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RESUMO

Psidium guajava L. (goiabeira) é uma planta amplamente utilizada para alimentacdo e
na medicina popular em todo 0 mundo. Estudos demonstraram que suas folhas possuem
propriedades antifungicas, principalmente contra fungos do género Candida. As
infeccbes por Candida spp. representam uma séria ameaca a saude global e Candida
albicans ainda é a principal responsavel por candidiase invasiva na maioria das alas
clinicas. Porém, uma quantidade consideravel de pacientes estdo sendo contaminados
com espécies de Candida ndo albicans. Nesse estudo foram testadas fragdes
Flavonoidica e Tanica das folhas para investigar sua composicdo quimica e o potencial
antifungico in vitro. Os ensaios microbiologicos foram realizados frente a Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida krusei por microdiluicdo para determinar a 1Csy,
a curva de viabilidade celular e o efeito inibidor por meio da associagéo das fragdes, em
concentracdo subinibitéria, ao Fluconazol. A Concentra¢do Fungicida Minima (CFM)
foi realizada por subcultivo em meio solido e os testes para verificar as mudancas
morfologicas pela acdo das fracbes foram realizados em camaras de microcultivo em
concentracdes baseadas na microdiluicdo, Concentracdo Superior Avaliada - CSA/4,
CSA e CSA x2. Os compostos nas folhas de goiaba foram determinados por UPLC-
ESI-QTOF-MS. Os resultados obtidos por anélise cromatografica permitiram encontrar
48 compostos nas quatro fracdes extraidas das folhas frescas e secas, sendo grande parte
de compostos fendlicos, entre estes alguns com propriedades antifingicas. A
Concentracdo que inibe 50% das colénias- ICsq das fracGes isoladas e associadas entre
si foram calculadas: as fracdes de folhas frescas variaram de 5,10 a 926,56 ug/mL e
quando associadas ao fluconazol variaram entre 1,38 e 925,56 pug/mL. Ja para as fracOes
com folhas secas variaram de 69,29 a 3444,62 pg/mL, quando associadas ao fluconazol
variaram entre 11,57 a 925,56 ug/mL, demonstrando que a associacdo do produto
natural com o antifingico apresentou um sinergismo destacado. No teste de CFM tanto
nas folhas secas e frescas os valores foram semelhantes, pois na concentracdo > 4096
pug/mL reduziram, mas ndo eliminaram a forma¢do de coldnias, efeito fungistatico.
Porém quando associadas ao FCZ frente a CK as fracGes de folhas frescas inibiram todo
crescimento nas concentragfes 512 pug/mL e 1024 pg/mL e as de folhas secas também
frente & mesma cepa com 512 pg/mL e 2048 pg/mL, caracterizando um efeito fungicida.
As fracOes afetaram a habilidade de transicdo morfoldgica, evitando a formacdo de
pseudo-hifas e hifas. As fracbes flavonoidica e tanica possuem um potencial antifungico
relevante, pois causaram a inibicdo fungica em uso isolado e potencializou a a¢do do
Fluconazol, reduzindo a concentracdo do mesmo, coibindo o dimorfismo celular, um
dos fatores de viruléncia, evitando a invasdo de substratos. As fracOes tanicas
mostraram-se em evidéncia com o0s melhores resultados dos testes, com um
desempenho mais significativo, além disso todas as fracOes apresentaram efeito
sinérgico no teste de associagdo ao antifingico de referéncia. Novos estudos serdo
necessarios para elucidar o mecanismo de acdo dos produtos naturais. Estes resultados
destacam a espécie como fonte promissora de compostos ativos na inibicdo de
crescimento e de viruléncia de Candida spp.

Palavras-chave: Anti-Candida, fitoquimica, Fluconazol, Anti-pleomorfismo, goiaba.



ABSTRACT

Psidium guajava L. is a plant widely used for food and in folk medicine all over the
world. Studies have shown that guava leaves have antifungal properties, especially
against fungi of the Candida genus. In this study, the Flavonoid and Tannic fractions
from fresh leaves were tested to investigate their chemical composition and antifungal
potential in vitro. Compounds from the guava leaves were determined by UPLC-ESI-
QTOF-MS. Microbiological assays were carried out in order to determine the 1Csg, cell
viability curve and inhibitory effect of the association of the leaf fractions with
Fluconazole (FCZ), against Candida albicans, Candida tropicalis and Candida krusei
through the microdilution methodology. Minimal Fungicidal Concentration (MFC) was
performed by subculture in solid media while the assays to verify any morphological
changes by the fractions were performed in microculture chambers at concentrations
based on microdilution, Highest Concentration Assessed - HCA/4, HCA and HCAX2.
The results obtained through the chromatographic analysis allowed the identification of
48 compounds in the four fractions from the guava leaves, presenting a higher content
of phenolic compounds, some of which possess antifungal properties. The ICs of the
isolated and associated fractions were calculated, the fractions of fresh leaves to be
between 5.10 and 926.56 pg/mL, when associated with fluconazole ranged from 1.38 to
925.56 pg/mL. The dry leaf fractions varied from 69.29 to 3444.62 ug/mL, when
associated with fluconazole ranged from 11.57 to 925.56 pg/mL, demonstrating that the
association of the natural product with the antifungal presented synergism highlighted.
In the CFM test both in the dry and fresh leaves the values were similar, because at the
concentration > 4096 ng / mL reduced, but did not eliminate the formation of colonies,
fungistatic effect. However, when combined with FCZ versus CK, fresh leaf fractions
inhibited all growth at 512 pg / mL and 1024 pg / mL and dry leaves at the same 512 ug
/ mL and 2048 pg / mL concentrations, fungicidal effect. The fractions affect the
morphological transition, avoiding the formation of hyphae. Flavonoid and tannic
fractions have a relevant antifungal potential, as they caused the fungal inhibition in
isolated use and potentiated the action of Fluconazole, reducing the concentration of the
same, curbing the cellular dimorphism, one of the virulence factors, avoiding the
invasion of substrates. Tannic fractions were evidenced with the best results of the tests,
with a more significant performance, in addition all the fractions presented synergic
effect in the test of association with the reference antifungal. New studies will be
needed to elucidate the mechanism of action of these natural products. These results
highlight the species as a promising source of active compounds in the growth
inhibition and Candida spp. virulence.

Key-words: Anti-Candida, phytochemistry, Fluconazole, Anti-pleomorphism, guava.
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1. INTRODUCAO

O acometimento por infecgdes fungicas nos seres humanos tem ganho destaque
nos Ultimos anos e dentre os fungos mais comuns nas infecgdes, se destacam os do
género Candida, estando entre as espécies causadoras de infecgBes oportunistas
(ALVARES, 2007).

Isso se justifica pelo fato de estarem muito bem adaptadas ao corpo humano,
podendo coloniza-lo sem produzir sinais de doenga em condi¢cBes de normalidade
fisiologica. Porém, podem tornar-se patogénicas em pacientes imunossuprimidos,
gerando infeccdes que sdo de dificeis diagnosticos e estdo associados a elevada
mortalidade e morbidade (MENEZES et al., 2013).

Quanto as manifestagdes clinicas, podemos dividi-las em cutaneomucosas,
sistémicas e alérgicas (BARBEDO; SGARBI, 2010). O tratamento dessas patologias é
realizado com drogas sintéticos com atuacdo sistémica como a anfotericina B,
fluconazol, itraconzaol, voriconazol e equinocandinas, sendo 0s azois 0s mais usados,
devido ao seu baixo custo e baixa toxicidade (PFALLER, 2012).

A disponibilidade de agentes antifingicos para o tratamento de infeccGes
sistémicas €, de certo modo reduzido, tornando-se um problema diante de leveduras
multirresistentes (KHAN et al, 2013). Além disso, um dos impasses nos dias de hoje é a
resisténcia aos antifingicos e as dificuldades para um tratamento efetivo (PFALLER,
2012).

Como forma de amenizar essa resisténcia e dificuldade no tratamento as
plantas medicinais sdo fortemente usadas pela populacdo para o tratamento de
infeccdes, e esse fato tem despertado interesse de diversos centros de pesquisas para o
estudo dessa atividade, com o intuito de isolamento de novas moléculas com atividade
antimicrobiana (SILVA et al., 2012).

Produtos naturais de plantas tém sido avaliados ndo s6 pela sua atividade
antimicrobiana direta, mas como um agente de modificacdo de resisténcia aos
antifngicos, que pode ser um efeito sinérgico ou antagénico (CHUNG et al., 2011;
CALIXTO JUNIOR et al., 2015). O uso associado de plantas medicinais ou dos seus
compostos derivados pode interferir, inibindo ou intensificando o efeito terapéutico dos

antimicrobianos convencionais (BASTOS et al., 2011).
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A combinagdo de drogas com efeitos sinérgicos gera, como resultado dessa
interacdo, aumento da eficacia do efeito terapéutico, diminui¢do da CIM, diminuicdo do
desenvolvimento da resisténcia a antifungicos e diminui¢do da toxicidade no hospedeiro
(SILVA et al, 2016).

A utilizacdo de constituintes derivados de plantas na area farmacéutica tem
crescido de forma significativa, por conta da variedade das propriedades medicinais e a
sua a possibilidade de toxicidade menor, quando comparados as drogas sintéticas (TAN
etal., 2015).

As plantas apresentam vias metabdlicas originando diversos tipos de grupos de
compostos. Entre eles encontram-se os alcaloides, flavonoides, quinonas, taninos ou
terpenos (SIMOES, 2017).

Os flavonoides e os taninos tém merecido destaque em virtude da sua ampla
gama de acbBes bioldgicas e terapéuticas demonstradas tanto em condigOes
experimentais como em seres humanos (NIJVELDT et al., 2011). A bioprospeccéo de
Oleos essenciais ou extratos vegetais tem sido bastante estudado, bem como o
isolamento de seus compostos majoritarios (ALENCAR, 2014).

O Brasil possui uma extensa diversidade vegetal na qual estdo incluidas
espécies do género Psidium, encontrados nos mais variados ambientes nas regides
neotropicais atraves de cultivo, sendo usadas tanto para a alimentacdo, quanto para
finalidades terapéuticas (BRAGA, 2016; 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 antifungico
(SUWANMANEE; KITISIN; LUPLERTLOP et al., 2014). Dentre as espécies desse
género, Psidium guajava L., possui valor etnomedicinal, onde é conhecida por sua
versatilidade terapéutica, sendo utilizada para o tratamento de sintomas associados as
infeccdes causadas por Candida spp. (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

Com base nos fatores citados acima, esse estudo consiste na investigacdo da
composi¢do quimica, acdo antifngica, efeito modulador do fluconazol e anti-
pleomorfismo, das fragdes flavonoidicas e ténicas (in vitro) obtidos das folhas de P.
guajava L. (goiaba) contra cepas de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida

krusei.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.:

Investigar e avaliar a acdo antifungica das fracGes flavonoidica e tanica (in
vitro) de folhas P. guajava L. (goiaba) sobre cepas de Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida krusei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Realizar a prospeccéo fitoquimica das fragdes;

o Determinar a 1Csy das fragOes isoladas, associadas entre si e do
fluconazol sozinho e em combinacao;

. Identificar o tipo de efeito antifingico (fungicida ou fungistatico) através
da determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM), das fracdes e do
fluconazol;

. Verificar se as fracGes, em concentracdo sub-inibitéria (CFM/16),
exercem efeito sobre a acdo de antifungico comercial (fluconazol) quando associados;

. Averiguar a acdo das fracdes e do fluconazol sobre o dimorfismo celular

de leveduras de Candida.
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3. REVISAO DE LITERATURA:

3.1 PRODUTOS NATURAIS

Ao longo dos tempos o conhecimento popular vem sendo transmitida de forma
empirica entre as geragdes. O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas é vasto
e, em muitos casos, € 0 unico recurso disponivel que a populacdo rural de paises em
desenvolvimento tem ao seu alcance (AGRA et al.,, 2008; DE JESUS, 2009). Os
produtos naturais e seus derivados vem sendo reconhecidos por muitos anos como
originarios de agentes terapéuticos e de diversidade estrutural (LAHLOU, 2013).

Por milhares de anos, as plantas medicinais tém sido uma rica fonte de agentes
terapéuticos e muitos dos medicamentos encontrados na atualidade sdo derivados de
produtos naturais. Os vegetais representam as maiores fontes de compostos ativos que
podem ser usadas na terapéutica, devido a grande diversidade estrutural de metabo6litos
produzidos. Nos dltimos anos tem havido um renascimento do interesse em farmacos
naturais ou a base de plantas. Esses compostos podem agir em associacdo no corpo
humano e podem fornecer propriedades terapéuticas unicas (ATANASOQV et al., 2015;
BRANDAO et al., 2010; HUIE, 2002).

Inimeros compostos derivados de plantas medicinais tém sido utilizados como
protétipos para a sintese de novos agentes terapéuticos. Isso proporciona a elaboragdo
de diversos farmacos com funcGes terapéuticas diversificadas (BARBOSA-FILHO et
al., 2007; NEWMAN; GRAGG, 2012) podendo melhorar a atividade e diminuir a
toxicidade de tratamento antifingico (HARVEY et al., 2015).

3.2 A FAMILIA Myrtaceae E O GENERO Psidium

A familia Myrtaceae possui 10 géneros entre os quais Psidium esta inserido
(GIARETTA;PEIXOTO, 2015) e seus individuos apresentam habito que pode variar
entre arbustivo, subarbustivo e arboreo (SOBRAL et al., 2015).

Possui grande importancia econdmica, uma vez que varias espécies Sao
utilizadas na alimentacdo, fornecem madeiras, possuem propriedades medicinais e
potencial ornamental. Entre as espécies apreciadas por seus frutos temos a goiaba

(Psidium guajava L.), a uvaia (Eugenia uvalha L. e Eugenia pyriformes L.), a pitanga
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(Eugenia uniflora L.), a cerejeira (Eugenia bracteata Vell.), o jambo (Syzygium jambos
(L.) Alston), além da jaboticaba (Plinia cauliflora L.) e do cambuci (Campomanesia
phaea (O. Berg) Landrum), também utilizadas na fabricacdo de licores (BARROSO
1991; KAWASAKI e LANDRUM, 1997, SOBRAL et al., 2015).

3.1.1 Psidium guajava L.

Popularmente conhecida como goiabeira (Psidium guajava) atualmente, a
espécie se estende ao longo de areas tropicais e subtropicais do planeta (ORWA et al.,
2009; DA SILVA, 2013). Existem aproximadamente 324 espécies de goiabas
conhecidas nas regides tropicais da América Central e América do Sul, espalhadas e
cultivadas principalmente em paises subtropicais e tropicais (LIMA et al., 2010).

No Brasil a espécie pode ser encontrada em todas as regibes do pais,
(SOBRAL et al., 2015). P. guajava pode ser conhecido por sindnimos, como Guajava
pumila (Vahl) Kuntze, Guajava pyrifera (L.), Kuntze, Myrtus guajava (L.) Kuntze,
Psidium angustifolium Lam., Psidium cujavillus Burm.f., Psidium 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 Jacg., Psidium vulgare Rico. e Syzygium ellipticum K. Schum. &
Lauterb (THE PLANT LIST, 2016).

A espécie P. guajava além do uso como alimento, possui outras partes que sdo
utilizadas, como as folhas, para tratar doencas. Esta planta fornece compostos
terapéuticos amplamente utilizados isoladamente ou em combinagdo com outras plantas
de importancia medicinal por pessoas locais em todo 0 mundo (GUTIERREZ et al.,
2008; SANDA et al., 2011).

Com um consideravel destaque no uso medicinal, P. guajava tem suas partes
utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades, tais como infeccdes respiratdrias,
intestinais e urinarias, colera, diabetes, hipertensdo, dores, doengas sexualmente
transmissiveis, doencas de pele, gastrites, Ulceras, micoses, aftas, diarreia, entre tantas
outras, sendo preparada na forma de decocgdo, infusdo, tintura, pasta e po
(BARBALHO et al., 2012; BORBA e MACEDO, 2006; GUTIERREZ, MITCHELL &
SOLIS, 2008; SHRUTHI et al. 2013, MORAIS-BRAGA et al., 2017).
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Concomitantemente, os pesquisadores tém realizado estudos para investigar o
potencial antifingico de algumas espécies vegetais, como a goiabeira em razdo de sua
extrema riqueza em biomoléculas naturais, que apresentam atividades significativas e
que devido a sua composic¢do quimica, muitas vezes, minimizam o desenvolvimento de
resisténcia dos patdgenos e, geralmente, apresentam baixa toxicidade para as células de
mamiferos (LEE et al., 2013).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo dos vegetais € definido como o conjunto total das
transformacoes e reagdes das moléculas organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre
nas células vivas, suprindo o organismo de energia, renovando suas moléculas e
garantindo a continuidade do equilibrio vegetal (MARZZOCO & TORRES, 2007;
PEREIRA & CARDOSO, 2012), ocorrendo que plantas da mesma espécie possam ter
metabolitos diferentes.

Essas reacOes possuem certa direcdo devido a presenca de enzimas especificas,
estabelecendo, assim, as rotas metabdlicas, visando o aproveitamento de nutrientes para
satisfazer as exigéncias fundamentais da célula. Além do metabolismo primario,
responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos, acUcares e outras
substancias importantes para a realizacdo das funcgdes vitais, as plantas também
apresentam o chamado metabolismo secundario (CHAMPE et al., 2008).

Os metabolitos secundarios, geralmente de estrutura complexa, baixo peso
molecular, possuem atividades bioldgicas marcantes e, diferentemente dos metabdlitos
primarios, apresentam-se em baixas concentraces e em determinados grupos de plantas
(BERG, LUBERT, 2008).

E sabido que a ingestdo de alguns desses metabdlitos interferem em diversos
processos fisiologicos, e auxilia na absorcdo e na acdo de vitaminas, por atuar nos
processos de cicatrizacdo, como antioxidantes, além de apresentarem atividade
antimicrobiana (MENEZES, 2009). Dentre as classes podemos citar os flavonoides e
taninos, onde suas atividades podem interferir em diversos processos fisioldgicos, entre
eles 0 auxilio na absorcdo e na agdo de vitaminas, podendo atuar nos processos de
cicatrizacdo, como antioxidantes, além de apresentarem atividade antimicrobiana
(OLIVEIRA et al., 2013).
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3.2.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo substancias aromaticas contendo 15 &tomos de carbono
(C15) no seu esqueleto basico (Figura 1). Este grupo de compostos polifenodlicos possui
uma estrutura comum caracterizada por dois anéis aromaticos e um heterociclo
oxigenado, formando um sistema C6-C3-C6. J& foram identificadas mais de 8.000
substancias pertencentes a este grupo (PEREIRA, 2015).

Quimicamente sdo compostos derivados da via do &cido chiquimico-acetato,
caracterizados por apresentarem dois nucleos fenolicos ligados por uma cadeia de trés
carbonos (HARBONE, 1984; HARBONE et al., 2000). Essa classe do metabolismo
secundario das plantas é obtida da via dos fenilpropanoides, os chamados polifenois
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

Suas principais classes sdo as antocianinas, flavanas, flavonas, os flavonois e
isoflavonoides (LAZARY, 2010). Sdo considerados um dos maiores grupos de
metabolitos secundarios das plantas, e encontrados amplamente em frutas, folhas, chas e
vinhos, podendo ser pigmentos naturais com papel importante, tendo como funcéo
principal proteger estes organismos contra agentes oxidantes (LOPES et al., 2010).

Figura 1: Estrutura geral dos Flavonoides. Composta por dois anéis benzénicos (A e B)

ligados através de um anel pirano (C).

O
C
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Fonte: Adaptado de Beecher, 2003.
Os flavonoides possuem multiplos efeitos biologicos, como atividade

antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, poder de reducdo da fragilidade e

permeabilidade capilares; inibicdo da destruicdo do colageno a agregagdo plaquetéria
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(ARAUJO, 2008; FILHO et al., 2001), acdes antimicrobianas e, em especial pela acio
antifungica (SOMNEZ et al., 2005; CUSNHIE & LAMB, 2005).

Em testes realizados com animais, estes compostos demonstram possuir
atividade terapéutica, como por exemplo, aos sistemas imunoldgico, circulatério,
cardiovascular e nervoso (GEORGIEV et al., 2014).

3.2.2 Taninos

Sao compostos fendlicos altamente reativos quimicamente que formam pontes
de hidrogénio, intra e intermoleculares (MONTEIRO et al. 2005). Os taninos sdo
classificados de acordo com a estrutura quimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Taninos hidrolisaveis possuem um grupo poliol central (em sua
maioria, ¢ B-d- glicose, mas também o acido quinico, outros fenois e outros glicosidos);
e hidroxilas esterificadas pelo acido galico (parte fenolica) (KHANBABAEE & REE,
2001).

Os taninos hidrolisaveis (Figura 2A) derivados de esqueletos (C6 e C1)n, que
apresentam na sua constituicdo mondémeros de &cido galico (tanino galico) ou &cido
elagico (tanino elagico) e os taninos condensados (Figura 2B) protocianidinas,
derivados de esqueletos (C6-C3-C6)n, que sdo formados pela polimerizacdo de
unidades de catequina (CARVALHO, 2016).

Séo utilizados pela inddstria no curtimento de couros e peles, no ramo
petrolifero como agentes dispersantes, no controle da viscosidade de argilas na
perfuracdo de pocos (PAESetal,, 2006; TANAC, 2012), também utilizados no
tratamento de agua de abastecimento e residuais (PELEGRINO, 2011; KLUMB &
FARIA, 2012; TANAC, 2012), na producdo de tintas e adesivos para madeira e
derivados (TRUGILHO et al.,1997) e, em virtude de suas propriedades antissépticas,
vém sendo testados contra organismos xilofagos (VITAL etal., 2001,
TRUGILHO et al., 2003; COLLI et al., 2007).
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Figura 2: Representacdo estrutural dos taninos A- Hidrolisaveis e B- Condensados.
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Fonte: Adaptado de Paiva et al., 2002

Estes compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto por enzimas vegetais
especificas quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico, o que ocasiona o
escurecimento de suas solugées (MELLO & SANTOS, 2001).

Possuem a habilidade de formar complexos insollveis em dgua com alcaloides,
gelatina e outras proteinas, caracteristicas nas quais sdo baseados 0s principais testes de
deteccdo. A complexagdo entre taninos e proteinas € a base para suas propriedades
como fator controlador de insetos, fungos e bactérias, assim como para seus principais
usos industriais, como a manufatura do couro (CASTEJON, 2011).

As aplicacBes de drogas juntamente com taninos estdo relacionadas, com suas
propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarreico e antisséptico,
por via topica formam uma camada protetora da parte mais expostas da pele e mucosas,
defendendo assim as camadas subjacentes. Ao precipitar proteinas, 0s taninos propiciam
um efeito antimicrobiano e antifungico (BRUNETON, 1991).

Pesquisas farmacoldgicas ja demonstraram o potencial dos taninos encontrados
na casca do caule de Stryphnodendron adstringens, com propriedades como (PANIZZA
et al., 1988), atividade analgésica e anti-inflamatéria (LIMA, MARTINS & SOUZA,
1998) e efeitos gastricos anti-ulcerogénicos (AUDI et al., 1999). Outros estudos
também verificaram que os taninos tém atividade inibidora contra protistas parasitas
(HERZOG et al., 2002; HOLETZ et al.,2005; LUIZE et al.,2005), virus (FELIPE et al.,

2006) e bactérias (LIMA; MARTINS & SOUZA, 1998; AUDI et al.,2004).
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3.3 LEVEDURAS DO GENERO Candida

O género é constituido de aproximadamente 200 diferentes espécies de
leveduras. Entre as especies que o compdem, Candida albicans apresenta maior
relevancia em funcgédo de sua taxa de prevaléncia em condi¢Oes de normalidade e de
doenca (ALVARES, 2007).

Fungos do género Candida sdo organismos eucariontes que possuem parede
celular, composta por uma camada interna de quitina e B-1-3-glucano, sobre a qual
outros polissacarideos e glicoproteinas estdo aderidos (ERWIG; GOW, 2016). Possuem
morfogénese celular variada, podendo se apresentar na forma de levedura, hifa e/ou
pseudohifa e podem se organizar em dois estilos de vida planctdnico e em biofilme
(WONG et al., 2014). Em cultura com &gar Sabouraud dextrose (ASD) estes micro-
organismos se desenvolvem formando col6nias de coloracdo de branca a bege com
textura glabra ou lisa, brilhante ou seca (LACAZ; DUPONT, 2002; SILVA et al.,
2012).

O delicado balango entre o hospedeiro e esse fungo comensal pode-se
transformar em uma relacdo parasitaria, com o desenvolvimento de infecgdes
denominadas candidiases (BARBEDO, 2010). O estabelecimento da infeccdo esta
geralmente associado a fatores predisponentes, COmMO iIMUNOSSUPressao e 0 USO
indiscriminado de antibidticos de largo espectro (PELEG et al., 2010; GOW et al.,
2011; WILIIAMS et al., 2013).

Um exemplo de patologia por leveduras é a candidiase vulvovaginal, que
corresponde a segunda infec¢do vaginal mais comum, com 50 a 75% das mulheres que
sofrem dessa infeccdo pelo menos uma vez na vida e 5-8% desenvolvendo uma forma
crbnica e grave conhecida como recorrente candidiase vulvovaginal (CASSONE, 2015;
SOBEL, 2016).

De acordo com Wisplinghoff et al. (2014), no ranking de infeccdes
microbianas as espécies pertencentes ao género Candida ocupam a quarta colocagao e
configuram-se como os patdgenos mais comuns de seres humanos.

Podemos encontrar rotineiramente na literatura outros agentes da candidiase,
como por exemplo: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C.
glabrata, C. kefyr, C. lusitaniae, C. viswanathii, C. famata, dentre outras (BARBEDO,
2010).
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Em Candida spp. a morfologia fangica é um fator de grande importancia tanto
na invasao quanto na evasdo das células hospedeiras. A forma leveduriforme
(blastoconidio) parece dar inicio ao processo infeccioso, no entanto possui um potencial
infectante reduzido quando comparada as formas pseudo-hifas e /ou hifas verdadeiras,
que mostram ser mais invasivas e resistentes ao sistema imune do hospedeiro, sendo
estas dificeis de serem fagocitadas, devido a sua morfologia e ao tamanho. Estas formas
alongadas estdo relacionadas ao agravamento de estados patolgicos (ROMAN et al.,
2007).

3.3.1 Candida albicans

Candida albicans é a espécie em destaque na patogénese da candidiase,
principalmente em funcédo dos seus fatores de viruléncia e patogenia, como a capacidade
de diferenciacdo de levedura para hifa (dimorfismo), expressao de fatores de adesdo e a
secrecdo de enzimas hidroliticas (SILVA et al., 2012), favorecendo o seu
desenvolvimento mais frequente, em relacdo as demais espécies (CORONADO-
CASTELLOTE e JIMENEZ-SORIANO, 2013).

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-maée e
mantém constricbes nas juncdes septais. Ja as hifas se apresentam como ceélulas
alongadas de aspecto tubular sem, no entanto, possuir constricdes nas juncdes septais
(KIM e SUDBERY, 2011).

Aproximadamente 90% de Candida isolados do liquido vaginal séao
identificados como Candida albicans, enquanto a minoria dos casos € causada por
Candida ndo-albicans. No entanto, o nimero de casos de vaginite fangica causados por
ndo-albicans aumentou ao longo dos anos (CASSONE, 2015; GONCALVES et al.,
2016; SOBEL, 2016).

O aumento da frequéncia nos casos de candidiase, pode estar relacionado a
constante exposicao a antifungicos, consequentemente havendo o surgimento de cepas
multirresistentes, por sua vez infec¢bes causadas por espécies de Candida nao—albicans
tem aumentado cada vez mais (LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

3.3.2 Candida tropicalis
A espécie Candida tropicalis apresenta pseudomicélio bem desenvolvido ou
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rudimentar, algumas linhagens apresentam micélio verdadeiro e reproduzem-se por
brotamento do blastoconidio. As col6nias tém coloracdo branca a creme, ou
membranosas de superficie lisa ou rugosas (MENDES et al.,, 2005; (NADALIN;
FURTADO, 2011)

Apesar de sua relevancia como patégeno humano, o seu potencial enquanto
agente infeccioso ainda € 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). O surgimento de cepas de C. tropicalis
resistentes a multiplos farmacos revelou a importancia de desenvolver novos
medicamentos antiflngicos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; RAJASEKHARAN et
al., 2015).

Candida tropicalis é uma das espécies mais diagnosticadas em isolados
clinicos, tornando-se responsavel por diferentes tipos de infec¢bes, onde os tratos
gastrointestinais e urinarios sao 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).

3.3.3 Candida krusei

Candida krusei foi descrita como um agente causador de infec¢Bes fungicas
sistémicas em pacientes suscetiveis, resultando nas menores taxas de sobrevivéncia,
entre 90 dias (53,6%) entre Candida spp comum. (PFALLER et al.,2012). Embora a
prevaléncia de C. krusei permaneca baixa (2%) entre infec¢des fungicas (PFALLER et
al., 2011), sua resisténcia intrinseca ao fluconazol aumenta preocupacéo epidemioldgica
e terapéutica.

Essa espécie tem se revelado como um patdégeno hospitalar ocasional,
acometendo geralmente, pacientes portadores de patologias hematologicas cancerigenas
e/ou submetidos a transplante de medula 6ssea (WEN et al., 1995). C. krusei € a quarta
espécie ndo-albicans mais comum relacionada a candidiase invasiva e a candidemia,
representando aproximadamente de 2,7% das espécies ndo-albicans isoladas nos
Estados Unidos (PFALLER et al., 2014).
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Além disso, o numero de isolados desta levedura nestes tipos de infeccdes
aumentou ao longo do tempo (PFALLER et al., 2014). Em particular, os pacientes com
malignidades hematologicas e transplantes de medula dssea demonstraram estar em
maior risco de infecgéo por C. krusei (WINGARD et al., 1991; PFALLER et al., 2008).

Sendo essa espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol, alguns estudos
apontam a resisténcia inata ao azole de C. krusei a atividade de bomba de efluxo,
nomeadamente através do transportador de cassete de ligacdo a ATP Abclp e reducdo da
acumulagcdo de drogas, no entanto 0s mecanismos ainda ndo sdo precisamente
compreendidos (KATIYAR e EDLIND, 2001; LAMPING et al., 2009).

3.4 TERAPIAANTIFUNGICA

Para o tratamento das infec¢Oes causadas por Candida spp. recomenda-se 0 uso
de antifingicos, mesmo que ainda haja uma escolha limitada, desde os anos 90 que ha o
crescimento e descobertas crescentes de componentes e classes antifingicas tais como
os polienos, azélicos, equinocandinas e andlogos de nucleosideos (PARAMYTHIOTOU
et al., 2014; SARDI et al., 2013). De acordo com Murray et al. (2015) os farmacos
antifungicos em disposicdo no mercado podem ser classificados com base no seu alvo
de atuacdo na célula fungica.

Atualmente, varios farmacos podem ser utilizados no tratamento das infec¢des
causadas por fungos (Quadro 1), porém, essa “diversidade” torna-se relativamente
pequena, quando lembramos o arsenal de drogas disponiveis para o tratamento de
infeccdes bacterianas (SILVA, 2016).

Isso € atribuivel a natureza eucariotica das células flngicas e a dificuldade de
encontrar alvos Unicos ndo compartilhados com hospedeiros humanos (GOES, 2009).
Quando se trata de uma doenca sistémica causada por Candida spp. é essencial que o
tratamento seja apropriado e tratado precocemente para assim, reduzir a taxa de
mortalidade, o tempo de permanéncia no hospital e 0s custos associados aos manejo
clinico (AHMED et al., 2015; ALCAZAR-FUOLI & MELLADO, 2014; KOEHLER et
al., 2014).
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Quadro 1. Farmacos antifangicos e seus alvos celulares

CLASSE FARMACO ALVO NA EFEITO
CELULA
POLIENOS Anfotericina B Ergosterol Fungicida
Fluconazol
AZOLICOS Itraconazol Sintese do Fungistatico
\oriconazol ergosterol
Posaconazol

Caspofungina

EQUINOCANDINAS Micafungina Sintese de B-(1, 3)- Fungicida
Anidulafungina D- -glucano
ANALOGOS DE Sintese do DNAe
NUCLEOSIDEOS Flucitosina RNA Fungistatico

Fonte: (Adaptada de Cuenca-Estrella, 2010; Sardi et al., 2013)

3.4.1 Azd6licos: Fluconazol

Os azois constituem a maior classe de agentes antifungicos, sendo esta
caracterizada por compostos sintéticos heterociclicos com anel pentagonal (Figura 3)
(MURRAY et al.,, 2015). Geralmente atuam com uma ac¢do fungistatica contra
leveduras, como espécies de Candida, porém pode atuar como fungicida contra fungos
filamentosos, como Aspergillus (SHAPIRO, ROBBINS & COWEN, 2011).

Os azélicos atuam inibindo a biossintese do ergosterol nos fungos, principal
esterol presente na membrana celular fungica. Esta alteracdo acontece por meio da
inibicdo da enzima 14 a-desmetilase, microssdomica do citocromo P450, que catalisa a
remocdo oxidativa do grupo 14a-metil do lanosterol, impossibilitando, dessa forma a
conversdo do lanosterol em ergosterol. O comprometimento da biossintese do ergosterol
e o actimulo de lanosterol (14a-metil esterol, toxico as células fungicas) resultam na
desagregacdo do arranjo lipidico da membrana, acarretando entdo o aumento da
permeabilidade e interferéncia na acdo de enzimas associadas & membrana, inibindo
assim o crescimento e replicagéo dos fungos (MOHR et al., 2008).

Com excecdo de C. glabrata que apresenta pouca suscetibilidade e de C. kruseli

que € possui resisténcia intrinseca, o fluconazol e eficaz contra grande parte das
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Candida spp. (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; PARAMYTHIOTOU et al.,
2014).

Figura 3 Formula estrutural do fluconazol

N OH
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Fluconazol

Fonte: Adaptado de Franca et al., 2014.

E uma molécula de baixo peso molecular, hidrossoltvel (Figura 4), sua
administracdo pode ser feita oralmente ou por via endovenosa, demonstrando um grande
perfil de seguranca. Com mais de 90% de biodisponibilidade oral e a sua absorcéo nédo é
alterada nem por alimentos nem pelo pH géstrico. Atingindo melhor atuagcdo com 1 a 2
horas ap0s a ingestdo e, por ter uma reduzida ligacdo as proteinas plasmaticas, grande
parte do farmaco ingerido mantem-se livre em circulacdo (PARAMYTHIOTOU et al.,
2014; SPAMPINATO & LEONARDI, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE COLETA

O material vegetal foi coletado em area rural no municipio de Crato, sul do
Ceard, Brasil (425m, 07°,14°,18” de latitude Sul e 39°,23°,37” de longitude West de
Greenwich). O periodo de coleta foi feito entre as 8:30 h e as 10:30 h da manha no més
de mar¢o/2017. Do material coletado foi produzida uma exsicata que posteriormente foi
depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da
Universidade Regional do Cariri — URCA, identificada por Karina Vieralves Linhares,

como Psidium guajava L., familia Myrtaceae, e registrada sob o nimero 13.222.

4.2 MATERIAL VEGETAL

O estudo foi realizado utilizando folhas jovens e sem indicativo de
contaminacdo por parasitas de Psidium guajava L. de dois espécimes, conhecida
localmente como goiaba. Para obtencdo das fracGes utilizou-se folhas frescas e secas,
sendo as mesmas posteriormente trituradas em pequenas partes para obtencdo das

fragdes.

4.3 EXTRACAO DA FRACAO TANICA

Para a preparacdo da Fracdo Téanica, 20 g das folhas trituradas foram
misturadas com 50 mL da solucdo acetona/dgua (7:3), posteriormente colocada durante
30 minutos em banho ultrassom a 5 °C. O residuo foi filtrado e o procedimento foi
repetido por mais duas vezes. As fases liquidas foram juntas e levadas para
rotaevaporador para retirada da acetona. A fase aquosa foi particionada com 50 mL de
Eter de Petrleo (Figura 6), por trés vezes, posteriormente a amostra foi congelada e
posteriormente liofilizada (TERRILL et al., 1992).

4.4 EXTRACAO DA FRACAO FLAVONOIDICA
Para a extracdo da Fracdo Flavonoidica utilizamos 10 g do material vegetal

adicionamos 100 mL de hexano (P.A), com auxilio do banho ultrassom, aquecendo a 5
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°C, por dez minutos e em seguida levou-se a centrifuga (3.000 rpm) por dez minutos. O
material foi filtrado e os procedimentos foram repetidos por mais duas vezes. Em
seguida ao residuo obtido anteriormente, foi adicionado 100 mL de cloroférmio, levado
ao banho ultrassonico por dez minutos, seguindo 0S mesmos passos anteriores. Na
ultima fase adicionamos 50 mL de acetato de etila, posteriormente levado ao evaporador
rotativo (BARBOSA et al., 2004).

4.5 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ULTRAEFICIENCIA ACOPLADA A SISTEMA DE
QUADRUPOLO/TEMPO DE VOO (UPLC-QTOF)

A identificacdo dos compostos presentes nas fragcdes foi realizada em sistema
Acquity® UPLC acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF)
(Waters Corporation, Milford, EUA), no Laboratério de Quimica e Produtos Naturais,
Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, Ceara). As corridas cromatogréaficas foram
realizadas em coluna Waters Acquity® UPLC BEH (150 x 2,1 mm; 1,7 pm),
temperatura fixa de 40 °C, fases moveis agua com 0,1% de &cido formico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15
min), fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5 pl. O modo ESI foi obtido na faixa
de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatacdo de
350 °C, fluxo do gas dessolvatacdo de 500 L/h, cone de extracdo de 0,5 V, voltagem
capilar de 2,6 kV. O modo ESI+ foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da
fonte fixa de 120°C, temperatura de dessolvatacdo de 350 °C, fluxo do gas
dessolvatacdo de 500 L/h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢do foi MSE (espectrometria de massas de
alta energia). O instrumento foi controlado pelo software Masslynx® 4.1 (Waters
Corporation, Milford, EUA).
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4.6 ENSAIOS ANTIFUNGICOS

4.6.1 Cepas e meios de cultura

As cepas utilizadas foram do tipo padrdo obtidas da Cole¢cdo de Cultura
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Instituto Brasileiro de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS), sendo elas Candida albicans 40006, Candida tropicalis 40042 e Candida
krusei 40095 como podem ser vistas na Figura 8. As estirpes foram inoculadas em
Sabouraud Dextrose Agar (SDA, KASVI) e incubadas durante 24h a 37° C.
Posteriormente, aliquotas de levedura foram transferidas para tubos de ensaio contendo
cada um 3 mL de solucdo de Cloreto de Sodio estéril (0,9%). A concentracdo do inoculo
foi padronizada comparando-se & escala 0.5 de McFarland. O Caldo Sabouraud
Dextrose (SDB, HIMEDIA), duplamente concentrado foi utilizado nos testes de
microdiluicdo. Na andalise micromorfologica foi usado o Potato Dextrose Agar (PDA)

empobrecido acrescido de agar bacterioldgico.

4.6.2 Drogas, reagentes e preparacao de solucdes

O dimetil sulféxido (DMSO, Merck, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado para a
diluicdo das fracGes, e o fluconazol antifungico (Cépsula — Prati donaduzzi), diluido em
agua, foi utilizado como medicamento de referéncia. A solucdo do produto foi
preparada pesando 0,05 g das fracGes e depois diluimos em 1 mL de DMSO. Para obter
a concentracdo desejada para o teste, as fragdes foram ainda diluidas em &gua destilada
estéril (4.096 ng/mL) de modo que a concentracdo de DMSO ndo exercesse qualquer
atividade nas células dos testes (STOPPA et al., 2009).

4.6.3 Determinagéo da 1Csg e obtencéo da curva de viabilidade celular

Nesse teste utilizamos as fragBes isoladas e combinadas entre si através do
método de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos. Cada pogo foi preenchido
com 100 pL de CSD contendo 10% de inoculo fungico e, em seguida, foram
adicionados 100 pL do produto natural (4.096 pg/mL) ou fluconazol (referéncia

antifungica) na mesma concentracéo, ao primeiro poco seguido a diluicdo em série. As
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concentragdes nos pogos variaram de 2 a 2048 ug/mL. O dltimo poco foi utilizado como
controle de crescimento (JAVADPOUR et al., 1996). Foram também preparados
controles para o diluente dos produtos (com solucéo de Cloreto de sodio 0,9% no lugar
do inéculo) e controle de esterilidade do meio. Todos os testes foram realizados em
quadriplicata. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h e posteriormente lidas
num espectrofotdbmetro ELISA (Thermoplate®) a um comprimento de onda de 630 nm.
Os resultados obtidos na leitura ELISA foram utilizados para construir a curva de
viabilidade celular e a ICs, das fragdes (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

4.6.4 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para este teste, a ponta de uma haste estéril foi inserida em cada pog¢o da placa
do teste de microdiluicdo ap6s a incubacdo de 24 h (exceto no controle de esterilidade).
Depois de misturar 0 meio em cada poco, a haste foi levada a uma placa de Petri
contendo SDA, com auxilio de uma cartela guia fixada no fundo da placa para a
subcultura de levedura. Apo6s 24 h de incubacdo, as placas foram inspecionadas para
qualquer formacéo de col6nias de Candida (ERNST et al., 1999, com modificacdes). A
concentragdo em que ndo houve crescimento de colbnias de fungos foi considerada a

CFM do produto natural.

4.6.5 Avaliacéo do efeito modificador da acdo do Fluconazol

Inicialmente foi verificada a acdo das fracOes e do fluconazol, individualmente
sob o crescimento de leveduras. E neste teste foi avaliado o efeito das fracdes isoladas e
combinacdo das fracGes com a droga de referéncia, para constatar se houve ou nédo
potencializacdo da acdo do antifingico pelas fragfes. Para tanto, utilizou-se o produto
natural em concentracdo subinibitoria (CFM/16), de acordo com a metodologia utilizada
por Coutinho et al. (2008 modificado). Caso a fracdo potencialize a a¢éo do antifungico,
o efeito verificado é considerado do tipo sinérgico, caso prejudicasse a atuacdo deste,
ficaria constatado um efeito antagénico. As placas foram preenchidas com 100 uL de
meio + inoculo + fracdo e em seguida microdiluidas com 100 pL do fluconazol na
concentracéo de 4.096 pg/mL foi adicionado em cada primeiro poco da coluna, para que

sofresse diluigéo seriada em concentragOes que variaram de 2 a 2048 pug/mL. As placas
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foram incubadas a uma temperatura de 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada em
aparelho de espectrofotometria de ELISA (Thermoplate®).

4.6.6 Efeito das fracdes e do fluconazol na morfologia fungica

Para determinar se as fracGes individualmente e combinadas causaram
alteracdes na morfologia fungica, ao inibir a expressdo de transicdo morfologica,
considerado um importante fator de viruléncia fangica. Camaras Umidas estéreis para
microcultivos foram preparadas para observacéo das leveduras. Trés mililitros de meio
de PDA empobrecido por diluicdo foram vertidos sob a lamina, contendo a
Concentracdo Superior Avaliada - CSA x2 (4096 pg/mL), CSA (2048 pug/mL) e CSA/4
(512 pg/mL). Aliquotas dos subcultivos foram retiradas das placas de Petri para fazer
duas estrias paralelas no meio solido (PDA), que foram posteriormente cobertas com
uma laminula estéril. As camaras foram colocadas na incubadora durante 24 h (37°C) e
inspecionadas e registradas por um microscopio Optico (AXIO IMAGER M2-
3525001980- ZEISS- Alemanha) de luz usando uma objetiva 20X. Foi realizado um
controle para o crescimento de levedura (hifas estimuladas em meio carente de
nutrientes), bem como um controle com o fluconazol antifungico convencional para fins
comparativos. Os ensaios foram realizados de acordo com Sidrin e Rocha (2010) e
Mendes (2011), com modificacbes no que diz respeito a concentracdes e meio

utilizados.

4.6.7 Mensuracao da extensdo das estruturas filamentosas

A partir do software Zen foi possivel mensurar as extensdes atingidas pelas
hifas e os valores de reducdo apés acao das fracGes. Foram retiradas cinco fotos de cada
lamina por concentragdo e de cada foto foram escolhidas aleatoriamente dez hifas a
serem medidas, apos isso foi realizado a média aritmética do comprimento de cada

lamina e no final as médias foram compiladas.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e depois
analisados por ANOVA de duas vias (P<0.05; *P<0.1; ****P <(.0001),
comparando os valores para cada concentracdo do extrato, ponto a ponto, com o teste
post hoc de Bonferroni. Os valores de 1Cso foram obtidos por regressdo nao linear com
interpolacdo de incognitas de curvas padrdo obtidas a partir dos valores do crescimento
fungico em fun¢do da concentra¢dao do extrato e expressos em pg/mL. Para a analise

estatistica, foi utilizado o software Graphpad Prism, v. 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da pesquisa serdo apresentados em duas subsecdes denominadas
Resultado 1 e Resultado 2. No resultado 1 constam as analises feitas com as FracGes
Téanica e Flavonoidica de folhas frescas e os Resultados 2 as Fragdes Tanica e
Flavonoidica de folhas secas de P. guajava.

Os dados obtidos sdo disponibilizados em dois artigos intitulados:

1. Atividade anti-Candida das fra¢des Flavonoidica e Téanica de folhas frescas de
Psidium guajava L.. composi¢cdo quimica UPLC-MS-ESI-QTOF, inibicdo de
crescimento, alteracdes na morfologia celular e fatores de viruléncia. (Artigo 1) que se
encontra submetido ao periddico Journal of Food and Nutrition Research, cujo Qualis

em Biodiversidade é B3 e seu fator de impacto é de 0,7.
2. Analysis by UPLC-MS-QTOF and antifungal activity of guava (Psidium

guajava L.), aceito para publicacdo no periddico Food and Chemical Toxicology, com

Qualis A2 em Biodiversidade e fator de impacto de 3,778.
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5.1 RESULTADO 1

Atividade anti-Candida de Psidium guajava L.: composi¢cdo quimica UPLC-MS-
ESI-QTOF, inibicdo do crescimento, alterac6es na morfologia celular e fatores de

viruléncia.

Camila Fonseca Bezerra'” Janaina Esmeraldo Rocha' Maria Karollyna do Nascimento Silva® Thiago
Sampaio de Freitas' Amanda Karine de Sousa® Antonia Thassya Lucas dos Santos* Rafael Pereira da
Cruz* Allana Silva Rodrigues® Joara Nélyda Pereira Carneiro* Antonio Linkoln Alves Borges Leal* Jacqueline
Cosmo Andrade® Débora Lima Sales* Henrique Douglas Melo Coutinho® Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro® Edy
Sousa de Brito*José Galberto Martins da Costa® Irwin Rose Alencar de Menezes' Waltécio de Oliveira
Almeida’ Maria Flaviana Bezerra Morais-Braga®
* Autor para correspondéncia; camilawasidi@gmail.com

! Departamento de Quimica Bioldgica, Universidade Regional do Cariri-
URCA, Crato (CE), Brasil;

2 Departamento de Ciéncias Biolégicas, Universidade Regional do Cariri-
URCA, Crato (CE), Brasil;

% Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais- LMQPN,
Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza (CE), Brasil.

RESUMO

Psidium guajava L. é uma planta amplamente utilizada para alimentacéo e na medicina
popular em todo o mundo. Estudos demonstraram que as folhas de goiaba possuem
propriedades antiflngicas, principalmente aos fungos do género Candida. Nesse estudo
foram testadas fracGes Flavonoidica e Tanica das folhas frescas para investigar sua
composicdo quimica e o potencial antifngico in vitro. Os compostos nas folhas de
goiaba foram determinados por UPLC-ESI-QTOF-MS. Os resultados obtidos por
analise cromatografica permitiram encontrar 28 compostos nas duas fragdes das folhas
de goiaba, apresentando um maior conteldo de derivados de flavondis e galicos, entre
estes alguns com propriedades antifingicas. A plataforma QTOF permitiu a
determinacéo de varios compostos fenolicos com propriedades antifingicas. Os ensaios
microbioldgicos foram realizados frente & Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida krusei por microdiluicdo para determinar a ICs, a curva de viabilidade celular
e o efeito inibidor por meio da associacdo das fragcdes ao Fluconazol. A Concentragédo
Fungicida Minima (CFM) foi realizada por subcultivo em meio sélido e os testes para
verificar as mudancas morfoldgicas pela acdo das fraces foram realizados em camaras
de microcultivo em concentracdes baseadas na microdiluicdo, Concentracdo Superior
Avaliada - CSA/4, CSA e CSA x2. A ICs das fragdes isoladas e associadas entre si foi
calculado variando entre 5,10 a 926,56 pg/mL, o valor da CFM nas fragOes isoladas foi
de > 4096 pg/mL, porém quando associadas ao FCZ frente a CK as concentragdes
foram reduzidas para 512 pg/mL e 1024 pg/mL, o valor do ICsy das fragdes associadas
ao fluconazol variaram entre 1,38 e 925,56 ug/mL, demonstrando que a associa¢ao do
produto natural com o antifungico apresentou um sinergismo destacado. As fracGes
afetam a habilidade de transicdo morfoldgica, evitando a formagéo de hifas. As fragdes
flavonoidica e tanica possuem um potencial antifingico relevante, pois causaram a
inibicdo fungica em uso isolado e potencializou a agdo do Fluconazol, reduzindo a
concentracdo do mesmo, coibiu a disseminacdo de estruturas filamentosas fungicas, o
dimorfismo celular, um dos fatores de viruléncia, evitando a invasdo de substratos. A
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fracdo tanica mostrou-se em evidéncia com os melhores resultados dos testes, com um
desempenho mais significativo, no entanto todas as fracOes apresentaram efeito
sinérgico no teste de associacdo ao antifungico de referéncia. Novos estudos seréo
necessarios para elucidar o mecanismo de agdo dos produtos naturais. Estes resultados
destacam a espécie como fonte promissora de compostos ativos na inibicdo de
crescimento e de viruléncia de Candida spp.

Palavras-chave: Candida, UPLC-ESI-QTOF-MS, efeito antifungico, Fluconazol,

inibicdo de dimorfismo, Psidium guajava L.
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1. INTRODUCAO

As

fungos hoje estéo entre as doencgas mais

patologias causadas por
complicadas de serem controladas em
seres humanos. Alguns fungos causam
doencas em pessoas sem problemas de
salde, porém grande parte das micoses
atinge pacientes que ja estdo com um
de

prejudicando frequentemente o sucesso

quadro doencas  graves e
dos avancos médicos mais recentes no
tratamento do cancer, transplante de
Orgaos solidos e células
hematopoetizadas, medicamentos para
de

traumas e

neonatos, tratamentos doen(;as

autoimunes, cuidados
intensivos e sofisticadas
(KOHLER et al., 2015).

Dentre as espécies do género

cirurgias

Candida, a principal responsavel pelas
afeccOes que podem atingir a pele ou a
mucosa (LOPEZ-MARTINEZ, 2010)
ou pode adentrar na corrente sanguinea
e dissipar para Orgdos internos
(CALDERONE E FONZzI, 2001) ¢
Candida albicans. Outras espécies ndo-
albicans  emergentes, como C.
dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis e
C. krusei também foram associadas
candidiase invasiva (MICELI, DIAZ E

LEE, 2011)

90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

A candidiase é a patologia
fangica mais prevalente que atinge
humanos e o foco do problema é que ela
de
mortalidade de 10-49% em pacientes
(PFALLER E

esta associada a uma taxa
imunocomprometidos
DIEKEMA, 2007).

A resisténcia aos antifungicos
atuais tornou-se um embate e a eficacia
clinica destes farmacos vem sendo
ameacada pelo surgimento de espécies
resistentes a mdaltiplos medicamentos
(PAUL E MOYE-ROWLEY, 2014). Os
azois sdo os farmacos antifungicos de
primeira linha para o tratamento de
candidiase (CHEN et al., 2008).

Fungos do género Candida sé&o
bastante comuns, uma vez que fazem
da do

organismo ser

parte microbiota normal

humano e podem

isolados nos mais diversos sitios
anatémicos;
cerca de 20 a 50%
saudaveis apresentam colonizacdo por
Candida spp. (ZOMORODIAN et al.,

2011).

na boca, por exemplo,

dos dentados

O género Psidium possui uma
de

comprovadas in vitro e in vivo, entre as

série atividades  biologicas

quais, 0 efeito antifangico
(CAMACHO-HERNANDEZ et al.,
2004; LAPENNA et al, 2003;
SUWANMANEE; KITISIN;
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LUPLERTLOP etal., 2014; WEN et al.,
2011). Dentre as espécies do género,
Psidium guajava L. possui valor
etnomedicinal, onde é conhecida por
sua versatilidade terapéutica, sendo
utilizada entre outras coisas para 0
tratamento de sintomas associados as
infeccbes causadas por Candida spp.
(MORAIS-BRAGA et al., 2015, 2016)

Os produtos naturais oriundos
das plantas sdo relatados por ser uma
fonte rica de diversos compostos que
podem servir como base para 0 modelo
racional da droga (KSOURI et al; ZIDA
etal., 2017).

Pesquisas tém sido realizadas no
sentido de promover a combinagdo de
farmacos comerciais, para 0s quais ja
tenha sido verificado o fenémeno da
resisténcia, com produtos naturais na
forma de 6leos

extrato, fracoes,

essenciais ou constituintes isolados,
numa tentativa de driblar a resisténcia
de Candida spp. (CALIXTO JUNIOR
etal., 2015; REKHA e VIDYASAGAR,
2013; SINGH et al., 2013).
Pesquisadores estdo cada vez
mais voltando sua atencdo para o estudo
com produtos naturais, em busca do
desenvolvimento de farmacos mais
seguros, menos toxicos, com um taxa de
efeitos colaterais reduzida e prontos

para superar a ameaca de resisténcia
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antifungica. O objetivo desse estudo foi
investigar a composicdo quimica e o
efeito in vitro das fracbes de folhas
frescas de P. guajava L. isoladas,
combinadas entre si e com o fluconazol
na inibicdo do crescimento e do fator de

viruléncia das leveduras de Candida

Spp.

2. METODOLOGIA

2.1 Area de coleta

O material vegetal foi coletado
em éarea rural no municipio de Crato, sul
do Ceara, Brasil (425m, 07°,14°,18” de
latitude Sul e 39°,23°,37” de longitude
West de Greenwich). O periodo de
coleta foi feito entre as 8:30 h e as
de

mar¢o/2017. Do material coletado foi

10:30 h da manhd no més

produzida uma exsicata que
posteriormente  foi  depositada no
Herbario  Caririense  Dérdano de
Andrade-Lima (HCDAL) da
Universidade Regional do Cariri —

URCA, identificada e registrada sob o
numero 13.222.

2.2 Material vegetal

O estudo foi realizado
utilizando folhas jovens e saudaveis de
L.,

localmente como goiaba, sem indicativo

Psidium  guajava conhecida
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de contaminacdo por parasitas. Para
obtencdo das fracGes utilizamos folhas
frescas, sendo as mesmas
posteriormente trituradas em pequenas

partes para obtencdo das fragdes.

2.3 Extracdo da Fracdo Tanica

Para a preparacdo da Fracdo
Tanica 20 g das folhas trituradas foram
misturadas com 50 mL da solucdo
(7:3),
colocada durante 30 minutos em banho

acetona/agua posteriormente
ultrassom a 5°C. O residuo foi filtrado e
0 procedimento foi repetido por mais
duas vezes. As fases liquidas foram
juntas e levadas para rotaevaporador
para retirada da acetona. A fase aquosa
foi particionada com 50 mL de Eter de
Petroleo, por trés vezes, ap0s isso a
amostra foi congelada e posteriormente
liofilizada (TERRILL et al., 1992).

2.4 Extracdo da Fracdo Flavonoidica

Para a extracdo da Fracdo
10 g do
material vegetal adicionamos 100 mL

Flavonoidica utilizamos

de hexano (P.A), com auxilio do banho
ultrassom, aquecendo a 5 °C, por dez
minutos e em seguida levamos a
centrifuga (3.000 rpm) por dez minutos.
O material foi filtrado e oS
procedimentos foram repetidos por mais

duas vezes. Em seguida ao residuo
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obtido anteriormente, foi adicionado

100 mL de cloroformio, levado ao
banho ultrassénico por dez minutos,
seguindo 0S mesmos passos anteriores.
Na ultima fase adicionamos 50 mL de
acetato de etila, posteriormente levado
ao evaporador rotativo (BARBOSA,
2004).

2.5 ldentificagdo de compostos por
de

ultraeficiéncia acoplada a sistema de

cromatografia liquida
guadrupolo/tempo de voo (UPLC-
QTOF)

A identificacdo dos compostos
presentes nas fracbes foi realizada em
sistema Acquity® UPLC acoplado a um
sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo
(QTOF) (Waters Corporation, Milford,
EUA), no Laboratério de Quimica e
Naturais,

Produtos Embrapa

Agroindastria  Tropical  (Fortaleza,
Ceard). As corridas cromatograficas
foram realizadas em coluna Waters
Acquity® UPLC BEH (150 x 2,1 mm;
1,7 um), temperatura fixa de 40 °C,
fases moveis agua com 0,1% de acido
férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de
acido formico (B), gradiente variando
de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4
mL/min e volume de injecdo de 5 ul. O
modo ESI foi obtido na faixa de 110-
1180 Da, temperatura da fonte fixa a

120 °C, temperatura de dessolvatacédo de
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350 °C, fluxo do gés dessolvatacdo de
500 L/h, cone de extracdo de 0,5 V,
voltagem capilar de 2,6 kV. O modo
ESI+ foi adquirido na faixa de 110-1180
Da, temperatura da fonte fixa de 120°C,
temperatura de dessolvatacéo de 350 °C,
fluxo do gas dessolvatacédo de 500 L/h e
voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina
encefalina foi utilizada como lock mass.
O modo de MSE

(espectrometria de massas de alta

aquisicao foi

energia). O instrumento foi controlado
pelo software Masslynx® 4.1 (Waters
Corporation, Milford, EUA).
2.6 Ensaios antifungico
2.6.1Cepas e meios de cultura

As cepas utilizadas foram do
tipo padréo obtidas da Colecdo de
Cultura Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do
Instituto Brasileiro de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), sendo
elas Candida albicans 40006, Candida
tropicalis 40042 e Candida krusei
40095. As estirpes foram inoculadas em
Agar (SDA,
KASVI) e incubadas durante 24h a 37°

C. Posteriormente, aliquotas de levedura

Sabouraud Dextrose

foram transferidas para tubos de ensaio
contendo cada um 3 mL de solucdo de
Cloreto de Sodio estéril (0,9%). A
do
padronizada comparando-se a escala 0.5
de McFarland. O Caldo Sabouraud

concentragéo inéculo foi
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Dextrose (SDB, HIMEDIA),
duplamente concentrado foi utilizado
nos testes de microdiluicdo. Na analise
micromorfoldgica foi usado o Potato
(PDA) empobrecido

acrescido de agar bacterioldgico.

Dextrose Agar

2.6.2 Drogas, reagentes e preparagao
de solugdes

O dimetil sulféxido (DMSO,
Darmstadt,

Merck, foi

utilizado para a diluicdo das fragdes, e 0

Alemanha)

fluconazol antifingico (Cépsula — Prati

donaduzzi), diluido em é&gua, foi
utilizado como medicamento de
referéncia. A solucdo do produto foi

preparada pesando 0,05 g das fracOes e
depois diluimos em 1 mL de DMSO.
Para obter a concentracdo desejada para
0 teste, as fragdes foram ainda diluidas
em 4gua destilada estéril (4.096 ug/mL)
de modo que a concentracdo de DMSO
ndo exercesse qualquer atividade nas
células dos testes (STOPPA et al,

2009).
2.6.3 Determinacdo da ICs e
obtencdo da curva de viabilidade

celular

Nesse teste utilizamos as
fragcOes isoladas e combinadas entre si
através do método de microdiluigdo em
caldo em placas de 96 poc¢os. Cada poco

foi preenchido com 100 pL. de CSD
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contendo 10% de indculo fangico e, em
sequida, foram adicionados 100 pL do
(4.096 pg/mL) ou

fluconazol (referéncia antiflngica) na

produto natural

mesma concentracdo, ao primeiro pogo
As

concentragdes nos pocos variaram de 2

seguido a diluicio em série.
a 2048 pg/mL. O dltimo poco foi
utilizado como controle de crescimento
(JAVADPOUR et al.,, 1996). Foram
também preparados controles para o
diluente dos produtos (com solugédo de
Cloreto de sddio 0,9% no lugar do
indculo) e controle de esterilidade do
meio. Todos os testes foram realizados
em quadriplicata. As placas foram
°C durante 24 h e

lidas

incubadas a 37
posteriormente num
ELISA

(Thermoplate®) a um comprimento de

espectrofotbmetro

onda de 630 nm. Os resultados obtidos
na leitura ELISA foram utilizados para
construir a curva de viabilidade celular
e a ICs das fracbes (MORAIS-BRAGA
et al., 2016).

2.6.3 Determinacdo da Concentracao
Fungicida Minima (CFM)

Para este teste, a ponta de uma
haste estéril foi inserida em cada pogo
da placa do teste de microdiluicdo apds
a incubacdo de 24 h (exceto no controle
de esterilidade). Depois de misturar o

meio em cada poco, a haste foi levada a
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379
380
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uma placa de Petri contendo SDA, com
auxilio de uma cartela guia fixada no
fundo da placa para a subcultura de
levedura. Ap6s 24 h de incubagdo, as
placas foram inspecionadas para
qualquer
Candida (ERNST et al., 1999, com

modificagdes). A concentragdo em que

formacdo de col6nias de

ndo houve crescimento de colonias de
fungos foi considerada a CFM do
produto natural.
2.6.4 Avaliacéo do efeito modificador
da acéo do Fluconazol

Inicialmente foi verificada a
acdo das fracbes e do fluconazol,
individualmente sob o crescimento de
leveduras. E neste teste foi avaliado o
efeito das fragbes isoladas e
combinacdo das fracGes com a droga de
referéncia, para constatar se houve ou
da do

antifangico pelas fracGes. Para tanto,

ndo potencializagédo acao

utilizou-se o produto natural em
concentracdo subinibitéria (CFM/16),
de acordo com a metodologia utilizada
por Coutinho et al. (2008 modificado).
Caso a fracdo potencialize a agdo do
antifangico, o efeito verificado é
considerado do tipo sinérgico, caso
prejudicasse a atuacdo deste, ficaria
constatado um efeito antagbnico. As
placas foram preenchidas com 100 pL

de meio + in6culo + fracdo e em
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seguida microdiluidas com 100 pL do
fluconazol na concentracdo de 4.096
pg/mL foi adicionado em cada primeiro
poco da coluna, para que sofresse
diluicdo seriada em concentragbes que
variaram de 2 a 2048 pug/mL. As placas
foram incubadas a uma temperatura de
37 °C por 24 horas. A leitura foi

de
ELISA

realizada em aparelho

espectrofotometria de
(Thermoplate®).
2.6.5 Efeito das

fluconazol na morfologia fungica

fracoes e do

Para determinar se as fracOes
individualmente e combinadas
causaram alteracbes na morfologia

fangica, ao inibir a expressdo de
transicdo morfoldgica, considerado um
importante fator de viruléncia fangica.
Camaras  Umidas  estéreis  para
microcultivos foram preparadas para
observacdo  das  leveduras.  Trés
mililitros de meio de PDA empobrecido
por diluicdo foram vertidos sob a
lamina, contendo a Concentragédo
Superior CSA x2
(4096pg/mL), CSA (2048 pg/mL) e
CSA/4  (512ug/mL).

subcultivos foram retiradas das placas

Avaliada -

Aliguotas dos

de Petri para fazer duas estrias paralelas
no meio solido (PDA), que foram
posteriormente  cobertas

com uma

laminula estéril. As camaras foram
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colocadas na incubadora durante 24 h
(37°C) e inspecionadas e registradas por
microscopio (AXIO
IMAGER M2-3525001980- ZEISS-

Alemanha) de luz usando uma objetiva

um optico

20X. Foi realizado um controle para o
de (hifas
em meio de

nutrientes), bem como um controle com

crescimento levedura

estimuladas carente
o fluconazol antifungico convencional
para fins comparativos. Os ensaios
foram realizados de acordo com Sidrin e
Rocha (2010) e Mendes (2011), com
modificacbes no que diz respeito a
concentracdes e meio utilizados.
2.6.6 Mensuracdo da extensdo das
hifas

A partir do software Zen foi
possivel  mensurar as  extensdes
atingidas pelas hifas e os valores de
reducdo apds acdo das fracGes. Foram
retiradas cinco fotos de cada lamina por
concentracdo e de cada foto foram
escolhidas aleatoriamente dez hifas a
serem medidas, apos isso foi realizado a
média aritmética do comprimento de
cada l&mina e no final as médias foram

compiladas.

2.7 Analise Estatistica
Os

verificados quanto a sua distribuicdo

dados obtidos foram

normal e depois analisados por
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ANOVA de duas vias (P <0.05;
*P <0.1; ****P < 0.0001), comparando
os valores para cada concentracdo do
extrato, ponto a ponto, com o teste post
hoc de Bonferroni. Os valores de 1Csg
foram obtidos por regressdo nao linear
com interpolacdo de incdgnitas de
curvas padrdo obtidas a partir dos
valores do crescimento fungico em
funcdo da concentracdo do extrato e
expressos em pg/mL.

Para a analise estatistica, foi
utilizado o software Graphpad Prism, v.
5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:
3.1 ldentificacdo de constituintes
quimicos- UPLC-ESI-QTOF-MS

A identificacdo dos
componentes foi realizada com base nos
dados fornecidos pelo programa
utilizado, como os seus tempos de
retencdo,  espectros de  massa,
juntamente com as informacdes citadas
anteriormente na literatura. As Tabelas
1 e 2 resumem a informacdo sobre
identificacdo: tempos de retencéo,
massa (m/z) do experimento e
calculado,  fragmentos  (MS/MS),

formula molecular e erro (ppm).
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UPLC-QToF_3850 1: TOF MS ES-

13.03 8Pl
100+ (A) 72403
12,40
13.01
17.98
12.37
4 1312
3.20
% | 13.19
i

1
0.99
0- T T T T T T Time
14.00 16.00 18.00
UPLC-QToF_3848 1: TOF MS ES-
17.99 BPI
19077 (B) 15 5.52¢3
4.40
.43
13.04
6
438 240
%] 3
2 1238, .99
3.21
12
10.9411.22
15.78 15,95 k
0. x Time

| 6.00 8.00 1000 ; 12.00 7 14.00 3 16.00 ; 18.00
Figura 1. Cromatografia liquida de ultra-desempenho com cromatogramas de espectrometria de massa de
alta definicdo (UPLC-MS) de Fragdo Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava (A) e Fracéo
Ténica de Folhas Frescas de Psidium guajava (B) no modo iénico negativo. Time: Tempo de retengdo em

minutos.

47



492  Tabela 1: UPLC-ESI-QTOF-MS- identificacdo de constituintes quimicos da Fracao Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava (A)
Peak Rt [M-H] [M-H] Product Empirical Ppm Putative Name Referéncias
no. min Observed | Calculated lons (MS/MS) Formula (error)
1 0.98 481,0619 481,0618 300,9985, 275,0188, C20H17014 0.2 HHDP glucose Isomer 1 | (Diaz-de-Cerio
etal., 2016)
2 1.865 | 169,0134 169,0137 125,0261 C7Hs0s 1.8 Acido Galico (Diaz-de-Cerio
etal., 2016)
3 2.421 | 305,0668 305,0661 219,0637, 125,0252, Ci15H1307 2.3 Galocatequina (Diaz-de-Cerio
etal., 2016)
4 3,197 | 289,0708 289,0712 | 245,0794, 203,0695, 125,0243, C15H1406 1.4 Catequina (Diaz-de-Cerio
etal., 2016)
5 4.08 615,0989 615,0986 463,0887, 300,0231 Ca2sH23016 0.5 Quercetin-galloylhexoside | (Diaz-de-Cerio
Isomer etal., 2016)
6 4,292 | 300,9936 300,9984 229,0529 C14HgOs 2.0 Ellagic acid (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
7 4,665 | 433,0745 433,0771 301,0316 CaoH18011 6.0 Reynoutrin (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
8 5557 | 571,1429 571,1452 | 313,0545, 257,0827, 169,0134 CagH27013 4.0 Guavinoside B (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
9 6.889 | 327,2157 327,2171 328,2348 C1sH3105 4.3 9(S),12(S),13(S)- (Caoetal., 2014)
Trihydroxy-10 (E),15(2)-
octadecadienoic acid
10 7.860 | 501,3207 501,3216 | 473,2345, 301,0359, 269,0527 C30H4506 1.8 Néo identificado
11 9.839 | 271,0590 271,0606 C15H110s5 5.9 Naringenina (Diaz-de-Cerio
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etal., 2016)

12 | 12.138 | 491,2369 491,2375 L Cs7H3:0 1.2 Na&o identificado
13 14,010 | 489,2210 489,2218 . C37H290 1.6 Nao identificado
493 Os compostos foram identificados tentativamente de acordo com os espectros de massa e 0s dados correspondentes da literatura. Peak no.: Nimero do pico, Rt min: Tempo de
494 retencdo em minutos, [M-H]  Observed: Massa observada no experimento, [M-H]™ Calculated: Massa calculada pelo software, Product lons: Produto ibnico, Ppm: , Putative
495  name: Possivel nome.
496
497  Tabela 2: UPLC-ESI-QTOF-MS- identificacdo de constituintes quimicos da Fragdo Téanica de Folhas Frescas de Psidium guajava (B)
Peak Rt [M-H] [M-H] Product Empirical Ppm Putative Name Referéncias
no. min Observed | Calculated lons (MS/MS) Formula (error)
1 2,430 305,0648 305,0661 219,0654, 125,0249 C15H1307 4.3 Galocatequina (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
2 2,877 577,1357 577,1346 425,0906, 407,0778, 289,0704, C3oH25012 1.9 Procianidina B Isomer (Diaz-de-Cerio
125,0241 etal., 2016)
3 3,205 289,0642 289,0653 245,0822 Cz2HO 3.8 Nao identificado
4 3,645 | 305,0674 305,0661 125,0254 Ci15H1407 4.3 Galocatequina isdbmero (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
5 4,292 300,9954 300,9984 229,0248 C14HgOsg 10 Acido Elagico (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
6 4,387 | 301,0354 301,0348 178,9975, 151,0005 C15H1007 2.0 Quercetina (Diaz-de-Cerio
et al., 2016)
7 4,657 | 433,0763 | 433,0771 301,0292 Ca0H18011 1.8 Reynoutrin (Quercetin- (Diaz-de-Cerio

3D-0-xilosideo)

et al., 2016)
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8 5,558 571,1442 571,1452 313,0542, 257,0785, 169,0122 CagH28013 1.8 Guavinoside B (Dfaz-de-Cerio
etal., 2016)
9 6,005 557,1273 557,1295 313,0570, 243,0655,169,0142 Ca7H26013 3.9 2,6-dihydroxy-3-methyl- | (Diaz-de-Cerio
4- 0O-(6"-O-galloyl-B-D- etal., 2016)
glucopyranosyl)-
benzophenone
10 7,860 501,3194 501,3216 _ C30H4606 4.4 N&o identificado
11 8,400 | 503,3365 503,3373 - C30H1s06 1.6 Né&o identificado
12 10,935 | 633,3801 633,3791 - C39Hs5407 1.6 Né&o identificado
13 12,175 | 491,2419 491,2434 _ C30H3606 3.1 Né&o identificado
14 14,063 | 489,2255 489,2277 _ C30H3406 4.5 N&o identificado
15 17,980 | 473,2328 473,2328 L C30H3405 6.1 N&o identificado
498 Os compostos foram identificados tentativamente de acordo com os espectros de massa e os dados correspondentes da literatura. Peak no.: Nimero do pico, Rt min: Tempo de
499 retencdo em minutos, [M-H] Observed: Massa observada no experimento, [M-H]™ Calculated: Massa calculada pelo software, Product lons: Produto idnico, Ppm: , Putative
500  name: Possivel nome.
501
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A partir das andlises quimica das
fragdes podemos observar na Tabela 1
na qual constam os resultados da Fracéo
Flavonoidica de Folhas Frescas de P.
guajava L. onde foram encontrados 13
sendo  trés

compostos, destes

flavonoides (Quercetina-
galloylhexoside Isémero, Reynoutrin e
Narigerina), quatro taninos hidrolisaveis
(HHDP glucose Acido
Galico, Acido elagico e Guavinoside
B),
(Galocatequina e
alcaloide (9(S),12(S),13(S)-Trihydroxy-
10 (E),15(Z)-octadecadienoic acid), os

outros compostos ndo foram possiveis

Isomer 1,

dois taninos condensados

Catequina), um

de ser identificados.

Na Tabela 2 temos a composigéo
qguimica da Fracdo Tanica de Folhas
Frescas de P. guajava onde foram
encontrados 15 compostos, destes oito
foram possiveis de ser identificados que
sdo: quatro flavonoides (Procianidina B
isbmero, Quercetina,
3D-O-xilosideo) e 2,6-
O-(6"-0O-

Reynoutrin
(Quercetin-
dihydroxy-3-methyl-4-

galloyl-B-D- glucopyranosyl)-
benzophenone), dois taninos
condensados (Galocatequina e

Galocatequina isémero) e dois taninos
(Acido
B),

hidrolisaveis elagico e

Guavinoside predominantemente
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nas duas fragbes a presenca dos
compostos fenolicos.

Miricetina, catequina, 4cido
galico e elagico e seus derivados
(CHANG et al., 2013),
epicatequina, rutina,

kaempferol (CHEN et al., 2010) outros

catequina,

naringenina e

flavonoides, como a naringenina,
flavonas e flavonol, incluindo o
kaemferol, o morin e a quercetina,

fazem parte de um extenso grupo de
metabdlitos secundarios dos vegetais
que tém sido descritos como tendo
atividades antimicrobianas (RAUHA et
al., 2000), corroborando com 0 Nnosso
estudo onde também encontramos
alguns desses compostos como podem
ser vistos nas Tabelas 1 e 2.

Um dos grupos mais numerosos
de

bioativas sdo os compostos fenolicos

e representativos substancias
que estdo presentes em grande parte das

frutas e vegetais utilizados
consumo da populacdo (SOTO-VACA,

2012).

para
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559
560 Figura 2: Principais estruturas correspondentes aos compostos identificados na

561 Fracdo Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava L.

i OH
0. _OH OH
OH
HO (0] o
OH  HO o_ . i
Ho oH “/OH KI/\[MOH
e OH
OH
1. Gallic acid 2. Galocatechin 3. Catechin

562 6. Reynoutrin 7. Naringenin

563
564  Figura 3: Principais estruturas correspondentes aos compostos identificados na

565  Fracdo Tanica de Folhas Frescas de Psidium guajava L.

OH O

5. Quercetin
OH O
O-Galloyl 6. Reynoutrin
Seas
S
PN
566 7. 2,6-dihydroxy-3-methyl-4-O-(6"-O-galloyl-B-D-glucopyranosyl)- benzophenone
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No estudo de Scherer & Godoy
(2014) ao avaliar as extragbes com
solventes de diferentes polaridades
perceberam que os solventes de acetato
de etila e cloroférmio/diclorometano
(1:1) mostraram menor capacidade de
extracdo de compostos fenolicos, com
os valores mais baixos para todos o0s
compostos, podendo esse fato estar
associado a menor solubilidade de
compostos fenolicos em solventes de
baixa polaridade.

Além disso, em seu trabalho
foram encontradas outras substancias de
outras classes, diferentes de compostos
fenolicos como eram esperados, foram
identificadas pelo método LC-ESI-MS-
MS-TOF, método semelhante ao nosso
e seu estudo corrobora com 0 nosso,
utilizados

visto gque o0s extratores

selecionaram, em geral compostos
fendlicos, sendo possivel o encontro
destes em ambas fragdes no presente
estudo.

Flores et al. (2013) em seu
estudo com fracdes da espécie Psidium
friedrichsthalianum conseguiu
identificar componentes como acido
miricetina,

elagico, quercitrina e

quercetina, respectivamente.
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3.2 Inibigéo de crescimento- Curva de
viabilidade celular e I1Cs

A Tabela 3 mostra a 1Csp das
Fracdes Flavonoidica e Téanica de folhas
frescas de P. guajava L. testadas de
forma isolada e em combinac&o entre si,
alem do efeito do Fluconazol como
de
diferentes espécies de Candida. Os
102,2 a
1130,37ug/mL. A fracdo Flavonoidica

antifungico controle frente a

valores variaram entre

apresentou atividade frente as trés cepas

testadas, porém em concentraces

superiores ao controle Fluconazol,
sendo o menor valor para CA 40006
com uma ICsp de 744,30 pug/mL.

A fragdo  tanica  isolada
apresentou uma significante inibicao
frente as duas primeiras cepas testadas,
inclusive melhor que o controle,
obtendo o menor valor do teste com
uma ICsp de 105,10 pg/mL para CA
400086,

inibidor. A associacdo das fracGes foi

evidenciando seu potencial
menos eficaz que a fracdo tanica isolada
frente a CA e CT, sugerindo um
antagonismo, no entanto os valores das
concentragfes foram menores que o
antifungico sistémico e mostrou um
sinergismo com o menor valor de 102, 2
pug/mL para CK 40095, em relagdo a

fracdo tanica isolada.
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Tabela 3: 1Csy (ug/mL) das Fracdes Flavonoidica e Téanica de Folhas Frescas de P.

guajava frente a linhagens de Candida.

FFFLPG +
Strains FCZ FFFLPG |TTFFLPG| TFFLPG
CA INCQS 40006 3788 7443 105,1 241,8
CT INCQS 40042 | 925,56 1130,37 236,4 481,9
CK INCQS 40095  163,0 599,0 385,9 102,2

FCZ: Fluconazol, FFLPG: Fracdo Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava, TFFLPG: Fracdo
Tanica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK:
Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
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Analisando a curva de
viabilidade celular dos fungos em
relacdo as fracbes e ao FCZ em suas
diferentes concentragdes (Figura 4.a)
frente a CA 40006, percebe-se que a
fracédo flavonoidica apresentou
isoladamente uma elevacdo de sua
concentragdo, sendo  este  fato
estatisticamente relevante diante do
fluconazol nas concentracbes de 16 a
512 pg/mL.

A fragdo tanica frente a CA
40006 inicialmente ndo demonstrou
uma acdo eficaz nas concentracdes de
16 e 32 pug/mL (Figura 4.a),no entanto
com o aumento da concentracdo houve
melhora do potencial de inibigdo nas
concentragOes de 128 a 1024 pg/mL.
No que se refere a associacdo, as
mesmas atuaram sinergicamente nas

concentragOes de 512 e 1024 pg/mL.

55



660 Figura 4: Efeito antifungico das Fracdes Flavonoidica e Tanica de Folhas Frescas de
661 P. guajava individuais e associadas entre si e do Fluconazol como controle frente a
662 linhagens de Candida.

CA INCQS 40006 CT INCQS 40042
a 150+ b

% Growth

Concentration

CKINCQS 40095

Concentration

-+ FFFLPG + TFFLPG
-+ TFFLPG
= FFFLPG

-o- Fluconazole (FCZ)
1004

Curve behavior
- .

- .

v e
p<005="*

P <0,0001 = ****

% Growth

663 Concentration

664  FCZ: Fluconazol, FFFLPG: Fragdo Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava L., TFFLPG:
665 Fracdo Tanica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis;
666  CK: Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude. p < 0,05; *(p < 0,1)

667  quando comparado com o controle, ns: nio significante, Concentration em ug/mL.
668

669
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Na Figura 4.b mostra a a¢éo dos
compostos frente a CT 40042, percebe-
se que a fracdo FFDLPG isoladamente
ndo demonstrou um efeito positivo de
inibicdo, agiu antagonicamente ao
controle nas concentracdes de 1024 e
2048 pg/mL. A TFDLPG apresentou
uma relevante inibicdo nas
concentrag0es de 256 a 1024 pg/mL,
sendo mais efetivo que o fluconazol. As
fracdes juntas tiveram uma acgdo
sinérgica nas concentracdes de 256 a
1024 pg/mL.

A acdo dos compostos frente a
CK 40095 na Figura 4.c é possivel
perceber resultados que se assemelham,
a FFDLPG apresentou novamente uma
de

antagonismo nos valores de 256 a 1024

atividade fraca inibicdo com
pg/mL. A TFDLPG demonstrou acédo
FCzZ

concentracdo de 256 pg/mL, contudo a

inversa em relacdo ao na
associacdo das fracGes obtiveram uma
atividade significante na concentracao
de 128 pg/mL, sendo estatisticamente
relevante em relacdo ao Fluconazol,
atingindo total inibicdo do crescimento
em 512 pg/mL, valor clinicamente
relevante para um futuro farmaco como
terapia alternativa para tratamentos de
infeccOes fungicas.

P. guajava € principalmente
conhecida atividades

por  suas
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727
728
729
730
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732
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734

medicinais antiespasmadicas e
de
enterites, podendo também demonstrar
outras (GUTIERREZ,
MITCHELL E SOLLIS, 2008).

No Brasil é comumente usada

antimicrobianas no tratamento

bioatividades

para o tratamento de afeccBes bucais,
onde as folhas como casca sdo usadas
na preparacdo de ch&s para serem
engolidas ou abatidas ainda quentes,
com pretensdes para combater aftas, que
pode ser causada por cepas de Candida
(BORBA & MACEDO, 2006;
OLIVEIRA et al., 2010). Além disso,
existem registros de que varias partes da
planta sdo usadas ndo sO para tratar a
candidiase, mas também para tratar
leucorreia (FENNER et al., 2006), um
dos sintomas da candidiase vaginal. Na
Africa do Sul, o cha das folhas e raizes
da goiaba € preparado para o tratamento
de doencas sexualmente transmissiveis
ndo especificas (VAN VUUREN &
NAIDOO, 2010).

Essa espécie também pode ser
encontrada em listas nacionais de
plantas medicinais em alguns paises e é
utilizada em programas de politicas
publicas voltados para a atencéo
primaria a saude, como ocorre, por
exemplo, no Brasil (BRASIL, 2009;

RENISUS, 2009).
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Morais-Braga et al. (2015)
avaliou a acdo de extratos de P. guajava
frente a C. albicans e C. tropicalis
tendo como resultado MIC dos produtos
neste estudo foi determinada como 8192
ug/mL na qual foi observada uma
reducdo acentuada na porcentagem de
microrganismos viaveis. Os resultados
da Concentracdo Fungicida Minima
mostraram  que,

as concentra(;f)es

testadas, nenhum extrato apresentou
efeito fungicida, j& que ndo conseguiu
remover. No caso o efeito antifungico
observado foi fungistatico, uma vez que
a Concentracdo Fungicida Minima foi >

8192 pug / mL.

3.3 Efeito da associacdo das fracoes
individuais, associadas entre si em
combinacdo com Fluconazol: Inibicao
de crescimento- Curva de viabilidade
celular e 1Csg

Na Tabela 4 podemos observar a
atividade das fracbes em juncdo com o
antifungico FCZ, por meio da ICs das
Fracbes Flavonoidica e Tanica de
Folhas Frescas de P. guajava L. testadas
combinacdo ao Fluconazol frente
Candida spp. para analisar se estas
podem potencializar a acdo da droga.
Os valores variaram entre 1,38 e 925,56
pg/mL. A FFFLPG + FCZ expressou

um efeito sinérgico com uma reducéo
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792
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significativa da concentragdo em todas
as linhagens testadas, comparado com o
controle.

O menor valor da e produto
natural, foi de 4,78 pg/mL frente a CA.
Em relacdo a TFFLPG + FCZ, neste
teste esta unido de substancias foi a que
exibiu um notével resultado, com um
efeito sinérgico frente a todas as
linhagens, visto que as concentragdes
reduziram destacadamente, com o
menor valor do teste encontrado frente a
CK com uma ICsp de 1,38 pg/mL. Outro
fato que se evidencia sdo os valores das
concentracdes da Fracdo Tanica + FCZ
frente a CA e CT em comparagdo com o
FCZ
reduziram a concentracdo em 175 e 426

isolado onde, respectivamente

vezes, sendo esta a associacdo mais
eficaz do teste. Do teste um fator
relevante em relacdo a possivel
diminuigdo da toxicidade da droga e
efeitos  colaterais

reducdo  dos

comumente causados pelos antifingicos

sistémicos.

As FFFLPG + TFFLPG + FCZ
apresentaram  um  resultado com
semelhancas aos anteriores, com

sinergismo em todas as cepas testadas

como pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4: 1Cso (ug/mL) das Fragdes Flavonoidica e Tanica de Folhas Frescas de

Psidium guajava em associacdo ao Fluconazol frente a linhagens de Candida.

FLUCONAZO FFFLPG +HTTFFLPG [FFFLPG + TFFLPG
Strains L (FC2) FCZz + FCZ + FCZ
CA INCQS 40006 378,81 4,787 2,16 3,65
CT INCQS 40042 925,56 16,050, 2,17 22,95
CK INCQS 40095 163,00 19,120 1,38 96,56

FCZ: Fluconazol, FFLPG: Fracédo Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava, TFFLPG: Fragao
Ténica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK:
Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.

Figura 5: Efeito antifngico das Fra¢des Flavonoidica e Téanica de Folhas Frescas de P.
guajava isoladas e associadas com o antifingico padrao.

CT INCQS 40042
CA INCQS 40006 a - b

% Growth

Concentration

Concentration

-+ FFFLPG + TFFLPG + FCZ
CKINCQS 40095 - TFFLPG + FCZ

- FFFLPG + FCZ

-e- Fluconazole (FCZ)

Curve behavior
- e

- .

v e
p<005="
p<0,0001="**

% Growth

J
&
v

ef»sm\b.;»@_&s'fp".o\&s

Concentration

FCZ: Fluconazol, FFFLPG: Fracdo Flavonoidica de Folhas Frescas de Psidium guajava L., TFFLPG:
Fracdo Téanica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis;
CK: Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude. p < 0,05; *(p < 0,1)
quando comparado com o controle.
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O fluconazol é um antifingico
de

responsavel

sendo
da
membrana fangica atuando na inibicéo
da do

lanosterol 140, produto genético do

efeito fungistatico,

pela instabilidade

enzima  azol-desmetilase
ERG11, uma enzima citocromo P450
essencial na via de sintese do ergosterol
(GROLL, LUCCA & WALSH, 1998).
Algumas tentativas de potencializar a
de

interagdes sinergicas sdo ensaiadas com

atividade desta droga através
outros farmacos comerciais frente a
isolados clinicos resistentes (SPITZER
etal., 2011).

Avaliando o efeito modificador
de extratos aquoso e hidroetandlico de
plantas do Género Psidium, dentre elas
P. guajava, em associacdo ao
Fluconazol, frente a C. albicans e C.
tropicalis Morais-Braga et al (2016)
onde obtiveram relacGes sinérgicas em
ambos extratos, corroborando com este
estudo.

Alguns  compostos fenolicos
como &cido galico, catequina, luteolina
e quercetina demonstraram potencial
antifangico in vitro contra diferentes
especies de Candida, entre elas C.
albicans e C. tropicalis (ALVES et al.,
2014). Bisignano et al. (2000) refutou a
atividade antifingica frente a Candida

albicans para o0s compostos acido
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galico, kaempferol e rutina, sendo o
melhor efeito exercido pelo é&cido
galico.

Morais-Braga et al. (2015) em
seu estudo avaliou a acdo de extratos
aquoso e hidroalcoolico de folhas de P.
guajava L. frente a cepas de C. albicans
e C. tropicalis ao realizar o teste
encontrou a
variaram de 1803,02 a 5623,41 pg/mL,

sendo o valor encontrado superior aos

ICsp dos extratos que

do presente estudo, porém vale ressaltar

que o presente trabalho utilizou
solventes extratores diferentes sendo
mais especificos e adequados a
prospeccdo de flavonoides e taninos
portanto os resultados provavelmente

seriam diferenciados também.

3.4 Concentracdo Fungicida Minima:
avaliacdo da associacdo das fracOes
individuais, associadas entre si e em
combinacdo com Fluconazol: Efeito

fungicida ou fungistatico.

Os valores variaram de 512 a >
4096 pg/mL, no primeiro momento
avaliamos as fragcbes em sua atividade
intrinseca, onde apresentaram efeito
fungistatico,  pois  reduziram a
populacdo de leveduras no teste, 0s
das foi

valores concentragdes

semelhantes em todas as cepas testadas,
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com excecdo da associagdo das fracGes
frente a cepa C. krusei apresentou
atividade fungicida na concentracdo
1024 pg/mL.

A associacdo das fragdes com o
Fluconazol, as concentragdes que se
destacaram foi frente a cepa CK 40095,
pois apresentaram efeito fungicida com
valores de 512 pg/mL para as fragOes
isoladas associadas ao FCZ e 1024
pg/mL para as fragfes associadas entre
si e com FCZ, sabendo que 0 FCZ é um
antifungico

fungistatico quando

associados  possivelmente  ocorreu
aumento da eficacia, promovendo uma
atuacdo fungicida frente a esta cepa

resistente ao farmaco em questao.

3.5 Atividade

morfologia fungica:

das fracBes na

controle de

viruléncia

No
foram utilizadas trés concentracfes 512
(CSA/4), 2.048 (CSA) e 4.096 (CSA

teste  micromorfolégico

904
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x2) uwg/mL (Figura 6), onde as duas
Gltimas mostraram que foram capazes
de alterar a transi¢do fenotipica de C.
albicans, C. krusei e C. tropicalis
reduzindo e chegando a inibir
totalmente a manifestacédo das estruturas
de filamentosas que atuam como
mecanismos de viruléncia flngica.

O desempenho das fragcbes no
dimorfismo, um  fator viruléncia
fangico, é demonstrado na Fig. 7. A
hifas inibida

significativamente a partir da segunda

formacdo das foi

concentracdo testada. Na menor
concentracdo a fracdo flavonoidica
mostrou efetividade na inibicdo da
viruléncia fungicas frente a CT, nas
concentragoes (2.048 ¢ 4.096 ug / mL) o
dimorfismo e propagacdo de hifas para
CA e CT foi marcadamente inibido

(Fig. 7).
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932 Figura 6: Demonstracdo da progressiva reducdo hifal. A. Controle de crescimento

933  positivo, B. Inicio de regressdo a partir de 512 ug/mL e C. Inibicéo total de dimorfismo.
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Figure 7: Measurement of the hyphae extension under the action of the fractions:
Flavonoid and Tannic of fresh Leaves of P. guajava against C. albicans, C. tropicalis and
. krusei.
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Subatle: CSA: Superior Concentration Analyzed, CSAX2 (4,096 pg'ml), CSA (2048 pg'ml) and CSA S
(312 pg/ml). FFFLPG: Flavonoid Fraction of Fresh Leaves of Pridium gugjava, TFFLPG: Tannic Fraction

Fresh Leaves of Psidium gugjava; CA: Candida albicans; CT: Candida ropicalis; CK: Candida busei;
936
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A fracdo flavonoidica na
concentracdo de 2,048 pg/ mL e 4,096
pg/ de

estatisticamente relevante, em todas as

mL  inibiu maneira
cepas, o desenvolvimento de filamentos.
A fracdo tanica apresentou melhor
CA e CT

concentragdo CSAXx2. A associagdo de

potencial  contra na
fragdes mostrou-se eficiente na reducgéo
de hifas, apesar de seu efeito ter sido
destacado com Fracdo Flavonoidica
isolada. As fragbes mostraram ser mais
eficazes do que o antifangico referéncia,
especialmente a Fracdo Flavonoidica.
Um dos mecanismos mais
importantes de viruléncia de Candida ¢
0 dimorfismo celular, este estado
dimorfico pode ser definido como a
habilidade de alterar a morfologia das
células, reversivelmente, variando entre
a forma de levedura e hifas. Isso se d&
de

filamentosa, tornando-se de dispersivo

pela  ejecdo uma  estrutura

para invasivo, respectivamente,
caracterizando um processo comumente
presenciado em candidemia sistémica
(Lu et al., 2014).
Alteracbes na  morfologia
fangica, a partir de atividade de extratos

de P. guajava foi relatada por Morais-
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Braga et al. (2015) em concentragdes de 1000
4,096, 8,192 e 16,384 pg/mL mostrou 1001

que foram capazes de alterar

01002

dimorfismo de C. albicans e C.
tropicalis diminuindo a formacdo de
hifas

foram aumentadas, efeito semelhante ao

em concentragdes crescentes
nosso estudo.

4. CONCLUSAO

As fragdes flavonoidica e tanica
das folhas frescas de P. guajava tiveram

nesse estudo seu potencial revelado a

partir dos experimentos feitos, as
fracbes  apresentaram em sua
composi¢do compostos fendlicos de

efeito antifungico ja evidenciado que
podem ter contribuido para o efeito
sinérgico dos testes. Sendo verdadeiros
agentes antifungicos ativos, inibiram as
colénias de Candida spp. em uso

isolados, porém  obteve  melhor

atividade em juncdo com o farmaco,

pois potencializaram a acgdo do
antifangico sistémico de referéncia
(Fluconazol), reduzindo sua

concentragdo e aumentando a sua
efetividade, regrediu e afetou um
importante fator de viruléncia fungica
que é a transicdo morfologica a partir da
emissdo de hifas. A fracdo tanica
mostrou-se em evidéncia com 0sS
melhores resultados dos testes, com um
desempenho mais significativo no teste
em associacdo ao antifungico de

referéncia. Esses resultados mostram
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verificar a eficécia in vivo das mesmas.
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Psidium guajava L. is a plant widely used for food and in folk medicine all over the world. Studies have shown
that guava leaves have antifungal properties. In this study, Flavonoid and Tannic fractions were tested to in-
vestigate their chemical composition and antifungal potential in vitro.21 compounds in the two fractions, pre-
senting a higher content of phenolic compounds. The antifungal assays were performed against Candida albicans,
Candida tropicalis and Candida krusei by microdilution to determine the ICs, and the cell viability curve. Minimal
Fungicidal Concentration(MFC) and the inhibitory effects of the association of the fractions with Fluconazole, as
well as the assays used to verify any morphological changes were performed in microculture chambers based on
the concentrations from the microdilution. The IC5, of the isolated fractions and the fractions associated with
each other were calculated, varying from 69.29 to 3444.62 pg/mL and the fractions associated with flueonazole
varied from 92556 to 1.57 pg/mL, it was clear that the association of the natural product with the antifungal
presented a synergism. The fractions affected pleomorphism capacity and have a potential antifungal activity as
they caused fungal inhibition in isolated use, potentiated the action of Fluconazole, reducing its concentration

and impeding morphological transition, one of the virulence factors of the genus.

1. Introduction

Candida spp. are normal commensal microorganisms of the human
biota (Soll, 2002) that in certain circumstances act as opportunistic
pathogens and can lead to superficial and serious systemic infections. In
fact, this genus is the most frequently identified in hospital fungal in-
fections termed candidiasis (Calderone, 2002). They are yeast-like mi-
croorganism whose best known species, which is usually associated
with disease states, is Candida albicans, however other species such as C.
tropicalis, C. glabrata and C. krusei are frequently identified. (Zida et al.,
2017).

The Candida spp. incidence has been increasing in recent years, this
being due to the greater vulnerability of the population when per-
forming procedures such as organ transplants, in oncological patients

and those who use immunosuppressive drugs (Arendrup, 2010).

Therefore, candidiasis becomes the most prevalent fungal pathology
affecting humans where the main obstacle is that it is associated with a
morbidity and mortality rate of 10-49% in immunocompromised pa-
tients (Pfaller and Diekema, 2007). Extensive use of antibacterials re-
duce the competitiveness in the human biota and favors the growth of
Candida spp. which opportunely transition from commensals to pa-
thogens (Shankar et al., 2015).

Virulence factors allow adaptation to new circumstances since they
allow the fulfillment of important criteria necessary for the survival of
the species, among them are invasive potential and tolerance to high
temperatures, lysis promotion and absorption of human tissues, as well
as immunological defense resistance (Kohler et al., 2015). Virulence
factors may range from the formation of enzymes such as secreted
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aspartyl proteinases (SAPs), phospholipases, production of surface ad-
hesins and dimorphism capacity with hyphal production (Gow et al.,
2011). Hyphal development protects C. albicans from elimination by the
immune system and promotes invasion of host epithelial surfaces
(Williams and Lewis, 2011).

In fact, fungal infections continue to be a barrier for treatments in
use even with existing antifungal drugs (Paramythiotou et al., 2014).
Resistance to existing antifungal drugs has become a conflict and the
clinical efficacy of these drugs is at risk from the advent of multi-drug
resistant species (Paul and Moye-Rowley, 2014).

The Psidium genus has a number of biological activities proven
through in vitro and in vive assays, among which, is an antifungal effect
(Camacho-Herndndez et al., 2004; Lapenna et al., 2003; Suwanmanee
et al., 2014; Wen et al,, 2011). Among the genus’ species, Psidium
guajava L. has ethnomedicinal value, where it is known for its ther-
apeutic versatility, being used, among other things, for the treatment of
symptoms associated with infections caused by Candida spp. (Morais-
Braga et al., 2016).

Natural plant products are reported to be rich sources of various
compounds that may serve as the basis for the rational drug model
(Ksouri et al., 2017; Zida et al., 2017). Research has been carried out to
promote the combination of commercial drugs, for which the resistance
phenomenon has already been verified, with natural products in the
form of extracts, fractions, essential oils or isolated constituents in an
attempt to circumvent Candida spp. resistance (Calixto Jinior et al.,
2015; Rekha and Vidyasagar, 2014; Singh et al., 2013).

Faced with these facts, research that seeks therapeutic alternatives
for the cure and prevention of systemic infections has been gaining
strength every day, in an attempt to find safer medications, conse-
quently with fewer adverse effects, capable of overcoming the barrier
that is fungal resistance to available drugs. The objective of this re-
search was to investigate the chemical composition, the in vitro effects
on growth inhibition, and the possible morphological alterations in
yeast from the fractions obtained from dried P. guajava L. leaves in
isolation, in association with each other and in conjunction with the
antifungal fluconazole.

2. Methodology
2.1. Collection area and plant material

The plant material was collected in a rural area in the Crato mu-
nicipality, south of Ceard, Brazil (425 m, 07°,14’,18” south latitude and
39°,23,37” west longitude of Greenwich). The collection period was
between 8:30 a.m. and 10:30 a.m. in the month of March/2017. From
the material collected, an exsiccate was produced and subsequently
deposited in the Caririense Dardano de Andrade-Lima Herbarium
(HCDAL) of the Regional University of Cariri - URCA, identified and
registered under number 13.222. The study was carried out using
young and healthy Psidium guajava L. leaves, locally known as guava,
without any indication of contamination by parasites. Fresh leaves,
which were later crushed into small pieces, were used to obtain the
fractions.

2.2. Tannic fraction extraction

For the preparation of the Tannic fraction, 20 g of the crushed dried
leaves were mixed with 50 ml of an acetone/water solution (7:3), then
placed for 30 min in an ultrasonic bath at 5°C. The residue was filtered
and the procedure was repeated two more times. The liquid phases
were combined and taken to the rotary evaporator to remove the
acetone. The aqueous phase was partitioned with 50 mL of petroleum
ether three times, after which the sample was frozen and then lyophi-
lized (Terrill et al., 1992).
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2.3. Extraction of the flavonoid fraction

In order to extract the flavonoid fraction, we used 10 g of the plant
material and added 100 mL of hexane (P.A), using the ultrasonic bath,
heating the solution at 5°C for 10 min and followed by centrifuging at
3000 rpm for 10 min. The material was filtered and the procedures were
repeated two more times. After the residue above was obtained, 100 mL
of chloroform was added, taken to the ultrasonic bath for 10 min, and
the same steps as above were followed. In the last phase 50 mL of ethyl
acetate were added, this was later taken to the rotary evaporator
(Barbosa et al., 2004).

2.4. Identification of compounds by ultrafine liguid chromatography
coupled to quadruple time-of-flight (UPLC-QTOF) system

The identification of the compounds present in the fractions was
performed in an Acquity” UPLC system coupled to a Quadruple Time-of-
Flight (QTOF) system (Waters Corporation, Milford, USA), at the
Chemistry and Natural Products Laboratory, Embrapa Tropical
Agroindustry (Fortaleza, Ceard). The chromatographic assays were
performed on Waters Acquity” UPLC BEH column (150 x 2.1 mm,
1.7 pm), with a fixed temperature at 40 °C, mobile water phases with
0.1% formic acid (A) and acetonitrile with 1% formic acid (B), gradient
ranging from 2% to 95% B (15 min), flow rate of 0.4 ml/min and in-
jection volume of 5 pl. The ESI mode was obtained in the range of
110-1180 Da, fixed source temperature at 120 °C, desolvation tem-
perature of 350 °C, desolvation gas flow of 500 L/h, extraction cone of
0.5 V, 2.6 kV capillary voltage. The ESI + mode was acquired in the
range of 110-1180 Da, fixed source temperature of 120 °C, desolvation
temperature of 350 °C, desolvation gas flow of 500 L/h and 3.2 kV
capillary voltage. Leucine enkephalin was used as a lock mass. The
mode of acquisition was MSE (high energy mass spectrometry). The
instrument was controlled by the Masslynx’ 4.1 software (Waters
Corporation, Milford, USA).

2.5. Antifungal assays

2.5.1. Strains and culture media

The utilised standard strains were obtained from the Oswaldo Cruz
Culture Collection (FIOCRUZ) of the Brazilian Institute of Health
Quality Control (INCQS), these being Candida albicans 40006, Candida
tropicalis 40042 and Candida krusei 40095. The strains were inoculated
in Sabouraud Dextrose Agar (SDA, KASVI) and incubated for 24hat
37 °C. Thereafter, yeast aliquots were transferred to test tubes each
containing 3 mL sterile (0.9%) sodium chloride solution. The inoculum
concentration was standardized by comparing to the McFarland scale
0.5. The double concentrate Sabouraud Dextrose broth (SDB,
HIMEDIA), was used in microdilution assays. In the micro-
morphological analysis depleted Potato Dextrose Agar (PDA) with
bacteriological agar was used.

2.5.2. Drugs, reagents and solution preparation

Dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, Darmstadt, Germany) was used
for the dilution of the fractions, and the antifungal fluconazole (Capsule
- Prati donaduzzi), diluted in water, was used as a reference medicine.
The product solution was prepared by weighing 0.05 g of the fractions
and then diluting this into 1 mL of DMSO. To obtain the desired con-
centrations for the assays, the fractions were further diluted in sterile
distilled water (4096 pg/mL) so that the DMSO (0.5%) concentration
would not exert any activity on the tested cells (Stoppa et al., 2009).

2.5.3. ICsp determination and obtaining the cellular viability curve

In this test we used the fractions in isolation and combined with
each other through the 96-well plate broth microdilution method. Each
well was filled with 100 pL of CSD containing 10% fungal inoculum and
then 100puL of the natural product (4096 pg/mL), or fluconazole
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(antifungal reference) in the same concentration, was added to the first
well followed by serial dilution. The concentrations in the wells ranged
from 2 to 2048 pg/mL. The last well was used as a growth control
(Javadpour et al., 1996). Controls were also prepared for the product
diluents (with 0.9% sodium chloride solution in place of the inoculum)
and sterility control of the medium. All tests were performed in quad-
ruples. The plates were incubated at 37 °C for 24h and subsequently
read on an ELISA spectrophotometer (Thermoplate”) at a wavelength of
630 nm. The results obtained in the ELISA assays were used to construct
the cell viability curve and the ICg, of the fractions (Morais-Braga et al.,
2016).

2.5.4. Determination of the minimum fungicidal concentration (MFC)

For this test, the tip of a sterile rod was inserted into each well of the
microdilution test plate after the 24 h incubation (except for the steri-
lity control). After mixing the medium in each well, the stem was taken
to a Petri dish containing SDA, with the aid of a guide bracket attached
to the bottom of the plate for yeast subculture. After 24 h of incubation,
the plates were inspected for the formation of any Candida colonies
(Ernst et al., 1999). with modifications. The concentration in which
there was no fungal colony growth was considered the MFC of the
natural product.

2.5.5. Evaluation of the modifying effect on fluconazole action

Initially, the action of the fractions and fluconazole were verified
against the growth of yeasts individually, where in this test the effect of
the isolated fractions and their combination with the reference drug
was evaluated, in order to verify whether or not there was potentiation
of the antifungal action by the fractions. For this, the natural product
was used at a sub-inhibitory concentration (MFC/16), according to the
methodology used by Coutinho et al. (2008) Modified. If the fraction
potentiates the action of the antifungal, the verified effect is considered
of the synergic type, if it interfered the action of this antifungal, an
antagonistic effect would be verified. The plates were filled with 100 pL
of medium + inoculum + fraction and then microdiluted with 100 pL
of the 4096 pg/mL fluconazole concentration added to the first well of
each of the columns to undergo serial dilution at concentrations ranging
from 2 to 2048 pg/mL. The plates were incubated at 37 °C for 24 h. The
reading was performed on an ELISA spectrophotometric apparatus
(Thermoplate™).

2.5.6. Effect of the fractions and fluconazole on fungal morphology

To determine if the individual and combined fractions caused
changes in fungal morphology, by inhibiting morphological transition
expression, considered an important fungal virulence factor, humid
sterile micro-culture chambers were prepared for yeast observation.
Three milliliters of depleted PDA medium by dilution were poured in
the lamina containing the Superior Concentration Assayed - SCA x2
(4096 pg/mL), SCA (2048 pg/mL) and SCA/4 (512 pg/mL). Subculture
aliquots were withdrawn from the Petri dishes to make two parallel
streaks on the solid medium (PDA), which were then covered with a
sterile coverslip. The chambers were placed in the incubator for 24 h
(37 °C) and were inspected and recorded by an optical light microscope
(AXIO IMAGER M2-3525001980-ZEISS- Germany) using a 20X objec-
tive. A control was performed for yeast growth (hyphae stimulated in
nutrient-lacking medium) as well as a control with the conventional
antifungal fluconazole for comparative purposes. The assays were
performed according to Sidrin and Rocha (2010) and Mendes (2011),
with modifications with respect to concentrations and media used.

2.5.7. Measurement of the extension of filamentous structures

It was possible to measure hyphae and pseudohyphae extensions, as
well as the reduction in values after the action of the fractions, through
the software Zen acting in conjuction with an optical microscope (AXIO
IMAGER M2-3525001980- ZEISS- Germany). Five photos from each
slide were taken, according to the concentrations, and from each photo

Food and Chemical Toxicology xxx (3xxx) Xxx-XXx

ten hyphae/pseudohyphae were randomly chosen to be measured, after
which the arithmetic mean of the length of each slide was calculated
where in the end the means were combined.

2.6. Statistical analysis

For the statistical analysis, the software Graphpad Prism, v. 5.0 was
used.

The data obtained were checked for their normal distribution and
then analyzed by a two-way ANOVA (P < 0.05; *P < 0.1;
*###%p < 0.0001), comparing the values for each concentration of the
extract, point by point, with Bonferroni's post hoc test. The ICs, values
were obtained by non-linear regression with interpolation of standard
curve unknowns obtained from fungal growth as a function of extract
concentration and expressed in pg/mL. To analyze their values, mul-
tiple t-tests were used, one per line, whose statistical significance was
determined by the Holm-Sidak method, with alpha = 0.05.

3. Results
3.1. Chemical constituent identification - UPLC-ESI-QTOF-MS

The chromatograms of the FFDLPG and TFDLPG fractions are shown
in Fig. 1 (A) and (B), respectively. The characterized compounds are
summarized in Table 1 with the relevant data, including retention time,
experimental mass and calculated m/z, molecular formula, error values
provided by the software and the QTOF- MS/MS fragments. All com-
pounds were characterized by the interpretation of their mass spectra
determined by QTOF/MS and data analysis provided in the literature.

From the chemical analyzes chromatograms of the fractions it is
possible to notice in Table 1 the presence of 11 compounds, of which
seven were identified in the literature and classified chemically, these
being three flavonoids (Reynoutrina (quercetin-3-O-f-p-xylopyrano-
side), Guajaverina (quercetin-3-0-a-L-arabinopyranoside) and Morin), a
condensed tannin (Catechin), two hydrolysable tannins (Ellagic acid
and Guavinoside B), an acetophenone (Myrciaphenone B), whereas the
other compounds could not be identified in the literature.

In Table 2 we have the chemical composition of the FTFSPG where
ten compounds were found, six of which were identified, among them
two flavonoids (Quercetin and 2,6-dihydroxy-3-methyl-4-0-(6”-0-gal-
loyl-B-b-glucopyranosyl)-benzophenone), a condensed tannin (Ca-
techin), a hydrolyzable tannin (Guavinoside C), an elagotonine (Ves-
calagin/Castalagin Isomer, (15*,55%)-2,2-Bis(biphenyl-4-yl)-5-indian-1-
yltetrahydrofuran(IV-81)), with the predominance of phenolic com-
pounds in both fractions being perceived. According to the phyto-
chemical analyzes, when the components between the tables are com-
pared, the presence of Catechin is notorious in both fractions.

3.2. Growth inhibition-cellular viability curve and ICsy

Table 3 shows the ICs from the Flavonoid and Tannic P. guajava L.
dry leaves Fractions tested in isolation and in combination with each
other against different Candida species. Values ranged from 69.29 to
3444.62 pg/mL. The flavonoid fraction alone did not show significant
inhibition potential. The isolated tannic fraction presented significant
values in relation to the antifungal, since the concentrations for CA
40006 and CT 40042 were reduced with the lowest value of 69.29 g/
mL being for CA 40006 (see Fig. 2).

The association of the fractions was more effective than the isolated
flavonoid fraction, however less effective than the isolated tannic
fraction, yet in relation to the control it obtained synergic action under
all tested strains.

Whilst analyzing the cell viability curve of the fungi in relation to
the fractions and FCZ in their different concentrations, it can be noticed
in Fig. 3a, which shows the action of the compounds against CA 40006,
that the isolated flavonoid fraction presented a low inhibition potential,
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Fig. 1. Ultra-performance liquid chromatography with high definition mass spectrometry (UPLC-MS) chromatography of FFDLPG (A) and TFDLPG (B) in negative

ionic mode.

albeit statistically significant to fluconazole, and can be seen at con-
centrations from 8 to 2048 pg/mL. The tannic fraction obtained better
inhibition potential than the control at concentrations from 128 to
1024 pg/mL, those values being associated with an ICsq of 69.29 pg/mL
revealed a promising antifungal potential against the tested strain.
Regarding the association, they fractions acted synergistically at con-
centrations from 256 to 1024 pg/mL.

Fig. 3b shows the action of the compounds against CT 40042, it is
perceived that the flavonoid fraction alone did not demonstrate a po-
sitive inhibitory effect by the curve, even at higher concentrations of
1024 and 2048 pg/mL no considerable inhibition was detected. The
tannic fraction showed significant inhibition at concentrations from
256 to 1024 pg/mL, being more effective than fluconazole, The frac-
tions together had a synergistic action at concentrations from 256 to
1024 pg/mL.

As for the action of the compounds against CK 40095 in Fig. 3¢, it is

possible to perceive similar results. The flavonoid fraction showed weak
inhibitory activity with concentration values between 256 and
1024 pg/mL. The tannic fraction against this strain showed an inverse
action in relation to FCZ at the concentration of 256 pg/mL, however
the association of the fractions obtained a significant activity at the
concentration of 128 pg/mL, this being statistically significant in rela-
tion to Fluconazole, reaching total growth inhibition at 512 pg/mL, a
clinically relevant value for a future drug as an alternative therapy for
fungal infection treatments.

3.3. Fractions association with fluconasole: growth inhibition - cellular
viability curve and ICso

In Table 4 we have the ICgp of the Flavonoid and Tannic Fractions

from dry P. guajava L. leaves tested in isolation, in combination with
each other and in association with Fluconazole against Candida spp. to
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Table 1
UPLC-ESI-QTOF-MS- identification of chemical constituents of the Flavonoid Fraction of Dried Leaves of Psidium guajava.
Peak no. Rt [M-H]" IM-HI Product Empirical Ppm (error)  Putative Name Reference
Min Observed  Calculated  Tons (MS/MS) Formula
1 3.197 2890705 289,0712 2450787, 2030714 CisHia0s 2.4 Catechin (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
2 4203 3009976 300,9984 229,9932 CeHeDg 27 Ellagic acd (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
3 4506 4330758 4330771 301,0341 a0y 3.0 Reynoutrin {quercetin-3-0- fo- (Diaz-de-Cerio et al.,
xylopyranoside) 2016)
4 4674 4330760 4330771  301,0333 CagHyp Oy 25 Guajaverin (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
5 5.085 481,0970 481,0982 3130562, 313,0562 CaiHnOis 25 Myrciaphenone B (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
[ 5.550 571,1428 §571,1452 3130537, 2570810, CagHop 0y 4.2 Guavinoside B (Diaz-de-Cerio et al.,
169,0139 2016)
7 6005 557,1256 557,1236 _ CasHu Oy 3.6 Not identified (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
8 6.089 301,0334 301,0348 1789962 1510030 CysH40 47 Morin (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
9 7.860 501,31% 501,3275  ____ CasHeOun 0.5 Mot identified
10 83373 5033368 5033373  _ CagHeOy 1.0 Mot identified
11 12409 4012423 491,2434 _ CagHss0; 2.2 Not identified

The compounds were tentatively identified according to mass spectra and corresponding literature data. Peak no.: Peak number, Rt min: Retention time in minutes,
[MH] - Observed: Mass observed in experiment, [MH] - Calculated: Mass calculated by software, Product Ions: Tonic product, Ppnx, Putative name: Possible name.

analyze if the natural product potentiates the effect of the drug, if
possible requiring a lower concentration of the drug. Values ranged
from 1.57 to 925.56 pg/mL The flavonoid fraction + FCZ demon-
strated synergism with a significant reduction in concentration, com-
pared to the control. The conjunction against CT reduced the drug
concentration required 25-fold in all tested strains. The concentrations
were lower than the control values, this being an important point for a
future drug as a therapeutic alternative to the treatment of Candidiasis.

In relation to the tannic fraction + FCZ, in this test this conjunction
was the one which exhibited the best result with a synergistic effect
against all the strains tested, since the concentrations were reduced
notably, where the lowest value of the test can be found against CK, a
yeast known for its intrinsic resistance to FCZ, presenting with an ICs,
of 1.57 pg/mL. In other words the concentration needed, in relation to
the control, fell by more than 100 times, where the natural product
could have changed the mechanism of resistance of this strain thus
allowing the drug to function.

Another aspect evidenced here are the concentrations of the tannic
fraction + FCZ in relation to the other CA and CT strains, where,

between 2.22 and 2.49 pg/ml, respectively, the concentration de-
creased by 170 and 370 times, this being the most advantageous as-
sociation of the test. In addition, another positive factor is that with the
drop in concentration, this may consequently lead to a decrease in
toxicity and possible side effects, taking into account the toxicity of
most antifungal references. This natural product therefore holds active
compounds, and is a potential candidate for development of adjuvant
drugs, which after further experiments and in-depth studies could be
used to treat fungal diseases. The association of the fractions with FCZ
also obtained similar results to the previous ones, with a synergistic
effect in all tested strains, as observed in Table 4.

‘When analyzing the curves in Fig. 3a, the action of the compounds
in combination with Fluconazole against CA 40006 can be observed
where, in this figure, all compounds were shown to be more effective
than FCZ in isolation. The Flavonoid fraction showed mild syner gism at
the concentrations of 4 and 8 pg/mL, however their concentrations
were very close to those of the control, this not being a very advanta-
geous association. It was observed that the tannic fraction in association
with FCZ, as well as the fractions in association with each other and

Table 2
UPLC-ESI-QTOF-MS- identification of chemical constituents of the Tannic Fraction Dried Leaves of Psidium guajava.
Peak no. Rt [M-H]" IM-H] Product Empirical Ppm Putative Name Referéncias
Min Observed Calculated Ions (MS/MS) Formula (errar)
1 0,98 481,0635 4B1,0618 3430571, 301,0002, CagHy70,: 35 Mot identified
275,0254, 191,0117,
2 2558 933,0651 933,0634  300,9976 CoHxly 18 Vescalagin/Castalagin Isomer (Diaz-de-Cerio et al.,
2016}
3 3206 289.0702 289,0712 2450755, 125,0241 CisHis0s 35 Catechin (Diaz-de-Cerio et al.,
2016)
4 4438 301,0357 301,0348  178,9949, 151,0021 CysHaD: an Quercetin (Diaz-de-Cerio et al.,
2016}
5 5.136 5850884 5850880  433,0740, 301,0302, CaHp0ys  0F Guavinoside C (Diaz-de-Cerio et al.,
169,0181 2016)
6 6,00 5571279 557,1205  169,0120, 243,0628, CarHngyy 29 2 6-dihydroxy-3-methyl-4- 0-(6"-0-gal layl-f-o- (Diaz-de-Cerio et al.,
313,0548 glucopyranosyl)- benzophenone 2016)
7 7861 501,3220 5013216 ____ CagHss0s 06 Mot identified
8 122435 491,2435 4912434 CaoHs=0s 02 Mot identified
9 13043  491,23790 4912375 ___ CyHy 0 08 (15*,55*}-2,2-Bis{hiphenyl-4-yl}-5-indian 1- (Diaz-de-Cerio et al.,
yltetrahydrofuran(IV-81) 2016)
10 17898 473,2340 473,2328  270,0552 CyoHs0s 25 Not identified Chang et al,, 2013

The compounds were tentatively identified according to mass spectra and corresponding literature data. Peak no.: Peak number, Rt min: Retention time in minutes,
[MH] - Observed: Mass observed in experiment, [MH] - Caleulated: Mass caleulated by sofrware, Product Tons: Tonic product, Ppm:, Putative name: Possible name.
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Table 3
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ICsp (pg/mL) of the Flavonoid and Tannic Fractions of P. guajava L. Dry Leaves against Candida strains.

Strains Huconazole FFDLPG TFDLPG FFDLPG + TFDLPG
(FCZ)
CA INCQS 40006 3788 * 1,32 *2690,52 + 318 *69,29 = 1,89 *207,8 = 428
CTINCQS 40042 925,56 *= 1,99 *3444.62 + 347 *188,9 = 2,50 *315,1 = 441
CK INCQS 40095 163 + 155 *1199,57 * 3,66 *261,7 = 3,25 *115,7 *= 258
FCZ: Fluc le, FFDLPG: FL id Fraction of Dried Leaves of Psidium guajava, TFDLPG: Tannic Fraction Dried Leaves of Psidium guajava; CA: Candida albicans;

CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; INCQS: National Institute of Quality Control in Health, *p = 0.05 in relation to FCZ control.

with FCZ acted synergistically demonstrating a statistically significant
potent inhibitory effect at concentrations from 2 to 1024 pg/mL. Still
regarding the association of the fractions with FCZ, these obtained
considerable values since they showed complete fungal growth inhibi-
tion in the concentration of 128 pg/mL. This value becomes important
since this level of inhibition with a concentration =500pg/mL is
considered clinically relevant (Rosas et al.,, 2007), proving to be a
probable and promising alternative against the tested fungus.

In Fig. 3b we observe the performance of the substances against CT,
where all the associations acted synergistically, especially in the con-
centrations of 16-1024 pg/mL, especially for the tannic fraction which
at concentrations of 2 and 8 pg/mL was shown as a potent inhibitor.
This fact associated with an ICsg of 2.49 pg/mL makes this conjuction a
promising result.

In relation to CK (Fig. 3¢), the tannic fraction showed a significant
synergism in the range of 2-64 pg/mL Moreover, the flavonoid fraction
evidenced its synergistic and inhibitory potential at 128 pg/mL. Like-
wise, the association of the fractions with FCZ showed a considerable
inhibitory potential, since at 256 pg/mL 100% fungal growth inhibition

A

1. Catechin

3. Reynoutrin

4. Guajaverin

OH

5. Myrciaphenone B

B. Morin

was reached.

3.4. Minimum fungicide concentration: evaluation of the association of the
individual fractions, in association with each other and in combination with
fluconazole: fungicidal or fungistatic effect

The MFC of the fractions were considered the concentrations which
caused an absence of colony growth. The values varied from 512 to
=4096 pg/mL where the fractions in their intrinsic activity through
microdilution, presented a fungistatic effect, since they reduced yeast
population in the assay, however these maintained values of 4096 pg/
mL.

When investigating the potential of the fractions in association with
Fluconazole, the majority ¢ d with a fung ic effect (4096 pg/
mL), except for the Tannic fraction + FCZ against the CK 40095 strain,
as they showed a fungicidal effect with values of 512 pg/mL. The
Tannic + Flavonoid + FCZ combination against CK resulted in a fun-
gicidal effect at 2048 pg/mL. For the fractions in association with each
other and with FCZ, knowing that FCZ is a fungistatic antifungal, a

OH

B

OH

"0H

2. Catechin

1. Vescalagin OH O
3. Quercetin
OH O
O-Galloyl
sy oAl

-
OH
4. 2,6-diydroxy-3-methyl-4-0-(6™-0-galloyl-B-D-glucopyranosyl)- benzophenone

Fig. 2. Main structures corresponding to the identified compounds A: Flavonoid Fraction of Dried Leaves of Psidium guajava and B: Tannic Fraction of Dried Leaves of

Psidium guajava.
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Fig. 3. Antifungal effect (pg/mL) of Flavonoid and Tannic Fractions of P. guajava L. Dried leaves, isolated and associated with Fluconazol as a control against Candida

strains.

fungicidal action against the drug resistant strain in question, with
possibly increased efficacy, occurred.

3.5. Fraction activity on fungal morphology: virulence control

In the micromorphological analysis different concentrations of the
fractions were used: 512 (SCA/4), 2048 (SCA) and 4096 (SCAX2) pg/
mL These determined efficacy through altering and preventing fungal
dimorphism of C. albicans, C. krusei and C. tropicalis, reducing and even
inhibiting the manifestation of the virulence mechanism that is the
process of filamentous structure formations, as their concentrations
were increased.

In Fig. 4 we have examples of the photos taken during the assay,
demonstrating growth control (Fig. 4A) where we observe and confirm
the presence of virulence in the tested strains. In the second photo we
have the beginning of regression of the filamentous structures (Fig. 4B),
and in the consecutive photo we have the total hyphal inhibition
(Fig. 4C).

From the readings and hyphal extension measurements the action of
the Fractions and Fluconazole on the strains were noted in Fig. 5. In the
first moment, a perceptible action against CA in the highest con-
centration tested, 4096 pg/mL, where inhibition was effective both for
the Flavonoid fraction and the fractions in association was verified,
acting even better than FCZ. However, the tannic fraction was not ef-
fective against the virulence factor, since even in the highest con-
centration the filaments appeared to be larger than the growth control
At 2048 and 512 pg/mL concentrations a reduction of the structures
occurred, however this was not effective enough to inhibit the

Table 4

mechanism of virulence.

The effect against CT morphology in Fig. 6 shows inhibition by the
Flavonoid fraction and the fractions in association as they prevented
morphological transition at 4096 and 2048 pg/mL concentrations. At
the concentration of 512 pg/mL, the Flavonoid fraction significantly
reduced the hyphae. The antifungal fluconazole, even in the highest
concentrations did not inhibit the mechanism of virulence of the strains,
only being able to reduce their quantity.

In relation to CK, the fractions and their association were able to
prevent the species from exhibiting its virulence potential at the
4096 pg/mL concentration, while the intermediate concentration a
significant reduction in the dimorphism was observed. Fluconazole
acted by reducing hyphae, however it was not able to prevent mor-
phological transition.

From this test, the Flavonoid Fraction stands out by the fact that it
prevented one of the fungal mechanisms of virulence, which is di-
morphism, in the three species tested at the SCAx2 concentration.

4. Discussion

Guava is used in Brazil for the treatment of oral conditions, where
both the leaves and peelings are used for the preparation of teas to be
drank whilst hot, with the intensions of fighting ulcers, which can be
caused by Candida strains (Borba and Macedo, 2006; Oliveira et al.,
2010; Sanda et al, 2011).

Flavonoids, such as naringenin, flavones and flavonol, including
kaempferol, morin and quercetin, are part of an extensive group of
secondary plant metabolites that have been described as having

ICsp (pg/mL) of Flavonoid and Tannic Fractions of P. guajava L. Dried Leaves associated with Fluconazole against Candida strains.

Strains Fluconazole FFDLPG + FCZ TFDLPG + FCZ FFDLPG + TFDLPG + FCZ
(FCZ)
CA INCQS 40006 3788 = 1,32 *176,59 = 3,34 *2,22 = 101 *3,75 = 0.01
CTINCQS 40042 925,56 = 1,99 *3588 = 205 *2,49 = 716 *14,39 = 040
CK INCQS 40095 163 = 1,55 *77,3 = 2,86 *1,57 = 3,20 *86,88 * 131
FCZ: Fluc le, FFDLPG: FL id Fraction of Dried Leaves of Psidium guajava, TFDLPG: Tannic Fraction Dried Leaves of Psidium guajava; CA: Candida albicans;

CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; INCQS: National Institute of Quality Control in Health, *p = 0.05 in relation to FCZ control.
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Fig. 4. Antifungal effect of Flavonoid and Tannic Fractions of P. guajava Dry Leaves isolated and associated with the standard antifungal in pg/mL.

antimicrobial and antioxidant activities (Rauha et al., 2000; Flores
et al., 2013).

In the study by Shu et al. (2012), chromatographies of the P. guajava
L leaf extract were carried out and the following constituents were
found: a diphenylmethane, a benzophenone and eight flavonoids, re-
spectively, were isolated and elucidated as 2.6-dihydroxy-3-for-
maldehyde-5-methyl-4-0-(600-0-galoyl-v-glucopyranosyl)-diphe-
nylmethane, 2,6-dihydroxy-3.5-dimethyl-4-0-(6"-0-galoyl-p-glucopyr-
anosyl)-benzophenone, kaempferol, quercetin, quercitrin, isoquercitrin,
guaijaverin, avicularin, hyperoside and reynoutrine. From these, four
metabolites coincide with those found in our study, as can be seen in
Tables 1 and 2, such as 2,6-dihydroxy-3,5-dimethyl-4-0-(6"-0-galloyl-
p-glucopyranosyl)-benzophenone, quercetin, guajaverin and reynou-
trine.

In the study by Chang et al. (2013), chemical analyzes of guava
leaves found principal constituents, among them, quercetin, myricetin,
catechin, gallic and ellagic acid and their derivatives, corroborating
with our study where we also found some of these compounds, as can
be seen in Tables 2 and 3 Gallic acid, catechin, epicatechin, rutin,
quercetin, naringenin and kaempferol, were also found in guava leaves
in the study by Chen et al. (2010), some have antioxidant activity
(Alvarez-Suarez et al., 2018).

One of the problems faced is resistance to antifungal drugs, both
intrinsic and acquired, which usually occurs among all these species in
several classes of the antifungal drugs (Day et al., 2013). In addition,
the increasing use of antifungal drugs from the azole class, both for

PA i e ® B

preventive use and for treating active infections, increased the p
valence of fluconazole-resistant candidoses in the United States :
nually by > 3,400, as certified by the Center for Disease Control a
Prevention thus framing fluconazole-resistant Candida as a seric
threat, this reaching the same threat level as methicillin-resistant S
phylococcus aureus (MRSA) (CDC, 2013).

The drug fluconazole, used in these experiments, acts by inhibiti
the biosynthesis pathway of the major fungal cell membrane comj
nent, ergosterol. Consequently, fluconazole inhibits the enzyme lam
terol 14-alpha-demethylase in the eytochrome P-450 enzyme system
fungi, which is encoded by the ERG11 gene. Thus, lanosterol can not
converted to ergosterol and consequently the accumulation of p
cussors occurs causing instability in the fungal membrane (Carril
Mufioz et al., 2006).

Therapy to combat fungal infections, particularly in the i
munocompromised patient population, is a challenging task, a
therefore, there is an immediate need for new antifungal drugs that ¢
overcome resistance and decrease the side effects associated with hi
drug doses (Calabrese et al., 2013). The association of drugs whi
achieve synergistic results generates, as an effect of this interactic
efficacy elevation of the therapeutic effect. a decrease in minimt
inhibitory concentration, regression of antibiotic resistance develc
ment and a decrease in host toxicity. Therefore, the use of substances
association has been widely researched and used as alternatives for
treatment of infections (Karla Monik et al., 2015).

Beatriz et al. (2012) in their research reported the activity of

9% =1 sum

Fig. 5. Demonstration of the progressive reduction of filamentous structures.
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guajava leaf extracts (50 mg/mL) against various fungi. The hexane
extract had an effect against all strains, among them were C. albicans
and C. parapsilosis, whereas the methanolic and acetone extracts were
active for 70% of them. The inhibition zones varied between 10 and
19 mm.

Morais-Braga et al. (2017) in their study evaluated the action of P.
guajava L. extracts against C. albicans and C. tropicalis resulting in a MIC
of the products in this study determined as 8192 pg/mL in which a
marked reduction in the percentage of viable microorganisms was ob-
served. The results from the Minimal Fungicide Concentration showed
that, at the concentrations tested, no extract showed a fungicidal effect
(> 8192 pg/mL).

In the study by Egharevba et al. (2010) the potential of hydro-
methanolic, methanolic, ethyl acetate and hexane extracts from P.
guajava leaves against C. albicans ATCC and isolates were investigated.
In the diffusion test using the 10 mg/mL and 20 mg/mL (hexane) con-
centrations, halos varying from 15 to 30mm were formed, while in the
broth dilution test the MIC varied from 1.25 to 10 mg/mL, with em-
phasis on the methanolic extract, corroborating with our work.

In the study by Machado et al. (2016) the antifungal activity from
leaf fractions of one regional guava type, Acca sellowiana (0.berg)
Burret, from the same P. gugjava family (Myrtaceae), were tested
against 19 non-albicans Candida clinical isolates species, among them
were C. tropicalis and C. krusei, presenting with a MIC of 8
and = 500 pg/mL against C. tropicalis and C. krusei, respectively.

Using 20 pL of a P. guajava L. hydroethanolic extract (70%), Fonseca
and Botelho (2010) observed growth inhibition of Candida albicans,
Candida tropicalis and Candida krusei strains, with inhibition zones of
14, 11 and 10 mm, respectively. Another investigation with the aqu-
eous, ethanolic and acetone extracts from the leaves had an effect on C.
albicans, C. krusei, Candida glabrata and Candida dubliniensis yeasts with
MICs ranging from 15, 62-250 pg/mL (Assunceedil et al,, 2013).

Some phenolic compounds such as gallic acid, catechin, luteolin and
quercetin demonstrated in vitro antifungal potential against different
Candida species, including C. albicans and C. tropicalis in the study
carried out by Alves et al. (2014), a fact which is in line with our study.
da Silva et al. (2014) evaluated flavonoid interactions (catechin,
quercetin and epigallocatechin), using in vitro microdilution, associated
with fluconazole against fluconazole resistant C. tropicalis, where it was
possible to observe a considerable synergistic antifungal effect in the
study, reducing MICs of isolated flavonoids from 64 pg/mL up to
0.25 pg/mL, corroborating with our study, since the same flavonoids
were found in the present study.

Other isolated compounds, also detected in this chemical analysis,
showed antifungal activity. Quercetin and Guajaverina were tested by
microdilution against C. albicans ATCC 90028, presenting an antifungal
activity with MIC = 128 pg/mL (da Silva 54 et al., 2017). Kaempferol,
Myrciaphenone B and Quercetin showed inhibitory activity against C.
albicans strains resulting in a MIC of 200 pg/mL (De Leo et al., 2004).
Ochoa- Pacheco et al. (2017) verified the antifungal potential of ellagic
acid isolated on Candida spp. where the component was active against
C. krusei with an ICg, of 128 pg/mL and inactive against C. albicans and
C. tropicalis, MIC = 2048 pg/mL.

In the study by Morais-Braga et al. (2016), when evaluating the
modifying effect of aqueous and hydroethanolic extracts from the
leaves of species of the genus Psidium, among which P. gugjova L. was
included, in association with Fluconazol against C. albicans and C. tro-
picalis synergistic extracts/antifungal relationships were observed.

The P. guajava extract activity on fungal morphology was reported
by Morais-Braga et al. (2017) at concentrations of 4,096, 8192 and
16,384 pg/mL which showed that they were able to alter C. albicans and
C. tropicalis dimorphism by decreasing hyphae and pseudohyphae at
increasing concentrations.

Canonico et al. (2014) evaluated the antimicrobial activity of the
flavonoids, quercetin, luteolin, kaempferol, fisetin, isorhamnetina,
acacetin, chrysin, apigenin, galangina and tamarixetina present in

Food and Chemical Toxicology xocx (xa0x) xx—sacx

honey extract, among which the tested microorganisms was Candida
spp. As a result it was perceptible that phenolic compounds had a po-
tential for inhibiting yeast morphological transition, preventing the
development of possible phenotypes exhibited by C. albicans due to
damage to the membrane integrity, thus morphological transition of
hyphae was reduced and consequently infection was reduced.

5. Conelusion

In this study, the flavonoid and tannic fractions from dried P. gua-
Jjava L leaves presented a relevant antifungal capacity. The fractions
presented in their composition mainly phenolic compounds with anti-
fungal effect previously evidenced which may have contributed to the
isolated and synergistic activity of the tests. The fractions inhibited
Candida spp., colonies with emphasis on the Tannic fraction, since its
action both in isolated use and in association obtained a synergistic and
fungicidal effect. The Flavonoid fraction inhibited colony formation,
however its effect was revealed as fungistatic. One of the best activities
in this study was the combination between natural product and anti-
fungal drug as it potentiated the action of the antifungal (Fluconazol),
reducing its concentration and increasing its effectiveness. The asso-
ciation regressed and affected a key factor of fungal virulence that is
dimorphism. These results show that these fractions may be considered
as possible sources of antifungal agents, however, more indepth studies
are needed to identify the active compounds and to prove their efficacy,
safety and mechanism of action.

Transparency document

Transparency document related to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2018.05.021.
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6. CONCLUSAO

As fracdes flavonoidica e tanica das folhas frescas e secas de P. guajava tiveram
seu potencial antifngico revelado frente a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei;

As fragcbes apresentaram em sua composi¢cdo, como era esperado, compostos
fenolicos, alguns com efeito antifingico ja evidenciado que podem ter contribuido para
o efeito sinérgico dos testes;

Quercetina, Galocatequina, Acido elagico, Reynoutrina e Guavinoside foram
compostos fenolicos comuns entre as fragdes tanto em folhas secas e frescas;

A fracdo Tanica de folhas frescas e secas apresentou uma atividade destacada em
relacdo as demais, tanto em sua atividade intrinseca, como em associacdo, com enfoque
para a Ultima principalmente frente a C. albicans e C. tropicalis.

A associacao das fraces para verificar a atividade intrinseca se mostraram mais
eficazes que a Fracdo Flavonoidica isolada, pois reduziram a concentracdo necessaria
para inibir 50% das coldnias;
efeito fungistatico, devido a reducdo das colénias em todas as cepas;

O potencial de inibicdo com melhor atividade foi a jungdo das fragcbes com o
farmaco, pois expressaram um efeito sinérgico, com a potencializacdo da acdo do
antifangico de referéncia (Fluconazol), reduzindo sua concentracdo e aumentando a
efetividade frente a todas as cepas testadas, com destaque, mais uma vez, para a fragéo
Tanica;

As fraces inibiram a ocorréncia de um importante fator de viruléncia flngica, a
transicdo morfoldgica de leveduras para hifas e pseudo-hifas;

Esses resultados mostram que estas fracGes possuem constituintes ativos
antifingicos, no entanto sdo necessarios estudos mais aprofundados no intuito de
comprovar a efetividade e a seguranca, de fato esses resultados faz desse produto
natural uma possivel alternativa para uma nova droga ou coadjuvante ao tratamento das
patologias fangicas.

Estudos adicionais usando modelos animais sdo necessarios para verificar a

eficacia in vivo das mesmas.
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