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Resumo

Nos ultimos anos, tem sido relatado um aumento significativo no nimero de doencas flngicas
causadas especialmente por Candida albicans. O tratamento deste tipo de infec¢Bes € longo, de alto
custo e limitado quando comparado ao tratamento de infecgbes bacterianas, visto o reduzido nimero
de antifingicos comerciais disponiveis. Diante desse problema, a busca por novos antifiingicos se
torna essencial, justificando a necessidade de prospeccdo de novos agentes terapéuticos. Esse
estudo tem como objetivo determinar o potencial antifingico do extrato da casca de Punica granatum
(romd) frente & linhagem de Candida albicans (ATCC 24433) e explorar as possiveis altera¢cbes
morfolégicas causadas pelo extrato. Os resultados do estudo revelam que o extrato teve acéo
fungicida sobre C. albicans apresentando valor de concentracdo inibitéria minima (CIM) de 1% e
concentracao fungicida minima (CFM) de 2,5%. O tratamento com as concentracdes 1x e 2x CIM foi
capaz de reduzir o tamanho celular e o0 numero de células, bem como promoveu o desenvolvimento
de pseudo-hifas, alterando a micromorfologia da levedura.

Palavras-chave: Levedura. Micromorfologia. Roma.
Area do Conhecimento: Ciéncias da salde.
Introducéo

Nos ultimos anos, tem sido observado um aumento significativo nas infec¢des flingicas causadas
por diferentes espécies de Candida, com maior indice de ocorréncia por Candida albicans (FAKHIM
et al., 2018; MONTES et al.,, 2019). Algumas dessas espécies sdo naturalmente encontradas na
microbiota residente da pele e mucosas. No entanto, em situacdes de desequilibrio na microbiota,
essas leveduras oportunistas podem se proliferar e causar candidiase, uma infec¢@o superficial ou
uma infeccdo mais grave, como a candidemia (candidiase sistémica) (MONTES et al. 2019). Embora
a maioria dos casos de candidiase sejam leves e de facil tratamento, a grande preocupacao é a
ocorréncia da infeccdo em pacientes imunocomprometidos, uma vez que a instabilidade do sistema
imunolégico os torna mais propensos ao agravamento da infeccdo (GUNTHER et al., 2014; KUMAR
et al., 2019).

A ocorréncia de casos de candidiase resistentes aos antifungicos tradicionais é preocupante por
estar desencadeando um cenario clinico desafiador, pela escassez de opc¢les terapéuticas
adequada (FAKHIM et al.,, 2018). Com o aumento de infec¢fes flingicas e as possibilidades de
tratamento limitadas, torna-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias para tratamento
antifangico (FU-JUAN et al., 2021; TOLEDO, 2020). O uso de produtos naturais extraidos de plantas
medicinais apresenta-se como uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de
medicamentos, dada a vasta diversidade de plantas medicinais encontradas no Brasil, cuja
exploragdo também é economicamente vidvel (HASENCLEVER et al., 2017; MATTOS et al., 2018).

Dentre esses compostos naturais, 0 extrato de Punica granatum (romd) tem sido amplamente
estudado devido as suas propriedades medicinais e atividade biolégica, incluindo atividade
antifingica. A roma é uma fruta rica em compostos bioativos, tais como polifendis, flavonoides e
acidos fendlicos, que tém demonstrado atividade antimicrobiana em diferentes estudos (SILVA,
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2020). Popularmente, o vegetal € utilizado para o tratamento de infec¢cdes da mucosa por sua agéo
antiinflamatoria, a partir de preparagdes caseiras (BRASIL, 2019; WU; TIAN, 2017; SILVA, 2022).
Estudos também relatam a utilizagcdo da roma no tratamento de infec¢des bacterianas e fungicas.
Esses achados indicam que a roma pode ser considerada uma opcao vidvel como matéria-prima na
producdo de novos antimicrobianos (MELO; LUI; SILVA, 2021). Nesse contexto, esse estudo tem
como objetivo principal avaliar a atividade antifingica do extrato de Punica granatum frente a Candida
albicans e descrever as mudancgas morfoldgicas da linhagem apés o tratamento com o extrato.

Metodologia

O extrato etandlico total de cascas de Punica granatum (roma) foi preparado por percolacao,
seguidas de evaporacao rotativa e liofilizacdo. O extrato foi armazenado na temperatura de 4°C em
frasco de vidro &mbar envolto por um papel aluminio até a sua utilizacéo

Foi utilizada a linhagem controle: C. albicans (ATCC 24433). A linhagem foi reativada em Caldo
Sabouraud-Dextrose (CSD), a 35+2° C por 24h ou 48h, transferida para o meio de cultura agar Brain
Heart Infusion (BHI) e incubada a 35+2° C por 24h. Apdés esta ultima incubagéo a cultura foi estocada
a 4°C. Periodicamente a linhagem foi cultivada em Chromagar para garantir a pureza.

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo o método de
microdiluicdo de caldo, seguindo as especificacdes pré-estabelecidas pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute - CLSI (2008). As leveduras foram descongeladas em temperatura ambiente e
repicadas em agar Sabouraud-Dextrose (ASD). Em seguida foi realizado a incubacdo em estufa a
35+2° C por 24 horas. Os isolados foram ressuspendidos em solucao salina (0,9%) e ajustados para
uma turbidez de 0,5 na escala de Mac Farland, o que equivale a 1,5 x 10® UFC/mL.Os ensaios foram
realizados em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos de fundo redondo, em triplicata. A
mistura de reacao final teve um volume de 200 yL, o meio de cultura utilizado foi caldo Sabouraud-
Dextrose (CSD). As concentracdes testadas do extrato de romd foram 1%; 2,5%; 3,75%; 5%. Apés a
montagem, as microplacas foram incubadas a 35+2° C por 24-48h. Em seguida foi realizada a
inspecdo visual do crescimento fungico. Cada microplaca teve um controle de esterilidade (sem
inoculo), controle de crescimento (inéculo + meio de cultura) e um controle positivo (indculo + meio de
cultura + anfotericina B), todos submetidos as mesmas condi¢cdes de cultivo. Apds o teste de
microdiluicdo em meio liquido foi feito o plaqueamento dos pogos da CIM do extrato e do controle
positivo, em placas de Petri contendo 25 mL de ASD . As placas foram incubadas a 35+2° C por 24
horas. O resultado foi definido pela presenca ou auséncia da formagéo de colbnias, sendo a acéo
classificada como fungistatico ou fungicida, respectivamente. A concentracéo fungicida minima (CFM)
foi definida como a menor concentracdo do extrato que foi capaz de impedir o crescimento visivel do
subcultivo.

Para observacdo de alteragbes na morfologia das leveduras foi empregada a técnica do
microcultivo utilizando o meio sélido agar-fuba em camara Umida (CASTRO, 2010). Aliquotas de 3mL
de agar fuba, contendo 1x e 2x CIM de extrato e sem extrato (controle negativo, CN) foram
depositadas isoladamente em laminas estéreis apoiadas sobre um suporte contido no interior da
placa de Petri. Apés solidificacdo do meio, o inéculo da cultura de C. albicans foram semeados, com
auxilio de uma agulha estéril, em duas estrias paralelas (Figura 1). Em seguida, as laminas foram
cobertas com laminulas de vidro estéreis e para evitar o ressecamento do meio, as laminas foram
mantidas em camara Umida. Apés 72h de incubacédo, as preparacdes foram examinadas em
microscépio Optico no aumento de 400X (lente objetiva de 40) para observagdo de ocorréncia de
alteracdes de estruturas morfolégicas das leveduras.
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Figura 1. Desenho esquematico do microcultivo em lamina para avaliagdo das alterag6es morfoldgicas da

levedura.
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Resultados

O extrato de P. granatum promoveu a inibicdo do crescimento da C. albicans. A CIM foi definida
pela menor concentracdo de extrato capaz de inibir completamente o crescimento fungico apés o
periodo de incubacao. A CIM foi de 1% (10 mg/mL), nesta concentracao o extrato de roma teve acéo
fungistatica. A CFM do extrato foi de 2,5%.

Tabela 1. Concentracao inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) do extrato de roma frente linhagem
de Candida albicans

Linhagem CIM CFM
C. albicans 1% 2,5%
(10mg/mL) (25mg/mL)

Fonte: o autor

Na figura 2 é possivel observar a diferenga morfologica das leveduras tratadas com diferentes
concentracdes do extrato de P. granatum (1x CIM e 2x CIM) e sem o tratamento com o extrato. Ao
analisar as estruturas morfoldgicas, apdés 72h de incubagdo, é possivel observar diferencas
estruturais nas células ao comparar o crescimento fungico na auséncia e presenga do extrato.

Figura 2. Alteracdes morfolégicas na linhagem de Candida albicans ap6s o microcultivo na presenga e na
auséncia do extrato de P. granatum.
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No tratamento com 1 x CIM as células apresentam uma nitida redugdo numérica e no volume
celular, a morfologia celular esta oval, sendo observado a formacéo de blastoconidios, hifas hialinas e
pseudo-hifas. Na presenca de 2 x CIM, é possivel observar uma redugcdo numérica de células,
formacdo de pseudo-hifas e inumeros clamidoconidios, a levedura apresentou uma morfologia
irregular, além de uma reducdo no volume celular quando comparado ao controle sem extrato. No
controle de crescimento (sem extrato) ndo foi observada a formacao de pseudo-hifas, blastoconidios
e clamidoconidios; as células se apresentam com formato mais arredondado, citoplasma com
presenca de vesiculas, mais volumoso e refringente.

Discusséao

O extrato de roma testado apresentou acdo fungicida na concentracdo de 2,5% (25 mg/mL) e
fungiostatica na concentracdo de 1% (10 mg/mL). Bernardo, Alavarce e Porto (2015) descreveram a
CIM de 25 mg/mL para o do extrato de roma contra C. albicans, no entanto, o extrato apresentou
acédo fungistatica nesta concentracdo. No estudo realizado por ANIBAL et al. (2013), que avaliaram
extratos do pericarpo, casca e fruto da roma, os valores de CIM variaram de 0,125 a 0,250 mg/mL, e
0 extrato apresentou apenas feito fungistatico contra C. albicans. SOUSA et al. (2022), descrevem a
CIM de 0,0625 mg/mL e CFM de 4 mg/mL para o extrato de romad sobre C. albicans. Uma das
possiveis hipéteses para a disparidade nos valores de CIM e CFM relatados neste trabalho e nos
estudos mencionados anteriormente é que a menor concentracdo testada neste estudo foi de 1%.
Isso significa que concentracdes mais baixas, as quais poderiam inibir o crescimento de C. albicans,
nao foram avaliados. Essa diferenca na concentracdo pode ter influenciado os resultados e levado a
valores de CIM e CFM divergentes entre os estudos.

Ao analisar a estrutura morfolégica da C. albicans tratada com 1x CIM e 2x CIM do extrato (Figura
2), observou-se uma reducdo no nuimero de células em comparacdo ao grupo controle, além de um
tamanho diminuido das células e morfologia irregular das mesmas. No entanto, apds o tratamento
com as diferentes concentracfes do extrato houve a formacédo de hifas e pseudofifas, estruturas
relevantes para a viruléncia da levedura. E possivel que o cultivo prolongado (72 horas) das células
com o extrato tenha desencadeado estresse celular, resultando na formacdo dessas estruturas de
resisténcia, devido as condicdes desfavoraveis para sua proliferacdo natural. A capacidade da C.
albicans de alternar entre a forma de levedura e as formas filamentosas, como hifas e pseudohifas, é
considerada um importante fator de viruléncia, conferindo ao fungo maior flexibilidade e
adaptabilidade durante a infeccdo. No entanto, é importante ressaltar que apenas a producdo de
pseudohifas ndo é um indicador definitivo da viruléncia da levedura (GUCWA et al., 2018).

Anibal el at. (2013) avaliaram, a partir de estudo de microscopia eletrbnica de varredura, as
alteracdes morfologicas promovidas pelo extrato de roma sobre C. albicans. As linhagens tratadas
com o extrato de roma apresentaram células agregadas, com superficie espessa e irregular e
paredes deformadas. Os autores descrevem o aparecimento de hifas com descamacao e ruptura na
célula. Em contrapartida, linhagens de C. albicans nao tratadas com extrato apresentaram hifas
normais (sem alteracdo ou descamacdo), células regulares e membrana citoplasmatica sem
alteracGes (ANIBAL et al. 2013).

O extrato de P. granatum contém punicalagina, molécula precursora da punicalina. Esses
compostos inibem o crescimento de C. albicans, devido a sua capacidade de inibir as enzimas
topoisomerase | e Il, presentes na levedura. No entanto, 0 mecanismo exato dessa ac¢éo ainda nao
esta totalmente esclarecido (BRIGHENTI et al., 2021). Os resultados deste estudo destacam o
potencial antifingico do extrato de roma sobre C. albicans, faz-se necessério a realizagdo de estudos
adicionais para elucidar o exato mecanismo de acdo e determinar a toxicidade seletiva deste, tendo
em vista perspectivas para uso futuro em formulacéo para desinfeccdo de ambientes hospitalares ou
tratamento de infecgBes fungicas.

Conclusao

O presente estudo avaliou o potencial antifingico do extrato de P. granatum contra C. albicans.
Foi descrita a CIM de 1% e CFM de 2,5% para o extrato. Embora o mecanismo da acéo antifingica
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ndo tenha sido esclarecido, o extrato promoveu alteracdo no desenvolvimento de estruturas
morfolégicas ligadas a patogenicidade das leveduras, alterando a micromorfologia das leveduras e
causando uma redugdo numérica na cultura. Os resultados demonstram potencial antifingico do
extrato estudado, despertando interesse de uso farmacéutico.
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