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RESUMO 

 

Existe uma grande demanda por novos antifúngicos de diferentes classes estruturais, agindo 

seletivamente sobre novos alvos celulares, com menos efeitos colaterais, nesse sentido as 

plantas medicinais são excelentes fontes para obtenção de uma grande variedade de drogas. 

Objetivou-se investigar a atividade antifúngica do extrato vegetal de Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan, bem como caracterizá-lo fitoquimicamente e definir seu perfil 

térmico. Foram coletadas cascas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan na região do 

semiárido paraibano (7º22' 25" S, 35º 59' 32"W), obtido o extrato através de maceração, 

rotaevaporação e  liofilização. Para a Determinação da Concentração Inibitória Mínima foi 

utilizada a técnica de Microdiluição em Caldo e os microrganismos Candida albicans, (ATCC 

18804), Candida krusei (ATCC 34135), Candida guillermondii (ATCC 6260), Candida 

parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC 13803) e cepas clínicas recentemente 

isoladas de Candida albicans (LM 11, LM 70, LM 410). A Determinação da Concentração 

Fungicida Mínima foi realizada através de subcultivos em placas contendo ágar Sabouraud 

dextrose. A ação sobre a parede celular de Candida albicans foi investigada através da 

determinação da CIM do extrato vegetal na presença de sorbitol (0,8M), utilizando a técnica 

de microdiluição. Através de Microscopia Eletrônica de Varredura, avaliou-se a morfologia 

celular de Candida albicans tratada com a CIM do extrato vegetal, a CIM da suspensão de 

nistatina (100.000UI) e livre de tratamento. O efeito combinado das duas substâncias 

(nistatina e extrato vegetal de Anadenanthera colubrina) estudadas foi determinado a partir da 

técnica de microdiluição - checkerboard para derivação do Índice de Concentração Inibitória 

Fracionada (Índice CIF) e através do método de contagem de células viáveis (cinética do 

crescimento). Nessa última, foram analisadas as seguintes concentrações variadas do extrato, 

nistatina e associação dos produtos (CIM/8; CIM/4; CIM). Foram realizados os testes não 

paramétricos de Fridman e o teste de Kruskal Wallis (p<0,05). Na prospecção fitoquímica, 

determinou-se o teor de polifenóis totais, de flavonoides totais e de taninos condensados 

através de espectrofotometria. O perfil térmico foi traçado com a determinação das curvas 

termograviméricas (TG) e calorimetria exploratória diferencial (DSC). A toxidez foi avaliada 



através da quantificação de hemácias que sofrem lise celular frente à diferentes concentrações 

de extrato vegetal (0,25, 0,5, 1, 2, 4 mg/ml). Observou-se que a A.colubrina tem potencial 

fungistático frente todas as cepas padrão testadas, e, fungicida frente aos isolados clínicos 

recentes de Candida albicans. O aumento de 1mg/ml para 8mg/ml da CIM na presença de 

sorbitol sugere que esse extrato age modificando a parede celular do fungo. As imagens em 

MEV evidenciam a redução na quantidade de células fúngicas após o tratamento com o 

extrato vegetal e alterações na parede celular fúngica. O índice de FIC calculado foi de 0,375, 

indicando sinergismo entre a nistatina e o extrato vegetal. Na cinética, observou-se a 

manutenção do sinergismo entre os produtos testados ao longo do tempo (p<0,05). Foram 

determinados 53,18% de polifenois totais, 8,73% de taninos condensados e 0,28% de 

flavonoides. A curva TG do extrato A.colubrina, mostrou a ocorrência de três etapas de 

decomposição térmica, a perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre as 

temperaturas de 229,17ºC e 657,39ºC, com perda de 37,44%. As curvas DSC do extrato 

mostraram que os processos térmicos ocorreram no intervalo de temperatura entre 52,37 ºC a 

195,52ºC. No teste de toxidez, nenhuma das concentrações testadas chegou a ser a 

concentração citotóxica efetiva 50% (EC50). Conclui-se que o extrato vegetal da casca de 

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan é um recurso promissor na obtenção de um novo 

fármaco para tratamento de candidose oral. 
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ABSTRACT 

 

There is a great demand for new antifungals of different structural classes, acting selectively 

on new cellular targets with fewer side effects, accordingly medicinal plants are excellent 

sources for obtaining a wide variety of drugs. This study aimed to investigate the antifungal 

activity of the plant extract Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan and fitoquimicamente 

characterize it and set its thermal profile. Shells Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan 

were collected in the semiarid Paraiba (7º22 '25 "S, 35 ° 59' 32" W), the extract obtained by 

maceration, using a rotary evaporator and freeze region. For the Determination of Minimum 

Inhibitory Concentration  technique microdilution broth and microorganisms Candida 

albicans (ATCC 18804), Candida krusei (ATCC 34135), Candida guillermondii (ATCC 

6260), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC 13803) and clinical 

strains was used recently isolated from Candida albicans (LM 11, LM 70, LM 410). The 

Determination of Minimum Fungicidal Concentration was performed by subculture on 

Sabouraud dextrose agar plates. The action on the cell wall of Candida albicans was 

investigated by determining the MIC of plant extract in the presence of sorbitol (0.8M), using 

the microdilution technique. Through scanning electron microscopy, we evaluated the cellular 

morphology of Candida albicans treated with the MIC of plant extract, the MIC of nystatin 

suspension (100,000 UI) and free treatment. The combined effect of the two substances 

(nystatin and vegetable extract Anadenanthera colubrina) studied was determined from the 

microdilution technique - checkerboard for derivation of Fractional Inhibitory Concentration 

Index (FIC Index) and by the method of counting viable cells (kinetics growth). In the latter, 

the following different concentrations of the extract and nystatin products association (CIM; 

CIM/4; CIM/8) were analyzed. Nonparametric tests Fridman and the Kruskal Wallis test (p 

<0.05) were performed. In phytochemical screening, we determined the content of total 

polyphenols, total flavonoids and condensed tannins by spectrophotometry. The thermal 

profile was traced with the determination of termograviméricas curves (TG) and differential 

scanning calorimetry (DSC). The toxicity was assessed by quantitation of erythrocyte lysis 

suffering with different concentrations of plant extract (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg / ml). It was 

observed that the A.colubrina have fungistatic potential against all tested strains pattern, and 

fungicidal against recent clinical isolates of Candida albicans. An increase of 1 mg/ml to 

8mg/ml of MIC  in the presence of sorbitol suggests that this statement acts by modifying the 

fungal cell wall. The SEM images show the reduction in the amount of yeast cells after 

treatment with the plant extract and changes in the fungal cell wall. The FIC index was 



calculated at 0.375, indicating synergism between the nystatin and the plant extract. Kinetics 

was observed maintaining the synergism between the products tested over time (p <0.05). 

53.18% of total polyphenols were determined, 8.73% from 0.28% condensed tannins and 

flavonoids. The TG curve A.colubrina extract showed the presence of three stages of thermal 

decomposition, the more significant weight loss was observed between the extract 

temperatures and 229,17ºC 657,39ºC with loss of 37.44%. The DSC curves of the extract 

showed that the thermal processes occur at temperatures between 52,37 °C to 195,5°C. In 

toxicity testing, none of the tested concentrations became effective cytotoxic concentration 

50% (EC50). It is concluded that the plant extract from the bark of Anadenanthera colubrina 

(Vell.) Brenan is a promising resource in getting a new drug for treatment of oral candidiasis. 

 

 

KEYWORDS: Medicinal plants; Products with Antimicrobial Action, Candida. 
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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS  

 

 A candidose é uma infecção fúngica de caráter oportunista, causada por espécies de 

Candida. O gênero Candida compreende mais de 160 espécies, sendo apenas um número 

reduzido dessas, cerca de vinte, que estão comprovadamente associadas a processos 

patológicos humanos, devendo-se destacar: Candida albicans, Candida tropicalis, complexo 

Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida kefyr, Candida lusitaniae, 

Candida rugosa, Candida guilliermondii e Candida dubliniensis. (MORAN et al, 2004; 

OLIVEIRA et al., 2007; BARBEDO; SGARBI, 2010; KOTHAVADE et al., 2010; 

THOMPSON et al , 2010; HÁ et al., 2011; ZOMORODIAN et al , 2011).   

 As espécies de Candida compreendem leveduras comensais eucarióticas e, nos 

mamíferos, residem mais comumente nas superfícies mucosas do trato gastrointestinal e 

geniturinário (KUMAMOTO, 2011; SILVA-ROCHA et al., 2014). Exibem considerável 

plasticidade morfogênica, podendo crescer na forma unicelular, chamada de blastoconídios, 

que predomina nas formas comensais, e nas formas pseudo-hifas e hifas verdadeiras, que 

estão associadas aos estados patológicos. Essas últimas são mais resistentes aos mecanismos 

de defesa do hospedeiro, enquanto que os blastoconídios (leveduras) são mais sujeitos a ação 

dos fagócitos do sistema celular de defesa (BARBEDO; SGARBI, 2010). 

 A Candida albicans tem sido descrita na literarua como a prevalente e mais patogênica 

das espécies de Candida. É responsável pela maioria dos casos de candidose oral e sistêmica 

(MORAN et al , 2004;  THOMPSON et al , 2010; ZOMORODIAN et al , 2011; MCMANUS; 

COLEMAN, 2014). A C.albicans é uma espécie dimórfica que pode crescer como levedura 

ou forma filamentosa, e é uma das duas únicas espécies de Candida, capazes de formar 

verdadeiras hifas, assim como a C.dubliniensis. As hifas desempenham um papel fundamental 

nos processos de aderência e invasão de tecidos. (STOKES et al , 2007; ASMUNDSDÓTTIR 

et al , 2009; MCMANUS; COLEMAN, 2014). 

 As infecções causadas por Candida são mais frequentemente superficiais, ocorrendo 

nas superfícies mucosas úmidas dos indíviduos. Em pacientes gravemente 

imunocomprometidos, as infecções podem ser sistêmica e são significativas por causa de sua 

alta taxa de mortalidade associada (VAZQUEZ, 2010). Na candidose oral, os fatores 

predisponentes para o desenvolvimento da candidose oral podem ser classificados em fatores 

locais, tais como: uso de prótese, fluxo salivar reduzido e dieta rica em açúcar; e fatores 

sistêmicos do hospedeiro como idade avançada, doenças endócrinas a exemplo da diabetes, 
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imunossupressão, uso de antibióticos de largo espectro e deficiências nutricionais. 

(WILLIAMS; LEWIS, 2011). 

 Um recurso importante associado com a infecção por C.albicans é a formação de 

comunidades microbianas associadas à superfície, ou seja, o biofilme (MAYER et al., 2013). 

A formação deste biofilme é complexa, começa com a adesão de células de levedura a um 

substrato e a subsequente proliferação de células que formam uma camada basal ao longo da 

superfície de suporte (TSAI et al., 2014). O biofilme posteriormente entra na fase de 

maturação, que é caracterizada pelo crescimento de levedura, a elevação de crescimento de 

hifas, e de produção de materiais de matriz extracelular. Finalmente, as células amadurecem 

dispersas do biofilme no ambiente circundante (LOPEZ-RIBOT, 2005; BLANKENSHIP; 

MITCHELL, 2006; FINKEL; MITCHELL, 2011; TSAI et al., 2014) 

 Diversos fármacos são utilizados no tratamento de infecções fúngicas e dentre os mais 

indicados para o tratamento de candidose oral, destacam-se os derivados azólicos (fluconazol, 

miconazol e itraconazol) e os poliênicos (anfotericina B e nistatina) (ALMEIDA et al., 2012).  

Os antifúngicos azóis atuam inibindo enzimas oxidativas associadas ao Citocromo P450 

(CYP) e lanosterol 14α-desmetilase, bloqueando a conversão de lanosterol em ergosterol e 

levando a uma alteração da permeabilidade da membrana, prejudicando assim a estrutura e 

função da membrana celular fúngica (WILLIAMS; LEWIS, 2011). Por meio da inibição do 

citocromo P450 humano (CYP), os azóis podem iniciar interações medicamentosas 

indesejáveis, reduzindo a absorção do medicamento e aumentando o risco de efeitos adversos, 

bem como contribuindo para o surgimento de resistência da Candida. (WAKIEC et al., 2007; 

LEWIS, 2011). Os antifúngicos poliênicos ligam-se diretamente ao ergosterol formando 

canais transmembranares, o que aumenta significativamente a permeabilidade da membrana e 

causa vazamento do conteúdo celular (ZOTCHEV, 2003; CROY; KNOW, 2004; SILVA et 

al., 2006) . No entanto, apesar de uma maior afinidade para o esterol ergosterol, há uma 

tendência de que os poliênicos interajam também com o componente de membrana humana, 

colesterol, e isso pode levar a efeitos colaterais (ZOTCHEV, 2003; SHAPIRO et al., 2011).  

 O aumento de casos de infecções causadas por espécies de Candida e a consequente 

utilização excessiva de antimicrobianos, favoreceram, nas últimas décadas, à resistência 

dessas leveduras aos agentes antifúngicos convencionais (PINTO et al., 2008). Além disso, o 

aumento da resistência fúngica aos agentes terapeuticamente disponíveis é consequência do 

crescimento da população imunocomprometida e do uso cada vez mais frequente de profilaxia 

e auto-medicação (WANNMARCHER; FERREIRA, 2007). Adicionalmente, os antifúngicos 

clinicamente utilizados apresentam alguns inconvenientes em termos de toxidez, eficácia e 
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custo. Assim, existe uma grande demanda por novos antifúngicos de diferentes classes 

estruturais, agindo seletivamente sobre novas metas, com menos efeitos colaterais (ABAD; 

ANSUATEGUI; BERMEJO, 2007; MENEZES et al, 2009). Nesta perspectiva, alguns 

trabalhos têm investigado a atividade antifúngica de plantas medicinais com vistas ao 

desenvolvimento de novos fármacos (NAIR, 2007; ALVES et al., 2009; COSTA et al., 2009; 

MENEZES, 2009; PAIVA et al., 2009; KOLACZKOWSKI  et al., 2010; IRSHAD
 
et al., 

2011; MADHUMITHA; SARAL, 2011; JOTHY  et al., 2012; AZIZ  et al., 2013; ROUIS  et 

al., 2013; SADOWSKA et al., 2014). 

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), plantas medicinais seriam a 

melhor fonte para obter variedade de drogas. No entanto, essas plantas devem ser investigados 

para compreender melhor as suas propriedades, segurança e eficiência (YADAV; 

AGARWALA, 2011). A utilização de células vegetais para a produção de compostos naturais 

ou recombinantes de interesse comercial ganha cada vez mais atenção nas últimas décadas. 

Isso porque as plantas possuem um mecanismo denominado metabolismo secundário, 

imprescindível para a sobrevivência de uma espécie dentro de um ecossistema. Os 

metabólitos secundários das plantas desempenham um papel importante na adaptação das 

plantas ao seu ambiente, o que representa uma importante fonte de produtos farmacêuticos  

(HUSSAIN et al., 2012).  

 As plantas medicinais são fontes potenciais de moléculas bioativas com estrutura 

diferenciada e mecanismo de ação inovador, características que tem motivado a indústria 

farmacêutica a incentivar pesquisas visando desenvolvimento de medicamentos fitoterápicos 

(TRABULSI FILHO et al., 2013). Esse estímulo é fundamentado nas vantagens largamente 

atribuídas aos fitoterápicos como custos reduzidos e valorização das tradições populares. 

Considera-se, também, a comprovação científica dos efeitos sinérgicos decorrentes dos vários 

constituintes químicos presentes em uma espécie vegetal, com enfoque na associação dos seus 

compostos, que interagem em diferentes alvos moleculares, contribuindo na eficácia 

terapêutica. Isto sinalizada a necessidade de investigação científica incluindo espécies 

vegetais, principalmente as de amplo emprego na prática popular, selecionadas por estudos 

etnofarmacológicos, uma vez que constitui estratégias na busca de novos agentes terapêuticos. 

 Dentre as plantas potencialmente utilizadas pela população para fins medicinais 

encontra-se a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. A.colubrina, Leguminosae da 

subfamília Mimosoideae é popularmente conhecida como angico (OLIVEIRA et al., 2012) e 

utilizada pela população para tratamento de diarreia, tosse, bronquite, gripe, inflamações 

alergia, prurido, constipação, gastrite, entre outros usos (ALBUQUERQUE et al., 2007; 
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MEDEIROS et al., 2013; PEDONE-BONFIM et al., 2013). Estudos já comprovaram efeito 

analgésico de partes dessa planta devido aos seus efeitos anti-nociceptivos, mediado por 

mecanismos centrais e periféricos (DAMASCENA et al., 2014), como também potencial de 

cicatrização e reparação tecidual (PESSOA et al., 2012) e ainda atividade antimicrobiana 

contra biofilme de Pseudomonas aeruginosa (TRENTIN et al., 2013), contra Staphylococcus 

aureus (ROCHA et al., 2013; SILVA et al., 2013) e Enterococcus faecalis e Escherichia coli 

(ROCHA et al., 2013). A atividade antifúngica de A.colubrina já foi demonstrada por Lima et 

al. (2014) contra Candida albicans, no entanto, há necessidade de novos estudos com outras 

espécies padrão de Candida bem como de isolados clínicos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo Geral 

 

Avaliar propriedades biológicas do extrato da casca da Anadenanthera colubrina (Vell.) 

Brenan, relacionadas ao seu perfil antifúngico, fitoquímico e térmico. 

 

2.2.Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o potencial antifúngico do extrato hidroalcoólico da casca de Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan sobre espécies de Candida padrão e isolados clínicos recentes;  

 Avaliar a ação do extrato hidroalcoólico da casca de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan 

sobre a parede celular da Candida albicans; 

 Analisar a morfologia celular da C. albicans, tratada com o extrato vegetal, por meio da 

microscopia eletrônica de varredura; 

 Avaliar o efeito interativo entre o extrato vegetal e um antifúngico padrão (nistatina) frente à 

Candida albicans; 

 Determinar a cinética do crescimento/morte celular da Candida albicans frente ao extrato 

vegetal, ao antifúngico padrão e sua associação; 

 Avaliar a toxidez do extrato vegetal da casca de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan 

através do método de hemólise; 

 Analisar o perfil fitoquímico quantitativo do extrato vegetal; 

 Traçar o perfil térmico do extrato vegetal. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 

As etapas de realização da metodologia utilizada estão distribuídas na figura 1. 

 

Figura 1: Fluxograma das etapas da metodologia realizada. 

 

3.1.Material Vegetal 

 

Foram utilizadas cascas da planta da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, 

coletadas na região do semiárido paraibano, na Serra de Bodocongó, no município de 

Queimadas (7º22' 25" S, 35º 59' 32"W), mesorregião da Borborema e micro região do Cariri 

Oriental, sob orientação de um botânico. O material foi limpo, acondicionado em sacos de 

papel e seco em estufa de circulação de ar a 40ºC. O espécime testemunho encontra-se 

depositado na coleção do Herbário Manuel de Arruda Câmara (ACAM) da Universidade 

Estadual da Paraíba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraíba sob o registro nº 

667/ACAM. 

 

3.2.Obtenção do Extrato Vegetal 

 

Para obtenção dos extratos foi utilizado o processo de percolação em três filtragens 

casa 48 horas, em temperatura ambiente, utilizando como solvente o álcool etílico 80% em 
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uma proporção de 10g de planta seca moída para 25ml de álcool. O extrato foi evaporado à 

vácuo a cada extração, sendo liofilizado ao final das três filtragens. O material vegetal foi 

armazenado sob refrigeração. 

 

3.3.Atividade Antimicrobiana 

 

 Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no Laboratório de Ensaios e 

Medicamentos-Labdem da Universidade Estadual da Paraíba. 

 

3.3.1. Cepas microbianas 

 

 Os microrganismos utilizados foram: Candida albicans (ATCC 18804), Candida 

krusei (ATCC 34135), Candida guillermondii (ATCC 6260), Candida parapsilosis (ATCC 

22019), Candida tropicalis (ATCC 13803), cedidas pelo Laboratório de Materiais de 

Referência do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (Fundação Oswaldo 

Cruz- FIOCRUZ, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Também foram utilizadas cepas clínicas de 

Candida albicans (LM 11, LM 520, LM 70, LM 410) cedidas pelo Laboratório de Micologia 

da Universidade Federal da Paraíba.  

 

3.3.2. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 A Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada através da 

técnica de Microdiluição em Caldo, utilizando placas de 96 cavidades, com fundo em forma 

de “U” de (ALAMAR®). O inoculo microbiano foi preparado de acordo com as normas do 

documento M27A2 (CLSI, 2008). Foi padronizado em espectrofotômetro equivalente a uma 

absorbância de 0,08 a 0,10 a 530nm, e realizadas diluições seriadas de modo a obter uma 

solução microbiana diluída de 2,5x 10
3
 UFC/mL. Em cada poço da microplaca esterilizada de 

96 poços, foram depositados 100 µL do meio de cultura caldo Sabouraud dextrose (marca). 

Foram acrescidos 100 µL do extrato vegetal na concentração de 8mg/ml no primeiro poço da 

coluna, e em seguida, realizou-se diluições seriadas, de modo que 100 µL do conteúdo do 

primeiro poço foram homogeneizados e transferidos para o seguinte, obtendo-se 

concentrações decrescentes entre 2000 e 15,62µg/mL. Os 100 µL finais foram desprezados. 

Posteriormente, 100 µL de uma suspensão das leveduras, de crescimento recente (24 horas) 
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foram adicionados. Paralelamente, foram realizados o controle de viabilidade da cepa de 

leveduras ensaiada e controle de sensibilidade da cepa frente à nistatina. As placas foram 

incubadas por 24 horas a 37°C. Para confirmação da presença de microrganismos viáveis nas 

concentrações não inibitórias, foram adicionados 10μl, em cada poço, da solução aquosa de 

resazurina a 0,01%. Os microrganismos viáveis foram reduzidos da coloração azul para a 

coloração rosa. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

3.3.3. Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 

 Após a determinação da CIM, a concentração correspondente à inibitória e as duas 

concentrações imediatamente mais concentradas, bem como os controles positivos foram 

subcultivados em placas de ágar Sabouraud dextrose. Após 24 horas de incubação a 37ºC, as 

leituras das CFMs foram realizadas, sendo considerada CFM a menor concentração do extrato 

que impediu o crescimento visível do subcultivo. 

 

3.3.4. Ação do extrato vegetal de Anadenthera colubrina (Vell.) Brenan sob a 

parede celular de Candida albicans 

 

 A determinação da CIM do extrato vegetal na presença de sorbitol (0,8M) foi realizada 

pela técnica de microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades, com 

fundo em forma de “U” de (ALAMAR®). Em cada orifício da placa, foram adicionados 

100µl do meio caldo Sabouraud Dextrose (CSD) previamente adicionado ao sorbitol de peso 

molecular de 132,17g (VETEC Química Fina Ltda – Rio de Janeiro/RJ). Posteriormente, 

100µl do extrato vegetal foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por 

meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, foram obtidas concentrações decrescentes 

de 32 a 0,25mg/ml extrato. Em seguida, foram adicionados 10ul do inoculo microbiano na 

concentração de 5x10
6
 UFC/ml em cada cavidade. Um controle de microrganismo foi 

realizado colocando-se nas cavidades 100ul do mesmo caldo Sabouraud Dextrose e sorbitol 

(0,8M), 100ul de água destilada estéril e 10ul do inoculo microbiano. Um controle de 

esterilidade também foi realizado, onde foram colocados 100ul do caldo Sabouraud Dextrose 

em um orifício sem a suspensão dos fungos. As microplacas foram inoculadas e incubadas a 

37ºC por 48 horas para ser realizada a leitura com auxílio do corante resazurina. O 

experimento foi realizado em triplicata.  
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3.3.5. Análise da Morfologia Celular 

 

 

 A morfologia celular da C. albicans tratada com o extrato vegetal foi analisada por 

meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV), no Centro de Tecnologias Estratégicas 

do Nordeste (CETENE). Alíquotas de cepas fúngicas tratadas com o extrato vegetal e 

nistatina, bem como de cepas livres de antifúngico, em meio de cultura, foram centrifugadas a 

3500rpm por 15 minutos para a deposição do material biológico. Retirou-se o sobrenadante e 

fixou-se as amostras com uma solução de Glutaraldeído 2,5% e Tampão Cacodilato 0,1M. 

Realizou-se uma nova centrifugação e posterior lavagem com Tampão Caco 0,1M, e 

removendo-se o tampão, o material fúngico foi inserido em uma lamínula de vidro para e 

processado. O processamento consistiu de três lavagens com T.Caco 0,1M por 10 minutos, 

pós-fixação na proporção 1:1 Ósmio 2% + T.Caco 0,1M por 30 minutos para maior contraste 

do material na leitura, duas lavagens de  T.Caco 0,1M por 10 minutos e duas lavagens com 

água destilada por 10 minutos. Também foi realizada a desidratação com lavagem em acetona 

nas concentrações 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. O material foi seco em Ponto Crítico (CPD 

030 BAL-TEC) por 2 horas, e em seguida, foi realizada a montagem em stubbs (fita de 

carbono e tinta de prata) que atuam como condutor de elétrons. Por fim, realizou-se a 

metalização com ouro por 30min no Metalizador (LEICA EM SCD 500) e analisou-se em 

Microscópio Eletrônico de Varredura (QUANTA 200 FEG). 

 

3.3.6. Análise do efeito interativo 

 

3.3.6.1. Método checkerboard 

 

O efeito combinado das duas substâncias (nistatina e extrato vegetal de A. colubrina) 

foi determinado a partir da técnica de microdiluição – checkerboard para derivação do índice 

de concentração inibitória fracionada (Índice FIC). O inoculo microbiano foi padronizado em 

espectrofotômetro, no comprimento de onda de 530nm de modo a obter uma absorbância de 

0,08 a 0,10. Foram utilizadas soluções dos produtos testados em concentrações determinadas 

a partir de sua respectiva CIM. Inicialmente, 100ul do meio de cultura Sabouraud dextrose 

foram adicionados nos poços da microplaca estéril contendo 96 cavidades, com fundo em 

forma de “U” (ALAMAR
®
). Em seguida, 50ul de cada produto testado, em diversas 

concentrações (CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8) foram adicionados no 

sentido vertical (nistatina) e horizontal (extrato vegetal) da microplaca, assim como mostra a 
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Figura 2. O crescimento fúngico foi evidenciado pelo uso da solução aquosa de resazurina a 

0,01%. O ensaio foi realizado em triplicata sendo as microplacas incubadas a 37ºC por 48 

horas. 

O índice FIC foi calculado através da soma do FIC
A
 + FIC

B
, onde A representa o 

extrato vegetal e B a nistatina. O FIC
A
, por sua vez, é calculado através da CIM

A 

combinado/CIM
A 

sozinho, enquanto que o FIC
B
 = CIM

B
 combinado/CIM

B
 sozinho. Este 

índice foi interpretado da seguinte forma: sinergismo (<0,5), aditividade (0,5-1,0), indiferença 

(>1 e <4) ou antagonismo (>4) (ODDS, 2003). 
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Figura 2: Esquema para realização do ensaio para analisar o efeito interativo, pela técnica de 

checkerboard. 

 

3.3.6.2.Cinética do crescimento/morte celular 

 

 O estudo da interferência do extrato vegetal, associado ou não à nistatina, sobre as 

cepas fúngicas foi realizado através do método de contagem de células viáveis. Inicialmente, 

0,5ml da suspensão de leveduras foi inoculado em 4,5ml de caldo Sabouraud, contendo 

concentrações variadas do extrato (CIM/8; CIM/4, CIM), nistatina (CIM/8; CIM/4, CIM) e 

duas associação dos produtos (CIM/8 do extrato + CIM/4 da nistatina e CIM/8 da nistatina + 

CIM/4 do extrato). Nos intervalos 0min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 e 24 horas após a 

incubação, uma alíquota de 10ul desse inoculo foi uniformente inoculada com auxílio de uma 

alça calibrada em placa de Petri, contendo Ágar Sabouraud dextrose. Também foi realizado o 

experimento controle, com crescimento livre de antifúngico. As placas inoculadas foram 

incubadas a 35ºC por 48 horas. Após o período de incubação foi realizada a contagem do 

número de células viáveis, a qual foi expressa em UFC/ml e apresentada em forma da curva 

de morte microbiana.  Os dados foram analisados e processados pelo Software SPSS versão 
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20.0. Foram aplicados os testes de Friedman e Kruskal Wallis com nível de significância de 

5%. 

 

3.4.Prospecção Fitoquímica 

  

 Os ensaios para a prospecção fitoquímica foram realizados no Laboratório de 

Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos (LABDEM), Universidade Estadual da 

Paraíba. 

 

3.4.1. Determinação do teor de polifenóis totais 

 

 Para a determinação do teor de polifenóis totais, utilizou-se o método descrito por 

Chandra e Mejía (2004). Adicionou-se 1 mL da solução aquosa do extrato a 1 mL do reagente 

de Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida, 

adicionou-se 2 mL de uma solução aquosa de Na2CO3 a 20% (p/v), e a mistura permaneceu 

em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbância a 757 nm em 

espectrofotômetro (Shimadzu
®
 UV mini–1240), contra um branco composto por água 

destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solução a 20% de Na2CO3. 

 A curva de calibração foi obtida a partir de soluções de ácido gálico nas concentrações 

de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 µg/mL. A concentração de polifenóis foi expressa em 

miligramas equivalentes de ácido gálico. As análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.4.2. Determinação do teor de flavonoides 

 

 A determinação do conteúdo de flavonoides totais seguiu o método de Meda et al. 

(2005). A 5 mL de cada solução (em metanol) do extrato foi adicionado o mesmo volume de 

uma solução (em metanol) de AlCl3 a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10 

minutos antes da leitura da absorbância a 415 nm, contra um branco composto pela solução de 

AlCl3. 

 Utilizou-se para esta determinação uma curva de calibração obtida a partir de soluções 

de quercetina nas concentrações de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 µg/mL. A 
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concentração de flavonóides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina. As 

análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.4.3. Determinação do teor de taninos condensados 

 

 O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e 

Becker (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma 

solução de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCl 

concentrado (37%). A reação ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em água a cerca de 22 

°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solução de vanilina, HCl e 

uma solução de etanol 50% (v/v) em água. 

 A curva de calibração para este ensaio foi realizada utilizando-se soluções de 

catequina nas concentrações de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 µg/mL. A 

concentração de taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. 

As análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.5.Perfil térmico 

 

 Os ensaios da análise térmica foram realizados no Laboratório de Análise Térmica da 

unidade do Laboratório de Certificação e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste, 

Universidade Estadual da Paraíba (CERTBIO/UEPB.) 

 

3.5.1. Termogravimetria (TG) 

  

 As curvas termograviméricas (TG) não-isotérmicas foram obtidas utilizando-se um 

analisador simultâneo TG/DTA/DSC, modelo SDT Q600 (TA Instruments), usando cadinhos 

de alumina contendo amostras de 8±0,1 mg, em atmosfera de nitrogênio, sob um fluxo de 50 

mL min
-1

. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 900 °C, a uma 

razão de aquecimento de 10 °C min
-1

. Para a calibração do equipamento foi utilizado um 

padrão de oxalato de cálcio monohidratado. 
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3.5.2. Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

 

 As curvas DSC (calorimetria exploratória diferencial) foram obtidas em um 

calorímetro modelo DSC Q20 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de alumínio, 

contendo amostras de 2±0,1 mg, em atmosfera de nitrogênio, sob um fluxo de 50 mL min
-1

. 

Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 400 °C, a uma razão de 

aquecimento de 10 °C min
-1

. Para a calibração do equipamento, foi utilizado um padrão de 

Índio (p.f. = 156,6 °C). 

 

3.6.Toxidez 

 

 

 A toxidez do extrato de A.colubrina foi analisada pelo método de hemólise. Preparou-

se uma suspensão de hemácias 4% em solução salina 0,9%. Em seguida, 1 mL desta 

suspensão foi distribuída em tubos de ensaio e homogeneizadas com 1 mL do extrato diluído 

em diferentes concentrações a fim de se obter 0,25, 0,5, 1, 2 e 4mg/mL.  Após 1 hora, as 

amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos e foi  realizada a leitura visual, 

levando em consideração a quantidade de hemácias que sofreram lise. A visualização da 

hemólise foi classificada como: – (0% de hemólise), + (25% de hemólise), ++ (50% de 

hemólise), +++ (75% de hemólise) e ++++ (100% de hemólise), conforme estabelecido por 

Luize et al. ( 2005). Essa leitura foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de 

onda de 540 nm, (Shimadzu® UV mini – 1240), utilizando como branco a solução salina 5% 

para confirmar os resultados da leitura visual. Foram utilizados dois controles negativos, 

sendo um a suspensão de hemácias 4% e o outro o extrato vegetal diluído e como controle 

positivo foi utilizada a solução hemolizante Líquido de Turk.  
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RESUMO  

Objetivou-se investigar o perfil antifúngico da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, suas 

características fitoquímicas, térmicas e tóxica. Para avaliação do potencial antifúngico 

realizou-se a técnica da microdiluição em caldo, com determinação das Concentrações 

Inibitória Mínima(CIM) e Fungicida Mínima (CFM), utilizando-se espécies de Candida 

padrão e isolados clínicos recentes de Candida albicans, análise da ação sobre a parede 

celular e da morfologia celular da C. albicans tratada com o extrato bem como avaliação do 

efeito interativo entre o extrato vegetal e a nistatina sobre a C.albicans através do método 

checkerboard e a cinética de crescimento da C. albicans. Na prospecção fitoquímica, 

determinou-se o teor de polifenóis totais, flavonoides totais e taninos condensados através de 

espectrofotometria. O perfil térmico foi traçado com a determinação das curvas 

termograviméricas (TG) e calorimetria exploratória diferencial (DSC). A toxidez foi avaliada 

através da quantificação de hemácias que sofreram lise. O extrato hidroalcóolico da A. 

colubrina tem potencial fungistático frente todas as cepas testadas e age modificando a parede 

celular de Candida albicans. Houve sinergismo entre a nistatina e o extrato vegetal 

(FIC=0,375). O sinergismo mantido ao longo do tempo na curva de morte. Foram 

determinados 53,18% de polifenois totais, 8,73% de taninos condensados e 0,28% de 

flavonoides. A curva TG mostrou a ocorrência de três etapas de decomposição térmica, a 

perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre as temperaturas de 229,17ºC 

e 657,39ºC, com perda de 37,44%. As curvas DSC mostraram que os processos térmicos 

ocorreram no intervalo de temperatura entre 52,37 a 195,52ºC. Nenhuma das concentrações 
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testadas chegou a ser a concentração citotóxica efetiva 50% (EC50). Conclui-se que o extrato 

vegetal da casca de A.colubrina é um recurso promissor na obtenção de um novos compostos 

para tratamento de candidose oral. 

 

ABSTRACT 

This study aimed to investigate the antifungal profile Anadenanthera colubrina (Vell.) 

Brenan, their phytochemical, thermal and toxicity characteristics. To evaluate the antifungal 

potential was held Technique microdilution, with determination of Minimum Inhibitory 

Concentrations (MIC) and Minimum Fungicidal (CFM), using standard species of Candida 

and recent clinical isolates of Candida albicans, analysis of the action on cell and cell 

morphology of C.albicans treated with the extract and evaluate the interactive effect between 

the plant extract and nystatin on C.albicans through the checkerboard method and the kinetics 

of growth of C.albicans wall. In phytochemical screening, we determined the content of total 

polyphenols, total flavonoids and condensed tannins by spectrophotometry. The thermal 

profile was traced with the determination of termograviméricas curves (TG) and differential 

scanning calorimetry (DSC). The toxicity was evaluated by measuring erythrocyte lysed. The 

hydroalcoholic extract of A.colubrina has fungicidal potential against all tested strains and 

acts modifying the cell wall of Candida albicans. There was synergism between the nystatin 

and the plant extract (FIC = 0.375). Synergism maintained over time in the kill curve. 53.18% 

of total polyphenols were determined, 8.73% from 0.28% condensed tannins and flavonoids. 

The TG curve showed the presence of three stages of thermal decomposition, the more 

significant weight loss was observed between the extract temperatures and 229,17ºC 657,39ºC 

with loss of 37.44%. DSC curves show that the thermal processes occurred in the temperature 

range of 52.37 to 195,52ºC. None of the tested concentrations became effective cytotoxic 

concentration 50% (EC50). It is concluded that the plant extract from the bark of A.colubrina 

is a promising resource in getting a new compound for the treatment of oral candidiasis. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A candidose da região orofaríngea é a infecção oportunista mais frequente, com alta 

taxa de ocorrência, com predomínio da Candida albicans [1]. Os fatores predisponentes para 

o desenvolvimento da candidose oral podem ser classificados em fatores locais tais como uso 

de prótese, fluxo salivar reduzido e dieta rica em açúcar e fatores sistêmicos do hospedeiro 

como idade avançada, doenças endócrinas a exemplo da diabetes, imunossupressão, uso de 

antibióticos de largo espectro e deficiências nutricionais [2]. 

 Diversos fármacos são utilizados no tratamento de infecções fúngicas e dentre os mais 

indicados para o tratamento da candidose oral, destacam-se o miconazol, do grupo dos 

derivados azólicos e a nistatina do grupo dos poliênicos [3]. No entanto, a maioria dos 

antifúngicos clinicamente utilizados tem vários inconvenientes. O miconazol pode iniciar 

interações medicamentosas indesejáveis, reduzindo a absorção do medicamento e aumentando 

o risco de efeitos adversos por meio da da inibição do citocromo P450 humano [4,5]. A 

nistatina por ligar-se diretamente ao ergosterol, pode interagir também com o componente de 

membrana humana, colesterol, e isso pode levar a efeitos colaterais [6,7].  Além da 

toxicidade, a utilização frequentemente desses antifúngicos leva ao aparecimento de espécies 

resistentes. Assim, existe uma grande demanda por novos antifúngicos de diferentes classes 

estruturais, agindo seletivamente sobre novos alvos celulares, com menos efeitos colaterais 

[8]. Nesta perspectiva, tem sido investigada a atividade antifúngica de plantas medicinais com 

vistas ao desenvolvimento de novos medicamentos. 

 Dentre as plantas potencialmente utilizadas pela população para fins medicinais 

encontra-se a A Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. É popularmente conhecida como 

angico [9] e utilizada pela população para tratamento de diarreia, tosse, bronquite, gripe, 

inflamações e dano tecidual, alergia, prurido, constipação, gastrite entre outros usos  [10-12]. 

Estudos já comprovaram efeito analgésico de partes dessa planta devido aos seus efeitos anti-

nociceptivos, mediado por mecanismos centrais e periféricos [13], como também potencial de 

cicatrização e reparação tecidual [14], e ainda atividade antimicrobiana contra biofilme de P. 

aeruginosa [15], contra Staphylococcus aureus [16,17] e Enterococcus faecalis e Escherichia 

coli [16] e contra bofilme de Candida albicans [18]. O presente estudo objetiva investigar 

propriedades biológicas do extrato hidroalcoólico da casca da Anadenanthera colubrina 

(Vell.) Brenan, relacionadas ao seu perfil antifúngico, fitoquímico e térmico. 
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MATERIAL E MÉTODO 

 

Obtenção do Extrato Vegetal 

 

Foram utilizadas cascas da planta da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, 

coletadas na região do semiárido paraibano, na Serra de Bodocongó, no município de 

Queimadas (7º22' 25" S, 35º 59' 32"W), mesorregião da Borborema e micro região do Cariri 

Oriental, sob orientação de um botânico. O material foi limpo, acondicionado em sacos de 

papel e seco em estufa de circulação de ar a 40ºC. O espécime testemunho encontra-se 

depositado na coleção do Herbário Manuel de Arruda Câmara (ACAM) da Universidade 

Estadual da Paraíba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraíba sob o registro nº 

667/ACAM. Para obtenção dos extratos foi utilizado o processo de percolação em três 

filtragens casa 48 horas, em temperatura ambiente, utilizando como solvente o álcool etílico 

80% em uma proporção de 10g de planta seca moída para 25ml de álcool. O extrato foi 

evaporado à vácuo a cada extração, sendo liofilizado ao final das três filtragens. O material 

vegetal foi armazenado sob refrigeração. 

 

Atividade antimicrobiana 

 

Microrganismos 

 

Os microrganismos utilizados foram: Candida albicans (ATCC 18804), Candida krusei 

(ATCC 34135), Candida guillermondii (ATCC 6260), Candida parapsilosis (ATCC 22019), 

Candida tropicalis (ATCC 13803), cedidas pelo Laboratório de Materiais de Referência do 

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (Fundação Oswaldo Cruz- FIOCRUZ, 

Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Também foram utilizadas cepas clínicas de Candida albicans (LM 

11, LM 520, LM 70, LM 410) cedidas pelo Laboratório de Micologia da Universidade 

Federal da Paraíba.  

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 A Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada através da 

técnica de Microdiluição em Caldo, utilizando placas de 96 cavidades, com fundo em forma 

de “U” de (ALAMAR®). O inoculo microbiano foi preparado de acordo com as normas do 
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documento M27A2 (CLSI, 2008). Foi padronizado em espectrofotômetro equivalente a uma 

absorbância de 0,08 a 0,10 a 530nm, e realizadas diluições seriadas de modo a obter uma 

solução microbiana diluída de 2,5x 10
3
 UFC/mL. Em cada poço da microplaca esterilizada de 

96 poços, foram depositados 100 µL do meio de cultura caldo Sabouraud dextrose (marca). 

Foram acrescidos 100 µL do extrato vegetal na concentração de 8mg/ml no primeiro poço da 

coluna, e em seguida, realizou-se diluições seriadas, de modo que 100 µL do conteúdo do 

primeiro poço foram homogeneizados e transferidos para o seguinte, obtendo-se 

concentrações decrescentes entre 2000 e 15,62µg/mL. Os 100 µL finais foram desprezados. 

Posteriormente, 100 µL de uma suspensão das leveduras, de crescimento recente (24 horas) 

foram adicionados. Paralelamente, foram realizados o controle de viabilidade da cepa de 

leveduras ensaiada e controle de sensibilidade da cepa frente à nistatina. As placas foram 

incubadas por 24 horas a 37°C. Para confirmação da presença de microrganismos viáveis nas 

concentrações não inibitórias, foram adicionados 10μl, em cada poço, da solução aquosa de 

resazurina a 0,01%. Os microrganismos viáveis foram reduzidos da coloração azul para a 

coloração rosa. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

  

 Após a determinação da CIM, a concentração correspondente à inibitória e as duas 

concentrações imediatamente mais concentradas, bem como os controles positivos foram 

subcultivados em placas de ágar Sabouraud dextrose. Após 24 horas de incubação a 37ºC, as 

leituras das CFMs foram realizadas, sendo considerada CFM a menor concentração do extrato 

que impediu o crescimento visível do subcultivo. 

 

Ação sobre a parede celular de Candida albicans 

  

 A determinação da CIM do extrato vegetal na presença de sorbitol (0,8M) foi realizada 

pela técnica de microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades, com 

fundo em forma de “U” de (ALAMAR®). Em cada orifício da placa, foram adicionados 

100µl do meio caldo Sabouraud Dextrose (CSD) previamente adicionado ao sorbitol de peso 

molecular de 132,17g (VETEC Química Fina Ltda – Rio de Janeiro/RJ). Posteriormente, 

100µl do extrato vegetal foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por 

meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, foram obtidas concentrações decrescentes 

de 32 a 0,25mg/ml extrato. Em seguida, foram adicionados 10ul do inoculo microbiano na 
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concentração de 5x10
6
 UFC/ml em cada cavidade. Um controle de microrganismo foi 

realizado colocando-se nas cavidades 100ul do mesmo caldo Sabouraud Dextrose e sorbitol 

(0,8M), 100ul de água destilada estéril e 10ul do inoculo microbiano. Um controle de 

esterilidade também foi realizado, onde foram colocados 100ul do caldo Sabouraud Dextrose 

em um orifício sem a suspensão dos fungos. As microplacas foram semeadas e incubadas a 

37ºC por 48 horas para ser realizada a leitura com auxílio do corante resazurina. O 

experimento foi realizado em triplicata. 

 

Análise da Morfologia Celular de Candida albicans 

  

 A morfologia celular da C. albicans tratada com o extrato vegetal foi analisada por 

meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV), no Centro de Tecnologias Estratégicas 

do Nordeste (CETENE). Alíquotas de cepas fúngicas tratadas com o extrato vegetal e 

nistatina, bem como de cepas livres de antifúngico, em meio de cultura, foram centrifugadas a 

3500rpm por 15 minutos para a deposição do material biológico. Retirou-se o sobrenadante e 

fixou-se as amostras com uma solução de Glutaraldeído 2,5% e Tampão Cacodilato 0,1M. 

Realizou-se uma nova centrifugação e posterior lavagem com Tampão Caco 0,1M, e 

removendo-se o tampão, o material fúngico foi inserido em uma lamínula de vidro para e 

processado. O processamento consistiu de três lavagens com T.Caco 0,1M por 10 minutos, 

pós-fixação na proporção 1:1 Ósmio 2% + T.Caco 0,1M por 30 minutos para maior contraste 

do material na leitura, duas lavagens de  T.Caco 0,1M por 10 minutos e duas lavagens com 

água destilada por 10 minutos. Também foi realizada a desidratação com lavagem em acetona 

nas concentrações 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. O material foi seco em Ponto Crítico (CPD 

030 BAL-TEC) por 2 horas, e em seguida, foi realizada a montagem em stubbs (fita de 

carbono e tinta de prata) que atuam como condutor de elétrons. Por fim, realizou-se a 

metalização com ouro por 30min no Metalizador (LEICA EM SCD 500) e analisou-se em 

Microscópio Eletrônico de Varredura (QUANTA 200 FEG). 

 

Análise do efeito interativo 

 

Método Checkerboard 

 

O efeito combinado das duas substâncias (nistatina e extrato vegetal de A. colubrina) 

foi determinado a partir da técnica de microdiluição – checkerboard para derivação do índice 
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de concentração inibitória fracionada (Índice FIC). O inoculo microbiano foi padronizado em 

espectrofotômetro, no comprimento de onda de 530 nm de modo a obter uma absorbância de 

0,08 a 0,10. Foram utilizadas soluções dos produtos testados em concentrações determinadas 

a partir de sua respectiva CIM. Inicialmente, 100ul do meio de cultura Sabouraud dextrose 

foram adicionados nos poços da microplaca estéril contendo 96 cavidades, com fundo em 

forma de “U” (ALAMAR
®
). Em seguida, 50ul de cada produto testado, em diversas 

concentrações (CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8) foram adicionados no 

sentido vertical (nistatina) e horizontal (extrato vegetal) da microplaca, assim como mostra a 

Figura 2. O crescimento fúngico foi evidenciado pelo uso da solução aquosa de resazurina a 

0,01%. O ensaio foi realizado em triplicata sendo as microplacas incubadas a 37ºC por 48 

horas. 

O índice FIC foi calculado através da soma do FIC
A
 + FIC

B
, onde A representa o 

extrato vegetal e B a nistatina. O FIC
A
, por sua vez, é calculado através da CIM

A 

combinado/CIM
A 

sozinho, enquanto que o FIC
B
 = CIM

B
 combinado/CIM

B
 sozinho. Este 

índice foi interpretado da seguinte forma: sinergismo (<0,5), aditividade (0,5-1,0), indiferença 

(>1 e <4) ou antagonismo (>4) [19]. 

 

Cinética do Crescimento 

  

 O estudo da interferência do extrato vegetal, associado ou não à nistatina, sobre as 

cepas fúngicas foi realizado através do método de contagem de células viáveis. Inicialmente, 

0,5ml da suspensão de leveduras foi inoculado em 4,5ml de caldo Sabouraud contendo 

concentrações variadas do extrato (CIM/8; CIM/4, CIM), nistatina (CIM/8; CIM/4, CIM) e 

duas associação dos produtos (CIM/8 do extrato + CIM/4 da nistatina e CIM/8 da nistatina + 

CIM/4 do extrato). Nos intervalos 0min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 e 24 horas após a 

incubação, uma alíquota de 10ul desse inoculo foi uniformente inoculada em placa de Petri 

contendo Ágar Sabouraud dextrose. Também foi realizado o experimento controle, com 

crescimento livre de antifúngico. As placas inoculadas foram incubadas a 35ºC por 48 horas. 

Após o período de incubação, foi realizada a contagem do número de células viáveis, a qual 

foi expressa em UFC/ml e apresentada em forma da curva de morte microbiana.  Os dados 

foram analisados e processados pelo Software SPSS versão 20.0. Foram aplicados os testes de 

Friedman e Kruskal Wallis com nível de significância de 5%. 

 

 



41 

 

Prospecção Fitoquímica 

  

 Para a determinação do teor de polifenóis totais, utilizou-se o método descrito por 

Chandra e Mejía [20] com adição de 1 mL da solução aquosa do extrato a 1 mL do reagente 

de Folin-Ciocalteau 1N, e após um repouso de 2 minutos, adicionou-se 2 mL de uma solução 

aquosa de Na2CO3 a 20% (p/v), permanecendo em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, 

foi feita a leitura da absorbância a 757 nm em espectrofotômetro (Shimadzu
®
 UV mini – 

1240), contra um branco composto por água destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solução 

a 20% de Na2CO3. A curva de calibração foi obtida a partir de soluções de ácido gálico nas 

concentrações de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 µg/mL. A concentração de polifenóis 

foi expressa em miligramas equivalentes de ácido gálico.  

 A determinação do conteúdo de flavonoides totais seguiu o método de Meda et al. [21] 

em que 5 mL de cada solução (em metanol) do extrato foram adicionados o mesmo volume de 

uma solução (em metanol) de AlCl3 a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10 

minutos antes da leitura da absorbância a 415 nm, contra um branco composto pela solução de 

AlCl3. Utilizou-se para esta determinação uma curva de calibração obtida a partir de soluções 

de quercetina nas concentrações de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 µg/mL. A 

concentração de flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina.  

 O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar et 

al. [22], no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma solução 

de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCl concentrado 

(37%). A reação ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em água a cerca de 22°C. A leitura 

foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solução de vanilina, HCl e uma solução 

de etanol 50% (v/v) em água. A curva de calibração para este ensaio foi realizada utilizando-

se soluções de catequina nas concentrações de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 µg/mL. 

A concentração de taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de 

catequina. Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

Perfil térmico 

 

 As curvas termograviméricas (TG) foram obtidas utilizando-se um analisador 

simultâneo TG/DTA/DSC, modelo SDT Q600 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de 

alumina, contendo amostras de 8±0,1 mg, em atmosfera de nitrogênio, sob um fluxo de 50 mL 
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min
-1

. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 900 °C, a uma razão 

de aquecimento de 10 °C min
-1

. Para a calibração do equipamento foi utilizado um padrão de 

oxalato de cálcio monohidratado. As curvas DSC (calorimetria exploratória diferencial) foram 

obtidas em um calorímetro modelo DSC Q20 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de 

alumínio, contendo amostras de 2±0,1 mg, em atmosfera de nitrogênio, sob um fluxo de 50 

mL min
-1

. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 400 °C, a uma 

razão de aquecimento de 10 °C min
-1

. Para a calibração do equipamento, foi utilizado um 

padrão de Índio (p.f. = 156,6 °C). 

 

Toxidez 

 

 A toxidez do extrato de A.colubrina foi analisada pelo método de hemólise. Preparou-

se uma suspensão de hemácias 4% em solução salina 0,9%. Em seguida, 1 mL desta 

suspensão foi distribuída em tubos de ensaio e homogeneizadas com 1 mL do extrato diluído 

em diferentes concentrações a fim de se obter 0,25, 0,5, 1, 2 e 4mg/mL.  Após 1 hora, as 

amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos e foi  realizada a leitura visual, 

levando em consideração a quantidade de hemácias que sofreram lise. A visualização da 

hemólise foi classificada como: – (0% de hemólise), + (25% de hemólise), ++ (50% de 

hemólise), +++ (75% de hemólise) e ++++ (100% de hemólise), conforme estabelecido por 

Luize et al. [23]. Essa leitura foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de onda 

de 540 nm, (Shimadzu® UV mini – 1240), utilizando como branco a solução salina 5% para 

confirmar os resultados da leitura visual. Foram utilizados dois controles negativos, sendo um 

a suspensão de hemácias 4% e o outro o extrato vegetal diluído e como controle positivo foi 

utilizada a solução hemolizante Líquido de Turk. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Atividade Antimicrobiana 

 

Os resultados da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) do extrato hidroalcóolico da Anandenthera colubrina (Vell) Brenan estão 

expressos na Tabela 1. 

Tabela 1: Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) do extrato hidroalcóolico da casca de Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan e da nistatina (Sigma-Aldrich®), contra espécies de 

Candida. 

 ANGICO 

mg/ml 

NISTATINA 

mg/ml 

  (CIM)  (CFM)  (CIM)  (CFM) 

C. albicans 1 >2 0,006 0,006 

C. glabrata 0,5 >2 0,006 0,006 

C. krusei 1, >2 0,006 0,03 

C. guillermond 1 >2 0,006 0,006 

C. tropicalis 1 >2 0,006 0,01 

C.albicans 

LM11 

0,5 0,5 0,006 0,006 

C.albicans 

LM70 

0,25 0,25 0,006 0,006 

C. albicans  

LM 410 

0,5 0,5 0,006 0,006 

     

 

A observação dos resultados obtidos neste ensaio possibilita afirmar que o extrato 

vegetal da casca de Anadenanthera colubrina possui potencial antifúngico de caráter 

fungistático para as cepas padrão e fungicida para os isolados clínicos e de acordo com 

Aligiannis et al. [24], esse potencial é considerado forte para os isolados clínicos e moderado 

para as cepas padrão. A atividade encontrada também está de acordo com outros autores que 

consideram o extrato ativo contra microrganismos em concentrações menores ou igual a 

1mg/ml [25,26]. 
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Ação sobre a parede celular 

  

 Na Tabela 2, demonstra-se a Concentrações Inibitória Mínima do extrato vegetal de 

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan frente à Candida albicans (ATCC 18804) na 

presença e ausência de sorbitol. 

 

Tabela 2: Determinação da Concentração Inibitória Mínima do extrato vegetal de 

A.colubrina frente à cepas de Candida albicans na presença e ausência de sorbitol. 

   CONTROLES 

Microorganismo CIM 

(sem sorbitol) 

CIM 

(com sorbitol) 

Sorbitol Esterilidade 

C.albicans 1mg/ml 8mg/ml + _ 

(+) Presença de crescimento fúngico em caldo Sabouraud dextrose acrescido de sorbitol  e ausência de drogas. 

 

 O método utilizado baseia-se nos danos que produtos com atividade antifúngica 

produzem aos componentes da parede celular fúngica. O sorbitol tem uma função 

osmoprotetora, e osmoproteção é essencial para o crescimento de fungos. As células fúngicas 

que carecem de parede celular ou possuem parede celular danificada não podem crescer na 

ausência de sorbitol. Caso o produto atue sob a parede celular do fungo, ele provocará lise 

celular quando na ausência de um estabilizador osmóticom mas permitirá seu crescimento na 

presença desse suporte osmótico. O sorbitol, neste caso, funciona como o estabilizador 

osmótico para estabilizar os protoplastos de fungos. Os inibidores da parede celular dos 

fungos podem ser identificados quando os valores da CIM na presença do sorbitol são mais 

elevados do que os na sua ausência [27]. A elevação da CIM de 1mg/ml para 8mg/ml foi 

observada com relação ao extrato de A.colubrina, o que permite sugerir que esse extrato age 

modificando a parede celular do fungo.  

 A descoberta desse alvo de ação do extrato de A.colubrina representa um achado 

importante, uma vez que a parede celular dos fungos, que protege a célula das mudanças na 

pressão osmótica e outros stresses ambientais, ao mesmo tempo permitindo que a célula de 

fungo possa interagir com o seu ambiente, é uma estrutura que as células dos mamíferos não 

possuem [7,28]. Segundo Lacaz [29] e Chen et al. [30] há uma busca constante pelo 

desenvolvimento de novos antifúngicos que ofereçam seletividade e consequentemente mais 

segurança, que causem a inibição de um processo do patógeno que não exista no hospedeiro 

ou que sejam suficientemente diferentes, para que seu metabolismo seja pouco afetado. Desse 
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modo, o extrato vegetal de A.colubrina pode constituir um alvo para o desenvolvimento de 

drogas anti-fúngicas com maior especificidade.  

 

Análise da Morfologia Celular 

 

 As fotomicrografias por MEV das amostras tratadas demonstram o efeito da suspensão 

de nistatina (100.000UI) utilizada usualmente na clínica odontológica (Figura 3), e do extrato 

vegetal (Figura 4) sobre Candida albicans. Na Figura 5 está representado o controle do 

microrganismo sem tratamento.  

  
Figura 3: Fotomicrografia, por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), de cepas de 

Candida albicans (ATCC 18804) tratadas com nistatina (suspensão 100.000UI), após 24 

horas de incubação a 37°C. 

 

  
Figura 4: Fotomicrografia, por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), de cepas de 

Candida albicans (ATCC 18804) tratadas com extrato vegetal da casca de Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan (1mg/ml), após 24 horas de incubação a 37°C. 
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Figura 5: Fotomicrografia, por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), de Candida 

albicans (ATCC 18804) sem tratamento, após 24 horas de incubação a 37°C. 

 

 As imagens analisadas em MEV permitem visualizar redução na quantidade de células  

de C.albicans, quando comparadas aos controles, o que ratifica o perfil fungistático do 

extrato. Considerando a importância do equilíbrio e manutenção da microbiota oral, é 

aceitável a inativação do microrganismo por parte do extrato vegetal, sem removê-lo 

completamente da superfície em que reside comumente [31]. Também foi observada a 

modificação na parede celular da célula, apresentando perda do aspecto rugoso característico 

da célula sem tratamento, o que corrobora os achados de Lima et al. [16] que relataram o 

potencial de A.colubrina produzir alteração da parede celular da Candida albicans. Achados 

similiares foram encontrados por Alves et al. [32] quando investigaram a ação do extrato de 

Schinus terebinthifolius sobre a parede celular da Candida albicans utilizando o mesmo 

método. 

 

Efeito interativo 

 

Checkeboard 

 

 O efeito interativo entre o extrato de A.colubrina e a nistatina revelou atividade 

sinérgica, com FIC igual a 0,375 (Tabela 3). 
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Tabela 3: Concentração Inibitória Mínima (CIM) (ug / ml) do extrato vegetal e 

nistatina isolados e combinados e Índice de Concentração Inibitória Fractional (FIC) 

contra C.albicans. 

Produto MIC (sozinho) mg/ml 

Extrato Vegetal 1 

Nistatina 0,006 

Produto MIC (combinado) mg/ml 

Extrato  Vegetal 0,25 / 0,125 

Nistatina 0,00075 / 0,0015 

 FIC = 0,375 (sinergismo) 

 

 

 Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na atividade sinérgica. Johnson et al. 

[33] e Castro et al. [34] descreveram quatro deles: 1) inibição de diferentes estágios nas vias 

bioquímicas, intracelulares fúngicas essenciais a sobrevivência celular; 2) aumento da 

penetração do agente antifúngico proporcionada pela ação do outro antifúngico na membrana 

celular fúngica; 3) inibição de proteinases carreadoras e 4) inibição de diferentes alvos 

celulares simultaneamente. Provavelmente esse quarto efeito pode corresponder ao 

mecanismo sinérgico do extrato vegetal da A.colubrina com a nistatina, uma vez que a 

nistatina atua na membrana plasmática da célula fúngica e o extrato vegetal atuou em nível da 

parede celular [4,5].  

 Um dos protocolos mais simples e conhecido para determinação da interação de 

antimicrobianos é o teste checkerboard, que proporciona uma disposição bidimensional de 

concentrações diferentes das substâncias avaliadas. Esse teste permite o cálculo do Índice de 

Concentração Inibitória Fracional (FIC) [19].  O efeito sinérgico entre fármacos sintéticos e 

produtos naturais é encontrado na literatura com outras plantas, a exemplo das Melaleuca 

alternifolia, Thymus vulgaris, Mentha piperita e Rosmarinus officinalis com ciprofloxacina 

contra S. aureus e Klebsiella pneumonia, e com a anfotericina B contra cepas de C. Albicans 

[35]. 

 

Cinética do Crescimento 

 

 A partir do sinergismo encontrado, foi avaliada a inibição do extrato vegetal e nistatina 

sobre o crescimento celular de C.albicans, como também o efeito de duas combinações 

selecionadas a partir das menores concentrações das substâncias combinadas capazes de inibir 



48 

 

a formação de microrganismos (Figura 6). Observou-se a redução do número de UFC/ml 

(p<0,05) (Figuras 7, 8, 9). 

 

Figura 6: Microplaca da técnica de checkerboard após 24 horas de incubação a 37ºC, 

evidenciando as menores concentrações das soluções combinadas capazes de inibir o 

crescimento fúngico: CIM/4 da nistatina + CIM/8 do extrato vegetal e CIM/8 da nistatina + 

CIM/4 do extrato vegetal.  

 

 

 

Figura 7: Cinética do crescimento de C.albicans (ATCC 18804) sob atividade dos produtos 

de teste em CIM. 
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Figura 8: Cinética do crescimento de C.albicans (ATCC 18804) sob atividade dos produtos 

de teste em CIM÷4. 

 

 

Figura 9: Cinética do crescimento de C.albicans (ATCC 18804) sob atividade dos produtos 

de teste em CIM÷8. 

 

 O efeito sinérgico entre o extrato da A.colubrina e nistatina, mesmo em baixas 

concentrações, foi mantido ao longo do tempo, havendo redução do número de UFC/ml em 

relação ao controle. Sabe-se que compostos antifúngicos associados podem promover maior 

eficácia, sendo os métodos checkerboard e a curva de morte microbiana indicados para esta 

avaliação in vitro [36]. 

 As combinações sinérgicas de agentes antifúngicos podem ter efeitos positivos, como 

por exemplo, aumentar a taxa de eliminação fúngica, diminuir a duração da terapia, evitar o 

surgimento de resistência a drogas, ampliar o espectro de atividade, e diminuir a toxicidade 

relacionada com o fármaco, permitindo a utilização de doses mais baixas de agentes 
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antifúngicos [37]. Neste estudo, observou-se que o tempo de contato das substâncias com as 

células favoreceu positivamente tal redução. Esse fator tempo é importante na prospecção de 

antifúngicos, pois o uso prolongado de agentes antifúngicos e regimes posológicos 

prolongados parecem contribuir para o desenvolvimento de resistência microbiana [38]. 

 

Prospecção Fitoquímica 

 

 A prospecção fitoquímica do extrato da A.colubrina revelou alto teor de polifenois 

totais, flavonoides e taninos (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Caracterização fitoquímica quantitativa do extrato vegetal da casca da A.colubrina. 

 Polifenóis totais 

(equivalentes de 

ácido gálico/ %)  

Flavonoides 

(equivalentes de 

quercetina/ %) 

Taninos Condensados 

(equivalentes de 

catequina/ %) 

Extrato da 

A.colubrina 

53,18 0,28 8,73 

 

 A identificação de polifenois totais, flavonoides e taninos  corrobora os achados de 

Gomes de Melo et al. [39] e  Campos et al. [40].  

 A caracterização fitoquímica das espécies vegetais para determinação dos grupos de 

metabólitos secundários é considerada uma abordagem fundamental, visto que tais espécies 

dispõem de uma rica fonte de substâncias que podem ser úteis no desenvolvimento de formas 

terapêuticas [41]. O conhecimento dos constituintes químicos das plantas também é útil para a 

síntese de substâncias químicas complexas [42]. 

 O alto teor de compostos fenólicos encontrados pode ser o responsável pelo potencial 

antifúngico do extrato de A.colubrina. Tem sido sugerido que estas substâncias são capazes de 

causar instabilidade metabólica em C. albicans e destruir a atividade enzimática de 

proteossomas, contribuindo assim para a redução da taxa de crescimento dos 

microorganismas bem como a formação e maturação de biofilme  

 Os taninos fazem parte do grupo de compostos fenólicos e possuem atividade 

antimicrobiana comprovada devido a capacidade de precipitar proteínas [44], propiciando a 

inativação de adesinas, enzimas, ou o transporte de proteínas no envelope celular, interferindo 

no transporte de soluto, ou ainda diminuindo a disponibilidade de íons metálicos essenciais ao 
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metabolismo dos microrganismos [45,46]. A quantidade de taninos na casca do caule de 

A.colubrina poderia variar de 3,21 a 11,07%, segundo Monteiro et al. [47], sendo assim, o 

teor de taninos encontrado nesse estudo está de acordo com a literatura. A pequena variação 

existente ocorre porque a concentração destes compostos depende da interação planta-

ambiente, em resposta a diversos fatores biológicos e químicos, como concentração de 

nitrogênio e oxigênio no solo [48]. 

 Foram encontrados, embora em menor quantidade, flavonoides, que também 

compõem o grupo de compostos fenólicos [49]. Esse metabólito secundário também pode ser 

associado a ação antifúngica encontrada nesse estudo para o extrato de A.colubrina porque já 

foi demonstrado na literatura o potencial antifúngico de flavonoides [49-51].  

 

 

Perfil térmico 

 

 

 A curva TG do extrato A.colubrina, mostrou a ocorrência de três etapas de 

decomposição térmica e as curvas DSC do extrato mostraram que os processos térmicos 

ocorreram no intervalo de temperatura entre 52,37 a 195,52ºC (Fig. 10).  

 
Figura 10: Curvas TG e DSC. Razão de aquecimento de 10 °C min-1. Temperaturas de 25 a 

900 °C, para TG e de 25 a 400 °C para DSC. 

 

 A primeira etapa da TG ocorreu numa faixa de temperatura de 39,17 a 141,26ºC, 

representando a perda de massa da amostra em aproximadamente 5,97%. Essa etapa foi 
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atribuída à perda de água e de alguns produtos voláteis da amostra. Esse teor de umidade está 

de acordo com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira, esta estabelece para o controle de 

material vegetal um limite de 14% como valor máximo aceitável de umidade. Segundo Costa 

et al. [52], a TG é uma eficaz técnica para determinar o teor de umidade da planta e com estes 

resultados, é possível estabelecer parâmetros físicos para a secagem eficiente e boa 

conservação do material.  

A segunda etapa ocorreu dentro de um intervalo de temperatura de 141,26 a 229,17 ºC, 

possuindo uma perda de massa de 9,13%, correspondendo à primeira etapa de decomposição 

do extrato. A perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre as temperaturas 

de 229,17ºC e 657,39ºC, com perda de 37,44%. Este evento provavelmente está relacionado 

com os metabólitos presentes na planta, já identificados como taninos e flavonoides.   

Na curva DSC, foi observado um pico endotérmico em 69,96ºC, que pode estar 

relacionado à vaporização da amostra, com perda de água e de constituinte voláteis da 

amostra. Os processos de decomposição começam acima de 195,52ºC, os quais possivelmente 

se referem à decomposição inicial de metabólitos secundários presente na amostra como 

flavonoides, taninos entre outros [52]. Essa temperatura elevada para início da decomposição 

dos compostos presentes na planta sugerem uma boa estabilidade do extrato vegetal. 

 Segundo Oliveira et al. [53], os dados obtidos por análise térmica estão diretamente 

relacionados com a qualidade  final de um produto farmacêutico, seja quanto à eficácia 

terapêutica  do medicamento ou à estabilidade do mesmo ao longo do prazo de  validade. A 

TG é utilizada para medir a variação de massa em função da temperatura em uma atmosfera 

controlada sob um programa de aquecimento.  A DSC é utilizada para medir a diferença de 

fluxo de calor entre uma substância e um material de referência em função de um programa 

de aquecimento ou resfriamento. Todavia, algumas dificuldades são encontradas na obtenção 

de picos reprodutíveis de extratos de plantas nas curvas de DSC.  Isso ocorre pelo fato de que 

esses extratos são uma mistura de substâncias que interagem entre si, na matriz vegetal. Além 

disso, muitas vezes os produtos de degradação são formados em diferentes concentrações 

devido a vários fatores, como a forma e imperfeições das partículas, perda de produtos 

gasosos e a taxa de aquecimento da amostra. Além do que, as impurezas presentes em extratos 

de plantas, tem um efeito direto sobre a largura dos picos obtidos no processo endotérmico 

[52,54]. 
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Toxidez 

  

 O extrato de A.colubrina apresentou toxidez equivalente a 25% em relação ao controle 

positivo, no ensaio de hemólise (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Leitura visual da hemólise das suspensões de hemácias testadas com extrato 

liofilizado de Anandenanthera colubrina Vell. Brenan. Utilizou-se como referência: – 

(0% de hemólise), +(25% de hemólise, ou abaixo de 25%), ++ (50% de hemólise), +++ 

(75% de hemólise). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 Nenhuma das concentrações testadas chegou a ser a concentração citotóxica efetiva 

50% (EC50), ou seja, capaz de hemolisar 50% de uma suspensão a 4% de eritrócitos [55]. 

Outros estudos in vitro devem ser realizados a fim de avaliar a biocompatibilidade do extrato 

vegetal de A.colubrina mimetizando as condições biológicas da mucosa oral bem como 

ensaios in vivo. Apesar das plantas já serem utilizadas na medicina tradicional, os ensaios de 

toxidez são fundamentais, uma que as plantas podem apresentar toxidez de acordo com a 

utilização, com o tempo de tratamento e com a forma de preparo do medicamento. 

 

 

CONCLUSÃO 

 

 O extrato hidroalcoólico da casca da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan 

apresentou atividade fungistática frente às cepas estudadas, ação sobre a parede celular 

fúngica e sinergismo com a nistatina. O extrato exibiu alto teor de polifenois totais e boa 

estabilidade térmica. Novos estudos devem ser realizados a fim de compreender os 

Concentrações 

(mg/mL) 
Absorbância Intensidade de hemólise 

4 0,505 + 

2 0,339 + 

1 0,156 + 

0,5 0,043 + 

0,25 0,021 + 

Liquido de Turk 

(controle positivo) 

1,757 

 

++++ 
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mecanimos de ação envolvidos na atividade antifúngica do extrato vegetal de A.colubrina 

com vistas à produção de um novo medicamento para tratamento de candidose oral. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados deste estudam demonstram o potencial antifúngico da Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan contra cepas padrão de Candida albicans, Candida krusei, Candida 

guillermondii, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e fungicida contra isolados clínicos 

de Candida albicans. Quanto ao possível alvo de ação do extrato vegetal sobre Candida 

albicans, foi possível constatar a ação do extrato sobre a parede celular fúngica o que pode 

representar uma alternativa mais seletiva aos antifúngicos comumente utilizados. Observou-se 

também através de microscopia, a considerável redução de células viáveis após o tratamento 

com o extrato vegetal e a modificação da parede celular. A interação do extrato da 

A.colubrina com a nistatina (antifúngico padrão) demonstrou-se a ação sinérgica entre as 

substâncias testadas (extrato vegetal e nistatina). Na cinética microbiana, observou-se a 

manutenção do sinergismo ao longo do tempo com redução estatisticamente significativa do 

número de células viáveis. A caracterização fitoquímica revelou um alto teor de compostos 

fenólicos, que possivelmente são responsáveis pelo potencial antifúngico do extrato vegetal 

de A.colubrina. O perfil térmico do extrato vegetal foi traçado, obtendo-se três etapas de 

decomposição térmica em TG e temperatura elevada para início da decomposição dos 

compostos em DSC, o que pode sugerir boa estabilidade. As cinco concentrações do extrato 

vegetal testadas não apresentram toxidez. Novos estudos devem ser realizados a fim de 

compreender os mecanimos de ação envolvidos na atividade antifúngica do extrato vegetal de 

A.colubrina com vistas à produção de um novo medicamento para tratamento de candidose 

oral. 
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To qualify for authorship, a researcher should contribute to all of the following: 

1. Conception and design of the work, acquisition of data, or analysis and interpretation of data 

2. Drafting the article or revising it critically for important intellectual content 

3. Final approval of the version to be published 
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should be listed. Each author must have participated sufficiently in the work to take public 

responsibility for appropriate portions of the content. Those who contributed to the work but 

do not qualify for authorship should be listed in the acknowledgments. 

When a large group or center has conducted the work, the author list should include the 

individuals whose contributions meet the criteria defined above, as well as the group name. 

One author should be designated as the corresponding author, and his or her email address or 

other contact information should be included on the manuscript cover page. This information 

will be published with the article if accepted. 

Abstract 

The abstract should: 

 Describe the main objective(s) of the study 

 Explain how the study was done, including any model organisms used, without 

methodological detail 

 Summarize the most important results and their significance 

 Not exceed 300 words 

Abstracts should not include: 

 Citations 

 Abbreviations, if possible 

 

Introduction 

The introduction should: 

 Provide background that puts the manuscript into context and allows readers outside the field 

to understand the purpose and significance of the study 

 Define the problem addressed and why it is important 

 Include a brief review of the key literature 

 Note any relevant controversies or disagreements in the field 
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 Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment about whether 

that aim was achieved 

 

Materials and Methods 

This section should provide enough detail to allow suitably skilled investigators to fully 

replicate your study. Specific information and/or protocols for new methods should be 

included in detail. If materials, methods, and protocols are well established, authors may cite 

articles where those protocols are described in detail, but the submission should include 

sufficient information to be understood independent of these references. 

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established methods 

as Supporting Information. Further information about formatting Supporting Information 

files, can be found here. 

Methods sections of papers on research using human or animal subjects and/or tissue or field 

sampling must include required ethics statements. See theReporting Guidelines for human 

research, clinical trials, animal research, and observational and field studies for more 

information. 

Methods sections of papers with data that should be deposited in a publicly available 

database should specify where the data have been deposited and provide the relevant 

accession numbers and version numbers, if appropriate. Accession numbers should be 

provided in parentheses after the entity on first use. If the accession numbers have not yet 

been obtained at the time of submission, please state that they will be provided during review. 

They must be provided prior to publication. A list of recommended repositories for different 

types of data can be found here. 

Methods sections of papers using cell lines must state the origin of the cell lines used. See 

the Reporting Guidelines for cell line research for more information. 

Methods sections of papers adding new taxon names to the literature must follow the 

Reporting Guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal taxon. 

Results, Discussion, and Conclusions 

http://www.plosone.org/static/supportingInformation
http://www.plosone.org/static/guidelines#human
http://www.plosone.org/static/guidelines#human
http://www.plosone.org/static/guidelines#clinical
http://www.plosone.org/static/guidelines#animal
http://www.plosone.org/static/guidelines#observational
http://www.plosone.org/static/guidelines#accession
http://www.plosone.org/static/guidelines#cell
http://www.plosone.org/static/guidelines#zoological
http://www.plosone.org/static/guidelines#botanical
http://www.plosone.org/static/guidelines#fungal
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These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed Results/Discussion 

section (commonly labeled "Results and Discussion") or a mixed Discussion/Conclusions 

section (commonly labeled "Discussion"). These sections may be further divided into 

subsections, each with a concise subheading, as appropriate. These sections have no word 

limit, but the language should be clear and concise. 

Together, these sections should describe the results of the experiments, the interpretation of 

these results, and the conclusions that can be drawn. Authors should explain how the results 

relate to the hypothesis presented as the basis of the study and provide a succinct explanation 

of the implications of the findings, particularly in relation to previous related studies and 

potential future directions for research. 

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so authors 

should avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONEPublication Criteria for more 

information. 

Acknowledgments 

People who contributed to the work but do not fit the PLOS ONE authorship criteria should be 

listed in the acknowledgments, along with their contributions. You must ensure that anyone 

named in the acknowledgments agrees to being so named. 

Funding sources should not be included in the acknowledgments, or anywhere in the 

manuscript file. You will provide this information during the manuscript submission process. 

References 

General guidelines 

 Authors may cite any and all available works in the reference list. 

 Authors may not cite unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been 

submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”). 

 If an article is submitted to a journal and also publicly available as a pre-print, the pre-print 

may be cited. 

 If related work has been submitted to PLOS ONE or elsewhere, authors should include a copy 

with the submitted article as confidential supplementary information, for review purposes 

only. 

http://www.plosone.org/static/publication#data support
http://www.plosone.org/static/editorial#authorship
http://www.plosone.org/static/editorial#related
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 Authors should not state 'unpublished work' or 'data not shown,' but instead include those data 

as supplementary material or deposit the data in a publicly available database. 

 Authors should not state 'unpublished work' or 'data not shown,' but instead include those data 

as supplementary material or deposit the data in a publicly available database. 

Reference formatting 

References must be listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they 

appear in the text. In the text, citations should be indicated by the reference number in 

brackets. Journal name abbreviations should be those found in the NCBI databases. A number 

of reference software companies supply PLOS style files (e.g., Reference Manager, EndNote). 

References should be formatted as follows: 

 Published papers. Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, et al. (2011) cDNA, genomic 

sequence cloning and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda 

(Ailuropoda melanoleuca). Genet Mol Res 10: 1576-1588. 

Note: Use of a DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in 

addition to traditional volume and page numbers. 

 

 Accepted, unpublished papers. Same as above, but “In press” appears instead of the page 

numbers. 

 

 Electronic journal articles. Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM (2005) The health 

impacts of globalisation: a conceptual framework. Global Health 1: 14. Available: 

http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14. Accessed 25 January 2012. 

 

 Books. Bates B (1992) Bargaining for life: A social history of tuberculosis. Philadelphia: 

University of Pennsylvania Press. 435 p. 

 

 Book chapters Hansen B (1991) New York City epidemics and history for the public. In: 

Harden VA, Risse GB, editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of 

Health. pp. 21-28. 

 

 Published media, not peer-reviewed. Examples: print or online newspapers and magazine 

articles. Fountain H (29 Jan 2014). For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
http://www.refman.com/rmhome.asp
http://www.endnote.com/
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Change Is Another Danger. The New York Times. 

Available:http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-

penguins-study-finds.html. Accessed 17 March 2014. 

 

 New media, unregulated. Examples: blogs, websites, and other written works. Allen L (01 

Sept 2010) Announcing PLOS Blogs. 

Available:http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/. Accessed 17 March 

2014. 

 

 Master of Science and Doctor of Philosophy theses. Wells A (1999) Exploring the 

development of the independent, electronic, scholarly journal. M.Sc. Thesis, The University 

of Sheffield. Available: http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09. Accessed 17 

March 2014. 

 

 Databases and repositories. Examples: figshare, archive.com. Roberts SB (2013) QPX 

Genome Browser Feature Tracks. Database: 

figshare.http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214. 

Accessed 17 March 2014. 

 

 Multimedia. Examples: videos, movies, and TV shows. Hitchcock A, producer and director 

(1954) Rear Window [Film]. Los Angeles: MGM. 

 

Tables 

Tables should be included at the end of the manuscript. All tables should have a concise title. 

Footnotes can be used to explain abbreviations. Citations should be indicated using the same 

style as outlined above. Tables occupying more than one printed page should be avoided, if 

possible. Larger tables can be published as Supporting Information. Please ensure that table 

formatting conforms to our Guidelines for table preparation. 

Figure Legends 

Figures should not be included in the manuscript file, but figure legends should be. Guidelines 

for preparing figures can be found here. 

http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-penguins-study-finds.html
http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-penguins-study-finds.html
http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/
http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09
http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214
http://www.plosone.org/static/guidelines#references
http://www.plosone.org/static/supportingInformation
http://www.plosone.org/static/figureGuidelines#tables
http://www.plosone.org/static/figureGuidelines
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Figure legends should describe the key messages of a figure. Legends should have a short title 

of 15 words or less. The full legend should have a description of the figure and allow readers 

to understand the figure without referring to the text. The legend itself should be succinct, 

avoid lengthy descriptions of methods, and define all non-standard symbols and 

abbreviations. 

Further information about figure legends can be found in the Figure Guidelines. 

Accession Numbers 

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public resources. 

Please provide the relevant accession numbers (and version numbers, if appropriate). 

Accession numbers should be provided in parentheses after the entity on first use. Suggested 

databases include, but are not limited to: 

 ArrayExpress 

 BioModels Database 

 Database of Interacting Proteins 

 DNA Data Bank of Japan [DDBJ] 

 DRYAD 

 EMBL Nucleotide Sequence Database 

 GenBank 

 Gene Expression Omnibus [GEO] 

 Protein Data Bank 

 UniProtKB/Swiss-Prot 

 ClinicalTrials.gov 

In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all 

entities such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public 

database, for example: 

 Ensembl 

 Entrez Gene 

 FlyBase 

 InterPro 

 Mouse Genome Database (MGD) 

 Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 

http://www.plosone.org/static/figureGuidelines#titles
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
http://www.ebi.ac.uk/biomodels/
http://dip.doe-mbi.ucla.edu/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://datadryad.org/
http://www.ebi.ac.uk/embl/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://www.rcsb.org/pdb/
http://www.ebi.ac.uk/swissprot/
http://clinicaltrials.gov/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene
http://flybase.bio.indiana.edu/
http://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.informatics.jax.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
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 PubChem 

Providing accession numbers allows linking to and from established databases and integrates 

your article with a broader collection of scientific information. 

Striking Images 

Authors are encouraged to upload a "striking image" that may be used to represent their paper 

online in places like the journal homepage or in search results. The striking image must be 

derived from a figure or supporting information file from the paper, ie. a cropped portion of 

an image or the entire image. Striking images should ideally be high resolution, eye-catching, 

single panel images, and should ideally avoid containing added details such as text, scale bars, 

and arrows. If no striking image is uploaded, a figure from the paper will be designated as the 

striking image. 

Please keep in mind that PLOS's Creative Commons Attribution License applies to striking 

images. As such, do not submit any figures or photos that have been previously copyrighted 

unless you have express written permission from the copyright holder to publish under the 

CCAL license. Note that all published materials in PLOS ONE are freely available online, 

and any third party is permitted to read, download, copy, distribute, and use these materials in 

any way, even commercially, with proper attribution. 

Care should be taken with the following image types in particular: 

1. PLOS ONE is unable to publish any images generated by Google software (Google Maps, 

Street View, and Earth) 

2. Maps in general are usually copyrighted, especially satellite maps 

3. Photographs 

4. Commercial or government images, slogans, or logos 

5. Images from Facebook or Twitter 

Authors must also take special care when submitting manuscripts that contain potentially 

identifying images of people. Identifying information should not be included in the 

manuscript unless the information is crucial and the individual has provided written consent 

by completing the Consent Form for Publication in a PLOS Journal (PDF). 

For license inquiries, e-mail license [at] plos.org. 

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/deposit/deposit_help.html
http://creativecommons.org/licenses/by/2.5/
http://www.plosone.org/static/plos_consent_form.pdf

