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RREESSUUMMOO  

  

A diversidade de produtos naturais, por muitos anos, inspirou pesquisadores para 

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

terapias. Extratos obtidos Punica granatum L. (romã) tem demonstrado diversas atividades, 

dentre elas, efeito antimicrobiano. Nas últimas duas décadas, infecções por leveduras do 

gênero Candida cresceram significantemente pelo mundo inteiro, em decorrência do uso 

prolongado de antifúngicos, ligado ao aumento da resistência a esses fármacos. Sendo 

assim, pesquisas por novos componentes com ação antifúngica, os quais podem estar 

presentes nos compostos da P. granatum, justificam este estudo. Os extratos obtidos de 

diferentes partes do fruto da P. granatum foram testados através da metodologia da 

concentração inibitória mínima (CIM) frente a dez espécies de Candida spp. e analisados 

por espectrometria de massas. Foi observado, também, se os extratos produziam efeitos na 

morfologia e estrutura das leveduras através da microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão, respectivamente. Os resultados obtidos revelaram-se promissores, pois as 

cepas testadas foram sensíveis aos extratos, com CIM de 125µg/mL, causando danos em 

sua morfologia, como irregularidades em sua superfície e em sua parede celular, e a 

espectrometria de massas revelou compostos de reconhecida ação antimicrobiana, dentre 

eles, taninos. Esses dados indicam que os compostos da Punica granatum possuem ação 

antifúngica, sendo que as substâncias detectadas podem ser consideradas as principais 

responsáveis por essa atividade. Sendo assim, substâncias da Punica granatum apresentam 

capacidade antimicrobiana, sendo um campo promissor para descoberta de novos 

fitomedicamentos para o tratamento alternativo de doenças, abrindo caminhos para 

pesquisas que visem explorar de forma coerente essas substâncias, manipulando-as com 

segurança, eficácia e qualidade padronizados.    
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AABBSSTTRRAACCTT  

  

The diversity of natural products has inspired researchers for many years to identify 

novel products that could eventually be developed into therapeutics. The extracts obtained 

from Punica granatum L. (pomegranate) have demonstrated several activities as 

antimicrobial affects, among others. In the last couple decades infections by yeast genus 

Candida increased significantly worldwide, in consequence of abuse use of antifungal, 

associated with increase drug resistance. There researches for new compounds with 

antifungal action, which may be present at P. granatum justify this study. The extracts were 

obtained from different parts of P. granatum fruit and tested against ten strains of Candida 

spp., by minimal inhibitory concentration (MIC) methodology and analyzed by mass 

spectrometry. Also scan and transmission electron microscopy was employed to evaluate 

the extracts effects on the yeast´s morphology and structures. The results obtained were 

promising, because the tested strains demonstrated sensibility towards the extracts, with 

MIC of 125µg/mL, causing damage to the morphology, as irregularities on its superfaces 

and cell wall. The mass spectrometry analysis showed compounds with known 

antimicrobial action, among them, tannins. The data indicated that compounds of Punica 

granatum have antifungal action and the detected substances can be considered to be 

involved with this activity. Therefore, P. granatum extracts presented antimicrobial 

capacity and is a promising source for the discovery of new therapeutic agents for 

alternative treatment, promoting scientist to continue studies on safety, efficiency and 

standard quality issues for P. granatum.     
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11..  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  
 

Recentes investigações científicas tem procurado por novos compostos com ação 

antifúngica em produtos naturais, sendo que muitas plantas já foram selecionadas pela sua 

atividade contra vários tipos de doença, baseado em estudos etnofarmacológicos (Vermani 

& Garg, 2002; Mese et al., 2004). Diversas variedades de plantas tem atraído a atenção de 

pesquisadores, visando a sua aplicação na medicina. 

A despeito dos avanços sucessivos do uso de fármacos no tratamento de doenças de 

diversas patologias, uma grande parte da população mundial ainda depende da medicina 

tradicional baseada na fitoterapia (Azaizeh et al., 2003). O conhecimento sobre o uso 

medicinal das plantas e suas propriedades tem sido transmitido de geração para geração 

(Lev & Amar, 2000), sendo a etnobotânica uma área muito importante de estudo e 

conhecimento em todo o mundo. Esta ciência mostra uma relação saudável entre humanos e 

natureza, estabelece a possibilidade de encontrar novos usos para as plantas medicinais e 

pode ser usada para descobrir novos medicamentos derivados de plantas (Heinrich, 2000). 

Há vários métodos de preparação e aplicações para diferentes enfermidades das plantas 

medicinais, e podem ser preparadas na forma de decocção, em pó/farelo ou espremidas e 

homogeneizadas com água. As preparações e aplicações se baseiam no tipo de enfermidade 

tratada e no sítio da infecção, sendo que podem ser administradas por diferentes vias, como 

a oral, tópica e nasal. A aplicação oral é a via mais comumente utilizada (57,5%), seguida 

pela tópica (37,5%) ou nasal e outros tipos (5%) de aplicações (Singh & Singh, 2009).   

Por séculos, a casca, folhas, flores e frutos da Punica granatum L. (Punicaceae), 

popularmente conhecida como romã, tem sido usados para tratar doenças (Gracious Ross et 

al., 2001). A romã é uma importante árvore de regiões tropicais e subtropicais do mundo e 

seu valor é devido ao seu delicioso fruto comestível (Badizadegan & Khabbazian, 1977). A 

parte comestível do fruto, delimitada por uma membrana, o pericarpo, é chamada de arilo, 

com uma única semente envolvida por uma bolsa cheia de suco, sendo ingerida fresca e da 

qual podem ser produzidos xaropes ou geléias. Além do mais, essa árvore também é valiosa 

por suas propriedades farmacêuticas. A casca do fruto, o caule, a raiz e folhas são fontes de 
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produtos secundários, como taninos, tinturas e alcalóides (Lansky & Newman, 2007; 

Mirdeghan & Rahemi, 2007). 

Estudos com extratos da P. granatum e seus compostos, tem mostrado efeitos 

antioxidante (Ricci et al., 2006), antiinflamatório (Lansky & Newman, 2007), 

hepatoprotetor (Celik et al., 2009), para o tratamento de doenças orais (Fenghun & Liu, 

1997), de pele, entre outros (Hu, 1997). Foi também usada para tratar acidose, disenteria, 

infecções microbianas, diarréia, helmintoses, hemorragia e patologias respiratórias (Fuentes 

& Exposito, 1995).  

A atividade antimicrobiana da P. granatum tem sido recentemente investigada 

(Vasconcelos et al., 2003; Pereira et al., 2006b), e pode estar presente em algumas toxinas 

metabólicas ou nos compostos antibióticos de amplo espectro contidos na casca 

(Voravuthikunchai et al., 2004). Duraipandiyan et al. (2006) encontraram alta atividade da 

romã com o extrato metanólico contra as cepas de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Candida albicans. Braga et al. 

(2005) observaram que o extrato metanólico das frutas de P. granatum foi capaz de inibir 

não somente o crescimento de Staphylococcus aureus FRI722, mas também a produção de 

enterotoxinas. Höfling et al. (2010) encontraram atividade antifúngica dos extratos da romã 

contra várias espécies de Candida spp.      

A levedura do gênero Candida é um patógeno oportunista e muitos fatores de 

virulência podem contribuir para sua invasão e patogenicidade, assim como sua habilidade 

para aderir aos tecidos, conversão da sua forma unicelular para filamentosa e expressão de 

enzimas extracelulares, como aspartil proteinase e fosfolipases (Calderone & Fonzi, 2001).  

Embora C. albicans seja a principal espécie isolada de amostras clínicas em 

indivíduos aidéticos, sabe-se que outras espécies não-albicans como C. glabrata, C. krusei, 

C. parapsilosis e C. tropicalis estão em alta prevalência nas infecções (Ruhnke, 2006). 

Recentemente, candidose ressurgiu com um elevado nível de mortalidade, cm prevalência 

de 45% nos grupos de pacientes comprometidos (Wenzel & Gennings, 2005). Falha da 

ação dos antifúngicos utilizados em doenças causadas por espécies não-albicans, como C. 

glabrata e C. krusei é agora um desafio terapêutico. Sabe-se que infecções por C. krusei 

estão se tornando prevalentes devido ao aumento na população imunocomprometida, 
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principalmente com o HIV (Human Immunodeficiency Virus) (Seneviratne et al., 2007), 

mas também sabe-se que o fenômeno da resistência de microrganismos a antimicrobianos é 

um fato a se considerar. 

A resistência microbiana está relacionada à perda da suscetibilidade de um 

microrganismo a um agente antimicrobiano que pode ser visualizado através de um teste de 

suscetibilidade in vitro, no qual a concentração inibitória mínima é a mais baixa 

concentração da droga que impede o crescimento visível do microrganismo (Alves et al., 

1997; Marichal et al., 1999). Diversos fármacos antifúngicos, como fluconazol, 

cetoconazol, nistatina, anfotericina B e 5-fluorocitosina, podem interferir com certos fatores 

de virulência (Ellepola & Samaranayake, 1998; Hazen et al., 2000), porém cepas 

emergentes resistentes às drogas tem dificultado o tratamento antifúngico, impedindo, 

muitas vezes, o restabelecimento da saúde do paciente (Odds et al., 2003). 

Pesquisas que visem ampliar o conhecimento sobre o potencial antimicrobiano de 

plantas, particularmente de Punica granatum, ou de seus componentes farmacológicos, 

relacionando os efeitos de suas propriedades farmacêuticas com sua atividade 

antimicrobiana, poderão contribuir para a sua aceitação como medicamento alternativo ou 

ao conjunto do tratamento alopático. 

Essas considerações serviram de base para os estudos levados a efeito nesse trabalho 

de Tese, visando avaliar o uso de extratos obtidos de diferentes partes do fruto da Punica 

granatum L. como agentes antimicrobianos, associados à pesquisa dos componentes com 

potencial bioativo presentes nessas estruturas, determinados por espectrometria de massas.  
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22..  RREEVVIISSÃÃOO  DDAA  LLIITTEERRAATTUURRAA  

 

2.1 Plantas Medicinais: Punica granatum  

 

 Com o crescente desenvolvimento de resistência aos fármacos e o aparecimento de 

efeitos indesejáveis pelos agentes antifúngicos, pesquisas por novos componentes 

antimicrobianos tem sido uma preocupação de muitos pesquisadores (Phongpaichit et al., 

2005). Na última década, o interesse por produtos naturais tem aumentado, com as plantas 

medicinais sendo fontes de compostos bioativos. Estes compostos tem sido isolados e 

submetidos a análises estruturais detalhadas, e seu modo de ação e alvo conhecidos. Muitas 

plantas usadas na medicina popular tem sido estudadas por suas atividades antimicrobianas, 

como fonte de novos compostos antifúngicos com poucos efeitos colaterais, com grande 

espectro de ação e baixo custo (Ishida et al., 2006). A triagem de extratos antibacterianos 

de plantas representa um esforço contínuo para encontrar novos compostos com potencial 

para agir contra bactérias multi-resistentes (Suffredini et al., 2004).  

A descoberta de fármacos envolvendo a diversidade de produtos naturais, combinado 

com metodologias de drogas sintéticas e incluindo a manipulação de vias biossintéticas, 

proporciona uma solução para a comunidade científica voltada para a descoberta e 

desenvolvimento de fármacos (Newman & Cragg, 2007). Segundo a Organização Mundial 

da Saúde, pelo menos 80% da população dos países em desenvolvimento dependem da 

"medicina popular" para a solução de problemas de saúde, e 85% deste total utilizam 

plantas medicinais no tratamento das mais diversas doenças. Isto significa, segundo o órgão 

da ONU, que cerca de quatro bilhões de pessoas no mundo dependem de remédios a base 

de plantas medicinais (Garcia et al., 1996).  

O Ministério da Saúde do Brasil, através da Portaria nº 971 de 03/05/2006, aprovou a 

Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de 

Saúde onde se insere a fitoterapia (Brasil, 2006) e no município de João Pessoa foi 

aprovada a Lei Municipal 7.630 de 15/07/1994, para a implantação do Programa de Plantas 

Medicinais, gerenciado pela Secretaria Municipal de Saúde (Semanário Oficial, 1994). 

Agra et al. (2007, 2008) observaram que 483 espécies de plantas com propriedades ativas 
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são utilizadas na região Nordeste. Apesar do número expressivo de plantas medicinais em 

uso, para a maioria delas, ainda não foram desenvolvidos estudos científicos sobre os seus 

constituintes ativos (Santos et al., 2009).  

   A romã, Punica granatum L., é conhecida há muito tempo por seu fruto comestível, 

sendo mencionada na Bíblia e no Alcorão, estando associada com fertilidade. É nativa da 

Pérsia e se disseminou pela Ásia, Norte da África e Europa Mediterrânea, incluindo a 

Turquia. As plantações de romã na Turquia cresceram rapidamente nos últimos anos, com 

uma produção excedendo 100.000 toneladas em 2007 (Ozgen et al., 2008). 

 A romã é conhecida por ser umas das frutas mais saudáveis, por sua alta atividade 

antioxidante (Gil et al., 2000; Aviram et al., 2004; Seeram et al., 2006; Aviram et al., 2008) 

e alto conteúdo de compostos anticarcinogênicos (Kim et al., 2002; Lansky et al., 2005; 

Malik et al., 2005; Adhami & Mukhtar, 2006; Malik & Mukhtar, 2006; Bell & Hawthorne, 

2008). Recentes estudos estabeleceram que certos compostos do suco da romã reduziram 

significativamente a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), podendo também 

reduzir a pressão sangüínea e possuir efeito antiaterosclerótico (Aviram et al., 2008). A 

medicina popular recomenda tanto a casca do caule como do fruto para tratar diversas 

doenças. A casca do caule é empregada como vermífugo, em especial para tênias. Do fruto, 

são utilizadas as cascas dessecadas ou frescas para o tratamento de diarréias, infecções de 

pele e mucosas e as sementes frescas, com seus envoltórios rosados e suculentos, para as 

afecções da boca e garganta (Matos, 1989; Lansky et al., 1998).    

Outros trabalhos demonstraram que a romã e seus derivados apresentaram efeito 

fotoquimiopreventivo contra danos causados por raios ultra-violeta na pele humana (Afaq 

et al., 2009); a ingestão diária de uma alta concentração de lignanas (1,5mg) presentes no 

suco da romã pode reduzir o risco de câncer de mama pós-menopausa (Touillaud et al., 

2007); foi constatado, também, que flavonóides presentes no suco da romã preveniram a 

oxidação do LDL e também foram anti-artrogênico (Wang et al., 2004). De acordo com os 

resultados obtidos por Celik et al. (2009), pessoas tratadas com infusão das flores e folhas 

da romã tiveram redução dos níveis das enzimas AST e ALT, e  dos danos no fígado, 

demonstrando um efeito hepatoprotetor dessa planta. 
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Dentre os constituintes presentes no fruto da Punica granatum L. estão os alcalóides 

(peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e isopeletierina), manita, vários fenóis, 

ácido elágico e ácido gálico. A casca do fruto da romã contém alcalóides e, 

aproximadamente, 20% de taninos, incluindo punicalina, punicalagina, granatinas A e B, 

galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina I e corilagina, com ação 

antibiótica (Fetrow & Avila, 2000). É empregada popularmente no tratamento de dores de 

garganta, rouquidão e inflamação da boca. Do pericarpo, rico em taninos, foram isolados 

granatinas A e B, punicalagina e punicalina, sendo estes os principais responsáveis pela 

atividade antimicrobiana (Catão et al., 2006). Foram isolados de P. granatum, dois novos 

ácidos elágicos ramnosídeos, ácido metilelágico-3-O ramnopiranosídeo 4-O-aL e ácido 

dimetilelágico 3,4’-O ramnopiranosídeo 4 -O-aL (El-Toumy & Rauwald, 2003).  

O suco fresco da romã contem considerável quantia de sólidos solúveis totais, 

açúcares totais, açúcares reduzidos, antocianinas, fenólicos, ácido ascórbico e proteínas, 

sendo considerado como uma rica fonte de agentes antioxidantes (Gil et al., 2000; Kulkarni 

& Aradhya, 2005). Cuccioloni et al. (2009) analisaram os compostos da romã cultivada em 

duas diferentes regiões ao nordeste do Irã. Ao quantificar os extratos dos arilos e da casca 

da romã, obtiveram ácidos gálico e elágico, catequina e epicatequina como principais 

compostos monoméricos. Catequina é o mais abundante polifenol monomérico dos 

compostos da romã, sendo sugerido como um potencial agente para a regulação de um 

grande número de processos fisio-patológicos, como a coagulação, envolvendo a atividade 

da trombina humana. O potencial de bioatividade da punicalagina, e outros elagitaninos, 

pode ser explicado por sua capacidade de se hidrolisar em ácido elágico e outros polifenóis 

menores in vivo e atravessar a membrana mitocondrial in vitro (Seeram et al., 2004; 

Larrosa et al., 2006). 

A romã é uma rica fonte de compostos fenólicos, o qual inclui flavonóides e taninos 

hidrolisáveis (Afaq et al., 2005a). Extratos de diferentes partes do fruto da romã como o 

suco (Aviram et al., 2000), as sementes (Wang et al., 2004) e a casca (Lansky & Newman, 

2007), tem apresentado grande atividade antioxidante. Diversos estudos tem demonstrado 

que seu suco possui propriedades antiaterogênica (Aviram, 2002), anti-inflamatória e anti-

câncer (Afaq et al., 2005b; Malik et al., 2005; Khan et al., 2007), devido às suas 
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propriedades antioxidantes (Soobrattee et al., 2005). De acordo com Singh et al. (2002), as 

propriedades antioxidantes do extrato da romã podem ser encontrados na casca e nas 

sementes sendo que o extrato metanólico da casca da romã demonstrou elevada atividade 

antioxidante entre os extratos testados. Mirdehghan & Rahemi (2007) observaram que os 

níveis de compostos fenólicos totais eram mais altos na casca da romã do que nos arilos. 

 

2.2 Propriedades dos Compostos Fenólicos da Punica granatum 

 

Os compostos polifenólicos compreendem um grupo da classe de metabólitos 

secundários das plantas, que agem como antioxidantes (Manach et al., 2005). Compostos 

fenólicos são essenciais para o crescimento e reprodução das plantas e são produzidos 

como uma resposta da planta aos danos causados por patógenos. Em baixas concentrações, 

eles protegem o alimento da deterioração oxidativa. Em altas concentrações, seu produto 

oxidativo pode interagir com proteínas, carboidratos e minerais (Karakaya, 2004). Seus 

benefícios estão, geralmente, ligados a duas propriedades: (i) inibição de certas enzimas, 

como xantina oxidase, aldose redutase, e (ii) atividade antioxidante (Cotelle, 2001). 

Polifenóis podem proteger outros componentes dos alimentos, como os carotenóides e 

vitamina C, enzimas digestivas e células epiteliais do intestino da oxidação dos radicais 

livres gerados no estômago (McDougall et al., 2005). Constituem um dos mais numerosos e 

amplos grupos de substâncias no reino vegetal e podem abranger desde moléculas simples, 

como ácido fenólico, a compostos altamente polimerizados, como os taninos. 

Os compostos fenólicos são biossintetizados por diferentes rotas, razão pela qual 

constituem um grupo metabólico bastante heterogêneo (Taiz & Ziger, 2004). Estes 

compostos são sintetizados pela via do ácido chiquímico, a partir de carboidratos, ou pela 

via do ácido malônico, que se inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima-A (Simões 

et al., 2007).  

Flavonóides compõem um dos mais numerosos grupos de compostos fenólicos 

encontrados em vegetais e frutos (Schinella et al., 2002; Tepe et al., 2005), sendo descritos 

como o mais abundante grupo polifenólico em dietas humanas (Jialal & Devaraj, 1996; 

Rice-Evans et al., 1996; Bravo, 1998; Scalbert & Williamson, 2000). Alguns deles estão 
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envolvidos no processo de cura de doenças causadas por radicais livres (Czinner et al., 

2000). Muitos compostos da Punica granatum, como alcalóides, flavonóides, polifenólicos 

(como delfinidina, cianidina e pelargonidina) e taninos hidrolisáveis, como punicalina, 

pedunculagina, punicalagina, ácido gálico e ácido elágico (ésteres de glucose), possuem 

forte propriedade antioxidante e tem sido investigados (Du et al., 1975; Tzulker et al., 

2007). Estudos de Bagri et al. (2009) demonstraram que o extrato aquoso de P. granatum é 

benéfico no controle de diabetes, anormalidades no formato de lipídeos e no estresse 

oxidativo promovido pela atividade das enzimas antioxidantes pancreáticas.  

Os principais compostos fenólicos presentes no suco da romã podem ser 

classificados em quatro grupos. O primeiro grupo inclui as antocianinas. No segundo grupo 

estão presentes os taninos hidrolisáveis do tipo galagil, incluindo grupos de isômeros de 

punicalagina (B e D), punicalina (galagilglucose) e outros compostos relacionados. No 

terceiro grupo do suco da romã, os compostos fenólicos incluem o ácido elágico e seus 

glicosídeos. O quarto grupo é formado por um extenso grupo de taninos hidrolisáveis, no 

qual esses compostos são diferentes combinações de glucose, ácido gálico, ácido 

hexahidroxidifênico e ácido tertagálico (Gil et al., 2000).  

As antocianidinas podem ser mais estáveis na forma de heterosídeos, chamadas 

antocianosídeos. Os antocianosídeos, após perda de açúcar por hidrólise ácida, são 

chamados antocianidina ou aglicona. A biossíntese das antocianinas representa um dos 

estágios finais de oxidação no mecanismo de diferenciação dos flavonóides (Lobo & 

Lourenço, 2007; Simões et al., 2007). As antocianinas, pertencentes à família dos 

flavonóides biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides, constituem uma 

importante classe de polifenóis (Saviranta et al., 2008). São compostos de biossíntese 

mista, envolvendo blocos provenientes da via do poliacetato e da via do chiquimato (Lobo 

& Lourenço, 2007). São responsáveis pelas cores azul, púrpura e vermelha de muitos 

tecidos de plantas (McGhie et al., 2007), sendo capazes de serem absorvidas intactas, como 

os glicosídeos (Cao et al., 2001). 

As antocianinas previnem a oxidação de lipídeos presentes em diferentes ambientes, 

como o LDL, liposomas, e atividade de remoção de vários radicais livres (Vinson et al., 

1995; Rice-Evans et al., 1996; Wang et al., 1997). Duman et al. (2009) correlacionaram 



 10 

que a grande quantidade de antocianinas presentes no suco da romã exerceram alta 

atividade antibacteriana e antifúngica nos testes realizados, devido à sua capacidade 

antioxidante. Esta classe de compostos demonstrou atividades antioxidante, anti-

inflamatória, antiaterosclerótica e propriedades anticâncer em diversos estudos (Kong et al., 

2003a; Zafra-Stone et al., 2007; Srivastava et al., 2007). A forma comum de aglicona, 

antocianidina, encontrada é cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, malvidina e 

pelargonidina. Todas elas tem em sua estrutura o cátion flavílio em baixo pH, e diferem 

entre si através de diferentes substituintes no anel B. Os açúcares prevalentes são glicose, 

ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose. Ambas as formas mono- e diglicosídeos são 

comuns. O grupamento funcional de açúcar pode ser localizado nos carbonos 3, 5, 7, 3’ e 5’ 

(Macheix et al.,  1990).    

Schwartz et al. (2009) compararam frutos da romã, seus compostos e atividades, de 

duas regiões diferentes de Israel: Newe Ya’ar (clima Mediterrâneo) e Arava (clima 

desértico). Os frutos de Newe Ya’ar, cultivados em regiões de baixas temperaturas, 

apresentaram alto nível de antioxidantes e compostos fenólicos totais, comparado com os 

frutos de Arava, durante o período de maturação. A temperatura é um importante fator que 

afeta o acúmulo de antocianinas nas plantas, sendo que a temperatura relativamente fria de 

Newe Ya’ar parece promover um aumento da glucose e frutose, como mostrado em 

trabalhos com amendoim (Casini et al., 2003) e batatas (Fauconnier et al., 2002), e altas 

temperaturas excedendo 40ºC (como na região de Arava) podem diminuir a quantidade de 

açúcar, como observado em uvas (Pereira et al., 2006a).  

Os resultados dos trabalhos de Schwartz et al. (2009) indicam que as antocianinas 

totais medidas na casca do fruto da região de Newe Ya’ar tinham níveis mais elevados, 

indicando que altas temperaturas da região de Arava reduzem a quantidade de antocianinas 

totais tanto da casca quanto dos arilos da romã. Porém, o níveis de punicalagina, o principal 

composto dos taninos hidrolisáveis encontrado na casca, e punicalina nos frutos de Arava 

eram mais elevados, aumentando com isso a atividade antioxidante e os compostos 

fenólicos totais desses frutos. 
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 Análises químicas realizadas por Dudonné et al. (2009) mostraram que os 

compostos fenólicos da romã contem elevados níveis de taninos hidrolisáveis, como 

punicalina, punicalagina, pedunculagina e punigluconina.  

A maioria dos compostos fenólicos não é encontrada no estado livre na natureza, 

mas sob forma de ésteres ou de heterosídeos sendo, portanto, solúveis em água e em 

solventes orgânicos polares. Por serem fenólicos, os taninos são muito reativos 

quimicamente, formam pontes de hidrogênio, intra e intermoleculares. Estes compostos são 

facilmente oxidáveis, tanto através de enzimas vegetais específicas quanto por influência de 

metais, como cloreto férrico, o que ocasiona o escurecimento de suas soluções (Simões et 

al., 2007).  

A importância das plantas ricas em taninos está ligada às suas propriedades de 

transformar a pele animal em couro. Durante o curtimento são formadas ligações entre as 

fibras de colágeno na pele animal, a qual adquire resistência ao calor, água e abrasivos. Esta 

capacidade dos taninos em combinar-se com macromoléculas explica a capacidade deles 

precipitarem celulose, pectinas e proteínas. Essas propriedades são a base da definição 

clássica dos taninos: substâncias fenólicas solúveis em água com massa molecular entre 

500 e cerca de 3.000 Daltons, que apresentam a habilidade de formar complexos solúveis 

em água com alcalóides, gelatina e outras proteínas. Estes compostos são particularmente 

importantes componentes gustativos, sendo responsáveis pela adstringência de muitos 

frutos e produtos vegetais. A complexação entre taninos e proteínas é a base para suas 

propriedades como fatores de controle de insetos, fungos e bactérias tanto quanto para suas 

atividades farmacológicas (Simões et al., 2007), e podem agir como inibidores da 

transcriptase reversa e HIV (Kilkuskie et al., 1992).        

Segundo a estrutura química, os taninos são classificados em dois grupos: 

hidrolisáveis e condensados. Os taninos hidrolisáveis consistem de ésteres de ácidos gálicos 

e ácidos elágicos glicosilados, formados a partir do chiquimato (Heldt, 1997), onde os 

grupos hidroxila do açúcar são esterificados com os ácidos fenólicos (Vickery & Vickery, 

1981). Os taninos elágicos são muito mais freqüentes que os gálicos, e é provável que o 

sistema bifenílico do ácido hexaidroxidifenílico seja resultante da ligação oxidativa entre 

dois ácidos gálicos (Bruneton, 1991). 
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Largamente encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou 

proantocianidinas são polímeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do 

metabolismo do fenilpropanol (Brandes & Freitas, 1992; Heldt, 1997; De Bruyne et al., 

1999a; Heil et al., 2002a; Heil et al., 2002b).  

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tem 

identificado diversas atividades biológicas dessa classe de substâncias. Dentre essas se 

podem citar: ação bactericida e fungicida (Scalbert, 1991; Chung et al., 1998c), antiviral 

(Okuda et al., 1993; De Bruyne et al., 1999b), moluscida (Marston & Hostettmann, 1985), 

inibição de enzimas como glicosiltransferases de Streptococuus mutans e S. sobrinus 

(Hattori et al., 1990; Ooshima et al., 1993), inibição da peroxidação de lipídeos e 

seqüestrador de radicais livres (Hagerman et al., 1998; Moure et al., 2001) e ação 

antitumoral (Wang et al., 1999; Dufresne & Farnworth, 2001). 

Acredita-se que as atividades farmacológica dos taninos são devidas, pelo menos em 

parte, a três características gerais que são comuns em maior ou menor grau aos dois grupos 

de taninos, condensados e hidrolisáveis: 1) complexação com íons metálicos (ferro, 

manganês, vanádio, cobre, alumínio, cálcio, entre outros), 2) atividade antioxidante e 

seqüestradora de radicais livres e 3) habilidade de complexar com outras moléculas 

incluindo macromoléculas tais como proteínas e polissacarídeos. Foi sugerido que os 

possíveis modos de ação dos taninos no tratamento de doenças estão intimamente ligados a 

essas três propriedades (Haslam, 1996, 1998).  

As aplicações das drogas com taninos estão relacionados, principalmente, com suas 

propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarréico e anti-séptico, por 

via externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo, 

assim, as camadas subjacentes (Bruneton, 1991). Ao precipitar proteínas, os taninos 

propiciam um efeito antimicrobiano e antifúngico. Ademais, os taninos são hemostáticos e, 

como precipitam alcalóides, podem servir de antídoto em casos de intoxicações (Bruneton, 

1991). Em processos de curas de feridas, queimaduras e inflamações, os taninos auxiliam 

formando uma camada protetora (complexo tanino-proteína e/ou polissacarídeo) sobre 

tecidos epiteliais lesionados, podendo, logo abaixo dessa camada, o processo curativo 

ocorrer naturalmente (Simões et al., 2007). 
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Porém, os taninos são considerados nutricionalmente indesejáveis porque 

precipitam proteínas, inibem enzimas digestivas e afetam a utilização de vitaminas e 

minerais podendo, ainda, em alta concentração, desenvolver câncer de bochecha e esôfago 

(Chung et al., 1998a; Chung et al., 1998b; Castro et al., 1999; Singh et al., 2001). Chung et 

al. (1998a, b) relataram que nozes contendo cerca de 25% de taninos podem  ser 

responsáveis pela alta incidência de câncer de esôfago em uma determinada localidade dos 

Estados Unidos, onde pessoas comumente as consomem após o almoço. 

Contraditoriamente, a atividade anticarcinogênica é evidenciada pelos mesmos autores, 

onde afirmam que os japoneses consomem o chá verde, rico em ácido tânico e outros 

polifenóis, em grandes quantidades e o risco de câncer gástrico mostra-se baixo. Diante 

desses dois trabalhos, pode-se dizer que o desenvolvimento ou não de câncer pode estar 

associado com a quantidade e concentração de taninos ingeridos, e determinar tanto o valor 

quanto o tipo de tanino que contribuem para que os benefícios nesses compostos possam 

ser melhores aproveitados.    

Uma série de bactérias são sensíveis aos taninos, dentre elas Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em baixas 

concentrações (0,5g/L), o fungo Fomes annosus teve seu crescimento inibido (Castro et al., 

1999). Nishizawa et al. (1990) demonstraram significante atividade bactericida do decocto 

da raiz de Nuphar variegatum Durand contra microrganismos patógenos. A análise 

cromatográfica (HPLC) do extrato aquoso da raiz desta planta evidenciou dois galotaninos 

e dois elagitaninos, sendo reconhecidos por nupharina A e nupharina B. Existem três 

hipóteses para o mecanismo de ação antimicrobiana. A primeira hipótese pressupõe a 

inibição das enzimas de bactéria e fungos e/ou a complexação dos substratos dessas 

enzimas; a segunda seria a ação dos taninos sobre as membranas celulares dos 

microrganismos, modificando o seu metabolismo. Finalmente, a terceira hipótese menciona 

a complexação dos taninos com íons metálicos (Mila et al., 1996), diminuindo, assim, a 

disponibilidade destes elementos essenciais para o metabolismo dos microrganismos 

(Simões et al., 2007).  

Polifenóis são fitoquímicos hidrolisáveis e quanto mais hidrofílico é o solvente 

extrator, melhor esses compostos serão recuperados da planta (Negi & Jayaprakasha, 2003; 
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Alzoreky & Nakahara, 2003). O mecanismo responsável pela toxicidade do composto 

fenólico contra microrganismos pode estar na reação com os grupos de proteína sulfidril e 

substratos do microrganismo, interferindo com a secreção protéica bacteriana (Machado et 

al., 2003; Naz et al., 2007).  

Segundo Howell (2002), antocianinas e proantocianidinas possuem propriedades 

antibacterianas, assim como abilidade de inibir a adesão bacteriana à mucosa do trato 

urinário. Duman et al. (2009) investigaram a atividade antimicrobiana de seis variedades de 

Punica granatum, correlacionando com suas propriedades fitonutrientes, dentre elas os 

compostos fenólicos totais e antocianinas, encontrando resultados positivos para a inibição 

dos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, e Candida albicans testados, 

relacionando com a capacidade antioxidante dessa planta. Kakiuchi et al. (1986) e Pereira 

et al. (2006b), demonstraram a ação antimicrobiana da P. granatum Linn no biofilme 

bacteriano dental, com perturbação da síntese de poliglicanos, agindo nos mecanismos de 

aderência dos organismos do biofilme à superfície dental.  

 

2.3 Atividade Antimicrobiana dos Extratos da Punica granatum 

 

Diversos trabalhos demonstram a atividade antimicrobiana do extrato da romã 

contra vários microrganismos, como B. anthracis, B. cereus, B. subtilis, Erwinina 

carotovora, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, 

Mycobacterium tuberculosis, Proteus vulgaris, Salmonella typhi, S. aureus, Cryptococcus 

neoformans e Nocardia asteroides (Diniz et al., 1997; Nascimento et al., 2000; Prashanth 

et al., 2001; Holetz et al., 2002; Machado et al., 2002).    

Naz e colaboradores (2007) testaram compostos isolados puros do suco da romã 

contra várias espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, encontrando efeito 

inibitório, demonstrando que o ácido gálico apresentou elevada atividade antibacteriana 

contra todas as cepas que foram sensíveis a essa fração.  

Metais de baixa densidade molecular, como o cobre e o ferro exibem atividade 

antibacteriana (Ug & Ceylan, 2005). A adição de altas quantidades de vitamina C ao extrato 
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da casca do fruto da romã, quando adicionados dos íons cobre e ferro, aumentou 

consideravelmente sua atividade contra S. aureus (McCarrel et al., 2008). 

Trabalhando com o vírus da AIDS, Neurath et al. (2005) observaram que o suco da 

romã possui atividade contra o HIV, inibindo sua ligação com o linfócito CD4 e seus 

receptores (CXCR4/CCR5), impedindo, desse modo, o desencadeamento da infecção. Para 

pacientes portadores desse vírus, a descoberta do composto que impeça essa ligação 

tornaria o tratamento mais eficiente, aumentando as chances de uma vida mais saudável.    

Quando analisado o extrato da romã na inibição de leveduras do gênero Candida, 

vários trabalhos mostram atividade dessa planta, como demonstrado por Navarro et al. 

(1996), Vasconcelos et al. (2003), Duraipandiyan et al. (2006), Vasconcelos et al. (2006), 

Reddy et al. (2007), Al-Zoreky (2009) e Duman et al. (2009). Anibal (2007) avaliou a 

atividade da romã através dos extratos brutos diclorometano e metanólico, contra cepas 

padrão de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, 

C. utilis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, e C. rugosa, demonstrando atividade antifúngica 

desta planta de interesse para a terapia alternativa contra esses microrganismos. 

 

2.4 Leveduras do Gênero Candida  

 

Células leveduriformes do gênero Candida tem sido estudadas com o objetivo de 

avaliar substâncias contra esses microrganismos. A estrutura da parede celular fúngica, a 

camada fibrilar, as membranas citoplasmáticas e vários componentes da célula fúngica são 

alvos seletivos para os agentes antifúngicos (Droucht & Dupont, 1987; Odds, 1988). Sua 

parede celular contém manoproteinas, com propriedades imunossupressoras que podem 

aumentar a persistência do fungo nas lesões (Nelson et al., 1991), glucanos, quitina, 

proteínas e lipídios (Odds, 1985; Kennedy, 1988; Odds, 1988; Shepherd, 1991).  

Para promover infecção, os fungos precisam aderir a tecidos específicos do 

hospedeiro, resistir aos seus mecanismos de defesa e proliferar por certa extensão. Sendo 

assim, os fungos usam várias estratégias para sobreviver no hospedeiro e desencadear 

doenças (Odds, 2000). Como resultado da falha da defesa do hospedeiro, o fungo ganha 
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acesso a diferentes órgãos internos e tecidos, causando doenças coletivas, denominadas de 

candidose (Berman & Sudbery, 2002).  

 Candida spp. são leveduras que normalmente se apresentam como células 

individuais e que se reproduzem assexuadamente por brotamento. Candida albicans é uma 

levedura diplóide polimórfica com oito pares de cromossomos. Pode se replicar em 

condições de anaerobiose, como ocorre no intestino (Kruppa, 2008). Quase 200 espécies de 

Candida são conhecidas, porém apenas algumas são importantes para o homem. As mais 

importantes são C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. guilliermondii e C. lusitaniae (Bernhardt & Knoke, 1997; Calderone, 2002; 

Hube, 2004).  

Arendrup et al. (2002) observaram notáveis diferenças entre oito espécies de 

Candida, e as agrupou em três grupos, em ordem decrescente de patogenicidade. O grupo 

mais patogênico compreende C. albicans e C. tropicalis, seguido por um grupo 

intermediário, composto por C. glabrata, C. lusitaniae e C. kefyr, e no último grupo estão 

C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii.  

Esses microrganismos são capazes de viver em saprofitismo nos diferentes sítios da 

boca, dependendo do pH, disponibilidade de nutrientes e superfícies da mucosa (Marsh & 

Bradsha, 1997). Fungos são freqüentemente isolados de diversos sítios orais, incluindo a 

língua, mucosa jugal, palato, biofilme dental, microbiota subgengival, lesões de cárie e 

aparelhos protéticos (Nikawa et al., 2002). Estudos de Makihira et al. (2002) e Nikawa et 

al. (2003), tem sugerido uma possível relação entre C. albicans e doenças periodontais, 

dentina e/ou cárie de raiz, qu mostraram que esta levedura tem similar capacidade para 

colonizar a hidroxiapatita, assim como o Streptococcus mutans, porém usando diferentes 

mecanismos.  

 Diversos fatores, como adesão ao tecido do hospedeiro, características 

morfológicas, formação de tubo germinativo, percepção de contato, mudança fenotípica, 

sinergismo com bactérias, produção de hidrolases ou outros metabólitos, e produção de 

enzimas extracelulares foram propostos como fatores de virulência de C. albicans (Odds, 

1988; Olsen 1990; Bendel, 2003). A adesão da levedura nas superfícies mucosas do 

hospedeiro é um pré-requisito para colonização e infecção (Olsen 1990; Bendel, 2003). 
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Superfícies mucosas do hospedeiro servem como reservatório para a disseminação de 

infecções, como infecção gastrointestinal, especialmente em pacientes 

imunocomprometidos (Nikawa et al., 2006). Durante os estágios iniciais da infecção 

superficial da mucosa, C. albicans forma hifas filamentosas (Sherwood et al., 1992; Gow et 

al., 1994), junto com a liberação de várias enzimas hidrolíticas (Ruechel, 1990). Uma das 

mais importantes enzimas hidrolíticas produzidas por C. albicans é a fosfolipase, a qual 

vem sendo classificada em vários subgrupos (Jayatilake et al., 2005).  

 As fosfolipases, conhecidas por sua atividade citolítica, são encontradas em muitas 

toxinas bacterianas, em veneno de artrópodes e de cobras (Verheij & Dijkstra, 1994). São 

classificadas como fosfolipases-A, -B, -C e –D, lisofosfolipase e lisofosfolipase-

transacilase (Ghannoum, 2000). São também conhecidas por participarem na quebra de 

fosfolipases da membrana celular do hospedeiro durante a invasão infecciosa (Hube & 

Naglik, 2002). 

A levedura C. albicans utiliza, também, proteínas SAP (secreted aspartyl 

proteinase) como enzimas ativas para modificar proteínas-alvo ou ligações na superfície 

fúngica ou na célula do hospedeiro que permite alterar sua hidrofobicidade ou alterações 

conformacionais, permitindo melhor adesão do fungo (Monod & Borg-von Zepelin, 2002). 

As SAPs são codificadas por uma família de multigenes, reguladas por dez diferentes genes 

(SAP1 – SAP10). A existência de 10 genes e o controle de sua expressão e regulação 

aumenta o número de processos envolvidos nas funções dessas proteinases durante o 

processo de infecção (Hube et al., 1991). A proteína SAP2, e possivelmente outras SAPs, é 

conhecida por degradar muitas proteínas humanas, incluindo mucinas, proteínas da matriz 

extracelular, inúmeras moléculas do sistema imune, proteínas celulares endoteliais e fatores 

de coagulação, incluindo moléculas que protegem a superfície mucosa, como mucinas 

(Colina et al., 1996; De Repentigny et al., 2000), imunoglobulinas A (Rüchel, 1986), 

queratina e colágeno (Ogrydziak, 1993; Hube, 1996).  

Em condições laboratoriais, o principal gene de proteinase expressado por C. 

albicans na forma leveduriforme é SAP2, a qual, provavelmente, regula um mecanismo de 

feedback positivo: peptídeos resultantes da proteólise de proteínas de elevada massa 

molecular permitem a indução da expressão do gene de SAP2 (Hube et al., 1994). Em 
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compensação, foi observado que SAP1 e SAP3, que contribuem para o desenvolvimento de 

danos nos tecidos mucosos (Korting et al., 1999), são expressas diferenciadamente durante 

mudanças fenotípicas em certas cepas (Germaine & Tellefson, 1981; White, et al., 1993). 

Porém, estudos indicam que a regulação de SAP3 durante essa mudança não é absoluta, e 

genes SAP4-6 foram quase exclusivamente expressos durante a formação das hifas em pH 

neutro (Hube et al., 1994; White & Agabian, 1995).  

A transição da forma de levedura para hifa – e vice-versa – é controlado por vários 

fatores, incluindo a síntese de prostaglandinas e leucotrienos (Bastidas & Heitman, 2009; 

Noverr et al., 2001; Noverr et al., 2004; Noverr et al., 2005; Carlisle et al., 2009; Shen et 

al., 2008), ou pelo contato com peptideoglicanos bacterianos (Xu et al., 2008).  

O termo “mudança fenotípica” significa a rápida mudança na estrutura da superfície 

da célula. Isso tem sido observado em algumas cepas de Candida e faz com que seja mais 

difícil para o sistema imune reconhecer essas células leveduriformes, podendo estar 

associado com a formação de biofilmes (Soll, 2002; Huang et al., 2006; Zordan et al., 

2006; Ramirez-Zavala et al., 2008).  

A associação com a superfície celular estimula a formação de biofilmes (Kumamoto 

& Vinces, 2005). Biofilmes são aglomerados tri-dimensionais de microrganismos, que 

aderem a uma superfície e são circundados por substâncias poliméricas extracelulares 

(Nobile & Mitchell, 2006; Kruppa, 2008). O biofilme protege a célula leveduriforme como 

um casulo, e impede o ataque de defesas do ambiente, como o sistema imune. Resistência 

aos antifúngicos é aumentada por mudanças nas reações metabólicas presentes no biofilme. 

Por exemplo, a redução da síntese de ergosterol da membrana celular faz com que a 

levedura seja menos sensível ao antifúngico num fator de 30 a 2000 vezes (Douglas, 2003).      

 

 

2.5 Infecções por Candida e sua Prevalência 

 

Nas últimas duas décadas, infecções fúngicas por leveduras cresceram 

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

infecção por leveduras está classificada como a quarta causa mais comum de infecção 
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sangüínea nosocomial (Wisplinghoff et al., 2004). No Brasil, Candida albicans, C. 

tropicalis e C. parapsilosis são as espécies mais comuns isoladas de infecção sangüínea 

nosocomial em vários centros médicos (Colombo et al., 2006; Medrano et al., 2006; Passos 

et al., 2007).  

Trabalhos de Bruder-Nascimento et al. (2010) demonstraram que, de um total de 

212 culturas de leveduras, 70 (33%) eram isolados de C. albicans; 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 relação aos 

materiais clínicos, C. parapsilosis foi a espécie mais comumente isolada de infecção 

sangüínea e fluído peritoneal, enquanto C. albicans apresentou uma distribuição 

homogênea entre três fontes: infecção sangüínea, fluído peritoneal e trato urinário. Candida 

tropicalis e C. glabrata foram isoladas, principalmente, de infecções do trato urinário.     

Um total de 7191 isolados clínicos de Candida foi obtido de um estudo envolvendo 

81 centros médicos em 29 países entre janeiro de 2004 a dezembro de 2007 denominado 

ARTEMIS, um programa global de vigilância a antifúngicos (Pfaller et al., 2002, 2004b, 

2007a, 2007b). Esses isolados incluíam 3789 cepas de C. albicans, 1003 de C. parapsilosis, 

1021 de C. glabrata, 847 de C. tropicalis, 240 de C. krusei, 79 de C. guilliermondii, 85 de 

C. lusitaniae, 57 de C. kefyr, 26 de C. famata, 14 de C. pelliculosa, 10 de C. lipolytica, 11 

de C. dubliniensis, 5 de C. rugosa, e 1 de C. intermedia. Todos os isolados foram obtidos 

de sítios como sangue (65%), “tecidos” (10%), abscessos (9%), fluido peritoneal (6%), 

fluido articular (1%), fluido cerebroespinhal (1%), cateter (1%) e outros (7%).  

Espécies de Candida são prevalentes e importantes patógenos encontrados em 

pacientes hospitalizados e com infecções nosocomiais (Pfaller & Diekema, 2007), e a 

mortalidade permanece alta há 20 anos apesar do avanço da terapia antifúngica 

(Gudlaugsson et al., 2003), podendo ocorrer resistência cruzada ao fluconazol e 

voriconazol entre os isolados clínicos (Pfaller et al., 2002, 2004a, 2007b). Apesar da 

elevada freqüência da colonização de Candida comensal (superior a 75% da população), 

poucos indivíduos desenvolvem candidose oral. Essa doença pode ser classificada em 

quatro tipos clínicos distintos: candidose pseudomembranosa, candidose eritematosa 

crônica, candidose hiperplásica crônica e candidose eritematosa aguda (Cannon et al., 
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1995). Espécies de Candida tem sido implicada na etiologia de outras doenças orais, 

incluindo carcinoma celular escamoso, queilite angular, síndrome da boca queimada e 

líquen plano (Krogh et al., 1987; Gerson, 1990; Kurnatowska, 2001).  

Trabalhos de Patel et al. (2006) demonstraram que de um total de 173 isolados de 

leveduras de pacientes HIV-positivos, 136 (78,6%) corresponderam à espécie C. albicans, 

enquanto que os outros 21,4% eram espécie não-albicans, sendo as mais isoladas C. 

dubliniensis (6,3%), C. glabrata (5,2%), C. parapsilosis (1,7%), C. lusitaniae (1,7%) e 

Saccharomyces cerevisiae (1,7%), e em menor quantidade, C. tropicalis, C. krusei e C. 

utilis. De Repentigny et al. (2004) observaram que candidose orofaríngea é a mais comum 

infecção fúngica oportunista, afetando, aproximadamente, 90% dos indivíduos infectados 

pelo HIV durante algum estágio da progressão da doença. 

Estudos experimentais tem sugerido que a produção elevada de SAP é um 

importante aspecto na interação da C. albicans com o tecido do hospedeiro e a virulência da 

cepa (Hoegl  et al., 1996). Estudos de De Bernardis et al. (1996) e Wu et al. (1996) 

demonstraram que cepas de C. albicans de indivíduos HIV-positivos com candidose oral 

são mais proteolícas do que isolados comensais, o que pôde ser também observado por 

Kuriyama et al. (2003) com relação a indivíduos imunocompetentes, em que a atividade da 

SAP de isolados com carcinoma celular escamoso, síndrome da boca queimada, xerostomia 

e líquen plano foi significantemente mais alta do que nos grupos saudáveis, sendo possível 

que alterações no ambiente promovam a seleção das cepas de Candida mais proteolíticas.   

Candidose é a infecção fúngica mais comum em humanos após as dermatofitoses. 

Candida albicans pode ser cultivada da cavidade oral de todo indivíduo adulto (Arendorf & 

Walker, 1979; Odds, 1988), sendo classificada como o fungo mais potencialmente 

patogênico encontrado normalmente na cavidade oral. Neste local, as leveduras colonizam 

a língua, o palato, e a mucosa (Arendorf & Walker, 1980) e podem ocorrer na placa 

subgengival de adultos com periodontite severa (Slots et al., 1988). Ao colonizar 

superfícies epiteliais, pode apresentar-se na forma de levedura. Mudanças no meio 

ambiente podem desencadear sua germinação. A bolsa gengival e o fluido crevicular 

gengival são ambientes favoráveis para germinação e crescimento da Candida na forma de 

hifa. Suas hifas tem habilidade para penetrar no tecido do hospedeiro, aderindo a uma 
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extensão muito maior quando comparada com a forma celular. Assim, a hifa é importante 

instrumento para o ataque e o processo infeccioso (Järvensivu et al., 2004).    

 Trabalhos de Järvensivu et al. (2004) sugerem que C. albicans pode ter alguma 

função na infra-estrutura da placa microbiana periodontal e na sua aderência ao tecido 

periodontal. Assim como muitos micróbios, Candida também é tolerante à imunidade inata 

e mediada por células, conquanto provoque inflamação nos tecidos adjacentes. Observaram 

ainda que essa levedura foi tipicamente encontrada nas camadas externas da placa e parece 

agir como uma barreira entre a imunidade do hospedeiro e a camada interna do biofilme. 

Desse modo, C. albicans deve ter função na evasão imune da placa nas infecções 

periodontais e provoca inflamação 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 quanto junto com bactérias, e 

quase todos os isolados pertenciam ao gênero Candida, sendo a espécie mais comum C. 

albicans. Embora a candidose oral seja uma infecção fúngica oportunista que comumente 

afeta pacientes imunocomprometidos, é também observada em várias outras situações. Em 

estudos prévios de Barbachan et al. (1996), foi reportado associação de candidose e 

hiperplasia inflamatória, além afetar indivíduos que usam dentadura (Fotos et al., 1992; 

Rindum et al., 1994; Dongari-Bagtzoglou & Krashleva, 2003).  

Erköse & Erturan (2007) isolaram 71 cepas de Candida de 64 pacientes, sendo que 

desses pacientes, 53 foram positivos para candidose oral. A espécie C. albicans foi a mais 

encontrada, isolada de 44/53 (83%) pacientes. Espécies não-albicans corresponderam a 

50,9% (27/53), sendo que C. glabrata e C. dubliniensis tiveram a maior porcentagem de 

colonização desse pacientes, correspondendo a 22,6% e 11,3%, respectivamente. 

 Estudos recentes tem demonstrado que espécies não-albicans podem tornar-se 

patogênicas em pacientes HIV-negativos. Por exemplo, C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

tropicalis, e Saccharomyces cerevisiae, foram isoladas de infecções em neonatos, pacientes 

com transplante de medula óssea, e de fungemia (Roilides et al., 2003; Cherifi et al., 2004; 

Henry et al., 2004; Redding et al., 2004a). O desenvolvimento de espécies de leveduras 

menos comuns pode ser causado pela resistência, devido a pressão dos agentes 

antifúngicos, como o fluconazol (Wingard et al., 1991; Price et al., 1994; Wingard, 1994). 
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Ghannoum et al. (2010) identificaram, a partir de amostras de lavado bucal de 20 

indivíduos saudáveis, através da técnica de multitag 454 piroseqüenciamento (MTPS), a 

qual pode ser usada para caracterização detalhada dos ácidos nucléicos e tem a vantagem de 

precisão, flexibilidade, processos paralelos e fácil potencial de automatização, espécies de 

Candida, Cladosporium, Aureobasidium Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus, 

Saccharomycetales, Alternaria, Ophiostoma, Glomus, Phoma, Schizosaccharomyces e 

Zygosaccharomyces. Dentre as espécies de Candida, foram encontradas C. albicans (40%), 

C. parapsilosis (15%), C. tropicalis (15%), C. khmerensis e C. metapsilosis (em 5% dos 

indivíduos). Ainda, segundo Ghannoum et al, a presença de isolados de Aspergillus, 

Fusarium e Cryptococcus na cavidade oral de indivíduos saudáveis foi um achado 

inesperado, uma vez que esses fungos não são descritos como colonizadores da cavidade 

oral. É possível que a patogenicidade desses fungos seja controlada em indivíduos 

saudáveis por outros fungos do micobioma oral, assim como pelo sistema imune funcional.   

Morrel et al. (2005) demonstraram que um rápido início na terapia antifúngica no 

começo da candidemia está associado com redução na mortalidade. Pacientes que 

receberam terapia antifúngica em até 12 horas após resultado positivo para cultura de 

sangue tiveram menor mortalidade hospitalar do que aqueles que receberam terapia após 12 

horas (11,1% versus 33,1%).  

 Trabalhos de Ortega et al. (2010) realizados em dois períodos (A e B) durante 15 

anos, isolaram 262 episódios de candidemia no período A (de 1994 a 2003) e 171 episódios 

no período B (de 2004 a 2008). Ocorreram 94 (36%) de mortes no período A e 38 (22%) no 

período B. Candida albicans foi a espécie mais isolada (49%), seguida por C. parapsilosis 

(18%), C. tropicalis (14%), C. glabrata (12%), C. krusei (5%) e outras espécies (3%).  

 Candida guilliermondii não é freqüentemente isolada de culturas de sangue (1 a 5%) 

(Krcmery & Barnes, 2002), e infecções causadas por essa espécie tem sido reportadas em 

pacientes com câncer, pós-cirúrgico e em unidades de terapia intensivas (Krcmery et al., 

1999; Krcmery & Barnes, 2002). Neutropenia e transplante de medula óssea foram 

considerados como fatores de risco para adquirir C. guilliermondii durante infecções 

(Vazquez et al., 1995). 
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2.6 Resistência aos Antifúngicos 

 

Nas recentes décadas, a ocorrência de infecções sistêmicas fúngicas tem aumentado, 

juntamente com o crescente número de indivíduos imunocomprometidos, cuja população 

aumenta em paralelo devido a pandemia da AIDS, tratamento de quimioterapia contra o 

câncer e transplante de órgãos. Entre essa população, especialmente aqueles infectados com 

o HIV, são geralmente administradas baixas doses de fluconazol profilaticamente para 

prevenir a ocorrência de infecções fúngicas oportunistas. Desta maneira, tratamentos 

prolongados resultam no aparecimento de fenótipos de C. albicans resistentes aos 

antifúngicos azólicos (White et al., 1998;  Kontoyiannis & Lewis, 2002). Candidose 

orofaríngea juntamente com resistência cruzada a antifúngicos é um dos maiores problemas 

enfrentados por pacientes HIV positivos (Vanden Bossche et al., 1994). Pacientes 

imunossuprimidos apresentam elevado risco de contrair infecção com organismos 

resistentes, assim como pacientes que tiveram exposição a altas doses de fluconazol (>10g), 

ou tratamento com longa duração (Maenza et al., 1996). 

  Dentre as espécies de Candida causando infecções, Redding et al. (2004a, b) 

isolou a espécie C. glabrata de pacientes que passaram por transplante de medula óssea e 

de candidose orofaríngea de pacientes com câncer de cabeça e pescoço. Fungemia por C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata foi encontrada em neonatos com candidose oral, 

infectados por C. glabrata (Roilides et al., 2003). Trabalhos de Kantarcioglu & Yücel 

(2002) observaram resistência in vitro de cepas de C. dubliniensis ao fluconazol e 

cetoconazol, sendo adquirida durante o tratamento com essas drogas e à sua exposição 

repetida. Furletti (2006) observou que 108 isolados de Candida spp. provenientes de 

pacientes portadores de doença periodontal foram resistentes a anfotericina B. Menezes et 

al. (2009) isolaram 51 cepas de C. tropicalis provenientes de pacientes internados no 

Hospital Geral de Fortaleza, onde três cepas foram resistentes ao fluconazol e itraconazol, 

sendo todas sensíveis a anfotericina B. Fungemia por C. rugosa foi observado por Minces 

et al. (2009), sendo que essa espécie vem sendo conhecida como um patógeno emergente, 

com uma freqüência de isolamento crescendo de 0,03% para 0,4% entre os anos de 1997 a 

2003 (Pfaller et al., 2006).   
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Candida krusei é uma espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol e teve sua 

suscetibilidade diminuída a anfotericina B e flucitosina (Pfaller et al., 2008). Foi 

primeiramente isolada de pacientes com câncer e de locais onde o fluconazol é usado como 

profilaxia (Wingard et al., 1991; Girmenia et al., 2005). A freqüência de candidemia 

causada por essa espécie varia de 2% a 60% (Sandven, 2000; Viudes et al., 2002; Pemán et 

al., 2005), dependendo da instituição e da unidade de admissão. Comparando as infecções 

causadas por outras Candida spp., as provocadas por C. krusei estão associadas com um 

alto nível de mortalidade (Muñoz et al., 2005; Pemán et al., 2005).    

A espécie Candida dubliniensis vem sendo reconhecida como constituinte 

minoritário da microbiota oral humana, e vários trabalhos indicam que seu significado 

clínico se deve à associação com o vírus HIV (Colleman et al., 1997; Sullivan & Colleman, 

1997; Sullivan & Colleman, 1998; Jabra-Rizk et al., 1999) e à sua habilidade de 

desenvolver rápida resistência ao fluconazol (Sullivan & Colleman, 1998; Pfaller et al., 

1999). Várias investigações sugerem que a resistência ao fluconazol pode ser induzida em 

pacientes que estão sob um período prolongado de tratamento (Ruhnke et al., 2000). 

Estudos de Jabra-Rizk et al. (1999) encontraram cepas de C. dubliniensis isoladas de 

pacientes HIV-positivos, e trabalhos de Meis et al. (1999) observaram infecção em 

pacientes imunocomprometidos, incluindo indivíduos HIV-positivos e pacientes com 

câncer, recebendo quimioterapia. No entanto, Polachek et al. (2000) e Meis et al. (2000) 

isolaram cepas de C. dubliniensis de pacientes HIV-negativos, demonstrando que essa 

espécie não atinge apenas indivíduos HIV-soropositivos.  

 Outro fator que pode influenciar o transporte da levedura Candida é o uso de 

agentes antifúngicos. Nistatina, anfotericina B e fluconazol tem sido usados por muitos 

anos por pacientes infectados com o HIV em terapias prolongadas (Greespan, 1994). O 

desenvolvimento de resistência ao fluconazol é uma tendência que tende a evoluir. Em 

1995, 40% dos pacientes em terapia prolongada, portavam cepas resistentes; em 1997 

aumentou para 43%; e 45% em 2000 (Johnson et al., 1995; Tumbarello et al., 1997; 

Magaldi et al., 2001).      

A resistência clínica pode ser definida como o fracasso da atividade do agente 

antifúngico ao tentar erradicar a infecção fúngica contra o microrganismo. Essas falhas 
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podem ser atribuídas a uma combinação de fatores relatados ao hospedeiro, ao agente 

antifúngico ou ao patógeno (Kanafani & Perfect, 2008).   

 Antes da introdução da terapia anti-retroviral, houve um aumento na prevalência de 

C. albicans resistentes ao fluconazol entre pacientes HIV infectados com candidose 

orofaríngea ou esofageal. O amplo uso de itraconazol e fluconazol é considerado o 

principal causador da resistência aos azóis (Goldman et al., 2000). Mais de um terço de 

pacientes com AIDS em estágio avançado abrigavam C. albicans resistentes ao fluconazol 

em suas cavidades orais (Law et al., 1994). Candida albicans resistentes aos azóis são 

menos comuns em pacientes com outras doenças, como candidose vaginal (Ribeiro et al., 

2005) e candidemia (Sanglard & Odds, 2002).  

Os azóis são uma classe de drogas antifúngicas que incluem os triazólicos, como o 

fluconazol, e imidazólicos, como o cetoconazol, que inibem a biossíntese do ergosterol por 

inibição competitiva da enzima lanosterase 14 -demetilase. Hoje em dia, múltiplos 

mecanismos de resistência ao fluconazol da C. albicans foram identificados e incluem 

mutações putativas no gene ERG11, que codifica a enzima lanosterase 14 -demetilase, 

alterações em outros genes envolvidos na biossíntese do ergosterol, e diminuição do 

acúmulo intracelular do fluconazol via associação da bomba de efluxo e membrana (White 

et al., 1998; Kontoyiannis & Lewis, 2002; Sanglard, 2002). Entre as quatro principais 

classes de bomba de efluxo, duas foram identificadas em C. albicans como pertencendo à 

superfamília facilitadora principal (MDR), a qual funciona como um antiporto de íons H+, 

ou a superfamília de cassete ligadora de ATP (CDR), a qual requer ATP para ativar o 

transporte de fluconazol para fora da célula fúngica (White et al., 2002).   

 Os polienos agem interagindo com o ergosterol da membrana fúngica, formando, 

subseqüentemente, canais de porina que permitem a perda do potencial intramembrana e da 

função celular (Kanafani & Perfect, 2008). Embora a resistência a anfotericina B entre 

cepas de Candida spp. seja rara (Tortorano et al., 2005), há várias informações recentes do 

aumento da concentração inibitória mínima (CIM) a anfotericina B entre isolados de C. 

krusei e C. glabrata (Pfaller et al., 2004b). Em adição, resistência intrínseca aos polienos é 

freqüentemente notada em C. lusitaniae (Pfaller et al., 1994). Uma prévia avaliação 

demonstrou que a mesma CIM da anfotericina B pode corresponder a diferentes atividades 
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fungicidas, dependendo da espécie de Candida, ou da cepa testada, e cada espécie tem um 

diferente padrão para a atividade da anfotericina B (Cantón et al., 2004). 

          Candidose invasiva é uma importante causa de complicações e morte em pacientes 

hospitalizados. A anfotericina B foi utilizada como tratamento padrão por cinco décadas, 

mas seus efeitos tóxicos limitaram seu uso. Fluconazol é empregado no tratamento de 

candidemia em pacientes com neutropenia (Rex et al., 1994). No entanto, algumas espécies 

de Candida, como C. krusei e C. glabrata, são freqüentemente resistentes ao fluconazol. 

Este fato e a atividade fungistática dos triazóis constituem as principais limitações do 

fluconazol como primeira linha na terapia para candidemia. Após os estudos de Mora-

Duarte et al. (2002), Reboli et al. (2007) e Kuse et al. (2007), equinocandinas surgiram 

como importantes agentes para o tratamento de candidose invasiva. A atividade da droga 

equinocandina é fungicida e seu espectro inclui todas as espécies de Candida. 

Recentemente, guias para o tratamento de pacientes com candidose invasiva e mucosa 

recomendam fluconazol ou equinocandina como terapia inicial para muitos pacientes 

adultos (Pappas et al., 2009).    

Equinocandinas inibem a síntese de -1,3-D glucano, o qual é integrante da 

estrutura e função da parede celular fúngica. A formação de uma parede celular defeituosa 

proporciona a ruptura da célula nas leveduras e crescimento anormal das hifas nos bolores. 

As equinocandinas são altamente efetivas contra espécies de Candida e de Aspergillus 

(Espinel-Ingroff, 2003). Entre as espécies de Candida, C. parapsilosis e C. guilliermondii 

tem um valor mais alto da CIM do que C. albicans (Mora-Duarte et al., 2002). Os 

mecanismos de resistência a equinocandina ainda estão sendo investigados. Em espécies de 

Candida, resistência secundária é associada com mutações putativas no gene Fks1 da 

síntese de -1,3-D glucano (Balashov et al., 2006). 

Os danos causados ao hospedeiro podem se manifestar de dois diferentes modos: 

infecções superficiais na pele, nas membranas mucosas ou epiteliais; ou penetração 

invasiva nas camadas profundas do tecido, distribuição pelo sangue e disseminação em 

vários órgãos. Mudanças na composição qualitativa e quantitativa da flora bacteriana no 

trato gastrointestinal – por exemplo, após administração de antibióticos (Piispanen & 

Hogan, 2008) – ou deficiência no sistema imune do hospedeiro aumentam a virulência de 
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cepas de Candida através de mecanismos de regulação de genes (Calderone, 2001; Thewes 

et al., 2007; Walker et al., 2009). 

Leveduras patogênicas transportam genes codificadores para fatores de 

patogenicidade específicas e para outras importantes propriedades no processo de infecção 

(Morschhäuser et al., 2000; Thewes et al., 2007; Walker et al., 2009). Estes incluem 

primeiramente fatores de adesão, que ligam as leveduras às superfícies da célula, como o 

epitélio ou endotélio, e fatores agressivos, destruindo tecidos e secretando proteinase 

aspartato, fosfolipases e lipases. Fatores agressivos são, em parte, responsáveis pela invasão 

do fungo (Kumamoto & Vinces, 2005). Cepas de Candida extremamente virulentas são 

capazes de expressar vários fatores de virulência simultaneamente (Calderone, 2002; 

Magee & Chibana, 2002; Noverr & Huffnagle, 2004; Nobile & Mitchell, 2006). Além 

disso, leveduras patogênicas desenvolveram mecanismos de escape para evitar o ataque do 

sistema imune (Raska et al., 2007). 

Sabe-se que existem, pelo menos, quatro mecanismos básicos que conferem 

resistência ao fluconazol: (i) mutações no gene ERG11, que codifica alvos intracelulares 

para antifúngicos azólicos, como a enzima lanosterase C14 -demetilase, prevenindo a 

ligação dos azóis ao sítio enzimático (Loffler et al., 1997; White et al., 1998; Yang & Lo, 

2001); (ii) alteração das enzimas envolvidas com o alvo; (iii) exposição aos compostos 

azólicos resulta na deleção do ergosterol da membrana fúngica e acúmulo de produto 

tóxico, como 14 -metil-3,6-diol, interrompendo seu crescimento; mutações no gene ERG3 

previne a formação de 14 -metil-3,6-diol (Kelly et al., 1997). Reposição do ergosterol 

permite a formação de uma membrana funcional e inibe a ação da droga na biossíntese do 

ergosterol. Cepas de Candida com mutação no gene ERG3 são também resistentes aos 

polienos (Kanafani & Perfect, 2008); e (iv) o desenvolvimento da bomba de efluxo ativa 

resulta na diminuição da concentração da droga no local de ação. Bombas de efluxo são 

codificadas nas espécies de Candida por duas famílias de genes transportadores, CDR e 

MDR (Albertson et al., 1996; Sanglard et al., 1997; Wakiec et al., 2007). 

Estudos com isolados resistentes a agentes azólicos tem demonstrado aumento da 

energia-dependente do efluxo desses antifúngicos em C. glabrata (Hitchcock et al., 1993; 

Parkinson et al., 1995; Marichal et al., 1997), diminuição da concentração intracelular de 
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azóis em C. albicans e em C. glabrata (Ryley et al., 1984; Hitchcock et al., 1987; 

Hitchcock et al., 1993), e aumento da expressão dos genes transportador multidrogas 

CDR1, CDR2 e MDR1 em C. albicans (Sanglard et al., 1995; Albertson et al., 1996; 

Sanglard et al., 1997; White, 1997). Inativação do gene CDR1 em C. albicans permite o 

aumento da suscetibilidade ao fluconazol e de sua concentração intracelular (Sanglard et 

al., 1996). A levedura C. glabrata é inerentemente mais resistente ao fluconazol do que C. 

albicans e é mais comumente encontrada em pacientes recebendo antifúngicos azólicos 

(Sangeorzan et al., 1994), sendo que essa resistência pode crescer muito mais se o paciente 

continuar a terapia por um período prolongado (Warnock et al., 1988).  

Aumento da prevalência de resistência microbiana aos fármacos antifúngicos 

comerciais tem sido observado (Drago et al., 2000). A baixa eficácia terapêutica observada 

em algumas infecções pode ser devido à ineficiente penetração dos fármacos nas células 

infectadas, não permitindo que o fármaco alcance a levedura (Drago et al., 2000). Todos 

esses aspectos fazem com que a procura por novos compostos antimicrobianos seja 

importante, incluindo aqueles que podem estar presentes nos extratos de plantas (Filoche et 

al., 2005).  

Assim, o reino vegetal representa um enorme reservatório de moléculas 

farmacologicamente ativas a serem descobertas e o estudo dessas plantas, que contem 

milhares de diferentes metabólitos secundários, envolvendo o princípio ativo, é um campo 

promissor para descoberta de novos fitomedicamentos para o tratamento alternativo de 

doenças (sejam elas provocadas por bactérias ou fungos), considerando que encontramos na 

literatura diversos estudos demonstrando seus efeitos, em particular, antimicrobianos e 

antifúngicos sobre microrganismos de interesse médico, além de apresentarem um 

tratamento significante em cepas resistentes e não provocarem efeitos colaterais tão 

perigosos para a saúde, justificando as pesquisas com propósitos de avaliar o potencial de 

ação antimicrobiana desses fitoterápicos. Este estudo permitirá identificar novas 

alternativas terapêuticas capazes de inibir a proliferação microbiana do gênero Candida 

com eficácia, segurança e qualidade padronizada.  
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33..  PPRROOPPOOSSIIÇÇÃÃOO    

 

Os objetivos deste trabalho foram: 

1. Determinar a atividade antimicrobiana in vitro a partir da concentração inibitória 

mínima (CIM) de extratos brutos da Punica granatum sobre cepas padrão de 

Candida spp. 

2. Identificar por espectrometria de massas substâncias envolvidas com a atividade 

antimicrobiana.  

3. Observar, por microscopia eletrônica de varredura e de transmissão, as alterações 

estruturais provocadas pelos extratos com melhores atividades, distinguindo, desse 

modo, o local de ação do extrato.  
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44..  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  
 

 
4.1 Planta  

 

O material vegetal, Punica granatum (Linnaeus), família Punicaceaea, foi colhido 

da Coleção de Plantas Medicinais Aromáticas (CPMA), Divisão Agrícola, do Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA/UNICAMP), sob 

responsabilidade da Profa. Dra. Glyn Mara Figueira. A exsicata número 1.223, da espécie 

estudada, está depositada no herbarium do CPMA/UNICAMP. Foi utilizada a planta fresca 

para a obtenção dos extratos. 

 

4.2 Preparo dos extratos 

 

Para definir qual tipo de extrato seria selecionado – se apolar (solvente 

diclorometano) ou polar (solvente metanol e aquoso) –, foram feitas as extrações da folha e 

do fruto, denominado de Fruto Novo, da Punica granatum colhido em 19/03/2008 do 

campo do CPMA, e do fruto que estava estocado no freezer, denominado de Fruto Estoque, 

a partir de 5,0g de amostra, para observar qual dessas amostras apresentaria atividade sobre 

as cepas de leveduras. Para a extração com o solvente diclorometano, etanol e água, seguiu-

se a metodologia utilizada no laboratório da Divisão de Fitoquímica do CPQBA, descrita na 

Figura 1: 
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Figura 1 - Extração das amostras com os solventes diclorometano (CH2Cl2), etanol (EtOH) e água 
(H2O), através do aparelho Dispersor. Material fresco. 

 

Planta Fresca 5,0g 

Sobrenadante 1 

Adicionar 25mL de CH2Cl2.  
Extrair em Dispersor por 3’/veloc.4. 
Filtrar sob vácuo em filtro de placa porosa e 
adicionar/lavar com mais 15mL de CH2Cl2.. 
Filtrar e voltar resíduo para tubo 

Evaporar no 
Rotaevaporador 

Adicionar 25mL de CH2Cl2.  
Extrair em Dispersor por 3’/veloc.4. 
Filtrar sob vácuo em filtro de placa porosa e 
adicionar/lavar com mais 15mL de CH2Cl2.. 
Filtrar e voltar resíduo para tubo 

Sobrenadante 1.1 

Adicionar 25mL de CH2Cl2.   
Extrair em Dispersor por 3’/veloc.4. 
Filtrar sob vácuo em filtro de placa porosa e 
adicionar/lavar com mais 15mL de CH2Cl2. 
Filtrar e voltar resíduo para tubo. 
Repetir o processo de 15mL 

Resíduo  Sobranadante 1.2 

Evaporar no 
Rotaevaporador 

Evaporar no 
Rotaevaporador 

Adicionar 25mL de EtOH:H2O 70:30. 
Extrair em Dispersor por 3’/veloc. 4. 
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de 
placa porosa. 
Lavar o resíduo com 15mL de EtOH:H2O 70:30 e 
repetir o processo de centrifugação e filtração 

Sobrenadante 2 

Adicionar 25mL de EtOH:H2O 70:30. 
Extrair em Dispersor por 3’/veloc. 4. 
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de 
placa porosa. 
Lavar o resíduo com 15mL de EtOH:H2O 70:30 e 
repetir o processo de centrifugação e filtração 

Resíduo  Sobrenadante 2.1 

Adicionar 25mL de EtOH:H2O 70:30. 
Extrair em Dispersor por 3’/veloc. 4. 
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de 
placa porosa. 
Lavar o resíduo com 15mL de EtOH:H2O 70:30 e 
repetir o processo de centrifugação e filtração. 
Repetir o processo de 15mL. 

Resíduo  Sobrenadante 2.2 

Extrato 1 
CH2Cl2 

Extrato 2 
EtOH 

Resíduo  

Resíduo 

Resíduo  
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(Continuação) Figura 1 

 

Figura 1 - Extração das amostras com os solventes diclorometano (CH2Cl2), etanol (EtOH) e água 
(H2O), através do aparelho Dispersor. Material fresco (continuação). 
 

Foram obtidos nove tipos de extratos: Folhas Diclorometano, Folhas Etanol e 

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 decidido investigar a 

atividade do extrato Fruto Novo Etanol. Para tanto, uma nova extração pelo processo de 

maceração foi realizada. O material vegetal moído foi extraído por maceração com etanol 

95% até esgotar a planta. Os filtrados recolhidos foram tratados com Na2SO4 anidro (para 

Resíduo  

Adicionar 25mL de H2O. 
Extrair em Dispersor por 3’/veloc. 4. 
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de placa 
porosa. 
Lavar o resíduo com 15mL de H2O e repetir o processo de 
centrifugação e filtração 

Resíduo  Sobrenadante 3 

Adicionar 25mL de H2O. 
Extrair em Dispersor por 3’/veloc. 4. 
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de placa 
porosa. 
Lavar o resíduo com 15mL de H2O e repetir o processo de 
centrifugação e filtração 

Resíduo  Sobrenadante 3.1 

Adicionar 25mL de H2O. 
Extrair em Dispersor por 3’/veloc. 4. 
Centrifugar por 2’e filtrar o sobrenadante em funil de placa 
porosa. 
Lavar o resíduo com 15mL de H2O e repetir o processo de 
centrifugação e filtração. 
Repetir o processo de 15mL. 

Resíduo  Sobrenadante 3.2 

Extrato 3 H2O 
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remoção da água) e filtrados. O solvente orgânico foi eliminado sob vácuo, na temperatura 

de aproximadamente 55ºC, até completa eliminação do etanol e posteriormente liofilizado 

fornecendo o extrato bruto etanólico.  

Através da Cromatografia de Camada Delgada, com os eluentes butanol/ácido 

acético/água 40/10/50%, e o revelador ácido sulfúrico concentrado (anisaldeído), foi 

possível observar a presença de substâncias fenólicas. Então, foi realizado um novo método 

de extração, denominado de Tratamento Enzimático, com a enzima xilanase da bactéria 

Bacillus pumilus CBMAI 0008 (Coleção Brasileira de Microorganismos de Ambiente e 

Indústria), Divisão de Microbiologia, do CPQBA/Unicamp, sob supervisão da Dra. Marta 

C. T. Duarte conforme pode-se ver na Figura 2. 
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Figura 2 - Extração das amostras com a enzima xilanase da bactéria Bacillus pumilus.  

Para monitorar se essa enzima teria ou não atividade sobre as leveduras, foi 

realizada também a extração Branco, sem a presença da enzima xilanase (Figura 3). 

 

1,0g material vegetal fresco 

10,0mL H2O dest. 
55,5 L xilanase (B. pumilus) 

Agitação oscilatória (2h, 60ºC, 200rpm) 
Centrifugação (3000, 30min, -5ºC) 

Sobrenadante 

Armazenamento  
para análises 

futuras 

Resíduo vegetal 

Extração com metanol/ 
ácido cítrico 0,3% (10,0mL) 
Agitação oscilatória over-night 
Filtração simples 

Resíduo 

Extração com metanol/ 
ácido cítrico 0,3% (10,0mL) 
Agitação oscilatória 1,5h 
Filtração simples 

Extração com metanol/ 
ácido cítrico 0,3% (10,0mL) 
Agitação oscilatória 1,5h 
Filtração simples 

Resíduo 

Resíduo 

EB 

EB 

EB 

Secagem com Na2SO4 
Neutralização (NH4OH) 
Liofilização Extrato  

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

Através dessa metodologia, foi feita a segunda triagem, com novas amostras, a 

saber: Folhas I, Frutos I (imaturos), Folhas II, Frutos II (maduros), extrato etanol do fruto 

macerado (EtOH) e Suco, da qual obtivemos os seguintes extratos: Folhas I Enzima, Folhas 

I Branco, Frutos I Enzima, Frutos I Branco, Folhas II Enzima, Folhas II Branco, Frutos II 

Enzima, Frutos II Branco, EtOH Enzima, EtOH Branco, Suco Enzima e Suco Branco.  

1,0g material vegetal fresco 

10,0mL H2O dest. 
Agitação oscilatória (2h, 60ºC, 200rpm) 
Centrifugação (3000, 30min, -5ºC) 

Sobrenadante 

Armazenamento  
para análises 

futuras 

Resíduo vegetal 

Extração com metanol/ 
ácido cítrico 0,3% (10,0mL) 
Agitação oscilatória over-night 
Filtração simples 

Resíduo 

Extração com metanol/ 
ácido cítrico 0,3% (10,0mL) 
Agitação oscilatória 1,5h 
Filtração simples 

Extração com metanol/ 
ácido cítrico 0,3% (10,0mL) 
Agitação oscilatória 1,5h 
Filtração simples 

Resíduo 

Resíduo 

EB 

EB 

EB 

Secagem com Na2SO4 
Neutralização (NH4OH) 
Liofilização Extrato  

Bruto 
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A terceira triagem se deu com o fruto inteiro da romã e, separadamente, a casca, o 

pericarpo e os arilos mais sementes, seguindo a metodologia apresentada na 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 Camada Delgada 

(CCD), em cromatoplacas de silicagel (60 F254 Merck 1.05554), uma técnica simples e 

muito importante para análises qualitativas rápidas, extremamente efetiva e conveniente 

para o isolamento de pequenas quantidades de frações de misturas complexas ou na 

purificação de substâncias. Ela é utilizada para identificar componentes de uma mistura 

comparando-os com padrões, acompanhar o processo de uma reação pelo aparecimento dos 

produtos e para um simples monitoramento das condições de extração.  

Elui-se as cromatoplacas em sistemas de solventes utilizando gradientes de 

diclorometano e metanol conforme a polaridade do extrato bruto. Para extratos altamente 

polares (etanol e aquoso) utilizou-se o eluente butanol/ ácido acético glacial/ água 

(40/10/50%). A detecção dos compostos foi feita por luz ultravioleta e, em seguida, por 

pulverização com anisialdeído e revelador NPEG, em estufa Corporation-Precision (110ºC, 

10 minutos). As placas foram digitalizadas. 

 

4.4 Diluição dos extratos 

 

Os extratos brutos foram diluídos a uma concentração de 5mg/mL, com DMSO 

(dimetil sulfóxido) a 1%, adicionada água destilada na proporção adequada, e estocados em 

freezer. Adicionou-se água destilada estéril para diluir os extratos para uma concentração 

final de 4mg/mL, obtendo-se, em seguida, as demais diluições. 
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4.5 Cepas de Microrganismos 

 

Foram utilizadas cepas padrão de referência de diversas espécies de Candida spp., 

obtidas da coleção Holandesa CBS e do Banco da Escola Superior de Agricultura Luiz de 

Queiróz, Candida albicans (CBS 562), C. dubliniensis (CBS 7987), C. tropicalis (CBS 94), 

C. krusei (CBS 573), C. guilliermondii (CBS 566), C. utilis (CBS 5609), C. parapsilosis 

(CBS 604), C. lusitaniae (IZ 06), C. glabrata (IZ 07) e C. rugosa (IZ 12), provenientes da 

Micoteca do Laboratório de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP (CBS – 

Centraalbureau voor Schimmelcultures; IZ – Instituto Zimotécnico – ESALQ/USP). 

 

4.6 Concentração Inibitória Mínima (CIM) – Método da Microdiluição 

 

O preparo dos inóculos para os testes de suscetibilidade foi feito através do método de 

microdiluição seguindo as recomendações do protocolo M27-A2 (CLSI, 2002). Culturas de 

24 horas foram preparadas em salina 0,9% (5mL), comparando-se a turbidez com a escala 

de Mc Farland (0,5) e ajustando sua absorbância entre 0,08 a 0,10A, a 530nm, com uma 

concentração equivalente a 5,0 x 106 céls/mL. Em seguida, foi feita diluição seriada, 

chegando a uma concentração de 5,0 x 103 céls/mL em caldo de cultura BHI (Brain Heart 

Infusion). Os extratos foram seqüencialmente diluídos, partindo da solução de 4mg/mL 

para uma concentração de 1.000 g/mL, 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 Diluição do antifúngico nistatina 

 

 A partir de 50mg do antifúngico nistatina (Calbiochem, La Jolla, CA), dilui-se em 

10mL de água destilada estéril, obtendo-se uma solução estoque de 5mg/mL (5000µg/mL). 

Desta solução-mãe, uma solução trabalho foi feita, com uma concentração de 1mg/mL e 

estocada em freezer. A partir desta solução trabalho, no momento do teste, foi adicionado 

100µL do antifúngico na placa de 96 poços juntamente com 100µL de BHI, diluindo, 
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assim, seqüencialmente. Em seguida, foi adicionado o inóculo. O teste foi feito em 

triplicata. 

 

4.8 Teste da suscetibilidade  

 

Adicionou-se 100 L de caldo de cultura + 100 L do extrato, diluindo-o 

sequencialmente, + 100 L do inóculo na placa de 96 poços, nas colunas de 2, 3 e 4, de A a 

H, testes feitos em triplicata. As colunas 5 e 6, de A a H, continham o controle do extrato, 

diluído sequencialmente; nas colunas 7, 8 e 9, de A a H, o inóculo +  nistatina, nas 

concentrações de 250 g/mL até 1,9 g/mL, com seu controle nas colunas 10 e 11. Foram 

feitos os controles na coluna 1 das cepas (controle positivo), e na coluna 12 do caldo de 

cultura BHI, salina e DMSO 1% (controle negativo), como observado na Figura 4. A 

seguir, as leveduras foram incubadas em estufa de aerobiose a 37ºC por 24 a 48 horas. 

Após esse período, alíquotas dos poços onde não era observado crescimento (visivelmente), 

eram inoculadas em meio ágar Sabouraud Dextrose (SDA - Sabouraud Dextrose Agar) para 

determinar se a atividade do extrato era fungicida ou fungistática, ou seja, sua concentração 

fungicida mínima (CFM). 
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Figura 4: Representação da distribuição do inóculo, extrato, nistatina e controles na placa de 96 
poços. 

 

 

4.9 Espectrometria de Massas 

 

4.9.1 Análise 

 

 A Espectrometria de Massas (MS) hoje constitui uma das técnicas instrumentais 

mais abrangentes da ciência, com amplas aplicações em diversas áreas da química, 

biologia, ciências médicas e tecnológicas. Isto se deve a recentes avanços em 

instrumentação e ao desenvolvimento de novas técnicas de ionização que a revitalizaram.  

A Espectrometria de massas pode ser entendida como uma técnica analítica que 

permite a identificação da composição química de um determinado composto isolado, ou de 

diferentes compostos em misturas complexas, através da determinação de suas massas 
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moleculares na forma iônica, (ou seja, com carga elétrica líquida, positiva ou negativa), 

baseada na sua movimentação através de um campo elétrico ou magnético. Esta 

movimentação é determinada pela razão entre a massa de um determinado composto 

(analito) e sua carga líquida, designada por m/z (mass to charge ratio). Assim, conhecendo 

o valor de m/z de uma molécula é possível inferir sua composição química elementar, e 

com isso determinar sua estrutura (Van Bramer, 1998).  

A análise das amostras dos extratos arilos mais sementes, pericarpo, casca e fruto 

inteiro da Punica granatum por Espectrometria de Massas e de Massas/Massas com 

ionização por electrospray (ESI-MS e ESI-MS/MS) utilizando o equipamento Q-Tof 

(Micromass - UK) foi feita no Laboratório Thomson, IQ-UNICAMP. As espécies foram 

protonadas [M+H]+, ou formaram íons adutos de sódio [M+Na]+ ou de potássio [M+K]+. 

 

4.9.2 Preparo da Amostra 

 

As amostras citadas acima foram dissolvidas em metanol puro e 100uL desta 

solução foram diluídos em 900uL de uma mistura de metanol/água 50% (v/v), com ácido 

fórmico 0,1%. 

 

 

4.9.3 Obtenção dos espectros de massas  

 

As amostras dos extratos arilos mais sementes, pericarpo, casca e fruto inteiro da 

Punica granatum foram injetadas por inserção direta no espectrômetro de massas. O tempo 

total para aquisição de cada espectro foi fixado em 1 minuto. Os espectros ESI-MS bem 

como os de ESI-MS/MS foram extraídos no modo positivo. As condições de operação do 

equipamento para as análises foram: 3.0kV voltagem do capilar, 100°C temperatura da 

fonte, temperatura de dessolvatação de 100°C, e voltagem do cone de 70V. As amostras 

diluídas foram injetadas por uma bomba de injeção automática (Harvard Apparatus) com 

um fluxo contínuo de 10 L/min. Os espectros de full scan foram adquiridos na faixa de m/z 

10 a 2000. Os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos com energia de 25 a 70eV a 
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partir de m/z 50 até um valor pouco acima do íon em estudo. Os espectros foram tratados 

com o software MassLynx 4.1. 

 

4.10 Preparo das amostras para Microscopia Eletrônica de Varredura e de 

Transmissão 

 

4.10.1 Preparo das amostras para Microscopia Eletrônica de Varredura 

O preparo dos inóculos C. albicans CBS 562, C. tropicalis CBS 94 e C. krusei CBS 

573, seguiu o mesmo padrão de preparo, conforme descrito no Item 4.5. A cada 0,9mL da 

suspensão de células leveduriformes foi acrescentado 0,1mL dos extratos pericarpo e casca 

da Punica granatum, em diferentes concentrações e incubadas por 24h a 37°C. Após esse 

período, as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com tampão fosfato (pH 7,4) e 

adicionado glutaraldeído a 2% (v/v), por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram 

desidratadas com banhos seqüenciais de etanol, nas concentrações de 50%, 70%, 90% e 

etanol absoluto (2X). Na seqüência, foi feita a metalização com ouro, durante 120 

segundos, em um metalizador BAL-TEC SCD 050 (Balzers Liechtensteis). A análise das 

amostras foi levada a efeito em um Microscópio Eletrônico de Varredura JSM-5600 Lv da 

JEOL (Tóquio, Japão), operando com aceleração de 15KV. Ao controle foram adicionadas 

apenas as amostras microbianas.  

 

 

4.10.2 Preparo das amostras para Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

O preparo dos inóculos C. albicans CBS 562, seguiu o mesmo padrão de preparo, 

conforme descrito no Item 4.5. A cada 0,9mL da suspensão microbiana foi acrescentado 

0,1mL dos extratos pericarpo e casca da Punica granatum, em diferentes concentrações e 

incubadas por 24h a 37°C. Após esse período, as células foram centrifugadas e lavadas duas 

vezes com tampão fosfato (pH 7,4) e adicionado glutaraldeído a 2,5% tamponado em 

tampão cacodilato 0,1M pH 7,2 – de 4 a 6 horas na geladeira (4-6ºC). 
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No laboratório de microscopia eletrônica da FOP/UNICAMP, sob responsabilidade 

do Prof. Dr. Pedro Duarte Novaes, as amostras foram lavadas com tampão cacodilato 0,1M 

pH 7,2 e pós-fixadas em tetróxido de ósmio em tampão cacodilato 0,1M pH 7,2 por 1 hora 

em temperatura ambiente. Segui-se com outra lavagem, com tampão cacodilato 0,1M pH 

7,2  e, então, as amostras foram desidratadas em concentrações crescentes de acetona P.A. 

(Merck, German) 50%, 70%, 90% e 100% (duas vezes), por 5 minutos cada troca. 

Após, segui-se a infiltração gradual em mistura contendo acetona + resina Dr. Spurr 

(Anexo 2), sendo a primeira: 3 partes de acetona + 1 parte de resina (4 horas em mesa 

orbital); a segunda: 1 parte de acetona + 1 parte de resina (over night em mesa orbital) e a 

terceira: 1 parte de acetona + 2 partes de resina (8 horas em mesa orbital) e infiltração em 

resina pura por 24 horas à temperatura ambiente, em agitação, seguida pela inclusão em 

resina pura, permanecendo em estufa a 60ºC por 48h para polimerização da resina. Após os 

blocos serem polimerizados, foram obtidos cortes semi-finos com 1µm de espessura 

utilizando um ultramicrótomo MT2B (Sorvall Porter Blum) com navalha de vidro. Os 

cortes foram corados com azul de toluidina 1% em borato de sódio e observados em 

microscópio de luz, com a finalidade de selecionar a área a ser estudada. Em seguida, os 

blocos foram triados e cortes de 70-90nm de espessura foram obtidos em um 

ultramicrótomo MT2C (RMC) equipado com navalha de diamante. Os cortes foram 

coletados em grades de cobre (200 mesh) e contrastados com acetato de uranila e citrato de 

chumbo. As grades contendo os cortes foram analisadas em Microscópio Eletrônico de 

Transmissão EM-10 (Zeiss), operando com aceleração de 60Kv, do Núcleo de Apoio à 

Pesquisa, Microscopia Eletrônica Aplicada à Pesquisa Agropecuária da Escola Superior de 

Agricultura Luiz de Queiroz/USP (Responsável: Prof. Dr. Elliot Watanabe Kitajima). 
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55..  RREESSUULLTTAADDOOSS    

 

5.1 Atividade antifúngica dos extratos diclorometano, etanol e aquoso 

A atividade antifúngica dos extratos brutos diclorometano, etanol e aquoso, e do 

antifúngico nistatina, podem ser observados na Tabela 1, apresentando os valores de CIM 

sobre as cepas de leveduras com 24 horas de leitura. Desses extratos, observa-se melhor 

atividade dos extratos de maior polaridade, ou seja, etanol e aquoso, com CIM entre 

125 g/mL a 1000 g/mL.   

 

Tabela 1 - Resultado da leitura visual (formação de depósitos/colônias no fundo do poço e/ou 
turvação) do extrato diclorometano, etanol e aquoso, e do antifúngico ( g/mL) após 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 1000 g/mL; D: extrato diclorometano; E: extrato etanol; A: extrato 
aquoso 
 
 Após 48 horas de crescimento, houve alteração da atividade do extrato etanol, sendo 

que o extrato aquoso apresentou os mesmos resultados da leitura anterior (24 horas), como 

pode ser observado na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Resultado da leitura visual (formação de depósitos/colônias no fundo do poço e/ou 
turvação) do extrato diclorometano, etanol e aquoso, e do antifúngico ( g/mL) após 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 1000 g/mL; D: extrato diclorometano; E: extrato etanol; A: extrato 
aquoso 
 

Com relação aos controles, nenhum apresentou contaminação, comprovando que 

todos os controles, ou seja, extratos, antifúngico, salina, DMSO a 1% e meio de cultura 

estavam livres de qualquer contaminação. 

A Tabela 3 apresenta os resultados da CFM em Agar Sabouraud Dextrose (SDA) 

dos inóculos que tiveram seu crescimento inibido pela atividade dos extratos, assim como 

qual extrato demonstra melhor ação contra as cepas de leveduras. O melhor efeito 

observado, entre os três, foi do extrato etanol.   
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Tabela 3 - Concentração fungicida mínima dos inóculos em SDA ( g/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 1000 g/mL; D: extrato diclorometano; E: extrato etanol; A: extrato 
aquoso 
 
 Os controles salina, extratos, antifúngicos, DMSO a 1% e meio de cultura também 

foram plaqueados, confirmando que não estavam contaminados. 

Diante desses resultados, para essa primeira triagem, podemos dizer que o extrato 

etanol Fruto Novo apresentou o resultado mais interessante, pois o extrato aquoso inibiu 

apenas uma cepa (C. dubliniensis), enquanto que o extrato etanólico continuou inibindo as 

cepas testadas e dados da literatura (Catão et al., 2006; Fetrow & Avila, 2000; Gil et al., 

2000; Kulkarni & Aradhya, 2005) apontam o extrato do fruto com melhor atividade sobre 

as cepas de leveduras do que o extrato da folha, podendo-se, então, partir para um 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 extrato etanólico, em butanol/ 

ácido acético/ água 40/10/50% (Figura 5), foi observado a indicação de substâncias 

fenólicas, quando revelado com revelador NPEG, que, segundo a literatura, apresentam 

atividade antimicrobiana. A partir desse dado, foram realizados testes com extratos obtidos 

através da extração enzimática para verificar se as antocianinas presentes nessas 

substâncias fenólicas possuem substâncias que inibem o crescimento das leveduras. 
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Figura 5 - Cromatografia de Camada Delgada do extrato Fruto Novo etanol, evidência de 
substâncias fenólicas.  
 
 
 5.3 Atividade antifúngica dos extratos obtidos através do processo enzimático com 

a enzima xilanase e branco 

 

 Extratos obtidos com a enzima xilanase são ricos em antocinidinas, compostos que 

apresentam propriedades antimicrobianas. Os resultados dos extratos Folha I Enzima, Folha 

I Branco, Folha II Enzima, Folha II Branco, Fruto I Enzima, Fruto I Branco, Fruto II 

Enzima, Fruto II Branco, EtOH Enzima, EtOH Branco, Suco Enzima e Suco Branco, após 

24 horas, podem ser observados na Tabela 4, na qual observa-se que não há diferença 

evidente na atividade de inibição dos extratos obtidos com a enzima xilanase e sem a 

enzima (branco), com exceção dos extratos Fruto II Enzima, Fruto II Branco, Suco Branco 

e Suco Enzima, que não apresentaram atividade.  
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Tabela 4: Resultado da leitura visual (formação de depósitos/colônias no fundo do poço e/ou 
turvação) dos extratos Enzima e Branco, e do antifúngico ( g/mL) após 24h: 

Extratos  C. albicans C. dubliniensis  C. tropicalis 
Folhas I E 500 500 NA 

Folhas I B 500 500 NA 

Folhas II E 1000 1000 NA 

Folhas II B 1000 1000 NA 

Fruto I E 1000 1000 NA 

Fruto I B 1000 1000 NA 

Fruto II E * * NA 

Fruto II 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 1000 g/mL; NA: não avaliado; E: Enzima; B: Branco 
 

 A Tabela 5 mostra que após o período de 48 horas os extratos não tiveram efeito 

satisfatório, sendo que apenas os extratos Folhas II Branco, Fruto I Enzima e Branco, e 

EtOH Branco apresentaram atividade, com CIM de 1000 g/mL, demonstrando, ainda, que 

os extratos obtidos com a enzima xilanase, na qual ocorre maior liberação de antocianinas, 

não tiveram eficácia na inibição do crescimento das leveduras testadas. 
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Tabela 5: Resultado da leitura visual (formação de depósitos/colônias no fundo do poço e/ou 
turvação) dos extratos Enzima e Branco, e do antifúngico ( g/mL) após 48h: 

Extratos  C. albicans C. dubliniensis  C. tropicalis 
Folhas I E * * NA 

Folhas I B * * NA 

Folhas II E * * NA 

Folhas II B 1000 1000 NA 

Fruto I E 1000 1000 NA 

Fruto I B * 1000 NA 

Fruto II E * * NA 

Fruto II 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 1000 g/mL; NA: não avaliado; E: Enzima; B: Branco 
 

Com relação aos controles, observou-se que salina, extratos, antifúngico, DMSO a 

1% e meio de cultura estavam livres de qualquer contaminação. 

Os resultados obtidos através da concentração fungicida mínima dos inóculos, que 

tiveram seu crescimento inibido pelos extratos Folhas II Branco, Fruto I Enzima, Fruto I 

Branco e EtOH, revelou ação fungistática desses extratos, e a comprovação de não-

contaminação dos controles negativos, contudo esses resultados demonstraram que os 

extratos obtidos com a enzima xilanase não são viáveis para a obtenção de compostos 

ativos.   

 

 5.4 Atividade antifúngica dos extratos arilos mais sementes, pericarpo, casca e 

fruto inteiro. 

 

 Os resultados da terceira triagem dos extratos da Punica granatum, arilos mais 

sementes, pericarpo, casca e fruto inteiro, estão demonstrados nas Tabelas 6 e 7. Na Tabela 

6, com 24 horas de crescimento, observamos atividade dos extratos pericarpo, casca e fruto 
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inteiro, e resistência das dez cepas ao extrato arilos mais sementes. O extrato pericarpo 

apresentou CIM de 31,5 g/mL para a cepa C. parapsilosis, 62,5 g/mL para C. utilis, C. 

lusitaniae e C. glabrata, e com CIM de 125 g/mL e 250 g/mL para as demais cepas, 

demonstrando melhor atividade do que os outros extratos. O extrato casca apresentou o 

segundo melhor resultado, seguido do extrato fruto inteiro.    

 

Tabela 6: Atividade antifúngica (CIM – g/mL) dos extratos etanólicos da P. granatum (24h) 
Microrganismos Arilos + Sementes Pericarpo Casca Fruto 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 1000 g/mL 

 

A Tabela 7, com 48 horas de leitura, revela que os extratos com melhor 

desempenho, isto é, que apresentaram atividade inibitória mais significativa, foram do 

pericarpo e da casca, com CIM de 125 g/mL, e resultados iguais para as mesmas cepas, 

com exceção da cepa C. utilis, que se mostrou um pouco mais resistente.  

 

Tabela 7: Atividade antifúngica (CIM – g/mL) dos extratos etanólicos da P. granatum (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 1,9 
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 poços 

com os extratos, observou-se crescimento das leveduras, demonstrando que esses extratos 
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possuem efeito fungistático, enquanto que a nistatina teve efeito fungicida, pois nenhuma 

cepa cresceu ao ser inoculada no meio de cultura. Observou-se, também, que todos os 

controles negativos não apresentaram contaminação, e os controles positivos cresceram 

conforme o esperado. 

 

5.5 Análise por Espectrometria de Massas das amostras arilos mais sementes, 

pericarpo, casca e fruto inteiro. 

 

Os resultados obtidos com as análises da Espectrometria de Massas das quatro 

amostras (Arilos mais Sementes, Pericarpo, Casca e Fruto Inteiro) da Punica granatum 

revelaram compostos com peso molecular (PM) e estruturas já identificados, através da 

comparação de dados da literatura (Lansky & Newman, 2007), e outros compostos não 

identificados, que variaram quanto a relação carga/massa entre os compostos, observando-

se também suas semelhanças e diferenças. 

Da amostra Arilos mais Sementes, apesar de não ter apresentado atividade inibitória 

contra nenhuma cepa de Candida spp., observamos na Figura 6, a detecção de mais de 20 

compostos, sendo que aqueles com prevalência de mais de 40% foram agrupados na Tabela 

8, e outros em menor quantidade, identificados como: melatonina (PM: 221 = 220 + H+), 

flavan-3-ol (PM: 249 = 226 + Na+), ácido elágico (PM: 325 = 302 + Na+), quercetina (PM: 

325 = 302 + Na+), ácido clorogênico (PM: 365 = 342 + Na+; 381 = 342 + K+), sucrose (PM: 

365 = 342 + Na+; 381 = 342 + K+) e pelargonidina 3,5-di-O-glicosídeo (PM: 595). O 

composto com PM de 219 teve detecção de 100%. Os compostos com PM 184 e 399 não 

foram identificados. 
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Figura 6: Monitoramento das classes químicas por ESI(+)-MS da amostra Arilos mais Sementes, 
obtido através do aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratório Thomson, IQ-UNICAMP. 
 

Tabela 8 – Peso Molecular, Classe Química, Nome do Composto e Estrutura do Composto 
detectados através da análise de Espectrometria de Massas (Lansky & Newman, 2007) da amostra 
Arilos mais Sementes.   

Peso Molecular Classe Química Nome do Composto Estrutura do Composto 
147 = 124 + Na+  Alcalóide piperidina 2-(2’-Propenil) 1-

piperidina 

 
147 = 124 + Na+ Alcalóide piperidina Higrina 

 
219 = 180 + K+ Açúcar simples Glicose  

 
219 = 180 + K+ Ácido orgânico alifático Ácido cítrico 

 
219 = 180 + K+ Ácido hidroxicinâmico 

(fenilpropanóide) 
Ácido cafêico 

 
 

 

Na Figura 7, observa-se a detecção de mais de 20 compostos da amostra Fruto 

Inteiro, sendo que novamente o composto com PM de 219 teve detecção de 100%. Os 
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compostos com mais de 40% de prevalência foram identificados na Tabela 9, e outras 

substâncias em menor quantidade foram identificadas como: melatonina (PM: 221 = 220 + 

H+), testosterona (PM: 288 = 287 + H+), ácido púnico (PM: 316 = 277 + K+), ácido 

clorogênico (PM: 365 = 342 + Na+; 381 = 342 + K+), sucrose (PM: 365 = 342 + Na+; 381 = 

342 + K+), pedunculagina (PM: 823 = 784 + K+) e telimagrandina (PM: 823 = 784 + K+).    

 

 

Figura 7: Monitoramento das classes químicas por ESI(+)-MS da amostra Fruto Inteiro, obtido 
através do aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratório Thomson, IQ-UNICAMP. 
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Tabela 9 – Peso Molecular, Classe Química, Nome do Composto e Estrutura do Composto 
detectados através da análise de Espectrometria de Massas (Lansky & Newman, 2007) da amostra 
Fruto Inteiro. 

Peso Molecular Classe Química Nome do Composto Estrutura do Composto 
147 = 124 + Na+  Alcalóide piperidina 2-(2’-Propenil) 1-

piperidina 

147 = 124 + Na+ Alcalóide piperidina Higrina 

 
219 = 180 + K+ Açúcar simples Glicose  

 
219 = 180 + K+ Ácido orgânico alifático Ácido cítrico 

 
219 = 180 + K+ Ácido hidroxicinâmico 

(fenilpropanóide) 
Ácido cafêico 

 
1123 = 1084 + K+ Elagitanino Punicalagina 

 
  

Da amostra Pericarpo, Figura 8, detectou-se mais de 30 compostos, sendo que 

aqueles que apresentaram mais de 40% de prevalência estão agrupados na Tabela 10, e os 

compostos identificados e em menor quantidade foram: melatonina (PM: 221 = 220 + H+), 

delfinidina 3-O-glicosídeo (PM: 465), sinapil 9-O-[ -D-apiofuranosil(1 6)]-O- -D-

glicopiranosídeo (PM: 521 = 520 + H+), rutina (PM: 635 = 612 + Na+), kaempferol 3-O-

ramnoglicosídeo (PM: 635 = 596 + K+), punicacorteína A (PM: 635 = 634 + H+), 

punicacorteína B (PM: 635 = 634 + H+), coralagina (PM: 635 = 634 + H+), 1,2,4-tri-O-

galoil- -glicose (PM: 635), 1,3,4-tri-O-galoil- -glicopiranosideo (PM: 635), pedunculagina 

(PM: 823 = 784 + K+), telimagrandina (PM: 823 = 784 + K+), punigluconin 2,3-di-O-

galloyl-4,6-(S)-hexahydroxydiphenoylgluconic acid (PM: 824 = 801 + Na+). Os compostos 

detectados apresentando prevalência de 100% foram 2-(2’-Propenil) 1-piperidina ou 
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higrina, e quase 100%, punicalagina. Os compostos com PM 621 e 725 não foram 

identificados.         

 

 

Figura 8: Monitoramento das classes químicas por ESI(+)-MS da amostra Pericarpo, obtido através 
do aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratório Thomson, IQ-UNICAMP. 
 

Tabela 10 – Peso Molecular, Classe Química, Nome do Composto e Estrutura do Composto 
detectados através da análise de Espectrometria de Massas (Lansky & Newman, 2007) da 
amostra Pericarpo. 

Peso Molecular Classe Química Nome do Composto Estrutura do Composto 
147 = 124 + Na+  Alcalóide piperidina 2-(2’-Propenil) 1-

piperidina 

 
147 = 124 + Na+ Alcalóide piperidina Higrina 

 
219 = 180 + K+ Açúcar simples Glicose  

 
219 = 180 + K+ Ácido orgânico 

alifático 
Ácido cítrico 

 
219 = 180 + K+ Ácido hidroxicinâmico 

(fenilpropanóide) 
Ácido cafêico 
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Tabela 10 (continuação) – Peso Molecular, Classe Química, Nome do Composto e Estrutura do 
Composto detectados através da análise de Espectrometria de Massas (Lansky & Newman, 2007) 
da amostra Pericarpo. 

Peso Molecular Classe Química Nome do Composto Estrutura do Composto 

277 = 254 + Na+ Esteróide sexual Estrona 

 
277 = 254 + Na+ Ácidos graxos 

conjugados 
Ácido púnico (cis-9, 

trans-11, cis-13 
octadecatienoic acid) 

 

303 = 302 + H+ Ácido hidroxibenzóico Ácido elágico 

 

303 = 302 + H+ Flavonóide Quercetina 

 
303 Antocianidina Delfinidina 

 
603 = 602 + H+ Elagitanino  Galagildilactona 

 
1123 = 1084 + K+ Elagitanino Punicalagina 
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A Figura 9 mostra a análise da amostra Casca, com mais de 30 substâncias 

detectadas, onde os compostos com mais de 40% de prevalência encontram-se na Tabela 

11, sendo que a substância identificada como punicalagina apresentou 100% de detecção. 

Os outros compostos em menor quantidade foram: 2-(2’-Propenil) 1-piperidina (PM: 147 = 

124 + Na+), higrina (PM: 147 = 124 + Na+), melatonina (PM: 221 = 220 + H+), estrona 

(PM: 277 = 254 + Na+); ácido clorogênico (PM: 381 = 342 + K+), sucrose (PM: 381 = 342 

+ K+), sinapil 9-O-[ -D-apiofuranosil(1 6)]-O- -D-glicopiranosídeo (PM: 521 = 520 + 

H+), rutina (PM: 635 = 612 + Na+), kaempferol 3-O-ramnoglicosídeo (PM: 635 = 596 + 

K+), punicacorteína A (PM: 635 = 634 + H+), punicacorteína B (PM: 635 = 634 + H+), 

coralagina (PM: 635 = 634 + H+), 1,2,4-tri-O-galoil- -glicose (PM: 635), 1,3,4-tri-O-galoil-

-glicopiranosideo (PM: 635), punicacorteína A (PM: 673 = 634 + K+), punicacorteína B 

(PM: 673 = 634 + K+), coralagina (PM: 673 = 634 + K+).       

 

 

 

Figura 9: Monitoramento das classes químicas por ESI(+)-MS da amostra Casca, obtido através do 
aparelhoQ-Tof (Micromass - UK), feito no Laboratório Thomson, IQ-UNICAMP. 
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Tabela 11 – Peso Molecular, Classe Química, Nome do Composto e Estrutura do Composto 
detectados através da análise de Espectrometria de Massas (Lansky & Newman, 2007) da amostra 
Casca. 

Peso Molecular Classe Química Nome do Composto Estrutura do Composto 
219 = 180 + K+ Açúcar simples Glicose  

 
219 = 180 + K+ Ácido orgânico alifático Ácido cítrico 

 
219 = 180 + K+ Ácido hidroxicinâmico 

(fenilpropanóide) 
Ácido cafêico 

 
277 = 254 + 

Na+ 
Esteróide sexual Estrona 

 
277 = 254 + 

Na+ 
Ácidos graxos 

conjugados 
Ácido púnico (cis-9, 

trans-11, cis-13 
octadecatienoic acid) 

 

823 = 784 + K+ Elagitanino  Pedunculagina 

 
823 = 784 + K+ Elagitanino Telimagrandina 

 
1123 = 1084 + K+ Elagitanino Punicalagina 
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 5.6 Microscopia Eletrônica de Varredura 
 

 Os resultados obtidos através dessa microscopia revelaram que, tanto o extrato do 

pericarpo quanto o extrato da casca da Punica granatum, modificam a morfologia das 

leveduras, pois as mesmas demonstraram alterações quando expostas a esses extratos, 

inibindo também o seu crescimento e provocando agregação entre as células, como pode 

ser observado nas Figuras 10a a 12n.  

 

 
Figura 10a - Candida albicans CBS 562: 
controle. Observação de superfície lisa, 
homogênea e regular; células em formato 
oval, normais (MEV – aumento de 2000x). 

 
Figura 10b - Candida albicans CBS 562: 
controle. Observação de superfície lisa, 
homogênea e regular; células em formato 
oval, normais (MEV – aumento de 3000x). 
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Figura 10c – Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre C. albicans CBS 562. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas (MEV – aumento de 2000x). 

 
Figura 10d - Efeito do extrato pericarpo a 
0,25mg/mL sobre C. albicans CBS 562. 
Superfície irregular das células 
leveduriformes (MEV – aumento de 3000x). 

 

 
Figura 10e - Efeito do extrato casca a 
0,25mg/mL sobre C. albicans CBS 562. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas; produção de material viscoso 
(MEV – aumento de 2000x). 

 
Figura 10f - Efeito do extrato casca a 
0,125mg/mL sobre C. albicans CBS 562. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas; produção de material viscoso 
(MEV – aumento de 3000x). 
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Figura 10g - Candida albicans CBS 562: hifa, 
controle. Superfície lisa e homogênea (MEV – 
aumento de 3000x). 

 
Figura 10h - Candida albicans CBS 562: hifa, 
controle. Superfície lisa e homogênea (MEV – 
aumento de 3000x). 

 

 
Figura 10i - Efeito do extrato casca a 
0,5mg/mL sobre hifa de C. albicans CBS 562. 
Superfície rugosa, com descamação (seta fina) 
e formação de poros (seta larga). (MEV – 
aumento de 3000x). 

 
Figura 10j - Efeito do extrato casca a 
0,25mg/mL sobre hifa de C. albicans CBS 
562. Superfície rugosa, com descamação (seta 
fina) (MEV – aumento de 3000x). 
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Figura 11a - Candida tropicalis CBS 94: 
controle. Observação de superfície lisa, 
homogênea e regular; células em formato 
oval, normais (MEV – aumento de 3000x). 

 

Figura 11b – Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre C. tropicalis CBS 94. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas (MEV – aumento de 3000x). 

 

 
Figura 11c - Efeito do extrato pericarpo a 
0,25mg/mL sobre C. tropicalis CBS 94. 
Superfície irregular (MEV – aumento de 
3000x).  

 
Figura 11d - Efeito do extrato pericarpo a 
0,125mg/mL sobre C. tropicalis CBS 94. 
Superfície irregular (MEV – aumento de 
3000x). 
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Figura 12a - Candida krusei CBS 573: 
controle. Observação de superfície lisa, 
homogênea e regular; células normais (MEV 
– aumento de 2000x). 

 
Figura 12b - Candida krusei CBS 573: 
controle. Observação de superfície lisa, 
homogênea e regular; células normais (MEV 
– aumento de 3000x). 

 

 
Figura 12c – Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 
Superfície rugosa e irregular (MEV – aumento 
de 3000x). 

 
Figura 12d – Efeito do extrato pericarpo a 
0,125mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas; células agregadas (MEV – 
aumento de 3000x). 
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Figura 12e – Efeito do extrato casca a 
1,0mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 
Superfície rugosa e irregular (MEV – aumento 
de 1800x). 

 
Figura 12f – Efeito do extrato casca a 
1,0mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 
Superfície rugosa e irregular (MEV – aumento 
de 3000x). 

 

 
Figura 12g – Efeito do extrato casca a 
0,5mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas; produção de material viscoso 
(MEV – aumento de 3000x). 

 
Figura 12h – Efeito do extrato casca a 
0,25mg/mL sobre C. krusei CBS 573. 
Superfície rugosa e irregular; células 
agregadas; produção de material viscoso 
(MEV – aumento de 3000x). 
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Figura 12i - Candida krusei CBS 573: hifa, 
controle. Superfície lisa e homogênea (MEV – 
aumento de 2000x). 

 
Figura 12j - Candida krusei CBS 573: hifa, 
controle. Superfície lisa e homogênea (MEV – 
aumento de 3000x). 

 

 
Figura 12k – Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre hifa de C. krusei CBS 573. 
Superfície irregular, hifa quebrada (MEV – 
aumento de 3000x). 

 
Figura 12l – Efeito do extrato pericarpo a 
0,25mg/mL sobre hifa de C. krusei CBS 573. 
Superfície irregular (MEV – aumento de 
3000x). 
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Figura 12m – Efeito do extrato pericarpo a 
0,125mg/mL sobre hifa de C. krusei CBS 573. 
Superfície irregular (MEV – aumento de 
2000x). 

 
Figura 12n – Efeito do extrato pericarpo a 
0,125mg/mL sobre hifa de C. krusei CBS 573. 
Superfície irregular (MEV – aumento de 
3000x). 
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 5.6 Microscopia Eletrônica de Transmissão 
 

 Os resultados obtidos revelaram que os extratos do pericarpo e da casca da Punica 

granatum modificaram a estrutura das leveduras, promovendo alterações principalmente 

em sua parede celular, tornando-as mais espessas, e provocando formação de vacúolos, 

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

 

 

Figura 13a - Candida albicans CBS 562: 
controle. Células leveduriformes com parede 
celular e estruturas internas normais (MET – 
aumento de 7000x). 

 
Figura 13b – Efeito do extrato pericarpo a 
0,1mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Observação de parede celular espessa e 
irregular (seta) e formação de vacúolo 
(asterisco) (MET – aumento de 3000x). 

 

 

 

*

*
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Figura 13c – Efeito do extrato pericarpo a 
0,1mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Células leveduriformes com parede celular 
espessa e irregular (seta) (MET – aumento de 
4400x). 

 
Figura 13d – Efeito do extrato pericarpo a 
0,1mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Células leveduriformes com formação de 
vacúolo (asterisco) (MET – aumento de 
4400x). 

 

 

 

Figura 13e - Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Células leveduriformes com parede celular 
espessa e irregular (seta) (MET – aumento de 
4400x). 

 

Figura 13f - Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Células leveduriformes com parede celular 
espessa e irregular (seta) (MET – aumento de 
4400x). 

 

 

*
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Figura 13g - Efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Parede celular espessa e irregular (seta) (MET – 
aumento de 4400x).  

  

Figura 13h - efeito do extrato pericarpo a 
0,5mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Parede celular espessa, irregular e estourada 
(seta), e fomarção de vacúolos (asterisco)  
(MET – aumento de 4400x).  

  

  
Figura 13i - Efeito do extrato casca a 
0,5mg/mL sobre Candida albicans CBS 562. 
Parede celular espessa e má-formada (seta), 
formação de vacúolo (asterisco) e 
condensação da cromatina (CC) (MET – 
aumento de 12000x).  

  
Figura 13j - Efeito do extrato casca a 
0,5mg/mL sobre Candida albicans CBS 562 
Parede celular espessa e tamaho menor da 
célula (seta), formação de vacúolos (asterisco) 
(MET – aumento de 12000x).  

  

*

*

* *

*

CC 
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66..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

Diversos produtos naturais de plantas têm sido utilizados como estruturas básicas 

para síntese e desenvolvimento de novos medicamentos. Alguns produtos naturais que eram 

obtidos de plantas, como a cafeína, teofilina, efedrina, emitina, papaverina, ácido salicílico, 

etc, agora são produzidos comercialmente por síntese química. Outros produtos naturais 

obtidos de plantas servem como modelos químicos para a estrutura e a síntese de novos 

medicamentos. Exemplos como a beladona, quinina, cocaína, opiáceos, papaverina e ácido 

salicílico têm servido de modelos como estrutura e para síntese de drogas anticolinérgicas, 

anticolinesterases, antimalárica, benzocaína, procaína, lidocaína, aspirina, dentre outras 

(Van Geldre et al., 1997). Alcalóides, como vimblastina e vincristina, isolados da planta 

Catharanthus roseus G. Don, originária de Madagascar, estão sendo utilizados para a 

inibição de células cancerígenas (Gueritte & Fahy, 2005). 

Em muitos casos, os princípios ativos continuam sendo isolados das plantas, uma vez 

que sua síntese química é inviável técnica e economicamente, por exemplo, a artemisinina, 

uma lactona sesquiterpênica isolada de Artemisia annua L. que é utilizada no tratamento da 

malária (Foglio, 1996; Van Geldre et al., 1997). O valor dos produtos naturais das plantas 

medicinais para a sociedade e para a economia é incalculável. Cerca de 30% dos produtos 

vendidos nas farmácias são fabricados a partir de materiais extraídos de plantas ou de 

estruturas químicas derivadas desses vegetais (Calixto, 1998). Diversos compostos 

antimicrobianos, como tigeciclina, telitromicina, micafungina e caspofungina, vem sendo 

obtidos de derivados de produtos naturais (Harvey, 2008). A atividade antifúngica das 

plantas vem sendo investigada em muitos estudos (Naqvi et al., 1991; Souza, 1991; Anesini 

& Perez, 1993; Queiroz, 1998; Ali-Shtayeh & Abu Ghdeib, 1999). 

Vários trabalhos já demonstraram, in vitro¸ sensibilidade de diversas bactérias e da 

levedura C. albicans ao extrato da Punica granatum Linné (Pereira, 1998; Queiroz, 1998). 

O fruto da romã contem uma alta proporção de compostos polifenólicos (delfinidina, 

cianidina e pelargonidina), sendo muito conhecido por seu uso terapêutico. O suco da romã 

possui atividade contra S. aureus meticilina resistentes (Machado et al., 2002) e contra o 

HIV (Lee & Watson, 1998), o vírus da herpes genital (Zhang et al., 1995), reduz a pressão 
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sangüínea sistólica (Aviram & Dornfeld, 2001), e diminui a suscetibilidade de agregação e 

retenção do LDL (Aviram et al., 2000).  

Nesta pesquisa, os resultados da primeira triagem, com três diferentes solventes, 

possibilitou determinar qual extrato apresenta melhor desempenho contra as cepas de 

leveduras testadas (Tabelas 1, 2 e 3). O extrato Fruto Novo Diclorometano apresentou 

inibição do crescimento da Candida albicans e C. dubliniensis, porém, pelo CFM teve ação 

apenas sobre C. albicans. Os extratos aquosos inibiram as leveduras, com as menores 

concentrações (250 g/mL a 500 g/mL), mas pelo teste da concentração fungicida mínima, 

apenas o extrato Folhas teve efeito fungistático sobre C. dubliniensis. Os extratos Folha, 

Fruto Estoque e Fruto Novo Etanol inibiram o crescimento das leveduras com 

concentrações entre 500 g/mL a 1000 g/mL, com atividade fungicida, com exceção para 

Fruto Estoque x C. albicans.  

Gil et al. (2000) demonstraram diferenças entre os componentes do suco fresco e do 

congelado da P. granatum, em que o suco congelado tinha seus compostos degradados, 

auxiliando, neste trabalho, a escolha do extrato, ou seja, descartando o extrato Fruto 

Estoque Etanol. Entre os extratos Folha e Fruto Novos, dados da literatura, como Fetrow & 

Avila, 2000; Gil et al., 2000; Kulkarni & Aradhya, 2005; Lansky & Newman, 2007; 

Lansky et al., 1998; Matos, 1989, apontam o extrato do fruto com mais atividade do que 

aqueles obtidos com a folha. Tais resultados permitiram definir qual tipo de extrato 

demonstra melhor atividade na inibição do crescimento das células leveduriformes, no 

caso, o extrato Fruto Novo Etanol. 

Através da Cromatografia de Camada Delgada (CCD) (Figura 4), utilizando o 

revelador NPEG, foi possível detectar compostos fenólicos, e dentre esses compostos a 

presença de antocianinas, taninos hidrolisáveis, e ácido elágico e seus glicosídeos (Gil et 

al., 2000). Os principais componentes do extrato dos frutos da P. granatum são taninos e 

polifenóis (Haslam, 1996; Pereira, 1998). Tem sido sugerido que o mecanismo de ação dos 

taninos esteja relacionado com a membrana celular, uma vez que esse componente pode 

precipitar proteínas (Nawwar et al., 1994), inibindo também enzimas, como as 

glicosiltransferases em Streptococcus mutans, afetando sua habilidade em aderir à 
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superfície dental (Kakiuchi et al., 1986). Portanto, polifenóis certamente interferem com as 

proteínas da saliva e algumas enzimas de bactérias orais. Assim, esses compostos podem 

afetar as membranas de bactérias e causar distúrbios na co-agregação bacteriana 

(Vasconcelos et al., 2003). O principal emprego biológico atribuído às antocianinas é a sua 

atividade antioxidante (Seeram & Nair, 2002; Sun et al., 2002; Meyers et al., 2003). 

Howell (2002) e Duman et al. (2009) relatam relação entre antocianinas e atividade 

antimicrobiana dos extratos de frutas cranberry e da Punica granatum, respectivamente. 

Com estes dados, e partindo de estudos prévios realizados no CPQBA por Taffarello 

(2008), a investigação de extratos contendo antocianinas para o teste de concentração 

inibitória mínina contra as leveduras deste trabalho foi alvo de interesse. Estudos de 

Taffarello (2008) detectaram que o tratamento enzimático das folhas de Arrabidaea chica 

forneceu extratos enriquecidos em antocianidinas, enquanto que os extratos obtidos sem 

tratamento enzimático apresentaram maior teor de antocianosideos (compostos 

glicosilados), evidenciando que as xilanases promoveram hidrólise enzimática, liberando as 

agliconas, demonstrando sua atividade anticâncer e antioxidante in vitro. Esses dados 

serviram de base na investigação dessa classe de compostos, na procura de substâncias que 

apresentem ação antifúngica contra células leveduriformes do gênero Candida 

  As antocianinas são metabólitos pertencentes à classe dos flavonóides (Walton et 

al., 2006), largamente encontradas na natureza e responsáveis pela maioria das colorações 

azuis, violeta e vermelho das flores e frutos, sendo utilizadas na indústria como corante 

natural (Markakis, 1982; Wrolstad, 2000; Malacrida & Motta, 2005). A sua estrutura 

química é formada por três anéis, que possuem ligações duplas conjugadas e também 

hidroxilas distribuídas ao longo da estrutura que possibilitam o seqüestro de radicais livres, 

causadores de danos celulares e doenças degenerativas (Kong et al., 2003b; Silva et al., 

2007). Diversos ensaios tem sido desenvolvidos para a avaliação desta atividade em 

diferentes vegetais, principalmente frutos e flores (Aaby et al., 2005; Walton et al., 2006; 

Zheng et al., 2007).  

Os resultados obtidos dos extratos com e sem o tratamento enzimático demonstram 

baixa atividade, como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5. Nas primeiras 24h, os extratos 
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da Folha demonstraram atividade nas concentrações entre 500 g/mL a 1000 g/mL e, 

posteriormente, com 48h apenas o extrato Folha II Branco mostra atividade. Dentre os 

extratos do Fruto, apenas os extratos Fruto I Enzima e Fruto I Branco inibiram o 

crescimento das leveduras na concentração de 1000 g/mL com 24h, sendo que C. albicans 

demonstrou resistência ao extrato Fruto I Branco com 48h. Os extratos EtOH com e sem 

tratamento com a enzima xilanase apresentaram atividade, na maior concentração 

(1000 g/mL), sendo que com 48h apenas o extrato Branco apresentou atividade. Os 

extratos do Suco não tiveram nenhuma atividade contra as leveduras testadas. Esses dados 

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

Dos extratos da segunda triagem, que apresentam atividade contra as leveduras, o 

teste da CFM das amostras revelou efeito fungistático. Deste modo, não houve diferença da 

atividade entre os extratos obtidos pelo processo de fermentação com a enzima xilanase do 

B. pumilus e sem a enzima, pois, além de alguns extratos não apresentarem atividade, 

outros tiveram uma CIM elevada, com valores pouco favoráveis para uma investigação 

mais aprofundada dos compostos presentes nesses extratos. Esses resultados sugerem que o 

foco das pesquisas nessa linha de investigação devem se basear na metodologia da extração 

simples, na procura de outros compostos fenólicos, com potencial de atividade 

antimicrobiana.  

A terceira triagem revelou efetividade dos extratos da casca, do pericarpo e do fruto 

inteiro, com exceção do extrato arilo mais sementes, em que as dez cepas de leveduras 

testadas foram resistentes, não apresentando sensibilidade nem na mais alta concentração 

(1000 g/mL). No entanto, mostraram-se sensíveis aos outros três tipos de extratos, sendo 

que os extratos obtidos do pericarpo e da casca apresentaram os melhores desempenhos, 

com CIM de 125 g/mL para as leveduras C. krusei, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. 

lusitaniae e C. rugosa, mas com maiores concentrações para as demais cepas. O extrato 

fruto inteiro também inibiu o crescimento das leveduras, mas não na mesma proporção. 

Esses resultados indicam que, possivelmente, a atividade da P. granatum encontra-se 

presente no pericarpo e na casca dessa fruta. Embora o CFM das amostras revelasse ação 

fungistática, os valores da CIM são promissores, indicando que a metodologia utilizada se 
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mostra mais adequada, sugerindo maiores investigações dos compostos que apresentam 

atividade, presentes nos extratos obtidos do pericarpo e casca da Punica granatum.   

Outros trabalhos também demonstram o uso e a efetividade do extrato polar da 

Punica granatum contra microrganismos. Estudos de Voravuthikunchai et al. (2004) 

demonstraram inibição de E. coli O157:H7 enterohemorrágica na presença de 0,5-3mg/mL 

(CIM) do extrato etanólico da casca da romã. A CIM variou entre 0,39 a 25mg/mL contra 

várias cepas de E. coli (Prashanth et al., 2001; Voravuthikunchai et al., 2004). De acordo 

com Menezes et al. (2006), o extrato hidroalcóolico da Punica granatum diminuiu o 

número de unidades formadoras de colônia da placa dental bacteriana em 84%, comparado 

a clorexidina (79% de inibição). Ambos, extrato e clorexidina, foram efetivos contra 

espécies de Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella e Proteus, assim como E. coli. Os 

dados obtidos em nosso trabalho corroboram com os resultados desses autores, onde os 

extratos polares tiveram melhor ação antimicrobiana.  

Diferentes perfis inibitórios do extrato da casca contra microrganismos podem ser, 

em parte, devido às diferentes metodologias de extração, amadurecimento da fruta usada e 

variações do tempo e região de cultivo (McCarrel et al., 2008). Schwartz et al. (2009) 

compararam frutos da romã, seus compostos e atividades, de duas regiões diferentes de 

Israel: Newe Ya’ar (clima Mediterrâneo) e Arava (clima desértico). Os frutos de Newe 

Ya’ar, cultivados em região de baixas temperaturas, apresentaram altos níveis de 

antioxidantes e compostos fenólicos totais, comparado com os frutos de Arava, durante o 

período de maturação. 

 Estudos de Celik et al. (2008) acompanharam o desenvolvimento dos estágios de 

amadurecimento das frutas cranberry, desde seu estágio mais imaturo até sua maturação 

total, observando e comparando sua quantidade de compostos fenólicos totais e de 

antocianinas. Durante sua maturação, os níveis de compostos fenólicos totais decresceu, de 

7990mg para 4745mg EAG (equivalente ácido gálico)/kg, e de antocianinas aumentaram de 

0,8mg para 111,0mg/kg, demonstrando, com isso, que os estágios de desenvolvimento da 

planta interferem com seus compostos antioxidantes, visto que no estágio mais imaturo 

havia elevada capacidade antioxidante dessa fruta. Esses dados corroboram com nossos 
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resultados, em que os frutos da romã apresentaram atividade antifúngica melhor dos frutos 

imaturos, no caso os Frutos I. Os Frutos I e II estavam em diferentes estágios de maturação, 

sendo que os Frutos I encontravam-se mais verdes, e os Frutos II mais maduros, o que pode 

ter causado a diferença de atividade entre esses frutos. A maturidade em que a planta se 

encontra sugere ser um importante fator para a produção e/ou obtenção de compostos com 

princípios ativos, com potencial antimicrobiano. 

Gil et al. (2000) observaram que, tanto o suco comercial quanto o obtido no 

laboratório, tinham os mesmos pigmentos de antocianinas, mas com significantes 

diferenças quantitativas, porém, quando a fruta era congelada e guardada antes da extração 

do suco, as antocianinas eram parcialmente degradadas e/ou transformadas em outros 

produtos. Algo similar foi observado nas antocianinas obtidas do suco comercial 

concentrado. Deste modo, pode-se observar que o armazenamento tem também influência 

na atividade das propriedades dos compostos das plantas, sendo um fator importante a se 

considerar para a obtenção dos extratos.  

O extrato Fruto Estoque, desta pesquisa, demonstrou atividade semelhante ao Fruto 

Novo, porém observou-se um melhor resultado contra as leveduras do extrato Fruto Novo, 

concordando com Gil et al. ao comparar fruto fresco e congelado, distinguindo essa 

diferença, já que esse é um aspecto importante a se considerar, pois trabalhos que requerem 

antocianinas íntegras devem avaliar essa possibilidade de degradação para que não ajam 

interferências nos resultados.  

 Variações nos resultados entre estudos com os extratos da romã tem sido observados 

em análises por difusão em disco e nas determinações da concentração inibitória mínima. 

Valores da CIM tem sido reportado em um grande número de estudos, variando entre 

0,62mg/mL a 10mg/mL contra S. aureus, E. coli e Pseudomonas aeruginosa (Navarro et 

al., 1996) e acima de 250mg/L contra S. aureus para extratos polares e apolares (Machado 

et al., 2003). Essas diferenças podem estar relacionadas com o método de extração, como o 

uso de frutos mais frescos, e variações de estação e região da coleta (McCarrel et al, 2008), 

como observado anteriormente. Segundo Al-Zoreky (2009), diferenças na atividade dos 

extratos da casca da romã entre vários períodos do estudo podem ser, parcialmente, 
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explicados pela variação dos compostos fenólicos dos extratos, sensibilidade das 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 com base em sua 

estrutura fenólica. Os mecanismos considerados responsáveis pela toxicidade fenólica aos 

microrganismos incluem inibição enzimática pela oxidação dos compostos, possivelmente 

através da reação com grupos sulfidrila ou por interações com proteínas, permitindo 

inativação da proteína e perda de função. Prováveis alvos da célula microbiana são 

polipeptídeos da parede celular e ligação das enzimas à membrana (Stern et al., 1996).  

Dentre os compostos analisados com as quatro amostras da Punica granatum, 

detectou-se a presença de substâncias semelhantes nessas amostras, como a melatonina e 

açúcar simples. Os compostos com PM de 219 parecem não exercer atividade contra as 

leveduras, ou se exercem, em níveis muito baixos, uma vez que, presente 100% nos Arilos 

mais Sementes, este extrato não apresentou ação contra as cepas testadas, e o extrato do 

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

As amostras dos extratos do Pericarpo e da Casca, que apresentaram melhor 

atividade contra as espécies de Candida spp., tiveram como diferencial, a presença do 

tanino punicalagina em uma concentração bastante elevada, além de outros taninos, como 

pedunculagina e telamagrandina. A amostra do Pericarpo apresentou, ainda, o tanino 

galagildilactona, substância não detectada – ao menos não em grande quantidade – nesse 

espectro nas outras amostras. Esses taninos podem ser os principais responsáveis pelo 

potencial antifúngico dos extratos Pericarpo e Casca da P. granatum, objetivo de pesquisas 

futuras. Portanto, sugere-se que os compostos punicalagina e galagildilactona sejam um dos 

principais compostos envolvidos na atividade antifúngica observada nos extratos da Punica 

granatum. A possibilidade, ainda, de ocorrer um sinergismo entre os compostos é um fato 

que não pode ser descartado, visto que várias substâncias, como açúcar simples e ácidos 

graxos conjugados estão presentes em grande quantidade. 

Estes dados corroboram observações de Vasconcelos et al. (2003), Menezes et al. 

(2006), Catão et al. (2006) e Fetrow & Avila  (2000). Vasconcelos et al. (2003) atribui aos 
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taninos, identificados nos extratos de P. granatum, a ação de inibição do crescimento de 

leveduras da espécie Candida spp, pois agem nas células, mais especificamente na 

membrana celular, por precipitação de proteínas. Também sugeriu que o extrato dessa 

planta inibe várias enzimas de S. mutans, afetando sua habilidade de aderir na superfície 

dental. Segundo Menezes et al. (2006), o composto elagitanina, fração punicalagina, é tido 

como a fração responsável pela atividade antibacteriana da romã. Catão et al. (2006) e 

Fetrow & Avila (2000), indicam que os taninos, como punicalina, punicalagina, 

galagildilactona, pedunculagina, telimagrandina I e corilagina, possuem atividade 

antimicrobiana. 

Resultados dos trabalhos de Aviram et al. (2008) demonstraram que o extrato da 

casca da romã teve efeito antioxidante muito mais potente do que aquele obtido com os 

arilos, indicando que os compostos polifenólicos da casca são os principais contribuintes 

para capacidade antioxidante do suco da romã, como já descrito por Li et al. (2006), Ricci 

et al. (2006) e Zhang et al. (2007), corroborando com os nossos resultados, em que o 

extrato da casca apresentou efeito contra as leveduras do gênero Candida, enquanto o 

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

De acordo com Toumy & Rauwala (2002), muitos compostos tem sido isolados da 

P. granatum, incluindo elagitaninos e taninos (punicacorteína D, punicalina, punicaligina e 

2- -galoilpunicalina). Machado et al. (2003) relatam maior inibição da fração PGF1, que é 

rica em elagitaninos (62,5mg/L), contra cepas de S. aures meticilina-resistentes. A presença 

de flavonóides e taninos em plantas da família Punicaceae pode ser responsável por 

diversas atividades biológicas, como descrito por Hussein et al. (1997). Os dados obtidos 

em nossa pesquisa com P. granatum, contribuem para aumentar o entendimento nessas 

questões em relação aos compostos bioativos. 

 Como observado nos resultados obtidos por microscopia eletrônica de varredura, 

pôde-se constatar que os extratos pericarpo e casca produziram alterações na morfologia 

das leveduras testadas, além de agregação celular e inibição do seu crescimento (Figuras 

10a a 12n). Ao comparar com as amostras controle, observa-se que as mesmas tem uma 

aparência lisa, homogênea e regular, com a presença de brotos, tanto das 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 o extrato encontram-se com a parede rugosa, irregular, com um agregado 

recobrindo sua superfície, algumas com presença de poros, e hifas com aparência de 

descamação, resultantes da ação dos extratos.  

 Angiolella et al. (2008) observaram que, em Candida albicans resistente ao 

fluconazol e micafungina, havia maior propensão para a formação de biofilme. As Figuras 

9c (C. albicans mais extrato pericarpo a 0,5mg/mL), 9e (C. albicans mais extrato casca a 

0,25mg/mL) e 9f (C. albicans mais extrato pericarpo a 0,125mg/mL) demonstram um 

aglomerado de células e a presença de produtos oriundos do processo de degeneração das 

leveduras. No entanto, a formação de biofilme como uma estrutura biológica ativa, parece 

remota, já que as células demonstram alterações visíveis de degeneração, impedindo-as de 

exercerem a sua atividade fisiológica normal.  

Os resultados obtidos através da microscopia eletrônica de transmissão 

demonstraram que os extratos interferem nas estruturas das leveduras, causando alterações 

em sua parede celular, tornando-as mais espessas, com má-formação e aumentando a 

presença de vacúolos, indicando que os extratos provocam sérios danos nas estruturas das 

células leveduriformes, sugerindo que os compostos fenólicos, no caso, taninos, podem ser 

os responsáveis pelas alterações, exercendo sua atividade na parede celular, precipitando 

proteínas.  

O extrato da casca demonstra ter provocado danos mais severos às leveduras das 

espécies C. albicans e C. krusei do que o extrato do pericarpo, como pode-se obervar 

através das imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura e transmissão. No 

entanto, dados mais complementares podem ainda ser obtidos para que se possa ampliar o 

conhecimento sobre a ação local desses compostos nos microrganismos.  

 Um primeiro passo para a descoberta de novos fármacos é identificar e validar alvos 

moleculares específicos. Com a expansão do conhecimento da bioquímica e genética 

microbiana, agora é possível identificar importantes enzimas microbianas, receptores e 

processos a níveis moleculares que podem ser alvos para a ação da droga. Compostos que 

bloqueiem o funcionamento desses alvos e que possam inibir o crescimento microbiano 
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podem ser identificados. Vários alvos já foram, de fato, identificados e novos estão sendo 

descobertos. Pesquisas do genoma e proteoma microbiano possibilitam um avanço mais 

rápido entre as informações estruturais microbianas e interação da droga, criadas através de 

programas computacionais (Kitchen et al., 2004). Essa linha de investigação deverá ser 

alvo de pesquisas futuras em nossos laboratórios. 

 Os dados obtidos em nossa pesquisa com substâncias da Punica granatum 

demonstram capacidade antimicrobiana contra células leveduriformes do gênero Candida. 

Os componentes bioativos (taninos) presentes no pericarpo e na casca demonstram 

atividade antifúngica. Os compostos dessa família de substâncias podem estar envolvidos 

na ação antifúngica detectados por espectrometria de massas. Esses compostos bioativos 

sugerem ser os responsáveis por alterações na morfologia celular desses microrganismos, 

com inibição do crescimento e agregação celular. Esses dados abrem perspectivas futuras 

de pesquisas dando continuidade à essa linha de investigação, onde informações como local 

de ação dos compostos e, até mesmo o composto responsável pela atividade, possam 

contribuir para a terapia alternativa contra esses organismos.     
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77..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 

Através dos resultados obtidos, foi possível concluir que:  

1. Extratos de Punica granatum (romã) possuem atividade fungistática sobre as 

leveduras do gênero Candida (125µg/mL).  

2. Os extratos da P. granatum promovem alterações nas células leveduriformes, com 

má-formação da parede celular, inibição do crescimento e agregação celular.  

3.  O extrato casca provoca danos mais severos às células leveduriformes das espécies 

C. albicans e C. krusei do que o extrato pericarpo. 

4. A Espectrometria de Massas revela a presença de compostos fenólicos como: 

punicalagina, eduncolagina, galagildilactona e telamagrandina. 
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AANNEEXXOO  11  
  
Meios de cultura 

 

1. SDA - Sabouraud Dextrose Agar 

Diferido enzimático de caseína                  10g 
Dextrose                    40g 
Ágar                      15g 
Água destilada                        q.s.p. 1000mL 
Dissolver as substâncias na água destilada. Aquecer em microondas para homogeneizar, 
sem deixar ferver. Autoclavar por 15 minutos a 121ºC. 
 
2. BHI - Brain Heart Infusion 
Substrato nutriente (extrato de cérebro, coração e peptona)           27,5g 
D(+)-glucose                   2,0g 
Cloreto de Sódio                  5,0g 
Hidrogênio fosfato di-sódico                 2,5g 
Água destilada             q.s.p. 1000mL 
Dissolver as substâncias na água destilada. Aquecer em microondas para homogeneizar, 
sem deixar ferver. Autoclavar por 15 minutos a 121ºC. 
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AANNEEXXOO  22  
  
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, agitar por 10 minutos, 
adicionar o DMAE e agitar por mais 10 minutos, deixar descansar por 10 minutos e está 
pronto para uso. 
 


