapsilosis clinica (Figura 10D),

especialmente quando utilizado na maior concentracdo correspondente a % do valor de CIM.
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Figura 10. Efeito do extrato do mesocarpo sobre a viabilidade dos biofilmes pré-formados de
C. albicans e C. parapsilosis. O extrato do mesocarpo, nas concentracbes do extrato
correspondentes a ¥ e ¥ da concentracgdo inibitoria minima (CIM), reduziu a viabilidade dos
biofilmes pré-formados de amostras padréo e isolados clinicos de Candida albicans (A e B) e
C. parapsilosis clinica (D) avaliadas em comparagédo ao controle negativo tratado com PBS. A
anfotericina B foi utilizada como controle positivo. Os resultados correspondem a média +
desvio padréo de amostras individuais testadas em quintuplicata. (*) p <0,05 em comparagéo

ao controle (#) p <0,05 em comparacdo a Anfotericina B e (@) p<0,05 na comparacao entre as
diferentes concentracgdes do tratamento.
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A Figura 11 mostra a reducdo da biomassa dos biofilmes formados nos grupos tratados
com BAE. Os resultados mostram que o extrato foi eficiente em inibir o crescimento do
biofilme maduro tanto para amostra padrdao, como para a clinica de C. albicans (Figuras 11A e
11B) e C. parapsilosis (Figuras 11C e 11D). Sendo a concentracdo correspondente a 4xCIM do

BAE mais efetiva para todas as amostras testadas.
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Figura 11. O extrato do mesocarpo de babacu (BAE) inibiu a biomassa do biofilme formado
de C. albicans (A e B) e C. parapsilosis (C e D). A avaliacdo ocorreu apds tratamento com o
extrato em concentracOes correspondentes a 2x e 4x dos valores de CIM. A anfotericina B foi
utilizada como controle positivo e 0 PBS como controle negativo. Os resultados correspondem
a média * desvio padrdo de amostras individuais testadas em quintuplicata. (*) p <0,05 em
comparacdo ao controle (#) p <0,05 em comparacdo a Anfotericina B e (@) p<0,05 na
comparacéo entre as diferentes concentra¢des do tratamento.
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O tratamento com BAE reduziu a viabilidade dos biofilmes formados, quando utilizado
em doses correspondentes a 2x e 4x o valor da CIM. O tratamento com o extrato foi eficiente
em reduzir a viabilidade dos biofilmes das amostras flngicas em todas as concentraces
testadas para C. albicans (Figura 12A e 12B) e C. parapsilosis (Figuras 12C e 12D). A maior

dose de BAE foi a mais efetiva para todas as amostras.

A C. albicans (ATCC 10231) B C. albicans (dlinica)
1204 120+
S 90- " S 90 #
%’ 1 %/ T
g 60— * 8 60— *H0
3 el T
S T @ S *
30 T 30 o
*@ *@
0- 0-
T T T T T T T T
Controle 0.82 58.40 1.64 116.80 Controle 0.82 10.42 1.64 20.84
2xCIM 4x CIM 2x CIM 4x CIM
C C. parapsilosis (ATCC 22019) D C. parapsilods (dinica)
120+ 120
o 90+ g 90+
pg ot 2 "
3 &
S 60 1 g 60— T
5 @ s
S I > *H@
304 * 30 * J—
T «@ - @
= —
0- I T T T 0- T T T T
Controle 1.32 33.40 2.64 66.80 Controle 166 334 3.32 6.68
2x CIM 4x CIM 2x CIM 4x CIM

- Controle |:| Anfotericina B |:| BAE

Figura 12. Atividade inibitoria do extrato do mesocarpo sobre a viabilidade dos biofilmes
formados de C. albicans e C. parapsilosis. O extrato do mesocarpo reduziu a viabilidade dos
biofilmes formados de amostras padrdo e isolados clinicos de Candida albicans. (A e B) e C.
parapsilosis (C e D) avaliadas ap06s tratamento com o extrato em concentracoes
correspondentes a 2x e 4x dos valores de CIM. A anfotericina B foi utilizada como controle
positivo e 0 PBS como controle negativo. Os resultados correspondem a média + desvio padrao
de amostras individuais testadas em quintuplicata. (*) p <0,05 em compara¢do ao controle (#)

p<0,05 em comparagdo a Anfotericina B e (@) p<0,05 na comparacgdo entre as diferentes
concentracdes do tratamento.
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5.2.4 O tratamento com BAE in vitro reduz a infeccdo C. parapsilosis em células
peritoneais

O tratamento in vitro com BAE reduziu a infeccdo por C. parapsilosis em células
peritoneais (Figura 15). Essa reducdo ocorreu independentemente da origem das células, seja
de animais previamente tratados com o extrato (BBC e BBI) ou em células apenas estimuladas
com o extrato in vitro (BC e BI), em comparacgéo as culturas de células peritoneais infectadas e
ndo tratadas (CI).
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Figura 13. O tratamento com BAE reduz a infeccdo de células peritoneais infectadas por C.
parapsilosis in vitro. Células peritoneais (10*) de animais normais foram tratadas in vitro com
o0 extrato (BC) e comparadas aos efeitos do extrato em células de animais tratados in vivo e in
vitro (BBC). Para a infecgdo as células foram incubadas in vitro com C. parapsilosis (10?
CFU/mL) constituindo os grupos BI (s tratamento in vitro) e BBI (tratamento com BAE in
vivo e in vitro). Esses grupos foram comparados a células ndo infectadas e ndo tratadas (CC) e
a culturas de ceélulas infectadas e ndo tratadas (ClI). Os dados representam média + SD de
amostras individuais testadas em quintuplicata. (*) p<0,05 na comparacgédo ao grupo CC; (#)
p<0,05 em comparacao ao controle dos grupos (BC e BBC) e (@) em comparagéo ao grupo CI.

5.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM BAE in vivo
5.3.1 BAE apresentou baixa toxicidade para larvas de Tenebrio molitor
O tratamento com BAE apresentou baixa toxicidade para as larvas de 7. molitor, pois

todas as larvas mantiveram-se vivas até o tempo final de avaliagdo, quando tratadas com

concentragdo correspondente ao valor de 2xCIM para C. albicans (Figura 14A). No grupo
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tratado com a concentragdo de 4xCIM, a sobrevivéncia foi de 88% e com a maior dose (233,6
mg/Kg), correspondente a §xCIM, 80% das larvas permaneceram vivas até o final da avaliagao.

Em relagdo as doses relacionadas ao valor de CIM para C. parapsilosis observamos
distribuicdo semelhante, pois a sobrevida foi de 100% para a dose correspondente a 2xCIM do
BAE, 89% permaneceram vivas no grupo tratado com a concentragdo de 4xCIM e 76% de

sobrevivéncia foi observado no grupo tratado com 8xCIM (133,6 mg/Kg) (Figura 14B).
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Figura 14. O tratamento com o extrato do mesocarpo de babacu (BAE), com concentracfes
correspondentes aos valores de 2, 4 e 8x CIM das culturas de C. albicans (A) e C. parapsilosis
(B), apresentou baixa toxicidade para larvas de Tenebrio molitor conforme avaliagdo durante
10 dias. O tratamento com o extrato foi feito por via intracelémica, para determinagdo da
sobrevida em comparacdo ao grupo controle que recebeu com PBS. Foi também utilizado um
grupo limpo n&o tratado. Os resultados foram avaliados pela curva de Kaplan-Meier seguido da
analise de Log-Rank em grupos com 30 animais/grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao controle que
recebeu PBS.

5.3.2 O tratamento com BAE aumenta a sobrevida de larvas de T. molitor infectadas
letalmente por C. albicans ou por C. parapsilosis

A Figura 15 mostra que o tratamento com BAE aumentou na sobrevida de larvas de 7.
molitor infectadas letalmente por C. albicans ou por C. parapsilosis, sendo que o tratamento
com a concentragdo de BAE correspondente a 2xCIM foi capaz de garantir a sobrevida de 54%
dos animais infectados com C. albicans (Figura 15A) e de 68% dos animais infectados com C.

parapsilosis (Figura 15C). O tratamento com a maior dose (4xCIM), assegurou a sobrevida de
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71% dos animais infectados com C. albicans (Figura 15B) e de 90% dos animais infectados

com C. parapsilosis (Figura 15D). No controle ndo tratado, todas as larvas morreram em 48

horas apds a infecgdo por C. albicans e em 72 horas ap0s a infeccao por C. parapsilosis.
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Figura 15. O tratamento com extrato do mesocarpo de babacu (BAE) aumenta a sobrevida das
larvas de T. molitor infectadas letalmente com C. albicans (A) ou C. parapsilosis (B). Os
resultados foram avaliados pelo método de Kaplan-Meier seguido de analise por Log-Rank, em
grupos com 30 animais/grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao controle infectado e n&o tratado.
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5.3.3 O tratamento com BAE reduz a infeccéo sistémica de camundongos infectados por
Candida parapsilosis

O tratamento de camundongos com a dose correspondente a 2x CIM (33,4 mg/mL)
resultou na reducdo de CFU no sangue (A), figado (C) e rins (D), mas ndo foi efetiva no
peritonio. J& a dose correspondente ao valor CIM (16,7 mg/mL) foi efetiva em reduzir o nimero

de CFUs no figado e nos rins, mas nédo teve efeito nem no sangue e nem no peritdénio dos

camundongos.
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Figura 16. O tratamento com 0 extrato do mesocarpo de babagu nas concentragdes
correspondentes ao CIM e 2x CIM, apresentou efeitos diferenciados quanto ao numero de
Unidades Formadoras de Col6nia (CFU) no sangue (A), peritonio (B), figado (C) e rins (D) em
camundongos infectados com Candida parapsilosis e tratados com o BAE ou Anfotericina B
em comparacgdo ao controle ndo tratado. Os resultados se referem a média + desvio padréo de 5
animais/grupo. (*) p<0.05 em comparagéo ao controle infectado e néo tratado.
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5.3.4 Efeito do BAE sobre a distribuicdo de neutrdéfilos, macréfagos e linfocitos TCD4

ativados em camundongos infectados letalmente com Candida parapsilosis

O tratamento de camundongos com BAE teve efeitos diferenciados, conforme a
concentracdo utilizada, quando avaliamos a ativacao de neutrofilos (Figura 17A) e linfocitos T
(Figura 17C) e sempre reduziu a ativacdo de macrofagos (Figural7B). Na ativacdo de
neutréfilos o tratamento com a menor concentracao foi mais efetivo, com resultados similares
aos observados para a anfotericina. JA& em relacdo a ativacdo de linfécitos T a maior
concentracdo de BAE foi a mais efetiva. Entretanto, o tratamento com o extrato sempre reduziu

0 nimero de macrofagos ativados, com qualquer das doses utilizadas.
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Figura 17. Efeitos do tratamento com o extrato do mesocarpo de babacu (BAE) em
camundongos infectados letalmente com C. parapsilosis quanto a ativacdo de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos TCD4. As células foram obtidas de camundongos infectados letalmente
com Candida parapsilosis. As celulas peritoneais foram obtidas 24h apds a infeccdo em
camundongos tratados com duas concentragdes do extrato correspondentes aos valores de CIM
(BAE) e 2x CIM (BAE2) e comparados ao grupo tratado com anfotericina B e ao grupo
infectado e ndo tratado (PBS). As células foram avaliadas por citometria de fluxo e os resultados
se referem a meédia + desvio padréo de 5 animais/grupo. (*) p<0.05 em comparacéo ao controle
infectado e ndo tratado.
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5.3.5 O BAE tem efeito variavel sobre os parametros bioquimicos em camundongos Swiss
infectados com C. parapsilosis

A Tabela 8 mostra os pardmetros bioquimicos analisados no soro de camundongos
Swiss infectados. Ndo foram encontradas diferencas significativas nas concentracfes de ureia
e creatinina (p>0,05) em todos os grupos. Entretanto, o tratamento com BAE (2x CIM)
aumentou a concentracdo sérica de glicose e colesterol em relagdo ao controle negativo e ao
controle positivo. Além disso, nesse mesmo grupo observamos reducdo na concentracdo de

triglicérides.



Tabela 8. Avaliagdo bioquimica do soro de camundongos submetidos a infeccéo letal por Candida parapsilosis.
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Parametro Limpo Extrato PBS Anfotericina B BAE CIM BAE 2xCIM
Glicose 103,3 £ 9,49 117,3+ 11,54 107,6 £ 12,99 99,65 + 28,07 112,7 + 7,72 168,5 + 21,74
Triglicérides 45,57 + 6,59 60,13 + 10,90 54,36 + 7,90 63,49 £ 6,75 55,33+ 4,20 42,19 +5,44%
Colesterol 70,49 + 8,62 67,93 +10,11 75,33 £ 11,48 69,72 + 13,13 69,24 + 14,03 113,4 + 20,519%
Ureia 18,44 £ 0,92 18,18 £ 0,56 18,26 £ 0,57 18,26 £ 0,53 18,29 £ 0,54 18,33 £ 0,64
Creatinina 0,91 +0,04 0,87 + 0,04 0,89 + 0,02 0,85+ 0,05 0,91+0,01 0,90 = 0,04

Os valores representam a média + desvio padrdo (X + SD) testadas em quintuplicata onde (*) p < 0,0001 em relacdo ao controle negativo (PBS);
(#) p <0,0001 em relacéo ao controle positivo (Anfotericina B); (@) p < 0,05 em relagéo ao controle negativo (PBS) e (&) p < 0,05 em relagdo ao

controle positivo (Anfotericina B).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o potencial anti-Candida do extrato etandlico do
mesocarpo de babagu in vitro e in vivo, além de também determinar sua composicao
fitoquimica. Os resultados mostraram que 0 extrato apresentou acdo antifungica in vitro e in
vivo. Sendo que in vivo esse efeito foi observado tanto nas larvas de T. molitor, como em
camundongos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitiu identificar sete compostos
presentes no extrato, corroborando a presenca de uma série de metabdlitos bioativos
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). Sendo que o composto mais evidenciado foi a
apigenina, além de schaftoside e isoschaftoside, pertencentes também a classe das apigenina.
Esses dados sdo similares a outros estudos que utilizaram métodos colorimétricos e analises
qualitativas para avaliar o mesocarpo de babacu.

De acordo com estudos anteriores, 0 mesocarpo de babacu € composto por uma
variedade de substancias, incluindo carboidratos, lipidios, proteinas e compostos fendlicos,
como taninos, que contribuem para a coloracdo acastanhada caracteristica da planta
(ALMEIDA et al., 2011; FIOROTO, 2013).

Segundo Silva et al. (2017) a fracdo de acetato de etila do extrato hidroalcéolico do
mesocarpo de babacu apresentou elevada concentragdo de compostos fendlicos, como
proantocianidinas. Adicionalmente, Holanda et al. (2020), também identificaram flavonoides e
acidos fenolicos, como &cido eldgico e catequina, em diferentes fracdes do extrato de mesocarpo
de babacu utilizando métodos colorimétricos, em avaliacbes realizadas antes e depois de
ensaios in vitro que simularam a digestdo gastrica.

Importante destacar ainda que a maioria dos resultados anteriores quanto a
caracterizacdo quimica do mesocarpo de babagu se concentrou na caracterizacdo do amido de
babacu (MANIGLIA; TAPIA-BLACIDO, 2016) ou &cidos graxos (FARIAS et al., 2019) ou
compostos fenolicos e, ainda, que grande parte deles investigou o perfil quimico do babacu
usando apenas ensaios qualitativos colorimeétricos. Entretanto, ainda sdo escassos dados sobre
a composic¢do quimica do mesocarpo de babacu utilizando técnicas mais sensiveis, como as que
utilizamos no presente estudo. Assim, até onde sabemos, o presente estudo € um dos primeiros
a determinar o perfil quimico do extrato do mesocarpo de babacu, independente das classes de

compostos existentes. No entanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer um marcador
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quimico para este produto o que pode viabilizar sua utilizagdo como bioproduto no tratamento
de doencas.

Outros compostos identificados no nosso extrato como a vicenina, sdo conhecidos por
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, e antifungicas, (LEE e BAE, 2015;
NAGAPRASHANTHA, 2011; ZHANG et. al, 2020). Essas propriedades podem explicar a
capacidade do nosso extrato em inibir a formacéo de biofilmes de Candida e reduzir a adeséo
das células fungicas ao hospedeiro, bem como reduzir a infec¢do no figado e nos rins, como
observado em todos os grupos tratados com babacu.

Ha evidencias que a atividade antifingica da vicenina esta relacionada a sua capacidade
de alterar a parede celular dos fungos, comprometendo a sua integridade e viabilidade, (YIN et.
al, 2019) o que pode ter contribuido para o efeito observado contra os fatores de viruléncia de
Candida albicans e Candida parapsilosis.

Outros compostos identificados no extrato incluem os isdmeros schaftosideo (apigenina
6-C-pB—D-glucopiranoside-8-C-a-L-arabinopiranoside) e o isoschaftosideo (apigenina 6-C-a.—L-
arabinopiranoside-8-C-p-D-glucopiranoside), flavonas pertencentes a classe das apigenina. O
composto schaftosideo é facilmente encontrado em medicamentos fitoterapicos. Entre as suas
propriedades bioldgicas destacam-se os efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores sobre a
resposta imune e a funcéo celular, o que pode contribuir para a diminuigdo da inflamacéo
associada a infeccdo por Candida sp. (MELO et al., 2005).

Ja seu isdbmero isoschaftosideo, tem efeitos neuroprotetores e a propriedade de reduzir
0 estresse oxidativo e marcadores inflamatorios na micréglia na inflamacéo induzida por LPS
(SHUYUAN et al., 2022). Essa reducdo pode ter um impacto positivo no controle de infec¢bes
fangicas, visto que esses fatores estdo intimamente relacionados a resposta imunologica do
hospedeiro. Sendo assim, esse efeito pode colaborar para a resposta imunomoduladora do
extrato observada em nossos testes com macréfagos, onde foi verificada a diminuigdo da
infeccdo por Candida parapsilosis e também a reducdo de macréfagos ativados.

O tratamento com BAE apresentou efeitos antifungicos variaveis frente aos isolados de
C. albicans e C. parapsilosis, apresentando melhores resultados para linhagem clinica de C.
albicans e para as duas variantes de C. parapsilosis. Dados semelhantes foram anteriormente
descritos por nosso grupo em relagdo a essas duas espécies, corroborando com os resultados
aqui obtidos (BARBOSA, 2022).
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O efeito inibitério do BAE na adeséao de todas as cepas testadas € de particular interesse,
pois a adesdo é o estagio inicial da infeccdo e da colonizacdo (SANTOS et al., 2018;
ROSCETTO et al., 2018). Além disso, em nossos estudos prévios com o extrato de mesocarpo
de babacu, embora os resultados sobre a adesdo tenham sido parecidos com o do presente
estudo, quando analisado a reducdo de biomassa, nota-se que o presente estudo apresentou
resultados mais satisfatorios, conseguindo inibir a formacdo da biomassa em ambas as espécies
de Candida independentemente da concentragdo usada do extrato (BARBOSA, 2022).

Adicionalmente, o BAE apresentou efeito inibitdrio sobre os biofilmes pré-formados e
formados de C. albicans (ATCC10231) e C. parapsilosis (ATCC22019). Esse aspecto é
crucial, pois biofilmes fungicos conferem resisténcia aos tratamentos convencionais, sendo um
dos principais desafios no manejo de infecgdes por Candida (HARGROVE et al., 2017). O
efeito do extrato em biofilmes pré-formados e formados foi particularmente promissor,
sugerindo que o BAE pode ndo apenas prevenir a infec¢do, mas também mitigar infecgdes
estabelecidas.

Esses resultados evidenciam a importancia do nosso estudo visto que ele parece ser um
dos pioneiros em demonstrar a atividade antifingica do babacu in vitro, assim, inferimos que a
acao direta sobre os fungos, inibicdo da adesdo e a diminuicdo do biofilme aumentam as
expectativas do uso do BAE como alvo na prospec¢do de novos compostos com acgdo
antifangica, razdo pela qual investigamos também se os dados observados in vitro ocorriam in
vivo, usando larvas de T. molitor e camundongos.

Os testes com as larvas mostraram que 0 BAE aumentou a taxa de sobrevida das larvas
infectadas por C. albicans e C. parapsilosis, evidenciando a eficacia do extrato em condi¢des
biolégicas mais complexas. Estudos semelhantes, como os de Oliveira et al. (2022), também
demonstraram aumento na sobrevida de larvas infectadas, embora em propor¢des menores do
que observamos em nosso estudo (45% e 60% respectivamente).

Adicionalmente, um estudo conduzido por Barroqueiro et al. (2024) demonstrou efeito
semelhante em camundongos Swiss infectados letalmente com Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), no qual o extrato do babacu foi capaz de aumentar em 60% a
taxa de sobrevida desses animais.

A baixa toxicidade do extrato, mesmo em concentra¢Ges superiores a 100 mg/kg, é um
aspecto relevante, uma vez que as larvas mantiveram uma taxa de sobrevivéncia superior a 70%

em ambas as cepas de Candida testadas. Esse perfil de baixa toxicidade foi também observado
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por Barroqueiro et al. (2011), que ndo relataram efeitos toxicos agudos como alteracao no peso
corporal, nem alteracfes cutaneas, neuroldgicas ou comportamentais em ratos tratados com o
mesocarpo de babacu, e em estudo conduzido por Debia et al. (2022) que testou o0 extrato em
ensaios com Artemia salina, uma espécie de microcrustaceo fundamental no fluxo de energia
da cadeia alimentar marinha.

A utilizacdo de T. molitor como modelo invertebrado tem ganhado destaque em estudos
de infecgdo fungica devido ao seu sistema imune inato eficiente, que inclui a via Toll e
mecanismos de autofagia (SEO, 2016; MCGONIGLE et al., 2016). Esses mecanismos tornam
as larvas um modelo adequado para avaliacdo de atividades antimicrobianas e anti-viruléncia
em Candida, corroborando para a validade dos nossos achados.

Entretanto, ainda existe um nimero reduzido de trabalhos experimentais com relagdo a
toxicidade de babacu (BARROQUEIRO et al., 2001), sendo que esse é um dos primeiros a
avaliar o seu efeito em larvas de T. molitor. Dessa forma, novos dados sobre a toxicidade aguda
do extrato do mesocarpo de babacu adquirem maior importancia, considerando seu amplo uso
pela populagdo como alimento e como medicamento (SOUZA et al., 2011).

Um outro dado interessante foi a reducédo da infeccdo no figado e nos rins observada nos
animais tratados com babacu, independente da dose utilizada, mesmo que a infeccdo sistémica
sO tenha sido reduzida no grupo tratado com a maior dose. Essa atividade pode tanto se
relacionar aos efeitos fungicidas do extrato, como a sua acao sobre os fatores de viruléncia e
sobre a resposta imune, observados ap6s a infec¢do de camundongos com C. parapsilosis.

Como ja descrito aqui, ha no extrato varios compostos, em especial aqueles do grupo
das apigeninas, com acdo fungicida, anti-inflamatéria (YORDANOV et al., 2008) e
imunomoduladora (WOO et al., 2006; NICHOLAS et al., 2007; HENKELS et al., 2011) o que
nos leva a supor que os efeitos observados se devem a agéo sinérgica dos varios compostos.

Nossos resultados mostram efeitos do BAE sobre as contagens de macrofagos,
neutrofilos e linfocitos T auxiliares ativados nos camundongos letalmente infectados com C.
parapsilosis. Nesse contexto, é possivel que essa atividade esteja relacionada a presenca de
apigenina, flavonoide identificado na avaliacdo quimica do BAE. Essa substancia, que tem acéo
anti-inflamatoria, reduz a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo IL-1f ¢ TNF-a, em
células humanas e de camundongos (KOWASKI et al., 2005; WOO et al., 2006).

A atividade anti-inflamatéria da apigenina tem sido relacionada a inibicdo da

fosforilagdo de NF-kB em macrofagos. Adicionalmente a apigenina afeta a quimiotaxia de
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neutrofilos in vitro (NICHOLAS et al., 2007; HENKELS et al., 2011), reduz a apoptose de
ceélulas endoteliais cultivadas com LPS, restaurando a atividade mitocondrial normal do
Complexo | (DUARTE et al.,, 2013) e diminui a expressdao de moléculas de adesdo
(MYHRSTAD et al., 2002).

Além disso, a apigenina pode ter um efeito quelante sobre metais, o que além de
contribuir para a modulacao da resposta imunoldgica pode reduzir a producéo de radicais livres,
que sdo cruciais no controle de infecgdes fungicas. Sua capacidade de estimular enzimas de
desintoxicacdo de fase Il em células também pode contribuir para a protecdo celular e para o
aumento da resisténcia do hospedeiro durante a infeccdo fungica (MIDDLETON, 2000).

Assim, é razoavel propor gue a presenca dos compostos no extrato pode ter resultado
numa maior ativacdo de linfocitos e uma menor ativagdo de macréfagos, sobretudo se
considerarmos que as infeccdes fungicas apresentam um elevado potencial inflamatério. Por
outro lado, poderiam também explicar a ativacdo de neutréfilos aqui observada, como
mecanismo imunoloégico de controle da infec¢do, ainda que na fase aguda, ja que essas células
sdo importantes no controle das infec¢des agudas ocasionadas por fungos. Confirmando mais
uma vez o efeito imunomodulador do mesocarpo de babacu, s6 que agora na infeccdo
ocasionada por C. parapsilosis.

Em relacdo aos efeitos imunol6gicos, o extrato também demonstrou interferir na
resposta imunologica do hospedeiro, reduzindo a infec¢do de macréfagos por C. parapsilosis.
Embora ndo existam estudos prévios sobre a interacdo do babacu com C. parapsilosis nesse
contexto, resultados semelhantes foram descritos para C. albicans em outros estudos com
extratos vegetais, como o de Curcuma longa L. (FIGUEIRA, 2017). O comportamento dos
macrofagos na fagocitose e eliminagdo de patdgenos fangicos é um fator critico na defesa do
hospedeiro (ERWIG & GOW, 2016), o0 que sugere que o0 extrato de babagu pode ter um papel
imunomodulador relevante.

O tratamento com BAE apresentou efeitos minimos sobre parametros bioquimicos
sanguineos, como ureia e creatinina, indicando funcionamento renal normal nos modelos in
vivo. Esses valores estdo proximos aos encontrados nos estudos anteriores (DANTAS et al.,
2006; e LIMA et al., 2014, SOARES et al., 2021).

No entanto, quando comparados o0s resultados do presente estudo com os valores
expressos anteriormente (LIMA et al., 2014; ALMEIDA et al., 2008) observou-se um aumento

na concentracao de glicose no grupo BAE2, provavelmente devido a maior concentracdo do
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extrato e, ainda, aos efeitos da infeccdo terem sido mais marcantes nesse grupo, COmo mostram
os dados de CFU. Nossas suposicdes sdo reforcadas pelas variacbes nas concentracdes de
triglicerideos e colesterol também observadas nesse mesmo grupo (BAE2).

A avaliacdo bioquimica é uma ferramenta essencial para determinacdo do perfil
fisioldgico das linhagens e/ou populagdes de animais. Além de permitir a criacdo de valores de
referéncia que reflitam a condicdo da colonia mantida em cada laboratério (LIMA et al., 2014).
No entanto, estabelecer um intervalo de valores de referéncia para roedores € dificil, pois muitas
variaveis devem ser consideradas, como: sexo, idade, variacdo genética, dieta e condi¢es
ambientais em que estes animais sdo submetidos (CLSI, 2000). Assim, as varia¢Ges encontradas
podem ser pontuais, 0 que precisa ser mais investigado em animais submetidos a varias doses
de BAE durante infec¢des fungicas.

Ao que tudo indica os resultados aqui apresentados parecem ser pioneiros em determinar
a acdo antifangica do extrato etandlico do mesocarpo de babacu incluindo avalia¢des in vitro,
considerando efeito sobre fatores de viruléncia e in vivo considerando a ativacdo de células
imunes durante a infecgédo por C. parapsilosis.

Dessa forma é razoavel propor que o mesocarpo de babacu pode ser utilizado como
protétipo de novas drogas, considerando seus efeitos nas infecgdes fungicas causada por C.
albicans e C. parapsilosis, com destaque para a sua acao sobre fatores de viruléncia, aumento
da sobrevida de animais, baixa toxicidade e efeitos imunomoduladores, j& descritos
anteriormente por nosso grupo (SILVA; PARENTE 2001; NASCIMENTO et al, 2006;
GUERRA et al., 2011; SILVA et al., 2018) e por outros, e aqui reafirmados, o que reforca a
sua viabilidade como uma alternativa terapéutica na busca de novos compostos para 0

tratamento de infecgGes fungicas, particularmente as associadas a Candida.

7. CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que o extrato etandlico do mesocarpo de babacu
(Attalea speciosa Mart.) apresentou ac¢do anti-Candida para C. albicans e C. parapsilosis, por
atuar inibindo o crescimento dessas espécies, além de reduzir a adesdo e o biofilme. Essas
atividades, em conjunto, podem ter contribuido para assegurar a sobrevida de larvas de T.
molitor e a reducdo da infecdo de macrofagos murinos durante a infecgédo letal bem como a

reducdo da infeccdo por C. parapsilosis em camundongos Swiss, possivelmente devido sua
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acao anti-Candida de largo espectro e sua capacidade de reduzir o numero de macrofagos
ativados. Os achados podem ser atribuidos a presenca e a acdo sinérgica de compostos
identificados no extrato, devido ao seu potencial antifungico. Portanto, esses resultados podem

ser Uteis na bioprospeccao e desenvolvimento de novos antifungicos com agéo anti-Candida.
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ANEXO 1 - Sisgen

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAQ DO PATRIMONIO GENETICO

SSTEMA MACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADOD
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? ABC0348

A ativdade de acesso a0 Pawrimbnio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, fol cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13,1232015 e seus regulamenios.

Nimero do cadastro: ABCD348
Usudrio: Rosane NM Guerra
CPFICNPY: 756.037.807-20
Objeto do Acesso Patrimdnio Genéticol/CTA
Finalidade do Acesso:
Pesquisa Centifica I:I Bloprospeccio D Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie
Orbignya phalerata babagu
Fonte do CTA

CTA de origem ndo identificavel

Titulo da Atividade: Estudo da atividade imunologica do Babagu
Equipe

Rosane NM Guerra INDEPENDENTE

Data do Cadastro: 061 1/2018 18:57:25

Situagado do Cadastro: Conchluido

Consalho de Gest3o do Patrimbnio Genético
Siwacho cadastral conforme consulta ao SisGen em 11:38 de 230902022

N SISTEMA NACIONAL DE GESTAG

DO PATRIMONIO GEMETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
L aNAN, ASSOCIADD - SISO EN
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ANEXO Il - Parecer da Plataforma Brasil sobre amostras clinicas de Candida spp.

UFMA - UNIVERSIDADE ~ Platoformo
FEDERAL DO MARANHAO W

| PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ATIVIOADE DO EXTRATO DAS FOLHAS DE Vs guanenss (Aubl) Chosy
L.CONTRA Cancida sop.

Pesquisador: ELIZANGELA ARALLJO PESTANA MOTTA
Aroa Tematlca:

Yorsdo: 2

CAAE: 29€60320.7.0000.5087

Institui¢do Proponents: Universidada Faceral do Marantao

Patrocmador Principal: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
FUNDACAO DE AMPARO A PESOUISA DO ESTADO DO NARANMAD -
FAPEMA

DADOS DO PARECER

Ndimaro do Parecor: 3.688 207

Apresentacao do Projeto:

Candida albicans apresenia uma Nexitilidade de patogenicicads que & sinbulda 8 vanos falores de
viuléncia. dentre eles 3 capacidade de formar bicfime e produar enzrvas pro®ditcss. Vismia guanenss.
planta da reg30 amazdneca, tem apresentaco inieresse CoNa MICIOCANEMOS € Qua PoStw alvidade ant-
cancida. O objetvo do presente estudo serd para explomr o potencal ant-cancca dame cesses Riores de
virwénca ulilzendo linhagem de Candica albicans (ATCC 10231) e inhagdes direcas cedidas por um
laboratono denominadas de Candida abicans sensivel (CAS) e Candca alocans resstente {CAR ) a0
fluconazoel. O pot=ncial anbi-candida serd avaiiado peia realizagao des tesi=s d= ClI2. CFM, curva de
crescimonto, atuagao 5o0bvg as exoorzimas secretacas bofime 8 MOS0 20 foMmagan oo hfas. Sera
avaliado, 1ambém, o efeito do exuraln 83506300 803 anuiungcos Anfotericna B e Fluconazol Como
rosultados, espera-se acao fungicida do axtrato pars 10035 35 COPas CessSe o5NE0, com O controle do
crescimento semelhante gos controles posiivos, Flucenazal @ Anfoerncing B, bem como a radugdo da
formacao do bicfilme e que 3 espéce vegetal se{a Uma promissora Atemaivg para Radade antiingica
dianfe das especies da Candida, quer seja de farma isclada ocu associada 3o tratamento
convancional Palavra-chave: Candida. Vismia. Tratamento



ANEXO 111 — Comiteé de Etica

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Q U A CIAEP: 02.0341.2019

ammu«uw«mu UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

CERTIFICADO (132022)

Certificamos que a proposta intitulada: “NATUMED - Desenvolvimento de medicamentos a
partir de produtos naturais com atividade antimicrobiana™ Processo 23115.03793%/2018-
75, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Rosane Nassar Meireles Guerra Liberio, que envolve
a producdo, manutencdo ou ufiizagdo de anmimais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - enconira-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Conirole de Experimentacio
Animal (COMCEA), e foi considerado APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
{CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo, na reunido realizada em 30 de setembro
de 2018.

We certify that the proposal: “NATUMED - Drug development from natural products with
antimicrobial activity”™, Process 23115.037939/2018-75, under the responsibility of Prof. Dr.
Rosane Nassar Meireles Guerra Liberio, which involves the production, maintemance and/or
use of animals belonging to the phylum Chordata, sub phylum Vertebrata (except humans beings)
for scientific research purposes (or teaching) - is in accordance with Law No. 11,794, of October
8, 2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee
on Animals Use of the Federal University of Maranhao (CEUA - UFMA), in meeting of September
30, 2018.

Finalidade: Pesquisa Area: Ciéncias da Sadde

Vigéncia: 01/04/2022 a 31/12/2024

Origem: Biotério Central da UFMA, Centro Multidisciplinar para Investigaciao Bioldgica
— CEMIB & Universidade de Campinas — UNICAMP

Espécie: Mus musculus Sexo: Ambos  ldade: 2-5 meses
var Swiss, Balb/c SEX0S Peso: 25-45g
e C5TBI6

Local do experimento: Biotério Setorial da Pos-Graduacio CCBS-UFMA

S0 Luis, 31 de marco de 2022

p # (\ ! Descumsenio ass inado d g almentes
MI ML aner L anirme, w}uﬂ" M Hrnne Aeamg e Mot

. . - - - Db 11,03)3022 14:5T 00-0300
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais v,,:quf,,’“mp,,,mm,. -



