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Resumo

O presente estudo teve como objetivo analisar a atividade antimicrobiana e anti-inflamatdria
do extrato da A. colubrina (Vell.) Brenan através de um painel de atividades bioldgicas. O
extrato hidroalcodlico da A. colubrina foi obtido através de maceracédo, o qual rotaevaporado
e liofilizado. Foram realizados testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) contra Candida albicans (ATCC 10231 e cepa
clinica), Candida tropicalis (ATCC 750) e Candida krusei (ATCC 6258), atraves da
microdiluicdo. A atividade anti-inflamatoria foi verificada através do edema de pata induzido.
Diante dos testes realizados, o extrato da A. colubrina demonstrou forte atividade antifungica
contra a C. albicans (ATCC 10231) e a C. krusei (CIM: 7,81 pg/mL e 31,25 pg/mL,
respectivamente). Para a cepa clinica da C. albicans e C. tropicalis a atividade antifngica foi
considerada fraca (CIM: 500 pg/mL e >2000 pg/mL, respectivamente). Para os testes de
CFM, o extrato demonstrou atividade fungistatica sobre as cepas C. albicans, (ATCC 10231 e
cepa clinica) e C. tropicalis (CFM: > 1000 pg/mL, > 2000 pg/mL, > 5000 pg/mL,
respectivamente), observando-se efeito fungicida apenas sobre a C. krusei (CFM: 31,25
png/mL). Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, dentre as concentracdes do extrato testadas,
aquela administrada na menor dosagem apresentou maior reducéo do edema de pata induzido.
De acordo com o exposto, é evidente o potencial anti-Candida da A. colubrina. E interessante
a realizacdo de estudos que possam confirmar o potencial anti-inflamatério da planta em teste.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Testes de sensibilidade microbiana; Inflamacao;

Abstract

The present study aimed to analyze the antimicrobial and anti-inflammatory activity of A.
colubrina (Vell.) Brenan extract through a panel of biological activities. The hydroalcoholic
extract of A. colubrina was obtained by maceration, which was rotary evaporated and
lyophilized. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal
Concentration (CFM) tests were performed microdilution against Candida albicans (ATCC
10231 and clinical strain), Candida tropicalis (ATCC 750) and Candida krusei (ATCC 6258).
Anti-inflammatory activity was verified by induced paw edema. According to the tests
performed, A. colubrina extract showed strong antifungal activity against C. albicans (ATCC
10231) and C. krusei (MIC: 7.81 pg / mL and 31.25 pg / mL, respectively). For the clinical
strain of C. albicans and C. tropicalis, antifungal activity was considered weak (MIC: 500 pg /
mL and> 2000 pg / mL, respectively). For the CFM tests, the extract showed fungistatic
activity on C. albicans strains (ATCC 10231 and clinical strain) and C. tropicalis (CFM:>
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1000 pg / mL,> 2000 pg / mL,> 5000 pg / mL, respectively), with fungicidal effect on C.
krusei (CFM: 31.25 pug / mL). About the anti-inflammatory activity, among the concentrations
of the extract tested, the one administered at the lower dosage presented a greater reduction of
the induced paw edema. According to the above, the anti-Candida potential of A. colubrina. It
IS interesting to carry out studies that can confirm the anti-inflammatory potential of the test
plant.

Keywords: Medicinal plants; Microbial sensitivity tests; Inflammation;

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo analizar la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria del
extracto de A. colubrina (Vell.) Brenan a través de un panel de actividades bioldgicas. El
extracto hidroalcohdlico de A. colubrina se obtuvo por maceracion, se evaporé por rotacion y
se liofilizd. Las pruebas de concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentraciéon minima
de fungicida (CFM) se realizaron contra Candida albicans (ATCC 10231 y cepa clinica),
Candida tropicalis (ATCC 750) y Candida krusei (ATCC 6258) mediante microdilucion. La
actividad antiinflamatoria se verifico mediante edema de la pata inducido. Dadas las pruebas
realizadas, el extracto de A. colubrina mostré una fuerte actividad antifngica contra C.
albicans (ATCC 10231) y C. krusei (MIC: 7,81 pg / ml y 31,25 ug / ml, respectivamente).
Para la cepa clinica de C. albicans y C. tropicalis, la actividad antifangica se considerd débil
(MIC: 500 ug / ml y> 2000 pg / ml, respectivamente). Para las pruebas de CFM, el extracto
mostrd actividad fungistatica en C. albicans (ATCC 10231 y cepa clinica) y C. tropicalis
(CFM:> 1000 pg / ml,> 2000 pg / ml,> 5000 pg / ml, respectivamente), observando el efecto
fungicida solo en C. krusei (CFM: 31.25 pg / mL). Con respecto a la actividad
antiinflamatoria, entre las concentraciones del extracto analizado, el administrado en la dosis
mas baja present6 una mayor reduccién del edema inducido de la pata. En consecuencia, el
potencial anti-Candida de A. colubrina. Es interesante realizar estudios que puedan confirmar
el potencial antiinflamatorio de la planta bajo prueba.

Palabras clave: Plantas medicinales; pruebas de sensibilidad microbiana; inflamacion;
1. Introducéo
Fitoterapicos sdo medicamentos produzidos a partir de matéria-prima vegetal, com

propriedades profilaticas e/ou curativas, e necessitam assegurar qualidade, eficécia clinica e
seguranca para uso e comercializacdo, comprovados por meio de levantamentos
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etnofarmacoldgicos e ensaios clinicos (Rodrigues, 2016). O desenvolvimento de pesquisas
acerca de plantas com propriedades farmacoldgicas vem ampliando-se e instigando cada dia
mais 0s pesquisadores na descoberta de novas caracteristicas em plantas pouco estudadas,
buscando o desenvolvimento de novos farmacos (Simonetti et al., 2016).

Dentre as plantas medicinais utilizadas comumente no Brasil encontra-se a
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, pertencente a familia Leguminosae, subfamilia
Mimosideae, conhecida popularmente como angico, a qual ocorre em florestas estacionais,
distribuindo-se no nordeste do Brasil, na Caatinga e em florestas estacionais ao longo das
bacias do Paraguai e Parana (Nepomuceno et al., 2007). Utiliza-se, popularmente, a casca do
caule como intervencdo terapéutica de varias complicac6es do figado, gonorreia, infeccdo dos
ovarios, tratamento da bronquite e da angina e tratamento de inflamacdes em geral (Araujo,
2015; Aradujo et al., 2015). Em relacdo ao potencial antifingico, verifica-se importante acao
da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, devido a presenca de polifendis, capazes de
inativar enzimas essenciais para o crescimento de fungos (Carvalho et al., 2011; Lima et al.,
2014). Gutierrez-Lugo et al. (2004) verificaram uma possivel relacdo entre os compostos da
A. colubrina e os efeitos em doencas inflamatorias, justificando a sua utilizacdo na medicina
tradicional para tratar problemas inflamatérios.

O presente estudo teve como objetivo analisar a atividade antimicrobiana e anti-
inflamatdria do extrato da A. colubrina (Vell.) Brenan através de um painel de atividades

bioldgicas.

2. Metodologia

O presente estudo trata-se de uma que coleta de dados quantitativos ou numéricos por
meio do uso de medicgdes de grandezas e obtém-se por meio da metrologia, numeros com suas
respectivas unidades. Estes métodos geram conjuntos ou massas de dados que podem ser
analisados por meio de técnicas matematicas como € o caso das porcentagens, estatisticas e
probabilidades, métodos numéricos, métodos analiticos e geracdo de equagdes e/ou formulas
matematicas aplicaveis a algum processo (Pereira., et al., 2018).

2.1 Material vegetal

A planta foi coletada na regido do semiarido paraibano, na Serra de Bodocongo,
municipio de Queimadas (70 22' 25" S, 350 59' 32"W), na meso regido da Borborema e
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micro-regido do Cariri Oriental, no més de setembro. O espécime testemunho da
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan encontra-se depositado na colegdo do Herbéario
Manuel de Arruda Camara (ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus |,
Campina Grande, Paraiba (n° 667/ACAM).

2.2 Obtencéo do extrato hidroalcodlico

A casca da A. colubrina (100g), seca e moida, foi imersa em alcool 80% (250 ml) por
48 horas, em temperatura ambiente. A mistura resultante foi filtrada e os residuos imersos,
por mais duas vezes, em alcool 80%. As trés fases liquidas finais foram concentradas em

rotaevaporador e, posteriormente, liofilizadas.

2.3 Cepas de microrganismos e atividade antimicrobiana

O teste de suscetibilidade foi realizado sobre cepas de diversas espécies de Candida
spp.: C. albicans (ATCC 10231), C. albicans (cepa clinica), C. tropicalis (ATCC 750) e C.
krusei (ATCC 6258). A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da A. colubrina foi
identificada pela determinacdo das concentra¢cbes minimas inibitéria (CIM) e fungicida
(CFM), de acordo com as normas Clinical and Laboratory Standards Institute (Wayne, 2008).
O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos contendo 100 pL/pogo do meio de cultura
especifico (RPMI 1640 - Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA). O extrato
foi diluido em &lcool a 40% (8 mg/mL), transferido para o primeiro pocgo, e realizada
diluicbes seriadas para se obter concentracBes entre 15,62 e 2000 pg/mL. Foi utilizada a
nistatina (Sigma-Aldrich®) para o controle de atividade antimicrobiana, o &lcool 40% para
eliminar a possibilidade de acdo do diluente e 0 microrganismo sem tratamento para controle
de crescimento do microrganismo. Os in6culos fangicos (5,0x10° UFC/mL) foram
adicionados aos pocos e as placas incubadas a 37°C por 24 horas. A CIM foi definida como a
menor concentracdo do extrato que inibiu crescimento microbiano visivel, confirmado pela
mudanga da colora¢do do meio RPMI 1640.

Para determinar a CFM, uma aliquota de 20 pL de cada poco, com concentracfes
maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio Agar Sabouraud Dextrose, e incubadas a
37°C por 48 horas. A CFM foi definida como a menor concentragdo que inibiu crescimento

visivel no meio solido utilizado.
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2.4 Atividade anti-inflamatéria

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com pesos entre 35 a 40 g, mantidos
em camaras com temperatura controlada (22 + 2°C) em ciclos claro-escuro de 12 horas. A
atividade anti-inflamatdria foi testada através do teste de edema de pata induzido por
carragenina. Os protocolos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento - CEUA/CESED.

O experimento foi realizado utilizando-se dois grupos controle e trés grupos
experimentais (06 camundongos por grupo): o extrato foi administrado nas concentracdes de
100, 200 e 400mg/Kg; o grupo controle negativo foi o veiculo diluente da A. colubrina (agua
destilada) e o controle positivo a indometacina na dose de 10mg/kg, todos administrados por
via oral. O volume da pata traseira direita de todos os animais foi verificado antes de qualquer
tratamento, sendo a pata marcada em altura definida para garantir a regularidade da medida,
antes da administracdo das amostras (tempo 0h), através do uso de um pletismémetro (7140,
Ugo, Basile, Italia). Apds aplicacdo de 0,1 mL de carragenina (1% p/v em solucéo salina), as
substancias testadas foram administradas e as patas traseiras medidas nos periodos de 30 min,
1h, 2h e 3h. Os resultados foram calculados como porcentagem de inibicdo de edema de
acordo com a equacao: % de inibi¢do do edema= [(Vt - Vo)controle - (Vt- Vo)experimental/ (Vt - Vo)
x 100, onde V¢ é a média de volume para cada grupo e 0 Vo 0 volume médio para cada grupo
antes dos diferentes tratamentos.

Os resultados foram demonstrados através da médiaterro padrdo. Analise de varidncia
(ANOVA) seguida do teste de t-Student foi utilizada para medir o grau de significancia (p <
0,05).

3. Resultado e Discussao

Os valores da CIM e CFM para o extrato hidroalcoolico da Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan estdo representados na Tabela 1. O presente estudo indica potencial atividade
antifungica para o extrato hidroalcodlico da casca da A. colubrina, observando-se boa
atividade antimicrobiana sobre a cepa padrdo da Candida albicans (CIM = 7,81 pg/mL) e
Candida krusei (CIM = 31,25 pg/mL), moderada atividade sobre a cepa clinica da Candida
albicans (CIM = 500 pg/mL), e inatividade sobre a Candida tropicalis (CIM > 2000 pg/mL)
(Holetz et al., 2002).
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TABELA 1. Concentrages Minimas Inibitoria e Fungicida do extrato hidroalcodlico

da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan avaliado contra espécies de Candida spp.

A. colubrina

Microrganismos CIM CFM (pg/mL)

(Mg/mL)
Candida albicans 7,81 > 1000
ATCC 10231
Candida albicans 500 > 2000
Cepa clinica
Candida tropicalis > 2000 > 2000
ATCC 750
Candida krusei 31,25 31,25
ATCC 6258

Fonte: Proprio Autor, 2019.

Para a maioria das cepas foi observada acdo de carater fungistatico, indicando
potencial na inibicdo do crescimento fungico, observando-se que apenas para a Candida
krusei foi observado um valor de CFM menor (31,25 pg/mL), indicando acdo do extrato na
morte desta cepa, como € mostrado na tabela acima.

Considerando as limitagfes dos agentes antifungicos comercialmente disponiveis para
o tratamento de doencas flngicas, devido ao aumento da resisténcia fangica, alto custo e
efeitos adversos, os produtos naturais consistem em importantes alternativas para o tratamento
destas doencas (Bakhshi et al., 2012). Observa-se que a A. colubrina apresenta forte potencial
antifungico, capaz de inibir o crescimento celular e a formacdo de biofilme de Candida
albicans (Lima et al., 2014), verificando-se a potencialidade desta planta para o
desenvolvimento de novos farmacos, que possam ser mais efetivos contra as infeccGes

fangicas e com menores efeitos toxicos para 0 organismo humano.
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Barreto et al. (2016) relatou o potencial antimicrobiano da A. colubrina contra
bactérias, verificando que o extrato da casca do caule foi capaz de potencializar o efeito da
neomicina e amicacina contra a Staphylococcus aureus, importantes antibioticos utilizados
pela populagdo, indicando que esta planta pode ser uma fonte de metabdlitos secundarios
ativos contra bactérias.

Apesar de ser amplamente utilizada pela populacéo, poucos sdo os estudos publicados
que investigam o mecanismo de acdo da A. colubrina sobre os microrganismos causadores de
patologias. Estudos relatam a presenca de compostos importantes na casca do caule do angico
que podem justificar sua ampla utilizacdo pela populacéo, tais como taninos e polifendis totais
(Pessoa et al., 2012; Lima et al., 2014). Melo et al. (2010) identificou potencial antioxidante
médio para a A. colubrina, podendo apresentar funcao retardativa na velocidade da oxidacéo
de radicais livres, agindo como substancia importante na prevencéo de diversas doencas.

Em relacdo a atividade anti-inflamatdria investigada no presente estudo, os resultados
encontram-se expressos na Figura 1 e na Tabela 2.

FIGURA 1. Efeito da administracdo por via oral do extrato hidroalcoolico da Anadenanthera

colubrina (Vell.) Brenan sob o edema de pata induzido por carragenina.
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Fonte: Proprio Autor, 2019.

Como pode ser demonstrado na figura 1, houve alteracdes durante a administracdo do
extrato a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan com 100, 200 e 400 mg/Kg,
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respectivamente (30 min, e de 1 em 1 hora), e da indometacina, sendo 10 mg/Kg sobre o
edema de pata induzido por carragenina (1000pg/pata).

O grupo que recebeu a A. colubrina na concentragdo de 100 mg/Kg, dentre as
substancias em teste, apresentou 0 comportamento mais expressivo na inibicdo do edema, nao
havendo diferenca estatisticamente significativa com o resultado apresentado pelo controle,
indometacina (p>0,05). Observa-se, porém diferenca estatisticamente significativa da A.
colubrina (100 mg/Kg) e indometacina com as duas outras concentracdes da A. colubrina
(p<0,05).

Observa-se que o pico de inibicdo para a concentracdo de 100 mg/Kg da A. colubrina
foi no periodo de 1 hora, inibindo a inflamagdo em 75%, enquanto que para a indometacina

ocorreu no tempo méaximo, de 3 horas, com inibi¢cdo DE 91%.

TABELA 2. Efeito do extrato hidroalcodlico da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

sobre o volume do edema de pata induzido por carragenina (n = 6).

Grupos experimentais Media + E.P. Meédia % de Inibicao
A. colubrina (100mg/Kg) 0,46%0,3* 61
A. colubrina (200mg/Kg) 0,78+0,4 35,25
A. colubrina (400mg/Kg) 0,71+0,6 43
Idometacina (10mg/Kg) 0,24+0,2* 80
Controle 1,22+0,4 -

Fonte: Proprio Autor, 2019.

Torna-se importante observar que a Idometacina como farmaco de referéncia, mostrou
resultado significativo apds anélise de variancia (ANOVA) seguido do teste de t-Student (p <
0,05).

A inibicdo do edema de pata induzido por carragenina envolve mecanismos
relacionados com a producao de prostaglandinas, em especial PGE2a e PGF2a, apresentando
pico maximo entre 2 a 3 horas apds a aplicacdo, sendo a atividade equivalente a um anti-
inflamatdrio ndo-esteroidal (Sartori et al., 2003).

Santos et al. (2013) avaliaram o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo do
extrato aquoso da casca da A. colubrina em ratos e camundongos e verificaram consisténcia
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nos resultados, embasando o uso popular desta planta para tratamento de doencas
inflamatorias, sugerindo a presenca de componentes ativos para o desenvolvimento de agentes
farmacoldgicos, embora o mecanismo de acdo ainda precise ser elucidado. Damascena et al.
(2014), também avaliando o extrato aquoso da casca da A. colubrina, constataram efeitos
antinociceptivos orofaciais centrais e periféricos, evidenciando o potencial do extrato em

reduzir a propagacao dos mediadores inflamatdrios da dor.

4. Consideracdes Finais

De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, confirma-se a agéo da
indometacina como substancia anti-inflamatoria e sugere-se a necessidade de estudos mais
especificos para a comprovacao da A. colubrina com esta finalidade, uma vez que a inibicéo
da inflamacao ocorreu apenas para o extrato de menor concentragdo, com o pico ap6s 1 hora
da aplicacdo da carragenina.

Estudos futuros para determinacdo do mecanismo de acdo da A. colubrina como
antifangico sobre microrganismos do género Candida também sdo importantes, a fim de,
futuramente, isolar o principio ativo responsavel pelo expressivo efeito antifungico,

objetivando o desenvolvimento de farmacos e obtencao de futuras patentes.
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