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determinado a néo desistir até conseguir.”
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Braga, Maria Flaviana Bezerra Morais. Dr2 Universidade Federal Rural de
Pernambuco. 02/2016. COMPOSICAO QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIFUNGICA DE EXTRATOS DE Psidium guajava L. (GOIABEIRA) E Psidium
brownianum MART. EX DC. (ARACA DE VEADO) SOBRE ESPECIES DE Candida.
Henrique Douglas Melo Coutinho; Felipe Silva Ferreira.

Resumo

Fungos do género Candida spp. possuem diferentes mecanismos de patogenicidade e
resisténcia, que favorecem seu sucesso adaptativo e o surgimento de infecgdes invasivas em
humanos. Na busca por novos agentes terapéuticos, extratos hidroetandlicos e aquosos das
folhas das espécies Psidium guajava e P. brownianum foram investigados quanto ao potencial
antifungico e composicdo quimica. A prospeccdo quimica e a quantificacdo do teor de fendis
totais foram realizadas. A composicao fendlica foi investigada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE-DAD). Os extratos foram testados frente a linhagens flngicas de
Candida albicans e C. tropicalis pelo método de diluicdo em caldo. Foi determinada a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) com leitura em espectrofotdmetro (ELISA). Os dados
obtidos foram usados para calculo da Clsp e montagem da curva de viabilidade celular. A
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada por subcultivo. Os extratos
(CIM/16) foram associados ao fluconazol para verificacdo de efeito potencializador. O efeito
sobre o dimorfismo de Candida spp. foi avaliado em camaras de microcultivo. A presenca de
flavonoides, fendis e taninos foi constada e os teores de fenodis variaram de 49,25-80,77 a
68,06-82,18 EAG/g para P. brownianum e P. guajava, respectivamente. Os compostos
majoritarios dos extratos na andlise foram, no geral, quercetina e luteolina. Os extratos
apresentaram efeito fungistatico (CIM 8.192 pg/mL) e a combinacdo dos extratos com
fluconazol demonstrou efeito sinérgico. Todos os extratos afetaram a transicdo morfoldgica
de C. albicans e C. tropicalis em concentragdes crescentes. Embora sejam produtos naturais
de plantas diferentes, a composic¢do quimica semelhante e os efeitos biolégicos demonstrados
indicam que as espécies do género Psidium sdo efetivas no combate a viruléncia de fungos de

Candida spp., sem eliminar essas populagdes.

Palavras-chave: Psidium. Leveduras. Fungistatico. Anti-dimorfismo. Sinergismo.
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Braga, Maria Flaviana Bezerra Morais. Dr2 Universidade Federal Rural de
Pernambuco. 02/2016. CHEMICAL COMPOSITION AND EVALUATION OF THE
ANTIFUNGAL ACTIVITY OF EXTRACTS FROM Psidium guajava L. (GOIABEIRA)
AND Psidium brownianum MART. EX DC. (ARACA DE VEADO) AGAINST Candida
SPECIES. Henrique Douglas Melo Coutinho; Felipe Silva Ferreira.

Abstract

The fungi of the genus Candida spp. present different mechanisms of pathogenicity and
resistance, which favor their adaptive success and the onset of invasive infections in humans.
In the search for new therapeutic agents, the hydroethanolic and aqueous extracts from the
leaves of the Psidium guajava e P. brownianum species were investigated for the antifungal
potential and the chemical composition. The chemical prospection and the quantification of
total phenols were performed. The phenolic composition was investigated by high-
performance liquid chromatography (HPLC-DAD). The extracts were tested against the
Candida albicans and C. tropicalis fungal strains by the broth dilution method. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined using a spectrophotometer (ELISA). The data
were used to calculate the 1Cso and construct the cell viability curve. The minimum fungicidal
concentration (MFC) was determined by subculturing. The extracts (MIC/16) were associated
with fluconazole to investigate the potentiating effect. The effect on the Candida spp
dimorphism was evaluated in microcultive cameras. The presence of flavonoids, phenols and
tannins were determined and phenol concentrations ranged from 49.25-80.77 to 68.06-82.18
EAG/g in P. brownianum and P. guajava, respectively. The major compounds detected in the
analysis were guercetin and luteolin. The extracts presented an antifungal effect (CIM 8.192
pug/mL) and the combination of these extracts with fluconazole caused a synergistic effect. All
extracts, at increasing concentrations affected the morphological transition of C. albicans and
C. tropicalis. Although these natural products belong to different plants, the similar chemical
composition and biological effects demonstrated here indicate that the species from the genus
Psidium are effective in the fight against the virulence of the Candida spp. fungi, without

however, eliminating these fungal populations.

Keywords: Psidium, Yeasts. Fungistatic. Anti-dimorphism. Synergism.
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1 INTRODUCAO GERAL

A resisténcia dos micro-organismos a agentes terapéuticos usados na atualidade tem
causado impacto econémico e social. A resisténcia fungica tem sido de certa forma
negligenciada quando se compara a grande repercussdo que tem a resisténcia bacteriana
(DELARZE e SANGLARD, 2015). Uma esta estritamente relacionada a outra, uma vez que o
uso intensivo da antibioticoterapia antibacteriana reduz a competividade na biota humana e
favorece o crescimento de leveduras de Candida spp. que oportunamente passam de
comensais a patdgenos (SHANKAR, et al., 2015). Além disso, outros fatores contribuem para
0 aumento da resisténcia, tais como a expressiva elevacdo do numero de pacientes
imunodeprimidos e o uso prolongado de dispositivos cirdrgicos, considerados drives de
resisténcia (DELARZE e SANGLARD, 2015; PERLIN et al., 2015).

As infeccOes causadas por Candida spp. tém apresentado elevado nivel de incidéncia,
onde Candida albicans e Candida tropicalis se destacam, com notoriedade para a primeira,
como agentes capazes de causarem infec¢bes invasivas (DEORUKHKAR; SAINI;
MATHEW, 2014). Seus fatores de viruléncia propiciam adaptabilidade, uma vez que
permitem o cumprimento de critérios importantes a sobrevivéncia, tais como possuir
tolerancia a altas temperaturas e potencial invasor, promover lise e absorcdo de tecidos
humanos e resistir as defesas imunoldgicas (KOHLER; CASADEVALL; PERFECT, 2015).

O contexto atual exige buscas por substancias bioativas que apresentem potencial
antifngico. Novos agentes terapéuticos podem estar contidos em plantas e
consequentemente, seus extratos e éleos essenciais podem servir como subsidios para estudos
aprofundados e pesquisas que contemplem e objetivem a formulagcdo de novos medicamentos
(SARDI et al., 2013).

A combinacdo de compostos multidrogas tem sido cada vez mais comum, uma vez
que aspectos econdmicos estdo em jogo. Assim, novas formulagdes farmacéuticas mais
potentes sdo testadas a partir de duas ou mais drogas pré-existentes (CHEN et al., 2014;
SPITZER et al., 2011). Pesquisas tém sido realizadas no sentido de promover a combinagdo
de farmacos comerciais, para 0s quais ja tenha sido verificado o fendmeno da resisténcia, com
produtos naturais na forma de extrato, fracdes, Oleos essenciais ou constituintes isolados,
numa tentativa de driblar a resisténcia de Candida spp. (CALIXTO JUNIOR et al., 2015;
REKHA e VIDYASAGAR, 2013; SINGH et al., 2013).
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Atividades bioldgicas de plantas podem ser indicadas como probabilidades através do
uso etnobioldgico em praticas medicinais populares ou através da filogenética, tendo como
base a semelhanga quimica entre as espécies e o0 registro de bioatividade exibido para plantas
aparentadas, entre outras abordagens (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006; SASLIS-
LAGOUDAKIS, et al., 2011).

Relatos etnoboténicos tém contribuido para descobertas importantes no cenario
farmacologico (ARAUJO; MELO; ALBUQUERQUE, 2014; JUAREZ-VAZQUEZ et al.,
2013; MACEDO et al., 2015). Em diversas localidades plantas sdo utilizadas para o
tratamento de infec¢Bes causadas por fungos, a partir da utilizacdo de folhas, raizes e demais
orgdos (FENNER et al, 2006; LIU, et al.,, 2012) por meio de diferentes preparacGes
terapéuticas feitas utilizando uma ou um conjunto de plantas, cujo potencial medicinal Ihe foi
creditado ao longo de geraces (MATQOS, 2009).

A composicdo quimica de espécies medicinais lhes agrega valor farmacoldgico e por
conta disso, espécies do mesmo género sdo pesquisadas na busca de atividades bioldgicas,
imputadas a acdo de seus metabdlitos secundarios. Neste sentido, o conhecimento da
composicdo quimica de uma espécie é fundamental para a elucidacdo de seus atributos
terapéuticos e, sobretudo, seu mecanismo de acdo (ARAUJO; MELO; ALBUQUERQUE,
2014; MATOS, 2009; WINK, 2015).

Em um contexto de diversidade vegetal, espécies do género Psidium figuram nos mais
variados ambientes nas regides neotropicais através de cultivo, contribuindo para o bem estar
de inumeras populagdes humanas tanto para a alimentacdo, quanto para finalidades
terapéuticas (COSTA, 2009; FRANZON et al., 2009). O género Psidium possui uma série de
atividades biolégicas comprovadas através de ensaios in vitro e in vivo, entre as quais, o efeito
antifingico (CAMACHO-HERNANDEZ et al., 2004; LAPENNA et al., 2003;
SUWANMANEE; KITISIN; LUPLERTLORP et al., 2014; WEN et al., 2011).

Dentre as espécies do género, Psidium guajava L. e Psidium brownianum, Mart ex
DC. possuem valor etnomedicinal, onde a primeira € conhecida por sua versatilidade
terapéutica, sendo utilizada entre outras coisas para o tratamento de sintomas associados as
infeccdes causadas por Candida spp. (MORAIS-BRAGA et al., 2015) e a segunda, usada para
a tratar sintomatologia ocasionadas pelo processo de infec¢do viral atribuida ao virus da gripe
(JESUS, 2012).

O objetivo desse estudo foi investigar a composi¢do quimica e o efeito antifingico (in

vitro) de extratos aquosos e hidroetandlico, nas formas de uso tradicional (infusdo, decoccéo e
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tintura), obtidos de P. guajava pomifera (goiaba vermelha) e P. brownianum Mart. ex DC.
(araca de veado ou goiabinha) sobre cepas de Candida albicans e Candida tropicalis. Para
tanto, inicialmente as plantas foram selecionadas utilizando-se duas distintas abordagens: a
etnodirigida (P. guajava) e a quimiotaxondmica (P. brownianum).

Os resultados da pesquisa estdo apresentados em capitulos disponibilizados apés a
revisdo de literatura. O capitulo inicial traz um artigo de revisdo sobre a etnobiologia e a
validacao cientifica das atividades antimicrobianas da espécie Psidium guajava. Nesta revisdo
ndo foi incluida a espécie P. brownianum, uma vez que informacdes etnofarmacoldgicas
sobre a espécie sdo escassas. Na sequéncia, sdo apresentados dois artigos abordando a
composi¢do quimica e a atividade anti-Candida de cada uma das plantas, separadamente,
preparadas conforme uso medicinal popular e ensaiadas para verificacdo do tipo de efeito
(fungistatico ou fungicida) exercido sobre Candida spp. e sobre o dimorfismo celular, um
fator de viruléncia de leveduras. Por ultimo, em um quarto artigo, é abordado o efeito
potencializador do antifungico fluconazol pelos extratos das espécies, além de serem
acrescentadas informacdes quimicas e uma comparacdo da composicao fenolica dos extratos
de P. guajava e P. brownianum.

Todas as informacdes obtidas para a espécie P. brownianum sdo de natureza inédita,
uma vez que esta, endémica do Brasil, ndo apresenta relatos bibliograficos de atividades
biolégicas nem de composic¢do quimica. Para a espécie P. guajava, o ineditismo fica por conta
da abordagem que é dada em relacdo ao efeito potencializador da acdo de antifungico e sobre
inibicdo da transicdo morfologica de Candida spp., além da padronizacdo das preparacdes

medicinais, baseadas no conhecimento popular para obtencéo de tais efeitos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ABORDAGENS PARA DIRECIONAMENTO DE PESQUISAS FARMACOLOGICAS

As pesquisas farmacologicas ao longo dos anos tem sido realizadas utilizando-se
diferentes tipos de abordagens, a maioria pautada em algum tipo de observacédo
(ALBUQUERQUE e KANAZANI, 2006). As abordagens randdmica, etologica,
biotecnolodgica, quimiotaxonémica e a etnobioldgica sdo as mais conhecidas.

Muitas vezes a busca por plantas com potencial farmacologico se d& apoés
levantamento floristico de uma determinada regido, onde plantas, de forma aleatéria, séo
levadas a investigacGes quanto a sua constituicdo quimica e seus potenciais farmacologicos,
em um tipo de abordagem denominada randémica (ALBUQUERQUE e KANAZANI, 2006).

Outra estratégia para encontrar espécies bioativas é a que se baseia em
zoofarmacognosia, que é o uso das plantas por animais para tratamento de suas enfermidades.
Esta abordagem se baseia na observacdo das interacfes ecoldgicas entre 0s seres, como por
exemplo, animais e plantas (GUIRADO e CUELLAR, 2008) e pode ser conhecida também
por abordagem etolégica (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

Novas tecnologias favorecem novas metodologias e nesse sentido, outro método
direcionador de pesquisas farmacoldgicas se baseia em ferramentas biotecnoldgicas. A
genbmica, protebmica e a metabolémica priorizam o conhecimento bioquimico e molecular
das espécies que podem subsidiar as investigacdes na busca por principios ativos (GUIRADO
e CUELLAR, 2008).

A quimiotaxonomia baseia-se no fato de que existem grupos “quentes” de plantas com
atividades bioldgicas, espécies aparentadas que podem exibir potencial medicinal e que ha
uma relacdo entre filogenia e distribuicdo de componentes quimicos nas plantas. Diante desse
contexto pesquisas farmacologicas tém sido realizadas tendo como base a relacdo entre a
semelhanca quimica e o registro de bioatividade ja relatado para familias e géneros do qual
faz parte a espécie que se deseja investigar (SASLIS-LAGOUDAKIS, et al., 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais por diferentes populagdes, fato que perpassa
geracOes, tem destacado espécies que apresentam principios ativos de reconhecida relevancia
clinica, que em alguns casos foram transformados em medicamentos modernos
(GHORBANI; NAGHIBI; MOSADDEGH, 2006). Evidéncias terapéuticas de sucesso

observadas a partir do cotidiano de comunidades tradicionais ou locais tém inspirado
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pesquisas farmacoldgicas, e isto configura a base da abordagem etnobioldgica, que se norteia
nas praticas e no conhecimento popular, consolidado através do tempo, da cultura e da
histéria de diversos povos, contribuindo para a descoberta de agentes com potenciais
terapéuticos ou ainda de um novo farmaco, mais especificamente (ALBUQUERQUE e
HANAZAKI, 2006; GHORBANI; NAGHIBI; MOSADDEGH, 2006).

2.2 ESTUDOS QUIMICOS E SUA IMPORTANCIA

A natureza contribui de forma expressiva para producdo do que se conhece como
substancia organica e isto pode ser verificado em diferentes grupos de seres. O reino vegetal
se destaca por contribuir com parte substancial de metabolitos secundarios disponiveis na
natureza, o que possibilita, sobretudo, a sobrevivéncia de espécies e sua adequacdo a
diferentes tipos de ambientes e interagdes ecoldgicas. Estas substancias possuem grande valor
agregado devido as suas aplicagbes como cosméticos, alimentos, agroquimicos e
medicamentos (PINTO et al., 2002; SIMOES et al., 2010).

Em virtude da importancia dos metabdlitos secundarios tanto para a satde quanto para
a alimentacgdo, o estudo sobre a composi¢cdo quimica de espécies vem se tornando cada vez
mais crescente e aprofundado, sendo que, em um contexto farmacéutico, o principal interesse
é essencialmente pelo fato de possuirem notaveis atividades bioldgicas farmacologicamente
aplicaveis (MATOS, 2009; SIMOES et al., 2010).

A abordagem fitoquimica aplica um conjunto de técnicas de prospeccdo que
possibilita ao pesquisador “um certo grau de familiarizacdo com o material trabalhado”, além
de elucidar e catalogar os constituintes quimicos oriundos do metabolismo secundario dos
seres Vvivos, por meio do isolamento e deslindamento de sua constituicio molecular,
agregando conhecimento sobre inimeros compostos naturais (MATQOS, 2009).

Os resultados de uma prospeccdo quimica poderdo variar para uma mesma espécie
caso ndo seja observada uma padronizacdo nas técnicas do pesquisador. De acordo com
Chang et al. (2013), fatores como hora da colheita, forma de coleta e processamento,
temperatura, entre outros, podem influenciar, provocando diferencas no perfil quimico. O
processo de elucidacdo da composicdo quimica das espécies pode ser dificultado devido a
diferentes fatores como o seu dinamismo quimico, o tipo de clima, solo e at¢ mesmo da

luminosidade solar do ambiente no qual esta inserida (MATOS, 2009).
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Diferentes tipos de metodologias séo utilizados para detectar, quantificar e até mesmo
isolar compostos contidos em produtos naturais que sdo analisados na forma de extratos, 6leos
e fracdes polares e apolares. A marcha quimica € um método que favorece a deteccdo de
constituintes quimicos micromoleculares em quantidades contemplaveis em extratos vegetais,
que possui algumas limitagdes, como por exemplo, a impossibilidade de revelar a presenca de
protidios, glicidios e outras substancias macromoleculares (MATOS, 2009).

No campo da andlise instrumental, a cromatografia tem sido usada como ferramenta
para a realizacdo de procedimentos analiticos qualitativos e quantitativos de compostos
complexos (ZHANG et al., 2015). E um método fisico-quimico de separagio utilizado para a
deteccdo de compostos atraves da comparacdo com analitos padrdes, além de possibilitar o
isolamento e purificacdo de compostos (DEGANI; CASS; VIEIRA, 2011). Esta técnica figura
entre as principais quando se trata de separacdo de compostos, uma vez que permite a analise
de substancias em matrizes complexas, separando componentes contidos nas misturas, gragas
a eficiéncia e poder de resolucdo de suas colunas. Dessa forma, torna-se possivel proceder a
analise em fluidos biologicos, produtos naturais, sedimentos de rio e outros (LANCAS, 2009).

Uma das técnicas analiticas mais utilizadas nos ultimos 40 anos é a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), empregada em laboratorios de anélises diversos como 0s
de industrias quimica e farmacéuticas, por exemplo (MALDANER e JARDIM, 2009). Nesse
tipo de analise cromatografica, o uso de detectores como indice de Refragdo, Ultravioleta,
Espalhamento de luz, Fluorescéncia e outros, associados a softwares especificos, favorecem a
realizacdo de analises quantitativas de constituintes de uma mistura em baixissimas
concentragdes. Detectores baseados em arranjos (malhas) de diodos (“Photodiode Array”,
PDA), aliados a computadores modernos e softwares adequados possibilitaram o
armazenamento de dados de uma faixa espectral, geracdo de espectros tridimensionais e

determinacdo automatica da pureza de picos cromatograficos (LANCAS, 2009).
2.3 DISTRIBUICAO, MORFOLOGIA E ETNOBIOLOGIA DO GENERO Psidium
2.3.1 Género Psidium
A familia Myrtaceae possui 10 géneros entre 0s quais Psidium esta inserido

(GIARETTA e PEIXOTO, 2015) e seus individuos apresentam habito que pode variar entre
arbustivo, subarbustivo e arb6reo (SOBRAL et al., 2015).
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Nesse género estdo incluidas aproximadamente 92 espécies de acordo com Govaerts et
al. (2008), que possuem distribuicdo neotropical, podendo ser encontradas do Sul do México a
Argentina, na india e em arquipélagos do Pacifico (FRANZON et al., 2009), em diferentes
ambientes, tais como: area antropica, Caatinga Campo de Altitude, Campo Limpo, Campo
Rupestre, Carrasco, Cerrado, Floresta de Terra Firme, Floresta de VVarzea, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Ombrofila (= Floresta Pluvial), Floresta Ombrofila Mista, Restinga,
Savana Amazonica (SOBRAL et al., 2015).

As plantas apresentam folhas simples e opostas, glabas, ou com indumento, tricomas
simples, flores pentameras solitérias, axilares ou em pequenos racemos, dicésio ou botridides.
Os botdes maduros variam de 4 mm a 15 mm; o célice apresenta morfologia varivel,
oscilando de cupuliforme até caliptrato e, raramente, apendiculado; as pétalas sao livres e
alternadas, de cor branca ou creme; muitos estames podem ser visualizados (60 até 320)
arranjados em 3 a 12 verticilos; possui ovario infero, com 2 a 5 léculos e alguns a muitos
6vulos por loculos, com placentagdo intrusiva; fruto sdo bacéides com muitas sementes;
sementes com testa O0ssea e embrido coclear com cotilédones apicais (COSTA, 2009;
FRANZON et al., 2009).

Espécies de Psidium possuem importancia etnobotdnica sendo utilizados na
alimentagdo, para consumo tanto in natura quanto industrializados, em processos
agroindustriais; na medicina local como agente terapéutico, através do aproveitamento de
partes como caule, raiz, folhas; na producdo de madeira para constru¢do e lenha para

aproveitamento doméstico, de artesanatos e pelo fornecimento de sombra (CAMPQS, 2010).

2.3.2 Espécie Psidium guajava L.

A espécie Psidium guajava L. (Figura 1), comumente conhecida como goiaba, € uma
arvore que pode apresentar crescimento até cerca de 35 m de altura (JOSEPH e PRIYA,
2011a). Nativa da América tropical, pode se adaptar a diferentes condicdes climaticas e ser
cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo, estando disponivel a populacGes
locais (GUPTA; CHACAL; ARORA, 2011; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008;
JOSEPH e PRIYA, 2011a).

Possui tronco tortuoso com casca lisa e descamante, folhas simples, oblongo-elipticas
a ovaladas e de textura coriacea, de 8-12 cm de comprimento por 3-6 cm de largura, com

tricomas simples tanto na nervura central como em toda lamina da face abaxial (BACCHI;
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OKAMOTO; KATO, 2009; DUARTE, PAULA, 2005). Suas flores sdo brancas, axilares,
solitarias ou em grupos de 2-3, possuem botBes com célice conico e os frutos sdo bacdides,

com polpa doce e aromatica nas cores amarela, rosa ou branca e numerosas sementes
(CAMPQS, 2010).

Figura 1. Aspectos morfoldgicos de Psidium guajava L. variacdo pomifera

Fonte: Fotos originais

Do género a qual pertence, P. guajava é uma das plantas com grande valor econémico
e medicinal. Seu fruto é muito apreciado e conhecido, com expressiva producdo mundial
(TZEC et al., 2010) e o consumo é feito in natura e novas alternativas sdo geradas através da
industrializagdo, como o preparo de geleias (ZOTARELLI; ZANATTA; CLEMENTE, 2015),
doces (FREDA et al, 2014), barra de cereais (ROBERTO et al., 2015), bolos (SOUSA et al.,
2014; UCHOA et al., 2011) e sucos (BATISTA et al., 2010), entre outros produtos.

A espécie possui destaque no uso medicinal tendo suas partes utilizadas para o
tratamento de diversas enfermidades, tais como infeccOes respiratérias, intestinais e urinarias,
célera, diabetes, hipertensdo, dores, doencas venéreas, doengas de pele, gastrites, Ulceras,
micoses, aftas, diarreia, entre tantas outras, sendo preparada na forma de decoccdo, infusdo,
tintura, pasta e p6 (BARBALHO et al., 2012; BORBA e MACEDO, 2006; GUTIERREZ;

MITCHELL; SOLIS, 2008; SHRUTHI et al. 2013).
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Possui diferentes efeitos farmacologicos comprovados e entre estes podemos citar:
atividades antibacteriana (RAJAN et al., 2015), antifungica (SUWANMANEE; KITISIN;
LUPLERTLOP, 2014), antiprotozoaria (GACHET et al, 2010), antiviral
(SRIWILAIJAROEN et al., 2012), antioxidante (FLORES et al.,, 2015), antiabética
(MAZUMDAR; AKTER; TALUKDER, 2015) e antidiarreica (OJEWOLE; AWE;
CHIWORORO, 2008), além de outros potenciais terapéuticos.

No que diz respeito a atividade antifingica, P. guajava tem sido abordada em muitas
pesquisas que relatam seu efeito contra leveduras, fungos dermatéfitos e filamentosos, nas
quais foram avaliados diferentes tipos de extratos e fracGes por métodos diversificados
(CHANU et al., 2011; EGHAREVBA et al., 2010; FERREIRA et al., 2013; FONSECA e
BOTELHO, 2011; MAILOA et al., 2014; PADRON-MARQUEZ et al., 2012; PERERA et
al., 2014; SUWANMANEE; KITISIN; LUPLERTLOP, 2014). Como exemplo, podemos citar
ensaios frente a linhagens de Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata e C. dublinensis),
cujos resultados mostram variagdes de Concentracdo Inibitoria Minima (15 a 250 pg/mL)
guando foram testados o0s extratos aquosos, etandlicos e de acetona (FERREIRA et al., 2013)
e zonas de inibicdo que variaram de 10 a 14 mm frente a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei
quando foi testado o potencial do extrato hidroetan6lico (FONSECA e BOTELHO, 2011).

A composi¢do quimica de P. guajava ja investigada, havendo registros inclusive, de
compostos isolados; Thenmozhi e Rajan (2015) detectaram a presenca de taninos, saponinas,
flavonoides, esteroides, carboidratos, polifendis e glicosideos nas folhas da planta. Entretanto,
além da constatacdo de tais metabdlitos, outros compostos foram identificados, como por
exemplo:  &cido  1,2-benzenodicarboxilico,  dibut, alfa-bisabolol, acido  1,2-
benzenodicarboxilico, butil, hexadeca-2,6,10,14-tetraen, cariofileno, cloreto de bis (2-
etilhexil) ftalato, nerolidol e germacreno. Também possui outros compostos, tais como
obtusilino, clovan-2f, 9a-diol, cariolano-1,9p-diol, &cido-3p- (p-oxi-cumaroil) -2a, 23-
dihidroxi urs-12-en-28-0ico e acido-3p, 6p, 23 -trihidroxi -urs-12-en-28-6ico (BEGUM et al.
2015). Entretanto, mais constituintes foram relatados no trabalho de revisdo feito por
Barbalho et al. (2012) e Gupta, Chahal e Arora (2011) que relataram fitoconstituintes de
varias partes da planta e de Joseph e Priya (2011b) que abordam os compostos encontrados no

Oleo essencial.
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2.3.3 Espécie Psidium brownianum Mart ex DC.

A espécie Psidium brownianum Mart. Ex DC. (Figura 2), araca-de-veado, como €
localmente denominada na Chapada do Araripe, Brasil, pode ser caracterizada como sendo
arbusto ou arvore, atingindo de 0,5 — 8 m (SOBRAL, 2015). E uma planta glabra, com folhas
geralmente coridceas e peciolo curto, suas flores sdo brancas e o fruto pode variar entre
eliptico e estriado e globoso e possuindo geralmente 12 sementes (GIARETTA e PEIXOTO,
2015; OLIVEIRA, 2013).

Planta nativa e endémica do Brasil é registrada nas regides Nordeste (Alagoas, Bahia,
Pernambuco) e Sudeste do Brasil (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro), nos
dominios fitogeograficos da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SOBRAL et al., 2015).
Neste trabalho, registramos também a sua ocorréncia na Chapada do Araripe em Crato, Ceara.

O uso etnobotanico de P. brownianum tem sido verificado em algumas localidades da
Bahia, Brasil, onde o fruto € apreciado para alimentacdo e suas folhas jovens, no caso brotos,

sdo utilizados para o tratamento de gripe (JESUS, 2012).

Figura 2. Aspectos morfoldgicos de Psidium brownianum Mart. Ex DC.

Fonte: Fotos originais
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Sendo uma espécie com poucos relatos bibliograficos, ainda ndo foram registradas
informacgdes sobre atividade bioldgica e constituicdo quimica.

2.4 LEVEDURAS DO GENERO CANDIDA DE INTERESSE CLINICO

2.4.1 Género Candida

Fungos podem assumir diferentes papéis junto a espécie humana. Enquanto comensais
associam-se ao hospedeiro sem prejudicéd-lo e enquanto parasitos, existem espécies que
podem se comportar como parasitos obrigatérios, facultativos ou ocasionais e, dependendo do
seu potencial invasor e de viruléncia, acarretam morbidades que podem variar no que diz
respeito a intensidade e gravidade (MORAES; LEITE; GOULART, 2008).

Diversas leveduras comensais, presentes nas superficies mucocutaneas, podem, diante
de fatores extrinsecos e intrinsecos, sofrer um desequilibrio no seu crescimento populacional
e, consequentemente invadir e lesionar tecidos vivos, comportando-se como oportunistas
(BROWN et al. 2012; SIDRIM e ROCHA, 2010).

Alguns grupos de leveduras podem ser destacados como sendo de relevante interesse
clinico, como por exemplo, os géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon,
Saccharomyces e Blastoschizomyces (SIDRIM e ROCHA, 2010).

Leveduras do género Candida spp. sdo reconhecidas e consideradas por serem as
maiores responsaveis por infeccdes fungicas nosocomiais (RIBEIRO et al. 2004). Diversas
espécies deste género, exceto Candida glabrata e Candida krusei, traduzem o cdédon CTG
como serina ao invés de leucina e sdo capazes de alternarem tanto a morfologia celular quanto
a de suas coldnias, fatores que tem forte relacdo com a sua patogenicidade (BUTLER et al.,
2009; MANCERA et al, 2015). Candida spp. sdo taxonomicamente enquadradas no reino
Fungi, filo Eumycota, subfilo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia
Cryptococcacea e compreendendo aproximadamente 200 espécies (SIDRIM e ROCHA,
2010).

Estes fungos possuem morfologia leveduriforme, sdo unicelulares e reproduzem-se por
brotamento, podendo ser encontradas em membranas mucosas de mamiferos, especialmente
as do trato gastrointestinal e genitourinario, habitando como comensais, com potencialidade
para se tornarem patdgenos oportunistas com capacidade provocar infecgdes superficiais e
sistémicas (KOHLER; CASADEVALL; PERFECT, 2015; MICELI; DIAZ; LEE, 2011).
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As infecgdes causadas por espécies de Candida geralmente tém acometido pacientes
imunocomprometidos, usuérios de nutricdo parenteral e antibi6ticos de amplo espectro, de
cateteres intravenosos e que se submetem a quimioterapia citotdxica e a transplante de 6rgaos
(ORTEGA et al., 2011).

A espécie Candida albicans é responsavel por mais de 50% das infec¢des superficiais
e sistémicas causadas pela acdo de leveduras (SILVA-DIAS, 2015), mas o acometimento de
infeccdes por espécies ndo-albicans tem se intensificado. Sidrim e Rocha (2010) registraram
que quadros clinicos envolvendo leveduras do género Candida geralmente revelam a presenca
de C. albicans, C. tropicalis, Candida parapsilosis, C. glabrata e C. krusei, sendo que, é
possivel encontrar outras espécies menos comuns, como Candida lusitaniae, Candida rugosa,
Candida pseudotropicalis, Candida guilllermondii, por exemplo.

As espécies do género Candida possuem diferentes fatores de viruléncia e a expressao
destes pode variar, pois depende da espécie responsavel pela infecgdo, da origem geogréfica e
do tipo, local e estagio da infeccdo (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Os fatores
de viruléncia incluem, desde a formacdo de tubo germinativo, proteinas do tipo adesinas,
biofilme, tigmotropismo, producdo de enzimas hidroliticas e alteracdes fenotipicas, entre
outras particularidades (SARDI et al., 2013).

2.4.2 Espécie Candida albicans

Candida albicans é uma espécie comensal de mucosas superficiais, encontrada no
trato gastrointestinal, cuja populacdo é controlada no organismo humano por trés fatores: flora
microbiana normal, barreiras epiteliais e o sistema imunoldgico (GOW e HUBE, 2012).
Possui capacidade adaptativa e, portanto, potencial para se tornar um patdgeno oportunista,
especialmente em individuos com imunidade comprometida (KADOSH e LOPEZ-RIBOT,
2012), implantando-se secundariamente no decurso do diabetes, de traumatismos diversos,
gravidez e em individuos infectados pelo HIV (ZHANG et al., 2002). C. albicans € uma das
principais causadoras de infeccGes fungicas em humanos, sendo que estas ocorrem em
decorréncia de alteragdo imunoldgica no organismo humano e da viruléncia da espécie, que
apresenta plasticidade morfologica (MONGE et al. 2006).

Podem existir trés morfologias diferentes para a célula de C. albicans: a levedura, a
pseudohifa e a hifa. Enquanto as leveduras crescem por brotamento, nas pseudohifas, as

células sofrem alongamento, mas ndo se separam da célula-méde e mantém constrigdes nas
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juncdes septais. Ja as hifas se apresentam como células alongadas de aspecto tubular sem, no
entanto, possuir constri¢es nas juncoes septais (KIM e SUDBERY, 2011).

Uma série de fatores fisicos, quimicos e biologicos podem influenciar no crescimento
e na patogenicidade de C. albicans, entre esses, temperatura, atividade de agua, gases,
metabolitos e concentracdes de ions (COTTIER e MUHLSCHLEGEL, 2009).

A capacidade que a espécie tem de sofrer alteracdo morfoldgica passando da forma
leveduriforme (dispersiva) para a filamentar (invasiva e capaz de escapar do fagossoma)
(Figura 3) é uma das suas caracteristicas mais notaveis e esta pode ser induzida por sinais
ambientais tais como, a presenca de soro de mamifero, temperatura corporal, densidade
celular, alteragdes de pH e estado de inanicdo (KADOSH e LOPEZ-RIBOT, 2013; KIM,
SUDBERY, 2011; MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

Figura 3. Tipos celulares de Candida
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Fonte: O’Donnell; Robertson; Ramage (2015), com permissao.

O estado leveduriforme é favorecido por uma temperatura de 30° C e manutencéo de
pH é&cido (pH 4,0). Hifas e pseudohifas sdo formadas com a elevagdo da temperatura para 37°
C e 35° C e pH neutro e acido (pH 5,5) respectivamente, presenca de soro, quantidade elevada
de CO, e presenca de N-acetilglucosamina. O processo de formacéo das hifas é regulado por
um mecanismo de quorum-sensing, no qual as leveduras produzem pequenas moléculas
como, por exemplo, o farnesol que é capaz de inibir a producéo das hifas (KIM e SUDBERY,
2011). Entretanto, C. albicans possui outros mecanismos de patogenicidade que agem desde o

primeiro contato com pele e mucosa até a invaséo de tecidos.
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Os processos de ades@o e invasdo de C. albicans ocorre quando, inicialmente as
leveduras se ligam as superficies celulares através da expressdo de proteinas denominadas
adesinas. O contato com a célula favorece o dimorfismo das espécies de Candida e um tipo de
crescimento direcionado conhecido como tigmotropismo. Nesse ponto, proteinas invasinas
sdo expressas e medeiam um mecanismo de adsor¢cdo do fungo por meio de endocitose
induzida. A invasdo celular ocorre por penetragdo ativa, através da quebra de barreiras
(aderéncia, forca fisica e secrecdo de hidrolases). A fixacdo de leveduras de C. albicans em
superficies bidticas (células hospedeiras) e abioticas (cateteres) e a plasticidade fenotipica
(Phenotypic Switching) desencadeiam a formagdo de biofilme, um acumulo organizado de
celulas, onde as formas leveduriformes localizam-se na camada inferior e as hifas se
sobrepdem na camada superior do mesmo. A adaptacdo do fungo ao microambiente é
mediada por atributos de fitness, resposta ao estresse, flexibilidade metabdlica, absorcédo de
diferentes compostos, regulagdo de pH (MAYER; WILSON; HUBE, 2013). Alguns fatores de

viruléncia descritos podem ser visualizados na Figura 4.

Figura 4. Mecanismos de patogenicidade em Candida albicans
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Na descrigdo acima, pode ser observada a expressédo de diversos fatores de viruléncia,
como por exemplo, formacdo de proteinas de adesdo da superficie celular, denominadas de
adesinas (adesinas do tipo Als, EAP1, Hwpl, Rbtl, MP65, Cshl, PRAL, entre outras) que sao
reguladas por um grande numero de vias reguladoras transcricionais, secrecdo de enzimas
hidroliticas (aspartil proteinases, fosfolipases), defesa contra espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (O’ DONNELL; ROBERTSON; RAMAGE,
2015), a formacdo de biofilmes com tipos celulares heterogéneos que exibem tanto maior
resisténcia a antifingicos do que as células planténicas de C. albicans quanto uma grande
expressdo de adesinas (DESAI e MITCHELL, 2015), a transicdo morfologica conforme
supra-explicitado, entre outros.

2.4.3 Espécie Candida tropicalis

Leveduras de C. tropicalis sdo clinicamente encontradas em individuos neutropénicos
gue se sujeitaram a terapia intensiva para tratamento de céancer, os que passaram por
tratamentos no qual se fazia necessario o uso de cateteres por longos periodos, aqueles que
fizeram uso de antibioticoterapia intensa, pacientes com quadro de diabetes melitus, 0os com
idade avancada ou algumas das situagcdes combinadas (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW,
2014; NEGRI et al., 2010).

Tem sido relatado que C. tropicalis € uma das espécies de Candida mais
diagnosticadas em isolados clinicos, tornando-se responsavel por diferentes tipos de
infeccbes, onde os tratos gastrointestinais e urinarios sdo importantes portas de entrada.
Fungemias causadas pela espécie sdo observadas com maior frequéncia em pessoas com
cancer, com idade avancada, apresentando taxa de mortalidade mais elevada do que a de
outras espécies (MUNOZ, et al., 2010).

Apesar de sua relevancia como patdégeno humano, o seu potencial enquanto agente
infeccioso ainda é pouco conhecido (MORALEZ et al., 2014). Entretanto, diversos fatores de
viruléncia da espécie estdo relacionados a sua patogenia, sendo alguns ja conhecidos, e outros
ainda em processo de estudo. Estes fatores de viruléncia sdo comuns a maioria das espécies de
Candida, mas apresentam atributos especificos (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014).

Entre os fatores de viruléncia identificados para C. tropicalis podemos citar: secrecéo
de enzimas hidroliticas extracelulares como as proteinases arparticas, fosfolipases, coagulases

e gemoliticas, que possuem fundamental importancia para invasdo de tecidos e 0rgaos;
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ruptura de membranas celulares (DAS e BALLAL, 2008); capacidade de promover hemolise
para captacdo de ferro (FRANCA et al., 2010) e induzir coagulagdo do plasma sanguineo
(DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014).

Candida tropicalis apresenta alta capacidade de formacdo de biofilme, que lhe
confere vantagens em relacdo 1) as defesas do hospedeiro, 2) resisténcia antifingica
significativa, 3) estabelece um reservatorio que favorece reinfeccBes e 4) tem acarretado
maior morbidade e taxas de mortalidade (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Outro
atributo de patogenicidade de C. tropicalis é a capacidade de sofrer alteracdo fenotipica —
comutacdo (MORALEZ et al, 2014), evento importante tanto para que o fungo possa se
adaptar as alteracGes ambientais durante a infec¢do quanto para a regulacao dos diversos tipos
de caracterizacdo de patogenicidade em Candida spp.

O dimorfismo celular da espécie, ou seja, a capacidade de poder sofrer alteracdes de
uma forma celular para outra (levedura-psuedohifa-hifa) através de transicdo morfoldgica,
figura ainda como um importante fator de viruléncia, sendo que o gene efgl tem um papel
chave em diversos processos de viruléncia tais como filamentacdo, formacao de biofilme e de
comutacdo branco-opaca e regulacao de transi¢bes morfoldgicas conforme ocorre também em
C. albicans (MANCERA et al, 2015).

2.4.4 Resisténcia de espécies de Candida a drogas antifingicas

Problemas com a suscetibilidade de espécies de Candida tém sido uma constante, uma
vez que 0 surgimento de importantes mecanismos de resisténcia fangica a farmacos
disponiveis tem sido registrado em vérios trabalhos (ARENDRUP e PERLIN, 2014; JENSEN
etal., 2015; SANGLARD e COSTE, 2015).

Sdo descritos na literatura dois tipos de resisténcia aos medicamentos antifingicos,
sendo elas a microbioldgica e a clinica. A resisténcia microbioldgica se trata da auséncia de
susceptibilidade de um patégeno fungico a um agente antifingico, tendo sido constatada
através de testes de susceptibilidade in vitro e comparado com outros isolados da mesma
espécie. A resisténcia clinica diz respeito a “persisténcia de uma infec¢do fungica” verificada
apos realizacdo de tratamento adequado (SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL,
2015).

Na resisténcia microbioldgica sdo caracterizados dois tipos de resisténcia: a primaria

(ou intrinseca), observada naturalmente em determinados fungos, sem que tenha havido
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exposicao prévia a drogas, e a secundaria (ou adquirida), verificada em linhagens que foram
expostas previamente ao agente antiflngico, sendo dependente de expressdo do gene alterado
(KANAFANI e PERFECT, 2008).

Uma variedade de mecanismos bioquimicos ja conhecidos, além de outros em
estudo, contribuem para o aparecimento do fendtipo de resisténcia a drogas como a reducéo
da captacdo ou o aumento do efluxo celular por meio de bombas, modificacdo ou degradagéo
da droga dentro da celula, mudancas na interacdo da droga com o seu sitio alvo (mutacdes de
ERG11), superexpressao do alvo alterado, desenvolvimento de percursos de desvio, alteragdes
enzimaéticas, entre outras, ou ainda a aditividade de mais de um mecanismo (MAYER,;
WILSON; HUBE, 2013; SEGATO, 2008). A dindmica destes mecanismos é uma constante,
sobretudo pelo aparecimento de novos aperfeicoamentos e modificagdes, em uma evolucao
progressiva, o que dificulta cada vez mais a eficacia das terapias (PERLIN et al., 2015).

As opgdes terapéuticas disponiveis incluem azoles (fluconazol, voriconazol,
posaconazol e isavuconazole) e polienos (anfotericina B), cujo mecanismo de agdo tem como
alvo a modificacdo da membrana da célula, os acidos nucleicos e proteinas, flucitosina (5-
fluorocitosina) que interfere na sintese de DNA, RNA e proteinas flngicas, e as
equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) que agem na parede celular
(PERLIN et al., 2015). O fluconazol especificamente age inibindo a via da biossintese do
maior componente da membrana celular dos fungos, o ergosterol. Nesse processo, 0
fluconazol inibe a enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase no sistema enzimatico Citocromo P-
450 dos fungos, que é codificada pelo gene ERG11. Dessa forma, o lanosterol ndo podera ser
convertido em ergosterol e consequentemente havera acimulos de precussores e alteracfes na
membrana fangica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; SANTOS JUNIOR et al., 2005).

A anfotericina B é um antiflgico sistémico de efeito terapéutico eficiente, mas de
expressiva toxicidade (MENEZES et al., 2013). A resisténcia a este antifungico tem sido
considerada incomum com ocorréncia de 1-3% e por conta disso, a descricdo molecular dos
mecanismos & pouco abordada. Relatos apontam que esta resisténcia esta relacionada a
existéncia de mutantes com baixos niveis de ergosterol, bem como a perturbacGes de niveis e
composi¢do de fosfolipidios na membrana fungica, que podem ter sido ocasionadas pela
expresséo de genes ERG2, ERG3 e ERG11 (CUENCA-ESTRELA, 2014).

Resisténcia a agentes azolicos, entretanto, sdo bem mais comuns, tendo sido relatada

para varias espécies de Candida, entre elas C. tropicalis e C. albicans. Para o fluconazol, por
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exemplo, a taxa de resisténcia tem sido observada entre 10% e 25% e os isolados resistentes a
este tem apresentado também, uma resisténcia cruzada com outros agentes azdlicos.

Eventos relacionados com a resisténcia aos azélicos podem ser citados, como por
exemplo, a expressdo de genes CDR1, CDR2 e MDR1, responsaveis pelo desenvolvimento de
bombas de efluxo, que expulsam substancias consideradas nocivas a célula, resultando em
baixas concentra¢cdes do antifungico; alteracbes ou sobre-regulacBes da enzima alvo dos
derivados azolicos lanosterol 14-a-demetilase, codificada pelo gene ERG11, provocando
impedimento de ligacdo de azb6is com o0 sitio enzimatico; alteracbes genéticas como a
duplicacdo cromossdmica, a conversdo genética e recombina¢do mitética ou ainda a
coexisténcia de  varios  destes mecanismos (CUENCA-ESTRELLA, 2014,
MORSCHHAUSER, 2016).

No que diz respeito as equinocandinas, a taxa de resisténcia ainda expressa niveis
baixos (<2-3%), mas tem sido relatado um aumento na incidéncia em algumas espécies de
Candida (PERLIN et al., 2015). As equinocandinas agem através de inibi¢cdo ndo-competitiva
com f sintase (1,3) D-glucano, enzima responsavel pela biossintese de B (1,3) D-glucano, um
componente chave da parede da célula fangica. A resisténcia verificada para as
equinocandinas ainda estdo em processo de deslindamento, entretanto, pode-se citar as
respostas adaptativas de stress, resultando na elevacdo do teor de quitina da parede celular e
substituicdes de aminoacidos ocasionadas por mutacfes de pontos em regides codificantes de
subunidades de genes FKS B (1,3) D-glucano que conferem resisténcia a droga por reduzir o
impacto sobre a célula (BEYDA; LEWIS; GAREY, 2012; SANGUINETTI; POSTERARO;
LASS-FLORL, 2015).

A problemética da resisténcia fingica vem sendo amenizada com a introducdo de
novas formulacdes terapéuticas para o tratamento de infec¢Oes, entretanto, ha uma tendéncia
para a ocorréncia de repeticdo de padrdo, uma vez que 0 excessivo uso de antibioticoterapia
favorecera o desenvolvimento de novos mecanismos de resisténcia (O’DONNELL;
ROBERTSON; RAMAGE, 2015). Torna-se premente a realizagdo de novas pesquisas,
inclusive com produtos naturais, para que seja possivel encontrar fontes potencialmente

bioativas que possibilitem a elaboracdo de novas formulacGes terapéuticas.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacolégica: O uso popular de plantas tem direcionado pesquisas
farmacoldgicas destinadas a combater micro-organismos patogénicos. A espécie Psidium
guajava L. é apontada como uma planta de grande versatilidade de uso tanto na alimentacéao
guanto como agente terapéutico. Raiz, caule, folhas, frutos, flores e sementes sao
aproveitados para fins medicinais, especialmente através de infusdes e decocgaos, para uso
oral e topico. P. guajava é utilizada para tratamento de sintomatologias relacionadas ao mau
funcionamento do organismo e de doengas causadas pela acdo de micro-organismos
patogénicos e/ou oportunistas. Muitas pesquisas farmacoldgicas tém sido realizadas com a
finalidade de validar cientificamente seu potencial terapéutico.

Obijetivo do estudo: Este trabalho tem como objetivo relacionar o uso popular e a validagédo
cientifica da planta como agente terapéutico no tratamento de doencgas e sintomatologias

causadas pela acéo de protozodrios, fungos, bactérias e virus.
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Material e métodos: Um banco bibliografico foi montado com publicacbes relacionadas a
etnobiologia de Psidium guajava (2005 — 2015) e pesquisas farmacoldgicas voltadas para
comprovacao do potencial bioativo no tratamento e cura de infeccdes e parasitoses (2010-
2015). Para tanto foram feitas pesquisas em bases de dados de divulgacdo cientifica
(Pubmed, Web of Science, Scopus), utilizando buscadores como Google Chrome e Sci-hub.
Resultados: P. guajava foi citada e validada cientificamente para o tratamento de doengas
causadas por protozoarios (leishmaniase, malaria, giardiase, amebiase e tricomoniase),
fungos (dermatoses, doencas sistemémicas e mucocutaneas), bactérias (infeccbes
respiratdrias, infecgdes mucocuténeas, infeccbes gastrointestinais, cdlera, gastrites e Ulceras
estomacais, infecgdes bucais e periondontais, doencas venéreas e infec¢des urinarias) e virus
(herpes, gripe, rotavirose e AIDS).

ConclusBes: As pesquisas relatadas enaltecem o potencial e a versatilidade terapéutica da
espécie P. guajava, ao passo que também reforcam a eficiéncia da etnobiologia como

direcionadora de estudos farmacologicos.

Palavras-chave: Goiabeira, antiprotozoaria, antifingica, antibacteriana, antiviral.
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Referéncias

1. Introducéo

Psidium guajava L. pertence ao Reino: Plantae, Divisdo: Magnoliophyta, Classe:
Magnoliopsida, Subclasse: Rosidae, Ordem: Myrtales Familia: Myrtaceae, subfamilia:
Myrtoideae, Género: Psidium e espécie: guajava e é conhecida mundialmente no meio
cientifico pela nomenclatura binomial: P. guajava (Ravi e Divyashree, 2014). E uma espécie
de ocorréncia em paises de clima tropical e subtropical, nativa das Américas Central e
Latina, que se adapta bem a uma grande variedade de solos, exceto aqueles com alto teor de
argila, baixa capacidade de drenagem, &cidos e salinos (Natale et al., 2012; Natale et al.
2007; Salazar et al, 2006). Pode ser introduzida em muitos paises, desde que disponham de
temperatura entre 15 e 30 °C, sendo esta um importante determinador de producdo, e
suprimento de &gua adequado na faixa de 1000-2000 m*/ha por ano E conhecida em
diversas partes do mundo e amplamente cultivada em pomares e quintais, produzindo um
fruto conhecido como goiaba (Dakappa et al., 2013; Gupta et al., 2011)..

De acordo com “The Plant List” (2016) a espécie P. guajava pode ser conhecida
pelas sinonimias Guajava pumila (Vahl) Kuntze, Guajava pyrifera (L.) Kuntze, Myrtus

guajava (L.) Kuntze, Psidium angustifolium Lam., Psidium cujavillus Burm.f., Psidium
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cujavus L., Psidium fragrans Macfad., Psidium igatemyense Barb. Rodr., Psidium
intermedium Zipp. ex Blume, Psidium pomiferum L., Psidium prostratum O. Berg, Psidium
pumilum Vahl, Psidium sapidissimum Jacq., Psidium vulgare Rich., Syzygium ellipticum
K.Schum. & Lauterb. Também chamada goiaba ou goiabeira é considerada um grande
arbusto tropical ou uma pequena arvore frutifera com altura até 7 metros. Possui tronco curto
e casca escamosa e copa aberta, as folhas sdo coriaceas com nervuras salientes e suas flores
sdo brancas. O fruto, do tipo baga, possui polpa firme e muitas sementes, casca fina a grossa,
sabor doce a muito acido e pode ter forma de pera, ser redondo ou ovoide (Rishika and
Sharma, 2012; Souza et al. 2011).

Sua constituicdo quimica engloba a presenca de taninos, fendis, flavonoides,
saponinas, carboidratos, alcaloides, esterois, terpenoides, compostos fendlicos, entre tantos
outros (Barbalho et al., 2012; Dakappa et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008; Thakur and
Vikrant, 2014; Thenmozhi and Rajan, 2015). Os compostos de reconhecida atividade
antimicrobiana, tais como 1,2-Benzeno-dicarboxilato de dibutila, alfa-bisabolol, 1,2-
Benzeno-dicarboxilato de butila, hexadeca-2,6,10,14-tetraen, cariofileno, germacreno
(Thenmozhi e Rajan, 2015), quercetina, 3-O-a-L-arabinofuranose-quercetina, 3-O-B-D-
arabinopiranose-quercetina (Metwally et al., 2010) morin-3-O-lyxoside, morin-3-O-
arabindsido, quercetina e quercetina-3-O-arabindsido  (Rattanachai Kunsopon e
Phumkhachorn, 2010), 11-hidroxi-35- tricont-eicosano, pentatriacontano hexadecano-16-ol,
tricosan-17-eno-5-ol, nonacosan-23-eno -3-ol (Mehta et al., 2012), lupeol, &cido betulinico
(Ghosh et al., 2010) e com atividade contra Leishmania spp. (nerolidol) (Thenmozhi e Rajan,
2015), tambeém foram encontrados nas folhas de goiaba.

Psidium guajava produz frutos comestiveis, e, portanto, agrega valor de consumo e
valor produtivo, uma vez que tem grande aceitacdo tanto in natura, com alto valor nutritivo
adaptavel a qualquer tipo de dieta. Quando desidratada e industrializada, também pode ser
destinada ao consumo humano através das possibilidades de fabricacdo de doce, geléia, pasta,
frutos em calda, purés, refrescos, xaropes, sorvetes, molhos salgados e agridoces, produtos
lacteos fermentados, entre outros (Chauhan et al., 2015; Oliveira et al. 2012; Natale, 2009).

Além do uso alimenticio, suas partes tém sido utilizadas pelas popula¢Bes para
tratamento de enfermidades. Isoladamente ou associada a outras plantas de importancia
medicinal, a espécie tem sido um componente terapéutico vastamente utilizado por

populacdes locais em todo 0 mundo (Gutiérrez et al., 2008; Sanda et al., 2011).
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Devido a importancia medicinal de P. guajava, varios trabalhos tém sido produzidos
relatando tanto o seu histdrico etnobioldgico, quanto as investigacoes cientificas relacionadas
a comprovacao de efeitos farmacoldgicos em geral. Neste trabalho seremos mais especificos,
abordando exclusivamente o uso medicinal para tratamento de doencas e sintomatologias
relacionadas com a agdo de micro-organismos patogénicos/oportunistas, sejam eles
protozoarios, bactérias, fungos ou virus, evidenciando também as valida¢des cientificas que
atestam o potencial da espécie contra tais micro-organismos. Em um contexto mundial, onde
muitas populacdes sentem o impacto da pobreza, da negligéncia da inddstria farmacéutica e
da resisténcia a antimicrobianos convencionais, este estudo traz um recorte etnobiolégico e
etnofarmacoldgico da espécie P. guajava no cenario da microbiologia clinica, apontando
interessantes resultados de atividades biolégicas como ponto de partida para o

aprofundamento de pesquisas cientificas no campo da farmacologia.

2. Material e métodos

O levantamento sistematico da literatura sobre relatos etnoboténicos de P. guajava foi
realizado para compor uma coletanea de publicagcbes que evidenciassem sua importancia
medicinal para o tratamento de sinais, sintomas associados, bem como doencas causadas por
micro-organismos. A nomenclatura aceita para a espécie, Psidium guajava L. (The Plant
List), foi utilizada na busca. Ndo foram usadas sinonimias. Os artigos citados foram
publicacbes disponibilizadas nos anos de 2005 a 2015. Foram usadas as combinacdes de
palavras “Psidium guajava + etnobotanica” e “Psidium guajava + medicinal”. Para a
validacdo cientifica, a cronologia da busca foi para o periodo que compreende 0s anos 2010 a
2015 e a combinacdo de palavras usadas foram sempre a espécie “P.guajava + atividade
biologica”, como por exemplo, atividade antibacteriana ou ainda o agente etiologico + P.
guajava, como por exemplo, Leishmania + P. guajava. Além das bibliografias da
etnobiologia de P. guajava e da validacdo cientifica de suas atividades biologicas, uma
bibliografia auxiliar foi utilizada, sem delimitacdo de periodo, para a descrigdo de P. guajava
e de seus aspectos ecoldgicos, para listar e relacionar os principais micro-organismos de
importancia clinica e doencas causadas por estes, para relatar a toxicidade da planta. A
pesquisa foi realizada utilizando bases de dados com publicacdes cientificas (Pubmed,

Scopus, Web of science), sendo utilizados também os buscadores Google Scholar e Sci-hub.
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3. Resultados

3.1 Uso etnomedicinal de Psidium guajava

Na consulta geral da etnobiologia de P. guajava foram utilizados artigos abordando o
uso da espécie como agente terapéutico em diversas localidades, sendo referenciados aqueles
que contemplavam a maior variedade de usos e/ou citagfes exclusivas para determinado uso.
Nesta busca foi utilizada uma delimitacdo de periodo mais extensa na tentativa de encontrar
0 maior numero de informacGes sobre a indicacdo da planta, partes utilizadas, interacdes e
formas de uso no tratamento de doencas e sintomatologias relacionadas a micro-organismos.
Foram utilizados nesta consulta 60 artigos abordando o uso medicinal de P. guajava, entre
estes, 16 artigos de revisao.

Da espécie P. guajava, para fins medicinais, se aproveita quase tudo, entretanto, as
flores séo a parte menos utilizada. As folhas séo geralmente utilizadas no preparo de infusao
ou decoccdo, nos famosos banhos de acento e chazinhos medicinais para controle de
diabetes, distdrbios gastrointestinais e inflamatorios, problemas vaginais, reumatismos e
dores, afeccBes respiratorias, doencas causadas por micro-organismos, entre outras
enfermidades (Dakappa et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008; Mitchell and Ahmad, 2006;
Picking et al., 2015).

Sob a forma de emplastro, unguentos, pasta ou ainda cataplasma para uso tépico,
cascas, folhas ou raizes sdo usadas no tratamento de feridas, ulceracdes e infec¢bes de pele.
Palitos de P. guajava sdo mastigados e utilizados entre os dentes para limpeza e a decocgéo
das folhas e casca da raiz é usada como gargarejo para dores de garganta, laringite, inchaco
na boca e ulceracBes. Folhas jovens sdo mastigadas para tratar dor de dente e tinturas séo
preparadas para uso oral, no tratamento de doencas bucais. Estas indicacdes e formas de uso
podem ser conferidas em Dakappa et al. (2013), Gupta et al. (2011), Gutiérrez et al. (2008)
and in Kukreja and Dodwad (2012).

A espécie é usada como planta medicinal nos paises dos continentes americanos,
Asia, Africa e Oceania, como listado na Tabela 1. Uma série de sinais e sintomas que podem
ser observados em doencas causadas por Micro-organismos pode ser tratada por P. guajava,
conforme pode ser conferido na Tabela 2. A parte utilizada, a indicacdo e a forma de uso,
entretanto podem variar de acordo com o contexto cultural, mas na regido tropical e

adjacéncias o potencial terapéutico de P. guajava tem sido bem reconhecido e disseminado.
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3.2 Validacao cientifica do potencial farmacoldgico baseado em estudos etnodirigidos

Na busca por pesquisas de validacdo de atividade bioldgica, foi encontrado o maior
numero de artigos para atividade antibacteriana, seguida de antiprotozoaria, antifungica e
antiviral. Os artigos citados para bioatividade totalizaram 51 publicagdes.

Esta secdo apresenta validacdes cientificas para o uso popular de P. guajava contra
micro-organismos causadores de doencas que afetam os seres humanos. Um resumo das
pesquisas que cientificamente validam o uso medicinal de P. guajava pode ser visto na
Tabela 3.

3.2.1 Atividade antiprotozoaria

Partes de P. guajava tem sido usadas para o tratamento da leishmaniose (Gachet et
al., 2010). A casca do caule é pulverizada, as folhas sdo maceradas e a aplicagdo topica é
realizada a frio no ferimento. Para saber se a planta exerce efeito sobre o protozoario
Leishmania donovani, Gachet et al. (2010), investigou, in vitro, o potencial de extratos
diclorometano e metandlico de casca de P. guajava (30 a 0,041 pg/mL), verificando porém,
que estes exibiam baixa atividade leishmanicida sobre formas amastigotas (encontradas
dentro do flebotominio), em relacdo a outras plantas avaliadas e também citadas pelas
populacdes. Um outro estudo realizado por Gawad et al. (2015) utilizando o extrato
etanolico das folhas de P. guajava (80 ug/mL) verificou que este exerce 90.3% de inibicdo
contra formas promastigotas de Leishmania donovani, que parasitam 0s hospedeiros
vertebrados, incluindo humanos.

O uso de P. guajava por meio de infusdo e decoccdo de folhas, raizes e sementes
(Ariwaodo et al., 2012) para o tratamento da maléria tem sido registrado em estudos
etnobotanicos e merecido a atencdo de etnofarmacologistas que ja investigaram seu potencial
tanto in vitro como in vivo, encontrando resultados interessantes. Gachet e colaboradores
(2010) testaram o extrato diclorometano (casca) contra Plasmodium falciparum K1, sendo
constatada a inibicdo do protozoario em percentuais acima de 80% e com Clsg de 2,7 pg/mL.
O extrato ciclohexano (10 pg/mL) de folhas da espécie quando testado in vitro por
Chenniappan e Kadarkarai (2010) frente a uma linhagem de P. falciparum cloroquina-
resistente mostrou atividade moderada (69%) e teve seu efeito potencializado quando

combinado a cloroquina (extrato da planta + CQ — 5 pg/mL + 0,02 puM/mL,
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respectivamente), exibindo um expressivo sinergismo atingindo 80% de atividade
antiplasmodial. Chinchila e colabores (2011 e 2012) investigaram o potencial antimalérico
de 25 plantas da Costa Rica, testando entre elas, extratos hidroetandlicos de todas as partes
de P. guajava tanto frescas quanto secas. Seus experimentos foram realizados frente a
Plasmodium berghei ATCC NKG65. No teste in vitro com os extratos, a planta foi
considerada muito ativa como menor Clsy registrada para o extrato das flores secas (1
png/mL). Em testes realizados com ratos, no entanto, demonstraram baixa atividade, com
percentuais variando de 30 a 50%, sendo a menor Cls (70 mg/kg) atribuido ao extrato seco
da fruto madura. A avaliagdo individual e combinada de extratos com diferentes polaridades
(eter de petroleo, diclorometano, acetato de etila, metanol e aquoso) de P. guajava e de
outras espécies (Citrus limon, Carica papaya, Cymbopogon citratus e Vernonia amygdalina)
foi investigada por conta do uso etnomedicinal em comunidades nigerianas. Linhagens de
Plasmodium falciparum sensivel (D10) e resistente (Dd2) a cloroquina foram utilizadas
tendo sido observado efeito antiplasmodial tanto de espécies individualmente quanto em
associacdo (de duas em duas, com concentracdes fixas de uma espécie — 50% e variadas da
outra — 50%, 25% e 5%). O melhor efeito verificado para P. guajava foi do extrato
diclorometano (folhas) com Clso de 6 pg/mL. Entretanto, no ultimo caso o efeito
antiparasitario foi potencializado a partir da combinac&o de fitoconstituintes de mais de uma
espécie, sendo observados os melhores indices de concentragdes fracionadas (ICF) para C.
limon + P. guajava (1,99), C. papaya + P. guajava (2,39) e C. citratus + P. guajava (2,58)
contra D10. As espécies provavelmente atingiram mais de um alvo, o que poderia ser uma
alternativa no combate a resisténcia do parasita (Melariri et al., 2012).

Em CamarGes, Nefang, um produto fitoterapico que tem como componentes as
espécies Mangifera indica (casca e folhas), P. guajava, Carica papaya, Cymbopogon
citratus, Citrus sinensis e Ocimum gratissimum (folhas) é usado para tratamento da malaria
causada por P. falciparum. Uma avaliacdo in vitro por atividade antiplasmodial foi
procedida utilizando cepas 3D7 e Dd2 do parasita. As espécies foram testadas
individualmente e em combinacdo. P. guajava apresentou potencial antiparasitario para
extrato aquoso e etandlico das folhas com CEsg inferior a 38 pg/mL e quando combinada,
seu extrato aquoso apresentou relacdo sinérgica (indice de Combinagdo IC < 0,7) com
ambos 0s extratos aquosos de M. indica, enquanto o extrato etandlico demonstrou
aditividade com todos os outros, com excecdo do extrato etanolico da casca de M. indica
(Tarkang et al., 2014).
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Testes in vivo foram realizados por Rajendran et al. (2014) utilizando extratos
aquosos de folhas e frutos verdes de P. guajava frente a estirpe resistente a cloroquina NK65
de Plasmodium berghei. Dosagens foram administradas oralmente em ratos infectados
durante sete dias sendo observado que a parasitemia foi reduzida a medida em que se
aumentava a concentragdo dos produtos naturais, com percentual de supressdo de 85,8% e
62,0% (1000 mg/kg). Uma atividade antiplasmodial também foi observada testando-se os
extratos metandlico e acetato de etila de P. guajava tendo sido obtidas Clsy de 15 e 12,5
pg/mL dos respectivos extratos contra cepas de P. falciparum cloroquina-sensivel (3D7) e
Clsp de 9 e 18 pg/mL frente a cepas cloroquina-resistente (INDO). A atividade
antiplasmodial foi considerada dose-dependente e de importancia significativa, validando
cientificamente o uso popular e direcionando pesquisas para producdo de farmacos contra
maléria (Kaushik et al., 2015).

No Brasil P. guajava (folhas e broto do fruto) tem sido utilizada para o tratamento de
giardiase. Para validar cientificamente o efeito da planta sobre o agente etiologico, Neiva e
colaboradores (2014), testaram o extrato hidroetanolico de folhas da planta preparado por
maceracdo e percolacdo contra trofozoitos de Giardia lamblia. Resultados mostraram uma
atividade moderado para ambos os extratros com Clsp < 500 pg/mL. Em estudo anterior, a
decoccéo das folhas foi investigada e para tanto, foi feita de acordo com forma de preparacéo
local. A viabilidade de trofozoitos de G. lamblia foi afetada nas concentragdes de 5% e 10%
e o potencial antigiardial do cha das folhas de P. guajava foi comprovado (Birdi et al. 2011).

Formulagdes etnomedicinais sdo usadas no tratamento de infec¢bes intestinais.
Mistura de diversas plantas, por maceracdo a fresco e decocgédo, preparadas por povos da
peninsula de Yucatan tem a espécie P. guajava como componente terapéutico em pelo menos
trés preparacbes medicinais caseiras. Por conta disso, a espécie foi testada para determinar
acao farmacologica in vitro sobre os parasitas causadores de infeccBes, G. lamblia e
Entamoeba histolytica. A preparacdo por decoc¢do (duas folhas de cada uma das plantas -
Teucrium cubense, P. guajava, Guazuma ulmifolia e Senna atomaria — e uma pitada de
bicarbonato de sddio) exibiu Clsg e Clgy de 14,33 pg/mL e 139,67 pg/mL, respectivamente,
contra E. histolytica e Clsp e Clgy de 50,05 pg/mL e 769,66 pg/mL contra G. lamblia. As
demais preparagGes que continham P. guajava ndo exerceram efeitos significativos sobre 0s
parasitas (Vera-Ku et al., 2010). Um ensaio in vivo utilizando ratos albinos Wistar de ambos
os sexos foi conduzido para investigar o potencial antiamoébico, mostrou que o extrato

metandlico (80%) das folhas frescas de P. guajava na concentracdo de 400 mg/Kg de peso
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corporal, é tdo eficiente na reducdo de parasitas (E. histolytica) quanto o farmaco de
referéncia metronidazol na concentracdo de 125 mg/Kg (Inyang-Etoh e Ohanu, 2015).

O efeito de P. guajava foi avaliado sobre Trichomonas vaginalis uma vez que a planta
é indicada para tratamento de doencas venéreas ndo-especificas, por meio do preparo de
infusdes de folhas e raizes. Os extratos diclorometano:metandlico e aquoso das folhas foram
ativos contra o protozoario nas concentragdes de 1 e 4mg/mL, respectivamente (Van Vuuren
e Naidoo, 2010).

3.2.2 Atividade antiflngica

Um levantamento realizado na busca por plantas utilizadas no tratamento de sinais e
sintomas relacionados as infeccdes fungicas no Nordeste brasileiro, apontou a espécie P.
guajava como sendo uma das plantas que, devido as indicacBes populares, apresenta
potencial antifingico (Fenner et al., 2006; Gutiérrez et al. 2008). Através do preparo de
cataplasmas, decoccbes e infusbes, P. guajava vem sendo utilizada para o tratamento de
sintomas como leucorreia, aftas, Ulceras, irritacdo vaginal e problemas na pele (Fenner et al.,
2006; Gutiérrez et al. 2008). As infeccdes fungicas tem gerado grande impacto na saude
publica devido ao crescente nimero de pacientes imunocomprometidos. Varios géneros
podem estar envolvidos nos processos infecciosos, como Cryptococcus, Candida,
Aspergillus, Pneumocystis e Coccidioidomycosis (Brown et al., 2012) entre outros.

Um estudo realizado por Padrén-Marquez et al. (2012) relata a acdo de extratos das
folhas de P. guajava (50 mg/mL) frente a fungos dermatéfitos. O extrato hexano apresentou
efeito contra todas as linhagens (Candida albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus
neoformans, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton tonsurans,
Trichophyton rubrum e Sporotrix schenckii), enquanto os extratos metandlico e de acetona
foram ativos para 70% delas. As zonas de inibi¢&o variaram entre 10 e 19 mm.

Dois triperpenoides foram isolados a partir do extrato tolueno das folhas de P.
guajava, sendo eles o acido betulinico e o lupeol. Avaliando estes compostos contra fungos
causadores de infecgOes superficiais e profundas, Fusarium equisitae, Curvularia
eragrostidis e Alterneria alternata (Ghohs et al., 2010), os pesquisadores verificaram CIMs
variando entre 2,5 e 10 pg/mL.

Suwanmanee et al. (2014) testaram o efeito do extrato aquoso (bruto) de P. guajava

contra fungos de importancia clinica para humanos e animais, classificados em trés grupos:

59



leveduras (C. albicans e Saccharomyces cerevisiae), dermatofitos (Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, Epidermophyton floccosum, M. canis e M.
gypseum) e fungos filamentosos (Aspergillus niger e Penicillium spp). O extrato apresentou
atividade contra todas as linhagens com CIM entre 2,67 e 16 mg/mL e zonas de inibicdo
variando de 7 a 15 mm.

O extrato metanolico bruto de folhas de P. guajava e as fragdes também apresentaram
atividade antifangica quando foram ensaiados frente a linhagens de dermatofitos (T.
mentagrophytes, T. rubrum, Microsporum canis, M. gypseum e E. floccosum). O extrato
metandlico e as fragdes aquosa e acetato de etila foram bioativos contra todas as linhagens,
com destaque para a fracdo acetato de etila que exerceu melhor efeito (CIM 6,25 at 25
mg/mL). As fracGes de hexano e cloroférmio, entretanto, ndo apresentaram efeito inibidor
(Perera et al., 2014).

Egharevba et al. (2010) avaliaram os extratos hidrometanolico, metanolico, acetato
de etila e hexanico das folhas de P. guajava contra Candida albicans ATCC e isolado. No
teste por difusdo, usando a concentracdo de 10 mg/mL e 20 mg/mL (hexano) verificou-se
formacéo de halos variando de 15 a 30 mm e no teste de diluicdo em caldo a CIM variou de
1,25 a 10 mg/mL, com destaque para o extrato metandlico. Neste teste também foi verificada
a inibicdo do crescimento de M. gypseum e T. rubrum pelos extratos metandlico e acetato de
etila com halos de 14 a 17 mm e CIM de 5 mg/mL. Chanu et al. (2011) testou a atividade
anti-Candida spp. dos extratos aquosos e etanolicos de P. guajava em concentracdes de 1%,
3%, 5%, 7% e 9% por difusdo, sendo verificado que o efeito foi dose dependente e 0s
maiores halos verificados foram de 30 e 20 mm respectivamente.

Usando 20 uL de extrato hidroetandlico de folhas (70%), Fonseca e Botelho (2011)
observaram inibicdo de crescimento de linhagens de Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida krusei, com zonas de inibicdo de 14, 11 e 10 mm, respectivamente. J& os extratos
aquosos, etanolico e de acetona das folhas apresentaram efeito sobre leveduras de C.
albicans, C. krusei, Candida glabrata e Candida dubliniensis, com MIC variando de 15, 62 a
250 pg/mL (Ferreira et al., 2013). O extrato etnélico (30%) de folhas of P. guajava contendo
2,351 mg/g de taninos apresentou halo de inibicdo < 11 mm contra os fungos Aspergillus
niger and C. albicans (Mailoa et al., 2014). Chanda and Kaneria (2011) verificaram que 0s
extratos éter de petrdleo, tolueno, acetato de etila, acetona e aquoso das folhas de P. guajava

a uma concentracgao de 2,0 mg/poco exibiram zona de inibicdo com valores acima de 7 mm e
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abaixo de 15 mm contra C. albicans e Candida neoformans e apenas 0s trés extratos mais
polares apresentaram atividade contra Candida epicola.

Morais-Braga et al. (2015), observaram que o0s extratos hidroetanolico (70%) e
aquoso (infusdo e decocgdo) das folhas de P. guajava, preparados conforme indicacéo
popular, inibiram tanto o crescimento fangico (CIM 8.192 pg/mL), quanto um dos
importantes fatores de viruléncia de C. albicans e C. tropicalis, o dimorfismo celular. A
inibicdo da transicdo morfoldgica foi dependente de concentracdo, com efeito maximo em
16.384 pg/mL.

3.2.3 Atividade antibacteriana

Psidium guajava tem sido usada para o tratamento de diversas doencas que sugerem
atividade bacteriana como infeccGes respiratorias, problemas gastrointestinais, genitourinarios,
e relacionados com a salde bucal, além de doengas como tuberculose e colera. O macerado da
casca da planta tem sido utilizado para o tratamento da tuberculose (Ogbole e Ajaiyeoba,
2010), a decoccdo das folhas é usada no preparo de cha a ser tomado trés vezes ao dia para
tratamento de infeccdes respiratorias (York et al., 2011); furdnculos e Ulceras sdo tratados por
infusdo das folhas com uso oral (Otang et al., 2012); o tratamento de doencas infecciosas
sexualmente transmissiveis é feito com a infusdo de folhas e raiz (Vuuren e Naidoo, 2010);
decoccdes de cascas e folhas sdo usados contra colera (Sahu et al. 2014) e para o tratamento de
infeccdes intestinais a decocc¢do da casca € administrada 3 a 4 vezes ao dia e a infusdo de folhas
jovens é usada em associacdo com outras plantas para o tratamento de diarreias (Kadir et al.,
2013). Este frequente uso popular da goiaba para o tratamento de infec¢bes tem levado a
pesquisas que visam comprovar seu efeito antibacteriano.

Entre as infeccBes respiratorias agudas mais presentes na populacdo esta a pneumonia,
que pode ter causa viral, bacteriana ou fungica. Dentre as bactérias causadoras da infecgéo,
podemos encontrar  Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Moraxella catarrhalis, entre outras (Bjarnason et
al., 2015; Souza, 2010).

Extratos metandlicos de folhas de P. guajava quando ensaiados frente a S. aureus
revelou um potencial antibacteriano consideravel, in vitro, apresentando Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) de 25 pg/mL e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) de 50

pg/mL (Madduluri et al., 2013). Este microrganismo além estar envolvido na etiologia de
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infeccOes respiratorias também é responsavel por infeccBes de pele, feridas e furdnculos para
0s quais P. guajava também € citada como agente terapéutico (Dakappa et al., 2013; Joseph
and Priya, 2011; Tong et al., 2015).

Chanda e Kaneria (2011) pesquisaram plantas nutracéuticas da India em busca de
potenciais agentes microbianos. Entre as plantas estava P. guajava que foi avaliada frente a 10
espécies de bactérias patogénicas entre elas S. aureus e K. pneumoniae. Foram avaliados
diferentes tipos de extratos (éter de petroleo, tolueno,acetato de etila, acetona e aquoso) obtidos
das folhas que variaram em polaridade e exerceram efeito antibacteriano significativo no
ensaio in vitro realizado. A atividade antimicrobiana foi avaliada na concentracdo de 2.0 mg e
a espécie se destacou como sendo a que revelou melhor potencial antibacteriano entre as
avaliadas com zona de inibicdo expressando valores acima de 7mm e abaixo de 25 mm.

Um estudo preliminar realizado por Ifeanyichukwu et al. (2015) utilizando o extrato
etandlico da folha e metandlico da casca de P. guajava evidenciou que estes extratos (100
mg/mL) mostraram-se ativos contra bactérias S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S.
pneumoniae com zonas de inibicdo, evidenciadas em teste de difusdo em disco. Para 0s
extratos metandlico e etanodlico das folhas a zona de inibicdo variou de 13 a 22 mm, enguanto
que para extratos da casca a variagao foi de 13-20 mm.

Micro-organismos como S. pneumoniae, K. pneumoniae, P. aeruginosa entre outros
foram confrontados em ensaio in vitro com extratos etanélico e aquoso (10 pg/poco) de folhas
e frutos de P. guajava. As folhas demonstraram melhor efeito que os frutos com zonas de
inibicdo variando de 10 a 19 mm. Os extratos exerceram atividade variando de baixa a
intermediéria quando comparado a um antibiotico de referéncia e a bactéria que se mostrou
mais sensivel aos extratos foi K. pneumoniae (Philip et al., 2015).

Constituintes quimicos pentapentaconta-17, 31-diol (1), 11-hidroxi-35- tricont-
pentatriacontanoate (2), 34-octahexacontanol (3), heptatriacont-8-ol (4), 14,15-dimetilo
(cyclopropayl) -9-oloctadecayl-3- (4-hidroxifenil) propanoato de metilo (5), hexaeicosan-16-ol
(6), pentatetracosan-10, 25-diol (7), untricontan-11, 19-diol (8), tricosan -17-eno-5-ol (9), e
nonacosan-23-eno-3-ol (10) contidos no extrato etandlico das folhas de P. guajava foram
isolados e posteriormente testados por difusdo em disco contra bactérias (10 pg/disc). Os
resultados apontam que os compostos 2, 6, 9 e 10 apresentaram moderada atividade (9 — 14
mm) contra S. aureus (Mehta et al., 2012).

Utilizada para tratamento de infeccBes respiratorias na Africa do Sul (York et al,

2012)., P.guajava foi avaliada, na forma de extratos organico (CH,Cl,: MeOH) e aquoso das
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folhas, contra diferentes linhagens bacterianas (padrdéo ATCC) mostrando-se eficaz contra M.
catarrhalis, K. pneumonie e S. aureus, com CIM dos extratos variando de 500 a 1000 pg/mL
(York etal., 2012).

Devido ao uso medicinal de P. guajava contra tuberculose por populaces de Uganda
que utilizam a decoccdo duas vezes ao dia (Asiimwe et al., 2013) e da Mal&sia na medicina
tradicional, o extrato hidrometandlico das folhas de P. guajava foi avaliado. Ibekwe et al.
(2014) verificaram que o extrato apresentou alta atividade (<500 pg/mL) contra as bactérias
Mycobacterium bovis BCG e M. tuberculosis H37Rv, com CIM de 466 pug/mL e 154 pg/mL,
respectivamente.

P. guajava é muito indicada para o tratamento de infec¢des gastrointestinais. Diversos
trabalhos relatam o uso de chéas das folhas para o tratamento de diarreia e disenteria, colera e
problemas estomacais (Dakappa-Shruthi et al., 2013; Gomez-Estrada et al., 2011; Gutiérrez et
al., 2008). Infecces intestinais podem ser causadas por virus, bactérias e parasitas. Entre as
espécies bacterianas causadoras de patogenias intestinais podemos citar Shigella spp.,
Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Escherichia coli, Clostridium difficile
entre outras (Bresee et al., 2012, Njume et al., 2012).

Avaliando o efeito de flavondides isolados de folhas frescas de P. guajava 3-O-lixose-
morina, 3-O-arabinose-morina, quercetina e 3-O-arabinose-quercetina, Rattanachaikunsopon e
Phumkhachorn (2010) demonstraram que estes compostos exercem efeito bacteriostatico sobre
as bactérias enteropatogénicas E. coli, Salmonella enterica e V. cholerae (CIMs 40 a 152
pg/mL). Garode e Waghode (2014) destacaram o potencial antibacteriano dos extratos de
cloroférmio, etanol, éter de petroleo e aquoso de folhas de P. guajava (50 pL/disc) contra a
bactéria S. typhi com halos de inibicdo de 12, 18, 13 e 16 mm, respectivamente. Outro estudo
também revelou potencial inibidor de crescimento de cinco isolados de S. typhi por extratos de
P. guajava com efeito dependente de concentracdo, onde os melhores resultados foram
observados para a concentracdo de 0,6 g/mL com halos de inibi¢do variando de 10 a 15 mm e
de 12 a 17 mm para os extratos de agua fria e etandlico, respectivamente (Alo et al., 2012).

Ghohs et al. (2010) testou dois compostos isolados do extrato tolueno da folhas de P.
guajava e verificaram que o acido betulinico inibiu o crescimento de E. coli e S. aureus, com
CIMs de 150 e 100 pg/mL respectivamente, enquanto o lupeol apresentou CIMs de 200 pug/mL
frente a ambas as bacterias.

Na busca por biomoléculas de origem natural com potencial antibacteriano, tendo como

base estudos etnobotanicos, seis plantas foram investigadas na india contra 14 isolados clinicos
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de linhagens enteropatégenas responsaveis por infecces do trato gastrintestinal em humanos
(E. coli, Shigella spp., S. typhi, Streptococcus pyogenes, Enterobacter spp., Citrobacter spp.,
P. aeruginosa, Klebsiella sp., Streptococcus faecalis e S. aureus). Foram realizados testes por
difusdo em disco e os resultados formam confirmados através da determinacdo de CIM. Os
extratos aquoso e etandlico de P. guajava (800 pg/disco) foram descritos como sendo ativos,
com halos de inibicdo de 10,50 — 24,50 mm e 12,50 — 24,60 mm, onde 0 menor € 0 maior
efeito foi verificado sobre Enterobacter sp. e E. coli, respectivamente. A CIM variou entre
41,66-383,33 ug/mL para o extrato aquoso e 41,66-216,66 ug/mL para o extrato etandlico,
revelando que, das espécies de plantas avaliadas, P. guajava apresentou, no geral, os melhores
resultados (Rajan et al., 2015).

Baseado no uso popular, o extrato aquoso das folhas de P. guajava preparado por
decoccdo foi testado frente as bactérias E. coli, V. cholerae e Shigella flexneri causadoras de
diarreia. O extrato inibiu o crescimento de S. flexneri (valor de CEsy 0.98% + 0.2%) e V.
cholerae (CEsp de 2.88% + 0.36%) e diminuiu a producgdo de toxina termolabil de E. coli e a
toxina colérica. Além disso, inibiu tanto a adesdo de E. coli enteropatogénica quanto a invasao
de S. flexneri e E. coli enteroinvasiva (Birdi et al., 2010). Uma atividade antibacteriana contra o
agente causador da colera foi evidenciada por Rahim et al. (2010). Seus estudos mostraram que
0 extrato bruto de folha e casca associados e o extrato metandlico das folhas apresentaram
efeito contra o V. cholerae multi-droga resistente (MDR) nas concentracdes inibitorias
minimas de 1250 pg/mL e 850 pg/mL respectivamente. Esses extratos foram armazenados em
diferentes temperaturas (70, 80 e 100 °C) e depois testados para verificacdo da sua eficacia. Os
resultados demonstraram que a elevacdo da temperatura ndo alterou a atividade de P. guajava,
indicando que o extrato ndo é ativo pelas proteinas.

Contra Helicobacter pylori, uma das principais bactérias causadoras de doencas
gastricas, diversas plantas usadas na medicina popular da Jordania foram avaliadas. Entre estas,
P. guajava, teve seu extrato etandlico (100.000 pg/mL) testado frente a isolados clinicos em
ensaios in vitro, com resultados que mostraram que a espécie apresentou moderada atividade
contra H. pylori (isolados 1 e 2) com zonas de inibicdo de 33 e 28 mm, respectivamente
(Masadeh et al, 2014).. Diferentes tipos de extratos da planta foram investigados por Uyub e
colaboradores (2010) contra a bactéria H. pylori demonstrando atividade inibidora com halos
de inibicdo de 8.5 mm (éter de petréleo), 10 mm (cloroférmio), 33 mm (metanol) e 7 mm

(4gua).
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O uso de P. guajava para infec¢Bes bucais tem estimulado pesquisas farmacoldgicas. O
extrato aquoso de P. guajava foi ensaiado contra micro-organismos causadores da placa
dentaria e cariogenicidade (Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis and Actinomyces sp.)
e a CIM foi determinada variando entre 2.61 e 4.69 mg/mL (Fathilah, 2011). Os extratos
aquoso, etandlico e hidroetandlico das folhas jovens de P. guajava (extracdo a quente e a frio)
exibiram zona de inibicdo variando de 11,8 a 25 mm e atividade antiaderéncia e
anticoagregacdo bacteriana em teste de consorcio no qual foram utilizadas as bactérias
Streptococcus mutans, S. mitis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitior, S. sanguinis e
Streptococcus milleri, algumas com capacidade de formar biofilmes (John et al., 2013). Além
disso, o extrato hidroetandlico das folhas de P. guajava em 100 mg/mL apresentou zona de
inibicdo de 19 mm sobre Streptococcus mutans (Vieira et al. 2014). O extrato aquoso do galho
de P. guajava também foi ativo contra a mesma bactéria com zona de inibicdo de 15 mm,
apresentando efeito inibitorio sobre a formag&o de biofilme (Chavan et al., 2014).

P. guajava é utilizada no tratamento de gonorreia e doencgas venéreas nao-especificas
através da infusdo de suas folhas e raizes na Africa do Sul. Extratos diclorometano-metanol e
aquoso das folhas da P. guajava foram testados contra as bactérias Oligella ureolytica,
Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhoeae e Gardnerella vaginalis tendo sido verificado
que a espécie apresentou efeito inibidor em concentragdes que variaram de 0,8 a 1,5 mg/mL
para o extrato diclorometano-metanol. O extrato aquoso foi bioativo em concentragcbes mais
elevadas (6 a 16 mg/mL) contra O. ureolytica, U. urealyticum e G. vaginalis (Van Vuuren e
Naidoo, 2010).

InfeccBes urinarias bacterianas tém sido tratadas por farmacos que podem ter como
mecanismo de acdo a inibicdo da urease. Na busca por outras alternativas terapéuticas, plantas
medicinais usadas para tratamento desse tipo de infeccdo, entre estas, P.guajava, foram
testadas para verificacdo do seu potencial anti-urease. Extratos metanolico, aquoso e com urina
de vaca foram ensaiados frente a bactérias uréase-positivas e exibiram CIMs que variaram de
125 a 500 pg/mL para as bactérias S. aureus e P. aeruginosa (Bai et al., 2014). O extrato
metandlico das folhas foi utilizado para avaliar o seu efeito inibidor na formac&o de biofilmes
em cateteres urinarios e Adesina et al. (2015) verificou que a presenca do extrato atrasou a
formacéo do biofilme de E. coli em uma semana e inibiu a proliferacdo das bactérias. Ao cobrir
0s cateteres com o extrato verificou-se inibicdo nas concentragdes 5,0, 10,0 e 20,0 mg/ml (-1),
com contagens bacterianas variando entre 4,3 x 10 (5) e 1,9 x 10 (3) ap6s 120h e 7,7 x 10 (5) e
3,8 x 10 (5) para 128 h.
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3.2.4 Atividade antiviral

O uso de P. guajava para o tratamento de infec¢fes virais e sintomas associados tem
sido relatado na literatura. Neste sentido, as folhas de P. guajava sao utilizadas juntamente
com a fruto de Citrus lemon e folhas de Eucalyptus sp. no preparo de uma bebida utilizada
para tratamento da gripe por populagdes do Zimbabwe (Maroyi, 2011). InfeccGes
respiratorias sao tratadas com a decocc¢éo das folhas de P. guajava administrada trés vezes ao
dia na Africa do Sul (York et al., 2011). Pessoas que vivem com HIV/AIDS séo suscetiveis a
infeccbes causados por micro-organismos oportunistas como o virus da herpes, o rotavirus,
entre outros. Assim sendo, por conta da fragilidade do sistema imunolégico, uma série de
sintomas sdo observados como diarreia, bolhas e feridas na pele e mucosas (Bosco et al.,
2014; Faral-Tello et al. 2012; Kisangau et al., 2007). A infusdo e o decocto da casca, da
entrecasca e da folha da goiaba branca sdo usados no Brasil para o preparo de cha para
ingestdo ou bochecho para tratar herpes e feridas. J4 o cha das folhas e cascas da goiaba
vermelha (decocto e infusdo) sdo tomados para diarreia (Borba e Macedo, 2006). J& no
México, a infusdo das folhas € feita e tomada para tratamento de herpes, diarreia, feridas e
erupgdes cutaneas (Alonso-Castro et al., 2012).

Infusdo de folhas de goiaba tem sido usada para o tratamento de herpes, doenca
causada pelo virus Herpes simplex do tipo 1 (HSV-1). Faral-Tello et al. (2012) realizaram um
ensaio com extratos de plantas usadas popularmente para o tratamento desta infeccdo viral.
Psidium guajava foi uma das espécies avaliadas, cujo extrato hidroetanolico (70%) obteve
expressivo resultado, com percentual de concentracdo de efetiva (CEsp) de 118 pg/mL,
causando inibicdo in vitro de replicacdo do HSV-1 em células de rim de macaco (ATCC
CCL-81).

A gripe, infeccdo respiratoria causada por virus, vem sendo tratada, em diferentes
localidades, com o cha das folhas de goiaba. Em um screening de varios tipos de chas usados
na medicina popular de paises orientais como medicamentos alternativos antivirais, o cha da
folha de goiaba, preparado por infusdo, foi testado por Sriwilaijaroen et al. (2012), contra
isolados clinicos do virus HIN1(A/Narita/1/2009, A/Yamaguchi/20/06 e A/Kitakyushu/10/06
— resistente a droga oseltamivir), causador da pandemia em 2009. O cha apresentou uma forte
atividade inibidora, agindo tanto no bloqueio a entrada do virus da influenza, como na
propagacao deste. Seu mecanismo de acgdo foi verificado sobre glicoproteinas de superficie,

como a hemaglutinina viral, impossibilitando a ligacdo do virus & membrana celular na fase
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inicial da infec¢do, e a neuraminidase, impedindo a formac&o de novos virus. De acordo com
0s pesquisadores, os multiplos constituintes quimicos do cha podem agir em diversos alvos,
acarretando um efeito sinérgico.

O rotavirus € um dos maiores responsaveis pelo acometimento de diarreias em
criangas. Um dos principais usos de P. guajava na medicina popular é no tratamento de
diarreias e disturbios gastrointestinais. Tendo como base pesquisas etnodirigidas, Cecilio et
al. (2012) investigaram 14 plantas medicinais indicadas para tal uso, que pudessem mostrar
atividade contra o rotavirus simiano AS-11 in vitro em células de rim de macaco rhesus MA-
104. Entre as plantas pesquisadas constava a espécie P. guajava. Os resultados revelaram que
o0 extrato etanolico das folhas de goiaba ndo impediu a replicacdo viral nas celulas nas
concentragdes avaliadas (50 e 500 pug/mL). Entretanto, um estudo clinico chinés realizado em
criancas com rotavirose, com tratamento a base de folhas de goiaba, demonstrou que a
espécie apresentou significativo efeito curativo sem reacdes adversas (Juying et al., 2010).

O uso de P. guajava para tratamento de pacientes com HIV foi reportado por
Lamorde et al. (2010) na Uganda e por Chinsembu et al. (2015) na Nanibia que relata o uso
para tratar concomitantemente AIDS e tuberculose. Um estudo utilizando saponinas totais
das folhas de P. guajava (TSGL) demonstrou que este concentrado foi capaz de inibir a
gliproteina gp160 do HIV com uma Clsg de 7,33 pg/mL e, além disso, teve efeito na fusdo do
virus com a membrana celular com atividade inibidora de 95,93% a 25 pg/mL, pelo bloqueio

da glicoproteina transmembrana viral gp41 (Mao et al., 2010).

4 Toxicidade de Psidium guajava

P. guajava € uma espécie que tem apresentado historicamente grande versatilidade e
uso expressivo pelas populacGes de diversas localidades. Este fato tem levado a crer que a
planta ndo apresenta toxicidade, pois isto seria atestado pelo longo histérico de uso que
perpassa muitas geracdes. Entretanto, a toxicidade de P. guajava tem sido averiguada em
alguns ensaios farmacoldgicos a fim de que seja realmente comprovada a seguranca em
relacdo ao uso de chas, tinturas e outras formas de uso. E isto é importante porque, de acordo
com Nasri and Shirzad (2013), plantas medicinais podem exercer amplos e multiplos efeitos
NO Organismo e por isso € necessario que sejam tomadas precaucdes.

Uma atividade citotdxica foi investigada por Melariri et al. (2012) utilizando células

de ovario de rato chinés (CHO). O extrato diclorometano de folhas frescas apresentou uma
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Clso em 85 pg/mL. Quando o extrato de P. guajava foi combinado a extratos de outras
plantas (C. papaya ou C. citratus e C. limon) foi observada Clsp acima de 100 pg/mL para 0s
dois primeiros e 82 pg/mL para o ultimo.

A citotoxicidade da infusdo das folhas de P. guajava foi testada em macrofagos
peritoniais de camundongos (In vitro). Almeida e colaboradores (2006) testaram a infuséo
tanto imediatamente apds preparo, quanto algumas horas depois deste. O infuso recém
preparado exibiu indice inicial de letalidade de 10%, que foi aumentando para 31,82% (4°C,
48 h) e 76,18% apoOs 48 h, com 60 min. de exposicdo, revelando que a infusdo nestas
condicBes de tempo e estocagem, apresenta efeito imunotoxico.

O cha das folhas frescas por infusdo foi investigado quanto a seu potencial citotdxico.
Doses de 0,2, 2,0 e 20,0 g/dia de extrato aquoso foi administrado via intragastrica em ratos
de ambos o0s sexos por um periodo de seis meses. Foram observados sinais de
hepatotoxicidade e problemas renais, tais como hidronefrose (machos), nefrocalcinose e
pielonefrite (fémeas). Neste ensaio a DLsy do extrato foi acima de 20,0 g/kg (Attawish et al.,
1995).

O extrato etandlico (70%) das folhas de P. guajava foi avaliado quanto a toxicidade
aguda e subcrénica por conta de seu uso na Nigéria. O teste de toxicidade aguda foi
realizado em ratos com administracdo oral (1000-5000 mg/kg) sendo a DLsy do extrato
verificada em 1,352mg / kg. Na verificagdo da toxicidade subcronica (150, 300, 600 and
1200 mg/kg) foi observada a elevacdo (time dose-dependent) dose-tempo dependente de
aminotransferase aspartato (AST), alanina aminotransaminase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP) na dose mais elevada, sugerindo hepatotoxicidade. Duas mortes foram verificadas no
terceiro més de admistragdo (Onyekwe et al., 2011).

Estes relatos nos levam a supor que o uso inadequado de P. guajava ao invés de
proporcionar bem-estar, poderd causar efeitos indesejaveis ao organismo humano. Assim
sendo, cuidados devem ser tomados com a forma de preparo, o tempo de estocagem, a
concentracdo usada no preparo da planta medicinal e com a sua interagcdo com outras plantas e
medicamentos. Os estudos etnomedicinais sugerem que ndo existe uma padronizacdo geral
quanto ao preparo dos chas e tinturas, nem quanto & forma de administracéo e sua relagdo com
a toxicidade no organismo humano, permanecendo todos estes aspectos condicionados a

cultura e costumes de uma determinada populagao.
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5 Percepcao do estudo e conclusdes

O uso de P. guajava é especialmente intensificado em paises onde as condicdes de
vida sdo precarias e onde costumes e tradi¢cbes populares sdo valorizados. O conhecimento
sobre as praticas medicinais ainda é passado de geracdo em geracdo, embora em alguns locais
este costume esteja se perdendo & medida em que os sistemas de satde sdo modernizados e 0
acesso a medicacdo é popularizado. Este conhecimento € importante ndo apenas para 0s que
dependem da medicina popular, mas também para aqueles que veem na ethnobotany e na
ethnopharmacology uma oportunidade interessante para o rastreio de compostos ativos que
exercam efeitos sobre diferentes agentes etiol6gicos que provocam doengas nos seres
humanos.

A indicacdo para o tratamento de transtornos gastrointestinais, cujo quadro clinico
apresenta diarreia € o ponto forte da espécie, principalmente da variedade que apresenta
frutos vermelhos. Por conta disso P. guajava tem sido muito utilizada em infec¢des causadas
por micro-organismos que apresenta como um dos sintomas a diarreia. Em geral, a utilizacdo
terapéutica se baseia no preparo de medicamentos caseiros que tem como ingrediente
principal as folhas jovens da planta, que é a parte mais utilizada, seguida da casca. As formas
mais comuns de preparo sdo a decoc¢do, a maceragdo e a infusdo, embora tintura e pastas
também sejam preparadas, especialmente para tratamento topico de feridas nos casos de
leishmaniose, micoses superficiais e infeccdes bacterianas. Em algumas localidades P.
guajava também € utilizada junto a outras plantas medicinais, de acordo com o costume
popular, e nesse caso é utilizada apenas uma parte das plantas, geralmente folhas, ou uma
mistura de partes, como por exemplo, folhas, casca e raiz de duas ou mais plantas.

Muitos trabalhos de etnobiologia deixam consideraveis lacunas carecendo de
informacBes detalhadas sobre formas de uso, tipo de preparo, administracdo, condi¢do do
produto natural utilizado e ainda se a planta é utilizada junto com um farmaco comercial ou
até mesmo em conjunto com outras espécies. Esta ultima informacdo tem grande impacto por
conta das interacGes de produtos naturais entre si e com farmacos. Algumas pesquisas tem
mostrado que o uso de um produto natural em conjunto com um farmaco pode apresentar
diferentes tipos de interagdes, como por exemplo, sinérgicas, aditivas, indiferentes ou
antagobnicas. E assim sendo, o uso de um produto natural pode prejudicar ou potencializar o

efeito de um farmaco, ou vice versa. Algumas destas interacdes foram demonstradas na
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descricdo de trabalhos citados nesta revisdo. Entretanto nenhum deles chegou realmente a
utilizar metodologias para esclarecer o tipo de interagéo existente.

Nos estudos para validacdo cientifica do uso medicinal de P. guajava a folha também
¢ a mais avaliada, seguida da casca. Entretanto € importante destacar a necessidade de
pesquisar compostos ativos tanto em extratos secos quanto frescos, ambos de todas as partes
do vegetal. A verdade € que a falta de uma investigagdo mais detalhada pode acabar
acarretando em desperdicio do potencial farmacoldgico de uma espécie.

Nas preparacdes dos extratos, solventes como agua, dgua-etanol, etanol e metanol, ou
seja, solventes polares s&o os mais utilizados e estes possuem a capacidade de extrair
alcaloides, taninos e alguns tipos de flavonoides que possuem efeitos sobre variados tipos de
micro-organismos patogénicos. Entretanto, compostos isolados de P. guajava ainda séo
pouco explorados, se levarmos em consideracdo a versatilidade da planta e sua importancia
etnomedicinal.

Nos testes de bioatividade P. guajava apresenta melhor efeito contra protozoéarios
(Leishmania and Plasmodium) e bactérias, para 0s quais podemos encontrar resultados em
baixas concentracGes de extratos ou fracdes. J& para fungos e virus a planta € ativa, entretanto
carece de concentragfes mais elevadas para que sejam observados efeitos sobre os micro-
organismos.

Outro fato relevante s&o as diferencas de efeito nos testes realizados para uma mesma
bioatividade. O emprego de metodologias diferentes podem gerar resultados diferentes, como
é o0 caso da realizacdo de testes microbioldgicos utilizando diferentes metodologias como
difusdo em disco e microdilui¢do. Testes por difusdo geralmente revelam alguma atividade de
um produto, mesmo fraca, uma vez que as concentracOes testadas sdo em miligramas,
enguanto na maioria dos testes de microdiluicdo a concentracdo utilizada € em microgramas.
Os testes de microdiluicdo sdo mais indicados a buscas farmacoldgicas, justamente pelas
baixas concentragdes utilizadas em sistema in vitro. Se uma planta exibe atividade (in vitro)
apenas em altas concentragdes, certamente sera descartada a possibilidade de ser direcionada
para uma pesquisa farmacologica, uma vez que para constituir um farmaco seriam necessarias
altissimas concentra¢fes de um determinado composto a fim de que este possa agir em um
complexo sistema in vivo onde, geralmente, em tais concentracbes tambeém exerceria efeitos
toxicos.

Para as atividades abordadas ainda ha caréncias de estudos in vivo, talvez em

decorréncia de que alguns resultados in vitro foram obtidos em altas concentracfes, ou ainda
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por conta de P. guajava ter apresentado toxicidade em alguns estudos. Em alguns casos, onde
o efeito é obtido em baixas concentracdes, faltam, por exemplo, estudos sobre mecanismos de
acao, que venham a elucidar o meio pelo qual extratos, fracdes ou compostos da planta
causam a morte ou interfiram no mecanismo celular dos micro-organismos, inviabilizando sua
multiplicacéo.

Embora os ensaios com extratos e fracfes apontem potencial farmacologico, conforme
trabalhos citados, estudos utilizando compostos da planta contra micro-organismos nao sdo
tdo comuns. Existe, portanto, a necessidade de aprofundar estudos, fracionando extratos,
iIsolando compostos e realizando novos testes, sobretudo, para os casos onde a atividade
biologica foi verificada em concentrages mais baixas, cuja toxicidade é inexistente para
células humanas.

Em suma, P. guajava realiza importante papel na interacdo ecoloégica com o ser
humano, possibilitando o seu bem estar tanto pela disponibilizacdo de alimento quanto de
matéria prima para finalidades terapéuticas.

Compostos que compdem o seu metabolismo apresentam-se bioativos contra
diferentes tipos de micro-organismos causadores de patologias em humanos. A espécie é
utilizada em preparagdes locais para tratamento de doengas e sintomatologias associadas.
Testes farmacol6gicos com diferentes metodologias demonstraram os efeitos antimicrobianos
da espécie, embora também tenham revelado, em alguns casos, a necessidade de doses
crescentes para obtencdo de efeito desejado. P. guajava mostrou-se ativa contra diferentes
espécies de protozoarios, fungos, bactérias e virus.

As pesquisas relatadas enaltecem o potencial e a versatilidade terapéutica da espécie
P. guajava, ao passo que também reforcam a eficiéncia da etnobiologia como direcionadora

de estudos farmacologicos.
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Tabela 1.

Lista de paises onde Psidium guajava € usada como planta medicinal

(continua)

Pais Indicacdes de Psidium guajava Referéncia(s)

Bangladesh Diarreia, bronquite Kadir et al. (2013); Khisha et al. (2012)

Bolivia Diarreia Hajdu and Hohmann (2012)

Brasil Diarreia, leucorrea, aftas, Ulceras, irritacdo vaginal, dor de dente, dor de garganta, Borba and Macedo (2006); Fener et al. (2006); Ribeiro
herpes et al. (2014)

Camardes Malaria Betti et al. (2013)

Camboja Dor de estbmago Laval et al. (2011)

Canada Infecgdes tdpicas, respiratdrias, reprodutivas e gastrointestinais causadas por fungos Jones et al. (2009)

China Diarreia, dor de estbmago, Ulcera péptica Ghorbani et al. (2011); Zheng et al. (2013)

Colémbia Nervosismo GOmez-Estrada et al. (2011)

Cuba Catarro, helmintos Volpato et al. (2009)

Equador Leishmaniase Gachet et al. (2010)

Etiopia Ameba, diabetes Regassa (2013)

Gana Malaria Asasea et al. (2012),

Indonésia Diarreia, dor de estdmago Mulyoutami et al. (2009)

india Disenteria, doencas gastrointestinais, hemorragico, diarreia, gastroenterite, tosse, Beverly and Sudarsanam (2011); Das and Choudhury
Ulceras, intestinos, colera, febre, dor, diabetes, inflamacéao (2010); Dey et al. (2010)

Quénia Diarreia Njoroge and Kibunga (2007)

Madagascar Diarreia, disenteria Rakotoarivelo et al. (2015)

Malésia Doencas respiratorias, diarreia, dor de estdmago Mohamad et al. (2011); Ong et al. (2011)

México Dor de estdbmago, vOmito, herpes, diarreia, disenteria, feridas, erupcfes cutaneas, Alonso-Castro et al. (2012); Juarez-Véazquez et al.
gastrite, vermifugo, dor de dente, tosse, dor de estdmago, febre, gripe (2013).

Namibia AIDS, tosse, diarreia, tuberculose Chinsembu, et al. (2015); Maroyi (2011)
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Pais IndicacBes de Psidium guajava Referéncia(s)

Nepal Gastrite, flatuléncia, pressdo arterial Singh et al. (2011); Thapa (2012)
Nigéria Hemorroidas, febre, disenteria, diarréia, malaria, dor de estbmago Ariwaodo et al. (2012); Maroyi (2011)
Paquistdo Diarreia, tosse, dor de estdmago e disenteria, dores de dente, indigestdo, prisdo de Khan et al. (2013)
ventre
Papua Nova Guiné Catapora, sarampo, intoxicacdo alcodlica, rinite Waruruai et al (2011)
Peru Diarreia, disenteria Sanz-Biset et al. (2009)
Filipinas Diarréia, cortes, feridas Abe and Ohtani (2013); Tantiado (2012)
Africa do Sul Candidiase vaginal, AIDS, gonorrea, doengas venéreas nao especificadas, infecgdes Maroyi (2011); Otang et al. (2012), Van-Vuuren and
respiratorias Naidoo (2010); York et al. (2011)
Tanzania Tuberculose Maroyi (2011)
Tailandia Diarreia Srithi et al. (2009)
Togo Diabetes Holaly et al. (2015)
Uganda AIDS, tosse, diarreia, tuberculose Asiimwe et al. (2013); Maroyi (2011)
Vanuatu Diarreia, disenteria Bradacs et al. (2011)
Zimbabue Tosse, gripe, febre Maroyi (2011)
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Tabela 2.

Uso de Psidium guajava no tratamento de sinais e sintomas relacionados a doengas infecciosas e parasitarias

(continua)

Agente Indicacdes de P. guajava na medicina Formas de uso Parte (s) usada(s) Referéncia(s)
etiolégico popular
Protozoa
Amebiase Dor de estdbmago, flatuléncia, febre, Infusdo, decoccdo  Folhas, raizes, casca Semenya e Maroyi (2012), Alonso-Castro et al. (2012), Rishika
diarreia. de caule. e Sharma (2012), Juarez-Vazquez et al. (2013).
Giardiase Dor de estdmago, diarreia. Infusdo, decoccdo  Folhas, raizes, casca Semenya and Maroyi (2012), Alonso-Castro et al. (2012),
de caule. Rishika and Sharma (2012), Judrez-Vézquez et al. (2013),
Neiva eta al. (2014).
Leishmaniase Ferida, febre, dor, problemas Infusdo, decocgdo  Folhas, raizes, casca Andrade-Cetto (2009), Semenya e Maroyi (2012), Alonso-
respiratdrios, diarréia, sangramento. de caule. Castro et al. (2012), Rishika e Sharma (2012).
Malaria Febre, dor. Infusdo, decoccdo  Folhas, raizes, casca Ariwaodo et al. (2012), Judrez-Vazquez et al. (2013).
de caule.
Tricomoniase Corrimento vaginal, prurido. Infuséo Folhas, raizes. Van Vuuren e Naidoo (2010).
Fungi Tosse, rinite. Infusdo, decoc¢do  Folhas. York e Van Vuuren (2011), Judrez-Vazquez et al. (2013).
Diarréia, problemas digestivos, dor. Infusdo, decoccdo, Folhas, raizes, casca York e Van Vuuren (2011), Semenya e Maroyi (2012), Alonso-
gargarejo. de caule. Castro et al. (2012), Rishika e Sharma (2012).
doencas de pele, coceira, feridas,
micoses, aftas. Infusdo, decocgdo, Folhas, raizes. Fenner et al. (2006), Van Vuuren e Naidoo (2010), Andrade-
gargarejo. Cetto (2009), Oliveira et al. (2010).
Corrimento vaginal, doengas venéreas Infuséo. Folhas. Van Vuuren e Naidoo (2010).
ndo especificado.
Bacteria Tuberculose. Decoccéo, Folhas,casca. Ogbole e Ajaiyeoba (2010), Asiimwe et al. (2013).
macerado.
Colera. Decoccéo. Folhas. Sahu et al. 2014.
Gonorreia, doencas venéreas ndo Infusdo. Folhas, raizes. Van Vuuren e Naidoo (2010).
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Agente IndicacBes de P. guajava na medicina Formas de uso Parte (s) usada(s) Referéncia(s)
etiologico popular
especificadas, corrimento vaginal. Infuséo. Folhas e raizes. Van Vuuren e Naidoo (2010).
problemas urindrios.
Problemas  pulmonares, distlrbios Infusdo, decoccdo, Folhas, raizes, casca Yorke Van Vuuren (2011), Alonso-Castro et al. (2012).
respiratérios, tosse, rinite, catarro, gargarejo. de caule.
febre, dor de garganta.
Dor de dente. Infusdo, decocgdo.  Folhas. Alonso-Castro et al. (2012), Khan et al. (2013).
Diarreia, disenteria, problemas Infusdo, decoc¢do. Folhas, raizes, casca Alonso-Castro et al. (2012), Semenya e Maroyi (2012), Rishika
digestivos, constipacao. de caule, fruto. e Sharma (2012).
Dor de estbmago, gastrite, Ulcera. Infusdo, decocgdo.  Folhas, raizes, casca Andrade-Cetto (2009), Alonso-Castro et al. (2012), Rishika e
de caule. Sharma (2012), Khan et al. (2013).
Furdnculos, feridas na pele, infecgdes. Infusdo, decoccdo, Folhas. Alonso-Castro et al. (2012), Otang et al. (2012).
cataplasma.
Virus Diarreia, dor. Infusdo, decoccdo.  Folhas, raizes, casca Semenya and Maroyi (2012), Rishika e Sharma (2012), Juérez-
de caule. Véazquez et al. (2013).
Gripe, rinite, resfriados, tosse, febre. Infusdo, decoccdo, Folhas. Andrade-Cetto (2009), Alonso-Castro et al. (2012),York e Van
gargarejo. Vuuren (2011).
Herpes
Infusdo Folhas. Alonso-Castro et al. (2012).
AIDS
Decoccéo Folhas, casca de Lamorde etal. (2010), Chinsembu et al. (2015).
caule..
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Table 3.

Validacéo cientifica do efeito de Psidium guajava contra micro-organismos patogénicos

(continua)

Grupo microbiano Parte(s) usada(s)

Extrato/Fracdo/Composto(s)

Micro-organismo(s)

Validacao cientifica

Protozoarios Casca de caule, Extrato aquoso (decoccdo e Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Birdi et al. (2011); Chenniappan e
folha, raiz, flor, infusdo), extrato hidrometandlico Leishmania donovani, Plasmodium Kadarkarai (2010); Chinchila et al. (2011
fruto. (80%), extrato  hidroetandlico falciparum, Plasmodium berghei, and 2012); Gachet et al. (2010); Gawad et

(maceracdo e percolagdo), extrato Trichomonas vaginalis al. (2015); Inyang-Etoh e Ohanu, (2015);
etandlico, extrato diclorometano, Kaushik et al. (2015); Melariri et al.,
extrato ciclo-hexano, extrato ciclo- (2012); Neiva et al. (2014); Rajendran et
hexano + cloroquina, extrato éter de al. (2014); Tarkang et al. (2014); Van
petrdleo, extrato acetato de etila, Vuuren e Naidoo (2010); Vera-Ku et al.
extrato metandlico. (2010)
Fungos Folha Extrato de hexano, extrato de Cryptococcus neoformans, Microsporum Chanda and Kaneria (2011); Chanu et al.
acetona, extrato aquoso (infusdo e canis, Microsporum gypseum, Trichophyton (2011); Egharevba et al. (2010); Ferreira
decocgdo), extrato metandlico, tonsurans, Trichophyton rubrum, and et al. (2013); Fonseca e Botelho (2011),
fracdo acetato de etila, extrato Sporothrix  schenckii,  Saccharomyces Ghosh et al. (2010); Mailoa et al. (2014);
hidroetanélico  (70%), extrato cerevisiae, Trichophyton  mentagrophytes, Morais-Braga et al. (2015); Padron-
acetato de etila, extrato éter de Epidermophyton floccosum, Aspergillus Marquez et al. (2012); Perera et al.
petrdleo, extrato de tolueno, extrato  niger, Penicillium spp, Microsporum canis, (2014); Suwanmanee et al. (2014)
etandlico (30%). Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida  krusei,
Candida neoformans, Candida epicola
Folha, casca de Extrato metandlico, extrato éter de Staphylococcus aureus, Klebsiella Adesina et al. (2015); Alo et al. (2012);
caule, fruto. petrdleo, extrato tolueno, extrato pneumonia,  Streptococcus  pneumonia, Bai et al. (2014); Birdi et al. (2010);
acetato de etila, extrato de acetona, Pseudomonas  aeruginosa, Moraxella Chanda e Kaneria (2011), Chavan et al.
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Grupo microbiano

Parte(s) usada(s)

Extrato/Fracdo/Composto(s)

Micro-organismo(s)

Validagdo cientifica

extrato aquoso (decoccdo), extrato
etandlico, extrato diclorometano-
metanolico, extrato de cloroformio,
extrato hidrometandlico.

Compostos: 11 hidroxi-35- tricont-
penta-triacontanoato, hexaeicosan-
16-ol,

nonacosan-23-em-3-ol, 3-O-lixose-

tricosan-17-em-5-ol,

catarrhalis, Mycobacterium tuberculosis,
Escherichia coli,
Vibrio

Salmonella typhi, Shigella sp, Lactobacillus

Mycobacterium  bovis,

Salmonella  enteric, cholera,
sp., Streptococcus pyogenes, Pseudomonas
fluorescence, Enterobacter sp, Citrobacter
sp., Xanthomonas campestris, Xanthomonas

citri, Klebsiella sp., Shigella flexneri,

(2015); Fathilah (2011); Garode e
Waghode (2014); Ghosh et al. (2010);
Ibekwe et al. (2014); Ifeanyichukwu et al.
(2015); John et al. (2013); Madduluri et
al. (2013); Mehta et al., (2012); Philip et
al. (2015); Rahim et al. (2010); Rajan et
al. (2015);

Phumkhachorn

Rattanachaikunsopon and

(2010); Uyub et al.

morina, 3-O-arabinose-morina, Helicobacter pylori, Streptococcus  (2010); Van Vuuren and Naidoo (2010);
quercetina, 3-O-arabinose- sanguinis, Streptococcus mitis, Actinomyces Vieira et al. (2014); York et al. (2012).
quercetina sp., Streptococcus mutans, Streptococcus

salivarius, Streptococcus mitior,

Streptococcus milleri, Oligella ureolytica,

Ureaplasma urealyticum, Neisseria

gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis

Virus Folha Extrato  hidroetandlico  (70%), Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) Faral-Tello et al. (2012); Juying et al.

extrato aquoso, extrato etandlico,

saponinas

H1N1 virus (A/Narita/1/2009,
A/Yamaguchi/20/06 e A/Kitakyushu/10/06 -
resistente a Oseltamivir)

AS-11 simian rotavirus

HIV

(2010);
Lamorde et al. (2010); Sriwilaijaroen et
al. (2012).
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Abstract

Psidium guajava is a Myrtaceae plant whose medicinal properties are recognized in several locations. The use of
teas and tinctures prepared from their leaves has been used to combat infections caused by fungi of the genus
Candida. In this study, aqueous extracts of leaves and hydroethanolic were tested to verify the antifungal
potential and its chemical composition has been investigated. The microbiological assays were performed by
broth microdilution to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and from these the Minimum
Fungicidal Concentration was performed (MFC) by subculturing on solid media. A cell viability curve was
obtained for demonstration of inhibition of fungal growth of strains of Candida albicans and Candida tropicalis.
Tests to check morphological changes by the action of the extracts were performed in microcultive cameras
depleted environment at concentrations of MIC / 2, MIC and MIC x 2. Extracts analyzed by high performance
liquid chromatography demonstrated flavonoids and phenolic acids. The extracts showed fungistatic effect and
no fungicide with MIC > 8192 pg /mL, MFC above 8192 pg/mL. The ICsq was calculated ranging from 1803.02
and 5623.41 pg/mL. It has been found that the extracts affect the morphological transition capability, preventing

the formation of pseudohyphae and hyphae. Teas and tinctures, therefore, have the potential antifungal, by direct
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contact, causing inhibition of fungal multiplication and its virulence factor, the cell dimorphism, preventing
tissue invasion. Further studies are needed to elucidate the biochemical pathways and genes assets involved in

these processes.

Keywords: Fungistactic effect; inhibition of dimorphism; Tea; Tincture

1. Introducion

Microorganisms of the genus Candida can be found naturally composing the microbiota of
the human organism inhabiting your gastrointestinal tract and mucous membranes (Lu et al.,
2014; Shao et al., 2007). Changes in dynamic of the host organism too favor the proliferation
of these fungi and the disturbance caused in homeostasis can lead to a range of infections that
range in their level and location and can only be superficial, in skin and mucosal (oral, vaginal
candidiasis) or systemic, reaching compromise the life of an individual (Mayer et al., 2013,;
Sardi et al., 2013).

Usually the infections caused by Candida spp. in its magnitude are assigned to the
species Candida albicans, however, illness caused by Candida non-albicans (CNAM) had
increased incidence over the years and yeasts of Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida krusei and Candida parapsilosis have been increasingly identified as human
pathogens (Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012).

Mechanisms of resistance to commercial drugs developed by these microorganisms
have been constantly investigated and reported and the continuous evolution for resistance is
extremely worrying considering the limited number of antifungal classes currently available
(Maubon et al., 2014; Xie et al., 2014). The search for different therapeutic alternatives is a
constant and the use of natural products of plant origin often serves as a reference to the
search for active compounds and, in this sense, a ethno directed approach has directed
pharmaceutical research (Albuquerque and Hanazaki, 2006), in this case, in order to
antifungal discovery potential.

Member of the Myrtaceae, Psidium guajava L. species (guava), plant native to
tropical America (Okamoto et al., 2009), has its widespread medicinal use among the world's
populations. Being a plant of tropical and subtropical regions, can be found on plantations, in
backyards of homes, or naturally in other areas, and could even be considered invasive

species (Richardson and Rejmanek, 2011).
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The medicinal attributes from all parts of the species are spread over several
generations and therefore, makes up many lists of ethnobotanical studies, showing great
versatility and value in use, being mentioned for the treatment of various types of diseases
(Dakappa-Shruthi, et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008).

This therapeutic use recorded in different locations includes a significant number of
body systems such as disorders of the sensory system: vertigo (Dakappa-Shruthi et al., 2013;
Gutiérrez et al., 2008); disorders of the respiratory system: laryngitis, sore throat, colds,
coughs, tuberculosis, lung problems, bronchitis, catarrh, rhinitis (Dakappa-Shruthi et al.,
2013; Gutiérrez et al., 2008; Ogbole and Ajaiyeoba, 2010; Waruruai et al., 2012); disorders
of the genito-urinary system: menstrual disorders, vaginal discharge, childbirth, nephritis,
premenstrual syndrome, gonorrhoea, non-specified venereal diseases, leucorrhea (Dakappa-
Shruthi et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008; Van Vuuren and Naidoo, 2010); disorders of the
nervous system: anorexia, epilepsy, cerebral ailments, chorea, convulsions, nervousness
(Dakappa-Shruthi et al., 2013; Gomez-Estrada et al., 2011; Gutiérrez et al., 2008); disorders
of the digestive system: diarrhea, dysentery, stomachache, digestive problems, gastric
insufficiency, ulcers, dyspepsia, gastroenteritis, gastritis, bowel disorders, colic, toothache,
constipation (Dakappa-Shruthi et al., 2013; GOomez-Estrada et al., 2011; Gutiérrez et al.,
2008); disorders of the circulatory system: piles, swelling, hypertension, oedema (Dakappa-
Shruthi et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008); the musculoskeletal system and connective tissue
diseases: gout, spasm, rheumatic pain (Dakappa-Shruthi et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008);
not defined conditions or pain not defined: aches (Dakappa-Shruthi et al., 2013); skin diseases
and tissue subcutaneous: inflamed mucous membranes, mouth - swelling, skin problems,
ulcers, itch, scabies, skin sores, wounds, dermatosis, sores, boil, gingivitis (Dakappa-Shruthi
et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008); diseases of the endocrine glands, nutrition and
metabolism: diabetes (Gutiérrez et al., 2008); infectious and parasitic diseases: cholera,
worms, bacterial infections, herpes, mycoses, thrush, pox, measles (Dakappa-Shruthi et al.,
2013; Gutiérrez et al., 2008; Waruruai et al., 2012); neoplasms: cancer (Alonso-Castro et al.,
2011), and disease of the blood and blood-forming organs: hemorrhages, blood cleansing
(Dakappa-Shruthi et al., 2013; Gutiérrez et al., 2008).

The P. guajava popular use in the treatment of infectious diseases, particularly against
those caused by fungi, it is common practice registered in different countries such as Brazil,

Cuba and South Africa where it is used to treat thrush, leucorrhoea, and vaginitis, pathologies
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associated with infections caused by Candida spp. (Borba and Macedo, 2006; Fenner et al.,
2006; Oliveira et al., 2010; Ramirez et al., 2007; VVan Vuuren and Naidoo, 2010).

Considering the pharmacological potential of the species P. guajava described in
ethnobotanical reports, especially with regard to its therapeutic use in treatments against
diseases caused by fungi, this study aims to scientifically validate the antifungal properties of
tea and tincture prepared with leaves of guava and evaluate the effect of natural products in
virulence strains of C. albicans and C. tropicalis, particularly its morphological transition

process.

2. Material and Methods

2.1. Collection area

The collection was realized in the rainy season at the county of Milagres, Ceara, Northeastern
region of Brail (07° 17.119” S and 038° 51.779> W, 388 m of altitude; 07° 17.120” S and 038°
51.778 W, 389 m of altitude; 07° 17.122” S and 038° 51.776> W, 392 m of altitude; 07°
17.119° S and 038° 51.779° W, 388 m of altitude) at “Sitio” Malhada. The climate is semi-
arid, with temperatures ranging between 24° - 26° C (IPECE, 2013).

2.2 . Plant material

The study was conducted using young, healthy leaves of a Psidium species locally known as
red guava, which were collected and transported to the Laboratory of Microbiology and
Molecular Biology at the Regional University of Cariri - URCA. Twigs with flowers of the
species were also collected and vouchers were produced and deposited in the Herbarium
Dérdano de Andrade Lima at the university under No. 10935, where the species was
identified as Psidium guajava L. The collection period included January, February, March and
April, known as the "wintry block of the Cariri Ceara region." Collections were made
between 8:30 and 10:30 am, and the plant material was taken to the laboratory where it was
subjected to qualitative screening and cleaning before being weighed and stored under
refrigeration. Altogether, there were 2650 g of leaves in perfect condition, and this quantity

was divided for preparation of three types of extracts: Aqueous Extract of P. guajava Infusion
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(AEPGI), Aqueous Extract of P. guajava Decoction (AEPGD) and: Hydroethanolic Extract of
P. guajava (HEPG).

2.3. Preparation of extracts

2.3.1. Aqueous extracts

Two types of aqueous extracts were prepared, each using 399.9 g of leaves mixed with 6 L of
water (based on a proportion of 10 g/150 mL, equivalent to one cup of tea - 150 cc). The
decoction was made by mixing roughly cut leaves in cold water and then boiling for 15 min.
Afterwards, the tea was allowed to cool, filtered and then stored under refrigeration. As for
the infusion, the water was boiled without leaves, which were placed in the water after turning
off the heat. The pot was covered with a lid and allowed to stand until the tea cooled down
(Matos, 2002), and the preparation was then filtered and stored under refrigeration both
infusion and decoction were frozen (-60 °C) and lyophilized to dryness. The powdered
extracts (were stored under refrigeration for testing, using 14.46 g (yield 3.62%) and 15 g

(yield 3.75%) extract powder from the decoction and infusion, respectively.

2.3.2. Hydroethanolic extract

The hydroethanolic extract (70%) was prepared by trituration with cold extraction, using a
total of 1846.5 g leaves in a proportion of 5 g/mL of hydroethanolic solution (Matos, 2002).
The leaves were cut to increase contact surface with the solvent, and the mixture was left at
room temperature protected from air and light, for a period of 96 h to for maximum extraction
efficiency. The mixture was then filtered and placed in a rotary evaporator (Q-344B - Quimis
- Brazil) at 40 rpm and 60 °C to concentrate the extract. Finally, the crude extract was frozen,

lyophilized (50.8 g - yield 2.75%) and then stored under refrigeration.

2.4. Chemical analysis

2.4.1. Chemical, apparatus and general procedures

All chemical were of analytical grade. Methanol, acetic acid, gallic acid, caffeic acid and
chlorogenic acid were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Quercetin, quercitrin,
isoquercitrin, rutin, kaempferol, luteolin, catechin and epicatechin were acquired from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). High performance liquid chromatography (HPLC-
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DAD) was performed with a Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A) HPLC system
(Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with Shimadzu LC-20AT reciprocating pumps
connected to a DGU 20A5 degasser with a CBM 20A integrator, SPD-M20A diode array
detector and LC solution 1.22 SP1 software.

2.4.2 High performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD)
Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient conditions using Cig
column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 um diameter particles; the mobile phase was water
containing 2% acetic acid (A) and methanol (B), and the composition gradient was: 5% (B)
for 2min; 25% (B) until 10 min; 40, 50, 60, 70 and 80% (B) every 10 min; following the
method described by Silva et al. (2014) with slight modifications. P. guajava extracts
(hidroethanolic - EHEPG, infusion - EAIPG and decoction - EADPG) and mobile phase were
filtered through 0.45 um membrane filter (Millipore) and then degassed by ultrasonic bath
prior to use, the extracts of P. guajava were analyzed at a concentration of 20 mg/mL. The
flow rate was 0.6 ml/min and the injection volume was 50 pl. The sample and mobile phase
were filtered through 0.45 um membrane filter (Millipore) and then degassed by ultrasonic
bath prior to use. Stock solutions of standards references were prepared in water: methanol
(1:1; v/v) at a conentration range of 0.025 — 0.300 mg/ml catechin, epicatechin, quercetin,
quercitrin, isoquercitrin, kaempferol, luteolin and rutin, and 0.035 — 0.300 mg/ml for gallic,
caffeic and chlorogenic acids. Quantification was carried out by integration of the peaks using
the external standard method, at 254 nm for gallic acid, 281 nm for catechin and epicatechin,
327 nm for chlorogenic and caffeic acids, and 366 for quercetin, quercitrin, isoquercitrin,
luteolin, kaempferol and rutin. The chromatography peaks were confirmed by comparing its
retention time with those of reference standards and by DAD spectra (200 to 500 nm).
Calibration curve for gallic acid: Y = 12673x + 1281.9 (r = 0.9998); caffeic acid: Y = 12943x
+ 1191.7 (r = 0.9996); chlorogenic acid: Y = 12083x + 1327.9 (r = 0.9995); catechin: Y =
11734x + 1306.8 (r = 0.9999); epicatechin: Y = 12387x + 1239.1 (r = 0.9997); rutin: Y =
13752x + 1186.5 (r = 0.9991); quercetin: Y = 11970x + 1181.7 (r = 0.9996); quercitrin: Y =
11679x + 1251.7 (r = 0.9998), isoquercitrin: Y = 13759x + 1251.9 (r = 0.9993), kaempferol:
Y = 12659x + 1172.3 (r = 0.9997) and luteolin: Y = 12507x + 1341.8 (r = 0.9990). All
chromatography operations were carried out at ambient temperature and in triplicate.

98



2.4.3 Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)

LOD and LOQ were calculated based on the standard deviation of the responses and the slope
using three independent analytical curves, as defined by Kamdem et al. (2013). LOD and
LOQ were calculated as 3.3 and 10 o/S, respectively, where o is the standard deviation of the

response and S is the slope of the calibration curve.

2.5. Antifungal assay

2.5.1. Strains and culture media used

Standard types of strains were obtained from the Culture Collection of Oswaldo Cruz of the
Brazilian Institute of Quality Control in Health (INCQS) and clinical isolates of the yeasts
Candida albicans and Candida tropicalis were provided by Dr. Edeltrudes Oliveira Lima
(Mycology Laboratory of Paraiba Federal University), namely CA INCQS 40006, CA LM 62,
CA LM77, CA LM 109, CA LM 111, CA LM 122, CT INCQS 40042, CT LM 18, CT LM
20 and CT LM 23. These strains were inoculated into Sabouraud Dextrose Agar (SDA,
KASVI) and incubated for 24 h at 37 °C. Afterwards, small aliquots of yeast were transferred
to test tubes each containing 3 mL of sterile saline (0.9%). Using the McFarland scale, the
concentration of the inoculum was standardized by comparing its turbidity with the 0.5
standard, giving a standard yeast suspension of 1 x 10° cells/mL (NCCLS, 2002). The inocula
thus prepared were used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) in
Sabouraud Dextrose Broth (SDB, HIMEDIA), double concentrated. Another culture medium
was used for analysis of yeast micromorphology. The potato dextrose agar (PDA, DIFCO)
was prepared by diluting it more than that recommended by the manufacturer to make it a
depleted medium capable of stimulating yeast to produce hyphae. Agar was added to this

diluted medium to obtain a solid medium.

2.5.2. Drugs, reagents and preparation of solutions

Dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, Darmstadt, Germany) was used for dilution of the
extracts, and the antifungal fluconazole (Capsule - FLUCOMED), diluted in water, was used
as the reference drug. The matrix solutions of the extracts were prepared by weighing 0.3 g of
each extract and then diluting in 1 mL of DMSO. To obtain the desired concentration for
testing, the extracts were further diluted in sterile distilled water so that the concentration of

DMSO in the natural product did not exert any activity in the test cells (Stoppa et al., 2009).
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2.5.3. Microbiological screening

Microbiological screening was performed to select the yeasts to be used in microbiological
testing. The microdilution broth was chosen to perform this procedure, and this was done by
determining the MIC (Javadpour et al., 1996), since the plates prepared to carry out this test
would be used later in tests to find the minimum fungicidal concentration, besides facilitating
the demonstration of cell viability curve and calculating the 1Cs of the test products.

2.5.4. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

This test was performed by the broth microdilution method in 96-well plates. Each well was
filled with 100 pL of SDB containing 10% fungal inoculum, and then, 100 pL of the natural
product (16384 ug/ml) or fluconazole (antifungal reference) at the same concentration, were
added to the first well, followed by twofold serial dilution. The concentrations in the wells
ranged from 64 to 8192 pg/mL. The last well contained no extract or drug and served as the
normal growth control (Javadpour et al., 1996). Controls for diluent of the products (using
saline instead of inoculum) and the sterile medium were also prepared. All tests were
performed in triplicate. The plates were incubated at 37 °C for 24 h and afterwards read in an
ELISA spectrophotometer (Thermoplate®) at a wavelength of 630 nm. The MIC was defined
as “the lower concentration of na antimicrobial agent that inhibit the visible growth of na
microrganism in dilution assays” (CLSI, 2002). The results obtained in the ELISA readout

were used to construct the cell viability curve and the ICsg of the extracts of P. guajava.

2.5.5. Determination of minimum fungicidal concentration (CFM)

For this test, a small sterile rod was placed in each well of the MIC test plate (except for
sterility control). After mixing the medium in each well, the rod was taken to a large Petri
dish containing SDA, streaking its surface and transferring the solution (medium + inoculum
+ natural product) for subculture of yeast and checking cell viability. After 24 h incubation,
the plates were inspected for any formation of colonies of Candida (Ernst et al., 1999, with
modifications). The concentration at which there was no growth of fungal colonies was

considered the MFC of the natural product.

2.5.6. Effect of natural products on fungal morphology
To determine if the natural product caused any change in fungal morphology, by inhibiting

the development of hyphae, sterile micromorphological chamber slides were prepared for
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observation of yeasts. Three milliliters of PDA medium depleted by dilution were added to
chambers, containing the natural product concentrations MIC/2, MIC and MIC x 2. Aliquots
of the inoculi were taken from the petri dishes to make two parallel steaks on the solid
medium, which were then covered with a sterile coverslip. The chambers were placed in the
incubator for 24 h (37 °C) and inspected under a light microscope using a 40X objective. A
camera was attached to the microscope to capture images. A control for yeast growth (hyphae
stimulated by depleting medium) was performed, as well as a control with the conventional
antifungal fluconazole for comparative purposes and a control with DMSO at 100% and 0.5%
(the concentration in the natural products used in the tests). The assays were performed
according to Sidrin and Rocha (2010) and Mendes (2011), with some modifications.

2.6. Statistical analysis

The results of the tests were done in triplicate. Data obtained for each sample and
concentration were checked for their normal distribution and then analyzed by one-way
ANOVA by post hoc Tukey test. ECso values were obtained by nonlinear regression for the
purpose of interpolating values from standard curves (using the software Graphpad Prism, v.
5.0) of the % growth values plotted against concentration and ECs, values are expressed
as ug/mL.

3. Results and Discussion

The chemical analysis performed to detect the presence of phenolic acids and flavonoids,
verifying the predominance of the latter in two extracts. The hydroethanolic extract showed
more efficient as extracting agent, since quantity of compounds able to extract higher. To the
aqueous extracts, exposure to different temperature times caused no significant difference in
the amount of extracted compounds, however the extract obtained from infusion had a greater
abundance of flavonoids as compared to the decoction. Studies show that can occur
degradation of flavonoids with temperature rise, however, this process also depends on the
chemical structure and the interaction between them (Baby et al., 2007; Mello et al., 2010). In
this sense, the decoction longer exposure to elevated temperature may have been the cause of
the reduction of the level of flavonoids. The major compound differed only in the analysis of

each extract into the aqueous infusion made, which in this case is the quercitrin, while the
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other the quercitrin appears to be the most expressive content. The chromatogram extracts of
the species is shown in Figure 1, and the results representing their chromatographic profiles in
front the parameters used are detailed in Table 1.

The chemical composition of P. guajava has been widely investigated and studies
have reported that plant extracts are constituted alkaloids, triterpenoids, tannins, saponins,
glycosides, flavonoids, and phenolic compounds and other compounds (Dakappa-Shruthi et
al., 2013; Tambe et al., 2014).

78 1

Figure 1 Chromatogram of Psidium guajava extracts. High performance liquid chromatography phenolics and
flavonoids profile of Psidium guajava. A. Hydroethanolic extract of P. guajava (HEPG); B. Aqueous extract of
P. guajava decoction (AEPGD); Aqueous extract of P. guajava infusion (AEPGI); Gallic acid (peak 1), catechin
(peak 2), chlorogenic acid (peak 3), caffeic acid (peak 4), epicatechin (peak 5), rutin (peak 6), quercitrin (peak
7), isoquercitrin (peak 8), quercetin (peak 9), kaempferol (peak 10) and luteolin (peak 11).

A chemical analysis of tea from the leaves of guava (Chang et al., 2014) highlighted a
polyphenol profile in which the main components were found quercetin, myricetins, catechin,
gallic and ellagic acids and their derivatives, but the researchers call attention to differences in
chemical composition, stating that several factors such as time of collection, form of
collection and processing, temperature, among others, may influence the outcome of the
chemical prospecting.

The data obtained in microdilution test were used for MIC determination, assembly of
cell viability curve and to calculate the ICsy for each product. The same procedure was
performed with fluconazole. Cell viability curve of microorganisms in contact with different

concentrations of natural products showed a similar behavior in the screening, which allowed
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us a random choice of lines for continuity the work. Thus, the standard strains and clinical
isolates of C. albicans were selected (CA INCQS 40006 e CA LM 77) and C. tropicalis (CT
INCQS 400042 e CT LM 23). Information is shown in Table 2 and Figure 2. The ICsy of
products ranged from 1803.02 to 5623.41 pug/mL and cell viability curve image points the
hydroethanolic extract of the species as being the most effective because could reduce a
higher percentage of micro-organisms, when compared to the others.

Table 1 Phenolics and flavonoids composition of Psidium guajava.

P. guajava LOD LOQ

Compounds EHPG AEPGD AEPGI
malg malg malg pg/mL pg/mL

Gallic acid 346+0.01a 1.57+0.02a 1.54+0.01a 0.019 0.062
Catechin 1.57+0.03b 494+0.01b 1.29+0.02b 0.008 0.025
Chlorogenic acid 4.39+0.01c 423+0.03¢c 1.25+0.03b 0.024 0.081
Caffeic acid 8.01+0.02d 430+0.01c 473+0.01c 0.035 0.116
Epicatechin 1.58+0.01b 3.61+0.02d 3.58+0.02d 0.010 0.034
Rutin 3.62+0.01a 352+0.01d 3.97+0.01e 0.017 0.056
Quercitrin 11.17 £0.03 f 495+0.01b 8.62+0.01f 0.032 0.105
Isoquercitrin 10.35+0.01e 3.48+0.03d 8.59+0.03f 0.009 0.031
Quercetin 16.81+0.02 g 10.15+0.03e 3.45+0.03d 0.025 0.083
Kaempferol 8.26 £0.03d 432+001c 3.42+0.01d 0.018 0.059
Luteolin 10.13+0.01e 1.69+0.03a 851+0.02f 0.023 0.075

Results are expressed as mean + S.E. of three determinations. Averages followed by different letters differ by
Tukey test at p < 0.01. HEPG: Hidroethanolic Extract of P. guajava; AEPGD: Aquous Extract of P. guajava
Decoction; AEPGI: Aquous Extract of P. guajava Infusion; LOD: Limit of detection; LOQ: limit of
quantification.

The MIC of the products in this study was determined and standardized as 8192
pg/mL and cell viability curve, the concentration at which it was observed a marked reduction
in the percentage of viable microorganisms. The results of Minimum Fungicidal
Concentration showed that, the concentrations tested, no extract showed fungicidal effect,
since it failed to remove, but reduce the population of microorganisms of Candida. We found
that the antifungal effect seen is fungistatic and that Minimum Fungicidal Concentration is >

8192 pg/mL.
103



One of the main virulence factors of Candida is the cell dimorphism, which depends
on the environmental conditions in which micro-organisms are found growing. This condition
dimorphic is characterized by the ability to alter the cellular morphology, alternating, in a
reversible manner, between the shape of yeast and hyphae or pseudohyphae, by issuing a
structural extension, a filament, passing a state considered dispersive to invasive, respectively,
this being a process commonly observed in candidemia systemic, which can be found both

morphological types, the yeast and filamentous at the same time (Lu et al., 2014).

Table 2 1Cso (ug/mL) of Psidium guajava extracts against Candida strains.

Candida albicans Candida tropicalis
Product tested INCQS 40006 LM 77 INCQS 40042 LM 23
AEPGI 3235.94 3890.45 4570.88 4570.88
AEPGD 4797.33 5623.41 5495.41 5128.61
HEPG 1803.02 1905.46 1862.09 1905.46
Fluconazole 76.72 69.09 73.98 58.63

~ AEPGI: Aqueous Extract of P. guajava Infusion; AEPGD: Aqueous Extract of P. guajava Decoction; HEPG:
Hydroethanolic Extract of P. guajava: INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; LM:
Laboratdrio de Micologia.

Based on the results of the MIC, the tests were performed to verify that the extracts
influenced the morphological transition of yeast. To this end we prepared a poor environment
in nutrients, where it functioned as stressor of microorganisms, stimulating their potential
dimorphic. In carrying out the different tests controls were included, one of the growth
control, and demonstrated the feasibility of this morphological transition allowed by the
nutrient poor environment where the microculture reveals the presence of pseudohyphae, and
hyphae. In another control, DMSO was tested at 100% and the maximum concentration is
able to prevent the morphological transition (data not shown). However, to show that the
change does not exert dimorphic yeast, the DMSO was assayed in concentration contained in
dilution of natural products (0.05%), confirmed that the microculture presented
microorganisms in accordance with the growth control. The reference drug, fluconazole, was
also evaluated and, as the lowest concentration assayed in the test (MIC / 2), caused inhibition

of emission of filamentous structures. The images of the controls are shown in Figure 3.
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Figure 2 Cell viability curve Candida strains under the effect of Psidium guajava. CA: Candida albicans; CT:
Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; LM: Laboratério de
Micologia; AEPGI: Aqueous Extract of P. guajava Infusion; AEPGD: Aqueous Extract of P. guajava
Decoction; HEPG: Hydroethanolic Extract of P. guajava.

The reading of other microcultivations performed with the extracts in concentrations
of 4,096, 8,192 and 16,384 pg/mL showed that they were able to affect the phenotypic
plasticity of C. albicans and C. tropicalis reducing hyphae and pseudohyphae formation
process in so far as their concentrations were increased. At higher concentration, the yeast
form prevailed so that, or not verified the presence of filaments, or these filaments were
significantly reduced, as can be seen in Figures 4 and 5.

The guava has been used in Brazil for the treatment of oral diseases, where both the
leaves as bark are used in the preparation of tea (for infusion or decoction) to be swallowed or
swished still warm, with pretensions to combat thrush and mouth sores, which may be caused
by Candida strains (Borba and Macedo, 2006; Oliveira et al., 2010). In addition, is no record
that various parts of the plant are used not only to treat thrush but also for the treatment of
leukorrhea (Fenner et al., 2006), one of the symptoms of vaginal candidiasis. In South Africa
the tea from the leaves and roots of guava by infusion is prepared for the treatment of non-
specific venereal diseases (Van Vuuren and Naidoo, 2010) and in Cuba, the use of P. guajava

in folk medicine was also registered against fungi, where parts of the plant are used in the
105



preparation of dye, powder and elixir (Ramirez et al., 2007). Based on these ethnobotanical
reports, we can assume that the main form of therapeutic use P. guajava against fungi is the
topical use, as the natural product is placed directly on the skin or mucosa, used in mouthwash
and gargle, in sitz baths and even in tea administration, which when taken favors the contact
of the natural product with the intestinal lumen, where the infection causing microorganisms

can be accommodated.

l’ ‘
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10 CT LM 23

Figure 3 Controls used in micromorphology tests. Cell forms of Candida: a: pseudohiphae; b: hiphae; c: yeast;
1, 4, 7 and 10: Growth control; 2, 5, 8 and 11: DMSO 0,05%; 3, 6, 9 and 12: Fluconazole; CA: Candida
albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; LM:
Laboratdrio de Micologia. Images inspected under a light microscope using a 40X objective.

If we consider the context of this research, a cup of tea (made by decoction and

infusion) with 150 ml of water and 10 g of fresh leaves, will be contained in this volume, just
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over 4 times the concentration considered as MIC, was able to reduce the percentage of viable
microorganisms by direct contact. The same situation is extended to hydroethanolic extract. In
150 ml of tincture is contained 25 times the minimum inhibitory concentration. If relate to the
preparation of virulence potential inhibitor in 150 ml of aqueous extracts of plants have about
2 times the concentration at which the filamentous structures of Candida have been reduced.
In this same volume hydroethanolic extract is contained 12 times the inhibitory concentration
dimorphism. Thus a direct contact of tea or tincture prepared in the above relation not only
reduce the percentage of viable microorganisms, but also disturb the process of morphological
yeast transition that remain in place after the addition of home-made preparations,
neutralizing one of its virulence factors the ability to invade substrates.

Due to the ethomedicinal use of P. guajava observed both in the traditional medicine
as complementary and alternative medicine, the plant is now part of the list of medicinal
plants of the World Health Organization (WHQO). Based on fundamental criteria such as
common use in at least two regions of WHO and satisfactory amount of scientific data, this
organization has promoted the development of monographs in which relevant information
about this and other species of medicinal relevance, were made available to the public access
(WHO, 2009). P. guajava also reported in national lists of medicinal plants in some countries
and is covered in public policy programs focused on primary health care, as occurs, for
example, in Brazil (BRASIL, 2009; RENISUS, 2009).

The belief system of some people, low economic power of users, the medications
available at minimal cost, the lack of access to another type of therapeutic resource in conflict
areas (especially in poor countries), the fact that they are natural products and considered by
some to be more effective than allopathic medicines and cause side effects or milder side
effects compared to commercial drugs are some of the reasons given to justify the significant
use of medicinal plants (Adnan et al 2014, Khan et al 2014; OMS, 2002), including the
species under study.

Regarding the popular therapy with P. guajava, several factors can influence the final
result of a treatment as a contact time of natural product with the infection microorganisms,
duration of treatment, methods of use, among others.

Although we are talking about parts of a plant that has its fruit habitually used in
nutrition for human populations from different locations, the use of tea fresh leaves for
infusion has had its cytotoxic potential investigated. The aqueous extract intragastric

administration in rats of both sexes (doses of 0.2, 2.0 and 20.0 g/day) for prolonged period
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(six months) resulted in signs of hepatotoxicity and renal problems as hydronephrosis in
males and pyelonephritis, and nephrocalcinosis in females. The LDsg of the extract was more
than 20.0 g/kg (Attawish et al., 1995).

Almeida et al. (2006) evaluated in vitro the cytotoxicity of tea made by infusing in
peritoneal macrophages of mice. The infusion of the leaves was prepared and tested both
immediately as a few hours after preparation. Soon after preparation, the infusion was added
to the culture environment which exhibited 10% mortality rate, increasing to 31.82% after
storage at 4° C for a period of 48 hours. After this period, the index rose to 76.18% revealing
that the infusion, therefore, presents an immunotoxic effect. In this sense, take tea in the same
day it is prepared can prevent damage being caused to the cells of the immune system, which,
according to the authors, may be due to flavonoids oxidation and subsequent release of their
derivatives capable to generate radicals free, which would cause toxicity.

People affected with candidiasis usually present with some impairment of their
immune responses and in this sense, would be at serious risk, and may further compromise
the body's defenses case, for lack of such risks, adopt an inadequate alternative therapy. These
studies therefore point to a cautious use of tea as much as the duration of treatment,
preparation and storage even as the administration of excessive amounts.

The antifungal effect of the species P. guajava reported here may be due to the
presence of phenolic compounds in the extracts, since they are able to promote both inhibition
of growth of Candida lineages (Alves et al., 2014; Barros et al., 2013; Candiracci et al., 2011;
Tempesti et al., 2012; Vashisth et al., 2013; Candiracci et al., 2012), as well as their
filamentous structures resulting from the transition process (Candiracci et al., 2012; Canonico
et al., 2014). The percentage of phenolic compounds of the hydroethanolic extract was more
pronounced compared to aqueous extracts as well as their potential inhibitor, as can be seen in
cell viability curve. However, further investigations are needed to elucidate the mechanisms
by which act the extracts and which in fact, are the phytochemicals contained therein,
responsible for the observed effect.

P. guajava, in subsequent studies, had its antifungal potential investigated obtaining
results favorable for different methodologies (Assunccedil et al., 2013; Jebashree et al., 2011;
Mailoa et al., 2014; Suwanmanee, et al., 2014), but this was the first report which was

investigated and verified its influence on a virulence factor of Candida.
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Figure 4 Effect of Psidium guajava extracts on the morphology of Candida albicans. Concentrations MIC/2,
MIC e MIC x 2 (4,096, 8,192 and 16,384 ug/mL, respectively). Aquous Extract of P. guajava Decoction
(AEPGD): 1-6; Aquous Extract of P. guajava Infusion (AEPGI): 7-12; Hidroethanolic Extract of P. guajava
(EHPG): 13-18. INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; LM: Laboratério de Micologia.
Images inspected under a light microscope using a 40X objective.
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Figure 5 Effect of Psidium guajava extracts on the morphology of Candida tropicalis. Concentrations MIC/2,
MIC e MIC x 2 (4,096, 8,192 and 16,384 pg/mL, respectively). Aquous Extract of P. guajava Decoction
(AEPGD): 1-6; Aquous Extract of P. guajava Infusion (AEPGI): 7-12; Hidroethanolic Extract of P. guajava
(EHPG): 13-18. INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude; LM: Laboratério de Micologia.
Images inspected under a light microscope using a 40X objective.
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4. Conclusion

The use of teas, pastes, plasters and sitz baths prepared from leaves of P. guajava (red
guava) for different populations had, in this study, their potential bioactive scientifically
justified through tests with leaf extracts by direct contact, since, besides provoking a decrease
in the population of micro-organisms of the genus Candida, affected an important fungal
virulence factors, morphological transition, and consequently their invasive potential of
tissues. The observed antifungal effect is fungistatic and not fungicidal, since he did not Kkill
the fungi. However, it is important to remember that the existing cultural complex systems in
these populations allow different forms of therapeutic preparations with amounts of
ingredients that may be different from that used in our tests, it is known that there is no
standardization when it comes to the use of plants medicinal. Further studies are needed to
understand the genetic and biochemical processes involved in both dynamic fungistatic as in
inhibiting emissions of cell extensions of C. albicans and C. tropicalis in its virulence.
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ABSTRACT

We assessed extracts from Psidium brownianum for antifungal activity and identified the
phenolic phytocompounds. Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by
microdilution and ICsy was calculated. The Minimun Fungicidal Concentration and the
morphology of Candida were evaluated. Extracts analyzed by high performance liquid
chromatography demonstrated flavonoids and phenolic acids. The MIC was 8192 pg/mL
and the 1Cs varied between 1056 and 5128 pg/mL. Extracts showed fungistatic effect and
altered the dimorphism of the strains, being the better result observed using the decoction,
that affected the fungal dimorphism of the strain CA ATCC40006 at 4096 pg/mL.

Keywords: Antifungal activity; dimorphism; Psidium brownianum; Candida.
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INTRODUCTION

Infections caused by Candida species have been considered to be one of the biggest
problems related to human fungal pathogens. The great and severe impact of the pathogenesis
is related to the impairment of the immune system and the use of certain drugs that allow the
emergence of invasive candidiasis, as for example, antibiotics against anaerobic
microorganisms (1).

Candida albicans is a commensal polymorphic fungus and part of the human
microbiota (2) with the highest prevalence of isolation either in healthy or diseased organisms
(3). Regarded as a harmless commensal microbe, it may change status, becoming, in favorable
conditions, an opportunistic pathogen capable of causing common clinical situations, such as
thrush and vaginitis, to severe life-threatening infections, such as systemic infection known as
candidemia (4).

A similar behavior is found in the fungus Candida tropicalis, which belongs to the same
family (Saccharomycetaceae - Ascomycete) and same clade (CUG) as C. albicans (5). This
fungus is responsible for high mortality rates ranging from 40 to 70% (6), where there are
reports stating that in the intestine of cancer patients, it is much more invasive than C.
albicans (7).

Drug resistance of these microorganisms has been determined and often reported to the
point that many classes of antifungals have already been produced. The arsenal of drugs is
designed to neutralize the virulence factors expressed by fungi as well as resistance
mechanisms additivity or even multiple mechanisms (8,9,10).

Some studies have sought alternative sources of compounds able to neutralize virulence
factors and mechanisms of fungal resistance, such as those investigating natural products
(whether from plants or animals or other organisms) and their bioactive potential against fungi
(11, 12). However, many of them have been unable to explain the mechanisms by which these
products act.

Plants of the genus Psidium have been studied with regard to antifungal activity, in
particular the species Psidium guajava (13). Besides them, Psidium sartorianum (14),
Psidium acutangulum (15) and Psidium guineense Sw (16) have also been evaluated.

Psidium brownianum Mart. ex DC. occurs as a shrub or tree, reaching up to 0.5 to 8 m.
It is a glabrous plant with leathery leaves and usually short petiole. Its flowers are white, and

the fruit can vary between elliptical and striated and globose and grooved (17, 18). It can
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often be found in regenerating areas, and its presence has been recorded in Northeast and
Southeast Brazil, inhabiting different geographic areas, such as Caatinga, Cerrado and
Atlantic Forest (18). The ethnobotanical use of P. brownianum has been observed in some
places as food (fruit) or medicinal purposes (sprouts), for example, for the treatment of flu
(19). To date, there has been no report on biological activity of this species.

The aim of this study was to evaluate the antifungal activity of extracts of P.
brownianum, comparing the kinds of extracts by their methods of preparation (decoction,

infusin and hydroethanolic), efficacy and effect against the fungal morphology.

MATERIAL AND METHODS

Collection area

The area is characterized as an enclave of Cerrado sensu stricto (20) it is located in
northeast Chapada do Araripe (7° 21.685° S and 39° 28.605° W, at 907 m asl; 7° 21.793' S
and 39° 28.605' W, at 902 m asl; 7° 21.787' S and 39° 28.558' W, at 906 m asl) municipality
of Crato, Ceara, in Northeast Brazil (Figure 1). Chapada do Araripe is situated at the border of
the states of Ceara, Piaui and Pernambuco. It is a plateau, with a maximum altitude of 1000 m
and minimum of 700 m. The predominant soil type is dystrophic red latosol (21). The average
annual precipitation is about 760 mm, concentrated between the months of January and April

(66.3%), and the average annual temperature is 24.1 °C (22).

Plant material

The study was conducted using young, healthy leaves of a Psidium species locally
known as araca de veado, which were collected and transported to the Laboratory of
Microbiology and Molecular Biology at the Regional University of Cariri - URCA. Twigs
with flowers of the species were also collected and vouchers were produced and deposited in
the Herbarium Déardano de Andrade Lima at the university under No. 10.161, where the
species was identified as Psidium brownianum DC. The collection period included January,
February, March and April, known as the "wintry block of the Cariri Ceara region."
Collections were made between 8:30 and 10:30 am, and the plant material was taken to the
laboratory. Leaves uncontaminated by parasites were washed and dried before being weigthed
and stored under refrigeration. Altogether, there were 2.866 kg of leaves in perfect condition,

and this quantity was divided for preparation of three types of extracts: hydroethanolic extract
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(70%) — EHPB, aqueous extract by decoction — AEPBD and water extract by infusion -
AEPBI.

Figure 1 Collection area of Psidium brownianum
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Barreiro Grande farm, Northeast of the Araripe Plateau, County of Crato, Ceara, Northeastern
region of Brazil.

Preparation of extracts

Aqueous extracts:

Two types of aqueous extracts with natural tap water were prepared, each using 399.9
g of leaves mixed with 6 L of water (based on a proportion of 10 g/150 mL, equivalent to one
cup of tea - 150 mL). The decoction was made by mixing roughly cut leaves in cold water and
then boiling for 15 min. Afterwards, the tea was allowed to cool (4 h and 45 min), filtered and
then stored under refrigeration. As for the infusion, the water was boiled without leaves,
which were placed in the water after turning off the heat. The pot was covered with a lid and
allowed to stand for 4 h 45 min until the tea cooled down (23), and the preparation was then

filtered and stored under refrigeration. Infusion and decoction were frozen (-60 °C) and
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lyophilized to dryness. The powdered extracts were stored under refrigeration for testing,
using 24.9 and 23.3 g extract powder from the decoction and infusion, respectively.

Hydroethanolic extract:

The hydroethanolic extract (70%) was prepared by trituration with cold extraction,
using a total of 2 kg leaves in a proportion of 5 g/mL of hydroethanol solution (23). The
leaves were cut to increase contact surface with the solvent, and the mixture was left at room
temperature protected from air and light, for a period of 96 h to for maximum extraction
efficiency. The mixture was then filtered and placed in a rotary evaporator (Q-344B - Quimis
- Brazil) at 40 rpm and 60 °C to concentrate the extract. Finally, the crude extract was frozen,

lyophilized (568 g) and then stored under refrigeration.

Chemical analysis

Chemical, apparatus and general procedures:

All chemical were of analytical grade. Methanol, acetic acid, gallic acid, caffeic acid,
ellagic acid and chlorogenic acid were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Quercetin, quercitrin, rutin, kaempferol, luteolin, catechin and coumarin were acquired from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). High performance liquid chromatography
(HPLC-DAD) was performed with a Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A) HPLC
system (Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with Shimadzu LC-20AT reciprocating pumps
connected to a DGU 20A5 degasser with a CBM 20A integrator, SPD-M20A diode array
detector and LC solution 1.22 SP1 software.

High performance liquid chromatography (HPLC-DAD):

Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient conditions
using Cig column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 um diameter particles; the mobile phase
was water containing 2% formic acid (A) and acetonitrile (B), and the composition gradient
was: 17% of B until 10 min and changed to obtain 20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 20% and10%
B at 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 min, respectively, following the method described (24) with
slight modifications. The extracts solutions of P. brownianum (hidroethanolic - EHPB,
infusion - AEPBI and decoction - AEPBD) were prepared at 20 mg/mL and the mobile phase

were filtered through 0.45 pm membrane filter (Millipore) and then degassed by ultrasonic
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bath prior to use. The flow rate was 0.7 mL/min and the injection volume was 50 pL. Stock
solutions of standards references were prepared in water: acetonitrile (1:1; v/v) at a
concentration range of 0.025 — 0.250 mg/mL catechin, coumarin, quercetin, quercitrin,
kaempferol, luteolin and rutin, and 0.035 — 0.350 mg/mL for gallic, caffeic, ellagic and
chlorogenic acids. Quantification was carried out by integration of the peaks using the
external standard method, at 270 nm for gallic acid and coumarin, 281 nm for catechin, 327
nm for chlorogenic, ellagic and caffeic acids, and 366 for quercetin, quercitrin, luteolin,
kaempferol and rutin. The chromatography peaks were confirmed by comparing its retention
time with those of reference standards and by DAD spectra (200 to 600 nm). Calibration
curve for gallic acid: Y = 13682x + 1284.5 (r = 0.9999); catechin: Y = 11956x + 1260.3 (r =
0.9995); caffeic acid: Y = 11943x + 1198.7 (r = 0.9998); chlorogenic acid: Y = 12601x +
1327.1 (r = 0.9994); ellagic acid: Y = 13075x + 1283.9 (r = 0.9997); rutin: Y = 12853x +
1186.7 (r = 0.9996); quercetin: Y = 11968x + 1273.9 (r = 0.9998); quercitrin: Y = 12658x +
1249.7 (r = 0.9995), coumarin: Y = 13159x + 1358.2 (r = 0.9990), kaempferol: Y = 11983x +
1275.8 (r = 0.9999) and luteolin: Y = 12496x + 1195.4 (r = 0.9997). All chromatography

operations were carried out at ambient temperature and in triplicate.

Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)

LOD and LOQ were calculated based on the standard deviation of the responses and
the slope using three independent analytical curves (25). LOD and LOQ were calculated as
3.3 and 10 o/S, respectively, where o is the standard deviation of the response and S is the

slope of the calibration curve.

Antifungal assay

Strains and culture media used:

Standard types of strains were obtained from the Culture Collection of Oswaldo Cruz
of the Brazilian Institute of Quality Control in Health (INCQS) and clinical isolates of the
yeasts Candida albicans and Candida tropicalis were provided by Dr. Edeltrudes Oliveira
Lima (Mycology Laboratory of Paraiba Federal University), namely CA INCQS 40006, CA
LM 62, CA LM 77, CA LM 109, CA LM 111, CA LM 122, CT INCQS 40042, CT LM 18,
CT LM 20 and CT LM 23. These strains were inoculated into Sabouraud dextrose agar (SDA,
KASVI) and incubated for 24 h at 37°C. Afterwards, small aliquots of yeast were transferred
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to test tubes each containing 3 mL of sterile saline (0.9%). The concentration of the inoculum
was standardized by 0.5 McFarland, giving a standard yeast suspension of 1 x 10° cells/mL
(26). The inocula thus prepared were used to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) in Sabouraud dextrose broth (SDB, HIMEDIA), double concentrated. Another culture
medium was used for analysis of yeast micromorphology. The potato dextrose agar (PDA,
DIFCO) was prepared by diluting it more than that recommended by the manufacturer to
make it a depleted medium capable of stimulating yeast to produce hyphae. Agar was added

to this diluted medium to obtain a solid medium.

Drugs, reagents and preparation of solutions:

Dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, Darmstadt, Germany) was used for dilution of the
extracts, and the antifungal fluconazole (Capsule - FLUCOMED), diluted in water, was used
as the reference drug. The matrix solutions of the extracts were prepared by weighing 0.3 g of
each extract and then diluting in 1 mL of DMSO. To obtain the desired concentration for
testing, the extracts were further diluted in sterile distilled water so that the concentration of

DMSO in the natural product did not exert any activity in the test cells (27).

Microbiological screening

Microbiological screening was performed to select the yeasts to be used in
microbiological testing. The microdilution broth was chosen to perform this procedure, and
this was done by determining the MIC (28). The plates prepared to carry out this test would
be used later in tests to find the minimum fungicidal concentration, besides facilitating the
demonstration of cell viability curve and calculating the 1Csq of the test products.

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

This test was performed by the broth microdilution method in 96-well plates. Each
well was filled with 100 pL of SDB containing 10% fungal inoculum, and then, 100 pL of the
natural product (16384 pg/mL) or fluconazole (antifungal reference) at the same
concentration, were added to the first well, followed by twofold serial dilution. The
concentrations in the wells ranged from 64 to 8192 pg/mL. The last well contained no extract
or drug and served as the normal growth control (28). Controls for diluent of the products
(using saline instead of inoculum) and the sterile medium were also prepared. All tests were

performed in triplicate. The plates were incubated at 37 °C for 24 h and afterwards read in an

124



ELISA spectrophotometer (Thermoplate®) at a wavelength of 630 nm. The MIC was defined
as “the lowest concentration of an antimicrobial agent that inhibit the visible growth of an
microrganism in dilution assays” (26). The results obtained in the ELISA readout were used

to construct the cell viability curve and the ICs of the extracts of P. brownianum.

Determination of minimum fungicidal concentration (MFC)

For this test, a small sterile rod was placed in each well of the MIC test plate (except
for sterility control). After mixing the medium in each well, the rod was taken to a large petri
dish containing SDA, streaking its surface and transferring the solution (medium + inoculum
+ natural product) for subculture of yeast and checking cell viability. After 24 h incubation,
the plates were inspected for any formation of colonies of Candida (29 with modifications).
The concentration at which there was no growth of fungal colonies was considered the MFC

of the natural product.

Effect of natural products on fungal morphology

To determine if the natural product caused any change in fungal morphology, by
inhibiting the development of hyphae, sterile micromorphological chamber slides were
prepared for observation of yeasts. Three milliliters of PDA medium depleted by dilution
were added to chambers, containing the natural product concentrations MIC/2, MIC and MIC
x 2. Aliquots of the inoculi were taken from the petri dishes to make two parallel steaks on the
solid medium, which were then covered with a sterile coverslip. The chambers were placed in
the incubator for 24 h (37 °C) and inspected under a light microscope using a 40X objective.
A camera was attached to the microscope to capture images randomly at 5X zoom. A control
for yeast growth (hyphae stimulated by depleting medium) was performed, as well as a
control with the conventional antifungal fluconazole for comparative purposes and a control
with DMSO at 100% and 0.5% (the concentration in the natural products used in the tests)

(30, 31 with some modifications).

Statistical analysis

The results of the tests were done in triplicate. Data obtained for each sample and
concentration were checked for their normal distribution and then analyzed by one-way
ANOVA by post hoc Tukey test. ICso values were obtained by nonlinear regression for the

purpose of interpolating values from standard curves (using the software Graphpad Prism, v.
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5.0) of the % growth values plotted against concentration and ECsy values are expressed
as ug/mL.

RESULTS AND DISCUSSION

High performance liquid chromatography (HPLC) was used to analyze the chemical
composition of the P. brownianum extracts, which detected and quantified the phenolic
compounds present. However, as it can be seen in Figure 2, the HPLC profile, the HPLC
profile showed other minor compounds in addition to gallic acid (retention time-tg 9.98 min,
peak 1), catechin (tg = 14.35 min, peak 2), chlorogenic acid (tg = 22.03 min, peak 3), caffeic
acid (tg = 25.11 min, peak 4), ellagic (tg = 33.07 min, peak 5), rutin (tg = 38.49 min, peak 6),
quercitrin (tr = 47.68 min, peak 7), quercetin (tg = 49.73 min, peak 8), coumarin (tg = 53.81
min, peak 9), kaempferol (tr = 55.78 min, peak 10) and luteolin (tg = 61.94 min, peak 11).
The findings for each extract are shown in Figure 2, with the peaks confirmed by
chromatography, and the amounts for each chemical constituent are given in Table 1,

demonstrating the presence of flavonoids and phenolic acids.

Figure 2 High performance liquid chromatography phenolics and flavonoids profile of

Psidium brownianum

250{PAY mAU

A. Hidroethanolic Extract of Psidium brownianum; B. Aquous Extract of P. brownianum decoction; C. Aquous
Extract of P. brownianum infusion. High performance liquid chromatography phenolics and flavonoids profile of
P. brownianum. Gallic acid (peak 1), catechin (peak 2), chlorogenic acid (peak 3), caffeic acid (peak 4), ellagic
acid (peak 5), rutin (peak 6), quercitrin (peak 7), quercetin (peak 8), coumarin (peak 9), kaempferol (peak 10)
and luteolin (peak 11).

126



The different times of exposure to temperature of the aqueous (decoction and infusion)
extracts resulted in the extraction of compounds in different amounts, where the decoction
showed slightly higher amounts than the infusion with little significant difference. However,
the decreasing order of the major constituents also varied: decoction: luteolin > quercetin >
kaempferol > quercitrin > rutin; and infusion: luteolin > kaempferol > quercetin > chlorogenic
acid > quercitrin acid. The results for the hydroethanolic extract of the species showed the
five major ones in the following order: quercetin > kaempferol > coumarin > quercitrin >
luteolin. In terms of the amount of phenolic compounds extracted from 20 mg of each extract,
the order was EHPB > AEPBD > AEPBI, showing that the hydroethanolic extract was richer
in these phytochemicals (Table 1).

Table 1 Phenolics and flavonoids composition of Psidium brownianum.

P. brownianum LOD LOQ

Compounds EHPB AEPBD AEPBI
pg/mL  pg/mL
mg/g mg/g mg/g

Gallic acid 3.15+£0.02a 1.73+0.01a 298+0.01a 0.019 0.062
Catechin 428+0.01b 1.69+0.01a 1.70+0.03b 0.008  0.025
Chlorogenic acid 0.09+£0.01c 4.05+£0.03b 395+0.02¢c 0.024 0.081
Caffeic acid 5.41+0.03d 176 £0.01 a 1.68+0.01b  0.035 0.116
Ellagic acid 435+0.01b 3.84+0.02b 1.62+0.0l1lb 0.010 0.034
Rutin 2.67+0.01e 429+0.01c 289+0.03a 0.017 0.056
Querecitrin 5.63+0.02f 432+0.01c 3.11+0.01a 0.032 0.105
Quercetin 11.54+0.02g 7.08+0.03d 405+0.02c 0.025 0.083
Coumarin 7.18+0.02h 1.81+0.02a 3.10£0.03a 0.011  0.037
Kaempferol 8.93+£0.01i 6.97£0.01d 6.92+0.01d 0.018  0.059
Luteolin 561+0.01f 10.34+£0.02e 837+0.01e 0.023 0.075

Results are expressed as mean * standard deviation of the determinations. Averages followed by diferents letters
on each extract differ by Tukey test at p < 0.05. AEPBI: Aquous Extract of P. brownianum Infusion; AEPBD:
Aquous Extract of P. bronianum Decoction; EHPB: Hidroethanolic Extract of P. brownianum.

The antimicrobial screening revealed that a minimum concentration of the extract able
to inhibit the growth of the strains was the same (> 8192 pg/mL), and thus, the selection of
the strains was performed randomly. For continuity of the work, we selected the yeast strains
INCQS CA 40006, CA LM 77, INCQS 400042 CT and CT LM 23. For comparative

purposes, therefore, a standard strain and a clinical strain isolated from each species were
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used. Fluconazole was used as the control, which, as expected, had a lower ICsy (58.63 to
76.72 pg/mL) compared to the extracts (1056.82 to 5128.61 pg/mL) (Table 2). In this context,
extracts of P. brownianum demonstrated antifungal potential due the fact of inhibit the
virulence mechanism of morphogenesis. So, these extracts can be used against the candidiasis

but not against systemic infections due the high doses required for this activity.

Table 2 I1Csq of all products assayed (pg/mL).

Yeast Strains EHPB AEPBD AEPBI Fluconazole
CAINCQS 40006 1056.82 2924.15 4073.8 76.72
CA LM 62 1840.77 3872.58 4764.31 81.35
CALMT77 1199.5 3090.3 4168.69 69.09
CA LM 109 1396.37 3689.78 4602.57 72.49
CA LM 111 1862.09 2460.37 4677.35 103.4
CA LM 122 1076.47 3162.28 4677.35 103.4
CTINCQS 40042 1333.52 3589.22 5011.87 73.98
CT LM 18 1651.96 3890.45 4943.11 391.2
CT LM 20 1815.52 3630.78 5128.61 205.5
CTLM23 1883.65 3597.49 4655.86 58.63

Aquous Extract of P. brownianum Infusion; AEPBD: Aquous Extract of P. bronianum Decoction; EHPB:
Hidroethanolic Extract of P. brownianum.. The indicated strains in bold were utilized in the assays.

The ICsy was calculated for each test product using the ELISA readings, where the
ICso values differed but were generally high, ranging from 1056.82 to 5128.61 ug/mL (Table
2). A graph demonstrating the effect on cell viability of the selected yeasts is presented in
Figure 3.

It is important to note that the type of solvent and extraction method did not influence
the results obtained from the MIC and MFC tests. Also, the determination of the potential to
inhibit the transition of yeasts was not affected, since aqueous extracts (obtained using
different times of exposure to heat) and hydroethanolic extracts showed the same effect at the
same concentrations tested.

To determine the concentration of the test products necessary to exert a fungicidal
effect, tested concentrations ranged from 64 to 8192 pg/mL and after 24 h incubation, fungal
growth was observed in all cases, showing that the minimum fungicidal concentration was
higher than 8192 pg/mL.
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DMSO (100%) was found to have an effect on the morphology of Candida yeasts
(data not shown), but at the concentration at which the products were diluted for testing, this

activity was absent, as can be seen in Figure 4.

Figure 3 Cell viability curve Candida strains under the effect of Psidium brownianum
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CT: Candida tropicalis; CA: Candida albicans; AEPBI: Aquous Extract of P. brownianum Infusion; AEPBD:
Aquous Extract of P. bronianum Decoction; EHPB: Hidroethanolic Extract of P. brownianum.

Fluconazole, a drug used as a control in testing, is a drug that acts on the fungal
membrane, causing loss of integrity (32). It showed an inhibitory effect on hyphae at a lower
concentration compared to the products tested, as can be seen in Figure 4. This effect was
expected, since the MIC of this antifungal was well below the values expressed by the
products tested.

The extracts tested, at the highest concentration (16,384 pg/mL), prevented the
morphological transition of yeasts, with the exception of strain CA 40006, which was affected
by MIC/2 (4,096 pg/mL) of decoctio, with progressive inhibition at higher concentrations
(8,192 e 16,384 ug/mL), (Figures 5 and 6) . The extracts probably influenced the genetic and

biochemical processes occurring in the cell wall of yeast, disrupting the formation of
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pseudohyphae and hyphae and thereby affecting one of the factors responsible for the
virulence of the species, the ability to invade substrates.

Figure 4 Controls used in Micromorphologic assay of Candida yeast under the effect of the
products of Psidium brownianum
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The microculture of Candida with dilluted Potato Dextrose Agar. In the square 10 can be observed the different
kinds of cells demonstrated by the morphological transition of Candida: a: pseudohiphae; b: hiphae; c: yeast.
Microculture incubated by 24 h at 37 °C. 1, 4, 7 and 10: Growth control; 2, 5, 8 and 11: DMSO 0,05%; 3, 6, 9
and 12: Fluconazole; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis.

The activity of phenolic compounds against Candida has been reported in some
studies (33, 34, 35, 36), also demonstrating a concentration-dependent effect (37). The
extracts evaluated here just started to show some antifungal activity when the concentration of
phenolic compounds in the extract gradually increased as demonstrated in the cell viability

curves.
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Concentrations MIC / 2, MIC e MIC x 2 (4,096, 8,192 and 16,384 pg/mL, respectively). Aquous Extract of P.
brownianum Decoction (AEPBD): 1 - 6; Aquous Extract of P. brownianum Infusion (AEPBI): 7 - 12;
Hidroethanolic Extract of P. brownianum (EHPB): 12 — 18.
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Figure 6 Effect of Psidium brownianum extrac

ts on the morphology of Candida tropicalis

Concentrations MIC / 2, MIC e MIC x 2 (4,096, 8,192 and 16,384 pg/mL, respectively). Aquous Extract of P.
brownianum Decoction (AEPBD): 1 - 6; Aquous Extract of P. brownianum Infusion (AEPBI): 7 - 12;
Hidroethanolic Extract of P. brownianum (EHPB): 12 - 18.
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Micromorphological analysis could indicate a possible mechanism of action of the
tested products, because it allows the observation of changes in morphology of the strains.
The formation of hyphae and pseudohyphae, observable in a micromorphology assay are
important virulence factors in the development of candidiasis (38). The morphological
transition between the yeast and hyphal forms of Candida, that is, dimorphism, is one of the
pathogenicity mechanisms appearing as a fitness attribute in superficial and systemic
infections, where yeast and hyphae have spreading and invasive potential, respectively (2).
Morphological changes in Candida are stimulated by various environmental factors, and thus,
changes in pH, CO,, temperature, depletion of nutrients, serum or presence of N-
acetylglucosamine, as well as quorum sensing mechanisms, can promote the formation of
hyphae (2). This hyphal growth depends on the expression of various genes of cell wall
proteins, transduction pathways, transcription factors, down regulation, activation of cyclic
nucleotide-dependent protein kinase, phosphorylation reactions and some ribosomal proteins
(39). The adhesion of the hyphae to the surface at the time of invasion, is favored by a set of
proteins, adhesins (2).

In our assays, nutrient depletion was the factor that triggered the development of
hyphae. In the presence of depleted medium, the fungi responded to the stress condition by
activating the genetic and biochemical processes necessary for the formation of pseudohyphae
and hyphae. Figure 4 shows the growth of strains in depleted medium.

A previous study found that the flavonoid extract from multifloral honey containing
luteolin was able to inhibit the dimorphic conversion of C. albicans and that this effect could
be related to the inhibition of the production of reactive oxygen species and changes in
cellular levels of intracellular glutathione, both factors that significantly influence the
conversion of yeasts to hyphae (37). Also aimed at elucidating the probable mechanism of
action of the effect of this extract on yeast transition, another study found that the
inhibitoryactivity of the flavonoid extract of honey could be attributed to changes in cell cycle
progression, membrane integrity, mitochondrial function and also biogenesis (40).

Methanolic extract of Leiothrix spiralis and luteolin were effective against Candida
species, however only the extract interfered with formation of hyphae, indicating that effect
on inhibition of hyphae cannot be attributed to flavonoid luteolin alone, but it was probably
due to phenolic compounds presents in methanolic extract (41). Therefore, considering the
potential of phenolic compounds for inhibiting the dimorphic transition process in yeast and

their existence in extracts of P. brownianum, we can assume that the effect exhibited by
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extracts was due to these phytochemicals through a single contribution (except for luteolin) or
in a synergistic fashion. Luteolin is the major compound in the aqueous extracts, and the fact
that its presence did not interfere in the extracts’ effect on yeast morphology suggests that the
inhibitory effect was due to the activity of other compounds or to their synergistic action. The
possibility of luteolin being involved in this possible synergistic process cannot be ruled out.
In the ether extract of Italian multifloral honey, flavonoids including luteolin,
quercetin, apigenin, kaempferol and isorhamnetin were found. The extract presented a better
effect than components separately assayed, suggesting that synergism between phenolic
compounds is an important factor in natural products exerting an antimicrobial effect (42).
Finally, given the above, this study showed low antimicrobial activity of P.
brownianum against Candida. However, in relation to mucocutaneous fungal infections
caused by Candida (43), the topical use of this natural product can be demonstrated as a local
inhibitor of fungal virulence, hindering morphogenesis and the invasion of tissues. Our results
did not focus on a direct clinical indication, as many complementary tests are needed, such as

toxicity tests.

CONCLUSION

In this study, it was found that the mechanism of action by which the extracts of P.
brownianum act is by altering capacity for morphological transition in yeasts, preventing the
conversion from yeast to hyphae and pseudohyphae. The complete elucidation of this
mechanism needs further study. The antifungal potential observed is presumably attributed to
phenolic compounds found in the extracts (flavonoids and phenolic acids), whose levels did
not significantly differ between the extracts, and their possible synergistic effect. However,
more specific studies are needed to reach a definitive conclusion. This is the first report of
biological activity for this species, and the results reveal that P. brownianum is a source of
phytochemicals able to inhibit the morphological transition of strains of C. albicans and C.
tropicalis, neutralizing one of their major virulence factors, the ability to invade substrates
and consequently tissues. This effect is potentially promising, but more studies are needed for

the possible development of drugs for topical use.
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RESUMO

CombinacGes terapéuticas sdo cada vez mais ocorrentes no contexto da resisténcia fangica.
Produtos naturais tém sido avaliados em associacdo com farmacos na busca de novos
constituintes que possam agir em conjunto contra leveduras do género Candida. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a composicdo quimica dos extratos aquosos e hidroetanolicos das
espécies Psidium brownianum Mart ex DC. e Psidium guajava L. e seu potencial para
modificar a acdo do fluconazol frente a linhagens de Candida albicans e Candida tropicalis.
Os testes foram realizados pelo método de microdiluicdo em caldo, onde a leitura de placas
foi realizada por espectrofotometria, gerando curva de viabilidade celular e ICso dos extratos

frente as leveduras. Prospeccdo quimica dos extratos foi realizada para detectar presenca de
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metabdlitos secundérios. Fendis totais foram quantificados. A compara¢do da composicéo
fendlica dos extratos foi realizada. Fluconazol e extratos mostraram individualmente alta
Concentracdo Inibitéria Minima. Os extratos (CIM / 16) em combinacdo com o fluconazol
apresentaram relacdes sinérgicas variando em grau. P. brownianum apresentou sinergismo
com o fluconazol contra todas as linhagens. O efeito sinérgico de extratos de P. guajava com
o fluconazol foi mais evidente contra as linhagens CA LM 77 e CT INCQS 400042. A Clso do
fluconazol foi obtida variando de 19,22 a 68,10 g / mL e a dos produtos combinados variou
entre 2,20 e 45,40 pg / mL. A prospeccdo quimica revelou a presenca de fenois, flavonoides e
taninos. A quantidade total de fendis para extratos foi estabelecida, tendo sido encontrados em
concentragcdes que variaram entre 49,25 e 80,77 GAE/g (P. brownianum) e de 68,07-82,18
GAE/g (P. guajava). Ambas as plantas apresentam semelhanca quimica e podem ser usadas
para aumentar o efeito do fluconazol, sendo uma possivel fonte de novas formulacdes

farmacéuticas contra estes agentes infecciosos.

Palavras-chave: Fitoquimica, modulacédo, Género Psidium, leveduras.

1. Introducéo

A salde humana vem sendo constantemente abalada pela ocorréncia de infecgdes
causadas por micro-organismos resistentes a agentes terapéuticos. A evolucdo destes micro-
organismos, particularmente de fungos do género Candida, tem ocasionado resisténcia a uma
série de antifungicos, impulsionando novas buscas por medicamentos eficazes [1-2].

A Organizacdo Mundial da Saude [3] chama a atencdo para a importancia de
epidemias de infec¢des fungicas, especialmente, as causadas por espécies do género Candida,
consideradas as mais comuns. Candidiases superficiais e invasivas tem acometido
especialmente populagdes vulnerdveis, com necessidades de tratamentos de salde
prolongados, de Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e com alteracbes no sistema
imunolégico. Os tratamentos disponibilizados apresentam limitaces de opcOes terapéuticas,
com apenas trés classes de agentes antifingicos (os azoles, as equinocandinas e os polienos),
sendo que em alguns paises em desenvolvimento apenas uma das classes esta disponivel,
devido a falta de recursos. Varios paises registraram resisténcia para antifingicos e esta

resisténcia vem crescendo especialmente entre as espécies ndo-albicans. Além disso,
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medicamentos utilizados na terapia possuem efeitos toxicos. Tais fatos, portanto, justificam a
necessidade de pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Terapias por associacdo de drogas € uma pratica que data de muitos anos. A
combinacédo de plantas por meio de formulacGes caseiras tem composto terapias em diversas
localidades para os mais variados tipos de enfermidades [4,5]. Além disso, em algumas
populacbes, mesmo contrariando a vigilancia farmacoldgica, as pessoas costumam usar
plantas medicinais em concomitancia com farmacos [6]. Combinacdo de farmacos comerciais
entre si também tem sido frequente, uma vez que se deseja aliar a efetividade sinérgica, obtida
pela associacdo das drogas, com o beneficio econémico de poder contar com uma associa¢do
de produtos previamente industrializados [7].

Nesta busca por novas alternativas medicamentosas, outro tipo de associacdo tem
despontado: a combinacdo entre produtos naturais e farmacos comerciais [8-9]. Tendo como
principio norteador o fato de que formula¢Ges medicinais a base de plantas sdo utilizadas
como complemento e reforco no tratamento de uma determinada enfermidade, estes produtos
naturais, na forma de extratos e fracdes, tém sido testados para a atividade antimicrobiana em
conjunto com farmacos comerciais [10] com interessantes resultados, vislumbrando em longo
prazo, ap6s estudos e aplica¢bes, novas possibilidades terapéuticas por meio de interacdes
medicamentosas benéficas desejaveis.

Neste trabalho, as espécies Psidium brownianum e Psidium guajava foram ensaiadas
em teste antimicrobiano in vitro com o objetivo de verificar se apresentam potencial sinérgico
guando associadas ao antifungico comercial fluconazol contra linhagens de leveduras do

género Candida.

2. Material e Métodos

2.1. Area de coleta

A éarea na qual foi coletada a espécie P. brownianum esta localizada na Fazenda
Barreiro Grande, municipio do Crato, em area de cerrado stricto sensu, a nordeste da Chapada
do Araripe (latitude: 07 ° 21.685" S e longitude: 39 ° 28.605" W, 907m de altitude), no
municipio de Crato, Ceara, Nordeste do Brasil. A espécie P. guajava foi coletada em
propriedade particular denominada Sitio Malhada, area de caatinga, na zona rural do

municipio de Milagres, Ceara, Nordeste do Brasil (latitude: 07° 17.119” S e longitude: 038°
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51.779° W, 388 m de altitude; latitude: 07° 17.120° S e longitude: 038° 51.778” W, 389 m de
altitude; latitude: 07° 17.122” S e longitude: 038° 51.776 W, 392 m de altitude; latitude: 07°
17.119’ S e longitude: 038° 51.779° W, 388 m de altitude).

2.2. Material vegetal

Folhas jovens e saudaveis das espécies P. guajava e P. brownianum foram coletadas e
transportadas ao Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade regional
do Cariri — URCA. Exsicatas das espécies foram produzidas e depositadas no Herbério
Déardano de Andrade Lima desta Universidade sob os ndmeros 10.161 (P. brownianum) e
10.935 (P. guajava). As coletas foram realizadas entre os meses de janeiro e abril, meses
chuvosos, durante a manha entre 8h30min e 10h30min. Foi feito triagem e limpeza do
material vegetal antes de ser pesado e armazenado sob refrigeracdo. Ao todo foram pesados
2.866 g de folhas de P. brownianum e 2.650 g de folhas da espécie P. guajava e este
quantitativo foi dividido para preparacdo de trés tipos de extratos: extrato hidroetandlico

(70%), extrato aquoso por decoc¢do e extrato aquoso por infusao.

2.3. Preparacéo dos extratos

Extratos aquosos: foram preparados dois tipos de extratos aquosos e para cada um
foram utilizados 399,9 g de folhas misturados a seis litros de agua (tendo com base a
proporcdo 10g/150 mL, o equivale a uma xicara de cha — 150 mL). A decoccdo foi feita
misturando as folhas, grosseiramente cortadas, em &gua fria e depois as colocando para ferver
por 15 min. Apds este periodo, o cha foi colocado para esfriar, sendo em seguida filtrado e
armazenado sob refrigeracdo. Ja para a infusdo, a agua foi levada a ebulicdo sem as folhas,
sendo estas colocadas na agua apds ter sido apagado o fogo. A panela foi abafada com tampa
e as folhas 14 permaneceram até o cha esfriar [11], sendo a preparacao filtrada em seguida e
depois armazenada, também sob refrigeracdo. Tanto o infuso quanto o decoccdo foram
congelados e levados ao liofilizador (-60 ° C) até que fosse retirada toda a agua. Os extratos
em poé foram armazenados para testes sob refrigeracdo. Foram obtidos apos liofilizacdo 24,9 g
de Extrato Aquoso de P. brownianum Decocc¢do (EAPBD), 23,3 g de Extrato Aquoso de P.
brownianum Infuso (EAPBI), 14,46 g de Extrato Aquoso de P. guajava Decocg¢do (EAPGD)
e 15 g de Extrato Aquoso de P. guajava Infuso (EAPGI).
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Extrato hidroetanolico. O extrato hidroetandlico (70%) foi preparado por maceracéo
com extracdo a frio, usando-se um total de 1.846,5 g de folhas de P. guajava e de 2.000 g de
folhas de P. brownianum, na propor¢do de 5 g de folhas para cada mL da solucédo
hidroetandlica [11]. As folhas foram cortadas para que fosse aumentada a superficie de
contato com o extrator e a mistura foi deixada em temperatura ambiente protegido do ar e da
luz, por um periodo de 96 horas para que fosse aumentada a eficiéncia da extracdo. O
macerado foi, em seguida, filtrado e levado a evaporador rotativo (Q-344B — Quimis — Brasil)
40 rpm a 60° C, para concentracdo do extrato. Ainda contendo agua, 0s extratos brutos foram
congelados e depois liofilizados tendo sido obtidos 50,8 g de Extrato Hidroetandlico de P.
guajava (EHPG) e 568 g de Extrato Hidroetanodlico de P. brownianum (EHPB) que em

seguida foram armazenados sob refrigeracao.

2.4. Analise quimica

2.4.1. Prospeccdo quimica qualitativa

Os ensaios quimicos foram realizados para a analise qualitativa da presenca de
metabdlitos secundarios. Os testes de detec¢do para avaliar a presenca de taninos, fendis,
flavondides e alcal6ides foram feitos de acordo com o método descrito por Matos [12]. Os
ensaios baseiam-se na observacao visual da cor e a formacdo de modificacbes de precipitado

apos a adicao de reagentes especificos.

2.4.2. Quantificacdo de fendis totais

Foram pesados 0,01g dos extratos e em seguida diluidos em 1 mL de dimetilsulféxido
(DMSO). Uma solugcdo mée (1.000 pg/mL) foi preparada diluindo-se os extratos em agua. A
partir desta, outras concentracGes foram preparadas e utilizadas no teste (500, 400, 200, 100,
50, 25 e 10 pg/mL). Foram distribuidos 100 pL de cada amostra para tubos de ensaios e
nestes foram adicionados 50 pL de Foulin-Ciocalteu, 2.000 pL de carbonato de célcio e 7.850
ML de agua. O branco continha Foulin-Ciocalteu, carbonato de calcio e 4gua. Para a curva de
calibracdo com éacido galico foram preparadas diferentes concentragdes do composto (200,
100, 50, 25, 10 e 5 pg/mL). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro com comprimento de

onda de 750 nm. O teste foi realizado em triplicata [13, com algumas modificagdes].
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2.4.3. Anélise estatistica da quantificacdo de fendis totais

A quantificacdo de fenois foi mensurada por interpolacéo através da faixa linear da
curva padrdo e os valores estdo expressos como (EAG)/g: equivalente de acido galico por

grama.

2.4.4. Anélise comparativa da composicao fendlica

A composicdo fendlica foi realizada por Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC-DAD de acordo com Kamdem [14] e Silva [15], com modificacdes. Os dados

cromatograficos e tabelas estdo disponiveis em Morais-Braga et al. [16-17].

2.5.  Ensaio antifungicos

2.5.1. Meios de cultura e linhagens utilizadas

Foram utilizadas linhagens dos tipos padréo, obtidas da Colecdo de Culturas Oswaldo
Cruz do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) e isolados clinicos
de leveduras de Candida albicans e Candida tropicalis cedidas pela Dra. Edeltrudes Oliveira
Lima (Laboratério de Micologia da Universidade Federal da Paraiba), a saber: CA INCQS
40006, CA LM 77, CT INCQS 40042 e CT LM 23. Estas linh

agens foram inoculadas em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD — KASVI) e levadas
a incubacdo por 24 horas a 37 °C. Utilizando-se a escala de McFarland, a concentragdo dos
indculos foi padronizada comparando-se a turbidez dos mesmos com o padrdo 0,5 da escala.
Os indculos, assim preparados, foram utilizados nos testes de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e no teste para verificagdo do potencial modificador da acdo de antifingicos
comerciais. Para realizacdo dos testes, utilizou-se 0 meio de cultura Sabouraud Dextrose
Broth (CSD - HIMEDIA), duplamente concentrado.

2.5.2. Drogas e reagentes e preparo de solugoe

O dimetilsulfoxido (DMSO - Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usado para dilui¢do

dos extratos e o antifungico fluconazol (capsula - FLUCOMED), diluido em &gua, foi
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utilizado como droga de referéncia para os testes. As solucGes matrizes dos extratos foram
preparadas pesando 0,3 g de cada extrato e, em seguida, diluindo-os em 1 mL de DMSO.
Com a finalidade de obter a concentracdo desejada para realizacdo dos testes, os extratos
sofreram nova diluicdo, em agua destilada e estéril, de forma que a concentracdo de DMSO

nos produtos naturais ndo exercesse qualquer atividade nas células testadas.

2.5.3. Determinacdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

Este teste foi realizado pelo método da microdiluicdo em caldo, em placas de 96
pocos, conforme Javadpour et al. [18]. Um processo de diluicdo seriada foi realizado e as
concentracdes dos produtos naturais e do fluconazol variaram de 8.192 ug/mL a 64 pg/mL. O
ultimo poco foi usado como controle de crescimento dos micro-organismos. Controles de
diluicdo dos produtos (utilizando salina ao invés de indculo) e de esterilidade do meio
também foram realizados. Todos os testes foram realizados em triplicata. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas e apds este periodo procedeu-se a leitura em aparelho de
espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 630 nm. A CIM
foi definida como a concentracdo na qual se observou acentuada reducdo na curva de

crescimento fangico nas concentragdes testadas.

2.5.4. Verificacdo do potencial modificador da acdo de antifingicos comerciais

Para realizacdo do teste utilizou-se o produto natural em concentracdo subinibitdria
(CIM/16) e, de acordo com a metodologia utilizada por Coutinho et al. [19], com pequenas
modificagdes, a droga comercial (fluconazol), foi utilizada no teste de combinacdo de drogas
em diluicdo seriada nas concentracfes que variaram de 1 a 1.024 pg/mL. Foi realizado o
controle de diluicdo do teste de combinacdo de drogas e a CIM do fluconazol também foi
determinada, sendo necessario realizar o controle de diluicdo do mesmo. Um controle de
esterilidade de meio foi preparado. Todo o teste foi realizado em triplicata e as placas foram
incubadas a uma temperatura de 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada em aparelho de
espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 630 nm e o0s

resultados foram utilizados para obteng@o de uma curva de viabilidade celular.
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2.5.5. Andlise estatistica dos ensaios microbiolédgicos

Os resultados dos ensaios foram disponibilizados em triplicata. Os dados obtidos para
cada concentracdo de amostra foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e, em
seguida, analisadas por ANOVA de uma via e posteriormente por meio do teste de Tukey. Os
valores de ICs foram obtidos por regressdao nédo linear para interpolacdo de valores a partir de
curvas padrdo (usando o software Graphpad Prism, v. 5.0) e os valores de percentual (%) de

crescimento e a concentracao de valores de ICs, estdo expressos em pg / mL.

3. Resultados

A prospecc¢do quimica realizada revelou que todos o0s extratos apresentam metabolitos
secundarios como fendis, flavonoides e taninos (Tabela 1). A andlise quimica para
determinacdo de fenois totais revelou que os extratos de P. guajava e P. brownianum
apresentam quantitativos consideraveis destes compostos (Tabela 2). A analise por HPLC traz
a especificacdo de alguns compostos, determinados como parametros, presentes nos extratos
cuja composicdo majoritaria varia em concentragdo [16-17] de acordo com o observado na
Tabela 3. De acordo com a analise por HPLC, ambos 0s extratos possuem composicao
semelhante, variando apenas na concentracao dos compostos fendlicos detectados.

Os extratos de P. guajava apresentaram os niveis mais altos de compostos fenélicos
com diferencas significativas entre as concentracdes de acido clorogénico, quercitrina,
quercetina e luteolina. Na decoccdo foram observadas significativas diferencas entre
catequinas, acido cafeico, quercetina, campferol e luteolina. Em relacdo a infusdo, todos os
compostos apresentam diferenca quantitativa, com excec¢do de luteolina, quercetina, catequina
e rutina (Figural).

Diante do investigado, estas duas espécies do género Psidium sdo quimicamente
semelhantes e isto pode ser verificado tanto nos resultados da analise por HPLC - ao ser
constatado que as duas espécies possuem 0S mesmos compostos majoritarios [16-17]:
quercetina e luteolina (Tabela 3), quanto na prospeccdo quimica, na qual foram encontrados
0s mesmos metabdlitos para ambas as espécies, assim como também na quantificacdo de
fenois totais, com excecdo dos extratos hidroetanolicos das espécies que exibiram teores

diferenciados.

147



No teste para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima os extratos de ambas
as espécies tiveram efeito sobre linhagens fangicas de Candida em elevadas concentraces
com CIM de 8.192 ug/mL, visualizadas por espectrofotometria. As linhagens utilizadas no
ensaio para verificacdo do potencial modificador da acdo do antifingico mostraram-se
resistentes ao fluconazol. A combinacdo deste farmaco com os extratos aquosos e
hidroetandlico em concentracdo subinibitdria possibilitou, na maioria dos resultados, a
inibicdo dos micro-organismos em concentracdes mais baixas do fluconazol sendo possivel
verificar este efeito sinérgico por meio de curva de viabilidade celular (Figuras 2 e 3). Através
da ICsp (Tabela 4) dos produtos avaliados, podemos verificar que todos os extratos da espécie
P. brownianum em combinacdo apresentaram concentragdes muito baixas quando
comparadas a obtida para o fluconazol sozinho. Extratos de ambas species potencializaram a
acao antifngica do fluconazol contra linhagens de leveduras de CA LM 77, CT INCQS
40042 and CT LM 23 (Figura 2).

Tabela 1.
Prospeccdo fitoquimica dos extratos de Psidium guajava e Psidium brownianum.

Metabdlitos
Extratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
HEPG + - + - - + + + + + + + + -
HEPB + - + - - + + + + + + + + -
AEPGD + - + - - + + + + + + + + -
AEPBD + - + - - + + + + + + + + -
AEPGI + - + - - + + + + + + + + -
AEPBI + - + - - + + + + + + + + -

1 — Fendis; 2 — Taninos pirogalicos; 3 — Taninos flobabénicos; 4 — Antocianinas; 5 — Leucoantocianidinas; 6 —
Flavonas; 7 — Flavonois; 8 — Flavononois; 9 — Flavononas; 10 — Xantonas; 11 — Auronas; 12 — Chalconas; 13 —
Catequinas; 14 — Alcaloides; (+) presenca; (-) auséncia; EHPG: Extrato Hidroetan6lico de P. guajava; EAPGD:
Extrato Aquoso de P. guajava Decoccdo; EAPGI: Extrato Aquoso de P. guajava Infusdo; EHPB: Extrato
Hidroetandlico de P. brownianum; EAPBD: Extrato Aquoso de P. brownianum Decoccdo; EAPBI: Extrato
Aquoso de P. brownianum Infuséo.

Tabela 2.
Quantificacdo de fendis totais nos extratos de Psidium guajava e Psidium brownianum
Espécie Extratos (EAG)/g
Hidroetanolico Aquoso por decocgdo Aquoso por infusdo
P. guajava 82,18 78,14 68,07
P. brownianum 49,25 80,77 77,74

(EAG)/g: equivalente de acido galico por grama.
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Tabela 3.
Compostos fendlicos majoriarios de Psidium guajava e Psidium brownianum (HPLC-DAD).

Extratos
EHPG EHPB EAPGD EAPBD EAPGI EAPBI
Compostos Majoritarios Quercetina  Quercetina  Quercetina  Luteolina  Quercetrina Luteolina

Isoquercetrina

Luteolina

EHPG: Extrato Hidroetanélico de P. guajava; EAPGD: Extrato Aquoso de P. guajava Decoccdo; EAPGI:
Extrato Aquoso de P. guajava Infusdo; EHPB: Extrato Hidroetandlico de P. brownianum; EAPBD: Extrato
Aquoso de P. brownianum Decocgdo; EAPBI: Extrato Aquoso de P. brownianum Infuséo.

Tabela 4.
Clso dos extratos de Psidium guajava e Psidium brownianum em combinacdo com o fluconazol frente a

linhagens de Candida (pug/mL)

Linhagens

Produtos testados CA INCQS 40006 CALMT77 CT INCQS 40042 CT LM 23
Fluconazol (FCZ2) 19,22 32,41 68,10 45,40
EHPG + FCZ 8,77 3,82 15,24 12,68
EHPB + FCZ 8,30 3,78 3,10 10,20
EAPGD + FCZ 25,89 7,88 37,52 13,66
EAPBD + FCZ 11,16 2,28 12,12 8,16
EAPGI + FCZ 3,88 3,88 6,17 41,11
EAPBI + FCZ 3,20 2,05 4,45 6,94

EHPG: Extrato Hidroetan6lico de P. guajava; EHPB: Extrato Hidroetan6lico de P. brownianum; EAPGD:
Extrato Aquoso de P. guajava Decoccdo; EAPBD: Extrato Aquoso de P. brownianum Decoccdo; EAPGI:
Extrato Aquoso de P. guajava Infusdo; EAPBI: Extrato Aquoso de P. brownianum Infusdo; CA: Candida
albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude; LM:
Laboratdrio de Micologia.
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Extratos Hidroetandélicos
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Fig. 1. Comparacéao da quantidade de compostos fenolicos encontrados em extratos aquosos e hidroetanélicos de
Psidium guajava e Psidium brownianum. Compostos investigados nos extratos: acido galico, catequina, acido
clorogénico, &cido caféico, epicatequina, rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina, caempferol e luteolina (P.
guajava) e acido galico, catequina, acido clorogénico, &cido cafeico, o acido eldgico, rutina, quercitrina,
quercetina, cumarina, caempferol e luteolina (P. brownianum).
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Fig. 2. Efeito antifungico do fluconazol sozinho e em combinacdo com os extratos de of Psidium brownianum
(CIM/16 pg/mL). FCZ: Fluconazol; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Salde; LM: Laboratorio de Micologia. EAPBI: Extrato Aquoso de P. brownianum
Infuso; EAPBD: Extrato Aquoso de P. brownianum Decoc¢do; Extrato Hidroetandlico de P. brownianum
EHPB.
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Fig. 3. Efeito antifingico do fluconazol sozinho e em combinagcdo com os extratos de Psidium guajava (CIM/16
pg/mL). FCZ: Fluconazol; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Salde; LM: Laboratério de Micologia. EAPBI: Extrato Aquoso de P. guajava
Infusdo; EAPBD: Extrato Aquoso de P. guajava Decoccao; EHPB: Hidroetandlico Extrato de P. guajava.

4. Discussao

O fluconazol é um antifungico de acdo fungistatica, capaz de desestabilizar a
membrana fungica por meio da inibicdo de azol-desmetilase do lanosterol 14a, produto do
gene de ERG11, uma enzima citocromo P450 essencial na via biossintética do ergosterol [20].
Resisténcia de leveduras de Candida ao fluconazol tem sido relatada em alguns trabalhos [21-
22] e por conta disso, tentativas de potencializar o efeito deste farmaco por meio de interacfes
sinérgicas sdo ensaiadas com outros farmacos comerciais frente a isolados clinicos resistentes.
Spitzer e colaboradores [10], por exemplo, avaliaram diversas combinagdes visando o
aproveitamento sistematico de farmacos e acabaram por identificar 148 medicamentos, de
potencial antifungico desconhecido, que potencializaram o efeito do fluconazol,
demonstrando surpreendentemente, em alguns casos, uma acao fungicida potente. Bancos de

dados de combinacdo de farmacos tém sido criados, sendo o Antifungal Synergistic Drug
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Combination Database (ASDCD) um deles, onde o fluconazol é encontrado em sinergismo
com até 42 medicamentos para tratamento antifangico [7].

Algumas pesquisas também tém abordado interacGes entre produtos naturais e
fluconazol. No trabalho de Noudoshan e colaboradores [23] o extrato aquoso do alho (Allium
sativum), avaliado em associacdo com o fluconazol contra isolados clinicos de diferentes
espécies de Candida, demonstrou efeito potencializador da a¢do do farmaco, tendo sido
sugerido para fins terapéuticos o uso topico dos dois agentes antimicrobianos. Mais tarde, o
componente bioativo do alho, alicina, de fraca atividade individual, foi investigado quanto a
seu potencial sinérgico, demonstrando sinergismo com o fluconazol contra 23 linhagens
resistentes a estes. E ainda neste trabalho, resultados interessantes também foram observados
em testes in vivo [24]. Uma investigacdo sobre o efeito combinado de 6leos essenciais de
plantas medicinais (Thymus broussonetii e T. maroccanus) e farmacos comerciais, entre estes
o fluconazol, revelou forte sinergismo e Saad e colaboradores [25], tendo como base os
resultados de seus trabalhos, destacaram beneficios que poderiam surgir através da terapia por
combinacdo de agentes, como a reducdo da dose minima eficaz de medicamentos, reducdo de
efeito tdxico e, consequentemente, de efeitos colaterais, além de baixo custo no tratamento.

Compostos fendlicos em associacdo com o fluconazol também exibiram interagéo
sinérgica. Pode-se citar o caso do acido cafeico, cuja série de amidas foram investigadas
quanto ao potencial sinérgico com fluconazol [26], verificando-se que esta associacdo pode
sensibilizar fungos resistentes ao farmaco, diminuindo a CIMgq de fluconazol de 128,0 pg/mL
de 1,0-0,5 pg/mL contra C. albicans. Catequinas potencializaram o efeito do fluconazol
reduzindo significativamente sua concentragdo de efeito frente a C. albicans [27]. O
sinergismo de catequinas e quercetina com o fluconazol foi avaliado utilizando linhagens de
C. tropicalis resistentes ao fluconazol, sendo constatado que a associacdo dos flavonoides
com o farmaco desencadeou apoptose celular, despolimerizacdo mitocondrial, acumulacdo de
ROS (reactive oxygen species) e danos ao DNA [28].

Compostos fenolicos como acido galico, catequina, luteolina e quercetina
apresentaram atividade antifungica in vitro contra diferentes espécies de Candida, entre elas
C. albicans e C. tropicalis [29] e a atividade anticandida de acido cafeico e suas amidas foi
verificada por Fu et al. [30]. Um ensaio demonstrou que o &cido clorogénico foi capaz de
exercer efeito sobre a Candida albicans por perturbacdo da bicamada lipidica de sua
membrana [31]. Bisignano et al. [32] verificou atividade antifingica frente a Candida

albicans para os compostos acido galico, kaempferol e rutina, sendo o melhor efeito exercido
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pelo primeiro. Cumarinas também apresentam efetividade contra linhagens de Candida,
afetando eventos celulares que quando interrompidos tem como consequéncia a perturbagéo e
perca da integridade da membrana celular [33] e isoquercitrina exerce o seu efeito fungicida
por perturbacdo da membrana das células [34]. A tabela 5 demonstra que todos o0s

componentes detectados nas plantas estudadas apresentam potencial anti-flngico.

Tabela 5.

Compostos fenolicos com atividade contra Candida spp.
Compostos Referéncias
Acido galico [29-32-37-38-39-40]
Rutina [32-37]
Acido clorogénico [31-39]
Acido elagico [40-41]
Acido cafeico [30-39]
Catequina [29- 42]
Epicatequina [40-42]
Quercetina [29-38-39- 43]
Quercitrina [38-43]
Isoquercitrina [34]
Cumarina [33-44]
Campferol [32-40-43]
Luteolina [29-43]

Este é o primeiro relato do potencial modificador da acdo de um antifingico comercial
por extratos de P. guajava e P. brownianum. Entre os constituintes identificados para os
extratos das plantas podemos encontrar 0os compostos citados acima e em relagdo a atividade
modificadora da acdo de farmaco, acredita-se que estejam agindo conjuntamente com o
fluconazol para melhorar o seu efeito, em concentracbes mais baixas, favorecendo a
desestruturacdo da membrana flngica, tornando-a mais permeavel a penetracdo do
antifingico. Entretanto, como se trata de extratos que s@o misturas complexas de substancias,
alguns constituintes que naturalmente teriam maior efeito potencializador de fluconazol
isoladamente, podem promover interacfes antagdnicas com outros fitoconstituintes com os
quais interagem na mistura e, assim, perderem parte desse potencial maximizador. O presente
estudo investigou a presenca de alguns compostos fendlicos presentes nos extratos. No

entanto, muitos outros constituintes que mostram efeitos bioldgicos significativos cuja
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presenca ainda é desconhecida na espécie P. brownianum, ao passo que é relativamente bem

relatado em Psidium guajava, podem ser encontrados [35-36].

5. Conclusao

Extratos hidroetandlicos e aquosos de P. brownianum e P. guajava apresentam
capacidade de modificar a acdo do fluconazol, podendo potencializar ou diminuir o seu efeito
frente a linhagens de C. tropicalis e C. albicans. Os extratos apresentam em sua composi¢cao
compostos fendlicos e flavondides de reconhecido efeito antifungico que podem ter
contribuido para o efeito sinergico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise quimica dos extratos apontou para a semelhanca entre as espécies estudadas,
onde ambas demonstraram o mesmo perfil fitoquimico, quantitativos aproximados de fendis e
constituintes fendlicos em comum, diferindo quanto aos quantitativos.

Do posto de vista microbioldgico, os extratos vegetais ensaiados ndo apresentaram
efeito fungicida como sugerido pela literatura. Contudo, pode ser observado que os extratos
potencializaram a acdo do fluconazol e afetaram o dimorfismo fangico, inibindo esse que é
um dos principais fatores de viruléncia dos fungos do género Candida. Considerando-se 0 uso
popular da espécie P. guajava, que é topico, no volume de 150 mL equivalente a uma xicara
de cha, seja de tintura, infusdo ou decoccdo, ha concentracdo dos produtos naturais suficiente
para inibir tanto a proliferacdo quanto a transicdo morfolégica dos fungos.

Quanto a P. brownianum, cujos relatos de uso medicinal contra doencas causadas por
fungos sdo inexistentes, a avaliacdo que se faz da atividade de seus extratos é pautada
exclusivamente nos preceitos farmacoldgicos, apresentando efeito similar ao encontrado para
P. guajava. Efeito potencializador do fluconazol e inibidor da transicdo morfoldgica foram
observados tanto contra C. albicans quanto contra C. tropicalis.

As espécies P. guajava e P. brownianum representam uma potencial fonte de
metabolitos que podem ser utilizados em novas formulacdes farmacéuticas que visem a
inibicdo da viruléncia Candida, principalmente em individuos com imunodepressdo, que

constituem o principal grupo susceptivel a candidiase.
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