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RESUMO

As espécies de Candida spp colonizam a pele, trato gastrointestinal e geniturinario e
vivem em nossa microbiota como comensais, auxiliando em diversas func6es na defesa inata. Por
outro lado, esses microrganismos podem causar infeccbes cutaneomucosas e sistémicas em
humanos. O Brasil possui uma grande variedade de plantas e dentre elas podemos encontrar a
goiaba vermelha ou Psidium guajava. Estudos revelaram que o extrato da folha da P. guajava
apresenta atividade antifngica sobre as leveduras de Candida spp. e concluiu que a utilizagéo de
seu extrato é de facil acesso e baixo custo a populacdo, porém ainda vem sendo negligenciados
quando o assunto é saude bucal. O objetivo do presente estudo foi obter um enxaguante bucal
contendo extrato de folhas de P. guajava sobre Candida spp. Como resultado, observou-se
atividade antimicrobiana descrita na literatura para o extrato, bem como para as formulacdes
propostas, contudo, alguns aspectos ainda necessitam ser aperfeicoados na formulagdo, com o
sabor do produto e o pH.

Palavras-Chaves: Medicamentos Fitoterapicos; Candida; Psidium; Plantas Medicinais.



ABSTRACT

Candida spp colonize the skin, gastrointestinal and genitourinary tract and live in our
microbiota as commensals, assisting in various functions in the innate defense. On the other hand,
these microorganisms can cause cutaneomucosal and systemic infections in humans. Brazil has a
wide variety of plants and among them we can find red guava or Psidium guajava. Studies have
revealed that P. guajava leaf extract has antifungal activity on Candida spp and concluded that the
use of its extract is easy to access and low cost to the population, however it is still being neglected
when it comes to oral health. The aim of the present study was to obtain a mouthwash containing
extract of leaves of P. guajava on Candida spp. As a result, it was observed the antimicrobial
activity described in the literature for the extract, as well as for the proposed formulations, however,

some aspects still need to be improved in the formulation, with the product’s flavor and pH.

Key words: Phytotherapeutic Drugs; Candida; Psidium; Medicinal Plants.



1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande variedade de plantas e dentre elas podemos encontrar a goiaba
vermelha ou Psidium guajaval, que é uma planta nativa de areas tropicais da América Central e
América Latina, pertencente a familia Myrtaceae?.

O fruto da goiabeira € um alimento muito popular e amplamente aceito no mercado, pois
tem alto valor nutricional e pode ser consumido in natura ou industrializado, na forma de geleias,
compotas, bebidas, sorvetes, entre outros®. Além do uso para fins alimenticios, a Organizagio
Mundial da Saude (OMS) relaciona partes da arvore de P. guajava, principalmente suas folhas,
como possuidoras de efeito benéfico para tratamento de algumas doengas™*,

A acdo farmacoldgica das folhas que mais se destaca é a antimicrobiana. Estudos revelam
que sua atividade antimicrobiana in vitro € eficaz frente bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e fungos®. Nesse sentido, a inibicdo maior é observada em bactérias Gram positivas, quando
comparada aos resultados obtidos em bactérias Gram negativas®.

Vale ressaltar a presenca de atividade antifingica observada a partir do macerado
hidroalcodlico de suas folhas, frente a diferentes espécies de Candida, entre elas: a C. albicans, a
C. krusei, a C. parapsilosis e a C. tellatoidea; além de fungos filamentosos como Aspergillus
fumigatus, Arthrinium sacchari e Chaetomium funicola®.

O potencial antimicrobiano do extrato das folhas da P. guajava sugere a possibilidade
deste material ser utilizados em diferentes produtos para atender diferentes atividades, visto que 0s
microrganismos citados podem causar infecgdes microbianas em diferentes partes do corpo, desde
infecGes agudas até infecgBes sistémicast. Um estudo relatou que produtos a base fitoterapicos vém
sendo usados em cuidados com a salde, porém ainda vem sendo negligenciados quando o assunto
é saude bucal’.

Portanto, este estudo propde padronizar e avaliar um extrato a base da folha de Psidium
guajava, elaborando um enxaguante que possua uma acdo antiflingica, frente ao fungo do tipo

Candida spp.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1- OBTENCAO E PREPARO DO EXTRATO DE FOLHAS DE GOIABA (PSIDIUM
GUAJAVA)

2.1.1 - Obtencédo da matéria prima

As folhas de goiabeira (Psidium guajava) foram adquiridas de um fornecedor de plantas
medicinais e identificadas no herbario da Embrapa Amazodnia Oriental, localizada na Av.

Perimetral s/n, Belém/PA.

2.1.2 - Preparo da matéria prima

As folhas coletadas foram inicialmente lavadas para a retirada de sujidades em agua
destilada. Em seguida, levadas para secagem e estabilizacdo em estufa a 33°C/48 h. Apds

estabilizacdo, a droga vegetal foi triturada em moinho de facas®.

2.1.3 - Obtencdo do extrato hidroalcodlico das folhas de Psidium guajava

A extracdo hidroalcodlica foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de Fonseca
e Botelho (2010), em solucéo hidroalcodlica 70% (V/V) na proporg¢do (50g em 200 mL; 1:4), em
seguida, foi submetida a maceracdo por periodo de 72h a temperatura ambiente em recipiente

ambar®. O extrato foi congelado e liofilizado.

2.1.4 - Determinacdo do teor de flavondides totais: curva padréo de quercetina com cloreto de
aluminio
A quercetina foi diluida em metanol nas concentracdes de 2,5 a 8,5 ug/mL, em baldo

volumeétrico de 10 mL, onde adicionou-se 1 mL de solugéo de cloreto de aluminio & 2,5% (m/V).
A solugdo compensacéo foi preparada da mesma maneira, mas sem adi¢cdo de amostra.
As solucBes permaneceram em repouso por 30 min, em seguida, realizou-sea leitura em

espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 425 nm.



2.1.5 - Quantificagdo de flavonoides

Para a quantificacdo de flavondides na amostra, foram utilizados 2 mL de solucdo
extrativa a 2 mg/mL (obtida pela dissolugdo de 100 mg de residuo seco em 50 mL de etanol). Em
baldo volumétrico de 25 mL adicionou-se 2 mL desta amostra, 1 mL de solucdo de cloreto de
aluminio a 2,5% (m/V) e completou-se o volume com metanol.

A solucdo compensacao foi preparada da mesma maneira, mas sem adicdo de amostra. As
solugbes permaneceram em repouso por 30 min, em seguida, realizou-se a leitura em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 425 nm. Os valores de absorbancias obtidos

corresponderam a média de trés determinacdes.

2.2 - PREPARO DO ENXAGUATORIO BUCAL DE FOLHAS DE GOIABEIRA (Psidium
guajava)
As formuacdes propostas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo das formulagdes de enxaguatoério bucal

COMPONENTES DAS Concentracgéo (%; m/m)
FORMULACOES F1 F2 Base
Extrato 4 8 -
Sacarina 0,75 1,00 1,00
Lauril Sulfato de Sodio 1,00 1,00 1,00
Sorbitol 70% 15% 15% 15%
Hidrdxido de Sodio 20% g.s.p g.s.p g.s.p

Agua Purificada Q.S.P (MI) 100 100 100




2.2.1 - Avaliacdo das caracteristicas organolépticas dos produtos

O enxaguatério foi analisado quanto as caracteristicas organolépticas: aspecto
(trasnparente e opaco; liso e com grumo), cor (cor aparente), odor (caracteristico ou ndo

caracteristico) e sabor (doce e amargo)®.

2.2.2 - Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas

O produto foi avaliado quanto as caracteristicas fisico-quimicas relacionadas ao pH e

densidade e indice de espumas®.

2.3 - AVALIA,CAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO E DO
ENXAGUATORIO BUCAL DAS FOLHAS DE GOIABA (Psidium guajava)

2.3.1 - Teste de Sensibilidade por Difusio em Agar

Nos ensaios de atividade antiftingica'®, foi utilizado uma cepa de Candida albicans
(ATCC 10231) do banco de padrfes do Laboratério de Controle de Qualidade Microbiolégico de
Medicamentos do Centro Universitario do Para-CESUPA, fornecido pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade - INCQS/FIOCRUZ/RJ.

O eugenol foi usado como controle positivo para as leveduras nas concentragdes de 100

pg/mL. A solucdo diluente utilizada no preparo do extrato utilizada como controle negativo.

2.3.2 - Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM), pelo método de diluicdo em agar.

Os ensaios foram realizados em triplicata, em placas de Elisa na proporcéo 1:2, em 10
concentracdes diferentes, para a determinagdo da concentracao inibitéria minima (CIM). Apds o
periodo de incubagéo, as culturas foram reveladas com caldo bacterioldgico a 1% (m/V) com
solucéo de cloreto de trifeniltetrazolico. A manutencéo da cor vermelha no meio foi interpretada

como presenca de crescimento microbiano (microrganismo resistente a fracdo avaliada).
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3 RESULTADOS

O extrato hidroalcodlico foi obtido na concentracdo de 12 mg/mL, incorporado na

formulacéo nas formulages com concentracdo de 4 e 8 % (m/V).

Tabela 1 - Curva Padrdo de Quercetina

Concentragao )
Absorvancia (nn)

pg/mL

2,5 0,190

4,0 0,332

55 0,461

7,0 0,621

8,5 0,782

Tabela 2 - Teor de Flavondides Totais Equivalentes a Quercetina

Extrato Absorvancia Flavonoides

(nm) Totais (ug/mL)
0,463 29

T4% 0,472 29
0,468 29
0,301 18

T8% 0,306 1.8
0,299 1.8

As férmulas F1 e F2 apresentaram aspecto limpido e cor levemente marrom, auséncia de
grumos e gosto levemente amargo.

A F1 e F2 apresentaram pH de 5,11 e 5,31 respectivamente. Ambos 0s produtos
apresentaram pequena variacao de pH em relacdo a base (B) de extrato, como pode ser observado
na Tabela 2.
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Tabela 3 - Determinacgdo do pH dos produtos F1 e F2. F1: formula com 4% (mV) de extrato; F2:

férmula com 8% (mV) de extrato; B: Base enxaguatoria

Produto Média DP CV%
F1 511 0,08 1,56
F2 5,58 0,14 1,97
B 5,31 0,05 1,50

A F1 e F2 apresentaram densidade de 1,054 e 1,068 respectivamente. Ambos 0s produtos
apresentaram pequena variacdo de densidade em relacdo a base (B) de extrato, como pode ser

observado na Tabela 3. Este resultado revela que o extrato ndo alterou a densidade.

Tabela 4 - Determinacao da densidade dos produtos F1, F2 e B. F1: formula com 4% (mV) de

extrato; F2: formula com 8% (mV) de extrato; B: Base enxaguatoria.

Produto Média DP CV%
F1 1,054 0,04 0,87
F2 1,068 0,06 1,43

B 1,032 0,12 1.02

O indice de espuma da F1 e F2 foi de 9,4 mL e 9,6 mL, respectivamente. Observou-se

pequena diferenca entre F1, F2 e a férmula base B na Tabela 4.
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Tabela 5 - Determinagdo do indice de espumas (mL) dos produtos F1, F2 e B. F1: formula com 4%
(mV) de extrato; F2: formula com 8% (mV) de extrato; B: Base enxaguatoria.

Produto Média DP CV%
F1 9,46 0,06 0,63
F2 9,85 0,04 0,40
B 9,34 0,10 1.07

Na analise de difusdo em Agar a cepa de C. albicans (ATCC 10231) foi sensivel frente
ao extrato (E) e aos produtos F1 e F2, como se observa na Tabela 5.

O extrato (E) apresentou halo de inibicdo (22,37 mm) maior que os halos dos produtos
F1(18,33 mm) e F2 (18,66 mm) frente C. albicans (ATCC 10231). No que se refere aos halos dos
produtos a diferenca foi pequena.

Tabela 6 - Halos (mm) de inibicdo dos produtos F1, F2 e extrato (E) frente a cepa de C. albicans
(ATCC 10231). (n=3).

EU base
Placas F1 F2 E (controle  (controle

positivo) negativo)

1 20,50 18,95 21,40 29,40 -

2 16,40 19,00 25,55 31,50

3 18,10 18,85 20,80 26,00 -
28,96

Média + DP 18,33 + 2,05 18,93 + 0,70 22,37+ 2,81 577 -

A concentragdo inibitéria minima nos produtos é >500 pug/mL em F1 e F2, enquanto que

0 extrato puro apresentou concentracgdo inibitoria de 150 pg/mL.
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4 DISCUSSAO

No extrato obtido foi observado a presenca de flavonoides responsaveis pela acdo
antimicrobiana da planta, dados descritos e confirmados na literatura previamente!!. O gosto
levemente amargo deve-se a presenca do extrato. Apesar do uso de adogantes nas formulages, este
aspecto ainda deve ser melhorado.

A saliva tem pH em torno de 6,0 e 7,0'? e 0 pH em ambos os produtos ficaram abaixo de
6, por isso, sugere-se 0 ajuste do pH das formulagdes para 6, com substancia acidificante que possa
proporcionar pH mais compativel da mucosa oral. Em relac&o aos pardmetros de densidade e indice
de espumas, observa-se que as concentracdes de extrato utilizados em ambas as formulagdes
apresentaram pequenas alteracdes, segundo a analise estatistica descritiva.

Os resultados obtidos da atividade antifingica do extrato estdo de acordo com outro
estudo realizado®. Tanto o extrato como as F1 e F2 sdo sensiveis, por outro lado, observou-se uma
atividade antifangica menor nas F1 e F2, quando comparada com o extrato puro. Este resultado é
justificado pelo fato do extrato esta diluido em solucao.

Varios microrganismos vivem em nossa microbiota como comensais, auxiliando em
diversas funcBes na defesa inata. Entre esses microrganismos, as espécies de Candida spp
colonizam na microbiota da pele, trato gastrointestinal e geniturinario®?.

A Candida spp. € uma levedura que age de maneira conjunta com diversos fatores contra
as defesas do hospedeiro. No caso da infeccdo pelo agente, varios fatores auxiliam o fungo a gerar
patologias entre eles a aderéncia a célula epitelial, a capacidade de crescimento como blastosporos,
pseudo-hifas e hifas, a producéo de enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases e lisofosfolipases),
a producdo de endotoxinas de baixa e alta massa molecular, e a composi¢éo da parede celular que
facilita a adesdo e a penetragdo através do tecido infectado®®.

A Candida albicans é a espécie mais prevalente do género e em virtude de ser um
patdgeno oportunista, vem sendo muito estudada pela sua variedade de fatores de viruléncia, sua
onipresenca e pelo aumento do nimero de pacientes com fatores de risco para infeccdo por essa
levedura. Com a epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), ocorreu um

aumento significativo na prevaléncia de candidiase*.
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Vérios extratos vegetais tém revelado excelente acdo antiflngica, porém os resultados sdo
em sua maioria referente as respostas observadas frente a microrganismos padrdo, o que ndo
permite visualizar-se como seria a respostas frente a microrganismos com resisténcias diferentes®.

Um estudo prévio revelou que o extrato da folha da Psidium guajava apresenta atividade
antifungica sobre as leveduras de C. albicans, C. tropicalis, C. stelatoidea e C. krusei e concluiu
que a utilizacio de seu extrato é de facil acesso e baixo custo a populagéo?.

Outros autores consideram o desenvolvimento de novos antissépticos bucais tendo o
extrato de P. guajava como componente adicional, visto que obtiveram bons resultados com o
microorganismo in vitro e que o uso de antimicrobianos nem sempre é efetivo®. Produtos a base
fitoterapicos vém sendo usados em cuidados com a saude, porém ainda vem sendo negligenciados

quando o assunto é salide bucal’.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir, que neste estudo observou-se o potencial do extrato de Psidium guajava
sobre a C. albicans na producdo de formulagbes, como uma nova alternativa terapéutica e

profilatica mais natural para promover uma melhora na satde bucal.
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