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RESUMO

O presente estudo buscou avaliar a atividade antifingica dos extratos de goiabeira vermelha (Psidium
guajava Linnaeus) e romanzeiro (Punica granatum Linnaeus) contra Candida albicans, em diferentes
concentragdes e em diferentes solventes. Os testes foram realizados a partir de extratos vegetais secos.
Acdo antifingica foi avaliada pela técnica de difusdo do extrato em discos branco de papel em Agar
Sabouraud Dextrose. Os extratos das plantas P. guajava e P. granatum apresentaram atividade inibitéria
contra C. albicans, a partir dos dois solventes, entretanto, o extrato do romanzeiro, utilizando alcool a 70%
como solvente, demonstrou maior atividade, se comparado aos demais, promovendo inibicdo até a
concentracdo de 25% (0,25), diferente dos outros, que apresentaram inibicdo significativa apenas nas
concentracdes de 100% (1,0). Diante da dificuldade de tratamento de infec¢des flngicas e a resisténcia que
seu agente etiolégico adquire aos antifiingicos sintéticos o estudo incentiva a producao de medicamentos
alternativos para um tratamento mais eficaz. Porém, fazem-se necessarios estudos para avaliar a toxicidade
e a acao antifingica, para garantir a qualidade do fitoterapico.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antifungal activity of the extracts of red guava tree (Punica granatum
Linnaeus) and pomegranate tree (Psidium guajava Linnaeus) against Candida albicans at different
concentrations in different solvents. Tests were made from dried plant extracts. Antifungal activity was
evaluated by extract diffusion technique on blank paper disks in Sabouraud Dextrose Agar. The extracts of
P. guajava and P. granatum showed inhibitory activity against C. albicans, from the two solvents, however,
the pomegranate tree's extract, using 70% alcohol as solvent, showed higher activity compared to the
others, promoting inhibition at the concentration of 25% (0.25), different from the other, which only showed
significant inhibition at concentrations of 100% (1.0). Due to the difficulty of treating fungal infections and the
resistance that its etiologic agent acquires to synthetic antifungal, the study encourages the production of
alternative drugs for more effective treatment. Nevertheless, studies are needed to evaluate the toxicity and
antifungal action to ensure the quality of herbal medicine.

Keywords: Phytotherapic; Medicinal Plants; Antifungal.

SaBios: Rev. Saude e Biol., v.11, n.1, p.66-73, jan./abr., 2016
ISSN:1980-0002



68

INTRODUCAO

O uso das plantas é comum no
campo da medicina para a producdo de
fitoterapicos e no uso popular, por meio do
conhecimento empirico, na utilizagdo em
forma de chas, sumos e extratos. Neste
contexto, a fitoquimica mostra-se relevante
para o estudo dos compostos quimicos
presente nas plantas capazes de alcancar
efeito farmacologico, o que possibilita o
desenvolvimento de novos farmacos com
menos efeitos colaterais e menos resisténcia
microbiana, por meio da biotecnologia (1).

O Brasil é o pais de maior
biodiversidade mundial e juntamente com a
diversidade de etnias e culturas, possui vasto
conhecimento na acéo fitoterapica, capaz de
permitr um grande desenvolvimento
terapéutico com o0 uso desse recurso (2).

As acdes dos compostos naturais
atuam em  sitios  especificos  dos
microrganismos. Em geral promovem
desintegracdo da membrana celular,

desestabilizagdo da forca proton
motriz (FPM), fluxo de elétrons, transporte
ativo e coagulacdo do contetddo da célula,
conferindo instabilidade ao microrganismo e
destruindo-o (3).

Pertencente a familia Punicaceae,
Punica granatum Linnaeus (romanzeiro)
(Figura 1A), € uma planta frutifera que possui
propriedades medicinais, sendo usada
popularmente como anti-inflamatéria no
tratamento de algumas doencas como
disenteria, colite e diarreia (4).

A planta Psidium guajava Linnaeus
(goiabeira vermelha) (Figura 1B) é uma
espécie pertencente a familia Myrtaceae
conhecida popularmente, essa frutifera
tropical esta distribuida mundialmente e hoje
€ cultivada nos trépicos devido suas
propriedades comprovadamente medicinais,
além da valorizacdo das suas propriedades
comestiveis (5,6).

Figura 1. (A) Punica granatum Linnaeus (romanzeirb) e'(B‘)HF"sidiurh guajava Linnaeus (goiabeira

vermelha). Fonte: Arquivo Pessoal.

Candida albicans é um microrganismo
comensal, que reside normalmente no
hospedeiro, fazendo parte da sua microbiota
normal (pele, boca, trato gastrointestinal e
vagina), sem causar nenhuma doengca (7).

No entanto, quando ocorre um
desequilibrio na microbiota ou no sistema
imune do hospedeiro, C. albicans deixa de
ser comensal e tende a se manifestar
agressivamente, tornando-se patogénica (8).
C. albicans possui um mecanismo bem
desenvolvido e de rapida adaptacdo a
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alteracBes que podem ocorrer no hospedeiro

(9).

As combinagbes de  agentes
antifingicos tém sido usadas, com
frequéncia, para o tratamento de micoses,
buscando alcancar o sinergismo. Essas
estratégias agem em varios sitios do fungo, o
gue permite sua inibicdo. Dentre elas,
alteragcbes nos estagios da via bioguimica, a
permeabilidade do fungo, inibicAo do
transporte de um agente para fora da célula,
e a inibicdo de varios alvos dos processos
metabdlicos do fungo simultaneamente (10).



Contudo, o uso excessivo destes farmacos
propicia o surgimento de leveduras
resistentes, principalmente em pacientes
imunossuprimidos, susceptiveis a infeccdes
frequentes. Assim, ha necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos de
maior eficicia, dentre as possibilidades,
surge a utilizacdo de fitoterdpicos como
tratamento alternativo. Os mesmos se
diferem por apresentar uma diversidade
molecular superior aos sintéticos,
proporcionando novas descobertas, com
pesquisa nas atividades bioldgicas que
podem favorecer na prevencgdo e tratamento
de doengas (11).

O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antifingica dos extratos
de Punica granatum Linnaeus e Psidium
guajava Linnaeus sobre Candida albicans,
em diferentes concentracbes e extraidos a
partir de dois diferentes solventes (éter etilico
a 35% e alcool a 70%).

MATERIAIS E METODOS

As plantas utilizadas neste estudo —
goiabeira vermelha (Psidium guajava
Linnaeus) e romanzeiro (Punica granatum
Linnaeus) — foram coletadas em locais
distintos, encontradas em residéncias. A
primeira no bairro S&o Lourenco do
Municipio de Teixeira de Freitas-BA e a
segunda no bairro Cajarana do Municipio de
Alcobaca-BA. Os espécimes foram
identificados no Herbario Vies S&do Mateus
do Centro Universitario Norte do Espirito
Santo (CEUNES) da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES). As exsicatas estao
depositadas na cole¢cdo do Laboratério de
Botanica da Universidade do Estado da
Bahia (UNEB), no Campus X em Teixeira de
Freitas-BA.

A pesquisa foi realizada no
Laboratério de Microbiologia da UNEB, onde
foram produzidos e analisados os extratos da
goiabeira vermelha e romanzeiro, para a
avaliagcdo das suas atividades antifungicas
sobre Candida albicans.

Os testes foram realizados com
extratos vegetais secos (12,13). Foram
retirados os peciolos e utilizadas apenas o
limbo das folhas sadias de P. granatum e P.
guajava e foram separadas e lavadas em
solucdo de hipoclorito de sédio. Em seguida
as folhas foram colocadas sobre papel toalha
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para a secagem e depois colocadas na
estufa a 45°C para a secagem em calor
seco.

Ao término do quarto dia de secagem
as folhas passaram pelo processo de
moagem, onde foram seccionadas em
pequenas partes e maceradas utilizando-se
almofariz e pistilo. Foram utilizados 10,0 g de
cada planta ja processada na preparacao
dos extratos, sendo 5,0 g para cada tipo de
solvente (12).

Cada porcéao (5,0 g) foi adicionada em
50,0 mL de éter etilico a 35% e 50,0 mL de
alcool a 70%, tanto para a goiabeira quanto
para o romanzeiro (12). Apés a mistura, 0s
frascos contendo o0s extratos foram
embalados com papel aluminio para
protecdo da Iluz e conservados em
temperatura ambiente, sendo
homogeneizados duas vezes ao dia e
pesados diariamente por um periodo de dez
dias ou até o peso se estabilizar. Ao término
deste processo, fez-se a filtragem dos
extratos e o filtrado foi colocado em banho-
maria por 48 horas a 45°C para aumentar a
solubilidade de substancias e evaporacao
dos solventes.

Foi realizada uma diluicdo seriada em
razdo 2 e as concentragdes finais foram 1,0
(100% do extrato), 0,5 (50% do extrato); 0,25
(25% do extrato) e 0,125 (12,5% do extrato).
Sendo que todos os tubos possuiam volume
de 0,5 mL (12). Foram adicionados cinco
discos de papel em cada um dos microtubos
contendo os extratos, permanecendo por 24
horas em temperatura ambiente.

Foram utilizadas cepas de Candida
albicans (ATCC 10231) adquiridas, na forma
de doacdo, a partir da Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria (CMRVS) do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

As amostras foram repicadas em
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e incubadas
em estufa a 37°C por 24 horas. A suspensao
fungica foi obtida pela diluicdo em salina a
0,85%, sendo, posteriormente, comparada a
escala 0,5 de MacFarland.

Neste estudo, o0s testes de
sensibilidade antimicrobiana dos extratos das
plantas sobre Candida albicans (ATCC
10231), foram realizados utilizando-se trés
diferentes  fatores: plantas (goiabeira
vermelha e romanzeiro); concentracdes (1,0;



0,5; 0,25 e 0,125) e solventes para extracao
(éter etilico a 35% e alcool a 70%).

O teste de sensibilidade foi avaliado
pela técnica de difusdo em meio sélido (14),
em ASD, pela semeadura da suspensao
fungica com auxilio de um swab. Os discos
de papel estéreis de 6,0 mm de didmetro
ficaram mergulhados no extrato das plantas
em diferentes solventes (alcool e éter) e
concentracoes (1,0; 0,5; 0,25; 0,125) por 24
horas e depois foram colocados sobre o0 meio
de cultura, apoés a inoculagdo da C. albicans.
Os solventes utilizados foram testados como
controle.

As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas. A atividade antifungica foi
avaliada pela medicdo do didametro dos halos
de inibicio em milimetros. Para controle
positivo, foi utilizado disco comercial de
nistatina e para controle negativo, um disco
de papel estéril, sem nenhuma substancia.
Os testes foram realizados em triplicata.

Para determinar se houve diferenca
dos diametros dos halos em relagdo aos
extratos das plantas e solventes utilizados
para a extracdo, realizou-se o teste de
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ANOVA (“Analysis of Variance”), também
conhecido como F-teste, do tipo a x b x ¢
sem replicacdo, utilizando-se o programa
BioEstat® 5.3 (15).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos das plantas de goiabeira
vermelha e romanzeiro apresentaram
atividade inibitéria contra C. albicans, nos
dois solventes, entretanto, o extrato do
romanzeiro utilizando alcool como solvente
demonstrou maior atividade, se comparado
aos demais, promovendo inibicdo até a
concentracdo de 0,25, diferente dos demais
(Tabela 1).

O controle  positivo  (nistatina)
apresentou resultados esperados conforme
os dados do fabricante (Tabela 1). Todos os
solventes testados e os discos de controle
negativo ndo apresentaram atividade de
inibicdo contra C. albicans.

Tabela 1. Resultado da Média e Desvio Padrdo dos didametros (milimetros) dos halos de
inibicdo formados a partir dos discos embebidos com extratos de goiabeira vermelha e de
romanzeiro em diferentes solventes e concentragdes (letras diferentes nas linhas e colunas
representam diferencas significativas).

Concentracéo dos Extratos

Controle
PLANTAS SOLVENTES +)
1,0 0,5 0,25 0,125
Goiabeira Alcool (70%) 9,66+1,52° 5,00+4,35" 0,00+0,00 0,00+0,00 14,66+1,15°
vermelha g Etilico 35%)  9,0041,00°  2,33+4,04° 2,66+4,61° 4,66+4,04°  14,33+0,57°
: Alcool (70% 11,66+1,52° 9,00+1,73° 8,33+1,15° 533+4,61°  14,33+0,57%
Romanzeir
0 Eter Etilico (35%) 8,66+1,15° 5,33+4,61" 0,00+0,00 0,00+0,00 15,00+0,00°

Utilizando-se o0 F-teste (ANOVA)
observou-se que em relacdo a acao

antifingica dos extratos das plantas sobre C. (Ftab.=4,568 e
albicans houve diferenca  significativa respectivamente.
(p=0,0982) entre plantas, solventes utilizados Os resultados dos testes obtidos

e concentragbes. Pois o valor calculado
(Fcalc.=5,5885), para estes tratamentos, nos
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niveis de significancia 1,0% (0,01) e 5,0%
(0,05) foi maior que os valores tabelados
Ftab.=2,947),

nesse estudo, para a acgdo inibitéria da
goiabeira vermelha, foram compativeis com a



literatura  (16,17,18), que apresentam
atividade antifingica. Alves et al. (16)
apontam que esses resultados podem estar
relacionados com compostos quimicos
presentes na planta, como os taninos, 6leos
essenciais com rico cariofileno e outros que
sdo capazes de obter importante acao
farmacoldgica.

Michelin et al. (19) apontam em suas
pesquisas, que 0 extrato do romanzeiro ndo
tem potencial inibitério frente a C. albicans,
contradizendo os resultados do presente
estudo e dos trabalhos de Frias e Kozusny-
Andreani (20) e Abilio et al. (21), que
apresentaram amplo espectro de inibicéo.
Frias e Kozusny-Andreani (20) indicaram que
a capacidade fungicida ou fungistatica dessa
planta pode estar relacionada, segundo
andlises fitoquimicas, a presenca de taninos
e flavonoides.

A estrutura histologica da planta esta
associada com o poder de penetracdo dos
solventes, em regifes muito compactadas
como no caule e raizes € mais dificil a
penetracdo, e mais facil em folhas e flores,
por possuirem tecidos de textura mais
delicados, justificando o uso das folhas para
0s testes em questdo (12). Fatores sazonais
também podem interferir na composicao
fitoquimica das plantas, a época de coleta é
um dos fatores que mais influenciam na
atividade farmacoldgica de drogas vegetais,
uma vez que, a obtencdo dos constituintes
ativos ndo é constante durante o ano (22),
sendo que a presente pesquisa realizou a
coleta no més de agosto.
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