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RESUMO 

 

Psidium guajava L. (goiabeira) é uma planta amplamente utilizada para alimentação e 

na medicina popular em todo o mundo. Estudos demonstraram que suas folhas possuem 

propriedades antifúngicas, principalmente contra fungos do gênero Candida. As 

infecções por Candida spp. representam uma séria ameaça à saúde global e Candida 

albicans ainda é a principal responsável por candidíase invasiva na maioria das alas 

clínicas. Porém, uma quantidade considerável de pacientes estão sendo contaminados 

com espécies de Candida não albicans. Nesse estudo foram testadas frações 

Flavonoídica e Tânica das folhas para investigar sua composição química e o potencial 

antifúngico in vitro. Os ensaios microbiológicos foram realizados frente à Candida 

albicans, Candida tropicalis e Candida krusei por microdiluição para determinar a IC50, 

a curva de viabilidade celular e o efeito inibidor por meio da associação das frações, em 

concentração subinibitória, ao Fluconazol. A Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

foi realizada por subcultivo em meio sólido e os testes para verificar as mudanças 

morfológicas pela ação das frações foram realizados em câmaras de microcultivo em 

concentrações baseadas na microdiluição, Concentração 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 análise cromatográfica permitiram encontrar 

48 compostos nas quatro frações extraídas das folhas frescas e secas, sendo grande parte 

de compostos fenólicos, entre estes alguns com propriedades antifúngicas. A 

Concentração que inibe 50% das colônias- IC50 das frações isoladas e associadas entre 

si foram calculadas: as frações de folhas frescas variaram de 5,10 a 926,56 μg/mL e 

quando associadas ao fluconazol variaram entre 1,38 e 925,56 μg/mL. Já para as frações 

com folhas secas variaram de 69,29 a 3444,62 μg/mL, quando associadas ao fluconazol 

variaram entre 11,57 a 925,56 μg/mL, demonstrando que a associação do produto 

natural com o antifúngico apresentou um sinergismo destacado. No teste de CFM tanto 

nas folhas secas e frescas os valores foram semelhantes, pois na concentração ≥ 4096 

μg/mL reduziram, mas não eliminaram a formação de colônias, efeito fungistático. 

Porém quando associadas ao FCZ frente à CK as frações de folhas frescas inibiram todo 

crescimento nas concentrações 512 μg/mL e 1024 μg/mL e as de folhas secas também 

frente à mesma cepa com 512 μg/mL e 2048 μg/mL, caracterizando um efeito fungicida.  

As frações afetaram a habilidade de transição morfológica, evitando a formação de 

pseudo-hifas e hifas. As frações flavonoídica e tânica possuem um potencial antifúngico 

relevante, pois causaram a inibição fúngica em uso isolado e potencializou a ação do 

Fluconazol, reduzindo a concentração do mesmo, coibindo o dimorfismo celular, um 

dos fatores de virulência, evitando a invasão de substratos. As frações tânicas 

mostraram-se em evidência com os melhores resultados dos testes, com um 

desempenho mais significativo, além disso todas as frações apresentaram efeito 

sinérgico no teste de associação ao antifúngico de referência. Novos estudos serão 

necessários para elucidar o mecanismo de ação dos produtos naturais. Estes resultados 

destacam a espécie como fonte promissora de compostos ativos na inibição de 

crescimento e de virulência de Candida spp. 

 

Palavras-chave: Anti-Candida, fitoquímica, Fluconazol, Anti-pleomorfismo, goiaba. 
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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 IC50, 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 IC50 of the 

isolated and associated fractions were calculated, the fractions of fresh leaves to be 

between 5.10 and 926.56 μg/mL, when associated with fluconazole ranged from 1.38 to 

925.56 μg/mL. The dry leaf fractions varied from 69.29 to 3444.62 μg/mL, when 

associated with fluconazole ranged from 11.57 to 925.56 μg/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 μg / 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 μg / mL and 1024 μg / mL and dry leaves at the same 512 μg 

/ mL and 2048 μg / 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. INTRODUÇÃO 

 

O acometimento por infecções fúngicas nos seres humanos tem ganho destaque 

nos últimos anos e dentre os fungos mais comuns nas infecções, se destacam os do 

gênero Candida, estando entre as espécies causadoras de infecções oportunistas 

(ÁLVARES, 2007).  

Isso se justifica pelo fato de estarem muito bem adaptadas ao corpo humano, 

podendo colonizá-lo sem produzir sinais de doença em condições de normalidade 

fisiológica. Porém, podem tornar-se patogênicas em pacientes imunossuprimidos, 

gerando infecções que são de difíceis diagnósticos e estão associados à elevada 

mortalidade e morbidade (MENEZES et al., 2013). 

Quanto às manifestações clínicas, podemos dividi-las em cutaneomucosas, 

sistêmicas e alérgicas (BARBEDO; SGARBI, 2010). O tratamento dessas patologias é 

realizado com drogas sintéticos com atuação sistêmica como a anfotericina B, 

fluconazol, itraconzaol, voriconazol e equinocandinas, sendo os azois os mais usados, 

devido ao seu baixo custo e baixa toxicidade (PFALLER, 2012).  

A disponibilidade de agentes antifúngicos para o tratamento de infecções 

sistêmicas é, 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 

resistência aos antifúngicos e as dificuldades para um tratamento efetivo (PFALLER, 

2012).   

Como forma de amenizar essa resistência e dificuldade no tratamento as 

plantas medicinais são fortemente usadas pela população para o tratamento de 

infecções, 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 têm sido avaliados não só pela sua atividade 

antimicrobiana direta, mas como um agente de modificação de resistência aos 

antifúngicos, que pode ser um efeito sinérgico ou antagônico (CHUNG et al., 2011; 

CALIXTO JÚNIOR et al., 2015). O uso associado de plantas medicinais ou dos seus 

compostos derivados pode interferir, inibindo ou intensificando o efeito terapêutico dos 

antimicrobianos convencionais (BASTOS et al., 2011). 
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A combinação de drogas com efeitos sinérgicos gera, como resultado dessa 

interação, aumento da eficácia do efeito terapêutico, diminuição da CIM, diminuição do 

desenvolvimento da resistência a antifúngicos e diminuição da toxicidade no hospedeiro 

(SILVA et al, 2016). 

A utilização de constituintes derivados de plantas na área farmacêutica tem 

crescido de forma significativa, por conta da variedade das propriedades medicinais e a 

sua a possibilidade de toxicidade menor, quando comparados às drogas sintéticas (TAN 

et al., 2015).  

As plantas apresentam vias metabólicas originando diversos tipos de grupos de 

compostos. Entre eles encontram-se os alcaloides, flavonoides, quinonas, taninos ou 

terpenos (SIMÕES, 2017).  

Os flavonoides e os taninos têm merecido destaque em virtude da sua ampla 

gama de ações biológicas e terapêuticas demonstradas tanto em condições 

experimentais como em seres humanos (NIJVELDT et al., 2011). A bioprospecção de 

óleos essenciais ou extratos vegetais tem sido bastante estudado, bem como o 

isolamento de seus compostos majoritários (ALENCAR, 2014).  

O Brasil possui uma extensa diversidade vegetal na qual estão incluídas 

espécies do gênero Psidium, encontrados nos mais variados ambientes nas regiões 

neotropicais através de cultivo, sendo usadas tanto para a alimentação, quanto para 

finalidades terapêuticas (BRAGA, 2016; COSTA, 2009; FRANZON et al., 2009).  

O gênero Psidium possui uma série de atividades biológicas comprovadas 

através de ensaios in vitro e in vivo, entre as quais, o efeito antifúngico 

(SUWANMANEE; KITISIN; LUPLERTLOP et al., 2014). Dentre as espécies desse 

gênero, Psidium guajava L., possui valor etnomedicinal, onde é conhecida por sua 

versatilidade terapêutica, sendo utilizada para o tratamento de sintomas associados às 

infecções causadas por Candida spp. (MORAIS-BRAGA et al., 2016). 

Com base nos fatores citados acima, esse estudo consiste na investigação da 

composição química, ação antifúngica, efeito modulador do fluconazol e anti-

pleomorfismo, das frações flavonoídicas e tânicas (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 ação antifúngica das frações flavonoídica e tânica (in 

vitro) de folhas P. guajava L. (goiaba) sobre cepas de Candida albicans, Candida 

tropicalis e Candida krusei. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Realizar a prospecção fitoquímica das frações; 

 Determinar a IC50 das frações isoladas, associadas entre si e do 

fluconazol sozinho e em combinação;  

 Identificar o tipo de efeito antifúngico (fungicida ou fungistático) através 

da determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM), das frações e do 

fluconazol; 

 Verificar se as frações, em concentração sub-inibitória (CFM/16), 

exercem efeito sobre a ação de antifúngico comercial (fluconazol) quando associados; 

 Averiguar a ação das frações e do fluconazol sobre o dimorfismo celular 

de leveduras de Candida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

19 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA: 

3.1 PRODUTOS NATURAIS 

Ao longo dos tempos o conhecimento popular vem sendo transmitida de forma 

empírica entre as gerações. O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas é vasto 

e, em muitos casos, é o único recurso disponível que a população rural de países 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 

originários de agentes terapêuticos e de diversidade estrutural (LAHLOU, 2013).  

Por milhares de anos, as plantas medicinais têm sido uma rica fonte de agentes 

terapêuticos e muitos dos medicamentos encontrados na atualidade são derivados de 

produtos naturais. Os vegetais representam as maiores fontes de compostos ativos que 

podem ser usadas na terapêutica, devido à grande diversidade estrutural de metabólitos 

produzidos. Nos últimos anos tem havido um renascimento do interesse em fármacos 

naturais ou à base de plantas. Esses compostos podem agir em associação no corpo 

humano e podem fornecer propriedades terapêuticas únicas (ATANASOV et al., 2015; 

BRANDÃO et al., 2010; HUIE, 2002).   

Inúmeros compostos derivados de plantas medicinais têm sido utilizados como 

protótipos para a síntese de novos agentes terapêuticos. Isso proporciona a elaboração 

de diversos fármacos com funções terapêuticas diversificadas (BARBOSA-FILHO et 

al., 2007; NEWMAN; GRAGG, 2012) podendo melhorar a atividade e diminuir a 

toxicidade de tratamento antifúngico (HARVEY et al., 2015). 

3.2 A FAMÍLIA Myrtaceae E O GÊNERO Psidium 

A família Myrtaceae possui 10 gêneros entre os quais Psidium está inserido 

(GIARETTA;PEIXOTO, 2015) e seus indivíduos apresentam hábito que pode variar 

entre arbustivo, subarbustivo e arbóreo (SOBRAL et al., 2015).  

Possui grande importância econômica, uma vez que várias espécies são 

utilizadas na alimentação, 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 fabricação 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 áreas tropicais e subtropicais do planeta (ORWA et al., 

2009; DA SILVA, 2013). Existem aproximadamente 324 espécies de goiabas 

conhecidas nas regiões tropicais da América Central e América do Sul, espalhadas e 

cultivadas principalmente em países subtropicais e tropicais (LIMA et al., 2010).  

No Brasil a espécie pode ser encontrada em todas as regiões do país, 

(SOBRAL et al., 2015). P. guajava pode ser conhecido por sinônimos, 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 Jacq., 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 são 

utilizadas, como as folhas, para tratar doenças. Esta planta fornece compostos 

terapêuticos amplamente utilizados isoladamente ou em combinação com outras plantas 

de importância medicinal por pessoas locais em todo o mundo (GUTIÉRREZ et al., 

2008; SANDA et al., 2011). 

Com um considerável destaque no uso medicinal, P. guajava tem suas partes 

utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades, tais como infecções respiratórias, 

intestinais e urinárias, cólera, diabetes, hipertensão, dores, doenças sexualmente 

transmissíveis, doenças de pele, gastrites, úlceras, micoses, aftas, diarreia, entre tantas 

outras, sendo preparada na forma de decocção, infusão, tintura, pasta e pó 

(BARBALHO et al., 2012; BORBA e MACEDO, 2006; GUTIÉRREZ, MITCHELL & 

SOLIS, 2008; SHRUTHI et al. 2013, MORAIS-BRAGA et al., 2017). 
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Concomitantemente, os pesquisadores têm realizado estudos para investigar o 

potencial antifúngico de algumas espécies vegetais, como a goiabeira em razão de sua 

extrema riqueza em biomoléculas naturais, que apresentam atividades significativas e 

que devido à sua composição química, muitas vezes, minimizam o desenvolvimento de 

resistência dos patógenos e, geralmente, apresentam baixa toxicidade para as células de 

mamíferos (LEE et al., 2013). 

3.2 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

O metabolismo dos vegetais é definido como o conjunto total das 

transformações e reações das moléculas orgânicas, catalisadas por enzimas, que ocorre 

nas células vivas, suprindo o organismo de energia, renovando suas moléculas e 

garantindo a continuidade do equilíbrio vegetal (MARZZOCO & TORRES, 2007; 

PEREIRA & CARDOSO, 2012), ocorrendo que plantas da mesma espécie possam ter 

metabólitos diferentes.  

Essas reações possuem certa direção devido à presença de enzimas específicas, 

estabelecendo, assim, as rotas metabólicas, visando o aproveitamento de nutrientes para 

satisfazer as exigências fundamentais da célula. Além do metabolismo primário, 

responsável pela síntese de celulose, lignina, proteínas, lipídeos, açúcares e outras 

substâncias importantes para a realização das funções vitais, as plantas também 

apresentam o chamado metabolismo secundário (CHAMPE et al., 2008). 

Os metabólitos secundários, geralmente de estrutura complexa, baixo peso 

molecular, possuem atividades biológicas marcantes e, diferentemente dos metabólitos 

primários, apresentam-se em baixas concentrações e em determinados grupos de plantas 

(BERG, LUBERT, 2008).  

É sabido que a ingestão de alguns desses metabólitos interferem em diversos 

processos fisiológicos, e auxilia na absorção e na ação de vitaminas, por atuar nos 

processos de cicatrização, 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 fisiológicos, entre 

eles o auxílio na absorção e na ação de vitaminas, podendo atuar nos processos de 

cicatrização, como antioxidantes, além de apresentarem atividade antimicrobiana 

(OLIVEIRA et al., 2013).  
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3.2.1 Flavonoides 

 

Os flavonoides são substâncias aromáticas contendo 15 átomos de carbono 

(C15) no seu esqueleto básico (Figura 1). Este grupo de compostos polifenólicos possui 

uma estrutura comum caracterizada por dois anéis aromáticos e um heterociclo 

oxigenado, formando um sistema C6-C3-C6. Já foram identificadas mais de 8.000 

substâncias pertencentes a este grupo (PEREIRA, 2015).  

Quimicamente são compostos derivados da via do ácido chiquímico-acetato, 

caracterizados por apresentarem dois núcleos fenólicos ligados por uma cadeia de três 

carbonos (HARBONE, 1984; HARBONE et al., 2000). Essa classe do metabolismo 

secundário das plantas é obtida da via dos fenilpropanoides, os chamados polifenois 

(ZUANAZZI; MONTANHA, 2003). 

Suas principais classes são as antocianinas, flavanas, flavonas, os flavonois e 

isoflavonoides (LAZARY, 2010). São considerados um dos maiores grupos de 

metabólitos secundários das plantas, e encontrados amplamente em frutas, folhas, chás e 

vinhos, podendo ser pigmentos naturais com papel importante, tendo como função 

principal proteger estes organismos contra agentes oxidantes (LOPES et al., 2010). 

 

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

ligados através de um anel pirano (C). 

 

Fonte: Adaptado de Beecher, 2003. 

 

Os flavonoides possuem múltiplos efeitos biológicos, como atividade 

antioxidante, anti-inflamatória e antitumoral, poder de redução da fragilidade e 

permeabilidade capilares; inibição da destruição do colágeno a agregação plaquetária 
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(ARAÚJO, 2008; FILHO et al., 2001), ações antimicrobianas e, em especial pela ação 

antifúngica (SOMNEZ et al., 2005; CUSNHIE & LAMB, 2005).  

Em testes realizados com animais, estes compostos demonstram possuir 

atividade terapêutica, como por exemplo, aos sistemas imunológico, circulatório, 

cardiovascular e nervoso (GEORGIEV et al., 2014).  

 

3.2.2 Taninos  

 

São compostos fenólicos altamente reativos quimicamente que formam pontes 

de hidrogênio, intra e intermoleculares (MONTEIRO et al. 2005). Os taninos são 

classificados de acordo com a estrutura química em dois grupos: taninos hidrolisáveis e 

taninos condensados. Taninos hidrolisáveis possuem um grupo poliol central (em sua 

maioria, é β-d- glicose, mas também o ácido quínico, outros fenois e outros glicósidos); 

e hidroxilas esterificadas pelo ácido gálico (parte fenólica) (KHANBABAEE & REE, 

2001).  

Os taninos hidrolisáveis (Figura 2A) derivados de esqueletos (C6 e C1)n, que 

apresentam na sua constituição monômeros de ácido gálico (tanino gálico) ou ácido 

elágico (tanino elágico) e os taninos condensados (Figura 2B) protocianidinas, 

derivados de esqueletos (C6-C3-C6)n, que são formados pela polimerização de 

unidades de catequina (CARVALHO, 2016). 

São utilizados pela indústria no curtimento de couros e peles, no ramo 

petrolífero como agentes dispersantes, no controle da viscosidade de argilas na 

perfuração de poços (PAES et al., 2006; TANAC, 2012), também utilizados no 

tratamento de água de abastecimento e residuais (PELEGRINO, 2011; KLUMB & 

FARIA, 2012; TANAC, 2012), na produção de tintas e adesivos para madeira e 

derivados (TRUGILHO et al.,1997) e, em virtude de suas propriedades antissépticas, 

vêm sendo testados contra organismos xilófagos (VITAL et al., 2001; 

TRUGILHO et al., 2003; COLLI et al., 2007). 
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Figura 2: Representação estrutural dos taninos A- Hidrolisáveis e B- Condensados. 

 

 

Fonte: Adaptado de Paiva et al., 2002 

 

Estes compostos são facilmente oxidáveis, tanto por enzimas vegetais 

específicas quanto por influência de metais, como cloreto férrico, o que ocasiona o 

escurecimento de suas soluções (MELLO & SANTOS, 2001).  

Possuem a habilidade de formar complexos insolúveis em água com alcaloides, 

gelatina e outras proteínas, características nas quais são baseados os principais testes de 

detecção. A complexação entre taninos e proteínas é 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 aplicações de drogas juntamente com taninos estão relacionadas, com suas 

propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarreico e antisséptico, 

por via tópica formam uma camada protetora da parte mais expostas da pele e mucosas, 

defendendo assim as camadas subjacentes. Ao precipitar proteínas, os taninos propiciam 

um efeito antimicrobiano e antifúngico (BRUNETON, 1991).  

Pesquisas farmacológicas já demonstraram o potencial dos taninos encontrados 

na casca do caule de Stryphnodendron adstringens, com propriedades como (PANIZZA 

et al., 1988), atividade analgésica e anti-inflamatória (LIMA, MARTINS & SOUZA, 

1998) e efeitos gástricos anti-ulcerogênicos (AUDI et al., 1999). Outros estudos 

também verificaram que os taninos têm atividade inibidora contra protistas parasitas 

(HERZOG et al., 2002; HOLETZ et al.,2005; LUIZE et al.,2005), vírus (FELIPE et al., 

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

O gênero é constituído de aproximadamente 200 diferentes espécies de 

leveduras. Entre as espécies que o compõem, Candida albicans apresenta maior 

relevância em função de sua taxa de prevalência em condições de normalidade e de 

doença (ÁLVARES, 2007).  

Fungos do gênero Candida são organismos eucariontes que possuem parede 

celular, composta por uma camada interna de quitina e β-1-3-glucano, sobre a qual 

outros polissacarídeos e glicoproteínas estão aderidos (ERWIG; GOW, 2016). Possuem 

morfogênese celular variada, podendo se apresentar na forma de levedura, hifa e/ou 

pseudohifa e podem se organizar em dois estilos de vida planctônico e em biofilme 

(WONG et al., 2014). Em cultura com ágar Sabouraud dextrose (ASD) estes micro-

organismos se desenvolvem formando colônias de coloração de branca a bege com 

textura glabra ou lisa, brilhante ou seca (LACAZ; DUPONT, 2002; SILVA et al., 

2012). 

O delicado balanço entre o hospedeiro e esse fungo comensal pode-se 

transformar em uma relação parasitária, com o desenvolvimento de infecções 

denominadas candidíases (BARBEDO, 2010). O estabelecimento da infecção está 

geralmente associado a fatores predisponentes, como imunossupressão e o uso 

indiscriminado de antibióticos de largo espectro (PELEG et al., 2010; GOW et al., 

2011; WILIIAMS et al., 2013). 

Um exemplo de patologia por leveduras é a candidíase vulvovaginal, que 

corresponde a segunda infecção vaginal mais comum, com 50 a 75% das mulheres que 

sofrem dessa infecção pelo menos uma vez na vida e 5-8% desenvolvendo uma forma 

crônica e grave conhecida como recorrente candidíase vulvovaginal (CASSONE, 2015; 

SOBEL, 2016). 

De acordo com Wisplinghoff et al. (2014), no ranking de infecções 

microbianas as espécies pertencentes ao gênero Candida ocupam a quarta colocação e 

configuram-se como os patógenos mais comuns de seres humanos.  

Podemos encontrar rotineiramente na literatura outros agentes da candidíase, 

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 fúngica é um fator de grande importância tanto 

na invasão quanto na evasão das células hospedeiras. A forma leveduriforme 

(blastoconídio) parece dar início 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 difíceis de serem fagocitadas, devido a sua morfologia e ao tamanho. Estas formas 

alongadas estão relacionadas ao agravamento de estados patológicos (ROMÁN et al., 

2007). 

3.3.1 Candida albicans  

Candida albicans é a espécie em destaque na patogênese da candidíase, 

principalmente em função dos seus fatores de virulência e patogenia, como a capacidade 

de diferenciação de levedura para hifa (dimorfismo), expressão de fatores de adesão e a 

secreção de enzimas hidrolíticas (SILVA et al., 2012), favorecendo o seu 

desenvolvimento mais frequente, em relação às demais espécies (CORONADO-

CASTELLOTE e JIMÉNEZ-SORIANO, 2013). 

Podem existir três 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 não se separam da célula-mãe e 

mantém constrições nas junções septais. Já as hifas se apresentam como células 

alongadas de aspecto tubular sem, no entanto, possuir constrições nas junções septais 

(KIM e SUDBERY, 2011).   

Aproximadamente 90% de Candida isolados do líquido vaginal são 

identificados como Candida albicans, enquanto a minoria dos casos é causada por 

Candida não-albicans. No entanto, o número de casos de vaginite fúngica causados por 

não-albicans aumentou ao longo dos anos (CASSONE, 2015; GONÇALVES et al., 

2016; SOBEL, 2016). 

O aumento da frequência nos casos de candidíase, pode estar relacionado a 

constante exposição a antifúngicos, consequentemente havendo o surgimento de cepas 

multirresistentes, por sua vez infecções causadas por espécies de Candida não–albicans 

tem aumentado cada vez mais (LÓPEZ-MARTÍNEZ, 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 blastoconídio. As colônias têm coloração branca a creme, ou 

membranosas de superfície lisa ou rugosas (MENDES et al., 2005; (NADALIN; 

FURTADO, 2011)  

Apesar de sua relevância como patógeno humano, o seu potencial enquanto 

agente infeccioso ainda é pouco conhecido (MORALEZ et al., 2014). Entretanto, 

diversos fatores de virulência da espécie estão relacionados à sua patogenia, sendo 

alguns já conhecidos, e outros ainda em processo de estudo. Estes fatores de virulência 

são comuns à maioria das espécies de Candida, mas apresentam atributos específicos 

(DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). O surgimento de cepas de C. tropicalis 

resistentes a múltiplos fármacos revelou a importância de desenvolver novos 

medicamentos antifúngicos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; RAJASEKHARAN et 

al., 2015). 

Candida tropicalis é uma das espécies mais diagnosticadas em isolados 

clínicos, tornando-se responsável por diferentes tipos de infecções, onde os tratos 

gastrointestinais e urinários são importantes portas de entrada. Fungemias causadas pela 

espécie são observadas com maior frequência em pessoas com câncer, com idade 

avançada, apresentando taxa de mortalidade mais elevada do que a de outras espécies 

(MUÑOZ, et al., 2010). 

 

3.3.3 Candida krusei 

Candida krusei foi descrita como um agente causador de infecções fúngicas 

sistêmicas em pacientes suscetíveis, resultando nas menores taxas de sobrevivência, 

entre 90 dias (53,6%) entre Candida spp comum. (PFALLER et al.,2012). Embora a 

prevalência de C. krusei permaneça baixa (2%) entre infecções fúngicas (PFALLER et 

al., 2011), sua resistência intrínseca ao fluconazol aumenta preocupação epidemiológica 

e terapêutica. 

Essa espécie tem se revelado como um patógeno hospitalar ocasional, 

acometendo geralmente, pacientes portadores de patologias hematológicas cancerígenas 

e/ou submetidos a transplante de medula óssea (WEN et al., 1995). C. krusei é a quarta 

espécie não-albicans mais comum relacionada à candidíase invasiva e à candidemia, 

representando aproximadamente de 2,7% das espécies não-albicans isoladas nos 

Estados Unidos (PFALLER et al., 2014).  
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Além disso, o número de isolados desta levedura nestes tipos de infecções 

aumentou ao longo do tempo (PFALLER et al., 2014). Em particular, os pacientes com 

malignidades hematológicas e transplantes de medula óssea demonstraram estar em 

maior risco de infecção por C. krusei (WINGARD et al., 1991; PFALLER et al., 2008). 

Sendo essa espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol, alguns estudos 

apontam a resistência inata ao azole de C. krusei à atividade de bomba de efluxo, 

nomeadamente através do transportador de cassete de ligação a ATP Abc1p e redução da 

acumulação de drogas, no entanto os mecanismos ainda não são precisamente 

compreendidos (KATIYAR e EDLIND, 2001; LAMPING et al., 2009). 

 

3.4 TERAPIA ANTIFÚNGICA 

 

Para o tratamento das infecções causadas por Candida spp. recomenda-se o uso 

de antifúngicos, mesmo que ainda haja uma escolha limitada, desde os anos 90 que há o 

crescimento e descobertas crescentes de componentes e classes antifúngicas tais como 

os polienos, azólicos, equinocandinas e análogos de nucleosídeos (PARAMYTHIOTOU 

et al., 2014; SARDI et al., 2013). De acordo com Murray et al. (2015) os fármacos 

antifúngicos em disposição no mercado podem ser classificados com base no seu alvo 

de atuação na célula fúngica. 

Atualmente, vários fármacos podem ser utilizados no tratamento das infecções 

causadas por fungos (Quadro 1), porém, essa ―diversidade‖ torna-se relativamente 

pequena, quando lembramos o arsenal de drogas disponíveis para o tratamento de 

infecções bacterianas (SILVA, 2016).  

Isso é atribuível à natureza eucariótica das células fúngicas e a dificuldade de 

encontrar alvos únicos não compartilhados com hospedeiros humanos (GÓES, 2009). 

Quando se trata de uma doença sistêmica causada por Candida spp. é essencial que o 

tratamento seja apropriado e tratado precocemente para assim, reduzir a taxa de 

mortalidade, o tempo de permanência no hospital e os custos associados aos manejo 

clínico (AHMED et al., 2015; ALCAZAR-FUOLI & MELLADO, 2014; KÖEHLER et 

al., 2014). 
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Quadro 1. Fármacos antifúngicos e seus alvos celulares 

CLASSE FÁRMACO ALVO NA 

CÉLULA 

EFEITO 

POLIENOS Anfotericina B Ergosterol Fungicida 

 

AZÓLICOS 

Fluconazol 

Itraconazol 

Voriconazol 

Posaconazol 

 

Síntese do 

ergosterol 

 

Fungistático 

 

EQUINOCANDINAS 

Caspofungina 

Micafungina 

Anidulafungina 

 

Síntese de β-(1, 3)-

D- -glucano 

 

Fungicida 

ANÁLOGOS DE 

NUCLEOSÍDEOS 

 

Flucitosina 

Síntese do DNA e 

RNA 

 

Fungistático 

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

 

3.4.1 Azólicos: Fluconazol 

  

Os azois constituem a maior classe de agentes antifúngicos, sendo esta 

caracterizada por compostos sintéticos heterocíclicos com anel pentagonal (Figura 3) 

(MURRAY et al., 2015). Geralmente atuam com uma ação fungistática contra 

leveduras, como espécies de Candida, porém pode atuar como fungicida contra fungos 

filamentosos, como Aspergillus (SHAPIRO, ROBBINS & COWEN, 2011).   

Os azólicos atuam inibindo a biossíntese do ergosterol nos fungos, principal 

esterol presente na membrana celular fúngica. Esta alteração acontece por meio da 

inibição da enzima 14 α-desmetilase, microssômica do citocromo P450, que catalisa a 

remoção oxidativa do grupo 14α-metil do lanosterol, impossibilitando, dessa forma a 

conversão do lanosterol em ergosterol. O comprometimento da biossíntese do ergosterol 

e o acúmulo de lanosterol (14α-metil esterol, tóxico as células fúngicas) resultam na 

desagregação do arranjo lipídico da membrana, acarretando então o aumento da 

permeabilidade e interferência na ação de enzimas associadas à membrana, inibindo 

assim o crescimento e replicação dos fungos (MOHR et al., 2008).   

Com exceção de C. glabrata que apresenta pouca suscetibilidade e de C. krusei 

que é possui resistência intrínseca, o fluconazol é eficaz contra grande parte das 
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Candida spp. (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; PARAMYTHIOTOU et al., 

2014). 

 

Figura 3 Fórmula estrutural do fluconazol 

 

 

Fonte: Adaptado de França et al., 2014. 

É uma molécula de baixo peso molecular, hidrossolúvel (Figura 4), sua 

administração pode ser feita oralmente ou por via endovenosa, demonstrando um grande 

perfil de segurança. Com mais de 90% de biodisponibilidade oral e a sua absorção não é 

alterada nem por alimentos nem pelo pH gástrico. Atingindo melhor atuação com 1 a 2 

horas após a ingestão e, por ter uma reduzida ligação às proteínas plasmáticas, grande 

parte do fármaco ingerido mantem-se livre em circulação (PARAMYTHIOTOU et al., 

2014; SPAMPINATO & LEONARDI, 2013). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 ÁREA DE COLETA 

O material vegetal foi coletado em área rural no município de Crato, sul do 

Ceará, Brasil (425m, 07º,14’,18‖ de latitude Sul e 39º,23’,37‖ de longitude West de 

Greenwich). O período de coleta foi feito entre as 8:30 h e as 10:30 h da manhã no mês 

de março/2017. Do material coletado foi produzida uma exsicata que posteriormente foi 

depositada no Herbário Caririense Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) da 

Universidade Regional do Cariri – URCA, identificada por Karina Vieralves Linhares, 

como Psidium guajava L., família Myrtaceae, e registrada sob o número 13.222.  

 

4.2  MATERIAL VEGETAL 

 

O estudo foi realizado utilizando folhas jovens e sem indicativo de 

contaminação por parasitas de Psidium guajava L. de dois espécimes, conhecida 

localmente como goiaba. Para obtenção das frações utilizou-se folhas frescas e secas, 

sendo as mesmas posteriormente trituradas em pequenas partes para obtenção das 

frações.  

 

4.3 EXTRAÇÃO DA FRAÇÃO TÂNICA 

 

Para a preparação da Fração Tânica, 20 g das folhas trituradas foram 

misturadas com 50 mL da solução acetona/água (7:3), posteriormente colocada durante 

30 minutos em banho ultrassom a 5 °C. O resíduo foi filtrado e o procedimento foi 

repetido por mais duas vezes. As fases líquidas foram juntas e levadas para 

rotaevaporador para retirada da acetona. A fase aquosa foi particionada com 50 mL de 

Éter de Petróleo (Figura 6), por três vezes, posteriormente a amostra foi congelada e 

posteriormente liofilizada (TERRILL et al., 1992). 

 

4.4  EXTRAÇÃO DA FRAÇÃO FLAVONOÍDICA 

 

Para a extração da Fração Flavonoídica utilizamos 10 g do material vegetal 

adicionamos 100 mL de hexano (P.A), com auxílio do banho ultrassom, aquecendo a 5 
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°C, por dez minutos e em seguida levou-se à centrífuga (3.000 rpm) por dez minutos. O 

material foi filtrado e os procedimentos foram repetidos por mais duas vezes. Em 

seguida ao resíduo obtido anteriormente, foi adicionado 100 mL de clorofórmio, levado 

ao banho ultrassônico por dez minutos, seguindo os mesmos passos anteriores. Na 

ultima fase adicionamos 50 mL de acetato de etila, posteriormente levado ao evaporador 

rotativo (BARBOSA et al., 2004). 

 

4.5 IDENTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

DE ULTRAEFICIÊNCIA ACOPLADA A SISTEMA DE 

QUADRUPOLO/TEMPO DE VOO (UPLC-QTOF) 

 

A identificação dos compostos presentes nas frações foi realizada em sistema 

Acquity® UPLC acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF) 

(Waters Corporation, Milford, EUA), no Laboratório de Química e Produtos Naturais, 

Embrapa Agroindústria Tropical (Fortaleza, Ceará). As corridas cromatográficas foram 

realizadas em coluna Waters Acquity® UPLC BEH (150 x 2,1 mm; 1,7 µm), 

temperatura fixa de 40 ºC, fases móveis água com 0,1% de ácido fórmico (A) e 

acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 

min), fluxo de 0,4 mL/min e volume de injeção de 5 µl. O modo ESI foi obtido na faixa 

de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 ºC, temperatura de dessolvatação de 

350 ºC, fluxo do gás dessolvatação de 500 L/h, cone de extração 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 120ºC, temperatura de dessolvatação de 350 ºC, fluxo do gás 

dessolvatação de 500 L/h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi 

utilizada como lock mass. O modo de aquisição foi MSE (espectrometria de massas de 

alta energia). O instrumento foi controlado pelo software Masslynx® 4.1 (Waters 

Corporation, Milford, EUA). 

 

 

 

 

 

 



 

 

33 

 

4.6 ENSAIOS ANTIFÚNGICOS 

 

4.6.1 Cepas e meios de cultura  

 

As cepas utilizadas foram do tipo padrão obtidas da Coleção de Cultura 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Instituto Brasileiro de Controle de Qualidade em Saúde 

(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, alíquotas de levedura foram transferidas para tubos de ensaio contendo 

cada um 3 mL de solução de Cloreto de Sódio estéril (0,9%). A concentração do inóculo 

foi padronizada comparando-se à escala 0.5 de McFarland. O Caldo Sabouraud 

Dextrose (SDB, HIMEDIA), duplamente concentrado foi utilizado nos testes de 

microdiluição. Na análise micromorfológica foi usado o Potato Dextrose Agar (PDA) 

empobrecido acrescido de ágar bacteriológico. 

 

4.6.2 Drogas, reagentes e preparação de soluções  

 

O dimetil sulfóxido (DMSO, Merck, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado para a 

diluição das frações, e o fluconazol antifúngico (Cápsula – Prati donaduzzi), diluído em 

água, foi utilizado como medicamento de referência. A solução do produto foi 

preparada pesando 0,05 g das frações e depois diluímos em 1 mL de DMSO. Para obter 

a concentração desejada para o teste, as frações foram ainda diluídas em água destilada 

estéril (4.096 µg/mL) de modo que a concentração de DMSO não exercesse qualquer 

atividade nas células dos testes (STOPPA et al., 2009). 

 

4.6.3 Determinação da IC50 e obtenção da curva de viabilidade celular  

 

Nesse teste utilizamos as frações isoladas e combinadas entre si através do 

método de microdiluição em caldo em placas de 96 poços. Cada poço foi preenchido 

com 100 μL de CSD contendo 10% de inóculo fúngico e, em seguida, foram 

adicionados 100 μL do produto natural (4.096 μg/mL) ou fluconazol (referência 

antifúngica) na mesma concentração, ao primeiro poço seguido a diluição em série. As 
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concentrações nos poços variaram de 2 a 2048 μg/mL. O último poço foi utilizado como 

controle de crescimento (JAVADPOUR et al., 1996). Foram também preparados 

controles para o diluente dos produtos (com solução de Cloreto de sódio 0,9% no lugar 

do inóculo) 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 espectrofotômetro 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 IC50 das frações (MORAIS-BRAGA et al., 2016). 

 

4.6.4 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM)  

 

Para este teste, a ponta de uma haste estéril foi inserida em cada poço da placa 

do teste de microdiluição após a incubação de 24 h (exceto no controle de esterilidade). 

Depois de misturar o meio em cada poço, a haste foi levada a uma placa de Petri 

contendo SDA, com auxílio de uma cartela guia fixada no fundo da placa para a 

subcultura de levedura. Após 24 h de incubação, as placas foram inspecionadas para 

qualquer formação de colônias de Candida (ERNST et al., 1999, com modificações). A 

concentração em que não houve crescimento de colônias de fungos foi considerada a 

CFM do produto natural. 

 

4.6.5 Avaliação do efeito modificador da ação do Fluconazol  

 

Inicialmente foi verificada a ação das frações e do fluconazol, individualmente 

sob o crescimento de leveduras. E neste teste foi avaliado o efeito das frações isoladas e 

combinação das frações com a droga de referência, para constatar se houve ou não 

potencialização da ação do antifúngico pelas frações. Para tanto, utilizou-se o produto 

natural em concentração subinibitória (CFM/16), de acordo com a metodologia utilizada 

por Coutinho et al. (2008 modificado). Caso a fração potencialize a ação do antifúngico, 

o efeito verificado é considerado do tipo sinérgico, caso prejudicasse a atuação deste, 

ficaria constatado um efeito antagônico. As placas foram preenchidas com 100 µL de 

meio + inóculo + fração e em seguida microdiluídas com 100 µL do fluconazol na 

concentração de 4.096 µg/mL foi adicionado em cada primeiro poço da coluna, para que 

sofresse diluição seriada em concentrações que variaram de 2 a 2048 µg/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 frações e do fluconazol na morfologia fúngica  

 

Para determinar se as frações individualmente e combinadas causaram 

alterações na morfologia fúngica, ao inibir a expressão de transição morfológica, 

considerado um importante fator de virulência fúngica. Câmaras úmidas estéreis para 

microcultivos foram preparadas para observação das leveduras. Três mililitros de meio 

de PDA empobrecido por diluição foram vertidos sob a lâmina, contendo a 

Concentração Superior Avaliada - CSA x2 (4096 µg/mL), CSA (2048 µg/mL) e CSA/4 

(512 µg/mL). Alíquotas dos subcultivos foram retiradas das placas de Petri para fazer 

duas estrias paralelas no meio sólido (PDA), que foram posteriormente cobertas com 

uma lamínula estéril. As câmaras foram colocadas na incubadora durante 24 h (37°C) e 

inspecionadas e registradas por um microscópio óptico (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 antifúngico convencional para fins 

comparativos. Os ensaios foram realizados de acordo com Sidrin e Rocha (2010) e 

Mendes (2011), com modificações no que diz respeito a concentrações e meio 

utilizados. 

 

4.6.7 Mensuração da extensão das estruturas filamentosas 

 

A partir do software Zen foi possível mensurar as extensões atingidas pelas 

hifas e os valores de redução após ação das frações. Foram retiradas cinco fotos de cada 

lâmina por concentração e de cada foto foram escolhidas aleatoriamente dez hifas a 

serem medidas, após isso foi realizado a média aritmética do comprimento de cada 

lâmina e no final as médias foram compiladas. 
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4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram verificados quanto à sua distribuição normal e depois 

analisados por ANOVA de duas vias (P < 0.05; *P < 0.1; ****P < 0.0001), 

comparando os valores para cada concentração do extrato, ponto a ponto, com o teste 

post hoc de Bonferroni. Os valores de IC50 foram obtidos por regressão não linear com 

interpolação de incógnitas de curvas padrão obtidas a partir dos valores do crescimento 

fúngico em função da concentração do extrato e expressos em μg/mL. Para a análise 

estatística, foi utilizado o software Graphpad Prism, v. 5.0. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados da pesquisa serão apresentados em duas subseções denominadas 

Resultado 1 e Resultado 2. No resultado 1 constam as análises feitas com as Frações 

Tânica e Flavonoídica de folhas frescas e os Resultados 2 as Frações Tânica e 

Flavonoídica de folhas secas de P. guajava. 

Os dados obtidos são disponibilizados em dois artigos intitulados:  

1. Atividade anti-Candida das frações Flavonoídica e Tânica de folhas frescas de 

Psidium guajava L.: composição química UPLC-MS-ESI-QTOF, inibição de 

crescimento, alterações na morfologia celular e fatores de virulência. (Artigo 1) que se 

encontra submetido ao periódico 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 publicação no periódico Food and Chemical Toxicology, com 

Qualis A2 em Biodiversidade e fator de impacto de 3,778.  
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virulência. 5 

Camila Fonseca Bezerra
1* 

Janaína Esmeraldo Rocha
1 
Maria Karollyna do Nascimento Silva

1 
Thiago 6 

Sampaio de Freitas
1 

Amanda Karine de Sousa
1 

Antonia Thassya Lucas dos Santos
1 
Rafael Pereira da 7 

Cruz
1 

Allana Silva Rodrigues
1 

Joara Nályda Pereira Carneiro
1 
Antônio Linkoln Alves Borges Leal

1 
Jacqueline 8 

Cosmo Andrade
1
 Débora Lima Sales

1 
Henrique Douglas Melo Coutinho

1 
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro

3 
Edy 9 

Sousa de Brito
3 
José Galberto Martins da Costa

1 
Irwin Rose Alencar de Menezes

1 
Waltécio de Oliveira 10 

Almeida
1 
Maria Flaviana Bezerra Morais-Braga

2 11 
* Autor para correspondência: camilawasidi@gmail.com 12 

 
13 

1 
Departamento de Química Biológica, Universidade Regional do Cariri- 14 

URCA, Crato (CE), Brasil; 15 
2 

Departamento de Ciências Biológicas, Universidade Regional do Cariri- 16 

URCA, Crato (CE), Brasil; 17 
3 

Laboratório Multiusuário de Química de Produtos Naturais- LMQPN, 18 

Embrapa Agroindústria Tropical, Fortaleza (CE), Brasil. 19 

 20 

RESUMO 21 

Psidium guajava L. é uma planta amplamente utilizada para alimentação e na medicina 22 

popular em todo o mundo. Estudos demonstraram que as folhas de goiaba possuem 23 

propriedades antifúngicas, principalmente aos fungos do gênero Candida. Nesse estudo 24 

foram testadas frações Flavonoídica e Tânica das folhas frescas para investigar sua 25 

composição química e o potencial antifúngico in vitro. Os compostos nas folhas de 26 

goiaba foram determinados por UPLC-ESI-QTOF-MS. Os resultados obtidos por 27 

análise cromatográfica permitiram encontrar 28 compostos nas duas frações das folhas 28 

de goiaba, apresentando um maior conteúdo de derivados de flavonóis e gálicos, entre 29 

estes alguns com propriedades antifúngicas. A plataforma QTOF permitiu a 30 

determinação de vários compostos fenólicos com propriedades antifúngicas. Os ensaios 31 

microbiológicos foram realizados frente à Candida albicans, Candida tropicalis e 32 

Candida krusei por microdiluição para determinar a IC50, a curva de viabilidade celular 33 

e o efeito inibidor por meio da associação das frações ao Fluconazol. A Concentração 34 

Fungicida Mínima (CFM) foi realizada por subcultivo em meio sólido e os testes para 35 

verificar as mudanças morfológicas pela ação das frações foram realizados em câmaras 36 

de microcultivo em concentrações baseadas na microdiluição, Concentração Superior 37 

Avaliada - CSA/4, CSA e CSA x2. A IC50 das frações isoladas e associadas entre si foi 38 

calculado variando entre 5,10 a 926,56 μg/mL, o valor da CFM nas frações isoladas foi 39 

de ≥ 4096 μg/mL, porém quando associadas ao FCZ frente à CK as concentrações 40 

foram reduzidas para 512 μg/mL e 1024 μg/mL, o valor do IC50 das frações associadas 41 

ao fluconazol variaram entre 1,38 e 925,56 μg/mL, demonstrando que a associação do 42 

produto natural com o antifúngico apresentou um sinergismo destacado. As frações 43 

afetam a habilidade de transição morfológica, evitando a formação de hifas. As frações 44 

flavonoídica e tânica possuem um potencial antifúngico relevante, pois causaram a 45 

inibição fúngica em uso isolado e potencializou a ação do Fluconazol, reduzindo a 46 

concentração do mesmo, coibiu a disseminação de estruturas filamentosas fúngicas, o 47 

dimorfismo celular, um dos fatores de virulência, evitando a invasão de substratos. A 48 

https://www.escavador.com/sobre/7917720/amanda-karine-de-sousa
https://www.embrapa.br/equipe/-/empregado/361821/paulo-riceli-vasconcelos-ribeiro
https://www.escavador.com/sobre/625082/irwin-rose-alencar-de-menezes
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fração tânica mostrou-se em evidência com os melhores resultados dos testes, com um 49 

desempenho mais significativo, no entanto todas as frações apresentaram efeito 50 

sinérgico no teste de associação ao antifúngico de referência. Novos estudos serão 51 

necessários para elucidar o mecanismo de ação dos produtos naturais. Estes resultados 52 

destacam a espécie como fonte promissora de compostos ativos na inibição de 53 

crescimento e de virulência de Candida spp. 54 

 55 

Palavras-chave: Candida, UPLC-ESI-QTOF-MS, efeito antifúngico, Fluconazol, 56 

inibição de dimorfismo, Psidium guajava L.57 
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1. INTRODUÇÃO 58 

 59 

As patologias causadas por 60 

fungos hoje estão entre as doenças mais 61 

complicadas de serem controladas em 62 

seres humanos. Alguns fungos causam 63 

doenças em pessoas sem problemas de 64 

saúde, porém grande parte das micoses 65 

atinge pacientes que já estão com um 66 

quadro de doenças graves e 67 

prejudicando frequentemente o sucesso 68 

dos avanços médicos mais recentes no 69 

tratamento do câncer, transplante de 70 

órgãos sólidos e células 71 

hematopoetizadas, medicamentos para 72 

neonatos, tratamentos de doenças 73 

autoimunes, traumas e cuidados 74 

intensivos e cirurgias sofisticadas 75 

(KÖHLER et al., 2015). 76 

Dentre as espécies do gênero 77 

Candida, a principal responsável pelas 78 

afecções que podem atingir a pele ou a 79 

mucosa (LOPEZ-MARTINEZ, 2010) 80 

ou pode adentrar na corrente sanguínea 81 

e dissipar para órgãos internos 82 

(CALDERONE E FONZI, 2001) é 83 

Candida albicans. Outras espécies não-84 

albicans emergentes, como C. 85 

dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis e 86 

C. krusei também foram associadas 87 

candidíase invasiva (MICELI, DIAZ E 88 

LEE, 2011) 89 

A candidíase é a patologia 90 

fúngica mais prevalente que atinge 91 

humanos e o foco do problema é que ela 92 

está associada a uma taxa de 93 

mortalidade de 10-49% em pacientes 94 

imunocomprometidos (PFALLER E 95 

DIEKEMA, 2007). 96 

 A resistência aos antifúngicos 97 

atuais tornou-se um embate e a eficácia 98 

clínica destes fármacos vem sendo 99 

ameaçada pelo surgimento de espécies 100 

resistentes a múltiplos medicamentos 101 

(PAUL E MOYE-ROWLEY, 2014). Os 102 

azois são os fármacos antifúngicos de 103 

primeira linha para o tratamento de 104 

candidíase (CHEN et al., 2008). 105 

Fungos do gênero Candida são 106 

bastante comuns, uma vez que fazem 107 

parte da microbiota normal do 108 

organismo humano e podem ser 109 

isolados nos mais diversos sítios 110 

anatômicos; na boca, por exemplo, 111 

cerca de 20 a 50% dos dentados 112 

saudáveis apresentam colonização por 113 

Candida spp. (ZOMORODIAN et al., 114 

2011). 115 

O gênero Psidium possui uma 116 

série de atividades biológicas 117 

comprovadas in vitro e in vivo, entre as 118 

quais, o efeito antifúngico 119 

(CAMACHO-HERNÁNDEZ et al., 120 

2004; LAPENNA et al., 2003; 121 

SUWANMANEE; KITISIN; 122 
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LUPLERTLOP et al., 2014; WEN et al., 123 

2011). Dentre as espécies do gênero, 124 

Psidium guajava L. possui valor 125 

etnomedicinal, onde é conhecida por 126 

sua versatilidade terapêutica, sendo 127 

utilizada entre outras coisas para o 128 

tratamento de sintomas associados às 129 

infecções causadas por Candida spp. 130 

(MORAIS-BRAGA et al., 2015, 2016) 131 

Os produtos naturais oriundos 132 

das plantas são relatados por ser uma 133 

fonte rica de diversos compostos que 134 

podem servir como base para o modelo 135 

racional da droga (KSOURI et al; ZIDA 136 

et al., 2017).  137 

Pesquisas têm sido realizadas no 138 

sentido de promover a combinação de 139 

fármacos comerciais, para os quais já 140 

tenha sido verificado o fenômeno da 141 

resistência, com produtos naturais na 142 

forma de extrato, frações, óleos 143 

essenciais ou constituintes isolados, 144 

numa tentativa de driblar a resistência 145 

de Candida spp. (CALIXTO JÚNIOR 146 

et al., 2015; REKHA e VIDYASAGAR, 147 

2013; SINGH et al., 2013). 148 

Pesquisadores estão cada vez 149 

mais voltando sua atenção para o estudo 150 

com produtos naturais, em busca do 151 

desenvolvimento de fármacos mais 152 

seguros, menos tóxicos, com um taxa de 153 

efeitos colaterais reduzida e prontos 154 

para superar a ameaça de resistência 155 

antifúngica. O objetivo desse estudo foi 156 

investigar a composição química e o 157 

efeito in vitro das frações de folhas 158 

frescas de P. guajava L. isoladas, 159 

combinadas entre si e com o fluconazol 160 

na inibição do crescimento e do fator de 161 

virulência das leveduras de Candida 162 

spp.   163 

 164 

2. METODOLOGIA 165 

 166 

2.1 Área de coleta 167 

O material vegetal foi coletado 168 

em área rural no município de Crato, sul 169 

do Ceará, Brasil (425m, 07º,14’,18‖ de 170 

latitude Sul e 39º,23’,37‖ de longitude 171 

West de Greenwich). O período de 172 

coleta foi feito entre as 8:30 h e as 173 

10:30 h da manhã no mês de 174 

março/2017. Do material coletado foi 175 

produzida uma exsicata que 176 

posteriormente foi depositada no 177 

Herbário Caririense Dárdano de 178 

Andrade-Lima (HCDAL) da 179 

Universidade Regional do Cariri – 180 

URCA, identificada e registrada sob o 181 

número 13.222.  182 

 183 

2.2 Material vegetal  184 

O estudo foi realizado 185 

utilizando folhas jovens e saudáveis de 186 

Psidium guajava L., conhecida 187 

localmente como goiaba, sem indicativo 188 
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de contaminação por parasitas. Para 189 

obtenção das frações utilizamos folhas 190 

frescas, sendo as mesmas 191 

posteriormente trituradas em pequenas 192 

partes para obtenção das frações.  193 

 194 

2.3 Extração da Fração Tânica 195 

Para a preparação da Fração 196 

Tânica 20 g das folhas trituradas foram 197 

misturadas com 50 mL da solução 198 

acetona/água (7:3), posteriormente 199 

colocada durante 30 minutos em banho 200 

ultrassom a 5°C. O resíduo foi filtrado e 201 

o procedimento foi repetido por mais 202 

duas vezes. As fases líquidas foram 203 

juntas e levadas para rotaevaporador 204 

para retirada da acetona. A fase aquosa 205 

foi particionada com 50 mL de Éter de 206 

Petróleo, por três vezes, após isso a 207 

amostra foi congelada e posteriormente 208 

liofilizada (TERRILL et al., 1992). 209 

 210 

2.4 Extração da Fração Flavonoídica 211 

Para a extração da Fração 212 

Flavonoídica utilizamos 10 g do 213 

material vegetal adicionamos 100 mL 214 

de hexano (P.A), com auxílio do banho 215 

ultrassom, aquecendo a 5 °C, por dez 216 

minutos e em seguida levamos à 217 

centrífuga (3.000 rpm) por dez minutos. 218 

O material foi filtrado e os 219 

procedimentos foram repetidos por mais 220 

duas vezes. Em seguida ao resíduo 221 

obtido anteriormente, foi adicionado 222 

100 mL de clorofórmio, levado ao 223 

banho ultrassônico por dez minutos, 224 

seguindo os mesmos passos anteriores. 225 

Na ultima fase adicionamos 50 mL de 226 

acetato de etila, posteriormente levado 227 

ao evaporador rotativo (BARBOSA, 228 

2004). 229 

2.5 Identificação de compostos por 230 

cromatografia líquida de 231 

ultraeficiência acoplada a sistema de 232 

quadrupolo/tempo de voo (UPLC-233 

QTOF) 234 

A identificação dos compostos 235 

presentes nas frações foi realizada em 236 

sistema Acquity® UPLC acoplado a um 237 

sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo 238 

(QTOF) (Waters Corporation, Milford, 239 

EUA), no Laboratório de Química e 240 

Produtos Naturais, Embrapa 241 

Agroindústria Tropical (Fortaleza, 242 

Ceará). As corridas cromatográficas 243 

foram realizadas em coluna Waters 244 

Acquity® UPLC BEH (150 x 2,1 mm; 245 

1,7 µm), temperatura fixa de 40 ºC, 246 

fases móveis água com 0,1% de ácido 247 

fórmico (A) e acetonitrila com 0,1% de 248 

ácido fórmico (B), gradiente variando 249 

de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 250 

mL/min e volume de injeção de 5 µl. O 251 

modo ESI foi obtido na faixa de 110-252 

1180 Da, temperatura da fonte fixa a 253 

120 ºC, temperatura de dessolvatação de 254 
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350 ºC, fluxo do gás dessolvatação de 255 

500 L/h, cone de extração de 0,5 V, 256 

voltagem capilar de 2,6 kV. O modo 257 

ESI+ foi adquirido na faixa de 110-1180 258 

Da, temperatura da fonte fixa de 120ºC, 259 

temperatura de dessolvatação de 350 ºC, 260 

fluxo do gás dessolvatação de 500 L/h e 261 

voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina 262 

encefalina foi utilizada como lock mass. 263 

O modo de aquisição foi MSE 264 

(espectrometria de massas de alta 265 

energia). O instrumento foi controlado 266 

pelo software Masslynx® 4.1 (Waters 267 

Corporation, Milford, EUA). 268 

2.6 Ensaios antifúngico 269 

2.6.1Cepas e meios de cultura  270 

As cepas utilizadas foram do 271 

tipo padrão obtidas da Coleção de 272 

Cultura Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do 273 

Instituto Brasileiro de Controle de 274 

Qualidade em Saúde (INCQS), sendo 275 

elas Candida albicans 40006, Candida 276 

tropicalis 40042 e Candida krusei 277 

40095. As estirpes foram inoculadas em 278 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA, 279 

KASVI) e incubadas durante 24h a 37° 280 

C. Posteriormente, alíquotas de levedura 281 

foram transferidas para tubos de ensaio 282 

contendo cada um 3 mL de solução de 283 

Cloreto de Sódio estéril (0,9%). A 284 

concentração do inóculo foi 285 

padronizada comparando-se à escala 0.5 286 

de McFarland. O Caldo Sabouraud 287 

Dextrose (SDB, HIMEDIA), 288 

duplamente concentrado foi utilizado 289 

nos testes de microdiluição. Na análise 290 

micromorfológica foi usado o Potato 291 

Dextrose Agar (PDA) empobrecido 292 

acrescido de ágar bacteriológico. 293 

 294 

2.6.2 Drogas, reagentes e preparação 295 

de soluções  296 

O dimetil sulfóxido (DMSO, 297 

Merck, Darmstadt, Alemanha) foi 298 

utilizado para a diluição das frações, e o 299 

fluconazol antifúngico (Cápsula – Prati 300 

donaduzzi), diluído em água, foi 301 

utilizado como medicamento de 302 

referência. A solução do produto foi 303 

preparada pesando 0,05 g das frações e 304 

depois diluímos em 1 mL de DMSO. 305 

Para obter a concentração desejada para 306 

o teste, as frações foram ainda diluídas 307 

em água destilada estéril (4.096 µg/mL) 308 

de modo que a concentração de DMSO 309 

não exercesse qualquer atividade nas 310 

células dos testes (STOPPA et al., 311 

2009). 312 

2.6.3 Determinação da IC50 e 313 

obtenção da curva de viabilidade 314 

celular  315 

Nesse teste utilizamos as 316 

frações isoladas e combinadas entre si 317 

através do método de microdiluição em 318 

caldo em placas de 96 poços. Cada poço 319 

foi preenchido com 100 μL de CSD 320 
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contendo 10% de inóculo fúngico e, em 321 

seguida, foram adicionados 100 μL do 322 

produto natural (4.096 μg/mL) ou 323 

fluconazol (referência antifúngica) na 324 

mesma concentração, ao primeiro poço 325 

seguido a diluição em série. As 326 

concentrações nos poços variaram de 2 327 

a 2048 μg/mL. O último poço foi 328 

utilizado como controle de crescimento 329 

(JAVADPOUR et al., 1996). Foram 330 

também preparados controles para o 331 

diluente dos produtos (com solução de 332 

Cloreto de sódio 0,9% no lugar do 333 

inóculo) e controle de esterilidade do 334 

meio. Todos os testes foram realizados 335 

em quadriplicata. As placas foram 336 

incubadas a 37 °C durante 24 h e 337 

posteriormente lidas num 338 

espectrofotômetro ELISA 339 

(Thermoplate®) a um comprimento de 340 

onda de 630 nm. Os resultados obtidos 341 

na leitura ELISA foram utilizados para 342 

construir a curva de viabilidade celular 343 

e a IC50 das frações (MORAIS-BRAGA 344 

et al., 2016). 345 

2.6.3 Determinação da Concentração 346 

Fungicida Mínima (CFM)  347 

Para este teste, a ponta de uma 348 

haste estéril foi inserida em cada poço 349 

da placa do teste de microdiluição após 350 

a incubação de 24 h (exceto no controle 351 

de esterilidade). Depois de misturar o 352 

meio em cada poço, a haste foi levada a 353 

uma placa de Petri contendo SDA, com 354 

auxílio de uma cartela guia fixada no 355 

fundo da placa para a subcultura de 356 

levedura. Após 24 h de incubação, as 357 

placas foram inspecionadas para 358 

qualquer formação de colônias de 359 

Candida (ERNST et al., 1999, com 360 

modificações). A concentração em que 361 

não houve crescimento de colônias de 362 

fungos foi considerada a CFM do 363 

produto natural. 364 

2.6.4 Avaliação do efeito modificador 365 

da ação do Fluconazol  366 

Inicialmente foi verificada a 367 

ação das frações e do fluconazol, 368 

individualmente sob o crescimento de 369 

leveduras. E neste teste foi avaliado o 370 

efeito das frações isoladas e 371 

combinação das frações com a droga de 372 

referência, para constatar se houve ou 373 

não potencialização da ação do 374 

antifúngico pelas frações. Para tanto, 375 

utilizou-se o produto natural em 376 

concentração subinibitória (CFM/16), 377 

de acordo com a metodologia utilizada 378 

por Coutinho et al. (2008 modificado). 379 

Caso a fração potencialize a ação do 380 

antifúngico, o efeito verificado é 381 

considerado do tipo sinérgico, caso 382 

prejudicasse a atuação deste, ficaria 383 

constatado um efeito antagônico. As 384 

placas foram preenchidas com 100 µL 385 

de meio + inóculo + fração e em 386 
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seguida microdiluídas com 100 µL do 387 

fluconazol na concentração de 4.096 388 

µg/mL foi adicionado em cada primeiro 389 

poço da coluna, para que sofresse 390 

diluição seriada em concentrações que 391 

variaram de 2 a 2048 µg/mL. As placas 392 

foram incubadas a uma temperatura de 393 

37 °C por 24 horas. A leitura foi 394 

realizada em aparelho de 395 

espectrofotometria de ELISA 396 

(Thermoplate®). 397 

2.6.5 Efeito das frações e do 398 

fluconazol na morfologia fúngica  399 

Para determinar se as frações 400 

individualmente e combinadas 401 

causaram alterações na morfologia 402 

fúngica, ao inibir a expressão de 403 

transição morfológica, considerado um 404 

importante fator de virulência fúngica. 405 

Câmaras úmidas estéreis para 406 

microcultivos foram preparadas para 407 

observação das leveduras. Três 408 

mililitros de meio de PDA empobrecido 409 

por diluição foram vertidos sob a 410 

lâmina, contendo a Concentração 411 

Superior Avaliada - CSA x2 412 

(4096µg/mL), CSA (2048 µg/mL) e 413 

CSA/4 (512µg/mL). Alíquotas dos 414 

subcultivos foram retiradas das placas 415 

de Petri para fazer duas estrias paralelas 416 

no meio sólido (PDA), que foram 417 

posteriormente cobertas com uma 418 

lamínula estéril. As câmaras foram 419 

colocadas na incubadora durante 24 h 420 

(37°C) e inspecionadas e registradas por 421 

um microscópio óptico (AXIO 422 

IMAGER M2-3525001980- ZEISS- 423 

Alemanha) de luz usando uma objetiva 424 

20X. Foi realizado um controle para o 425 

crescimento de levedura (hifas 426 

estimuladas em meio carente de 427 

nutrientes), bem como um controle com 428 

o fluconazol antifúngico convencional 429 

para fins comparativos. Os ensaios 430 

foram realizados de acordo com Sidrin e 431 

Rocha (2010) e Mendes (2011), com 432 

modificações no que diz respeito a 433 

concentrações e meio utilizados. 434 

2.6.6 Mensuração da extensão das 435 

hifas 436 

A partir do software Zen foi 437 

possível mensurar as extensões 438 

atingidas pelas hifas e os valores de 439 

redução após ação das frações. Foram 440 

retiradas cinco fotos de cada lâmina por 441 

concentração e de cada foto foram 442 

escolhidas aleatoriamente dez hifas a 443 

serem medidas, após isso foi realizado a 444 

média aritmética do comprimento de 445 

cada lâmina e no final as médias foram 446 

compiladas. 447 

 448 

2.7 Análise Estatística 449 

Os dados obtidos foram 450 

verificados quanto à sua distribuição 451 

normal e depois analisados por 452 
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ANOVA de duas vias (P < 0.05; 453 

*P < 0.1; ****P < 0.0001), comparando 454 

os valores para cada concentração do 455 

extrato, ponto a ponto, com o teste post 456 

hoc de Bonferroni. Os valores de IC50 457 

foram obtidos por regressão não linear 458 

com interpolação de incógnitas de 459 

curvas padrão obtidas a partir dos 460 

valores do crescimento fúngico em 461 

função da concentração do extrato e 462 

expressos em μg/mL. 463 

Para a análise estatística, foi 464 

utilizado o software Graphpad Prism, v. 465 

5.0. 466 

 467 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO: 468 

3.1 Identificação de constituintes 469 

químicos- UPLC-ESI-QTOF-MS 470 

A identificação dos 471 

componentes foi realizada com base nos 472 

dados fornecidos pelo programa 473 

utilizado, como os seus tempos de 474 

retenção, espectros de massa, 475 

juntamente com as informações citadas 476 

anteriormente na literatura. As Tabelas 477 

1 e 2 resumem a informação sobre 478 

identificação: tempos de retenção, 479 

massa (m/z) do experimento e 480 

calculado, fragmentos (MS/MS), 481 

fórmula molecular e erro (ppm).482 



 

 

47 

 

483 

 484 

Figura 1. Cromatografia líquida de ultra-desempenho com cromatogramas de espectrometria de massa de 485 

alta definição (UPLC-MS) de Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava (A) e Fração 486 

Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava (B) no modo iônico negativo. Time: Tempo de retenção em 487 

minutos. 488 

 489 

 490 

 491 

(B) 

(A) 
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Tabela 1: UPLC-ESI-QTOF-MS- identificação de constituintes químicos da Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava (A) 492 

Peak  

no. 

Rt 

min 

[M-H]
- 

Observed 

[M-H]
- 

Calculated 

Product  

Ions (MS/MS) 

Empirical 

Formula 

Ppm 

(error) 

Putative Name Referências 

1 0.98 481,0619 481,0618 300,9985, 275,0188, C20H17O14 0.2 HHDP glucose Isomer 1 (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

2 1.865 169,0134 169,0137 125,0261 C7H5O5 1.8 Ácido Gálico (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

3 2.421 305,0668 305,0661 219,0637, 125,0252, C15H13O7 2.3 Galocatequina (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

4 3,197 289,0708 289,0712 245,0794, 203,0695, 125,0243, C15H14O6 1.4 Catequina (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

5 4.08 615,0989 615,0986 463,0887, 300,0231 C28H23O16 0.5 Quercetin-galloylhexoside 

Isomer 

(Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

6 4,292 300,9936 300,9984 229,0529 C14H6O8 2.0 Ellagic acid (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

7 4,665 433,0745 433,0771 301,0316 C20H18O11 6.0 Reynoutrin (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

8 5.557 571,1429 571,1452 313,0545, 257,0827, 169,0134 C28H27O13 4.0 Guavinoside B (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

9 6.889 327,2157 327,2171 328,2348 C18H31O5 4.3 9(S),12(S),13(S)-

Trihydroxy-10 (E),15(Z)-

octadecadienoic acid 

(Cao et al., 2014) 

10 7.860 501,3207 501,3216 473,2345, 301,0359, 269,0527  C30H45O6 1.8 Não identificado  

11 9.839 271,0590 271,0606 ___ C15H11O5 5.9 Naringenina (Díaz-de-Cerio 
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et al., 2016) 

12 12.138 491,2369 491,2375 ___ C37H31O 1.2 Não identificado  

13 14,010 489,2210 489,2218 ___ C37H29O 1.6 Não identificado  

Os compostos foram identificados tentativamente de acordo com os espectros de massa e os dados correspondentes da literatura. Peak no.: Número do pico, Rt min: Tempo de 493 
retenção em minutos, [M-H]

- 
Observed: Massa observada no experimento, [M-H]

-  
Calculated: Massa calculada pelo software, Product Ions: Produto iônico, Ppm: , Putative 494 

name: Possível nome. 495 

 496 

Tabela 2: UPLC-ESI-QTOF-MS- identificação de constituintes químicos da Fração Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava (B) 497 

Peak  

no. 

Rt 

min 

[M-H]
- 

Observed 

[M-H]
- 

Calculated 

Product  

Ions (MS/MS) 

Empirical 

Formula 

Ppm 

(error) 

Putative Name Referências 

1 2,430 305,0648 305,0661 219,0654, 125,0249 C15H13O7 4.3 Galocatequina (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

2 2,877 577,1357 577,1346 425,0906, 407,0778, 289,0704, 

125,0241 

C30H25O12 1.9 Procianidina B Isomer (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

3 3,205 289,0642 289,0653 245,0822 C22H9O 3.8 Não identificado  

4 3,645 305,0674 305,0661 125,0254 C15H14O7 4.3 Galocatequina isômero (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

5 4,292 300,9954 300,9984 229,0248 C14H6O8 10 Ácido Elágico (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

6 4,387 301,0354 301,0348 178,9975, 151,0005 C15H10O7 2.0 Quercetina (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

7 4,657 433,0763 433,0771 301,0292 C20H18O11 1.8 Reynoutrin (Quercetin- 

3D-O-xilosideo) 

(Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 
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8 5,558 571,1442 571,1452 313,0542, 257,0785, 169,0122 C28H28O13 1.8 Guavinoside B (Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

9 6,005 557,1273 557,1295 313,0570, 243,0655,169,0142 C27H26O13 3.9 2,6-dihydroxy-3-methyl-

4- O-(6″-O-galloyl-β-D- 

glucopyranosyl)- 

benzophenone 

(Díaz-de-Cerio 

et al., 2016) 

10 7,860 501,3194 501,3216 ___ C30H46O6 4.4 Não identificado  

11 8,400 503,3365 503,3373 ___ C30H48O6 1.6 Não identificado  

12 10,935 633,3801 633,3791 ___ C39H54O7 1.6 Não identificado  

13 12,175 491,2419 491,2434 ___ C30H36O6 3.1 Não identificado  

14 14,063 489,2255 489,2277 ___ C30H34O6 4.5 Não identificado  

15 17,980 473,2328 473,2328 ___ C30H34O5 6.1 Não identificado  

Os compostos foram identificados tentativamente de acordo com os espectros de massa e os dados correspondentes da literatura. Peak no.: Número do pico, Rt min: Tempo de 498 
retenção em minutos, [M-H]

- 
Observed: Massa observada no experimento, [M-H]

-  
Calculated: Massa calculada pelo software, Product Ions: Produto iônico, Ppm: , Putative 499 

name: Possível nome. 500 

 501 
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A partir das análises química das 502 

frações podemos observar na Tabela 1 503 

na qual constam os resultados da Fração 504 

Flavonoídica de Folhas Frescas de P. 505 

guajava L. onde foram encontrados 13 506 

compostos, destes sendo três 507 

flavonoides (Quercetina-508 

galloylhexoside Isômero, Reynoutrin e 509 

Narigerina), quatro taninos hidrolisáveis 510 

(HHDP glucose Isomer 1, Ácido 511 

Gálico, Ácido elágico e Guavinoside 512 

B), dois taninos condensados 513 

(Galocatequina e Catequina), um 514 

alcaloide (9(S),12(S),13(S)-Trihydroxy-515 

10 (E),15(Z)-octadecadienoic acid), os 516 

outros compostos não foram possíveis 517 

de ser identificados. 518 

Na Tabela 2 temos a composição 519 

química da Fração Tânica de Folhas 520 

Frescas de P. guajava onde foram 521 

encontrados 15 compostos, destes oito 522 

foram possíveis de ser identificados que 523 

são: quatro flavonoides (Procianidina B 524 

isômero, Quercetina, Reynoutrin 525 

(Quercetin- 3D-O-xilosideo) e 2,6-526 

dihydroxy-3-methyl-4- O-(6″-O-527 

galloyl-β-D- glucopyranosyl)- 528 

benzophenone), dois taninos 529 

condensados (Galocatequina e 530 

Galocatequina isômero) e dois taninos 531 

hidrolisáveis (Ácido elágico e 532 

Guavinoside B), predominantemente 533 

nas duas frações a presença dos 534 

compostos fenólicos. 535 

Miricetina, catequina, ácido 536 

gálico e elágico e seus derivados 537 

(CHANG et al., 2013), catequina, 538 

epicatequina, rutina, naringenina e 539 

kaempferol (CHEN et al., 2010) outros 540 

flavonoides, como a naringenina, 541 

flavonas e flavonol, incluindo o 542 

kaemferol, o morin e a quercetina, 543 

fazem parte de um extenso grupo de 544 

metabólitos secundários dos vegetais 545 

que têm sido descritos como tendo 546 

atividades antimicrobianas (RAUHA et 547 

al., 2000), corroborando com o nosso 548 

estudo onde também encontramos 549 

alguns desses compostos como podem 550 

ser vistos nas Tabelas 1 e 2. 551 

Um dos grupos mais numerosos 552 

e representativos de substâncias 553 

bioativas são os compostos fenólicos 554 

que estão presentes em grande parte das 555 

frutas e vegetais utilizados para 556 

consumo da população (SOTO-VACA, 557 

2012). 558 
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 559 

Figura 2: Principais estruturas correspondentes aos compostos identificados na 560 

Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava L.  561 

 562 

 563 

Figura 3: Principais estruturas correspondentes aos compostos identificados na 564 

Fração Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava L. 565 

 566 
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No estudo de Scherer & Godoy 567 

(2014) ao avaliar as extrações com 568 

solventes de diferentes polaridades 569 

perceberam que os solventes de acetato 570 

de etila e clorofórmio/diclorometano 571 

(1:1) mostraram menor capacidade de 572 

extração de compostos fenólicos, com 573 

os valores mais baixos para todos os 574 

compostos, podendo esse fato estar 575 

associado a menor solubilidade de 576 

compostos fenólicos em solventes de 577 

baixa polaridade.  578 

Além disso, em seu trabalho 579 

foram encontradas outras substâncias de 580 

outras classes, diferentes de compostos 581 

fenólicos como eram esperados, foram 582 

identificadas pelo método LC-ESI-MS-583 

MS-TOF, método semelhante ao nosso 584 

e seu estudo corrobora com o nosso, 585 

visto que os extratores utilizados 586 

selecionaram, em geral compostos 587 

fenólicos, sendo possível o encontro 588 

destes em ambas frações no presente 589 

estudo.  590 

Flores et al. (2013) em seu 591 

estudo com frações da espécie Psidium 592 

friedrichsthalianum conseguiu 593 

identificar componentes como ácido 594 

elágico, miricetina, quercitrina e 595 

quercetina, respectivamente.  596 

 597 

 598 

3.2 Inibição de crescimento- Curva de 599 

viabilidade celular e IC50  600 

A Tabela 3 mostra a IC50 das 601 

Frações Flavonoídica e Tânica de folhas 602 

frescas de P. guajava L. testadas de 603 

forma isolada e em combinação entre si, 604 

além do efeito do Fluconazol como 605 

antifúngico de controle frente a 606 

diferentes espécies de Candida. Os 607 

valores variaram entre 102,2 a 608 

1130,37μg/mL. A fração Flavonoídica 609 

apresentou atividade frente as três cepas 610 

testadas, porém em concentrações 611 

superiores ao controle Fluconazol, 612 

sendo o menor valor para CA 40006 613 

com uma IC50 de 744,30 μg/mL.  614 

A fração tânica isolada 615 

apresentou uma significante inibição 616 

frente às duas primeiras cepas testadas, 617 

inclusive melhor que o controle, 618 

obtendo o menor valor do teste com 619 

uma IC50 de 105,10 μg/mL para CA 620 

40006, evidenciando seu potencial 621 

inibidor. A associação das frações foi 622 

menos eficaz que a fração tânica isolada 623 

frente a CA e CT, sugerindo um 624 

antagonismo, no entanto os valores das 625 

concentrações foram menores que o 626 

antifúngico sistêmico e mostrou um 627 

sinergismo com o menor valor de 102, 2 628 

μg/mL para CK 40095, em relação à 629 

fração tânica isolada. 630 
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 631 

 632 

Tabela 3: IC50 (µg/mL) das Frações Flavonoídica e Tânica de Folhas Frescas de P. 633 

guajava frente a linhagens de Candida. 634 

Strains FCZ FFFLPG TTFFLPG 

FFFLPG + 

TFFLPG 

CA INCQS 40006 378,8 744,3 105,1 241,8 

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: Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava, TFFLPG: Fração 635 
Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: 636 
Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde. 637 
 638 
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Analisando a curva de 639 

viabilidade celular dos fungos em 640 

relação às frações e ao FCZ em suas 641 

diferentes concentrações (Figura 4.a) 642 

frente a CA 40006, percebe-se que a 643 

fração flavonoídica apresentou 644 

isoladamente uma elevação de sua 645 

concentração, sendo este fato 646 

estatisticamente relevante diante do 647 

fluconazol nas concentrações de 16 a 648 

512 µg/mL.  649 

A fração tânica frente a CA 650 

40006 inicialmente não demonstrou 651 

uma ação eficaz nas concentrações de 652 

16 e 32 µg/mL (Figura 4.a),no entanto 653 

com o aumento da concentração houve 654 

melhora do potencial de inibição nas 655 

concentrações de 128 a 1024 µg/mL. 656 

No que se refere à associação, as 657 

mesmas atuaram sinergicamente nas 658 

concentrações de 512 e 1024 µg/mL. 659 
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Figura 4: Efeito antifúngico das Frações Flavonoídica e Tânica de Folhas Frescas de 660 

P. guajava individuais e associadas entre si e do Fluconazol como controle frente a 661 

linhagens de Candida. 662 

 663 

FCZ: Fluconazol, FFFLPG: Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava L., TFFLPG: 664 
Fração Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; 665 
CK: Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde. p < 0,05; *(p < 0,1) 666 
quando comparado com o controle, ns: não significante, Concentration em µg/mL. 667 
 668 
 669 
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Na Figura 4.b mostra a ação dos 670 

compostos frente à CT 40042, percebe-671 

se que a fração FFDLPG isoladamente 672 

não demonstrou um efeito positivo de 673 

inibição, agiu antagonicamente ao 674 

controle nas concentrações de 1024 e 675 

2048 µg/mL. A TFDLPG apresentou 676 

uma relevante inibição nas 677 

concentrações de 256 a 1024 µg/mL, 678 

sendo mais efetivo que o fluconazol. As 679 

frações juntas tiveram uma ação 680 

sinérgica nas concentrações de 256 a 681 

1024 µg/mL. 682 

A ação dos compostos frente à 683 

CK 40095 na Figura 4.c é possível 684 

perceber resultados que se assemelham, 685 

a FFDLPG apresentou novamente uma 686 

atividade fraca de inibição com 687 

antagonismo nos valores de 256 a 1024 688 

µg/mL. A TFDLPG demonstrou ação 689 

inversa em relação ao FCZ na 690 

concentração de 256 µg/mL, contudo a 691 

associação das frações obtiveram uma 692 

atividade significante na concentração 693 

de 128 µg/mL, sendo estatisticamente 694 

relevante em relação ao Fluconazol, 695 

atingindo total inibição do crescimento 696 

em 512 µg/mL, valor clinicamente 697 

relevante para um futuro fármaco como 698 

terapia alternativa para tratamentos de 699 

infecções fúngicas. 700 

P. guajava é principalmente 701 

conhecida por suas atividades 702 

medicinais antiespasmódicas e 703 

antimicrobianas no tratamento de 704 

enterites, podendo também demonstrar 705 

outras bioatividades (GUTIÉRREZ, 706 

MITCHELL E SOLIS, 2008). 707 

No Brasil é comumente usada 708 

para o tratamento de afecções bucais, 709 

onde as folhas como casca são usadas 710 

na preparação de chás para serem 711 

engolidas ou abatidas ainda quentes, 712 

com pretensões para combater aftas, que 713 

pode ser causada por cepas de Candida 714 

(BORBA & MACEDO, 2006; 715 

OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, 716 

existem registros de que várias partes da 717 

planta são usadas não só para tratar a 718 

candidíase, mas também para tratar 719 

leucorreia (FENNER et al., 2006), um 720 

dos sintomas da candidíase vaginal. Na 721 

África do Sul, o chá das folhas e raízes 722 

da goiaba é preparado para o tratamento 723 

de doenças sexualmente transmissíveis 724 

não específicas (VAN VUUREN & 725 

NAIDOO, 2010).  726 

Essa espécie também pode ser 727 

encontrada em listas nacionais de 728 

plantas medicinais em alguns países e é 729 

utilizada em programas de políticas 730 

públicas voltados para a atenção 731 

primária à saúde, como ocorre, por 732 

exemplo, no Brasil (BRASIL, 2009; 733 

RENISUS, 2009).  734 
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Morais-Braga et al. (2015) 735 

avaliou a ação de extratos de P. guajava 736 

frente a C. albicans e C. tropicalis 737 

tendo como resultado MIC dos produtos 738 

neste estudo foi determinada como 8192 739 

μg/mL na qual foi observada uma 740 

redução acentuada na porcentagem de 741 

microrganismos viáveis. Os resultados 742 

da Concentração Fungicida Mínima 743 

mostraram que, as concentrações 744 

testadas, nenhum extrato apresentou 745 

efeito fungicida, já que não conseguiu 746 

remover. No caso o efeito antifúngico 747 

observado foi fungistático, uma vez que 748 

a Concentração Fungicida Mínima foi > 749 

8192 μg / mL.  750 

 751 

3.3 Efeito da associação das frações 752 

individuais, associadas entre si em 753 

combinação com Fluconazol: Inibição 754 

de crescimento- Curva de viabilidade 755 

celular e IC50  756 

Na Tabela 4 podemos observar a 757 

atividade das frações em junção com o 758 

antifúngico FCZ, por meio da IC50 das 759 

Frações Flavonoídica e Tânica de 760 

Folhas Frescas de P. guajava L. testadas 761 

combinação ao Fluconazol frente 762 

Candida spp. para analisar se estas 763 

podem potencializar a ação da droga. 764 

Os valores variaram entre 1,38 e 925,56 765 

μg/mL. A FFFLPG + FCZ expressou 766 

um efeito sinérgico com uma redução 767 

significativa da concentração em todas 768 

as linhagens testadas, comparado com o 769 

controle.  770 

O menor valor da e produto 771 

natural, foi de 4,78 μg/mL frente a CA. 772 

Em relação à TFFLPG + FCZ, neste 773 

teste esta união de substâncias foi a que 774 

exibiu um notável resultado, com um 775 

efeito sinérgico frente a todas as 776 

linhagens, visto que as concentrações 777 

reduziram destacadamente, com o 778 

menor valor do teste encontrado frente à 779 

CK com uma IC50 de 1,38 μg/mL. Outro 780 

fato que se evidencia são os valores das 781 

concentrações da Fração Tânica + FCZ 782 

frente a CA e CT em comparação com o 783 

FCZ isolado onde, respectivamente 784 

reduziram a concentração em 175 e 426 785 

vezes, sendo esta a associação mais 786 

eficaz do teste. Do teste um fator 787 

relevante em relação a possível 788 

diminuição da toxicidade da droga e 789 

redução dos efeitos colaterais 790 

comumente causados pelos antifúngicos 791 

sistêmicos.  792 

As FFFLPG + TFFLPG + FCZ 793 

apresentaram um resultado com 794 

semelhanças aos anteriores, com 795 

sinergismo em todas as cepas testadas 796 

como pode ser observado na Tabela 4.  797 
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 798 

Tabela 4: IC50 (µg/mL) das Frações Flavonoídica e Tânica de Folhas Frescas de 799 

Psidium guajava em associação ao Fluconazol frente a linhagens de Candida. 800 

Strains 

FLUCONAZO

L (FCZ) 

FFFLPG + 

FCZ 

TTFFLPG 

+ FCZ 

FFFLPG + TFFLPG 

+ 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: Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava, TFFLPG: Fração 801 
Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: 802 
Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde. 803 
 804 

Figura 5: Efeito antifúngico das Frações Flavonoídica e Tânica de Folhas Frescas de P. 805 

guajava isoladas e associadas com o antifúngico padrão.  806 

 807 

FCZ: Fluconazol, FFFLPG: Fração Flavonoídica de Folhas Frescas de Psidium guajava L., TFFLPG: 808 
Fração Tânica de Folhas Frescas de Psidium guajava; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; 809 
CK: Candida krusei; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde. p < 0,05; *(p < 0,1) 810 
quando comparado com o controle. 811 
 812 
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O fluconazol é um antifúngico 813 

de efeito fungistático, sendo 814 

responsável pela instabilidade da 815 

membrana fúngica atuando na inibição 816 

da enzima azol-desmetilase do 817 

lanosterol 14α, produto genético do 818 

ERG11, uma enzima citocromo P450 819 

essencial na via de síntese do ergosterol 820 

(GROLL, LUCCA & WALSH, 1998). 821 

Algumas tentativas de potencializar a 822 

atividade desta droga através de 823 

interações sinérgicas são ensaiadas com 824 

outros fármacos comerciais frente a 825 

isolados clínicos resistentes (SPITZER 826 

et al., 2011). 827 

Avaliando o efeito modificador 828 

de extratos aquoso e hidroetanólico de 829 

plantas do Gênero Psidium, dentre elas 830 

P. guajava, em associação ao 831 

Fluconazol, frente a C. albicans e C. 832 

tropicalis Morais-Braga et al (2016) 833 

onde obtiveram relações sinérgicas em 834 

ambos extratos, corroborando com este 835 

estudo. 836 

Alguns compostos fenólicos 837 

como ácido gálico, catequina, luteolina 838 

e quercetina demonstraram potencial 839 

antifúngico in vitro contra diferentes 840 

espécies de Candida, entre elas C. 841 

albicans e C. tropicalis (ALVES et al., 842 

2014). Bisignano et al. (2000) refutou a 843 

atividade antifúngica frente a Candida 844 

albicans para os compostos ácido 845 

gálico, kaempferol e rutina, sendo o 846 

melhor efeito exercido pelo ácido 847 

gálico. 848 

Morais-Braga et al. (2015) em 849 

seu estudo avaliou a ação de extratos 850 

aquoso e hidroalcoólico de folhas de P. 851 

guajava L. frente a cepas de C. albicans 852 

e C. tropicalis ao realizar o teste 853 

encontrou a IC50 dos extratos que 854 

variaram de 1803,02 a 5623,41 μg/mL, 855 

sendo o valor encontrado superior aos 856 

do presente estudo, porém vale ressaltar 857 

que o presente trabalho utilizou 858 

solventes extratores diferentes sendo 859 

mais específicos e adequados à 860 

prospecção de flavonoides e taninos 861 

portanto os resultados provavelmente 862 

seriam diferenciados também. 863 

 864 

3.4 Concentração Fungicida Mínima: 865 

avaliação da associação das frações 866 

individuais, associadas entre si e em 867 

combinação com Fluconazol: Efeito 868 

fungicida ou fungistático. 869 

 870 

Os valores variaram de 512 a ≥ 871 

4096 µg/mL, no primeiro momento 872 

avaliamos as frações em sua atividade 873 

intrínseca, onde apresentaram efeito 874 

fungistático, pois reduziram a 875 

população de leveduras no teste, os 876 

valores das concentrações foi 877 

semelhantes em todas as cepas testadas, 878 
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com exceção da associação das frações 879 

frente à cepa C. krusei apresentou 880 

atividade fungicida na concentração 881 

1024 µg/mL.  882 

A associação das frações com o 883 

Fluconazol, às concentrações que se 884 

destacaram foi frente à cepa CK 40095, 885 

pois apresentaram efeito fungicida com 886 

valores de 512 µg/mL para as frações 887 

isoladas associadas ao FCZ e 1024 888 

µg/mL para as frações associadas entre 889 

si e com FCZ, sabendo que o FCZ é um 890 

antifúngico fungistático quando 891 

associados possivelmente ocorreu 892 

aumento da eficácia, promovendo uma 893 

atuação fungicida frente a esta cepa 894 

resistente ao fármaco em questão. 895 

 896 

3.5 Atividade das frações na 897 

morfologia fúngica: controle de 898 

virulência 899 

 900 

No teste micromorfológico 901 

foram utilizadas três concentrações 512 902 

(CSA/4), 2.048 (CSA) e 4.096 (CSA 903 

x2) μg/mL (Figura 6), onde as duas 904 

últimas mostraram que foram capazes 905 

de alterar a transição fenotípica de C. 906 

albicans, C. krusei e C. tropicalis 907 

reduzindo e chegando a inibir 908 

totalmente a manifestação das estruturas 909 

de filamentosas que atuam como 910 

mecanismos de virulência fúngica. 911 

O desempenho das frações no 912 

dimorfismo, um fator virulência 913 

fúngico, é demonstrado na Fig. 7. A 914 

formação das hifas foi inibida 915 

significativamente a partir da segunda 916 

concentração testada.  Na menor 917 

concentração a fração flavonoídica 918 

mostrou efetividade na inibição da 919 

virulência fúngicas frente a CT, nas 920 

concentrações (2.048 e 4.096 μg / mL) o 921 

dimorfismo e propagação de hifas para 922 

CA e CT foi marcadamente inibido 923 

(Fig. 7).   924 

 925 

 926 

 927 

 928 

 929 

 930 

 931 
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Figura 6: Demonstração da progressiva redução hifal. A. Controle de crescimento 932 

positivo, B. Início de regressão a partir de 512 μg/mL e C. Inibição total de dimorfismo. 933 

 934 

 935 
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936 
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A fração flavonoídica na 937 

concentração de 2,048 µg/ mL e 4,096 938 

µg/ mL inibiu de maneira 939 

estatisticamente relevante, em todas as 940 

cepas, o desenvolvimento de filamentos. 941 

A fração tânica apresentou melhor 942 

potencial contra CA e CT na 943 

concentração CSAx2. A associação de 944 

frações mostrou-se eficiente na redução 945 

de hifas, apesar de seu efeito ter sido 946 

destacado com Fração Flavonoídica 947 

isolada. As frações mostraram ser mais 948 

eficazes do que o antifúngico referência, 949 

especialmente a Fração Flavonoídica. 950 

Um dos mecanismos mais 951 

importantes de virulência de Candida é 952 

o dimorfismo celular, este estado 953 

dimórfico pode ser definido como a 954 

habilidade de alterar a morfologia das 955 

células, reversivelmente, variando entre 956 

a forma de levedura e hifas. Isso se dá 957 

pela ejeção de uma estrutura 958 

filamentosa, tornando-se de dispersivo 959 

para invasivo, respectivamente, 960 

caracterizando um processo comumente 961 

presenciado em candidemia sistêmica 962 

(Lu et al., 2014). 963 

Alterações na morfologia 964 

fúngica, a partir de atividade de extratos 965 

de P. guajava foi relatada por Morais-966 

Braga et al. (2015) em concentrações de 967 

4,096, 8,192 e 16,384 μg/mL mostrou 968 

que foram capazes de alterar o 969 

dimorfismo de C. albicans e C. 970 

tropicalis diminuindo a formação de 971 

hifas em concentrações crescentes 972 

foram aumentadas, efeito semelhante ao 973 

nosso estudo. 974 

4. CONCLUSÃO 975 

 976 

As frações flavonoídica e tânica 977 

das folhas frescas de P. guajava tiveram 978 

nesse estudo seu potencial revelado a 979 

partir dos experimentos feitos, as 980 

frações apresentaram em sua 981 

composição compostos fenólicos de 982 

efeito antifúngico já evidenciado que 983 

podem ter contribuído para o efeito 984 

sinérgico dos testes. Sendo verdadeiros 985 

agentes antifúngicos ativos, inibiram as 986 

colônias de Candida spp. em uso 987 

isolados, porém obteve melhor 988 

atividade em junção com o fármaco,  989 

pois potencializaram a ação do 990 

antifúngico sistêmico de referência 991 

(Fluconazol), reduzindo sua 992 

concentração e aumentando a sua 993 

efetividade, regrediu e afetou um 994 

importante fator de virulência fúngica 995 

que é a transição morfológica a partir da 996 

emissão de hifas. A fração tânica 997 

mostrou-se em evidência com os 998 

melhores resultados dos testes, com um 999 

desempenho mais significativo no teste 1000 

em associação ao antifúngico de 1001 

referência. Esses resultados mostram 1002 
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que estas frações possuem constituintes 1003 

ativos antifúngicos, no entanto são 1004 

necessários estudos mais aprofundados 1005 

no intuito de comprovar a efetividade e 1006 

a segurança, de fato esses resultados faz 1007 

desse produto natural um forte 1008 

candidato a uma nova droga ou 1009 

coadjuvante ao tratamento das 1010 

patologias fúngicas. 1011 

 Estudos adicionais usando 1012 

modelos animais são necessários para 1013 

verificar a eficácia in vivo das mesmas. 1014 

 1015 
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6. CONCLUSÃO 

 

As frações flavonoídica e tânica das folhas frescas e secas de P. guajava tiveram 

seu potencial antifúngico revelado frente a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei; 

 As frações apresentaram em sua composição, como era esperado, compostos 

fenólicos, alguns com efeito antifúngico já evidenciado que podem ter contribuído para 

o efeito sinérgico dos testes; 

Quercetina, Galocatequina, Ácido elágico, Reynoutrina e Guavinoside foram 

compostos fenólicos comuns entre as frações tanto em folhas secas e frescas; 

A fração Tânica de folhas frescas e secas apresentou uma atividade destacada em 

relação às demais, tanto em sua atividade intrínseca, como em associação, com enfoque 

para a última principalmente frente a C. albicans e C. tropicalis. 

A associação das frações para verificar a atividade intrínseca se mostraram mais 

eficazes que a Fração Flavonoídica isolada, pois reduziram a concentração necessária 

para inibir 50% das colônias; 

A atividade frente à inibição da formação de colônias (CFM) demonstrou um 

efeito fungistático, devido a redução das colônias em todas as cepas; 

O potencial de inibição com melhor atividade foi a junção das frações com o 

fármaco, pois expressaram um efeito sinérgico, com a potencialização da ação do 

antifúngico de referência (Fluconazol), reduzindo sua concentração e aumentando a 

efetividade frente a todas as cepas testadas, com destaque, mais uma vez, para a fração 

Tânica; 

As frações inibiram a ocorrência de um importante fator de virulência fúngica, a 

transição morfológica de leveduras para hifas e pseudo-hifas; 

Esses resultados mostram que estas frações possuem constituintes ativos 

antifúngicos, no entanto são necessários estudos mais aprofundados no intuito de 

comprovar a efetividade e a segurança, de fato esses resultados faz desse produto 

natural uma possível alternativa para uma nova droga ou coadjuvante ao tratamento das 

patologias fúngicas. 

 Estudos adicionais usando modelos animais são necessários para verificar a 

eficácia in vivo das mesmas. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A: Comprovante de Submissão Artigo 1 

 

  ANEXO B: Comprovante de Aceite Artigo 2 

 


