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RESUMO

A candidiase € uma infeccdo fiingica muito comum de na cavidade oral, que tem como fator
etioldgico a proliferacdo e o crescimento de microrganismos do género Candida, onde este ja
vive no meio oral de forma comensal, sem causar nenhum prejuizo ao hospedeiro, fazendo
parte assim da microbiota oral sauddvel. Além da boca esses fungos também podem se
proliferar e colonizar mucosas e pele, gerando, portanto, uma doenga flingica sistémica. Para o
tratamento dessas infeccdes sdo utilizados diversos medicamentos com propriedades
antiflingicas, tais como, cetoconazol, fluconazol, nistatina e anfotericina B, entretanto alguns
fatores vém mostrando a ineficicia desses medicamentos. Um deles € aresisténcia que as
cepas flngicas apresentam frente aos antimic6ticos, como também a adesdo do paciente e os
efeitos adversos que os medicamentos sintéticos ocasionam. Dessa maneira precisa-se buscar
vias alternativas, como por exemplo o uso das plantas medicinais que vem sendo uma forma
vidvel e promissora para a descoberta de novos agentes fitofirmacos com grande potencial
biolégico. Com base em estudos da literatura que evidenciam as caracteristicas fisico-
quimicas e etnofarmacolégicas das espécies de plantas medicinais, esta pesquisa teve como
objetivo avaliar a atividade antifingica do extrato metandlico de Psidium guineense
(Myrtaceae). O estudo se deu através da realizacdo de ensaioin vitro onde foi utilizado como
substancia-teste o extrato metandlico de Psidium guineense frente as espécies fungicas de
Candida glabrata e Candida parapsilosis previamente identificadas e mantidas em meios de
cultura de dgar Sabouraud dextrose — ASD e caldo Sabouraud dextrose — CSD. Ademais, para
realizacdo do controle positivo foi empregado a nistatina como antifiingico padrdo. Por
conseguinte, foi realizada a técnica de microdiluicio em caldo para determinagdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) do extrato metandlico de Psidium guineense. Apos a
realizacao dos testes e a avaliagdo dos resultados notou-se que a CIM do extrato metandlico
de Psidium guineense foi superior a 1024 pug/mL™"! para as duas cepas testadas. Dessa forma
conclui-se, que o extrato metandlico da espécie vegetal Psidium guineense ndo teve inibi¢do a
proliferacdo flingica nas concentracdes da técnica usada. Assim € necessdrio novos estudos
(com metodologias diferentes) para comparar resultados obtidos, podendo ser possivel o
desenvolvimento de um novo produto natural a depender dos resultados, com atividade
antifungicaeficiente, de modo que seja usado entre as tecnologias em saide para combate as
infec¢Oes flngicas no fito de mitigar o exponencial aumento da resisténcia micitica que se
torna uma objecdo para obtencdo do sucesso do tratamento medicamentoso aplicado a
Odontologia.

Palavras-chaves: Farmacologia; Fitoterapia; Odontologia.



ABSTRACT

Candidiasis is a very common fungal infection of the oral cavity, whose etiological factor is the
proliferation and growth of microorganisms of the genus Candida, which already live in the oral
environment in a commensal way, without causing any harm to the host, thus forming part of the
healthy oral microbiota. In addition to the mouth, these fungi can also proliferate and colonize
mucous membranes and skin, thus generating a systemic fungal disease. Various drugs with
antifungal properties are used to treat these infections, such as ketoconazole, fluconazole,
nystatin and amphotericin B. However, some factors have shown these drugs to be ineffective.
One of them is the resistance of fungal strains to antimycotics, as well as patient compliance and
the adverse effects that synthetic drugs cause. It is therefore necessary to look for alternatives,
such as the use of medicinal plants, which has been a viable and promising way of discovering
new phytopharmaceutical agents with great biological potential. Based on studies in the
literature that show the physicochemical and ethnopharmacological characteristics of medicinal
plant species, this research aimed to evaluate the antifungal activity of the methanolic extract of
Psidium guineense (Myrtaceae). The study was carried out through an in vitro test in which the
methanolic extract of Psidium guineense was used as a test substance against the fungal species
Candida glabrata and Candida parapsilosis, which had been previously identified and maintained
in Sabouraud dextrose agar (SDA) and Sabouraud dextrose broth (SSB) culture media. In
addition, nystatin was used as the standard antifungal agent for the positive control. The broth
microdilution technique was then used to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the Psidium guineense methanolic extract. After carrying out the tests and evaluating
the results, it was noted that the MIC of the methanolic extract of Psidium guineense was higher
than 1024 pg/mL-1 for the two strains tested. It can therefore be concluded that the methanolic
extract of the Psidium guineense plant species did not inhibit fungal proliferation at the
concentrations used in the technique. Thus, further studies (with different methodologies) are
needed to compare the results obtained, and it may be possible to develop a new natural product,
depending on the results, with efficient antifungal activity, so that it can be used among health
technologies to combat fungal infections in order to mitigate the exponential increase in mycotic
resistance, which has become an objection to successful drug treatment applied to dentistry.

Keywords: Pharmacology; Phytotherapy; Dentistry.
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1. INTRODUCAO

A candidiase € uma infec¢do oportunista causada por fungos principalmente do género
Candida, que por sua vez, apresenta uma grande variedade de espécies, dentre elas pode-se citar
a Candida glabrata e Candida parapsilosis. Atualmente, observa-se um aumento no nimero
de casos de Candidiase, visto que seus microrganismos se apresentam em VAarios tipos.
Geralmente as espécies de Candida sao colonizadoras da microbiota normal do ser humano,
porém a doenca € causada quando ocorre um desequilibrio na quantidade de fungos do
organismo, assim, pelo fato dos fungos serem colonizadores das microbiotas da pele, trato
gastrointestinal, geniturindrio e cavidade oral por exemplo, a doengca pode se manifestar em
vdrias partes do corpo, podendo ser localizada ou até mesmo sistémica (Coelho; Alvim, 2018).

A candidiase bucal é muito comum, podendo se apresentar na forma agudaou crdnica.
Entre as manifestacdes clinicas bucais mais frequentes tém-se edema, eritema, pontos
avermelhados, sensacdo de queimacgdo, ardéncia, halitose, dificuldade de degluticdo, gosto
amargo, além da dificuldade de higienizacdo e em alguns casos o sangramento. Os fatores
predisponentes a essa condi¢do na cavidade oral sdo: o uso da prétese total ou removivel,
quando estd relacionada a md higienizacdo e adaptacdo inadequada, doencgas sistémicas,
deficiéncia imunitéria, reducdo do fluxo salivar, e a utilizacao de alguns medicamentos de largo
espectro. Além disso, a candidiase com fatores sistémicos estd mais relacionada em pacientes
recém nascidos, portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana, de diabetes mellitus,
imunossuprimidos, leucémicos e que fazem o uso abusivo de corticoides e antibidticos (Da
Rosa et al., 2021).

As espécies de fungos do género Candida s3o seres comensais que se tornam patogénicos
em condicdes favordvelis a eles, como por exemplo a queda de imunidade do hospedeiro, e, por
essa razdo, sdo considerados patégenos oportunistas. Os sitios humanos onde os fungos se
colonizam apresentam diferentes microbiotas, além de diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, o que permite a capacidade desses microrganismos de se adaptarem a condig¢des
indspitas do sitio de colonizagdo. Assim os principais fatores de viruléncia para as espécies do
género Candida sdo: secrecdo de enzimas hidroliticas, expressdo de adesinas e invasinas,
tigmotropismo, bomba de efluxo, formacdo de biofilme e morfologia celular (Rocha et al.,
2021).

A industria farmacéutica produz diversos medicamentos para o tratamento de doengas
fungicas, dentre os principais antifingicos mais utilizados nessa terapéutica tem-se o0s

triazdlicos como fluconazol, que sdo derivados poli€nicos como anfotericina B e o grupo das
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equinocandinas como a caspofungina. Tais medicamentos mostram acdo antifiingica positiva,
todavia, se observa um mecanismo de resisténcia que as cepas de Candida demonstraram sobre
eles, e sobre outros antifingicos. Portanto, a busca por terapias alternativas como a fitoterapia
vem crescendo e se tornando uma forma de tratamento mais seguro (Silva et al., 2021).

Além da resisténcia, o tratamento com antifliingicos convencionais podem gerar efeitos
colaterais e adversos significativos no organismo humano, quando estes sdo usados de forma
sistémica, frequente e duradoura. As reacdes adversas presentes podem se dar como alteracdes
no paladar, reacdes gastrointestinais, além de alergias. Dessa maneira, a busca por uma
alternativa terapéutica que gere uma melhor eficicia, e que ndo cause danos ao individuo se
torna imprescindivel, sendo notério a importancia e vantagem do uso de plantas medicinais
contra cepas de fungos do género Candida (Brandao et al., 2021).

Dentre as familias das plantas medicinais na fitoterapia, se destaca a familia Myrtaceae,
que constitui uma das mais importantes familias de Angiospermas no Brasil. Essa familia
compreende cerca de 140 géneros e 3.500 espécies de arvores e arbustos, sendo distribuidas em
regides tropicais e subtropicais da Australia, Asia e América. A familiaMyrtaceae corresponde
a 1,32% do total de angiospermas conhecidas, sendo assim, bastante representativa,
considerando um total de 400 familias (Do Nascimento et al., 2018).

O Psidium guineense pertence a essa familia Myrtaceae, e € uma espécie comum em
regides tropicais, podendo ser encontrada em regides do litoral brasileiro. Popularmente é
conhecido como Aracd e apresenta potencial para tratar infec¢des gastrointestinais e
geniturindrias (Pereira et al., 2020). Além disso, estudos realizados comprovaram o seu
potencial farmacolégico, tendo inclusive, resultados in vitro positivos para as atividades
antimicobacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria e anti proliferativo do 6leo essencial de
suas folhas (Do Nascimento ef al., 2018).

Em virtude disso e seguindo embasamento do potencial bioldgico da fitoterapia e da
necessidade existente de se buscar novas alternativas terap€uticas para o tratamento da
candidiase oral, esse trabalho procura avaliar a possivel atividade antifungica do extrato

metandlico de Psidium Guineense sobre cepas do género Candida glabrata e parapsilosis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:
Avaliar a atividade antifingica do extrato metandlico de Psidium guineense (Myrtaceae).

2.2 Especificos:
e Verificar a capacidade antifiingica do extrato de Psidium guineense sobre cepas de

Candida glabrata,

e Investigar a atividade inibitéria do extrato de Psidium guineense para cepas de Candida
parapsilosis;

e Comparar o efeito antifingico do extrato de Psidium guineense frente as diferentes
cepas de fungos testadas;

e Desenvolver um novo produto natural com atividade antifiigica para cepas avaliadas;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Em periodos passados os fungos ja chegaram a ser considerados como vegetais,
entretanto, eles apresentam algumas caracteristicas capazes de os distinguir das plantas, pois
ndo conseguem sintetizar clorofila ou qualquer pigmento fotossintético, como também possuem
parede celular composta de quitina e ndao de celulose (existindo algumas excecdes), além de
apresentarem a capacidade de armazenar glicogénio. Desse modo os fungos foram
classificados em um reino a parte, chamado de Reino Fungi. Esses microorganismos muitas
vezes podem serpatogénicos, sendo encontrados dispersos no meio ambiente, causando assim
véarias doencas aos seres humanos onde muitas dessas podem se tornar graves (Silva et al.,
2020).

Em relacdo a morfologia dos fungos, macroscopicamente apresentam caracteristicas de
consisténcia cremosa, brilhantes ou opacas, com coloracdo branca a creme, podendo também
ter coloragdo marfim ao vermelho. J4 microscopicamente seu didmetro pode variar de 5 a8
mm, sendo células simples, arredondadas, ovais ou alongadas, com uma parede celular
delgada. Quando liberados, formam células independentes ou podem continuar unidas,
formando células alongadas, que s@o as pseudo-hifas, onde se diferenciam de células
verdadeiras, as hifas, por apresentarem constri¢ao nos septos (Silva et al., 2020).

As infeccdes flingicas incluem um grande espectro de doengas superficiais e invasivas,
que acometem pacientes expostos a uma inimera diversidade de fatores de risco. Os pacientes
sauddveis também estdo sujeitos ao acometimento da doenca, sendo comum infeccdes de pele
e mucosas que apresentam alteracdes pouco significativas nos locais de resposta do hospedeiro
no sitio da infec¢dao. Porém, as infec¢des por Candida podem serem mais graves quando s@o
sistémicas, podendo comprometer as visceras, em virtude da disseminacdo da levedura no
organismo por via hematogénica, além de complicacdes infecciosas que geralmente sdo vistas
em pacientes criticos, como portadores de doengas degenerativas e/ou neoplasicas (Colombo;
Guimaries, 2003).

A candidiase € uma doenca fiingica multifacetada que pode se manifestar como infec¢oes
mucoso-cutaneas, viscerais € até mesmo disseminada. O género de fungos causador da doenga
faz parte da microbiota normal do ser humano, podendo apresentar inumeras e diferentes
espécies na sua composi¢ao, porém, seu surgimento ocorre devido a um desequilibrio entre o
fungo, mucosa e os mecanismos de defesa do hospedeiro, deste modo ird acontecer a transi¢ao
do patdégeno comensal para patogénico, gerando assim a doenca (Ribeiro et al., 2019).

Os fungos do género Candida sao a terceira causa das septicemias, em geral, que ocorrem

no mundo. No Brasil, esse género foi descrito como sendo o sétimo agente etioldgico causador
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das infeccOes sanguineas. Das espécies mais prevalentes tem-se a C. Parapsilosis
representando24,1% e C. glabrata com 10,2%,com uma taxa de mortalidade de 72,2% (Rocha
et al.,2021).

As espécies de Candida se desenvolvem mediante alguns fatores predisponentes. Na
cavidade bucal pode-se citar como exemplo a mielossupressdao, o comprometimento do fluxo
salivar e lesdes de mucosite, podendo assim o fungo adentrar na mucosa oral e gerar uma
inflamacdo dos seus tecidos. A Candidiase pode se apresentar em vdarias formas: a
pseudomembranosa, que tem como caracteristica a formacdo de uma placa esbranquigcada, onde
na sua remoc¢do deixa uma superficie eritematosa; a forma cronica hiperplasica,onde a mesma
tem a aparéncia de placa esbranqui¢ada ndo removida a raspagem; a candidiase eritematosa,
que apresenta eritemas locais ou difusos; e ainda a queilite angular, formadas por lesdes
eritematosas e/ou ulceradas nas comissuras labiais (Pereti e al., 2021).

Segundo Alattas et al, no Brasil, entre 1979 e 2001, ocorreu um aumento de 207% das
infec¢des da corrente sanguinea decorrentes de fungos, do género Candida. Um local onde
ocorre rapida divisao celular desses microrganismos € a cavidade oral, se tornando portantoum
meio ideal a infec¢des fingicas, como a candidiase oral, principalmente em individuos
debilitados sistematicamente. As espécies de Candida como a Glabrata e Parapsilosis
apresentam algumas diferengas na morfologia, composicao da parede celular, producdo de
fatores de viruléncia e sensibilidade aos antiftingicos (Barros et al., 2022).

Sabe-se que na cavidade bucal dos seres humanos habitam diversos tipos de
microorganismos. Dentre esses, se tem os do género Candida que sdo leveduras comensais,
estaspodem ser encontradas também na orofaringe e nas secre¢des bronquicas. Na cavidade
oral osfungos podem se apresentar, de forma comensal, em cerca de 20 a 70% de espécies de
levedura,sendo que estas estdo presentes em cerca de 50% de pessoas sauddveis (Rossis et al.,
2011).

Para o tratamento dessas infec¢Oes fingicas se inclui agentes antiflingicos topicos e
sistémicos, sendo os mais mencionados na literatura o Fluconazol e Anfotericina B,
encontrando-se ainda Nistatina, Cetoconazol, Itraconazol e Clotrimazol. Além disso é
imprescindivel que se tenha a identificacdo da espécie de Candida para o tratamento do paciente
ser realizado de forma correta, visto que a sensibilidade aos antiftingicos varia de acordo com
a espécie. A identificagdo da espécie precisa e rdpida influencia diretamente no desfecho da
doenga, também € necessdrio saber que existem alguns fatores predisponentes do individuo
desenvolver uma infec¢do fingica, como o uso de antibidticos de largo espectro ou de
imunossupressores como os corticosteroides, uso de hipossalivantes e xerostomia, disfungdes
enddcrinas como o diabetes, md higiene oral, hdbito tabagista, além dos tratamentos

antineoplasicos quimioterapicos e  radioterdpico (Cesar et  al, 2021).
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No entanto, foi observado que essas cepas de fungos passaram a adquirir resisténcia ao
uso dos antifliingicos convencionais, sendo uma das principais causas dessa resisténcia o uso
prolongado destes medicamentos sem supervisdo médica, o que pode desencadear o surgimento
de novas espécies do género Candida (Oliveira et al., 2020).

Com a crescente resisténcia dos agentes infecciosos a varios antiftingicos sintéticos para
tratamento da candidiase, além dos diversos efeitos colaterais relacionado a essas medicagdes,
se evidencia a motivacdo dos pesquisadores de buscar novas opgdes de tratamento, sendo 0s
produtos de origem vegetal muito estudados devido a sua baixa toxicidade relacionada ao uso
na medicina tradicional (Santos et al., 2017).

Assim, nota-se a necessidade da busca de terapias complementares para o tratamento de
infeccdes, incluindo as fungicas. Conforme a OMS (Organizagdo Mundial da Saude),
aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza a medicina alternativa, principalmente os
medicamentos fitoterdpicos, para suprir os medicamentos convencionais. Na Africa, por
exemplo, 80% da populacdo depende do uso destes medicamentos, que representam terapias
alternativas frente ao alto custo dos farmacos sintéticos ( Ncube et al., 2018).

O uso das plantas medicinais com propriedades farmacoldgicas para o tratamento de
doencas esta presente na humanidade desde antiguidade e continua sendo utilizada até aos dias
atuais, em vista de seus inimeros beneficios para saide.O Brasil é o pais com a maior
biodiversidade do planeta, apresentando cerca de 15% a 20% da totalidade mundial. Dentre os
elementos dessa biodiversidade estdo as plantas que sdo a matéria prima para producao dos
medicamentos fitoterdpicos. Além disso, o Brasil também apresenta um grande potencial
genético para o avango de novos medicamentos, € um importante conhecimento tradicional em
relacdo ao uso de plantas medicinais (Almeida et al., 2022).

A diversidade de espécies vegetais € inimera, dentre elas as da familia Myrtaceae que
também apresenta uma diversidade de espécies, onde as mesmas podem ser encontradas pelos
varios biomas brasileiro, dentre eles se tem a Caatinga, que sido incluidos cerca de 100
géneros e 3.500 espécies nessa familia. Um dos géneros mais conhecidos é o Psidium, que
abrange aproximadamente 110 espécies, ganhando destaques o P. cattleyanum, P. guineense
Sw., P. guajava, P. myrtoides, P. australis. Na regido Nordeste do Brasil se identifica de 34 a
110 espécies (Brito, et al., 2018).

As espécies de Psidium possuem algumas caracteristicas, como apresentar folhas
simples, antagdnicas, comumente cruzadas, flores sozinhas, pétalas livres com cor brancas ou
de cor creme, sendo espontaneamente pertencente ao clima neotropical (Campos, 2010;
Soares-Silva & Proenca, 2008). Entre as espécies desse género, t€ém-se 0s aracarazeiros, que
sdo usados com as finalidades domésticas dos seus frutos e exploracdo da madeira. A casca,

raiz e  folhas sdo  utilizadas como  terapias  populares de  doengas.
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J4 os frutos desses vegetais possuem muitas sementes, que podem gerar frutos de tamanho
grande (Campos, 2010; Silva, 2019).

A Psidium guineense recebe outros nomes populares tais como “araca verdadeiro”, “araga
do campo” e “goiabinha selvagem”. Geralmente € uma arvore pequena de 6 metros de
estatura, que possui brotos aveludados e seu fruto varia entre subgloboso e elipsoidal,
comumente possuipolpa amarelada, o seu fruto pode possuir até 250 sementes com uma
grande quantidade de vitamina C (Campos, 2010). Também ¢é usada para diversos fins, como
por exemplo, fabricacdo de produtos alimenticios como doces, geleias e sorvetes, (Silva, 2019)
,além de apresentar um considerdvel potencial antimicrobiano e antibacteriano (Silva, 2019).

Foi visto em uma pesquisa que buscava avaliar o potencial antibacteriano e antiaderente
in vitro do extrato hidroalcodlico das folhas do aracé (P. guineense ) em meio a microrganismos
orais, que 0 mesmo apresentou respostas positivas (Silva, 2019). Diante disso, a pesquisa com
o extrato metandlico de Psidium guineense torna-se importante para o desenvolvimento de
novas substincias contra as cepas de Candida glabrata e parapsilosis, gerando assim o

conhecimento de novas alternativas terapéuticas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Ensaio in vitro
4.1.1 Substancia-teste

Para o ensaio foi utilizado o extrato metandlico das folhas de Psidium guineense, que
foram cedidos pela equipe da Prof®. Dr". Yanna Carolina Ferreira Teles, da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

O extrato foi conservado em frasco de vidro ambar e mantido sob refrigeracdo. As
emulsdes do extrato nas diferentes concentracdes foram preparadas no momento de execucao
do ensaio. Em um tubo de ensaio esterilizado, foi adicionado 60.000 pg do extrato, 0,15 mLde
dimetilsulf6xido (DMSO), 0,06 mL de Tween 80 (INLAB/Industria Brasileira) e quantidade
suficiente para 3 mL de dgua destilada estéril. A mistura foi agitada por 5 minutos em aparelho
Vortex (Fanem), obtendo uma emulsdao com concentracao de 20.000 pg/mL do extrato, 5% de
DMSO e 2% de Tween 80. E através de diluicdes em dgua destilada ou no préprio meio de
cultura foi obtida a concentragdo desejada do extrato. Na pesquisa foram seguidas as normas
do CGEN- Conselho de Gestao do Patrimonio Genético, cadastrado na plataforma SISGEN
sob ontimero de protocolo A81C329.

4.1.2 Espécies fingicas

Foram utilizadas cepas de Candida glabrata (LM 06, LM 17, LM 116, LM 302), e cepas
de Candida parapisilosis (ATCC 22019, LM 04, LM 09, LM 14 e LM 02) disponiveis no
Laboratério de Microbiologia da Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas
(UACB)/CSTR/UFCG.

Todas as cepas foram mantidas em 4gar Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura
de 4°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD incubados a 35 °C. No
estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um inéculo fingico de aproximadamente 1 - 5
x 106 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland
(Cleeland; Squires, 1991; Hadacek, Greger, 2000).

4.1.3 Meios de cultura

Foram utilizados os meios agar Sabouraud dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para
manuten¢do dos micro-organismos; e caldo Sabouraud dextrose - CSD (Difco Lab., USA) para

0s ensaios in vitro; preparados conforme as instrucdes do fabricante.
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4.1.4 Farmaco antifingico

Foi utilizado como antiftingico padrao (controle positivo), a nistatina em p6 (Pharma
Nostra, Rio de Janeiro). As solu¢des foram preparadas no momento de execucdo dos testes,

para alcance das concentracdes desejadas.

4.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM do extrato de Psidium guineense foi determinada pela técnica de microdiluicdao
em caldo (Cleeland; Squires, 1991; Hadacek, Greger, 2000). Foram utilizadas placas de 96
orificios estéreis e com tampa. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL. do meio
liquido caldo Sabouraud dextrose duplamente concentrado. Em seguida, 100 uL. da emulsdo
do extrato na concentracdo inicial de 2048 pg/mL (também duplamente concentrado), sendo
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. Por meio de umadiluicdo seriada em
razdo de dois, foram obtidas as concentracdes de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4
pug/mL, de modo que na primeira linha da placa encontrou-se a maior concentracdo € na
ultima, a menor. Por fim, foi adicionado 10 pL do indculo de aproximadamente 1-5 x 106
UFC/mL das espécies flingicas nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se a uma
cepa fingica, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o mesmo ensaio com o antifingico nistatina nas
concentragdes de 1024 pg/mL a 4 pg/mL. Um controle de micro-organismo foi realizado
colocando-se nas cavidades 100 uL. do mesmo CSD duplamente concentrado, 100 uL de agua
destilada estéril e 10 uL do inoculo de cada espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia
nos resultados pelos solventes utilizados na preparacdo da emulsdo, no caso o DMSO
(dimetilsulf6xido) e o Tween 80, foi feito um controle no qual foram colocados nas cavidades
100 pL do caldo duplamente concentrado, 50 pL. de DMSO (5%), 50 uL. de Tween 80 (2%) e
10uL da suspensdo flingica. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde
foi colocado 200 pL do CSD em um orificio sem a suspensdo dos fungos.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser
realizada a leitura. A CIM para cada extrato e antifiingico foi definida como a menor
concentracao capaz de inibir visualmente o crescimento fingico verificado nos orificios quando

comparado com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos vegetais tém sua atividade antimicrobiana avaliada por meio da menor
concentragdo de substancia teste necessdria para inibir a proliferacdo das cepas das espécies dos
microrganismos expostos. Esse valor determina a Concentragado Inibitéria Minima (CIM).

Na pesquisa realizada, os testes de microdiluicdo em caldo, mostrou que a CIM obtida
pelo extratometandlico da planta Psidium guineense (Myrtaceae) apresentou resultado maior
que 1024 pg/mL-1 para todas as cepas testadas de Candida glabrata (LM06, LM 17, LM 116,
LM302) (tabela 1) e de Candida parapisilosis (ATCC 22019, LM 04, LM 09, LM 14 e LM
302) (tabela 2).

Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima em ug/mL do extrato de Psidium guineense

contra cepas de Candida glabrata.

LM LM LM LM
06 17 116 302

1024 ug/mlL
512 ug/mL - - - -

256 ug/mL - - - -
128 ug/mL - - - -

64 ug/mL - - - -
32 ug/mL - - - -

Controle negativo - - - -

Controle positivo + + + +

(-) Nao houve inibigao. (+) Teve inibigao. Fonte: O proprio autor.
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Tabela 2- Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do extrato de Psidium

guineense contra cepas de Candida parapsilosis.

ATCC LM LM LM LM
22019 04 09 14 02

1024 ug/mlL - - - - -
512 ug/mlL - - - - -

256 ug/mL - - - - -
128 ug/mL - - - - -
64 ug/mlL - - - - -
32 ug/mL - - - - -
Controle negativo - - - - -

Controle positivo + + + + +

(-) Nao houve inibicao. (+) Teve inibigao. Fonte: O préprio autor.

Conforme Sartoratto et al. (2004), valores de Concentracdo Inibitéria Minima, entre 50-
500 pg/mL-1, sdo considerados de forte atividade. J4 valores de 600 a 1.500ug/mlL-1
apresentam média atividade e acima de 1.500pug/mL-1 sdo considerados como fraca atividade.
Portanto no presente estudo o efeito antifiingico do extrato metandlico de Psidium guineense
nao foi possivel ser classificado, pois os valores da CIM obtidos pela técnica da microdiluicao
foram superiores a 1024 ug/mL-1 em todas as cepas testadas.

Nos resultados tabulados também € visto que no controle negativo ocorreu o crescimento
microbiano, confirmando assim que as espécies flingicas utilizadas estavam vidveis, € no
controle positivo observou-se que houve a inibi¢do da proliferacdo fiingica, mostrando que as
cepas usadas no teste sdo vulnerdveis ao antifingico utilizado, que nesse caso foi a nistatina.

Apesar de ndo ter sido possivel encontrar o valor da Concretacdo Inibitéria Minima do
extrato metandlico de Psidium guineense para cepas de Candida mostrado nesta pesquisa,
Branco et al. (2023) analisaram as propriedade biologicas do Psidium spp € observaramque as
espécies pertencentes a este género possui um grande potencial para estudo e posterior
utilizacdo de seus 6leos essenciais na industria. Seus estudos demonstraram varias atividades
bioldgicas relacionadas aos Oleos essenciais destas espécies, atividades antimicrobianas,
antioxidantes, acaricidas, larvicidas, dentre outras, evidenciando a necessidade de novos

estudos relacionados a essas atividades biologicas.
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Além disso Duzino (2023) também mostrou que foi possivel fazer a avaliacdo in silico do
potencial antibacteriano de metabdlitos secundérios das folhas do araca (P. guineense) com a
proteina ligadora de penicilina PBP1b presente no banco de dados Protein Data Bank sob o
codigo SHLA, foi visto que energia de ligacao obtida nos procedimentos de docking molecular
foi favordavel, ou seja, indicou uma afinidade de ligacdo entre os flavonoides com a
macromolécula. Portanto o estudo concluiu que como a inibicdo da enzima PBP1b pode
acarretar a degradacdo da parede celular bacteriana, assim se pode justificar a utilizacdo da
Psidium guineense como finalidade antibacteriana. Porém, esses resultados abordam um
campo tedrico por meios dos célculos in silico, onde os mesmos sugerem e embasam estudo
referente a essa espécie com finalidade antibacteriana agindo na parede celular da bactéria.
Assim ainda € necessdrio a realizacdo de mais estudos farmacocinéticos, farmacodinamicos
além de um estudoin vitro.

Em relacdo a citotoxicidade do extrato metandlico de Psidium guineense para células
sanguineas humanas, Pereira et al. (2020) obteve em seu estudo in vitro que extrato de origem
natural testado apresentou baixo percentual de hemdlise para eritrocitos humanos do sistema
ABO, assim o extrato de Psidium guineense torna-se um dos possiveis candidatos promissores

para utilizacdo de suas propriedades bioativas em fitoterdpicos.
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que extrato metandlico da espécie vegetal Psidium guineense nao
apresentou atividade antiftingica, por meio da técnica utilizada nas concentracdes utilizadas,
frente as cepas de Candida glabrata e Candida parapsilosis testadas. No entanto, mais
estudos devem ser realizados com outras cepas flingicas para verificar o potencial antifiingico

desse composto.
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