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Resumo: Recentemente, tem sido observado um aumento significativo de infec¢des flngicas causadas
por espécies de Candida ndo-albicans (CNA), bem como o surgimento de espécies de Candida que
apresentam resisténcia aos antifingicos de uso clinico, eventos que representam um grande risco a
salde publica. Este estudo tem como objetivo caracterizar o perfil de inibigdo do crescimento fungico
promovido pelo extrato de casca de Punica granatum (roma) — ECR - sobre duas espécies de CNA,
sendo elas a Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida krusei (ATCC 20298). O ECR apresentou
uma concentragdo inibitéria minima (CIM) de 1% (10 mg/mL) para ambas linhagens testadas, onde a
acao para C. krusei foi fungicida, e fungistética sobre C. parapsilosis. O tratamento das Candida com
1x e 2x CIM do extrato por 72h promoveu uma diminui¢cdo da carga microbiana, bem como causou uma
alternancia no fenétipo das linhagens, sendo capaz de modificar micromorfologia e interferindo no
desenvolvimento de hifas e pseudo-hifas.

Palavras-chave: Antifungico; Levedura; Infec¢@o; Roma.

Area do Conhecimento: Farmacia.
Introducéo

Os fungos leveduriformes do género Candida sao de grande interesse clinico, este género possui
representantes que sdo 0s principais responsaveis por causar infeccdes oportunistas nos seres
humanos (ESPINHEIRO et al., 2022). Espécies de Candida podem habitar diferentes partes do corpo
como integrante da microbiota natural, sem causar nenhum dano ao seu hospedeiro, podendo ser
encontrada no trato gastrointestinal, sistema urogenital, pele e mucosas do trato respiratério. No
entanto, em situacao de desequilibrio da microbiota natural e em individuos imunocomprometidos pode
haver uma proliferacdo exacerbada deste microrganismo, sendo a manifestagéo clinica mais comum
chamada de candidiase (VIEIRA; SANTOS, 2017).

Nos ultimos anos, alguns estudos apresentaram um aumento significativo de infec¢des flngicas
causadas por espécies de C. albicans e ndo-albicans (FAKHIM et al., 2018). As espécies de Candida-
nao albicans (CNA), como Candida parapsilosis e Candida krusei, desempenham um papel significativo
nas infec¢bes flngicas humanas e tém despertado crescente interesse devido a sua crescente
prevaléncia em pacientes imunocomprometidos, sua tendéncia a resisténcia antifingica e suas
caracteristicas bioldgicas distintas. O estudo dessas espécies é fundamental para melhorar a
prevencdao, o diagndéstico e o tratamento das infec¢des flngicas, visando proporcionar uma abordagem
mais eficaz e personalizada aos pacientes afetados (GOMEZ-GAVIRIA; RAMIREZ-SOTELO; MORA-
MONTES, 2022).

Os produtos naturais tém despertado interesse consideravel como fonte potencial de novos agentes
antifiingicos. O extrato obtido da Punica granatum, conhecida como roma, tem sido objeto de estudos
recentes devido as suas propriedades medicinais. Diversas pesquisas tém demonstrado sua atividade
antimicrobiana contra diversos patégenos, incluindo fungos, indicando que pode ser uma alternativa
viavel aos antifingicos convencionais (ANIBAL, 2010).

Nesse cenario, 0 objetivo deste estudo € investigar o potencial antifingico do extrato de Punica
granatum contra Candida parapsilosis e Candida krusei, além de explorar possiveis alteracdes
morfologicas que ocorrem na presenca desse extrato. Compreender as propriedades antifingicas
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especificas do extrato de roma pode fornecer informacdes valiosas para o desenvolvimento de terapias
mais eficazes contra infeccdes causadas por espécies de Candida nao-albicans.

Metodologia

O extrato hidroalcodlico total de cascas de Punica granatum (romd) — ECR - foi preparado por
percolacdo, seguidas de evaporacédo rotativa e liofilizacdo. O mesmo foi acondicionado em frasco
ambar, embrulhado em papel aluminio e armazenado a 4°C, para evitar oxidacéo pela luz.

Neste estudo, foram utilizadas duas linhagens padrdo: C. krusei (ATCC 20298) e C. parapsilosis
(ATCC 22019). Ambas foram reativadas em caldo Sabouraud-Dextrose (CSD) a 35+£2°C, no intervalo
de 24 a 48 horas, sendo transferidas para Agar Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas novamente a
35+2°C por 24 horas. Por fim, as linhagens foram estocadas a 4°C. Rotineiramente, as linhagens foram
cultivadas em Chromagar para garantir a pureza das mesmas.

A avaliacdo da atividade antifingica e determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extrato de P. granatum foi realizado utilizando o método de microdiluicgdo em caldo, seguindo as
especificacbes estabelecidas pelo Clinical & Laboratory Standards Institute - CLSI (2008), com
modificacdes. Os testes antimicrobianos foram realizados em placas de microdiluicdo de 96 pogos
estéreis, em uma capela de fluxo laminar. Diferentes concentragdes do extrato (1%; 2,5%; 3,75% e 5%)
foram testadas. O meio de cultura utilizado foi o CSD. Os inéculos foram preparados a partir de col6nias
isoladas, cultivadas em agar Sabouraud-dextrose (ASD), em seguida colbnias isoladas foram
suspensas em solucgédo salina (NaCl 0,9%) e ajustadas para uma turbidez de 0,5 na escala de Mcfarland
(1,5 x 108 UFC/mL). A mistura de reagéo final possui um volume de 200 puL em cada pogo: 100 uL das
concentracdes dos ECR (2%; 5%; 7,5%; 10%) e 100 pL de indculo fingico. Para cada linhagem flngica
foi feito um controle de crescimento (in6culo + meio de cultura), controle de esterilidade (somente CMH).
Em seguida, as placas foram tampadas, agitadas e incubadas por 24h a 35 °C. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

A concentracgéo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do ECR capaz de
inibir completamente o crescimento flngico apés o periodo de incubag¢édo. Em seguida foi realizado o
plagueamento dos pogos da CIM que ndo apresentaram crescimento e do controle positivo, em placas
de Petri contendo ASD. As placas foram incubadas a 35 * 2°C por 24-48 horas. O resultado foi definido
pela presenca ou auséncia da formacgéo de coldnias, sendo a acao classificada como fungistatico ou
fungicida, respectivamente. A concentracdo fungicida minima (CFM) foi definida como a menor
concentracdo do ECR em estudo capaz de causar a morte do inéculo.

Para a avaliacdo da possivel mudanca morfolégica das espécies de Candida frente ao ECR foi
empregada a técnica do microcultivo em &gar fubd (CASTRO et al., 2010). Nesta etapa, 3 mL de agar
fuba contendo 1x e 2x CIM do extrato de roma foram depositadas em laminas de microscopia estéreis
apoiadas sobre um suporte em placa de Petri e incubadas em estufa por 72 horas (Figura 1), em
seguida foi realizado a visualizacdo das laminas no microscopio 6ptico utilizando a lente objetiva de
40X (aumento final de 400x). Foram avaliadas, pelo menos, 15 campos de cada lamina.

Figura 1 - llustragdo do microcultivo em lamina para avaliagdo da mudanga morfoldgica das leveduras.
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Fonte: Brasil (2004).
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Resultados
Foram avaliadas quatro concentracdes diferentes (1%; 2,5%; 3,75% e 5%) do ECR. Todas as

concentragdes testadas inibiram o crescimento fungico. A CIM foi de 1% para ambas as linhagens e a
CFM foi de 1% apenas para C. parapsilosis (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM) do extrato da casca de
roma frente as linhagens de Candida krusei e Candida parapsilosis.

Linhagens CIM (% e mg/mL) CFM (% e mg/mL)
C. krusei 1% (10 mg/mL) -
C. parapsilosis 1% (10 mg/mL) 1% (10 mg/mL)

Fonte: o autor (2023).

Apbs a determinacao da CIM, foi realizado o microcultivo das linhagens na presenca e auséncia do
ECR nas concentracdes 1x e 2x CIM. E possivel observar que o tratamento das leveduras com o ECR
promoveu uma redugéo da carga microbiana, sendo mais expressiva em 2 x CIM, como demonstrado

na Figura 2.

Figura 2 - Alterag6es morfologicas observadas nas linhagens de Candida krusei e Candida parapsilosis ap6s
o
microcultivo na presenga e na auséncia do extrato da casca de roma.
2 x CIM do extrato
2%

Controle de Crescimento 1 x CIM do extrato
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d
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Para C. krusei, a Figura 2%, demonstra o crescimento microbiano, sem a presenca do extrato. Apds
72h de cultivo com 1 x CIM, observa-se uma reducéo no desenvolvimento de pseudo-hifas (Figura 2B)
as células estdo mais isoladas, alongadas e tendendo para o formato ovalado, além de uma redugéo
no crescimento numérico de células. Na presenca de 2 x CIM, a levedura apresentou morfologia mais
arredondada, um maior volume celular, citoplasma menos refringente e com aspecto mais homogéneo,
sendo observado a formacao de pseudo-hifas (Figura 2C).

Para C. parapsilosis, no controle de crescimento (Figura 2D), ndo foi observada a formacado de
pseudo-hifas, as células se apresentam aglomeradas, com citoplasma refringente, tamanho reduzido e
morfologia ovalada. Ao adicionar 1 x CIM (Figura 2E) e 2 x CIM (Figra 2F) do ECR, é notavel uma
reducdo numérica das células, um aumento no tamanho celular, bem como morfologla irregular das
células e formacao de pseudohifas. No tratamento com 1 x CIM, as células apresentam um aumento
no volume celular, citoplasma heterogéneo e vesiculado, morfologia celular arredondada, sendo
observado a formacao de blastoconidios e pseudo-hifas. Na presenca de 2 x CIM também é possivel
observar uma reducdo numérica de células, aumento no volume celular, leveduras apresentando uma
morfologia irregular, com células arredondadas, ovaladas e alongadas bem como é possivel notar a
formacéo de hifas hialinas e pseudo-hifas.

Discusséao

Os resultados dos ensaios antifingicos revelaram que o ECR foi capaz de inibir o crescimento de
C. krusei com CIM e CFM de 1%, e CIM de 1% para C. parapsilosis e CFM de 1%. Da Silva et al. (2018)
descreveram que uma lectina ligadora de quitina presente em P. granatum, foi capaz de inibir o
crescimento de C. krusei com uma concentragéo de 12,5 pg/mL.

Variac¢des entre os fenétipos morfolégico de levedura, com desenvolvimento de pseudo-hifas e hifas,
sdo considerados importantes fatores de viruléncia para Candida, pois permitem a evasao do sistema
imunoldgico do hospedeiro e promovem a adesdo aos tecidos epiteliais, facilitando assim o rapido
estabelecimento da infeccdo. Portanto, alteragbes morfolégicas podem estar relacionadas a
patogenicidade do fungo (GUCWA et al., 2018).

Durante o estudo, algumas alteracdes morfologicas foram observadas na linhagem de C. krusei
exposta ao ECR. As células flingicas assumiram uma forma atipica e irregular em resposta ao estresse
causado pelo cultivo prolongado. Além disso, foi notado o desenvolvimento de pseudo-hifas, uma
caracteristica importante de viruléncia, entretanto foi observado uma diminuigcdo no nimero de células
presentes. Para C. parapsilosis foi possivel observar um aumento na formacdo de pseudohifas e
diversos blastoconidios no tratamento com 1 x CIM, hifas na concentragdo de 2x CIM, bem como um
decréscimo no nimero de células. E possivel sugerir que a manutengéo destas linhagens por 72h em
meio de cultura pobre em nutrientes (agar fuba) e acrescido com o ECR induziu a formacao destas
estruturas de viruléncia, para conferir ao fungo uma maior flexibilidade e adaptabilidade frente as
condicdes desfavoraveis a proliferacdo natural impostas pelas condi¢cdes de cultivo. Essa resposta
pode ser uma tentativa da levedura em se proteger e sobreviver as condi¢cdes adversas. Para Anibal
(2010), a acédo antifingica do ECR se deve pela presenca de compostos fendlicos, de acido galico e
concentracdes baixas de cobre e ferro, que ajudam na inibicdo da proliferacdo microbiana. Ainda,
trabalho de Brighenti et al. (2021) mostra que o extrato de P. granatum contém compostos (como a
punicalagina) inibem o crescimento de C. albicans, devido a sua capacidade de inibir as enzimas
topoisomerase | e Il e est4 interagdo pode ser responséavel pelo efeito nas leveduras.

E reconhecido que o meio de cultura é um determinante de crescimento e esporulacdo fangica.
Caixeta et al. (2008) afirmaram que meios pobres em nutrientes estimulam a esporulacéo de fungos,
fato concordante com os resultados obtidos neste trabalho. Dos Santos et al. (2018) demonstraram que
0 estresse fungico, devido ao cultivo em meio depletado, promoveu alteracao morfoldgica em C. krusei,
possibilitando o desenvolvimento de hifas e pseudohifas.

E importante destacar que as respostas morfoldgicas podem variar dependendo da concentraco
do ECR utilizado, do tempo de exposi¢do e da suscetibilidade da linhagem das Candida testadas.
Alteracdes morfologicas sdo apenas um aspecto do estudo da atividade antifingica do extrato de roma.
Outros testes, como ensaios de viabilidade celular, curva de crescimento e estudos moleculares, sdo
necessarios para complementar os dados e fornecer uma visdo mais abrangente dos efeitos do extrato.
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Conclusao

Os resultados do presente estudo indicam que o ECR exibe atividade antiflingica, inibindo o
crescimento de CNA. O cultivo das linhagens com o extrato promoveu alteracdo fenotipica nas
leveduras, levando para o desenvolvimento de estruturas morfolégicas ligadas a patogenicidade, bem
como uma reducdo numérica na cultura. Testes complementares devem ser realizados para a
determinacédo do mecanismo de acéo do ECR.
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