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Resumo

As infeccdes por espécies de Candida albicans e ndo-albicans estdo aumentando e enfrentam desafios
devido a falta de medicamentos disponiveis e a dificudade de tratamento imposta pela capacidade de
formacéo de biofilmes que esses microrganismos possuem. Diante do exposto, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a formacgéo de biofilme por espécies de Candida e a capacidade de desarticulacdo
destes pelo extrato etandlico de casca de Punica granatum.Os resultados apontam o extrato de roma
como uma alternativa terapéutica para o tratamento da candidiase, tendo os valores de CIM variando
de 10 mg/mL (1%) a 25 mg/mL (2,5%). O extrato de roma se mostrou eficaz na desarticulagdo dos
biofilmes maduros formado pelas cepas de Candida albicans, Candida glabrata, Candida Krusei e
Candida parapsilosis. Essas descobertas ressaltam o papel promissor do extrato de rom& como uma
alternativa terapéutica eficaz e direcionada para o tratamento das infec¢ces causadas por espécies de
Candida.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Candidiase. Fitoterapia. Levedura. Roma.
Area do Conhecimento: Ciéncias da salde
Introducao

O género Candida abrange diversas espécies, incluindo Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis e Candida krusei, que podem causar infecces denominadas candidiase
(SANTOS, 2019). Infec¢Bes causadas por Candida representam um desafio significativo no tratamento
clinico devido a diversos fatores. Um dos prlnC|pals obstaculos é a resisténcia desenvolvida pelas
leveduras aos antifiingicos convencionais, como azoéis e equinocandinas (REIS-COSTA et al., 2020).
Além disso, a capacidade de formacao de biofilmes pelas espécies de Candida, contribuem para a
resisténcia e aumento das doses terapéuticas aos antifungicos, bem como dificulta a erradicagéo do
fungo (SILVA et al., 2021). A heterogeneidade das espécies também desempenha um papel importante,
pois cada espécie pode apresentar diferentes fatores de viruléncia e resisténcia (ROCHA et al., 2021).
Esses desafios destacam a necessidade continua de pesquisas para o desenvolvimento de novos
antifangicos com mecanismos de acéo distintos.

Biofilmes microbianos séo estruturas tridimensionais que consistem em uma matriz extracelular
composta por polissacarideos, proteinas e DNA, onde as células microbianas se agrupam sobre as
superficies bidticas e abidticas, e interagem de maneira sinérgica (ROQUE et al., 2020). A prevenc¢ao
e tratamento de biofilmes representam um desafio clinico significativo, pois essas estruturas resistem
as defesas impostas pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, bem como as influencias extrinsecas do
ambiente (TRINDADE et al., 2022). Desse modo, com o numero de antifingicos comerciais limitados,
a possibilidade de estabelecimento de biofilme e o0 aumento da resisténcia fungica faz com que novos
agentes terapéuticos sejam essenciais para o tratamento clinico dessas infecgdes.

Neste sentido, o extrato de Punica granatum, conhecido como romd, € uma alternativa terapéutica
gue tem sido estudada para o tratamento de Candida. A P. granatum € uma planta pertencente a familia
Lythraceae, amplamente cultivada em climas subtropicais e tropicais (SANTOS, 2021). A roma contém
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compostos bioativos, como polifendis, flavonoides e acido elagico, que conferem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e anticancerigenas (SOUSA et al., 2018). Esses
compostos presentes na roma interferem nas interagdes entre as proteinas microbianas e os receptores
presentes nas células do hospedeiro, reduzindo a colonizagdo microbiana e a capacidade de formacéo
de biofilmes. Além disso, esses compostos tém a capacidade de degradar a matriz extracelular dos
biofilmes existentes, enfraquecendo sua estrutura e dispersando as células microbianas (SOUSA et al.,
2022). A investigacdo sobre o potencial antibiofilme da P. granatum na formag&o de biofilmes é de
grande interesse cientifico.

Diante do exposto esse trabalho tem como objetivo avaliar o potencial terapéutico antifingico e
antibiofilme do extrato de Punica granatum sobre linhagens padrdo de Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis e Candida krusei.

Metodologia

As linhagens-padréo testadas foram C. albicans (ATCC 24433), C. krusei (ATCC20298), C
parapsilosis (ATCC22019) e C. glabrata (ATCC2001). As linhagens foram reativadas em Caldo
Sabouraud-Dextrose (CSD), por 24h a 48h, em uma temperatura de 35+ 2°C, e entéo transferidas para
0 meio de cultura agar infusdo cérebro coracéo (BHI) e incubadas a 35+ 2° C por adicionais 24 horas.
As linhagens foram rotineiramente cultivadas em Chromagar para garantir a pureza das mesmas.

O extrato hidroalcodlico total de cascas de Punica granatum (roma) foi preparado por percolacao,
seguidas de evaporacao rotativa e liofilizagdo. O extrato foi armazenado na temperatura de 4°C em
frasco de vidro &mbar envolto por um papel aluminio a fim de evitar com que o produto entre em contato
com a luz.

Para a determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM), foi utilizado o método de microdiluicdo
de caldo, seguindo as diretrizes do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) com
modificacdes. Utilizou-se microplacas de poliestireno 96 pocos estéreis com fundo chato, onde foram
testadas diferentes concentracdes do extrato de roma (1%, 2,5%, 3,75% e 5%). O meio de cultura
utilizado foi o caldo Mueller Hinton (CMH). As leveduras foram descongeladas, repicadas em placas
contendo agar Sabouraud-dextrose (ASD) e incubadas em estufa (35 + 2°C) por 24 horas.
Posteriormente, uma col6nia isolada foi ressuspendidas em solugdo salina (NaCl 0,9%) e ajustados
para atingir uma turbidez de 0,5 Mc Farland. Para preenchimento dos pocos, foram adicinados 100 pL
das diferentes concentracdes do extrato em cada poco, acrescido de 100 pL de inéculo fangico
ajustado. Para cada linhagem flngica foi realizado um controle de crescimento (inéculo + meio de
cultura) e controle de esterilidade (somente CMH). As placas foram tampadas, homogeneizadas e
incubadas em estufa (35 + 2 °C) por 24-48 horas. Todos os testes foram realizados em triplicata. A CIM
foi determinada como a menor concentragdo do extrato que resultou na completa inibicdo do
crescimento fungico, sem a formacéo de precipitado ou turvacéo no meio de cultura, apés o periodo de
incubacdo. Apos a microdiluicdo, os pocos contendo a CIM do extrato foram plaqueados em placas
contendo ASD e incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. O resultado foi determinado pela presenca ou
auséncia de formacdo de colbnias, classificando a acdo como fungicida ou fungistatica,
respectivamente.

A avaliacdo da capacidade de formacédo e biofilme foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Dias et al. (2017) com modificacdes. Inicialmente, a partir de um de cultivo de 24 horas de
cada linhagem, um in6culo foi padronizado 1 x 108 UFC/mL e aplicado em pocos acrescido de mais
100 pL de CSD. As placas foram tampadas e incubadas em estufa por 24-48 h, a 35°C. O controle
negativo foi realizado apenas com CSD (sem inéculo). Apds o periodo de crescimento, 0s po¢os foram
lavados com solucéo salina (NaCl 0,9%) esterilizada. Em seguida uma solucgéo de cristal violeta (0,1%)
foi adicionada e a placa foi novamente incubada em temperatura ambiente. Ap6s esse periodo lavou-
se a placa com solucgdo salina para retirar 0 excesso do corante nédo incorporado nas células. O corante
incorporado foi extraido pela adicdo de etanol 95%. Em seguida foi feita a leitura em leitor de
microplacas no comprimento de onda de 596nm. Os resultados foram registrados como uma média de
trés réplicas.

O biofilme foi classificado de acordo com a comparacédo entre a leitura de absorbancia do biofilme
e a leitura de absorbéncia do controle negativo, como previamente proposto por Stepanovic et al.
(2000). Quando a absorbancia do biofilme apresentou-se inferior a absorbancia do controle negativo
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(Abs biofilme < Abs controle negativo), o biofilme foi considerado ndo aderente; quando a absorbancia
do biofilme foi maior em até duas vezes a absorbancia do controle negativo (Abs biofilme < 2 x Abs
controle negativo), o biofilme é considerado pouco aderente; quando a absorbancia do biofilme formado
for entre 2 a 4 vezes da absorbancia do controle negativo (2 x Abs controle negativo <Abs biofilme < 4
x Abs controle negativo), o biofilme foi considerado de aderéncia moderada e quando a absorbancia
do biofilme for superior a 4 vezes absorbancia do controle negativo (Abs biofilme > 4 x Abs controle
negativo), o biofilme foi considerado muito aderente.

Os resultados foram avaliados através da férmula estatistica da andlise de variancia (ANOVA) no
software GraphPad 8.0. A variacdo nos resultados dos testes foi considerada estatisticamente
significativo p <0,05 (95%).

Resultados

Nessa pesquisa foi verificado que o extrato de P. granatum promoveu a inibicdo do crescimento das
C. albicans e néo-albicans avaliadas na concentracdo de 1% (10 mg/mL) e 2,5% (25 ml/mL). Foi
verificado efeito fungistatico para as espécies de C. albicans e C. krusei na concentracdo de 1% (10
mg/mL) e fungicida para todas as linhagens na concentracao de 2,5% (25 mg/mL).

A capacidade de aderéncia e formagéao de biofilmes das linhagens de Candida sp. foram avaliadas
de acordo com Stepanovic et al. (2000). Nesse contexto o controle negativo (apenas CSD) apresentou
valor de absorbancia de 0,077. O valor encontrado no controle negativo foi pardmetro para classificacao
fenotipica dos biofilmes formados. Todas as linhagens foram capazes de formar biofilme e estes foram
classificados fenotipicamente como muito aderente em todas as linhagens (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizacdo fenotipica da formagdo de biofilme por linhagens de Candida spp. e habilidade de
desarticulacdo de biofilme maduro pelo extrato de P. granatum.

Efeito de desarticulacdo do extrato de Punica Valor de

Espécies granatum p
testadas Antes do 1 CIM (Apo6s do 2 CIM (Ap6s o
tratamento tratamento) tratamento)
Muito aderente Aderéncia moderada Aderéncia moderada 0,0008
C. albicans (Abs 0,369) (Abs 0,213; reducdo =  (Abs 0,191; reducéo =
42,27%) 48,24%)
Muito aderente Aderéncia moderada Aderéncia moderada < 0,0001
C. glabrata (Abs 0,389) (Abs 0,179; reducdo =  (Abs 0,225; reducéo =
53,98%) 42,16%)
Muito aderente Pouco aderente Aderéncia moderada 0,0001
C. krusei (Abs 0,415) (Abs 0,153; reducdo =  (Abs 0,184; reducéo =
63,13%) 55,66%)

Muito aderente Aderéncia moderada Aderéncia moderada 0,0063
C. parapsilosis (Abs 0,360) (Abs 0,230; reducdo =  (Abs 0,204; reducéo =
36,11%) 43,33%)
Fonte: o autor

A concentracdo do extrato de P. granatum utilizada para a avalicdo da desarticulacdo dos biofilmes
foi determinada a partir dos valores de CIM. O extrato de roma foi adicionado sobre os biofilmes ja
estabelecidos e em seguida cultivados por adicionais quatro horas. Os resultados da desarticulcao do
biofilme maduro estédo apresentados no grafico abaixo (Grafico 1).
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Gréafico 1: Desarticulacéo dos biofilmes maduros de Candida spp. exercida pelo extrato de P. granatum. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica.
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Fonte: o autor.

A andlise do efeito do extrato de roma na desarticulagdo dos biofilmes formados pelas Candida spp.
estd apresentada na tabela 1. O extrato de roma, nas duas concentracdes testadas, causou a
desarticulagéo e reducdo do biofilme para todas as espécies de Candida avaliadas (Gréfico 1), bem
como promoveu a reclassificacéo fenotipica destes biofilmes (Tabela 1).

Discussao

O estabelecimento de biofilme microbiano representa um desafio para o sucesso terapéutico das
infec¢cBes fungicas, pois este fornece um ambiente seguro para que as leveduras possam se dispersar
e proliferar em um novo local de infe¢cdo (WALL et al., 2019). O controle da formacéo de biofilme por
espécies de Candida spp. bem como a eliminacao deste é complexa, fato que impde dificuldade na
eliminacdo da infecgdo fungica (OLSON; JAYARAMAN; KAO, 2018). Tal fato se deve a capacidade
destas espécies de invadir e evadir as defesas do sistema imune do hospedeiro. Além disso, a
ocorréncia de biofilmes imp6e uma elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos usados na pratica
clinica, sendo necessario um aumento na dose terapéutica (100 a 1000 vezes maior) (LOCK, 2015).

Os resultados apresentados neste estudo sdo promissores para o tratamento da candidiase, uma
vez que o extrato de P. granatum apresentou-se como uma alternativa terapéutica in vitro, por exercer
efeitos antifingico sobre células planctdnica e sobre o biofiime maduro em todas as espécies de
Candida testadas, independendo da concentragéo utilizada.

Bernardo et al. (2015), avaliou o efeito de diferentes concentracdes de P. granatum (4-25 mg/mL)
sobre C. albicans e determinaram a CIM de 25 mg/mL (2,5%), resultado semelhante ao encontrado
neste trabalho. J4 o estudo realizado por Michellin et al. (2005) contrap&e os resultados desse trabalho,
uma vez que os autores relatam que o crescimento de C. albicans néo foi inibido pelo extrato de roma.
Essa discrepancia pode ser atribuida a fatores externos, tais como o método de obtencdo do extrato, o
armazenamento e a manipula¢cdo do mesmo. De acordo com Barbosa et al. (2016), fatores sazonais
podem interferir na composicao fitoquimica das plantas, bem como a época de coleta, a qual se
caracteriza com um dos fatores que mais influenciam na atividade farmacolégica de drogas vegetais.

De acordo com Mendoncga et al. (2022) grandes partes das pesquisas referentes aos efeitos
antifingicos de P. granatum refere-se a extratos obtidos a partir do fruto ou casaca. Huerta-Reyes et
al. (2022) descrevem que 0s compostos como a punicalagina e &cido elagico sdo os principais
responsaveis por conferir atividades antimicrobianas ao extrato de roma.

No presente estudo pode-se observar que o efeito antibiofilme promovido pelo extrato de roma foi
dose-dependente apenas sobre C. krusei, para as demais espécies nao houve diferenca estatistica na
reducdo do biofilme quando foi utilizada uma maior concentracdo do extrato (Tabela 1). Estes
resultados sdo promissores, pois com 1 x CIM ja é observado o efeito desarticulador, ou seja, uma
menor dose esta intrinsicamente ligado a uma menor citotoxidade.

O extrato de P. granatum promoveu uma desarticulacdo de mais de 36% dos biofilmes formados
por todas as espécies de Candida sp. Apés quatro horas de tratamento dos biofilmes maduros com o
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extrato de roméd, estes foram reclassificados para aderéncia moderada (C. albicans, C. glabrata e C.
parapsilosis) e pouco aderente (C. krusei). Nas condi¢cbes testadas, a espécie C. krusei se mostrou
mais susceptivel aos efeitos do extrato, apresentando os maiores indices de desarticulagao (63,13%
na 1xCIM e 55,66% 2x CIM). Ainda para esta espécie o efeito do extrato foi dose dependente.

Para Sousa et al. (2022) o extrato de P. granatum é uma alternativa promissora no controle dos
biofilmes. Segundo os autores, a atividade antibiofilme do extrato pode ser atribuida a principios ativos
encontrados na romé&, os quais promovem alteracdes morfolégicas e irregularidades nas hifas e na
membrana celular, além de influenciar na agregacéao celular e inibicdo no crescimento das leveduras.
Adicionalmente, estudos apontam que o extrato de P. granatum, além de desarticular biofilmes
maduros, também inibe a formac&o do tubo germinativo, caracteristica marcante de viruléncia de C.
albicans (BAKKIYARAJ et al., 2013)

Neste cenario, os resultados observados nesse estudo sao promissores para o tratamento das
candidiases, uma vez que 0 extrato de roma apresentou efeito antibiofilme, promovendo a
desarticulagdo dos biofilmes maduros, bem como age sobre as células planctbnicas; propriedades
desejaveis em abordagens terapéuticas das infec¢des fungicas.

Conclusao

O extrato de Punica granatum destaca-se como uma alternativa terapéutica para o tratamento das
infec¢cBes flngicas causadas por leveduras do género Candida, uma vez que o mesmo é capaz de inibir
o crescimento de células planctdnicas e desarticular o biofilme maduro formado por C. albicans e
espécies ndo-albicans.
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