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RESUMO

A diversidade de produtos naturais, por muitos anos, inspirou pesquispd@es

identificar novos produtos que podem ser, eventualmente, desenvolvidos para novas

terapias. Extratos obtidé&unica granatuni. (romd) tem demonstrado diversas atividades,

dentre elas, efeito antimicrobiano. Nas ultimas duas décadas;de$epor leveduras do
géneroCandidacresceram significantemente pelo mundo inteiro, em decorrénaigalo

prolongado de antifungicos, ligado ao aumento da resisténcia aféssasos. Sendo

assim, pesquisas por novos componentes com acao antifingica, 0s quaiseptatem

presentes nos compostos Blagranatum justificam este estudo. Os extratos obtidos de

diferentes partes do fruto da&. granatumforam testados através da metodologia da

concentracao inibitéria minima (CIM) frente a dez espécieSatelidaspp. e analisados
por espectrometria de massas. Foi observado, também, se os gxtdtzzsam efeitos na
morfologia e estrutura das leveduras através da microscopidnala de varredura e de
transmissao, respectivamente. Os resultados obtidos revelarprorsessores, pois as
cepas testadas foram sensiveis aos extratos, com CIM de m25cgisando danos em
sua morfologia, como irregularidades em sua superficie e enpasede celular, e a
espectrometria de massas revelou compostos de reconhecida atécraiméina, dentre
eles, taninos. Esses dados indicam que os compostesniza granatunpossuem acao
antifingica, sendo que as substancias detectadas podem ser comsidergmincipais
responsaveis por essa atividade. Sendo assim, substanBiasick granatunapresentam
capacidade antimicrobiana, sendo um campo promissor para descoberta de
fitomedicamentos para o tratamento alternativo de doencas, abramdmhos para
pesquisas que visem explorar de forma coerente essas substancipsjamdo-as com

seguranca, eficacia e qualidade padronizados.
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ABSTRACT

The diversity of natural products has inspired researchers foy years to identify
novel products that could eventually be developed into therapeutics. Thetextiptained
from Punica granatumL. (pomegranate) have demonstrated several activities as
antimicrobial affects, among otheis the last couple decades infections by yeast genus
Candidaincreased significantly worldwide, in consequence of abuse usati@dngal,
associated with increase drug resistance. There resedmhesew compounds with
antifungal action, which may be presenPagranatumjustify this study. The extracts were
obtained from different parts &f. granatumfruit and tested against ten straingCaindida
spp., by minimal inhibitory concentration (MIC) methodology and analyzgdnass
spectrometry. Also scan and transmission electron microscopenmvpbyed to evaluate
the extracts effects on the yeast’s morphology and structunesre$ults obtained were
promising, because the tested strains demonstrated sensibilitydsoth@ extracts, with
MIC of 125ug/mL, causing damage to the morphology, as irregulaatiess superfaces
and cell wall. The mass spectrometry analysis showed compounds kwitvn
antimicrobial action, among them, tannins. The data indicated that compoiuRdsica
granatum have antifungal action and the detected substances can be considéed
involved with this activity. ThereforeP. granatum extracts presented antimicrobial
capacity and is a promising source for the discovery of new thdrapagents for
alternative treatment, promoting scientist to continue studies fety s&fficiency and

standard quality issues fBr granatum
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1. INTRODUCAO

Recentes investigacdes cientificas tem procurado por novos compastaes;do
antifingica em produtos naturais, sendo que muitas plantas ja fdesnorsedas pela sua
atividade contra varios tipos de doenca, baseado em estudos etnofaginasdVermani
& Garg, 2002; Meset al, 2004). Diversas variedades de plantas tem atraido a atencdo de
pesquisadores, visando a sua aplicacado na medicina.

A despeito dos avancgos sucessivos do uso de farmacos no tratamento de deeng
diversas patologias, uma grande parte da populacdo mundial ainda depenedidiaa
tradicional baseada na fitoterapia (Azaizghal, 2003). O conhecimento sobre o0 uso
medicinal das plantas e suas propriedades tem sido transmiticerad@i@ para geracao
(Lev & Amar, 2000), sendo a etnoboténica uma area muito importantetutio es
conhecimento em todo o0 mundo. Esta ciéncia mostra uma relacdo saudavel entre humanos e
natureza, estabelece a possibilidade de encontrar novos usos plamstass medicinais e
pode ser usada para descobrir novos medicamentos derivados de plantash(l2€00).

Ha varios métodos de preparagcdo e aplicacbes para diferentesidedes das plantas
medicinais, e podem ser preparadas na forma de decocc¢éo, em@oliaespremidas e
homogeneizadas com agua. As preparacdes e aplicacdes se Inasgpnte enfermidade
tratada e no sitio da infeccéo, sendo que podem ser administraddengoites vias, como
a oral, topica e nasal. A aplicacdo oral € a via mais comuraglizada (57,5%), seguida
pela topica (37,5%) ou nasal e outros tipos (5%) de aplicagbes (Singh & Singh, 2009).

Por séculos, a casca, folhas, flores e frutofPwaica granatumL. (Punicaceag
popularmente conhecida como roma, tem sido usados para tratar doeacasI§GR0os8t
al., 2001). A roma é uma importante arvore de regifes tropicais e sabisogpp mundo e
seu valor é devido ao seu delicioso fruto comestivel (Badizade¢draBbazian, 1977). A
parte comestivel do fruto, delimitada por uma membrana, o pericacpan@da de arilo,
com uma unica semente envolvida por uma bolsa cheia de suco, sendo ingsrada da
qgual podem ser produzidos xaropes ou geléias. Além do mais, essa arvore tami@sa é val
por suas propriedades farmacéuticas. A casca do fruto, o cauleedaihas sao fontes de



produtos secundarios, como taninos, tinturas e alcaldides (Lansky &n&ew2007;
Mirdeghan & Rahemi, 2007).

Estudos com extratos dA granatume seus compostos, tem mostrado efeitos
antioxidante (Ricci et al, 2006), antiinflamatério (Lansky & Newman, 2007),
hepatoprotetor (Celilet al, 2009), para o tratamento de doencas orais (Fenghun & Liu,
1997), de pele, entre outros (Hu, 1997). Foi também usada para trdteeadisenteria,
infeccdes microbianas, diarréia, helmintoses, hemorragia e giatolespiratorias (Fuentes
& Exposito, 1995).

A atividade antimicrobiana d&. granatumtem sido recentemente investigada
(Vasconcelo®t al, 2003; Pereirat al, 2006b), e pode estar presente em algumas toxinas
metabolicas ou nos compostos antibidticos de amplo espectro contidossca ca
(Voravuthikunchaiet al, 2004). Duraipandiyaat al. (2006) encontraram alta atividade da
roma com o extrato metandlico contra as cepd3adélus subtilis, Staphylococcus aureus,

S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia e@iandida albicansBragaet al
(2005) observaram que o extrato metanolico das frutés deanatumfoi capaz de inibir

nao somente o crescimento S@aphylococcus aurelR1722, mas também a producéo de
enterotoxinas. Hoflingt al. (2010) encontraram atividade antifingica dos extratos da roma
contra varias espécies @andidaspp.

A levedura do géner€andida € um patdégeno oportunista e muitos fatores de
viruléncia podem contribuir para sua invaséo e patogenicidade, @asimsua habilidade
para aderir aos tecidos, conversao da sua forma unicelularlpararfiosa e expressao de
enzimas extracelulares, como aspartil proteinase e fosfolipasesr{@aldeFonzi, 2001).

Embora C. albicans seja a principal espécie isolada de amostras clinicas em
individuos aidéticos, sabe-se que outras espéciealbi@anscomoC. glabrata, C. krusei,

C. parapsilosise C. tropicalis estdo em alta prevaléncia nas infeccbes (Ruhnke, 2006).
Recentemente, candidose ressurgiu com um elevado nivel de mdeatidaprevaléncia

de 45% nos grupos de pacientes comprometidos (Wenzel & Gennings, 2005)dd&alha
acdo dos antifungicos utilizados em doencas causadas por es@g@adsicans comoC.
glabrata e C. kruseié agora um desafio terapéutico. Sabe-se que infeccods. pousei

estdo se tornando prevalentes devido ao aumento na populacdo imunocomprometida,



principalmente com o HIV (Human Immunodeficiency Virus) (Senéwrat al, 2007),
mas também sabe-se que o fenébmeno da resisténcia de microogaaiantimicrobianos é
um fato a se considerar.

A resisténcia microbiana esta relacionada a perda da siigtadie de um
microrganismo a um agente antimicrobiano que pode ser visualizadésadeum teste de
suscetibilidadein vitro, no qual a concentracdo inibitéria minima € a mais baixa
concentracdo da droga que impede o crescimento visivel do migsonga(Alveset al,
1997; Marichal et al, 1999). Diversos farmacos antifangicos, como fluconazol,
cetoconazol, nistatina, anfotericina B e 5-fluorocitosina, podem interfericedos fatores
de viruléncia (Ellepola & Samaranayake, 1998; Hamtnal, 2000), porém cepas
emergentes resistentes as drogas tem dificultado o tratamaetifiongico, impedindo,
muitas vezes, o restabelecimento da saude do pacientedCdd2003).

Pesquisas que visem ampliar o conhecimento sobre o potencial antiariorole
plantas, particularmente deunica granatumou de seus componentes farmacoldgicos,
relacionando os efeitos de suas propriedades farmacéuticas comatisicade
antimicrobiana, poderao contribuir para a sua aceitacdo como meudlioaaternativo ou
ao conjunto do tratamento alopético.

Essas consideracdes serviram de base para os estudos levados a efeitihaksse tr
de Tese, visando avaliar o uso de extratos obtidos de diferentes garfruto dd&Punica
granatumL. como agentes antimicrobianos, associados a pesquisa dos compooentes ¢

potencial bioativo presentes nessas estruturas, determinados por espeatdenmesissas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas MedicinaisPunica granatum

Com o crescente desenvolvimento de resisténcia aos farmacpaeecraento de
efeitos indesejaveis pelos agentes antiflUngicos, pesquisas por nov@®neotas
antimicrobianos tem sido uma preocupacédo de muitos pesquisadores (Plingpaic
2005). Na ultima década, o interesse por produtos naturais tem aumentads, gamas
medicinais sendo fontes de compostos bioativos. Estes compostos termokidos e
submetidos a andlises estruturais detalhadas, e seu modo dealgAcomhecidos. Muitas
plantas usadas na medicina popular tem sido estudadas por suadestigitiamicrobianas,
como fonte de novos compostos antifungicos com poucos efeitos colatenaigrande
espectro de acdo e baixo custo (Istetal, 2006). A triagem de extratos antibacterianos
de plantas representa um esfor¢co continuo para encontrar novos compospaserumial
para agir contra bactérias multi-resistentes (Suffredial, 2004).

A descoberta de farmacos envolvendo a diversidade de produtos natumdisacio
com metodologias de drogas sintéticas e incluindo a manipulacédo deiosamtéticas,
proporciona uma solucdo para a comunidade cientifica voltada para a edieso®b
desenvolvimento de farmacos (Newman & Cragg, 2007). Segundo a Orgamizagdial
da Saude, pelo menos 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependem da
"medicina popular" para a solucdo de problemas de saude, e 85% afialstatilizam
plantas medicinais no tratamento das mais diversas doencasyiéioasi segundo o 6rgao
da ONU, que cerca de quatro bilhdes de pessoas no mundo dependemdites rarhase
de plantas medicinais (Gar@aal, 1996).

O Ministério da Saude do Brasil, através da Portaria n°® 971 d&/2306, aprovou a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complemen@NRIC) no Sistema Unico de
Saude onde se insere a fitoterapia (Brasil, 2006) e no municipio deP&sdoa foi
aprovada a Lei Municipal 7.630 de 15/07/1994, para a implantacdo do ProgrBRiaatde
Medicinais, gerenciado pela Secretaria Municipal de Saude (Sem&iiial, 1994).

Agraet al. (2007, 2008) observaram que 483 espécies de plantas com propriedades ativas



séo utilizadas na regido Nordeste. Apesar do niumero expressivaties predicinais em
uso, para a maioria delas, ainda nao foram desenvolvidos estudogo®stibre 0os seus
constituintes ativos (Santes al, 2009).

A roma,Punica granatuni., € conhecida ha muito tempo por seu fruto comestivel,
sendo mencionada na Biblia e no Alcordo, estando associada coisatitiE nativa da
Pérsia e se disseminou pela Asia, Norte da Africa e Euragditdranea, incluindo a
Turquia. As plantacdes de roma na Turquia cresceram rapidamenikimos anos, com
uma producdo excedendo 100.000 toneladas em 2007 (&zaer2008).

A roméa é conhecida por ser umas das frutas mais saudaveis, pitasaiividade
antioxidante (Giket al, 2000; Aviramet al, 2004; Seerarat al, 2006; Aviramet al, 2008)

e alto conteudo de compostos anticarcinogénicos @iml, 2002; Lanskyet al, 2005;
Malik et al, 2005; Adhami & Mukhtar, 2006; Malik & Mukhtar, 2006; Bell & Hawthorne,
2008). Recentes estudos estabeleceram que certos compostos do suc rauaimam
significativamente a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidbdg, (hodendo também
reduzir a pressdo sangiinea e possuir efeito antiaterosclgiicam et al, 2008). A
medicina popular recomenda tanto a casca do caule como do fruto paralitrarsas
doencas. A casca do caule é empregada como vermifugo, em gsg@ectéhias. Do fruto,
sdo utilizadas as cascas dessecadas ou frescas paranerttatee diarréias, infec¢des de
pele e mucosas e as sementes frescas, com seus envoltérios eosadalentos, para as
afeccdes da boca e garganta (Matos, 1989; Lastskly 1998).

Outros trabalhos demonstraram que a roma e seus derivados apneseftia
fotoquimiopreventivo contra danos causados por raios ultra-violeta nayebna (Afaq
et al, 2009); a ingestdo diaria de uma alta concentracdo de lignanag) pfesentes no
suco da roma pode reduzir o risco de cancer de mama pos-menopaudaueul,
2007); foi constatado, também, que flavonoides presentes no suco da romdigreee
oxidacdo do LDL e também foram anti-artrogénico (Wengl, 2004). De acordo com 0s
resultados obtidos por Celdt al (2009), pessoas tratadas com infusdo das flores e folhas
da roma tiveram reducédo dos niveis das enzimas AST e ALT, edamhos no figado,

demonstrando um efeito hepatoprotetor dessa planta.



Dentre os constituintes presentes no frut®@daica granatuni. estdo os alcaldides
(peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e isopeletjerimanita, varios fendis,
acido elagico e acido galico. A casca do fruto da roma conté@oides e,
aproximadamente, 20% de taninos, incluindo punicalina, punicalagina, gramatanas
galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina Irieagina, com acao
antibidtica (Fetrow & Avila, 2000). E empregada popularmente no testznue dores de
garganta, rouquidao e inflamacédo da boca. Do pericarpo, rico em tdoirawms isolados
granatinas A e B, punicalagina e punicalina, sendo estes os primappnsaveis pela
atividade antimicrobiana (Cat& al, 2006). Foram isolados d& granatum dois novos
acidos elagicos ramnosideos, acido metilelagi€4&mnopiranosideo @-aL e acido
dimetilelagico 3,4'© ramnopiranosideo -alL (EI-Toumy & Rauwald, 2003).

O suco fresco da roma contem consideravel quantia de solidos sdlohaess
acucares totais, acuUcares reduzidos, antocianinas, fendlicos, 4dduoicase proteinas,
sendo considerado como uma rica fonte de agentes antioxidantesglGi2000; Kulkarni
& Aradhya, 2005). Cuccioloret al (2009) analisaram os compostos da roma cultivada em
duas diferentes regides ao nordeste do Ird. Ao quantificar osoexti@s arilos e da casca
da romd, obtiveram &cidos gélico e elagico, catequina e epicatemprima principais
compostos monoméricos. Catequina é o mais abundante polifenol monomérico dos
compostos da romé&, sendo sugerido como um potencial agente para gacegealaum
grande numero de processos fisio-patologicos, como a coagulacéo, envalhanidade
da trombina humana. O potencial de bioatividade da punicalagina, e oatydan&hos,
pode ser explicado por sua capacidade de se hidrolisar em acido elagtros polifendis
menoresin vivo e atravessar a membrana mitocondmalvitro (Seeramet al, 2004;
Larrosaet al, 2006).

A roma € uma rica fonte de compostos fendlicos, o qual inclui flavoneitesnos
hidrolisaveis (Afaget al, 2005a). Extratos de diferentes partes do fruto da rom& como o
suco (Aviramet al, 2000), as sementes (Waetgal, 2004) e a casca (Lansky & Newman,
2007), tem apresentado grande atividade antioxidante. Diversos esmddsni@nstrado
gque seu suco possui propriedades antiaterogénica (Aviram, 2002), amiatiftia e anti-
cancer (Afaget al, 2005b; Malik et al, 2005; Khanet al, 2007), devido as suas



propriedades antioxidantes (Soobratteal, 2005). De acordo com Singh al. (2002), as
propriedades antioxidantes do extrato da roma podem ser encontradoscaee aaas
sementes sendo que o extrato metandlico da casca da roma demelestada atividade
antioxidante entre os extratos testados. Mirdehghan & Rahemi (20@fyarasn que os

niveis de compostos fendlicos totais eram mais altos na casca da roma do quesnos aril

2.2 Propriedades dos Compostos Fenolicodaica granatum

Os compostos polifenélicos compreendem um grupo da classe de metabdlitos
secundérios das plantas, que agem como antioxidantes (Meinalch2005). Compostos
fendlicos sdo essenciais para o crescimento e reproducdoadéaspd sdo produzidos
como uma resposta da planta aos danos causados por patégenos. Em baintiag@es;e
eles protegem o alimento da deterioragdo oxidativa. Em altasnt@gdees, seu produto
oxidativo pode interagir com proteinas, carboidratos e mineraiaK&yga, 2004). Seus
beneficios estdo, geralmente, ligados a duas propriedades: @Gamibe certas enzimas,
como xantina oxidase, aldose redutase, e (ii) atividade antioxidantell¢C 2001).
Polifendis podem proteger outros componentes dos alimentos, como os cdestemnoi
vitamina C, enzimas digestivas e células epiteliais do intesta oxidacdo dos radicais
livres gerados no estdbmago (McDougglhl, 2005). Constituem um dos mais numerosos e
amplos grupos de substancias no reino vegetal e podem abranger désadgassimples,
como acido fendlico, a compostos altamente polimerizados, como 0s taninos.

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados por diferentes rotas, pala qual
constituem um grupo metabdlico bastante heterogéneo (Taiz & Ziger,. 288W)s
compostos sao sintetizados pela via do acido chiquimico, a partirlstedeatos, ou pela
via do acido maldnico, que se inicia com acetil-coenzima A e ntaloemnzima-A (Simoes
et al, 2007).

Flavonéides compdem um dos mais numerosos grupos de compostos fendlicos
encontrados em vegetais e frutos (Schirglal, 2002; Tepet al, 2005), sendo descritos
como 0 mais abundante grupo polifendlico em dietas humanas (JialalV&apel996;
Rice-Evanset al, 1996; Bravo, 1998; Scalbert & Williamson, 2000). Alguns deles estao



envolvidos no processo de cura de doencas causadas por radicais hmeger(@ al,
2000). Muitos compostos d@unica granatumgcomo alcaldides, flavondéides, polifendlicos
(como delfinidina, cianidina e pelargonidina) e taninos hidrolisaveis, qmmeaalina,
pedunculagina, punicalagina, acido galico e acido elagico (éstergisiabse), possuem
forte propriedade antioxidante e tem sido investigados gDal, 1975; Tzulkeret al,
2007). Estudos de Baggt al (2009) demonstraram que o0 extrato aquosB.adganatumeé
benéfico no controle de diabetes, anormalidades no formato de lipideosesresse
oxidativo promovido pela atividade das enzimas antioxidantes pancreaticas.

Os principais compostos fendlicos presentes no suco da roma podem ser
classificados em quatro grupos. O primeiro grupo inclui as antociahioaggundo grupo
estdo presentes os taninos hidrolisaveis do tipo galagil, incluingogde isbmeros de
punicalagina (B e D), punicalina (galagilglucose) e outros compostasionados. No
terceiro grupo do suco da romé&, os compostos fendlicos incluem o Acidm eddgeus
glicosideos. O quarto grupo é formado por um extenso grupo de taninos hidilisave
qual esses compostos sdo diferentes combinacbes de glucose, acidp aato
hexahidroxidifénico e acido tertagalico (@tlal, 2000).

As antocianidinas podem ser mais estaveis na forma de heterosidaosdas
antocianosideos. Os antocianosideos, apés perda de acucar por hidrdbsesaci
chamados antocianidina ou aglicona. A biossintese das antocianinesemégrum dos
estagios finais de oxidacdo no mecanismo de diferenciacdo dos fe®ndobo &
Lourenco, 2007; Simbegt al, 2007). As antocianinas, pertencentes a familia dos
flavondides biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, constitmean
importante classe de polifendis (Saviraetaal, 2008). Sdo compostos de biossintese
mista, envolvendo blocos provenientes da via do poliacetato e da viagdovaip (Lobo
& Lourenco, 2007). Sao responsaveis pelas cores azul, parpura e vermethatae
tecidos de plantas (McGhet al, 2007), sendo capazes de serem absorvidas intactas, como
os glicosideos (Caet al, 2001).

As antocianinas previnem a oxidacao de lipideos presentes eentiiteambientes,
como o LDL, liposomas, e atividade de remocéo de varios radicas Ijviinsonet al,
1995; Rice-Evangt al, 1996; Wanget al, 1997). Dumaret al. (2009) correlacionaram



gue a grande quantidade de antocianinas presentes no suco da rorefamxelta
atividade antibacteriana e antifingica nos testes realizados, davigl@a capacidade
antioxidante. Esta classe de compostos demonstrou atividades antigxidatite
inflamatadria, antiaterosclerética e propriedades anticancenarsds estudos (Korgj al,
2003a; Zafra-Stonet al, 2007; Srivastavat al, 2007). A forma comum de aglicona,
antocianidina, encontrada é cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, malhadina
pelargonidina. Todas elas tem em sua estrutura o cation flauilibaixo pH, e diferem
entre si através de diferentes substituintes no anel B. Osreg(mavalentes sao glicose,
ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose. Ambas as foonaese diglicosideos séo
comuns. O grupamento funcional de agucar pode ser localizado nos carbonos 3,5, 7,3 e 5
(Macheixet al, 1990).

Schwartzet al. (2009) compararam frutos da roma, seus compostos e atividades, de
duas regides diferentes de Israel: Newe Ya'ar (clima Mediteo) e Arava (clima
desértico). Os frutos de Newe Ya'ar, cultivados em regifedaibeas temperaturas,
apresentaram alto nivel de antioxidantes e compostos fendlicas tataiparado com 0s
frutos de Arava, durante o periodo de maturacdo. A temperatura épamante fator que
afeta 0 acimulo de antocianinas nas plantas, sendo que a tempelatianente fria de
Newe Ya'ar parece promover um aumento da glucose e frutose, castoado em
trabalhos com amendoim (Casgti al, 2003) e batatas (Fauconngral, 2002), e altas
temperaturas excedendo 40°C (como na regido de Arava) podem dinquantidade de
acucar, como observado em uvas (Pegied, 2006a).

Os resultados dos trabalhos de Schwertal. (2009) indicam que as antocianinas
totais medidas na casca do fruto da regido de Newe Ya'ar tinhais mais elevados,
indicando que altas temperaturas da regido de Arava reduzem @apeuwke antocianinas
totais tanto da casca quanto dos arilos da roma. Porém, o niveis déaguraca principal
composto dos taninos hidrolisdveis encontrado na casca, e punicalinatoeslé& Arava
eram mais elevados, aumentando com isso a atividade antioxidantecampsstos

fendlicos totais desses frutos.
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Andlises quimicas realizadas por Dudoreté al. (2009) mostraram que 0s
compostos fendlicos da romé@ contem elevados niveis de taninos hidreliséweio
punicalina, punicalagina, pedunculagina e punigluconina.

A maioria dos compostos fenodlicos ndo é encontrada no estado livre rezaatur
mas sob forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, solUuégjgaee em
solventes organicos polares. Por serem fendlicos, os taninos sdo maiieos
quimicamente, formam pontes de hidrogénio, intra e intermoleculzstes compostos sao
facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais esapecjfianto por influéncia de
metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona 0 escurecimento deofuges (Simdest
al., 2007).

A importancia das plantas ricas em taninos esta ligada aspsyasedades de
transformar a pele animal em couro. Durante o curtimento sdo fasrhigdades entre as
fibras de colageno na pele animal, a qual adquire resisténcia ao calar,amasivos. Esta
capacidade dos taninos em combinar-se com macromoléculas expipacdade deles
precipitarem celulose, pectinas e proteinas. Essas propriedadasbsde da definicdo
classica dos taninos: substancias fendlicas sollveis em aguma&ssa molecular entre
500 e cerca de 3.000 Daltons, que apresentam a habilidade de formaxcsngollveis
em agua com alcalbides, gelatina e outras proteinas. Estes amrgiistparticularmente
importantes componentes gustativos, sendo responsaveis pela adstrimgemoistos
frutos e produtos vegetais. A complexacdo entre taninos e proteimdsase para suas
propriedades como fatores de controle de insetos, fungos e baetéiaguanto para suas
atividades farmacologicas (Simdet al, 2007), e podem agir como inibidores da
transcriptase reversa e HIV (Kilkusleeal, 1992).

Segundo a estrutura quimica, os taninos sao classificados em dpiss:gr
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistemras ést@cidos galicos
e acidos elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimatalt(HE)97), onde os
grupos hidroxila do acucar sdo esterificados com os &cidos fen@lictery & Vickery,
1981). Os taninos elagicos sdo muito mais frequentes que os galegspeavel que o
sistema bifenilico do acido hexaidroxidifenilico seja resultantkgdgédo oxidativa entre

dois acidos galicos (Bruneton, 1991).
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Largamente encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou
proantocianidinas sao polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, prodidos
metabolismo do fenilpropanol (Brandes & Freitas, 1992; Heldt, 1997; Den8amiyal,
1999a; Heilet al, 2002a; Heikt al, 2002b).

Testesin vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tem
identificado diversas atividades bioldgicas dessa classe de mui@stéDentre essas se
podem citar: acdo bactericida e fungicida (Scalbert, 1991; Céiualy 1998c), antiviral
(Okudaet al, 1993; De Bruynet al, 1999b), moluscida (Marston & Hostettmann, 1985),
inibicdo de enzimas como glicosiltransferases Stieeptococuus mutans S. sobrinus
(Hattori et al, 1990; Ooshimaet al, 1993), inibicdo da peroxidacdo de lipideos e
sequestrador de radicais livres (Hagernwnal, 1998; Moureet al, 2001) e acéo
antitumoral (Wangpt al, 1999; Dufresne & Farnworth, 2001).

Acredita-se que as atividades farmacolégica dos taninos sao devidas, pelormenos e
parte, a trés caracteristicas gerais que Sdo0 comuns emomamnor grau aos dois grupos
de taninos, condensados e hidrolisaveis: 1) complexacdo com ions mettdicos
manganés, vanadio, cobre, aluminio, calcio, entre outros), 2) atividadeidarie e
sequestradora de radicais livres e 3) habilidade de complexaroatas moléculas
incluindo macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos. Fgidsugue o0s
possiveis modos de a¢do dos taninos no tratamento de doencas estaemgrligatdos a
essas trés propriedades (Haslam, 1996, 1998).

As aplicacbes das drogas com taninos estdo relacionados, pnmasipal com suas
propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeitoaardicd e anti-séptico, por
via externa impermeabilizam as camadas mais expostas de paleosas, protegendo,
assim, as camadas subjacentes (Bruneton, 1991). Ao precipitamasptes taninos
propiciam um efeito antimicrobiano e antifungico. Ademais, os tas@o$iemostaticos e,
como precipitam alcaldides, podem servir de antidoto em casos dednéms (Bruneton,
1991). Em processos de curas de feridas, queimaduras e inflamact@esnas auxiliam
formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissarasabre
tecidos epiteliais lesionados, podendo, logo abaixo dessa camadagessp curativo

ocorrer naturalmente (Simoesal, 2007).
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Porém, os taninos sao considerados nutricionalmente indesejaveis porque
precipitam proteinas, inibem enzimas digestivas e afetamlizagio de vitaminas e
minerais podendo, ainda, em alta concentracéo, desenvolver cancer di&éachebfago
(Chunget al, 1998a; Chungt al, 1998b; Castret al, 1999; Singret al, 2001). Chungpt
al. (1998a, b) relataram que nozes contendo cerca de 25% de taninos pselem
responsaveis pela alta incidéncia de cancer de es6fago echetermainada localidade dos
Estados Unidos, onde pessoas comumente as consomem apés o almoco.
Contraditoriamente, a atividade anticarcinogénica é evidenciada ipel®®os autores,
onde afirmam que os japoneses consomem o ch& verde, rico em acidoetanitros
polifendis, em grandes quantidades e o risco de cancer gastrit@-so$aixo. Diante
desses dois trabalhos, pode-se dizer que o desenvolvimento ou ndo degpcdacestar
associado com a quantidade e concentracdo de taninos ingeridosméndetianto o valor
guanto o tipo de tanino que contribuem para que os beneficios nesses copyEEHOS
ser melhores aproveitados.

Uma série de bactérias sdo sensiveis aos taninos, dentéaglaglococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthraeisShigella dysenteriaee, em baixas
concentracdes (0,5g/L), o funfomes annosueve seu crescimento inibido (Casttaal,
1999). Nishizawaet al (1990) demonstraram significante atividade bactericida do decocto
da raiz deNuphar variegatumDurand contra microrganismos patdgenos. A analise
cromatografica (HPLC) do extrato aquoso da raiz desta plaiteneiou dois galotaninos
e dois elagitaninos, sendo reconhecidos por nupharina A e nupharina BmEki&s
hipoteses para o mecanismo de acdo antimicrobiana. A primeiraseipitessupde a
inibicAo das enzimas de bactéria e fungos e/ou a complexacaaulikisates dessas
enzimas; a segunda seria a acdo dos taninos sobre as membehrases dos
microrganismos, modificando o seu metabolismo. Finalmente, a tehgedtase menciona
a complexacéo dos taninos com ions metalicos (Btilal, 1996), diminuindo, assim, a
disponibilidade destes elementos essenciais para 0 metabolismo cosgamismos
(Simbeset al, 2007).

Polifenois sao fitoquimicos hidrolisaveis e quanto mais hidrofilico soleente

extrator, melhor esses compostos serédo recuperados da playit& (Mg aprakasha, 2003;
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Alzoreky & Nakahara, 2003). O mecanismo responsavel pela toxicidad®ndposto
fendlico contra microrganismos pode estar na reacdo com os geiposteina sulfidril e
substratos do microrganismo, interferindo com a secrecéo protéiesidnda (Machadet

al., 2003; Nazt al, 2007).

Segundo Howell (2002), antocianinas e proantocianidinas possuem propriedades
antibacterianas, assim como abilidade de inibir a adesdo baatérianucosa do trato
urinario. Dumaret al. (2009) investigaram a atividade antimicrobiana de seis variediade
Punica granatum correlacionando com suas propriedades fitonutrientes, dentre elas os
compostos fendlicos totais e antocianinas, encontrando resultados pgeitev@sinibicdo
dos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativo$;aaedida albicanstestados,
relacionando com a capacidade antioxidante dessa pkakiuichi et al (1986) e Pereira
et al. (2006b), demonstraram a acao antimicrobianaPdgranatum Linnno biofilme
bacteriano dental, com perturbacdo da sintese de poliglicanndp agis mecanismos de
aderéncia dos organismos do biofilme a superficie dental.

2.3 Atividade Antimicrobiana dos Extratos dgunica granatum

Diversos trabalhos demonstram a atividade antimicrobiana do extratonda
contra varios microrganismos, con®. anthracis, B. cereus, B. subtilis, Erwinina
carotovora, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smsgmat
Mycobacterium tuberculosis, Proteus vulgaris, Salmonella typhi, S. aureus, Q@rygisc
neoformanse Nocardia asteroide¢Diniz et al, 1997; Nascimentet al, 2000; Prashanth
et al, 2001; Holetzt al, 2002; Machadet al, 2002).

Naz e colaboradores (2007) testaram compostos isolados puros do swcoada
contra varias espécies de bactérias Gram-positivas e &gativas, encontrando efeito
inibitério, demonstrando que o acido galico apresentou elevada atividabdactertana
contra todas as cepas que foram sensiveis a essa fracao.

Metais de baixa densidade molecular, como o cobre e o ferro exibedade

antibacteriana (Ug & Ceylan, 2005). A adicdo de altas quantidades de vitaminat@tmo e
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da casca do fruto da romé, quando adicionados dos ions cobre e ferro, aumentou
consideravelmente sua atividade co@raureugMcCarrelet al, 2008).

Trabalhando com o virus da AIDS, Neurathal. (2005) observaram que o suco da
roma possui atividade contra o HIV, inibindo sua ligagdo com o linf&cidd e seus
receptores (CXCR4/CCR5), impedindo, desse modo, o desencadeamentogdm.iffaca
pacientes portadores desse virus, a descoberta do composto que ésgmedayacdo
tornaria o tratamento mais eficiente, aumentando as chances de uma vidadéaisl sa

Quando analisado o extrato da roma na inibicdo de leveduras do @&melidg
varios trabalhos mostram atividade dessa planta, como demonstradovaoroéa al.
(1996), Vasconcelost al. (2003), Duraipandiyaet al. (2006), Vasconcelost al. (2006),
Reddyet al. (2007), Al-Zoreky (2009) e Dumaet al (2009). Anibal (2007) avaliou a
atividade da roma através dos extratos brutos diclorometano adliegiacontra cepas
padréo deC. albicansC. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis,
C. utilis, C. guilliermondii, C. lusitaniaes C. rugosa demonstrando atividade antifingica

desta planta de interesse para a terapia alternativa contra essegamismos.

2.4 Leveduras do Géne@andida

Células leveduriformes do géne@andidatem sido estudadas com o objetivo de
avaliar substancias contra esses microrganismos. A estruturaiedie pgalular fungica, a
camada fibrilar, as membranas citoplasmaticas e varios comp®gentelula fangica sao
alvos seletivos para os agentes antifungicos (Droucht & Dupont, 198%; C2RB). Sua
parede celular contém manoproteinas, com propriedades imunossupressopasiagne
aumentar a persisténcia do fungo nas lesdes (Nabal, 1991), glucanos, quitina,
proteinas e lipidios (Odds, 1985; Kennedy, 1988; Odds, 1988; Shepherd, 1991).

Para promover infeccdo, os fungos precisam aderir a tecidos EgEedb
hospedeiro, resistir aos seus mecanismos de defesa e prolidei@@rta extensdo. Sendo
assim, os fungos usam varias estratégias para sobreviver no lhuosgedesencadear

doencas (Odds, 2000). Como resultado da falha da defesa do hospedeiro, o fungo ganha
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acesso a diferentes 6rgdos internos e tecidos, causando doernpasscaienominadas de
candidose (Berman & Sudbery, 2002).

Candida spp. sao leveduras que normalmente se apresentam como células
individuais e que se reproduzem assexuadamente por brota@anthda albicane uma
levedura diploide polimérfica com oito pares de cromossomos. Pode searegin
condi¢cdes de anaerobiose, como ocorre no intestino (Kruppa, 2008). Quase 2@8 egpéci
Candidasédo conhecidas, porém apenas algumas sao importantes para a Asnmeais
importantes sacC. albicans C. glabratg C. krusej C. dubliniensis C. tropicalis C.
parapsilosis C. guilliermondiie C. lusitaniag(Bernhardt & Knoke, 1997; Calderone, 2002;
Hube, 2004).

Arendrup et al. (2002) observaram notaveis diferencas entre oito espécies de
Candida e as agrupou em trés grupos, em ordem decrescente de patodeniidpupo
mais patogénico compreendg. albicans e C. tropicalis seguido por um grupo
intermediério, composto pa&. glabrata, C. lusitaniae C. kefyr e no ultimo grupo estao
C. parapsilosis, C. kruseC. guilliermondii

Esses microrganismos sao capazes de viver em saprofitismo eresitéi$ sitios da
boca, dependendo do pH, disponibilidade de nutrientes e superficies da (Masba&
Bradsha, 1997). Fungos sao frequientemente isolados de diversos sisiogdrando a
lingua, mucosa jugal, palato, biofiime dental, microbiota subgendesies de carie e
aparelhos protéticos (Nikawa al, 2002). Estudos de Makihiet al (2002) e Nikawaet
al. (2003), tem sugerido uma possivel relacdo e@tralbicanse doencas periodontais,
dentina e/ou carie de raiz, qu mostraram que esta levesharaimilar capacidade para
colonizar a hidroxiapatita, assim comdStreptococcus mutanporém usando diferentes
mecanismos.

Diversos fatores, como adesdo ao tecido do hospedeiro, caraeteristic
morfoldgicas, formacdo de tubo germinativo, percep¢do de contato, mudaatipida,
sinergismo com bactérias, producdo de hidrolases ou outros metabdlimsjugdo de
enzimas extracelulares foram propostos como fatores de virus€aalbicans(Odds,
1988; Olsen 1990; Bendel, 2003). A adesdo da levedura nas superficies ndeosas

hospedeiro é um pré-requisito para colonizagdo e infeccdo (Olsen 189de|B2003).
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Superficies mucosas do hospedeiro servem como reservatorio pigaeminacdo de
infeccoes, como infeccdo  gastrointestinal, especialmente  em ntescie
imunocomprometidos (Nikawat al, 2006). Durante os estagios iniciais da infeccéo
superficial da mucos&;. albicansforma hifas filamentosas (Sherwoetal, 1992; Gowet

al., 1994), junto com a liberacéo de varias enzimas hidroliticas (Rué&8€). Uma das
mais importantes enzimas hidroliticas produzidasuoalbicansé a fosfolipase, a qual
vem sendo classificada em varios subgrupos (Jayastadde 2005).

As fosfolipases, conhecidas por sua atividade citolitica, sdo emtastem muitas
toxinas bacterianas, em veneno de artropodes e de cobras (Vebigis®a, 1994). Sao
classificadas como fosfolipases-A, -B, -C e -D, lisofosfolip@selisofosfolipase-
transacilase (Ghannoum, 2000). Sdo também conhecidas por participarguebra de
fosfolipases da membrana celular do hospedeiro durante a invasawosde(Hube &
Naglik, 2002).

A levedura C. albicans utiliza, também, proteinas SAP (secreted aspartyl
proteinase) como enzimas ativas para modificar proteinas-alvo amdeig) na superficie
fungica ou na célula do hospedeiro que permite alterar sua hidrofobicdaalteracdes
conformacionais, permitindo melhor adesao do fungo (Monod & Borg-von Ae@el?2).

As SAPs séo codificadas por uma familia de multigenes, rexpufaat dez diferentes genes
(SAP1 — SAP10). A existéncia de 10 genes e o controle de sua eapeessgulacéo
aumenta o0 numero de processos envolvidos nas funcbes dessas proteinasesodurant
processo de infeccao (Hubeal, 1991). A proteina SAP2, e possivelmente outras SAPs, €
conhecida por degradar muitas proteinas humanas, incluindo mucinas, prdeinatiz
extracelular, inameras moléculas do sistema imune, proteinaareslehdoteliais e fatores

de coagulacéo, incluindo moléculas que protegem a superficie mwowmsa mucinas
(Colina et al, 1996; De Repentigngt al, 2000), imunoglobulinas A (Rtchel, 1986),
gueratina e colageno (Ogrydziak, 1993; Hube, 1996).

Em condi¢cdes laboratoriais, o principal gene de proteinase expregeado.
albicansna forma leveduriforme € SAP2, a qual, provavelmente, regulaeganismo de
feedbackpositivo: peptideos resultantes da protedlise de proteinas de eelmasba

molecular permitem a inducdo da expresséo do gene de SAP2 éHabe1994). Em
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compensacao, foi observado que SAP1 e SAP3, que contribuem para o dasemtolsde
danos nos tecidos mucosos (Kortetgal, 1999), sdo expressas diferenciadamente durante
mudancas fenotipicas em certas cepas (Germaine & Tellefson,\W®8e, et al, 1993).
Porém, estudos indicam que a regulacédo de SAP3 durante essa nmatagcabsoluta, e
genes SAP4-6 foram quase exclusivamente expressos durante géfoaa hifas em pH
neutro (Hubeet al, 1994; White & Agabian, 1995).

A transicdo da forma de levedura para hifa — e vice-versantmlado por varios
fatores, incluindo a sintese de prostaglandinas e leucotrienogd@8a&t Heitman, 2009;
Noverret al, 2001; Noverrt al, 2004; Noverret al, 2005; Carlislest al, 2009; Sheret
al., 2008), ou pelo contato com peptideoglicanos bacterianost(xly 2008).

O termo “mudanca fenotipica” significa a rapida mudanca na @strdé superficie
da célula. Isso tem sido observado em algumas cep@ardkdae faz com que seja mais
dificil para o sistema imune reconhecer essas células lewrthed, podendo estar
associado com a formacao de biofilmes (Soll, 2002; Hetrg, 2006; Zordaret al,
2006; Ramirez-Zavalat al, 2008).

A associacdo com a superficie celular estimula a formachmfilenes (Kumamoto
& Vinces, 2005). Biofilmes sdo aglomerados tri-dimensionais de mgmn@mos, que
aderem a uma superficie e sdo circundados por substancias pakmexicacelulares
(Nobile & Mitchell, 2006; Kruppa, 2008). O biofilme protege a céluladevilorme como
um casulo, e impede o ataque de defesas do ambiente, como o sistemaRssisténcia
aos antifungicos € aumentada por mudancas nas reacoes metgirékestes no biofilme.
Por exemplo, a reducdo da sintese de ergosterol da membrana feglutam que a
levedura seja menos sensivel ao antifungico num fator de 30 a 2000 vezes (Douglas, 2003).

2.5 Infecgbes poCandida e sua Prevaléncia
Nas dUltimas duas décadas, infeccbes fungicas por leveduraseranesc

significantemente pelo mundo inteiro (Wisplinghetf al, 2004). Nos Estados Unidos,

infeccdo por leveduras esta classificada como a quarta causeconaum de infeccao
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sanguinea nosocomial (Wisplingho#t al, 2004). No Brasil,Candida albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosissdo as espécies mais comuns isoladas de infeccdo sangtinea
nosocomial em varios centros médicos (Colombal, 2006; Medranet al, 2006; Passos

et al, 2007).

Trabalhos de Bruder-Nascimengt al. (2010) demonstraram que, de um total de
212 culturas de leveduras, 70 (33%) eram isoladosC dalbicans 66 (31,8%),C.
parapsilosis; 38 (17,9%), C. tropicalis; 25 (11,8%), C. glabrata; 10 (4,7%), C.
guilliermondii; 2 (0.9%), C. lusitaniae; e 1 (0.5%),C. pelliculosa.Com relacdo aos
materiais clinicos,C. parapsilosisfoi a espécie mais comumente isolada de infeccdo
sanglinea e fluido peritoneal, enquar@o albicans apresentou uma distribuicdo
homogénea entre trés fontes: infeccdo sanguinea, fluido perieonatd urinarioCandida
tropicalise C. glabrataforam isoladas, principalmente, de infeccfes do trato urinario.

Um total de 7191 isolados clinicos @andidafoi obtido de um estudo envolvendo
81 centros médicos em 29 paises entre janeiro de 2004 a dezemfy dde@ominado
ARTEMIS, um programa global de vigilancia a antifungicos l{@fat al, 2002, 2004b,
2007a, 2007b)sses isolados incluiam 3789 cepaSdalbicans 1003 deC. parapsilosis
1021 deC. glabratg 847 deC. tropicalis 240 deC. krusej 79 deC. guilliermondij 85 de
C. lusitaniage 57 deC. kefyr 26 deC. famata 14 deC. pelliculosa 10 deC. lipolytica, 11
de C. dubliniensis5 deC. rugosa e 1 deC. intermedia Todos os isolados foram obtidos
de sitios como sangue (65%), “tecidos” (10%), abscessos (9%), fluidonpal (6%),
fluido articular (1%), fluido cerebroespinhal (1%), cateter (1%) e oulfds. (

Espécies deCandida sdo prevalentes e importantes patdégenos encontrados em
pacientes hospitalizados e com infec¢cdes nosocomiais (PfallereBeida, 2007), e a
mortalidade permanece alta ha 20 anos apesar do avanco da terdifgiagiea
(Gudlaugssonet al, 2003), podendo ocorrer resisténcia cruzada ao fluconazol e
voriconazol entre os isolados clinicos (Pfaletral, 2002, 2004a, 2007b). Apesar da
elevada frequéncia da colonizacaoCkndidacomensal (superior a 75% da populacéo),
poucos individuos desenvolvem candidose oral. Essa doenca pode ser dassiiica
quatro tipos clinicos distintos: candidose pseudomembranosa, candidoseateste

cronica, candidose hiperplasica cronica e candidose eritematosa (@amd®net al,
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1995). Espécies d€andidatem sido implicada na etiologia de outras doencas orais,
incluindo carcinoma celular escamoso, queilite angular, sindrome dadueimada e
liquen plano (Kroglet al, 1987; Gerson, 1990; Kurnatowska, 2001).

Trabalhos de Patat al. (2006) demonstraram que de um total de 173 isolados de
leveduras de pacientes HIV-positivos, 136 (78,6%) corresponderamceddpélbicans
enquanto que os outros 21,4% eram espéciealdmans sendo as mais isolad&x
dubliniensis(6,3%), C. glabrata (5,2%), C. parapsilosis(1,7%), C. lusitaniae(1,7%) e
Saccharomyces cerevisid&, 7%), e em menor quantidade, tropicalis, C. krusee C.
utilis. De Repentignyet al. (2004) observaram que candidose orofaringea € a mais comum
infecg@o fangica oportunista, afetando, aproximadamente, 90% dos individextados
pelo HIV durante algum estagio da progressao da doenca.

Estudos experimentais tem sugerido que a producdo elevada de SAP €& um
Importante aspecto na interagdoClaalbicanscom o tecido do hospedeiro e a viruléncia da
cepa (Hoegl et al, 1996). Estudos de De Bernardist al. (1996) e Wuet al. (1996)
demonstraram que cepas @ealbicansde individuos HIV-positivos com candidose oral
sdo mais proteolicas do que isolados comensais, 0 que pode ser tabseévado por
Kuriyamaet al. (2003) com relacdo a individuos imunocompetentes, em que a atividade da
SAP de isolados com carcinoma celular escamoso, sindrome da bavadpjeierostomia
e liguen plano foi significantemente mais alta do que nos grupos s@jd@ndo possivel
que alteracdes no ambiente promovam a selecéo das cepasdigamais proteoliticas.

Candidose € a infeccao fungica mais comum em humanos apos asfierseat
Candida albicangpode ser cultivada da cavidade oral de todo individuo adulto (Arendorf &
Walker, 1979; Odds, 1988), sendo classificada como o fungo mais potencialmente
patogénico encontrado normalmente na cavidade oral. Neste lolaledsras colonizam
a lingua, o palato, e a mucosa (Arendorf & Walker, 1980) e podemepcur placa
subgengival de adultos com periodontite severa (Stdtsal, 1988). Ao colonizar
superficies epiteliais, pode apresentar-se na forma de levellu@ancas no meio
ambiente podem desencadear sua germinacdo. A bolsa gengivaluidoo cfievicular
gengival sdo ambientes favoraveis para germinacéo e cesgoinieCandidana forma de

hifa. Suas hifas tem habilidade para penetrar no tecido do hospedeiro, adetindo a
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extensdo muito maior quando comparada com a forma celular. Assiifa, € importante
instrumento para o ataque e o0 processo infeccioso (Jarvensivu2004).

Trabalhos de Jarvensiwt al. (2004) sugerem qu€. albicanspode ter alguma
funcdo na infra-estrutura da placa microbiana periodontal e nadaréncia ao tecido
periodontal. Assim como muitos microbi@andidatambém é tolerante a imunidade inata
e mediada por células, conquanto provoque inflamacéo nos tecidos adjaObstrvaram
ainda gue essa levedura foi tipicamente encontrada nas camtataase®a placa e parece
agir como uma barreira entre a imunidade do hospedeiro e a carteada do biofilme.
Desse modo,C. albicans deve ter funcdo na evasdo imune da placa nas infecgbes
periodontais e provoca inflamagéo destrutiva nos tecidos subjacentes.

Waltimo et al. (1997) isolaram de amostras de culturas positivas de periodontite
apical um total de 7% de leveduras, tanto em cultura pura quantocpmtdactérias, e
guase todos os isolados pertenciam ao gé@aralidg sendo a espécie mais comdn
albicans Embora a candidose oral seja uma infecgéo fungica oportunistoouenente
afeta pacientes imunocomprometidos, € também observada em vam@assduacdes. Em
estudos prévios de Barbachanh al. (1996), foi reportado associacdo de candidose e
hiperplasia inflamatéria, além afetar individuos que usam dentéEoteset al, 1992;
Rindumet al.,1994; Dongari-Bagtzoglou & Krashleva, 2003).

Erkoése & Erturan (2007) isolaram 71 cepaLCamdidade 64 pacientes, sendo que
desses pacientes, 53 foram positivos para candidose oral. A eSpéaticansfoi a mais
encontrada, isolada de 44/53 (83%) pacientes. Espécieallbiéans corresponderam a
50,9% (27/53), sendo que. glabratae C. dubliniensistiveram a maior porcentagem de
colonizacéo desse pacientes, correspondendo a 22,6% e 11,3%, respectivamente.

Estudos recentes tem demonstrado que espéciealbiémms podem tornar-se
patogénicas em pacientes HIV-negativos. Por exenthlagylabrata, C. parapsilosjsC.
tropicalis, e Saccharomyces cerevisideram isoladas de infeccoes em neonatos, pacientes
com transplante de medula 6ssea, e de fungemia (Ralidds 2003; Cherifiet al, 2004;
Henry et al, 2004; Reddinget al, 2004a). O desenvolvimento de espécies de leveduras
menos comuns pode ser causado pela resisténcia, devido a pressdo des agent

antifingicos, como o fluconazol (Wingagtlal, 1991; Priceet al, 1994; Wingard, 1994).

21



Ghannoumet al. (2010) identificaram, a partir de amostras de lavado bucal de 20
individuos saudaveis, através da técnica de multitag 454 pirosequenoidMarsS), a
qual pode ser usada para caracterizacao detalhada dos acidos nucléicayantagem de
precisao, flexibilidade, processos paralelos e facil potencialitdenatizacéo, espécies de
Candida, Cladosporium, Aureobasidium Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus,
SaccharomycetalesAlternaria, Ophiostoma, Glomus, Phoma, Schizosaccharomgces
Zygosaccharomyce®entre as espécies @andidg foram encontradas. albicans(40%),

C. parapsilosig15%), C. tropicalis (15%), C. khmerensi® C. metapsilosifem 5% dos
individuos). Ainda, segundo Ghannoush al a presenca de isolados depergillus,
Fusarium e Cryptococcusna cavidade oral de individuos saudaveis foi um achado
inesperado, uma vez que esses fungos nao sao descritos como colmidadmeidade

oral. E possivel que a patogenicidade desses fungos seja controladaiiaiuos
saudaveis por outros fungos do micobioma oral, assim como pelo sistema imune funcional.

Morrel et al. (2005) demonstraram que um rapido inicio na terapia antifingica no
comeco da candidemia esta associado com reducdo na mortalidadmteBacjue
receberam terapia antifangica em até 12 horas apoés resultadiwoppara cultura de
sangue tiveram menor mortalidade hospitalar do que aqueles gberasu terapia apds 12
horas (11,1% versus 33,1%).

Trabalhos de Ortegat al. (2010) realizados em dois periodos (A e B) durante 15
anos, isolaram 262 episédios de candidemia no periodo A (de 1994 a 2003) e 174sepisodi
no periodo B (de 2004 a 2008). Ocorreram 94 (36%) de mortes no periodo A e 38 (22%) no
periodo B.Candida albicandoi a espécie mais isolada (49%), seguida@.oparapsilosis
(18%),C. tropicalis(14%),C. glabrata(12%),C. krusei(5%) e outras espécies (3%).

Candida guilliermondindo é freqiientemente isolada de culturas de sangue (1 a 5%)
(Krcmery & Barnes2002), e infec¢Oes causadas por essa espécie tem sido repertada
pacientes com cancer, pés-cirargico e em unidades de terapiavesefidcmeryet al,

1999; Krcmery & Barnes2002). Neutropenia e transplante de medula 6ssea foram
considerados como fatores de risco para adq@irirguilliermondii durante infeccbes
(Vazquezet al, 1995).
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2.6 Resisténcia aos Antifingicos

Nas recentes décadas, a ocorréncia de infec¢cbes sistéimgiass tem aumentado,
juntamente com o crescente numero de individuos imunocomprometidos, cuja fmpulag
aumenta em paralelo devido a pandemia da AIDS, tratamento de quapiteontra o
cancer e transplante de 6rgédos. Entre essa populacao, especiatjuelds infectados com
o HIV, sdo geralmente administradas baixas doses de fluconazibtjmarhente para
prevenir a ocorréncia de infec¢cdes fungicas oportunistas. Destaramanaamentos
prolongados resultam no aparecimento de fendtiposCdealbicans resistentes aos
antifingicos azodlicos (Whitet al, 1998; Kontoyiannis & Lewis, 2002). Candidose
orofaringea juntamente com resisténcia cruzada a antifUngicusdés maiores problemas
enfrentados por pacientes HIV positivos (Vanden Bossshel, 1994). Pacientes
imunossuprimidos apresentam elevado risco de contrair infeccdo comisorgs
resistentes, assim como pacientes que tiveram exposi¢cao a altas dasmmdeol (>109),
ou tratamento com longa duracao (Maeetzal, 1996).

Dentre as espécies dgandida causando infeccdes, Reddieg al. (2004a, b)
isolou a espéci€. glabratade pacientes que passaram por transplante de medula éssea e
de candidose orofaringea de pacientes com cancer de cabeca@ pEangemia pcC.
parapsilosis, C. tropicali® C. glabratafoi encontrada em neonatos com candidose oral,
infectados porC. glabrata (Roilides et al, 2003) Trabalhos de Kantarcioglu & Ytcel
(2002) observaram resisténcia vitro de cepas deC. dubliniensisao fluconazol e
cetoconazol, sendo adquirida durante o tratamento com essas drogam eXposicdo
repetida. Furletti (2006) observou que 108 isoladosCdadida spp. provenientes de
pacientes portadores de doenca periodontal foram resistentes ai@néo Meneze®t
al. (2009) isolaram 51 cepas @& tropicalis provenientes de pacientes internados no
Hospital Geral de Fortaleza, onde trés cepas foram resistaotfluconazol e itraconazol,
sendo todas sensiveis a anfotericina B. Fungemi& pargosafoi observado por Minces
et al (2009), sendo que essa espécie vem sendo conhecida como um patdogeno emergente
com uma frequéncia de isolamento crescendo de 0,03% para 0,4% emos ae 1997 a
2003 (Pfalleret al, 2006).
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Candida kruseié uma espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol suave
suscetibilidade diminuida a anfotericina B e flucitosina (Rfaie al, 2008). Foi
primeiramente isolada de pacientes com cancer e de locais findermazol é usado como
profilaxia (Wingardet al, 1991; Girmeniaet al, 2005). A freqiéncia de candidemia
causada por essa espécie varia de 2% a 60% (Sandven, 2000;e¥ialde02; Pemaet
al., 2005), dependendo da instituicdo e da unidade de admissdo. Comparando as infec¢oe
causadas por outr&andidaspp., as provocadas pGr kruseiestdo associadas com um
alto nivel de mortalidade (Mufi@t al, 2005; Pemast al, 2005).

A espécie Candida dubliniensisvem sendo reconhecida como constituinte
minoritario da microbiota oral humana, e varios trabalhos indicamsquesignificado
clinico se deve a associacdo com o virus HIV (Colleetah, 1997; Sullivan & Colleman,
1997; Sullivan & Colleman, 1998; Jabra-Ri#t al, 1999) e a sua habilidade de
desenvolver rapida resisténcia ao fluconazol (Sullivan & Colleman, Ffa8er et al,
1999). Vérias investigacfes sugerem que a resisténcia ao flucpodeoser induzida em
pacientes que estdo sob um periodo prolongado de tratamento (Rathake2000).
Estudos de Jabra-Rizét al. (1999) encontraram cepas @& dubliniensisisoladas de
pacientes HIV-positivos, e trabalhos de Meis al. (1999) observaram infeccdo em
pacientes imunocomprometidos, incluindo individuos HIV-positivos e paciem@s c
cancer, recebendo quimioterapia. No entanto, Polaehek (2000) e Meiset al. (2000)
isolaram cepas d€. dubliniensisde pacientes HIV-negativos, demonstrando que essa
espécie nao atinge apenas individuos HIV-soropositivos.

Outro fator que pode influenciar o transporte da leve@aadidaé o uso de
agentes antifingicos. Nistatina, anfotericina B e fluconazol dielm usados por muitos
anos por pacientes infectados com o HIV em terapias prolongadasspan, 1994). O
desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol € uma tendéncia queat@wddéuir. Em
1995, 40% dos pacientes em terapia prolongada, portavam cepas resistente397
aumentou para 43%; e 45% em 2000 (Johretoml, 1995; Tumbarellcet al, 1997,
Magaldiet al, 2001).

A resisténcia clinica pode ser definida como o fracasso iddaale do agente

antifingico ao tentar erradicar a infec¢do fangica contra cong@nismo. Essas falhas

24



podem ser atribuidas a uma combinacdo de fatores relatados ao hoseEdeigente
antifingico ou ao patdgeno (Kanafani & Perfect, 2008).

Antes da introducdo da terapia anti-retroviral, houve um aumento veémea de
C. albicansresistentes ao fluconazol entre pacientes HIV infectados comidose
orofaringea ou esofageal. O amplo uso de itraconazol e flucogazohsiderado o
principal causador da resisténcia aos azois (Goldehah, 2000). Mais de um terco de
pacientes com AIDS em estagio avancado abrigavaalbicansresistentes ao fluconazol
em suas cavidades orais (Law al, 1994).Candida albicansresistentes aos azois séo
menos comuns em pacientes com outras doencgas, como candidose valgaial €Ral,
2005) e candidemia (Sanglard & Odds, 2002).

Os azOis sédo uma classe de drogas antifungicas que inclueazokcbs, como o
fluconazol, e imidazolicos, como o cetoconazol, que inibem a biossittesgosterol por
inibicAo competitiva da enzima lanosterase -ddmetilase. Hoje em dia, mdltiplos
mecanismos de resisténcia ao fluconazolCdaalbicansforam identificados e incluem
mutacfes putativas no gene ERG11, que codifica a enzima lanosteragenietilase,
alteracbes em outros genes envolvidos na biossintese do ergostenolingicébd do
acumulo intracelular do fluconazol via associagdo da bomba de eflonemmbrana (White
et al, 1998; Kontoyiannis & Lewis, 2002; Sanglard, 2002). Entre as quatro prscipai
classes de bomba de efluxo, duas foram identificadag.eambicanscomo pertencendo a
superfamilia facilitadora principal (MDR), a qual funciona como mtiparto de ions H
ou a superfamilia de cassete ligadora de ATP (CDR), a quaeméATP para ativar o
transporte de fluconazol para fora da célula fungica (V¢higd, 2002).

Os polienos agem interagindo com o ergosterol da membrana fUrggioantio,
subsequentemente, canais de porina que permitem a perda do potenciahibir@na e da
funcdo celular (Kanafani & Perfect, 2008). Embora a resistém@afotericina B entre
cepas de€Candidaspp. seja rara (Tortoram al, 2005), ha varias informacgdes recentes do
aumento da concentracao inibitoria minima (CIM) a anfotericinantBe @solados de.
kruseie C. glabrata(Pfalleret al, 2004b). Em adicéo, resisténcia intrinseca aos polienos é
freqientemente notada e@. lusitaniae (Pfaller et al, 1994). Uma prévia avaliacédo

demonstrou que a mesma CIM da anfotericina B pode corresponder atdgextvidades
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fungicidas, dependendo da espéci€Cdadida ou da cepa testada, e cada espécie tem um
diferente padrdo para a atividade da anfotericina B (Cantéiy 2004).

Candidose invasiva € uma importante causa de complicacbes emq@aeientes
hospitalizados. A anfotericina B foi utilizada como tratamentodmagor cinco décadas,
mas seus efeitos téxicos limitaram seu uso. Fluconazol é esdprew tratamento de
candidemia em pacientes com neutropenia @ex, 1994). No entanto, algumas espécies
de Candidg comoC. kruseie C. glabratg sao freqientemente resistentes ao fluconazol.
Este fato e a atividade fungistatica dos triazois constituerpriasipais limitacdes do
fluconazol como primeira linha na terapia para candidemia. Ap&stoslos de Mora-
Duarteet al (2002), Reboliet al. (2007) e Kuseet al. (2007), equinocandinas surgiram
como importantes agentes para o tratamento de candidose invasiwad&datda droga
equinocandina é fungicida e seu espectro inclui todas as espéci€santikda
Recentemente, guias para o tratamento de pacientes com carndigssea e mucosa
recomendam fluconazol ou equinocandina como terapia inicial para muientpa
adultos (Pappast al, 2009).

Equinocandinas inibem a sintese dd,3-D glucano, o qual é integrante da
estrutura e funcéo da parede celular fungica. A formac@mndeparede celular defeituosa
proporciona a ruptura da célula nas leveduras e crescimento adasrtafas nos bolores.
As equinocandinas sado altamente efetivas contra espéci€armdtida e de Aspergillus
(Espinel-Ingroff, 2003). Entre as espéciesG#ndidg C. parapsilosise C. guilliermondii
tem um valor mais alto da CIM do qu& albicans (Mora-Duarteet al, 2002). Os
mecanismos de resisténcia a equinocandina ainda estao sendo idusstiga espécies de
Candidg resisténcia secundéaria € associada com mutacdes putativanend-ksl da
sintese de-1,3-D glucano (Balashost al, 2006).

Os danos causados ao hospedeiro podem se manifestar de doisediferedos:
infeccdes superficiais na pele, nas membranas mucosas ou ispitliapenetracao
invasiva nas camadas profundas do tecido, distribuicdo pelo sangusemidezdo em
varios orgaos. Mudancas na composicao qualitativa e quantitativardabéicteriana no
trato gastrointestinal — por exemplo, apés administracdo de antibi¢eoepanen &

Hogan, 2008) — ou deficiéncia no sistema imune do hospedeiro aumentam aigirddenc
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cepas de€Candidaatravés de mecanismos de regulacédo de genes (Calderone, 2004s The
et al, 2007; Walkeet al, 2009).

Leveduras patogénicas transportam genes codificadores paras fatlere
patogenicidade especificas e para outras importantes propriedadesess@rde infeccao
(Morschhauseret al, 2000; Theweset al, 2007; Walkeret al, 2009). Estes incluem
primeiramente fatores de adesao, que ligam as leveduras ascsespeldi célula, como o
epitélio ou endotélio, e fatores agressivos, destruindo tecidos easdorgbroteinase
aspartato, fosfolipases e lipases. Fatores agressivos sao, em gpotesaeeis pela invasao
do fungo (Kumamoto & Vinces, 2005). Cepas Candida extremamente virulentas sao
capazes de expressar varios fatores de viruléncia simutianga (Calderone, 2002;
Magee & Chibana, 2002; Noverr & Huffnagle, 2004; Nobile & Mitchell, 20@8¢m
disso, leveduras patogénicas desenvolveram mecanismos de escapdgavaatadue do
sistema imune (Rasl&t al, 2007).

Sabe-se que existem, pelo menos, quatro mecanismos basicos que conferem
resisténcia ao fluconazol: (i) mutacées no gene ERG11, que caaliims intracelulares
para antifingicos azolicos, como a enzima lanosterase-@Hmetilase, prevenindo a
ligacdo dos azdis ao sitio enzimatico (Loffral, 1997; Whiteet al, 1998; Yang & Lo,
2001); (ii) alteragdo das enzimas envolvidas com o alvo; (ipp&gxdo aos compostos
azolicos resulta na delecdo do ergosterol da membrana fungicaneulo de produto
toxico, como 14-metil-3,6-diol, interrompendo seu crescimento; mutacdes no gene ERG3
previne a formacdo de 14metil-3,6-diol (Kelly et al, 1997). Reposicdo do ergosterol
permite a formacdo de uma membrana funcional e inibe a agiogtna biossintese do
ergosterol. Cepas déandidacom mutacdo no gene ERG3 sdo também resistentes aos
polienos (Kanafani & Perfect, 2008); e (iv) o desenvolvimento da bombdwe etiva
resulta na diminuicdo da concentracdo da droga no local de acdoaBdmiefluxo sdo
codificadas nas espécies @andidapor duas familias de genes transportadores, CDR e
MDR (Albertsonet al, 1996; Sanglarét al, 1997; Wakieet al, 2007).

Estudos com isolados resistentes a agentes azolicos tem demoastraiio da
energia-dependente do efluxo desses antifingico€ .eghabrata (Hitchcocket al, 1993;

Parkinsonet al, 1995; Marichalkt al, 1997), diminuicdo da concentracao intracelular de
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azbis emC. albicanse em C. glabrata (Ryley et al, 1984; Hitchcocket al, 1987;
Hitchcock et al, 1993), e aumento da expressdo dos genes transportador multidrogas
CDR1, CDR2 e MDR1 ent. albicans(Sanglardet al, 1995; Albertsoret al, 1996;
Sanglardet al, 1997; White, 1997). Inativacdo do gene CDR1 @nalbicanspermite o
aumento da suscetibilidade ao fluconazol e de sua concentracaolufdra@anglardet

al., 1996). A levedur&. glabrataé inerentemente mais resistente ao fluconazol d&Cque
albicanse € mais comumente encontrada em pacientes recebendo arglagolicos
(Sangeorzaet al, 1994), sendo que essa resisténcia pode crescer muito mais sentepaci
continuar a terapia por um periodo prolongado (Warebock, 1988).

Aumento da prevaléncia de resisténcia microbiana aos farmac¢idénginos
comerciais tem sido observado (Dragal, 2000). A baixa eficacia terapéutica observada
em algumas infeccbes pode ser devido a ineficiente penetracaarohasds nas células
infectadas, ndo permitindo que o farmaco alcance a levedurao(Bxrad, 2000). Todos
esses aspectos fazem com que a procura por NOvosS cOmpostos antinusrc@m
importante, incluindo aqueles que podem estar presentes nos extratogake (Filocheest
al., 2005).

Assim, o0 reino vegetal representa um enorme reservatorio decutaslé
farmacologicamente ativas a serem descobertas e o estudo plessas, que contem
milhares de diferentes metabdlitos secundarios, envolvendo o princygipéatim campo
promissor para descoberta de novos fitomedicamentos para o tratastiemativo de
doencas (sejam elas provocadas por bactérias ou fungos), consideranumqgtraraos na
literatura diversos estudos demonstrando seus efeitos, em partantianicrobianos e
antifingicos sobre microrganismos de interesse médico, além dsergprem um
tratamento significante em cepas resistentes e nao provocdedos eolaterais tao
perigosos para a saude, justificando as pesquisas com propadsitosiatecapatencial de
acado antimicrobiana desses fitoterdpicos. Este estudo pernderdificar novas
alternativas terapéuticas capazes de inibir a proliferacémlomna do géner€andida

com eficacia, seguranca e qualidade padronizada.
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3. PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Determinar a atividade antimicrobiamavitro a partir da concentracao inibitéria
minima (CIM) de extratos brutos d@unica granatumsobre cepas padrdo de
Candidaspp.

2. ldentificar por espectrometria de massas substancias envobodasa atividade
antimicrobiana.

3. Observar, por microscopia eletrénica de varredura e de tranemissalteracdes
estruturais provocadas pelos extratos com melhores atividadesguistio, desse

modo, o local de acdo do extrato.
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4. MATERIAISE METODOS

4.1 Planta

O material vegetalPunica granatun{Linnaeus), familidPunicaceaeafoi colhido
da Colecdo de Plantas Medicinais Aromaticas (CPMA), Divisadcslgr, do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agrid@QBA/UNICAMP), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Glyn Mara Figueira. A exsicatanouin223, da espécie
estudada, esté depositada no herbarium do CPMA/UNICAMP. Foi délaglanta fresca

para a obtencéo dos extratos.
4.2 Preparo dos extratos

Para definir qual tipo de extrato seria selecionado — se apabarer(se
diclorometano) ou polar (solvente metanol e aquoso) —, foram feitegrasdes da folha e
do fruto, denominado de Fruto Novo, Banica granatumcolhido em 19/03/2008 do
campo do CPMA, e do fruto que estava estocado no freezer, denomirfaddodestoque,
a partir de 5,0g de amostra, para observar qual dessas amosEsasitaria atividade sobre
as cepas de leveduras. Para a extracdo com o solvente diclomne&aol e agua, seguiu-
se a metodologia utilizada no laboratério da Divisao de Fitoquimica do CPQBAtadeac

Figura 1:
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Planta Fresca 5,0g

Adicionar 25mL de CHCl,.

Extrair em Dispersor por 3'/veloc.4.

Filtrar sob vacuo em filtro de placa porosa e
adicionar/lavar com mais 15mL de CH,Cl,..
v vy Filtrar e voltar residuo para tubo

Sobrenadante 1 Residuo

Adicionar 25mL de CH.Cl,,

Extrair em Dispersor por 3'/veloc.4.

Filtrar sob vacuo em filtro de placa porosa e
adicionar/lavar com mais 15mL de CHCls..
v w Filtrar e voltar residuo para tubo

Sobrenadante 1.1 Residuo

Evaporar no
Rotaevaporador

Adicionar 25mL de CH.ClI,,

Evaporar no Extrair em Dispersor por 3'/veloc.4.
Rotaevaporador Filtrar sob vacuo em filtro de placa porosa e
adicionar/lavar com mais 15mL de CH.Cl,,
Filtrar e voltar residuo para tubo.

Repetir o processo de 15mL

\ 4 \ 4
Sobranadante 1.2 Residuo

Adicionar 25mL de EtOH:H,O 70:30.
Evaporar no : . ,
Rotaevaporador Extra|'r em D|sperso_r por 3'/veloc. 4. _
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de
placa porosa.
Lavar o residuo com 15mL de EtOH:H,O 70:30 e
v repetir o processo de centrifugacéo e filtracao
\ 4 \ 4
Extrato 1 B
CH,Cl, Sobrenadante 2 Residuo

Adicionar 25mL de EtOH:H,O 70:30.
Extrair em Dispersor por 3'/veloc. 4.

Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de
placa porosa.

Lavar o residuo com 15mL de EtOH:H,O 70:30 e
v vrepetir 0 processo de centrifugacao e filtragédo

Sobrenadante 2.1 Residuo

Adicionar 25mL de EtOH:H,0O 70:30.

Extrair em Dispersor por 3'/veloc. 4.

Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de
placa porosa.

Lavar o residuo com 15mL de EtOH:H,O 70:30 e
repetir o processo de centrifugacéo e filtracéo.
Repetir o processo de 15mL.

A 4 A 4

Sobrenadante 2.2 Residuo

v

Extrato 2
EtOH

Figura 1 - Extracdo das amostras com 0s solventes dicloram@akCl,), etanol (EtOH) e agua
(H.0), através do aparelho Dispersor. Material fresco.
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(Continuacgéao) Figura 1

Residuo

Adicionar 25mL de H,O.

Extrair em Dispersor por 3'/veloc. 4.

Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de placa
porosa.

Lavar o residuo com 15mL de H,O e repetir o processo de
centrifugacéo e filtracao

\ 4 \ 4
Sobrenadante 3 Residuo

Adicionar 25mL de H,0.

Extrair em Dispersor por 3'/veloc. 4.

Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de placa
porosa.

Lavar o residuo com 15mL de H,O e repetir o processo de
centrifugacgéo e filtracéo

\ 4 \ 4
Sobrenadante 3.1 Residuo

Adicionar 25mL de H,O.

Extrair em Dispersor por 3'/veloc. 4.

Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de placa
porosa.

Lavar o residuo com 15mL de H,O e repetir o processo de
centrifugacéo e filtragao.

Repetir o processo de 15mL.

\ 4 A 4
Sobrenadante 3.2 Residuo

\;

| Extrato 3 H ;0 |

Figura 1 - Extracdo das amostras com 0s solventes dicloram@akCl,), etanol (EtOH) e agua
(H,0), através do aparelho Dispersor. Material fresco (continuacao).

Foram obtidos nove tipos de extratos: Folhas Diclorometano, Folhas Etanol
Folhas Aquoso; Fruto Novo Diclorometano, Fruto Novo Etanol e Fruto Novo Aquoso;
Fruto Estoque Diclorometano, Fruto Estoque Etanol e Fruto Estoque Aquoso.

Através dos resultados observados dos extratos acima, foi decididtgenves
atividade do extrato Fruto Novo Etanol. Para tanto, uma nova extracaprpedsso de
maceracdao foi realizada. O material vegetal moido foa&drpor maceracdo com etanol

95% até esgotar a planta. Os filtrados recolhidos foram tratadodNeSO, anidro (para
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remocédo da agua) e filtrados. O solvente organico foi eliminade&nio, na temperatura
de aproximadamente 55°C, até completa eliminacdo do etanol e posat®tiofilizado
fornecendo o extrato bruto etandlico.

Através da Cromatografia de Camada Delgada, com os eluentewliadao
aceético/dgua 40/10/50%, e o revelador acido sulftrico concentrado (aidisgldei
possivel observar a presenca de substancias fendlicas. Entéalifaido um novo método
de extracdo, denominado de Tratamento Enzimatico, com a enzamaselda bactéria
Bacillus pumilusCBMAI 0008 (Colecéo Brasileira de Microorganismos de Ambiente
Industria), Divisdo de Microbiologia, do CPQBA/Unicamp, sob supervisaoradaNDarta
C. T. Duarte conforme pode-se ver na Figura 2.
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1,0g material vegetal fresco

10,0mL HO dest.

55,5 L xilanase(B. pumilus)

Agitacao oscilatoria (2h, 60°C, 200rpm)
Centrifugacao (3000, 30min, -5°C)

Sobrenadantd Residuo vegetal

Extracdo com metanol/

acido citrico 0,3% (10,0mL)
Agitacao oscilatéria over-night
Filtracdo simple

Armazenamento
para analises Residuo EB
futuras

Extracdo com metanol/
acido citrico 0,3% (10,0mL)
Agitacao oscilatéria 1,5h
Filtracdo simples

Residuo EB | —

Extracdo com metanol/
acido citrico 0,3% (10,0mL)
Agitacao oscilatéria 1,5h
Filtracdo simples

Residuo EB |—

Secagem com N&O,
Neutralizagdo (NgOH)
Liofilizacéo Extrato
Bruto

Figura 2 - Extragdo das amostras com a enzima xilanase da bBatéifizs pumilus
Para monitorar se essa enzima teria ou nao atividade sobreedsirés, foi

realizada também a extracdo Branco, sem a presenca da enzima XFagas 3).
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1,0g material vegetal fresco
10,0mL HO dest.

Agitacdo oscilatéria (2h, 60°C, 200rpm)
Centrifugacao (3000, 30min, -5°C)

Sobrenadantd Residuo vegetal

Extracdo com metanol/

acido citrico 0,3% (10,0mL)
Agitacao oscilatéria over-night
Filtragdo simples

Armazenamento
para analises Residuo EB
futuras

Extracdo com metanol/
acido citrico 0,3% (10,0mL)
Agitacao oscilatéria 1,5h
Filtracdo simples

Residuo EB | —

Extracdo com metanol/
acido citrico 0,3% (10,0mL)
Agitacao oscilatéria 1,5h
Filtracdo simples

Residuo EB |—

Secagem com N&O,
Neutralizagdo (NgOH)
Liofilizacéo Extrato
Bruto

Figura 3 - Extracdo das amostras sem a enzima xilanase (Branco)

Através dessa metodologia, foi feita a segunda triagem, com aovastras, a
saber: Folhas I, Frutos | (imaturos), Folhas Il, Frutos Il (madues$)ato etanol do fruto
macerado (EtOH) e Suco, da qual obtivemos os seguintes exti@tess FEnzima, Folhas
| Branco, Frutos | Enzima, Frutos | Branco, Folhas Il Enzima, Fdlh&sanco, Frutos I
Enzima, Frutos Il Branco, EtOH Enzima, EtOH Branco, Suco Enzima e Suco Branco.
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A terceira triagem se deu com o fruto inteiro da romé eragpaente, a casca, 0
pericarpo e os arilos mais sementes, seguindo a metodologiantguasea Figura 1,

apenas com o solvente etanol. O material foi coletado em 18/01/2010 do campo do CPMA.

4.3 Monitoramento dos extratos

Os extratos brutos foram monitorados por Cromatografia de CamaddadBe
(CCD), em cromatoplacas de silicagel (60 F254 Merck 1.05554), umaaésimples e
muito importante para andlises qualitativas rapidas, extremarafaiiea e conveniente
para o isolamento de pequenas quantidades de fracdes de nustmalexas ou na
purificacdo de substancias. Ela é utilizada para identificar comfgsnee uma mistura
comparando-os com padrdes, acompanhar o processo de uma reacao peloeaparecs
produtos e para um simples monitoramento das condi¢cdes de extracao.

Elui-se as cromatoplacas em sistemas de solventes utilizardiberges de
diclorometano e metanol conforme a polaridade do extrato bruto. Reatogxaltamente
polares (etanol e aquoso) utilizou-se o eluente butanol/ acido caggiticial/ agua
(40/10/50%). A deteccao dos compostos foi feita por luz ultravioleten eseguida, por
pulverizacdo com anisialdeido e revelador NPEG, em estufa CaopelPaiecision (110°C,

10 minutos). As placas foram digitalizadas.

4.4 Diluicdo dos extratos

Os extratos brutos foram diluidos a uma concentragdo de 5mg/mL, MBO D
(dimetil sulfoxido) a 1%, adicionada agua destilada na propor¢cao abece estocados em

freezer. Adicionou-se agua destilada estéril para diluir oategtpara uma concentracao

final de 4mg/mL, obtendo-se, em seguida, as demais dilui¢des.

37



4.5 Cepas de Microrganismos

Foram utilizadas cepas padréo de referéncia de diversasesspéCandidaspp.,
obtidas da colecdo Holandesa CBS e do Banco da Escola Superior ddtégriLuiz de
Queiréz,Candida albicangCBS 562)C. dubliniensiCBS 7987)C. tropicalis(CBS 94),
C. krusei(CBS 573),C. guilliermondii (CBS 566),C. utilis (CBS 5609),C. parapsilosis
(CBS 604),C. lusitaniae(lZ 06), C. glabrata(lZ 07) eC. rugosa(lZ 12), provenientes da
Micoteca do Laboratério de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAKCBS —

Centraalbureau voor Schimmelcultures; 1Z — Instituto Zimotécnico — ESALBYUS

4.6 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) — Método da Microdiluicdo

O preparo dos inéculos para os testes de suscetibilidade foitfenésado método de
microdiluicdo seguindo as recomendacdes do protocolo M27-A2 (CLSI, ZD@/)ras de
24 horas foram preparadas em salina 0,9% (5mL), comparando-se aztednde escala
de Mc Farland (0,5) e ajustando sua absorbancia entre 0,08 a 0,10A, a 530rumacom
concentracdo equivalente a 5,0 x° béls/mL. Em seguida, foi feita diluicdo seriada,
chegando a uma concentracéo de 5,0%c&&/mL em caldo de cultura BHI (Brain Heart
Infusion). Os extratos foram sequencialmente diluidos, partindo dedsote 4mg/mL
para uma concentracdo de 1.0@0nL, 500 g/mL, 250 g/mL, 125 g/mL, 62,5 g/mL,
31,5 g/mL, 15,6 g/mL e 7,8 g/mL.

4.7 Diluig&o do antifungico nistatina

A partir de 50mg do antifungico nistatina (Calbiochem, La Jolla, @h)i-se em
10mL de agua destilada estéril, obtendo-se uma solucao estoque de F5G§arg/mL).
Desta solugcdo-méae, uma solucéo trabalho foi feita, com uma conéentta¢glmg/mL e
estocada em freezer. A partir desta solugcao trabalho, no momemgstelofdi adicionado

100nL do antifungico na placa de 96 pocos juntamente conmil@@ BHI, diluindo,
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assim, sequencialmente. Em seguida, foi adicionado o inéculo. O foesteito em
triplicata.

4.8 Teste da suscetibilidade

Adicionou-se 100L de caldo de cultura + 100 do extrato, diluindo-o
sequencialmente, + 100 do in6culo na placa de 96 pocos, nas colunas de 2, 3 e 4,de Aa
H, testes feitos em triplicata. As colunas 5 e 6, de A ahtjrtham o controle do extrato,
diluido sequencialmente; nas colunas 7, 8 e 9, de A a H, o in6culo +inajstas
concentracdes de 25/mL até 1,9g/mL, com seu controle nas colunas 10 e 11. Foram
feitos os controles na coluna 1 das cepas (controle positivo)celurea 12 do caldo de
cultura BHI, salina e DMSO 1% (controle negativo), como observado quaaFd. A
seguir, as leveduras foram incubadas em estufa de aerobiose a 372€C gpd8 horas.
Apoés esse periodo, aliquotas dos pocos onde ndo era observado crescinngitndnts),
eram inoculadas em meio agar Sabouraud Dextrose (SDA - SabourdtmsBégar) para
determinar se a atividade do extrato era fungicida ou fungistaticseja, sua concentracao

fungicida minima (CFM).
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Inoculo Controle Inoculo + Controle
+ Extrato Extrato Nistatina Nistatina

Controle
BHI

Controle
indculo 7

_Controle
Salina

Controle
DMSO 1%

Extrato (A-H): 1000; £00; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6. 7.8 pg/mL
Nistatina (A-H): 250; 125; 62,5; 31,2, 15,6; 7.8; 3,9; 1,9 pg/mL

Figura 4: Representacgdo da distribuicdo do inoculo, extrato, nistatine@eona placa de 96
poCcos.

4.9 Espectrometria de Massas

4.9.1 Andlise

A Espectrometria de Massas (MS) hoje constitui uma dascéscimstrumentais
mais abrangentes da ciéncia, com amplas aplicagcbes em slivlesas da quimica,
biologia, ciéncias médicas e tecnoldgicas. Isto se deve entesc avancos em
instrumentacao e ao desenvolvimento de novas técnicas de ionizacdo que a rawitalizar

A Espectrometria de massas pode ser entendida como uma téchiteaanae
permite a identificacdo da composi¢cao quimica de um determinado composto,isalde
diferentes compostos em misturas complexas, através da det@mnid@ suas massas
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moleculares na forma idnica, (ou seja, com carga elétricaldigpositiva ou negativa),
baseada na sua movimentacdo através de um campo elétrico ou ecpagBéta
movimentacdo é determinada pela razdo entre a massa de umirdater composto
(analito) e sua carga liquida, designadamfr(mass to charge ratjo Assim, conhecendo

o valor dem/zde uma molécula é possivel inferir sua composicdo quimica elementar
com isso determinar sua estrutura (Van Bramer, 1998).

A analise das amostras dos extratos arilos mais sementesyg® casca e fruto
inteiro da Punica granatumpor Espectrometria de Massas e de Massas/Massas com
ionizagao por electrospray (ESI-MS e ESI-MS/MS) utilizando qoipamento Q-Tof
(Micromass - UK) foi feita no Laboratério Thomson, 1Q-UNICAM&S espécies foram

protonadas [M+H], ou formaram jons adutos de sodio [M+Nai de potassio [M+K]

4.9.2 Preparo da Amostra

As amostras citadas acima foram dissolvidas em metanol puro it Hta
solucéo foram diluidos em 900uL de uma mistura de metanol/agua 50%cnv acido

férmico 0,1%.

4.9.3 Obtencéao dos espectros de massas

As amostras dos extratos arilos mais sementes, pericarpo,ecista inteiro da
Punica granatunforam injetadas por insercéo direta no espectrometro de massmp@®
total para aquisicdo de cada espectro foi fixado em 1 minuto. OstrespeSI-MS bem
como os de ESI-MS/MS foram extraidos no modo positivo. As condi¢cdes de@peto
equipamento para as analises foram: 3.0kV voltagem do capilar, 100°Crakmaeala
fonte, temperatura de dessolvatagdo de 100°C, e voltagem do cone de 7Wosksas
diluidas foram injetadas por uma bomba de injecdo automatica (Hakpaaratus) com
um fluxo continuo de 1Q/min. Os espectros dall scanforam adquiridos na faixa de/z
10 a 2000. Os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos com energiaad@@%/ a
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partir dem/z50 até um valor pouco acima do ion em estudo. Os espectros foralnsrata
com o software MassLynx 4.1.

4.10 Preparo das amostras para Microscopia Eletrbnica de Varredura e de

Transmissao

4.10.1 Preparo das amostras para Microscopia Eletrénica de Varredura

O preparo dos inoculds. albicansCBS 562,C. tropicalisCBS 94 eC. kruseiCBS
573 seguiu 0 mesmo padrao de preparo, conforme descrito no Item 4.5. A cadad@,9mL
suspensao de células leveduriformes foi acrescentado 0,1mL ddesegptdcarpo e casca
da Punica granatumem diferentes concentracdes e incubadas por 24h a 37°C. Apols esse
periodo, as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes cofo tmsfato (pH 7,4) e
adicionado glutaraldeido a 2% (v/v), por 30 minutos. Em seguida, agrasnémam
desidratadas com banhos sequenciais de etanol, nas concentraco&s @8%090% e
etanol absoluto (2X). Na sequéncia, foi feita a metalizacdo corn, durante 120
segundos, em um metalizador BAL-TEC SCD 050 (Balzers Liechiensteanalise das
amostras foi levada a efeito em um Microscopio Eletrénico deetfiara JSM-5600 Lv da
JEOL (Téquio, Japéo), operando com aceleracdo de 15KV. Ao controle ddieionadas

apenas as amostras microbianas.

4.10.2 Preparo das amostras para Microscopia Eletronica de Transmissao

O preparo dos inoculdS. albicansCBS 562, seguiu 0 mesmo padrao de preparo,
conforme descrito no Item 4.5. A cada 0,9mL da suspensao microbianaefsteatado
0,1mL dos extratos pericarpo e cascaPdaica granatumem diferentes concentracoes e
incubadas por 24h a 37°C. Apds esse periodo, as células foram centrifugadas e lasadas dua
vezes com tampdao fosfato (pH 7,4) e adicionado glutaraldeido a 2,5% tampeEma

tampéo cacodilato 0,1M pH 7,2 — de 4 a 6 horas na geladeira (4-6°C).
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No laboratério de microscopia eletronica da FOP/UNICAMP, sob redpitidade
do Prof. Dr. Pedro Duarte Novaes, as amostras foram lavadasioédio cacodilato 0,1M
pH 7,2 e pos-fixadas em tetroxido de 6smio em tampao cacodilato 0,1M pHr7,2ora
em temperatura ambiente. Segui-se com outra lavagem, com tancpddata 0,1M pH
7,2 e, entdo, as amostras foram desidratadas em concentragtestesede acetona P.A.
(Merck, German) 50%, 70%, 90% e 100% (duas vezes), por 5 minutos cada troca.

Apos, segui-se a infiltracdo gradual em mistura contendo acet@sina Dr. Spurr
(Anexo 2), sendo a primeira: 3 partes de acetona + 1 parte da (dshoras em mesa
orbital); a segunda: 1 parte de acetona + 1 parte de resganijght em mesa orbital) e a
terceira: 1 parte de acetona + 2 partes de resina (8 honaesmorbital) e infiltracdo em
resina pura por 24 horas a temperatura ambiente, em agitacadasegiai inclusdo em
resina pura, permanecendo em estufa a 60°C por 48h para polimeraaedma. Apos 0s
blocos serem polimerizados, foram obtidos cortes semi-finos com dguraspessura
utilizando um ultramicrétomo MT2B (Sorvall Porter Blum) com navadleavidro. Os
cortes foram corados com azul de toluidina 1% em borato de soOdioer/auliss em
microscopio de luz, com a finalidade de selecionar a areaestselada. Em seguida, os
blocos foram triados e cortes de 70-90nm de espessura foram obtidosmem
ultramicrotomo MT2C (RMC) equipado com navalha de diamante. Os cfutas)
coletados em grades de cobre (200 mesh) e contrastados com acetatolae citrato de
chumbo. As grades contendo os cortes foram analisadas em Microstgipimi€o de
Transmissdo EM-10 (Zeiss), operando com aceleracdo de 60Kv, do Nuchgmidea
Pesquisa, Microscopia Eletronica Aplicada a Pesquisa AgrapeadsiEscola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz/USP (Responséavel: Prof. Dr. Elliot Watanalagindd).
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade antifungica dos extratos diclorometano, etanol e aquoso

A atividade antifungica dos extratos brutos diclorometano, etanol as@ge do
antifingico nistatina, podem ser observados na Tabela 1, apresentaradores de CIM
sobre as cepas de leveduras com 24 horas de leitura. Desa&ssextoserva-se melhor
atividade dos extratos de maior polaridade, ou seja, etanol e aquosd;iRbrantre
125 g/mL a 1000g/mL.

Tabela 1 - Resultado da leitura visual (formagéo de depositusia® no fundo do poco e/ou
turvacao) do extrato diclorometano, etanol e aquoso, e do antifungioal{) apos 24h:

Extratos C. albicans C. dubliniensis
Folhas D * *
Fruto Estoque D * *
Fruto Novo D 1000 1000
Folhas E 250 250
Fruto Estoque E 1000 1000
Fruto Novo E 500 500
Folhas A 125 250
Fruto Estoque A 500 500
Fruto Novo A 500 500
Nistatina 1,9 1,9

*: Valores de CIM maiores que 100§/mL; D: extrato diclorometano; E: extrato etanol; Aratd
aquoso

Apos 48 horas de crescimento, houve alteracdo da atividade do etetnatip sendo
gue o extrato aquoso apresentou 0s mesmos resultados da leitura @#draas), como

pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultado da leitura visual (formagéo de depositusia® no fundo do poco e/ou
turvacao) do extrato diclorometano, etanol e aquoso, e do antifungioa{) apos 48h:

Extratos C. albicans C. dubliniensis
Folhas D * *
Fruto Estoque D * *
Fruto Novo D 1000 1000
Folhas E 500 500
Fruto Estoque E 1000 1000
Fruto Novo E 1000 1000
Folhas A 250 500
Fruto Estoque A 500 500
Fruto Novo A 500 500
Nistatina 7,8 7,8

*: Valores de CIM maiores que 100§/mL; D: extrato diclorometano; E: extrato etanol; Aratd
aquoso

Com relagéo aos controles, nenhum apresentou contaminagéo, comprovando que
todos os controles, ou seja, extratos, antifungico, salina, DMSO arh&oede cultura
estavam livres de qualquer contaminacao.

A Tabela 3 apresenta os resultados da CFM em Agar Sabouraud B&Sins)
dos in6culos que tiveram seu crescimento inibido pela atividade dogxaasim como
qual extrato demonstra melhor acdo contra as cepas de leveduraglh@r efeito

observado, entre os trés, foi do extrato etanol.
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Tabela 3 - ©ncentracao fungicida minim@s in6culos em SDA ¢/mL)

Extratos C. albicans C. dubliniensis
Fruto Novo D 1000 *
Folhas E 1000 1000
Fruto Estoque E * 1000
Fruto Novo E 1000 1000
Folhas A * 500
Fruto Estoque A * *

Fruto Novo A * *
Nistatina 31,2 31,2

*: Valores de CIM maiores que 100§/mL; D: extrato diclorometano; E: extrato etanol; Aratd
aquoso

Os controles salina, extratos, antifingicos, DMSO a 1% e deetultura também
foram plaqueados, confirmando que nao estavam contaminados.

Diante desses resultados, para essa primeira triagem, podemrogudizo extrato
etanol Fruto Novo apresentou o resultado mais interessante, poisto egwaso inibiu
apenas uma cep& (dubliniensiy enquanto que o extrato etandlico continuou inibindo as
cepas testadas e dados da literatura (Gatté@b, 2006; Fetrow & Avila, 2000; Gigt al,
2000; Kulkarni & Aradhya, 2005) apontam o extrato do fruto com melhodatiei sobre
as cepas de leveduras do que o extrato da folha, podendo-se, entdpagarm estudo

mais detalhado e aprofundado desse extrato, buscando seus compostos ativos.

5.2 Cromatografia de Camada Delgada

Ao analisar a Cromatografia de Camada Delgada do exteatolieo, em butanol/
acido aceético/ agua 40/10/50% (Figura 5), foi observado a indicacaabdéargias
fendlicas, quando revelado com revelador NPEG, que, segundo a liteegitesentam
atividade antimicrobiana. A partir desse dado, foram realizad®es ta®mn extratos obtidos
através da extracdo enzimatica para verificar se as amit&$s presentes nessas

substéancias fendlicas possuem substancias que inibem o crescimento das leveduras.
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é&—ﬂ Presenca de
substancias
fenolicos

Figura 5 - Cromatografia de Camada Delgada do extrato Frut@ Mtanol, evidéncia de
substancias fendlicas.

5.3 Atividade antifungica dos extratos obtidos através do processo enzintémso

a enzima xilanase e branco

Extratos obtidos com a enzima xilanase sao ricos em antocinidorapostos que
apresentam propriedades antimicrobianas. Os resultados dos éxttheosEnzima, Folha
| Branco, Folha Il Enzima, Folha Il Branco, Fruto | Enzima, Frut®rdnco, Fruto I
Enzima, Fruto Il Branco, EtOH Enzima, EtOH Branco, Suco Enzigace Branco, ap6s
24 horas, podem ser observados na Tabela 4, na qual observa-se que naenga dife
evidente na atividade de inibicdo dos extratos obtidos com a enZemase e sem a
enzima (branco), com excec¢éo dos extratos Fruto Il Enzima, Fitarico, Suco Branco

e Suco Enzima, que ndo apresentaram atividade.
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Tabela 4: Resultado da leitura visual (formagéo de depdsitos/clamiando do pogo e/ou
turvacao) dos extratos Enzima e Branco, e do antifang@m() apés 24h:

Extratos C. albicans C. dubliniensis C. tropicalis
Folhas | E 500 500 NA
Folhas I B 500 500 NA
Folhas Il E 1000 1000 NA
Folhas Il B 1000 1000 NA
Fruto | E 1000 1000 NA
Fruto | B 1000 1000 NA
Fruto Il E * * NA
Fruto Il B * * NA
EtOH E 1000 1000 NA
EtOH B 1000 1000 NA
Suco E * NA *
Suco B * NA *
Nistatina 1,9 1,9 1,9

*: Valores de CIM maiores que 100§mL; NA: ndo avaliado; E: Enzima; B: Branco

A Tabela 5 mostra que apos o periodo de 48 horas os extratos nao tfeita

satisfatorio, sendo que apenas os extratos Folhas Il Branco, Heawnia e Branco, e

EtOH Branco apresentaram atividade, com CIM de 1@00L, demonstrando, ainda, que

0s extratos obtidos com a enzima xilanase, na qual ocorre nh&@@cfio de antocianinas,

nao tiveram eficicia na inibi¢cdo do crescimento das leveduras testadas.
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Tabela 5: Resultado da leitura visual (formagéo de depdsitos/cl@miando do pogo e/ou
turvacao) dos extratos Enzima e Branco, e do antifang@m() apés 48h:

Extratos C. albicans C. dubliniensis C. tropicalis
Folhas | E * * NA
Folhas | B * * NA
Folhas Il E * * NA
Folhas Il B 1000 1000 NA
Fruto | E 1000 1000 NA
Fruto | B * 1000 NA
Fruto Il E * * NA
Fruto Il B * * NA
EtOH E * * NA
EtOH B 1000 1000 NA
Suco E * NA *
Suco B * NA *
Nistatina 3,9 3,9 1,9

*: Valores de CIM maiores que 100§mL; NA: ndo avaliado; E: Enzima; B: Branco

Com relagdo aos controles, observou-se que salina, extratos, antifdgIgO a
1% e meio de cultura estavam livres de qualquer contaminacao.

Os resultados obtidos através da concentracdo fungicida minima do®snague
tiveram seu crescimento inibido pelos extratos Folhas Il Brdfreo | Enzima, Fruto |
Branco e EtOH, revelou acdo fungistatica desses extratas,c@mprovacdo de nao-
contaminacdo dos controles negativos, contudo esses resultados demorgpi&aras
extratos obtidos com a enzima xilanase ndo sao viaveis para adobtBgompostos

ativos.

5.4 Atividade antifingica dos extratos arilos mais sementes, pericarpaacas

fruto inteiro.
Os resultados da terceira triagem dos extrato®Pudaca granatumarilos mais

sementes, pericarpo, casca e fruto inteiro, estdo demonstradasbetes 6 e 7. Na Tabela

6, com 24 horas de crescimento, observamos atividade dos extratogpedaaca e fruto
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inteiro, e resisténcia das dez cepas ao extrato arilossmaisentes. O extrato pericarpo
apresentou CIM de 31,§/mL para a cep&. parapsilosis 62,5 g/mL paraC. utilis, C.
lusitaniae e C. glabratg e com CIM de 1253/mL e 250 g/mL para as demais cepas,
demonstrando melhor atividade do que os outros extratos. O extratoapassantou o

segundo melhor resultado, seguido do extrato fruto inteiro.

Tabela 6: Atividade antifungica (CIM -g/mL) dos extratos etanoélicos Bagranatunm(24h)

Microrganismos Arilos + Sementes Pericarpo Casca bto Inteiro Nistatina
C. albicans * 125 125 500 3,9
C. dubliniensis * 125 250 250 3,9
C. tropicalis * 250 250 500 1,9
C. krusei * 125 125 250 3,9
C. guilliermondii * 125 125 250 1,9
C. utilis * 62,5 125 500 1,9
C. parapsilosis * 31,5 125 125 3,9
C. lusitaniae * 62,5 62,5 125 1,9
C. glabrata * 62,5 125 250 3,9
C. rugosa * 125 62,5 250 3,9

*: Valores de CIM maiores que 100§ mL

A Tabela 7, com 48 horas de leitura, revela que os extratos com melhor
desempenho, isto €, que apresentaram atividade inibitéria maidcaiiyaf foram do
pericarpo e da casca, com CIM de 1@ML, e resultados iguais para as mesmas cepas,

com excecao da cefa utilis, que se mostrou um pouco mais resistente.

Tabela 7: Atividade antifungica (CIM -g/mL) dos extratos etanolicos Bagranatum(48h)

Microrganismos Pericarpo Casca  Fruto Inteiro Nistatina
C. albicans 250 250 1.000 3,9
C. dubliniensis 250 250 500 3,9
C. tropicalis 250 250 500 19
C. krusei 125 125 250 3,9
C. guilliermondii 125 125 250 1,9
C. utilis 250 500 500 1,9
C. parapsilosis 125 125 250 3,9
C. lusitaniae 125 125 250 1,9
C. glabrata 250 250 500 3,9
C. rugosa 125 125 250 3,9

Ao inocular as cepas em meio Agar Sabouraud Dextrose direto da placa de 96 pocos

com os extratos, observou-se crescimento das leveduras, demonstraedeeguextratos
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possuem efeito fungistatico, enquanto que a nistatina teve efeitoiflaygois nenhuma
cepa cresceu ao ser inoculada no meio de cultura. Observou-béntague todos os
controles negativos ndo apresentaram contaminacdo, e 0s controles posiboesam

conforme o esperado.

5.5 Analise por Espectrometria de Massas das amostras arilos mais $espen

pericarpo, casca e fruto inteiro.

Os resultados obtidos com as analises da Espectrometria desMiassguatro
amostras (Arilos mais Sementes, Pericarpo, Casca e Frutm)irda Punica granatum
revelaram compostos com peso molecular (PM) e estruturagnéfichdos, através da
comparacao de dados da literatura (Lansky & Newman, 2007), e outr@®stosn nao
identificados, que variaram quanto a relagdo carga/massa erwepsstos, observando-
se também suas semelhancas e diferencas.

Da amostra Arilos mais Sementes, apesar de nao ter apdesativédade inibitoria
contra nenhuma cepa @andidaspp., observamos na Figura 6, a deteccdo de mais de 20
compostos, sendo que aqueles com prevaléncia de mais de 40%darpadas na Tabela
8, e outros em menor quantidade, identificados como: melatonina (PM: 220 « H),
flavan-3-ol (PM: 249 = 226 + N} &cido elagico (PM: 325 = 302 + Naquercetina (PM:
325 =302 + N§, acido clorogénico (PM: 365 = 342 + 1881 = 342 + K), sucrose (PM:
365 = 342 + Nj 381 = 342 + K) e pelargonidina 3,5-db-glicosideo (PM: 595). O
composto com PM de 219 teve deteccédo de 100%. Os compostos com PM 1846e 399
foram identificados.
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Figura 6: Monitoramento das classes quimicas por ESI(+)-M&rdsstra Arilos mais Sementes,
obtido através do aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratério Thon@@asNICAMP.

Tabela 8 — Peso Molecular, Classe Quimica, Nome do Compostorwguisstdo Composto

detectados através da andlise de Espectrometria de Miaasaky & Newman, 2007) da amostra
Arilos mais Sementes.

Peso Molecular Classe Quimica Nome do Composto utbsardo Composto
147 =124 + Na Alcaloide piperidina 2-(2’-Propenily-
piperidina [j\/\
&N CH;
147 =124 + Na Alcaloide piperidina Higrina Ej\/\
N CH;
219=180+K Aclcar simples Glicose OH

<

O
9
e] OH

; ; OH

219=180 +K Acido organico alifatico Acido citrico g H
0o o ):rPO o

3 3 0)}\/\/\'}\0

219=180+K Acido hidroxicinamico Acido caféico o

H H
(fenilpropandide)
HO Bk
\
o

Na Figura 7, observa-se a deteccdo de mais de 20 compostos da dmastr

Inteiro, sendo que novamente o composto com PM de 219 teve deteccdo de 100%.
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compostos com mais de 40% de prevaléncia foram identificados né& Tabe outras
substancias em menor quantidade foram identificadas como: mela@hna21 = 220 +
H"), testosterona (PM: 288 = 287 +)Hacido punico (PM: 316 = 277 +'K &cido

clorogénico (PM: 365 = 342 + Nta381 = 342 + K), sucrose (PM: 365 = 342 + N881 =

342 + K), pedunculagina (PM: 823 = 784 +)ke telimagrandina (PM: 823 = 784 +)K
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Figura 7: Monitoramento das classes quimicas por ESI(+)-MS da amagtrdriteiro, obtido
através do aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratério ThomsedNIQAMP.
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Tabela 9 — Peso Molecular, Classe Quimica, Nome do Compostorwguisstdo Composto
detectados através da andlise de Espectrometria de Miaasaky & Newman, 2007) da amostra
Fruto Inteiro.

Peso Molecular Classe Quimica Nome do Composto utbsardo Composto

147 =124 + Na Alcaloide piperidina 2-(2-Propenil)'-
piperidina
W N en

147 =124 + Na Alcalbide piperidina Higrina (jv\
N/ .'/ CH
219=180+K Aclcar simples Glicose ; H

|
OH
H

=]

H
(fenilpropandide)
HO

o

OJJ\/\/U\OH
H

OH

o

o
o]
OH
219=180+K Acido organico alifatico Acido citrico Q
o =00
219=180+K Acido hidroxicinamico Acido caféico

o
o]
1o
"
on

1123 =1084 + K Elagitanino Punicalagina

Da amostra Pericarpo, Figura 8, detectou-se mais de 30 comp@stds, gue
aqueles que apresentaram mais de 40% de prevaléncia estdo agnap&dbsla 10, e os
compostos identificados e em menor quantidade foram: melatonina2@@M: 220 + H),
delfinidina 3O-glicosideo (PM: 465), sinapil ©@-[ -D-apiofuranosil(l 6)]-O- -D-
glicopiranosideo (PM: 521 = 520 + K rutina (PM: 635 = 612 + N kaempferol 3o-
ramnoglicosideo (PM: 635 = 596 +"K punicacorteina A (PM: 635 = 634 +")H
punicacorteina B (PM: 635 = 634 +)Hcoralagina (PM: 635 = 634 +'H 1,2,4-triO-
galoil- -glicose (PM: 635), 1,3,4-t®-galoil- -glicopiranosideo (PM: 635), pedunculagina
(PM: 823 = 784 + K), telimagrandina (PM: 823 = 784 +'K punigluconin 2,3-dDB-
galloyl-4,6-©)-hexahydroxydiphenoylgluconic acid (PM: 824 = 801 +)N&®s compostos

detectados apresentando prevaléncia de 100% foram 2-(2'-Propgmgridina ou

55



higrina, e quase 100%, punicalagina. Os compostos com PM 621 e 725 ndo foram
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Figura 8: Monitoramento das classes quimicas por ESI(+)-MS da amestarpo, obtido através
do aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratério Thomson, 1Q-UNICAMP.

Tabela 10 — Peso Molecular, Classe Quimica, Nome do Composto e Estrutura do Composto
detectados através da analise de Espectrometria de Mieasaky(& Newman, 2007) da
amostra Pericarpo.

Peso Molecular

Classe Quimica

Nome do Composto utiistrdo Composto

147 =124 + N& Alcalbide piperidina 2-(2’-Propenil)-
piperidina
&N CH;
147 =124 + N& Alcalbide piperidina Higrina
N/ = o,
219=180+K Aclcar simples Glicose OH
o]
(o]
OH
219=180+K Acido organico Acido citrico a B
alifatico 0 q):ﬂ;
HO
219=180+K Acido hidroxicinamico Acido caféico Ho

(fenilpropandide)

OH
H

Og
HO@MD
o]
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Tabela 10 (continuagdo) — Peso Molecular, Classe Quimica, Mon@omposto e Estrutura do
Composto detectados através da andlise de EspectrometriasdasMLansky & Newman, 2007)
da amostra Pericarpo.

Peso Molecular Classe Quimica Nome do Composto utdstrdo Composto

277 = 254 + N& Esteréide sexual Estrona

277 = 254 + N& Acidos graxos Acido punico €is-9, 0
conjugados trans11,cis-13
octadecatienoic acid) ; _A\~ "
303=302+H Acido hidroxibenzéico Acido elagico

OH

303=302+H Flavondide Quercetina ‘ S
OH
303 Antocianidina Delfinidina

603 = 602 + H+ Elagitanino Galagildilactona

1123 =1084 + K+ Elagitanino Punicalagina
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A Figura 9 mostra a andlise da amostra Casca, com mais deb3Gncias
detectadas, onde os compostos com mais de 40% de prevaléncia ensentic@amabela
11, sendo que a substancia identificada como punicalagina apresentould @@¥eccao.
Os outros compostos em menor quantidade foram: 2-(2’-Propepiperidina (PM: 147 =
124 + N4&), higrina (PM: 147 = 124 + N} melatonina (PM: 221 = 220 +'H estrona
(PM: 277 = 254 + N3; acido clorogénico (PM: 381 = 342 +)sucrose (PM: 381 = 342
+ K"), sinapil 90-[ -D-apiofuranosil(1 6)]-O- -D-glicopiranosideo (PM: 521 = 520 +
H™), rutina (PM: 635 = 612 + N kaempferol 39-ramnoglicosideo (PM: 635 = 596 +
K™), punicacorteina A (PM: 635 = 634 +)Hpunicacorteina B (PM: 635 = 634 +)H
coralagina (PM: 635 = 634 +'M 1,2,4-triO-galoil- -glicose (PM: 635), 1,3,4-t®-galoil-

-glicopiranosideo (PM: 635), punicacorteina A (PM: 673 = 634"} punicacorteina B
(PM: 673 = 634 + K), coralagina (PM: 673 = 634 +'K
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Figura 9: Monitoramento das classes quimicas por ESI(+)-MS da amastra, Gbtido através do
aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laborat6rio Thomson, IQ-UNICAMP.
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Tabela 11 — Peso Molecular, Classe Quimica, Nome do Compostaututastdo Composto
detectados através da andlise de Espectrometria de Miaasaky & Newman, 2007) da amostra
Casca.

Peso Molecular Classe Quimica Nome do Composto utbsardo Composto
219=180+K Aclcar simples Glicose OH

o]

?
[¢] OH

OH

219 =180+ K Acido organico alifatico Acido citrico 9 ®
o 0 )m?oo

219 =180+ K  Acido hidroxicinamico Acido caféico
(fenilpropandide) 4@_\_<
HO \ o

277 =254 + Esteroide sexual Estrona
Na’
277 = 254 + Acidos graxos Acido punico €is-9, 0
Na’ conjugados trans11,cis-13
octadecatienoic acid) ¢ A/ "
823 =784 + K+ Elagitanino Pedunculagina
823 =784 +K Elagitanino Telimagrandina
1123 =1084 + K Elagitanino Punicalagina
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5.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Os resultados obtidos através dessa microscopia revelaram qaey &xitato do
pericarpo quanto o extrato da cascaRimica granatummodificam a morfologia das
leveduras, pois as mesmas demonstraram alteragcbes quando expessas a&xtratos,

inibindo também o0 seu crescimento e provocando agregacao egghkilas, como pode

ser observado nas Figuras 10a a 12n.

controle. Observacdo de superficie lisapntrole. Observacdo de superficie lisa,
homogénea e regular; células em formatmmogénea e regular; células em formato
oval, normais (MEV — aumento de 2000x). oval, normais (MEV — aumento de 3000x).
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0,5mg/mL sobre C. albicans CBS 562. 0,25mg/mL sobreC. albicans CBS 562.
Superficie rugosa e irregular; célulaSuperficie irregular das células
agregadas (MEV — aumento de 2000x). leveduriformes (MEV — aumento de 3000x).

Figura 10e - Efeito do extrato casca Rkigura 10f - Efeito do extrato casca a
0,25mg/mL sobreC. albicans CBS 562. 0,125mg/mL sobreC. albicans CBS 562.
Superficie rugosa e irregular; célulaSuperficie rugosa e irregular; células
agregadas; producdo de material viscoagregadas; producdo de material viscoso
(MEV — aumento de 2000x). (MEV — aumento de 3000x).
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Figura 10g Candida albicansCBS 562: hifa, Figura 10h Candida albican<CBS 562: hifa,
controle. Superficie lisa e homogénea (MEVeentrole. Superficie lisa e homogénea (MEV —
aumento de 3000x). aumento de 3000x).

Figura 10i - Efeito do extrato casca &igura 10j - Efeito do extrato casca a
0,5mg/mL sobre hifa d€. albicansCBS 562. 0,25mg/mL sobre hifa d€. albicans CBS
Superficie rugosa, com descamacéo (seta fiB&2. Superficie rugosa, com descamacao (seta
e formacdo de poros (seta larga). (MEV fina) (MEV — aumento de 3000x).

aumento de 3000x).
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ctH: Smyg

Figura 1lla -Candida tropicalis CBS 94: Figura 11b — Efeito do extrato pericarpo a
controle. Observacdo de superficie lis@,5mg/mL sobre C. tropicalis CBS 94.
homogénea e regular; células em formaBuperficie rugosa e irregular; células
oval, normais (MEV — aumento de 3000x). agregadas (MEV — aumento de 3000x).

Figura 11c - Efeito do extrato pericarpo Gigura 11d - Efeito do extrato pericarpo a
0,25mg/mL sobreC. tropicalis CBS 94. 0,125mg/mL sobreC. tropicalis CBS 94,
Superficie irregular (MEV — aumento déuperficie irregular (MEV - aumento de
3000x). 3000x).
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Figura 12a - Candida kruseiCBS 573: Figura 12b - Candida kruseiCBS 573:
controle. Observacdo de superficie lisapntrole. Observacdo de superficie lisa,
homogénea e regular; células normais (MENdmMogénea e regular; células normais (MEV
—aumento de 2000x). — aumento de 3000x).

Figura 12c — Efeito do extrato pericarpo Rigura 12d — Efeito do extrato pericarpo a

0,5mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 0,125mg/mL sobreC. krusei CBS 573.

Superficie rugosa e irregular (MEV — aument®uperficie rugosa e irregular; células

de 3000x). agregadas; células agregadas (MEV -
aumento de 3000x).
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Figura 12e — Efeito do extrato casca Figura 12f — Efeito do extrato casca a
1,0mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 1,0mg/mL sobre C. krusei CBS 573.
Superficie rugosa e irregular (MEV — aumentuperficie rugosa e irregular (MEV — aumento
de 1800x). de 3000x).

Figura 12g — Efeito do extrato casca Rigura 12h — Efeito do extrato casca a
0,5mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 0,25mg/mL sobre C. krusei CBS 573.
Superficie rugosa e irregular; célulaSuperficie rugosa e irregular; células
agregadas; producdo de material viscoagregadas; producdo de material viscoso
(MEV — aumento de 3000x). (MEV — aumento de 3000x).

65



Figura 12i -Candida kruseiCBS 573: hifa, Figura 12j -Candida kruseiCBS 573: hifa,
controle. Superficie lisa e homogénea (MEVeentrole. Superficie lisa e homogénea (MEV —
aumento de 2000x). aumento de 3000x).

Figura 12k — Efeito do extrato pericarpo Bigura 12| — Efeito do extrato pericarpo a
0,5mg/mL sobre hifa d€. kruseiCBS 573. 0,25mg/mL sobre hifa d€. kruseiCBS 573.
Superficie irregular, hifa quebrada (MEV -Superficie irregular (MEV — aumento de
aumento de 3000x). 3000x).
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Figura 12m — Efeito do extrato pericarpo Rigura 12n — Efeito do extrato pericarpo a
0,125mg/mL sobre hifa de. kruseiCBS 573. 0,125mg/mL sobre hifa dé. kruseiCBS 573.
Superficie irregular (MEV — aumento d&uperficie irregular (MEV — aumento de
2000x). 3000x).
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5.6 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Os resultados obtidos revelaram que os extratos do pericarpcascdadePunica
granatum modificaram a estrutura das leveduras, promovendo alteracdes pnerifE
em sua parede celular, tornando-as mais espessas, e provocand@dodama@cuolos,

como pode ser observado nas Figuras 13a a 13].

Figura 13a - Candida albicans CBS 562: Figura 13b — Efeito daextrato pericarpo a
controle. Células leveduriformes com paredelmg/mL sobreCandida albicansCBS 562.
celular e estruturas internas normais (MET Gbservacdo de parede celular espessa e
aumento de 7000x). irregular (seta) e formagdo de vacuolo
(asterisco) (MET — aumento de 3000x).
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Figura 13c — Efeito doextrato pericarpo aFigura 13d — Efeito daextrato pericarpo a
0,1mg/mL sobreCandida albicansCBS 562. 0,1mg/mL sobreCandida albicansCBS 562.
Células leveduriformes com parede celul@élulas leveduriformes com formacdo de
espessa e irregular (seta) (MET — aumento welolo (asterisco) (MET — aumento de
4400x). 4400x).

Figura 13e - Efeito dcextrato pericarpo aFigura 13f - Efeito doextrato pericarpo a
0,5mg/mL sobreCandida albicansCBS 562. 0,5mg/mL sobreCandida albicansCBS 562.
Células leveduriformes com parede celul@élulas leveduriformes com parede celular
espessa e irregular (seta) (MET — aumento gl§pessa e irregular (seta) (MET — aumento de
4400x). 4400x).
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I

Figura 13g - Efeito doextrato pericarpo aFigura 13h - efeito dcextrato pericarpo a

0,5mg/mL sobreCandida albicansCBS 562. 0,5mg/mL sobreCandida albicansCBS 562.

Parede celular espessa e irregular (seta) (MEParede celular espessa, irregular e estourada

aumento de 4400x). (seta), e fomarcdo de vacuolos (asterisco)
(MET — aumento de 4400x).

Figura 13i - Efeito doextrato casca aFigura 13j - Efeito doextrato casca a
0,5mg/mL sobreCandida albicansCBS 562. 0,5mg/mL sobreCandida albicansCBS 562
Parede celular espessa e ma-formada (seégrede celular espessa e tamaho menor da
formacdo de vaclolo (asterisco) e€lula (seta), formacdo de vacuolos (asterisco)
condensacdo da cromatina (CC) (MET @MET — aumento de 12000x).

aumento de 12000x).
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6. DISCUSSAO

Diversos produtos naturais de plantas tém sido utilizados como estrin@sicas
para sintese e desenvolvimento de novos medicamentos. Alguns produtos naturais que eram
obtidos de plantas, como a cafeina, teofilina, efedrina, emitina, payaa\écido salicilico,
etc, agora sédo produzidos comercialmente por sintese quimica. Puato$os naturais
obtidos de plantas servem como modelos quimicos para a estrutwiatesa de novos
medicamentos. Exemplos como a beladona, quinina, cocaina, opiaceos, pagaaeidoa
salicilico tém servido de modelos como estrutura e para sifdedi®gas anticolinérgicas,
anticolinesterases, antimalarica, benzocaina, procaina, lidocapiena dentre outras
(Van Geldreet al, 1997). Alcaldides, como vimblastina e vincristina, isolados da planta
Catharanthus roseu&. Don, originaria de Madagascar, estdo sendo utilizados para a

inibicdo de células cancerigenas (Gueritte & Fahy, 2005).

Em muitos casos, o0s principios ativos continuam sendo isolados das, plardagez
gue sua sintese quimica é inviavel técnica e economicamente gpgulexa artemisinina,
uma lactona sesquiterpénica isola@aArtemisia annué. que é utilizada no tratamento da
malaria (Foglio, 1996; Van Geldet al, 1997). O valor dos produtos naturais das plantas
medicinais para a sociedade e para a economia € incalculare. d2e30% dos produtos
vendidos nas farmacias sdo fabricados a partir de matexiatgsdes de plantas ou de
estruturas quimicas derivadas desses vegetais (Calixto, 1998). oBiversnpostos
antimicrobianos, como tigeciclina, telitromicina, micafunginaaspofungina, vem sendo
obtidos de derivados de produtos naturais (Harvey, 2008). A atividade antif@agica
plantas vem sendo investigada em muitos estudos (Magki 1991; Souza, 1991; Anesini
& Perez, 1993; Queiroz, 1998; Ali-Shtayeh & Abu Ghdeib, 1999).

Varios trabalhos ja demonstraraim,vitro, sensibilidade de diversas bactérias e da
leveduraC. albicansao extrato d&unica granatuniinné (Pereira, 1998; Queiroz, 1998).
O fruto da roma contem uma alta proporcdo de compostos polifendlidfisidoe,
cianidina e pelargonidina), sendo muito conhecido por seu uso terapéusizoo @a roma
possui atividade contr@. aureugmeticilina resistentes (Machack al, 2002) e contra o
HIV (Lee & Watson, 1998), o virus da herpes genital (Zhetrey, 1995), reduz a pressao
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sangulinea sistélica (Aviram & Dornfeld, 2001), e diminui a suscel#ié de agregacao e
retencdo do LDL (Aviranet al, 2000).

Nesta pesquisa, os resultados da primeira triagem, com trésntite solventes,
possibilitou determinar qual extrato apresenta melhor desempenha esnitepas de
leveduras testadas (Tabelas 1, 2 e 3). O extrato Fruto Novo ddigtano apresentou
inibicdo do crescimento daandida albican® C. dubliniensisporém, pelo CFM teve acao
apenas sobr€. albicans Os extratos aquosos inibiram as leveduras, com as menores
concentracdes (25@/mL a 500 g/mL), mas pelo teste da concentracédo fungicida minima,
apenas o extrato Folhas teve efeito fungistatico sGbrubliniensis.Os extratos Folha,
Fruto Estoque e Fruto Novo Etanol inibiram o crescimento das levedwras c
concentracdes entre 5mL a 1000g/mL, com atividade fungicida, com excecao para

Fruto Estoque X. albicans

Gil et al. (2000) demonstraram diferencas entre os componentes do suco fresco e do
congelado d&. granatum em que o suco congelado tinha seus compostos degradados,
auxiliando, neste trabalho, a escolha do extrato, ou seja, descartaadmto Fruto
Estoque Etanol. Entre os extratos Folha e Fruto Novos, dados da ktecatmo Fetrow &

Avila, 2000; Gil et al, 2000; Kulkarni & Aradhya, 2005; Lansky & Newman, 2007;
Lanskyet al, 1998; Matos, 1989, apontam o extrato do fruto com mais atividade do que
aqueles obtidos com a folhdais resultados permitiram definir qual tipo de extrato
demonstra melhor atividade na inibicdo do crescimento das célulaturiémenes, no

caso, o extrato Fruto Novo Etanol.

Através da Cromatografia de Camada Delgada (CCD) (Figura ilzando o
revelador NPEG, foi possivel detectar compostos fendlicos, e des#es compostos a
presenca de antocianinas, taninos hidrolisaveis, e acido elagico glisesileos (Gilet
al., 2000). Os principais componentes do extrato dos frutdd daanatumsao taninos e
polifendis (Haslam, 1996; Pereira, 1998). Tem sido sugerido que o nreoaesacdo dos
taninos esteja relacionado com a membrana celular, uma vezssgieeomponente pode
precipitar proteinas (Nawwaet al, 1994), inibindo também enzimas, como as

glicosiltransferases enSstreptococcus mutansafetando sua habilidade em aderir a
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superficie dental (Kakiuchgt al, 1986). Portanto, polifendis certamente interferem com as
proteinas da saliva e algumas enzimas de bactérias orais., &ssgs compostos podem
afetar as membranas de bactérias e causar distirbios naegaecdp bacteriana
(Vasconcelot al, 2003). O principal emprego biolégico atribuido as antocianinas € a sua
atividade antioxidante (Seeram & Nair, 2002; 8ual, 2002; Meyer®t al, 2003).

Howell (2002) e Dumaset al (2009) relatam relacdo entre antocianinas e atividade
antimicrobiana dos extratos de frutas cranberry ®€wdaca granatumyespectivamente.
Com estes dados, e partindo de estudos prévios realizados no CPQBAffamllda
(2008), a investigacdo de extratos contendo antocianinas para adestecentracéo
inibitéria minina contra as leveduras deste trabalho foi alvo deegst Estudos de
Taffarello (2008) detectaram que o tratamento enzimatico daasfaleArrabidaea chica
forneceu extratos enriquecidos em antocianidinas, enquanto que os etatos sem
tratamento enzimatico apresentaram maior teor de antocianosiftEwspostos
glicosilados), evidenciando que as xilanases promoveram hidréliseatica, liberando as
agliconas, demonstrando sua atividade anticancer e antioxislamie'o. Esses dados
serviram de base navestigacdo dessa classe de compostos, na procura de substancias que

apresentem acao antifangica contra células leveduriformes do geaetmla

As antocianinas sdo metabdlitos pertencentes a classe dos flavqkidadtes et
al., 2006), largamente encontradas na natureza e responsaveis pela aasiaoloracoes
azuis, violeta e vermelho das flores e frutos, sendo utilizadas ndriadismo corante
natural (Markakis, 1982; Wrolstad, 2000; Malacrida & Motta, 2005). A stratesa
quimica é formada por trés anéis, que possuem ligagBes duplasadasjug também
hidroxilas distribuidas ao longo da estrutura que possibilitam o stegjidle radicais livres,
causadores de danos celulares e doencas degenerativase(kan@003b; Silvaet al,
2007). Diversos ensaios tem sido desenvolvidos para a avaliacdo ddsadatem
diferentes vegetais, principalmente frutos e flores (Astbgl, 2005; Waltoret al, 2006;
Zhenget al, 2007).

Os resultados obtidos dos extratos com e sem o tratamento éczidefhonstram

baixa atividade, como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5. Nasagri2déi, os extratos
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da Folha demonstraram atividade nas concentracdes entrg/fd00a 1000g/mL e,
posteriormente, com 48h apenas o extrato Folha Il Branco mostrdadaviDentre os
extratos do Fruto, apenas os extratos Fruto | Enzima e Frutoncdrnaibiram o
crescimento das leveduras na concentracdo de @000 com 24h, sendo gu&. albicans
demonstrou resisténcia ao extrato Fruto | Branco com 48h. OsoexiE#dH com e sem
tratamento com a enzima xilanase apresentaram atividade, & ommcentracio
(1000 g/mL), sendo que com 48h apenas o0 extrato Branco apresentou ativi@ide
extratos do Suco néo tiveram nenhuma atividade contra as levedusasde Esses dados

sugerem que outras alternativas de obtencao dos extratos devem ser testadas.

Dos extratos da segunda triagem, que apresentam atividade cotdv@duras, o
teste da CFM das amostras revelou efeito fungistatico. beste, ndo houve diferenca da
atividade entre os extratos obtidos pelo processo de fermentac@ermima xilanase do
B. pumiluse sem a enzima, pois, além de alguns extratos ndo apresemtarglade,
outros tiveram uma CIM elevada, com valores pouco favoraveis paranuesigacao
mais aprofundada dos compostos presentes nesses extratos. dtitsegesugerem que o
foco das pesquisas nessa linha de investigacdo devem se basetrdwdogia da extracao
simples, na procura de outros compostos fendlicos, com potencial deadsivid

antimicrobiana.

A terceira triagem revelou efetividade dos extratos da cdsgaericarpo e do fruto
inteiro, com excecao do extrato arilo mais sementes, em gdezasepas de leveduras
testadas foram resistentes, ndo apresentando sensibilidade nens @dtar@ncentracao
(1000 g/mL). No entanto, mostraram-se sensiveis aos outros trés tipodrams, sendo
gue os extratos obtidos do pericarpo e da casca apresentaram ofsnaédis@mpenhos,
com CIM de 125g/mL para as levedurds. krusej C. guilliermondii,C. parapsilosisC.
lusitaniae e C. rugosa mas com maiores concentracdes para as demais Cemadrato
fruto inteiro também inibiu o crescimento das leveduras, mas n@cesma proporgao.
Esses resultados indicam que, possivelmente, a atividad® deaanatumencontra-se
presente no pericarpo e na casca dessa fruta. Embora o CFM déssainevelasse acao

fungistatica, os valores da CIM s&o promissores, indicando que a meiaddlbzada se
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mostra mais adequada, sugerindo maiores investigagdes dos composapsegaatam
atividade, presentes nos extratos obtidos do pericarpo e cdluaida granatum

Outros trabalhos também demonstram o uso e a efetividade dboepdlar da
Punica granatumcontra microrganismos. Estudos de Voravuthikunddtaial. (2004)
demonstraram inibicdo de coli O157:H7 enterohemorragica na presenca de 0,5-3mg/mL
(CIM) do extrato etandlico da casca da roma. A CIM variou €h8® a 25mg/mL contra
varias cepas dE. coli (Prashanttet al, 2001; Voravuthikunchagt al, 2004). De acordo
com Menezest al. (2006), o extrato hidroalcéolico dAdunica granatumdiminuiu o
namero de unidades formadoras de colénia da placa dental bacteri@A&oecomparado
a clorexidina (79% de inibicdo). Ambos, extrato e clorexidina, foréetives contra
espécies d&taphylococcus, Streptococcus, KlebsiellRroteus assim comde. coli. Os
dados obtidos em nosso trabalho corroboram com os resultados desses @Guieres

extratos polares tiveram melhor agdo antimicrobiana.

Diferentes perfis inibitérios do extrato da casca contra miarmsgios podem ser,
em parte, devido as diferentes metodologias de extracdo, amaduatecitadruta usada e
variacbes do tempo e regiao de cultivo (McCaetehl, 2008). Schwartzt al. (2009)
compararam frutos da roma, seus compostos e atividades, de duas difgi@ntes de
Israel: Newe Ya'ar (clima Mediterraneo) e Arava (cliaksértico). Os frutos de Newe
Ya'ar, cultivados em regido de baixas temperaturas, apresentatam niveis de
antioxidantes e compostos fendlicos totais, comparado com os frutosavke Aurante o

periodo de maturacéo.

Estudos de Celilet al. (2008) acompanharam o desenvolvimento dos estagios de
amadurecimento das frutas cranberry, desde seu estagio rafisoiraté sua maturacao
total, observando e comparando sua quantidade de compostos fendlicos tdiais
antocianinas. Durante sua maturacdo, os niveis de compostos fendlisodettasceu, de
7990mg para 4745mg EAG (equivalente acido gélico)/kg, e de antocianinastatam de
0,8mg para 111,0mg/kg, demonstrando, com isso, que 0s estagios de desenwobldment
planta interferem com seus compostos antioxidantes, visto que no estigidmaturo

havia elevada capacidade antioxidante dessa fruta. Esses dadb®raon com nossos
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resultados, em que os frutos da roma apresentaram atividade acdifinmadhor dos frutos
imaturos, no caso os Frutos I. Os Frutos | e Il estavam emndédsrestagios de maturacgao,
sendo que os Frutos | encontravam-se mais verdes, e os Frutds hadaros, o que pode
ter causado a diferenca de atividade entre esses frutos. Adadeuem que a planta se
encontra sugere ser um importante fator para a produgéo e/ou obdencd@mpostos com

principios ativos, com potencial antimicrobiano.

Gil et al. (2000) observaram que, tanto o suco comercial quanto o obtido no
laboratorio, tinham os mesmos pigmentos de antocianinas, mas caoificaies
diferencas quantitativas, porém, quando a fruta era congeladadadmantes da extracao
do suco, as antocianinas eram parcialmente degradadas e/ou tradaforem outros
produtos. Algo similar foi observado nas antocianinas obtidas do suco amerci
concentrado. Deste modo, pode-se observar que o armazenamento tem it#lubaaia
na atividade das propriedades dos compostos das plantas, sendo um fatanienpose

considerar para a obtencéo dos extratos.

O extrato Fruto Estoque, desta pesquisa, demonstrou atividade seenath&ntito
Novo, porém observou-se um melhor resultado contra as leveduras do ExitatNovo,
concordando com Gikt al. ao comparar fruto fresco e congelado, distinguindo essa
diferenca, ja que esse € um aspecto importante a se congderarabalhos que requerem
antocianinas integras devem avaliar essa possibilidade de degrpdeg&pe ndo ajam

interferéncias nos resultados.

Variacdes nos resultados entre estudos com os extratos da roma tem sidoabserva
em analises por difusdo em disco e nas determinagfes da cag@ernitibitoria minima.
Valores da CIM tem sido reportado em um grande nimero de estud@sdvagntre
0,62mg/mL a 10mg/mL contr&. aureus, E. coke Pseudomonas aeruginogblavarroet
al., 1996) e acima de 250mg/L conBaaureugara extratos polares e apolares (Machado
et al, 2003). Essas diferencas podem estar relacionadas com o métod@ckoexomo o
uso de frutos mais frescos, e variagbes de estacao e regidetdaMcCarreét al, 2008),
como observado anteriormente. Segundo Al-Zoreky (2009), diferencas ruadgivdos

extratos da casca da roma entre varios periodos do estudo podeparsmlmente,
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explicados pela variacdo dos compostos fenolicos dos extratos, sgadéitias cepas e

procedimentos antimicrobianos utilizados nos testes.

Ainda, de acordo com Mason & Wasserman (1987), o potencial de atividade
antibacteriana dos compostos puros de plantas pode ser explicada erambasia
estrutura fendlica. Os mecanismos considerados responsaveisxmatiate fendlica aos
microrganismos incluem inibicdo enzimatica pela oxidagdo dos comspgsissivelmente
através da reacdo com grupos sulfidrila ou por interagbes comnpsytgiermitindo
inativacdo da proteina e perda de funcdo. Provaveis alvos da cétulzbiamia sdo

polipeptideos da parede celular e ligacdo das enzimas a membranat(8teil996).

Dentre os compostos analisados com as quatro amostrBsiniea granatum
detectou-se a presenca de substancias semelhantes nessessaomseo a melatonina e
acucar simples. Os compostos com PM de 219 parecem ndo exefcdadaticontra as
leveduras, ou se exercem, em niveis muito baixos, uma vez quentpr&80% nos Arilos
mais Sementes, este extrato ndo apresentou acado contra isestgdas, e 0 extrato do

Fruto Inteiro inibiu as cepas, mas com CIM mais elevada.

As amostras dos extratos do Pericarpo e da Casca, que apegsentalhor
atividade contra as espécies @andida spp., tiveram como diferencial, a presenca do
tanino punicalagina em uma concentracdo bastante elevada, at@rratetaninos, como
pedunculagina e telamagrandina. A amostra do Pericarpo apresentiaj, @ tanino
galagildilactona, substancia ndo detectada — ao menos ndo em guantidade — nesse
espectro nas outras amostras. Esses taninos podem ser os priesiparsaveis pelo
potencial antifingico dos extratos Pericarpo e Caséa deanatum objetivo de pesquisas
futuras. Portanto, sugere-se que 0s compostos punicalagina e gatagildilsejam um dos
principais compostos envolvidos na atividade antifiungica observada ndesgRBunica
granatum A possibilidade, ainda, de ocorrer um sinergismo entre os compaostogato
que ndo pode ser descartado, visto que varias substancias, como iaggiear es acidos
graxos conjugados estdo presentes em grande quantidade.

Estes dados corroboram observacdes de Vascoretebds(2003), Menezest al.
(2006), Cataet al (2006) e Fetrow & Avila (2000). Vasconceltsal. (2003) atribui aos
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taninos, identificados nos extratos Fegranatum,a acdo de inibicdo do crescimento de
leveduras da espéci€andida spp, pois agem nas células, mais especificamente na
membrana celular, por precipitacdo de proteinas. Também sugeriu exteato dessa
planta inibe varias enzimas & mutansafetando sua habilidade de aderir na superficie
dental. Segundo Menezesal. (2006), o composto elagitanina, fracdo punicalagina, € tido
como a fragdo responséavel pela atividade antibacteriana da retd e€C al (2006) e
Fetrow & Avila (2000), indicam que o0s taninos, como punicalina, punicalagina,
galagildilactona, pedunculagina, telimagrandina | e corilagina, uposs atividade

antimicrobiana.

Resultados dos trabalhos de Aviramal. (2008) demonstraram que o extrato da
casca da roma teve efeito antioxidante muito mais potente do que aftidb com os
arilos, indicando que os compostos polifendlicos da casca sao os pricoip@isuintes
para capacidade antioxidante do suco da roma, como ja descritogiaal L(2006), Ricci
et al. (2006) e Zhanget al. (2007), corroborando com 0s nossos resultados, em que o
extrato da casca apresentou efeito contra as leveduras do @&metiola enquanto o

extrato dos arilos ndo teve nenhuma atividade contra as mesmas cepas testadas.

De acordo com Toumy & Rauwala (2002), muitos compostos tem sido isalados
P. granatumincluindo elagitaninos e taninos (punicacorteina D, punicalina, pwiicak
2- -galoilpunicalina). Machadet al. (2003) relatam maior inibicdo da fracdodpGue é
rica em elagitaninos (62,5mg/L), contra cepa$dauresmeticilina-resistentes. A presenca
de flavondides e taninos em plantas da familia Punicaceae podespensavel por
diversas atividades bioldgicas, como descrito por Hustedh (1997). Os dados obtidos
em nossa pesquisa cof granatum contribuem para aumentar o entendimento nessas

questdes em relacdo aos compostos bioativos.

Como observado nos resultados obtidos por microscopia eletronica de ‘aarredur
pOde-se constatar que o0s extratos pericarpo e casca produzinagpdakena morfologia
das leveduras testadas, além de agregacao celular e inibicdo desgmento (Figuras
10a a 12n). Ao comparar com as amostras controle, observa-se gesnaasntem uma

aparéncia lisa, homogénea e regular, com a presenca de taotogjas células (Figuras
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10a, 10b, 11a, 12a e 12b) quanto das hifas (Figuras 10g, 10h, 12i e 12j), sendo que as
amostras com 0 extrato encontram-se com a parede rugosaamregah um agregado
recobrindo sua superficie, algumas com presenca de poros, e drfagparéncia de

descamacao, resultantes da acao dos extratos.

Angiolella et al (2008) observaram que, e@andida albicansresistente ao
fluconazol e micafungina, havia maior propenséo para a formacgéao dendidAs Figuras
9c (C. albicansmais extrato pericarpo a 0,5mg/mL), & @lbicansmais extrato casca a
0,25mg/mL) e 9f €. albicansmais extrato pericarpo a 0,125mg/mL) demonstram um
aglomerado de células e a presenca de produtos oriundos do procesgengeagéo das
leveduras. No entanto, a formacao de biofilme como uma estrutura béohiyia, parece
remota, ja que as ceélulas demonstram alteracfes visiveis derdegenanpedindo-as de

exercerem a sua atividade fisiolégica normal.

Os resultados obtidos através da microscopia eletronica de tre@iemis
demonstraram que os extratos interferem nas estruturas dasdsyedwsando alteracdes
em sua parede celular, tornando-as mais espessas, com ma-foemagéwentando a
presenca de vacuolos, indicando que os extratos provocam seérios dargisuhasie das
células leveduriformes, sugerindo que os compostos fendlicos, noat@rost podem ser
0s responséaveis pelas alteracdes, exercendo sua atividade de qeudar, precipitando
proteinas.

O extrato da casca demonstra ter provocado danos mais sevéosdasas das
espécie. albicanse C. kruseido que o extrato do pericarpo, como pode-se obervar
através das imagens obtidas por microscopia eletrénica de vareedransmissdo. No
entanto, dados mais complementares podem ainda ser obtidos para que senpbas o

conhecimento sobre a a¢ao local desses compostos nos microrganismos.

Um primeiro passo para a descoberta de novos farmacos € iaerifialidar alvos
moleculares especificos. Com a expansdo do conhecimento da bioqgairgeética
microbiana, agora € possivel identificar importantes enzimaslmaoas, receptores e
processos a niveis moleculares que podem ser alvos para a agcdgadaCdmpostos que

bloqueiem o funcionamento desses alvos e que possam inibir o crescmenaioiano
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podem ser identificados. Varios alvos ja foram, de fato, identificadusvos estdo sendo
descobertos. Pesquisas do genoma e proteoma microbiano possibilitarango mais
rapido entre as informacdes estruturais microbianas e inbedagdroga, criadas através de
programas computacionais (Kitcheh al, 2004). Essa linha de investigacdo devera ser

alvo de pesquisas futuras em nossos laboratdrios.

Os dados obtidos em nossa pesquisa com substancidurdea granatum
demonstram capacidade antimicrobiana contra células leveduriforng&ndmCandida
Os componentes bioativos (taninos) presentes no pericarpo e na deasoastram
atividade antifingica. Os compostos dessa familia de substancexs jesthr envolvidos
na acdo antifngica detectados por espectrometria de masss.cBIsgpostos bioativos
sugerem ser 0s responsaveis por alteracdes na morfologia delsgas microrganismos,
com inibicdo do crescimento e agregacao celular. Esses dadosparsgrctivas futuras
de pesquisas dando continuidade a essa linha de investigacdo, onde infocomgdiesal
de acdo dos compostos e, até mesmo 0 composto responsavel pela ajpadsale,

contribuir para a terapia alternativa contra esses organismos.
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7. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

1. Extratos dePunica granatum(romd) possuem atividade fungistatica sobre as

leveduras do génef@andida(125ug/mL).

2. Os extratos d®. granatumpromovem alteracées nas células leveduriformes, com

ma-formacao da parede celular, inibicdo do crescimento e agregacao celular.

3. O extrato casca provoca danos mais severos as células levedsittamespécies

C. albicanse C. kruseido que o extrato pericarpo.

4. A Espectrometria de Massas revela a presenca de compos@ioe como:

punicalagina, eduncolagina, galagildilactona e telamagrandina.
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ANEXO 1

Meios de cultura

1. SDA - Sabouraud Dextrose Agar

Diferido enzimatico de caseina 10g
Dextrose 409
Agar 15¢
Agua destilada g.s.p. 1000mL

Dissolver as substancias na agua destilada. Aquecer em microondas paranxb@agge
sem deixar ferver. Autoclavar por 15 minutos a 121°C.

2. BHI - Brain Heart Infusion

Substrato nutriente (extrato de cérebro, coracao e peptona) 27,59
D(+)-glucose 2,09
Cloreto de Sddio 5,09
Hidrogénio fosfato di-sédico 2,50
Agua destilada g.s.p. 1000mL

Dissolver as substancias na agua destilada. Aquecer em microondas paranb@aQge
sem deixar ferver. Autoclavar por 15 minutos a 121°C.
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ANEXO 2

Resina Dr. Spurr

ERL 4221 2,5mL
DER 736 2,0mL
NSA 6,25mL
DMAE 0,075mL

Colocar em um Becker (perfeitamente seco) os 3 primeiros itens, agifidy ponutos,
adicionar o DMAE e agitar por mais 10 minutos, deixar descansar por 10 minutos e esta
pronto para uso.
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