uepb

Universidade. B
ESTADUAL DA PARAIBA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
AREA DE CONCENTRACAO: CLINICAS ODONTOLOGICAS
NIVEL: MESTRADO

EVELINE ANGELICA LIRA DE SOUZA SALES ROCHA

ATIVIDADE ANTIFUNGICA, CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E PERFIL
TERMICO DA ANADENANTHERA COLUBRINA (VELL.) BRENAN

CAMPINA GRANDE - PB
2014



EVELINE ANGELICA LIRA DE SOUZA SALES ROCHA

ATIVIDADE ANTIFUNGICA, CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E PERFIL
TERMICO DA Anadenanthera colubrina (VELL.) BRENAN

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em  Odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba, como
requisito a obtencéo do titulo de Mestre em

Odontologia.

Orientadora: Prof.2 Dr? Edja Maria Melo
de Brito Costa

CAMPINA GRANDE - PB
2014



E expressamente proibida a comercializag3o deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua reproducdo total ou parcial & permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproduc&o figure a identificacdo do autor, titulo, instituicdo e ano da dissertacao.

R&672a Rocha, Eveline Angélica Lira de Souza Sales.
Atividade antifungica, caracterizacdo fitoquimica e perfil
térmico da Anadenanthera colubrina (Vell ) Brenan [manuscrito] /
Eveline Angélica Lira de Souza Sales Rocha. - 2014
81 p. - il. color.

Digitado.
Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) - Universidade

Estadual da Paraiba, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude,
2014.

"Orientacao: Profa. Dra. Edja Maria Melo de Brito Costa,
Departamento de Odontologia”.

1. Plantas medicinais. 2. Acdo Antimicrobiana. 3. Candida
albicans. |. Titulo.

21.ed. CDD 615.321




EVELINE ANGELICA LIRA DE SOUZA SALES ROCHA

ATIVIDADE ANTIFUNGICA, CITOTOXICIDADE, CARACTERIZACAO
FITOQUIMICA E PERFIL TERMICO DA Anadenanthera colubrina (VELL.)
BRENAN

DATA DA DEFESA: 29/07/2014

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Shéré Luis Souza dos Santos/UFRJ

Membro Titular (Examinador externo)

an\c»\ (glc/th*f\ D e ey

Prof‘\. Dr*. Ana Claudia Dantas de Medeiros/UEPB

Membro Titular (Examinador interno)

M Melo 4 B Gt

Prof". Dr*. Edja Maria Melo de Brito Costa/UEPB

Membro titular (Orientadora)



Dedico
Aos meus maiores exemplos de competéncia e
equilibrio:
minha mae Angela Maria e meu esposo Francisco

Cordao.



AGRADECIMENTOS

Ao Deus Todo Poderoso, Jeovd, Criador da vida e provisor de tudo que é bom. Que
me capacitou e me deu entendimento e sabedoria para realizar o que achei que néo
conseguiria com as minhas proprias forgas, que me mostrou a cada dia, através da sua Palavra
inspirada, o que realmente importa na vida.

A minha mée, Angela Maria, aquela em que me espelho todos os dias a fim de poder
me tornar alguém semelhante, minha maior fa e incentivadora que apoiou e patrocinou todos
0S meus sonhos e sempre acreditou no meu potencial.

Ao meu amado e precioso esposo, Francisco Corddo, um verdadeiro presente em
minha vida, que torna a caminhada leve e que deu um grande apoio emocional, espiritual,
moral e cientifico em todas as etapas de consecucao desse trabalho.

A minha amada familia e amigos, em especial, minhas irmds Mariangela e Claudia que
sempre estdo ao meu lado e torcem pelo meu sucesso.

A minha querida orientadora, Profa. Dra. Edja, que se tornou uma parceira nos
desafios e conquistas. Sempre que necessario compreendeu, ouviu, questionou, exigiu,
corrigiu e também reanimou. Nunca deixou de acreditar que fariamos boas coisas juntas e que
colheriamos os frutos disso.

A professora Dra. Ana Claudia, uma grande amiga que ganhei na graduagio e que
sempre me acompanha, ensina e encoraja. Com sua magistral arte de dirigir o Labdem, me
deixou um grande exemplo para a profissional que pretendo ser um dia. Abriu as portas do
laboratério, e com muita simplicidade e humildade, apesar de sua posicdo de autoridade,
sempre esteve disponivel e acessivel.

A Coordenacio do Mestrado nas pessoas dos professores Dra. Patricia e Dr. Cassiano,
as secretarias Marcia e Fabricia, e aos demais professores do Programa de Pds-Graduacdo em
Odontologia da UEPB, Drs. Sérgio, Gustavo, Alessandro e Dras. Ana Flavia, Daliana,
Daniela e Pollianna que contribuiram para a minha titulacéo.

Aos professores Dr. Ricardo Castro, Dra. Karina Saraiva, Dr. Bolivar Damasceno e
Dr. Germano Véras que contribuiram com seus ensinamentos e de maneira logistica na
realizacéo desse trabalho.

Aos amigos queridos da turma de mestrado, Emmanuel, Julyanna, Janaina, lanny,
Kevan, Marayza, Monalisa, Rafaella, Patricia e Thaise, que tornaram essa experiéncia em

minha vida mais rica. Por dois anos, tivemos uma excelente convivéncia, nos divertimos



muito uns com o0s outros e aprendemos ainda mais, e, certamente, fizemos a base para lindas e
duradouras amizades.

Ao parceiro e amigo lvison, um agradecimento especial por sua amizade, suas
palavras sabias, pelas risadas, pelo encorajamento, pelas publicacdes, pelas viagens cientificas
e por acreditar mais do que eu mesma no meu potencial.

Aos amigos do Labdem Thiago, Elaine, Fernando, Monik, Laianne, Aline, Jocimar,
René, Fernanda, Michele e em especial Deysiane, Cleildo, Felipe e Yuri que contribuiram na
realizacdo das andlises laborotariais da pesquisa de mestrado.

A técnica de laboratorio Airla e & mestranda Luanne, que auxiliaram de maneira
logistica nas varias etapas dos trabalhos realizados.

Ao Centro de Tecnologia Estratégias do Nordeste, nas pessoas de Gabriela, Dyego e
Fabia pela analise em Microscopia Eletrdnica de Varredura.

As colaboradoras de Iniciagdo Cientifica Larissa, Cibelle, Priscila e Carol & mestranda
Erika pela disposicao de ajudar.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessdo da bolsa de estudos de Mestrado que permitiu uma maior dedicacdo as atividades

laboratoriais.



“Dd ac sdabic e ele se tornard ainda mais
sdbic. Tnansmite confrecimente a alguém
justa e ele aumentard em ewudicao”
(Provénbies 9:9)



Rocha, E. A. L. S. S. Atividade antifingica, caracteriza¢do fitoquimica e perfil térmico da
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan [Dissertacdo de Mestrado]. Campina Grande:
Universidade Estadual da Paraiba; 2014,

RESUMO

Existe uma grande demanda por novos antifungicos de diferentes classes estruturais, agindo
seletivamente sobre novos alvos celulares, com menos efeitos colaterais, nesse sentido as
plantas medicinais sdo excelentes fontes para obtencdo de uma grande variedade de drogas.
Objetivou-se investigar a atividade antifungica do extrato vegetal de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan, bem como caracteriza-lo fitoquimicamente e definir seu perfil
térmico. Foram coletadas cascas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan na regido do
semiarido paraibano (7°22' 25" S, 35° 59' 32"W), obtido o extrato através de maceracéo,
rotaevaporacdo e liofilizacdo. Para a Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima foi
utilizada a técnica de Microdiluicdo 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 clinicas recentemente
isoladas de Candida albicans (LM 11, LM 70, LM 410). A Determinacdo da Concentracdo
Fungicida Minima foi realizada atraves de subcultivos em placas contendo agar Sabouraud
dextrose. A acdo sobre a parede celular de Candida albicans foi investigada através da
determinacdo da CIM do extrato vegetal na presenca de sorbitol (0,8M), utilizando a técnica
de microdiluicdo. Através de Microscopia Eletrénica de Varredura, avaliou-se a morfologia
celular de Candida albicans tratada com a CIM do extrato vegetal, a CIM da suspensao de
nistatina (100.000Ul) e livre de tratamento. O efeito combinado das duas substancias
(nistatina e extrato vegetal de Anadenanthera colubrina) estudadas foi determinado a partir da
técnica de microdiluicdo - checkerboard para derivacdo do indice de Concentracéo Inibitoria
Fracionada (indice CIF) e através do método de contagem de células viaveis (cinética do
crescimento). Nessa uUltima, foram analisadas as seguintes concentra¢@es variadas do extrato,
nistatina e associa¢do dos produtos (CIM/8; CIM/4; CIM). Foram realizados os testes nao
paramétricos de Fridman e o teste de Kruskal Wallis (p<0,05). Na prospeccao fitoquimica,
determinou-se o teor de polifendis totais, de flavonoides totais e de taninos condensados
através de espectrofotometria. O perfil térmico foi tragcado com a determinagdo das curvas

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



através da quantificagdo de hemacias que sofrem lise celular frente & diferentes concentracdes
de extrato vegetal (0,25, 0,5, 1, 2, 4 mg/ml). Observou-se que a A.colubrina tem potencial
fungistatico frente todas as cepas padrdo testadas, e, fungicida frente aos isolados clinicos
recentes de Candida albicans. O aumento de 1mg/ml para 8mg/ml da CIM na presenca de
sorbitol sugere que esse extrato age modificando a parede celular do fungo. As imagens em
MEV evidenciam a redugdo na quantidade de células fangicas apds o tratamento com o
extrato vegetal e alteraces na parede celular fungica. O indice de FIC calculado foi de 0,375,
indicando sinergismo entre a nistatina e 0 extrato vegetal. Na cinética, observou-se a
manutencdo 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 ocorréncia de trés etapas de
decomposicdo térmica, a perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre as
temperaturas de 229,17°C e 657,39°C, com perda de 37,44%. As curvas DSC do extrato
mostraram que 0s processos térmicos ocorreram no intervalo de temperatura entre 52,37 °C a
195,52°C. No teste de toxidez, nenhuma das concentracbes testadas chegou a ser a
concentracdo citotoxica efetiva 50% (EC50). Conclui-se que o extrato vegetal da casca de
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan é um recurso promissor na obtengdo de um novo

farmaco para tratamento de candidose oral.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais; Produtos com A¢do Antimicrobiana, Candida.



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 (7°22 '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 Ul) 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 229,17°C 657,39°C 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. CONSIDERACOES INICIAIS

A candidose é uma infeccdo fungica de carater oportunista, causada por espécies de
Candida. O género Candida compreende mais de 160 espécies, sendo apenas um numero
reduzido dessas, cerca de vinte, que estdo comprovadamente associadas a processos
patoldgicos 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; HA et al., 2011; ZOMORODIAN et al , 2011).

As espécies de Candida compreendem leveduras comensais eucarioticas e, nos
mamiferos, residem mais comumente nas superficies mucosas do trato gastrointestinal e
geniturinario (KUMAMOTO, 2011; SILVA-ROCHA et al., 2014). Exibem consideravel
plasticidade morfogénica, podendo crescer na forma unicelular, chamada de blastoconidios,
que predomina nas formas comensais, e nas formas pseudo-hifas e hifas verdadeiras, que
estdo associadas aos estados patologicos. Essas ultimas sdao mais resistentes aos mecanismos
de defesa do hospedeiro, enquanto que os blastoconidios (leveduras) sdo mais sujeitos a acao
dos fagdcitos do sistema celular de defesa (BARBEDO; SGARBI, 2010).

A Candida albicans tem sido descrita na literarua como a prevalente e mais patogénica
das espécies de Candida. E responsavel pela maioria dos casos de candidose oral e sistémica
(MORAN et al , 2004; THOMPSON et al , 2010; ZOMORODIAN et al , 2011; MCMANUS;
COLEMAN, 2014). A C.albicans é uma espécie dimorfica que pode crescer como levedura
ou forma filamentosa, e é uma das duas Unicas espécies de Candida, capazes de formar
verdadeiras hifas, assim como a C.dubliniensis. As hifas desempenham um papel fundamental
nos processos de aderéncia e invasdo de tecidos. (STOKES et al , 2007; ASMUNDSDOTTIR
etal, 2009; MCMANUS; COLEMAN, 2014).

As infecgdes causadas por Candida sdo mais frequentemente superficiais, ocorrendo
nas superficies mucosas Umidas dos individuos. Em pacientes gravemente
imunocomprometidos, as infecgdes podem ser sistémica e sdo 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 proétese, fluxo salivar reduzido e dieta rica em acUcar; e fatores

sistémicos do hospedeiro como idade avangada, doencas enddcrinas a exemplo da diabetes,
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imunossupressdo, uso de antibioticos de largo espectro e deficiéncias nutricionais.
(WILLIAMS; LEWIS, 2011).

Um recurso importante associado com a infeccdo por C.albicans é a formacéo de
comunidades microbianas associadas a superficie, ou seja, o biofilme (MAYER et al., 2013).
A formacdo deste biofilme é complexa, comeca com a adesdo de células de levedura a um
substrato e a subsequente proliferagdo de células que formam uma camada basal ao longo da
superficie de suporte (TSAI et al., 2014). O biofilme posteriormente entra na fase de
maturacao, que € caracterizada pelo crescimento de levedura, a elevacdo de crescimento de
hifas, e de producdo de materiais de matriz extracelular. Finalmente, as células amadurecem
dispersas do biofilme no ambiente circundante (LOPEZ-RIBOT, 2005; BLANKENSHIP;
MITCHELL, 2006; FINKEL; MITCHELL, 2011; TSAl et al., 2014)

Diversos farmacos séo utilizados no tratamento de infec¢Bes fangicas e dentre os mais
indicados para o tratamento de candidose oral, destacam-se os derivados azoélicos (fluconazol,
miconazol e itraconazol) e os poliénicos (anfotericina B e nistatina) (ALMEIDA et al., 2012).
Os antifungicos azois atuam inibindo enzimas oxidativas associadas ao Citocromo P450
(CYP) e lanosterol 14a-desmetilase, bloqueando a conversdo de lanosterol em ergosterol e
levando a uma alteracdo da permeabilidade da membrana, prejudicando assim a estrutura e
funcdo da membrana celular fangica (WILLIAMS; LEWIS, 2011). Por meio da inibigdo do
citocromo P450 humano (CYP), os azOis podem iniciar interagdes medicamentosas
indesejaveis, reduzindo a absorcdo do medicamento e aumentando o risco de efeitos adversos,
bem como contribuindo para o surgimento de resisténcia da Candida. (WAKIEC et al., 2007,
LEWIS, 2011). Os antifangicos poliénicos ligam-se diretamente ao ergosterol formando
canais transmembranares, o0 que aumenta significativamente a permeabilidade da membrana e
causa vazamento do contedo celular (ZOTCHEV, 2003; CROY; KNOW, 2004; SILVA et
al., 2006) . No entanto, apesar de uma maior afinidade para o esterol ergosterol, ha uma
tendéncia de que os poliénicos 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 infecgdes causadas por espécies de Candida e a consequente
utilizacdo excessiva de antimicrobianos, favoreceram, nas ultimas décadas, a resisténcia
dessas leveduras aos agentes antifangicos convencionais (PINTO et al., 2008). Além disso, 0
aumento da resisténcia fungica aos agentes terapeuticamente disponiveis é consequéncia do
crescimento da populagdo imunocomprometida e do uso cada vez mais frequente de profilaxia
e auto-medicacdo (WANNMARCHER; FERREIRA, 2007). Adicionalmente, os antifungicos

clinicamente utilizados apresentam alguns inconvenientes em termos de toxidez, eficacia e
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custo. Assim, existe uma grande demanda por novos antifingicos 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 tém investigado a atividade antifingica de plantas medicinais com vistas ao
desenvolvimento de novos farmacos (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 Organizacdo Mundial de Satude (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, seguranca e eficiéncia (YADAYV,
AGARWALA, 2011). A utilizacdo de células vegetais para a producdo de compostos naturais
ou recombinantes de interesse comercial ganha cada vez mais atencdo nas Gltimas décadas.
Isso porque as plantas possuem um mecanismo denominado metabolismo secundério,
imprescindivel para a sobrevivéncia de uma espécie dentro de um ecossistema. Os
metabolitos secundarios das plantas desempenham um papel importante na adaptacdo das
plantas ao seu ambiente, 0 que representa uma importante fonte de produtos farmacéuticos
(HUSSAIN et al., 2012).

As plantas medicinais sdo fontes potenciais de moléculas bioativas com estrutura
diferenciada e mecanismo de acdo inovador, caracteristicas que tem motivado a inddstria
farmacéutica a incentivar pesquisas visando desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos
(TRABULSI FILHO et al., 2013). Esse estimulo € fundamentado nas vantagens largamente
atribuidas aos fitoterpicos como custos reduzidos e valorizacdo das tradi¢bes populares.
Considera-se, também, a comprovacao cientifica dos efeitos sinérgicos decorrentes dos varios
constituintes quimicos presentes em uma espécie vegetal, com enfoque na associa¢do dos seus
compostos, que interagem em diferentes alvos moleculares, contribuindo na eficacia
terapéutica. Isto sinalizada a necessidade de investigacdo cientifica incluindo espécies
vegetais, principalmente as de amplo emprego na pratica popular, selecionadas por estudos
etnofarmacoldgicos, uma vez que constitui estratégias na busca de novos agentes terapéuticos.

Dentre as plantas potencialmente utilizadas pela populacdo para fins medicinais
encontra-se a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. A.colubrina, Leguminosae da
subfamilia Mimosoideae é popularmente conhecida como angico (OLIVEIRA et al., 2012) e
utilizada pela populagdo para tratamento de diarreia, tosse, bronquite, gripe, inflamacoes

alergia, prurido, constipacdo, gastrite, entre outros usos (ALBUQUERQUE et al., 2007;
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MEDEIROS et al., 2013; PEDONE-BONFIM et al., 2013). Estudos ja 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
cicatrizacdo e reparacao 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 antifingica de A.colubrina ja foi demonstrada por Lima et
al. (2014) contra Candida albicans, no entanto, ha necessidade de novos estudos com outras

espécies padrdo de Candida bem como de isolados clinicos.



2.0BJETIVOS



23

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

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

Brenan, relacionadas ao seu perfil antifangico, fitoquimico e térmico.

2.2.0bjetivos Especificos

Avaliar o potencial antifingico do extrato hidroalcodlico da casca de Anadenanthera

colubrina (Vell.) Brenan sobre espécies de Candida padréo e isolados clinicos recentes;

Avaliar a acdo do extrato hidroalcodlico 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 eletrdnica de varredura;

Avaliar o efeito interativo entre o extrato vegetal e um antiflngico padréo (nistatina) frente a

Candida albicans;

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

vegetal, ao antifingico padrdo e sua associa¢do;

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

através do método de hemolise;
Analisar o perfil fitoquimico quantitativo do extrato vegetal,

Tracar o perfil térmico do extrato vegetal.



3.MATERIAL E METODO
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3. MATERIAL E METODO

As etapas de realizacdo da metodologia utilizada estéo distribuidas na figura 1.

Obtencao do
Extrato Vegetal
1
| I 1
Determinacdo Prospecg¢ao ) .
das CIM/CFM Fitoquimica Citotoxicidade

Acao sobre a Determinagao

Efeito interativo

parede celular do Perfil térmico
Analise da Cinética do
morfologia crescimento

Figura 1: Fluxograma das etapas da metodologia realizada.

3.1.Material Vegetal

Foram utilizadas cascas da planta da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
coletadas na regido do semiarido paraibano, na Serra de Bodocongd, no municipio de
Queimadas (7°22' 25" S, 35° 59' 32"W), mesorregido da Borborema e micro regido do Cariri
Oriental, sob orientagdo de um botanico. O material foi limpo, acondicionado em sacos de
papel e seco em estufa de circulacdo de ar a 40°C. O espécime testemunho encontra-se
depositado na colecdo do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM) da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Campus |, Campina Grande, Paraiba sob o registro n°
667/ACAM.

3.2.0btencéo do Extrato Vegetal

Para obtencdo dos extratos foi utilizado o processo de percolacdo em trés filtragens

casa 48 horas, em temperatura ambiente, utilizando como solvente o alcool etilico 80% em
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uma proporc¢do de 10g de planta seca moida para 25ml de alcool. O extrato foi evaporado a
vacuo a cada extracdo, sendo liofilizado ao final das trés filtragens. O material vegetal foi

armazenado sob refrigeracao.

3.3.Atividade Antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no Laboratério de Ensaios e
Medicamentos-Labdem da Universidade Estadual da Paraiba.

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 Laboratério de Materiais de
Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (Fundacdo Oswaldo
Cruz- FIOCRUZ, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Também foram utilizadas cepas clinicas de
Candida albicans (LM 11, LM 520, LM 70, LM 410) cedidas pelo Laboratério de Micologia

da Universidade Federal da Paraiba.

3.3.2. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada através da
técnica de Microdiluicdo 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 espectrofotdmetro equivalente a uma
absorbancia de 0,08 a 0,10 a 530nm, e realizadas dilui¢cdes seriadas de modo a obter uma
solugdo microbiana diluida de 2,5x 10° UFC/mL. Em cada pogo da microplaca esterilizada de
96 pocos, foram depositados 100 pL do meio de cultura caldo Sabouraud dextrose (marca).
Foram acrescidos 100 pL do extrato vegetal na concentracdo de 8mg/ml no primeiro pogo da
coluna, e em seguida, realizou-se dilui¢cdes seriadas, de modo que 100 pL do contetdo do
primeiro poco foram homogeneizados e transferidos para o0 seguinte, obtendo-se
concentracdes decrescentes entre 2000 e 15,62ug/mL. Os 100 pL finais foram desprezados.
Posteriormente, 100 puL de uma suspensao 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 & nistatina. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C. Para confirmacao da presenca de microrganismos viaveis nas
concentragcdes ndo inibitorias, foram adicionados 10ul, em cada poco, da solucdo aquosa de
resazurina a 0,01%. Os microrganismos viaveis foram reduzidos da coloracdo azul para a

coloragéo rosa. O experimento foi realizado em triplicata.

3.3.3. Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Apbs a determinacdo da CIM, a concentracdo correspondente a inibitdria e as duas
concentragOes imediatamente mais concentradas, bem como os controles positivos foram
subcultivados em placas de agar Sabouraud dextrose. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, as
leituras das CFMs foram realizadas, sendo considerada CFM a menor concentracdo do extrato

que impediu o crescimento visivel do subcultivo.

3.3.4. Acdo do extrato vegetal de Anadenthera colubrina (Vell.) Brenan sob a
parede celular de Candida albicans

A determinacédo da CIM do extrato vegetal na presenca de sorbitol (0,8M) foi realizada
pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades, com
fundo em forma de “U” de (ALAMAR®). Em cada orificio da placa, foram adicionados
100ul do meio caldo Sabouraud Dextrose (CSD) previamente adicionado ao sorbitol de peso
molecular de 132,17g (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ). Posteriormente,
100ul do extrato vegetal foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por
meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foram obtidas concentracdes decrescentes
de 32 a 0,25mg/ml extrato. Em seguida, foram adicionados 10ul do inoculo microbiano na
concentracdo de 5x10° 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 agua destilada estéril e 10ul do inoculo microbiano. Um controle de
esterilidade também foi realizado, onde foram colocados 100ul do caldo Sabouraud Dextrose
em um orificio sem a suspensdo dos fungos. As microplacas foram inoculadas e incubadas a
37°C por 48 horas para ser realizada a leitura com auxilio do corante resazurina. O

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

A morfologia celular da C. albicans tratada com o extrato vegetal foi analisada por
meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV), no Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE). Aliquotas de cepas fungicas tratadas com o extrato vegetal e
nistatina, bem como de cepas livres de antifngico, em meio de cultura, foram centrifugadas a
3500rpm por 15 minutos para a deposicdo do material biologico. Retirou-se o sobrenadante e
fixou-se as amostras com uma solucdo de Glutaraldeido 2,5% e Tampédo Cacodilato 0,1M.
Realizou-se uma nova centrifugacdo e posterior lavagem com Tampédo Caco 0,1M, e
removendo-se o tampdo, o material fangico foi inserido em uma laminula de vidro para e
processado. O processamento consistiu de trés lavagens com T.Caco 0,1M por 10 minutos,
p6s-fixacdo na proporcéo 1:1 Osmio 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
agua destilada por 10 minutos. Também foi realizada a desidratagdo com lavagem em acetona
nas concentracfes 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. O material foi seco em Ponto Critico (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
metalizagcdo com ouro por 30min no Metalizador (LEICA EM SCD 500) e analisou-se em
Microscopio Eletronico de Varredura (QUANTA 200 FEG).

3.3.6. Andlise do efeito interativo

3.3.6.1. Método checkerboard

O efeito combinado das duas substancias (nistatina e extrato vegetal de A. colubrina)
foi determinado a partir da técnica de microdiluicdo — checkerboard para derivacao do indice
de concentracgéo inibitoria fracionada (Iindice FIC). O inoculo microbiano foi padronizado em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 530nm de modo a obter uma absorbancia de
0,08 a 0,10. Foram utilizadas solug¢des dos produtos testados em concentragdes determinadas
a partir de sua respectiva CIM. Inicialmente, 100ul do meio de cultura Sabouraud dextrose
foram adicionados nos pocos da microplaca estéril contendo 96 cavidades, com fundo em
forma de “U” (ALAMAR®). Em seguida, 50ul de cada produto testado, em diversas
concentragdes (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 fungico foi evidenciado pelo uso da solugdo aquosa de resazurina a
0,01%. O ensaio foi realizado em triplicata sendo as microplacas incubadas a 37°C por 48
horas.

O indice FIC foi calculado através da soma do FIC* + FIC®, onde A representa o
extrato vegetal e B a nistatina. O FIC®, por sua vez, é calculado através da CIM*
combinado/CIM* sozinho, enquanto que o FIC® = CIM® combinado/CIM® sozinho. Este
indice foi interpretado da seguinte forma: sinergismo (<0,5), aditividade (0,5-1,0), indiferenca
(>1 e <4) ou antagonismo (>4) (ODDS, 2003).

CIMx8
CiMx4
CIMx2
CIM

CIM=2
CIM=+4
CIM=8

CIM=+8 | CIM+4 | CIM+2 | CIM CIMx2 | CIMx4 | CIMx8

Extrato vegetal de Anandentanhera
colubrina

Nistatina

Figura 2: Esquema para realizacdo do ensaio para analisar o efeito interativo, pela técnica de
checkerboard.

3.3.6.2.Cinética do crescimento/morte celular

O estudo da interferéncia do extrato vegetal, associado ou ndo a nistatina, sobre as
cepas fungicas foi realizado através do método de contagem de células viaveis. Inicialmente,
0,5ml da suspensdo de leveduras foi inoculado em 4,5ml de caldo Sabouraud, contendo
concentracdes variadas do extrato (CIM/8; CIM/4, CIM), nistatina (CIM/8; CIM/4, CIM) e
duas associacao dos produtos (CIM/8 do extrato + CIM/4 da nistatina e CIM/8 da nistatina +
CIM/4 do extrato). Nos intervalos Omin, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 e 24 horas ap0s a
incubacdo, uma aliquota de 10ul desse inoculo foi uniformente inoculada com auxilio de uma
alca calibrada em placa de Petri, contendo Agar Sabouraud dextrose. Também foi realizado o
experimento controle, com crescimento livre de antifungico. As placas inoculadas foram
incubadas a 35°C por 48 horas. Apos o periodo de incubacgédo foi realizada a contagem do
namero de células viaveis, a qual foi expressa em UFC/mI e apresentada em forma da curva

de morte microbiana. Os dados foram analisados e processados pelo Software SPSS verséo
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20.0. Foram aplicados os testes de Friedman e Kruskal Wallis com nivel de significancia de
5%.

3.4.Prospeccdo Fitoquimica

Os ensaios para a prospeccdo fitoquimica foram realizados no Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos (LABDEM), Universidade Estadual da

Paraiba.

3.4.1. Determinacdo do teor de polifendis totais

Para a determinagdo do teor de polifendis totais, utilizou-se o método descrito por
Chandra e Mejia (2004). Adicionou-se 1 mL da solugdo 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 solucdo aquosa de Na,CO3; a 20% (p/v), e a mistura permaneceu
em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu® UV mini-1240), contra um branco composto por &gua
destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solucdo a 20% de Na,COs.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de solu¢des de &cido galico nas concentracdes
de 1, 3,6,9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentracdo de polifendis foi expressa em

miligramas equivalentes de acido galico. As analises foram realizadas em triplicata.
3.4.2. Determinacéo do teor de flavonoides

A determinacdo do conteido de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.
(2005). A 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado o0 mesmo volume de
uma solucdo (em metanol) de AICI; a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solucéo de
AlICls.

Utilizou-se para esta determinagdo uma curva de calibragdo obtida a partir de solugdes
de quercetina nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg/mL. A
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concentracdo de flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina. As

analises foram realizadas em triplicata.

3.4.3. Determinacao 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
solucdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCI
concentrado (37%). A reagdo ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em &gua a cerca de 22
°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solucdo de vanilina, HCI e
uma solucéo de etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibracdo para este ensaio foi realizada utilizando-se solugdes de
catequina nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A
concentracdo de taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina.

As analises foram realizadas em triplicata.

3.5.Perfil térmico

Os ensaios da analise térmica foram realizados no Laboratério de Analise Térmica da
unidade do Laboratério de Certificacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste,
Universidade Estadual da Paraiba (CERTBIO/UEPB.)

3.5.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termograviméricas (TG) ndo-isotérmicas foram obtidas utilizando-se um
analisador simultdneo TG/DTA/DSC, modelo SDT Q600 (TA Instruments), usando cadinhos
de alumina contendo amostras de 8+0,1 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um fluxo de 50
mL min™. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 900 °C, a uma
razdo de aquecimento de 10 °C min™. Para a calibracdo do equipamento foi utilizado um

padréo de oxalato de calcio monohidratado.
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3.5.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC (calorimetria exploratoria diferencial) foram obtidas em um
calorimetro modelo DSC Q20 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de aluminio,
contendo amostras de 2+0,1 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um fluxo de 50 mL min™.
Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 400 °C, a uma razdo de
aguecimento de 10 °C min™. Para a calibragdo do equipamento, foi utilizado um padréo de
indio (p.f. = 156,6 °C).

3.6.Toxidez

A toxidez do extrato de A.colubrina foi analisada pelo método de hemolise. Preparou-
se uma suspensdo de hemacias 4% em solucdo salina 0,9%. Em seguida, 1 mL desta
suspensdo foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas com 1 mL do extrato diluido
em diferentes concentracdes a fim de se obter 0,25, 0,5, 1, 2 e 4mg/mL. Apo0s 1 hora, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos e foi realizada a leitura visual,
levando em consideracdo a quantidade de hemacias que sofreram lise. A visualizacdo da
hemolise foi classificada como: — (0% de hemdlise), + (25% de hemdlise), ++ (50% de
hemolise), +++ (75% de hemdlise) e ++++ (100% de hemdlise), conforme estabelecido por
Luize et al. ( 2005). Essa leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 540 nm, (Shimadzu® UV mini — 1240), utilizando como branco a solucao salina 5%
para confirmar os resultados da leitura visual. Foram utilizados dois controles negativos,
sendo um a suspensdo de hemdcias 4% e o0 outro o extrato vegetal diluido e como controle

positivo foi utilizada a solucdo hemolizante Liquido de Turk.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESUMO

Obijetivou-se investigar o perfil antifingico da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, suas
caracteristicas fitoquimicas, térmicas e tdxica. Para avaliacdo do potencial antiflngico
realizou-se a técnica da microdiluicdo em caldo, com determinagdo das Concentracdes
Inibitéria Minima(CIM) e Fungicida Minima (CFM), utilizando-se espécies de Candida
padrdo e isolados clinicos recentes de Candida albicans, analise da acdo sobre a parede
celular e da morfologia celular da C. albicans tratada com o extrato bem como avaliacdo 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 prospec¢do fitoquimica,
determinou-se o teor de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados através de
espectrofotometria. O perfil térmico foi tracado com a determinacdo das curvas
termograviméricas (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). A toxidez foi avaliada
através da quantificacdo de hemadcias que sofreram lise. O extrato hidroalcéolico da A.
colubrina tem potencial fungistatico frente todas as cepas testadas e age modificando a parede
celular de Candida albicans. Houve sinergismo entre a nistatina e o0 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 ocorréncia de trés etapas de decomposicao térmica, a
perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre as temperaturas de 229,17°C
e 657,39°C, com perda de 37,44%. As curvas DSC mostraram que 0S processos térmicos

ocorreram no intervalo de temperatura entre 52,37 a 195,52°C. Nenhuma das concentracdes
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testadas chegou a ser a concentracéo citotdxica efetiva 50% (EC50). Conclui-se que o extrato
vegetal da casca de A.colubrina é um recurso promissor na obtencdo 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 229,17°C 657,39°C
with loss of 37.44%. DSC curves show that the thermal processes occurred in the temperature
range of 52.37 to 195,52°C. 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.

*Correspondéncia: evelpb@hotmail.com
Artigo adequado as normas da Revista Plos One (normas de submissdo em anexo), a ser

traduzido para a lingua inglesa e submetido apos as correcdes da banca avaliadora.
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INTRODUCAO

A candidose da regido orofaringea ¢é a infec¢do oportunista mais frequente, com alta
taxa de ocorréncia, com predominio da Candida albicans [1]. Os fatores predisponentes para
o0 desenvolvimento da candidose oral podem ser classificados em fatores locais tais como uso
de prétese, fluxo salivar reduzido e dieta rica em agUcar e fatores sistémicos do hospedeiro
como idade avancada, doencas enddcrinas a exemplo da diabetes, imunossupressao, uso de
antibioticos de largo espectro e deficiéncias nutricionais [2].

Diversos farmacos sdo utilizados no tratamento de infec¢des flngicas e dentre os mais
indicados para o tratamento da candidose oral, destacam-se o miconazol, do grupo dos
derivados azolicos e a nistatina do grupo dos poliénicos [3]. No entanto, a maioria dos
antifangicos clinicamente utilizados tem varios inconvenientes. O miconazol pode iniciar
interacBes medicamentosas indesejaveis, reduzindo a absor¢do do medicamento e aumentando
0 risco de efeitos adversos por meio da da inibigdo 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 utilizacdo frequentemente desses antifngicos leva ao aparecimento de espécies
resistentes. Assim, existe uma grande demanda por novos antifungicos de diferentes classes
estruturais, agindo seletivamente sobre novos alvos celulares, com menos efeitos colaterais
[8]. Nesta perspectiva, tem sido investigada a atividade antifingica de plantas medicinais com
vistas ao desenvolvimento de novos medicamentos.

Dentre as plantas potencialmente utilizadas pela populacdo para fins medicinais
encontra-se a A Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. E popularmente conhecida como
angico [9] e utilizada pela populacdo para tratamento de diarreia, tosse, bronquite, gripe,
inflamacGes e dano tecidual, alergia, prurido, constipacdo, gastrite entre outros usos [10-12].
Estudos ja comprovaram efeito analgésico de partes dessa planta devido aos seus efeitos anti-
nociceptivos, mediado por mecanismos centrais e periféricos [13], como também potencial de
cicatrizacdo e reparacdo 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 biologicas do extrato hidroalcodlico da casca da Anadenanthera colubrina

(Vell.) Brenan, relacionadas ao seu perfil antifangico, fitoquimico e térmico.
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MATERIAL E METODO

Obtencédo do Extrato Vegetal

Foram utilizadas cascas da planta da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
coletadas na regido do semiérido paraibano, na Serra de Bodocongd, no municipio de
Queimadas (7°22' 25" S, 35° 59' 32"'W), mesorregido da Borborema e micro regido do Cariri
Oriental, sob orientacdo de um botanico. O material foi limpo, acondicionado em sacos de
papel e seco em estufa de circulagdo de ar a 40°C. O espécime testemunho encontra-se
depositado na colecdo do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM) da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Campus |, Campina Grande, Paraiba sob o registro n°
667/ACAM. Para obtencdo dos extratos foi utilizado o processo de percolacdo em trés
filtragens casa 48 horas, em temperatura ambiente, utilizando como solvente o &lcool etilico
80% em uma propor¢do de 10g de planta seca moida para 25ml de &lcool. O extrato foi
evaporado a vacuo a cada extracao, sendo liofilizado ao final das trés filtragens. O material

vegetal foi armazenado sob refrigeracao.

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 Laboratério de Materiais de Referéncia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde (Fundacdo Oswaldo Cruz- FIOCRUZ,
Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Também foram utilizadas cepas clinicas de Candida albicans (LM
11, LM 520, LM 70, LM 410) cedidas pelo Laboratorio de Micologia da Universidade

Federal da Paraiba.
Determinacéo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)
A Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada através da

técnica de Microdiluicdo 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 espectrofotdmetro equivalente a uma
absorbancia de 0,08 a 0,10 a 530nm, e realizadas diluicGes seriadas de modo a obter uma
solucdo microbiana diluida de 2,5x 10° UFC/mL. Em cada poco da microplaca esterilizada de
96 pocos, foram depositados 100 pL do meio de cultura caldo Sabouraud dextrose (marca).
Foram acrescidos 100 pL do extrato vegetal na concentracdo de 8mg/ml no primeiro pogo da
coluna, e em seguida, realizou-se dilui¢cdes seriadas, de modo que 100 pL do contetdo do
primeiro poco foram homogeneizados e transferidos para o seguinte, obtendo-se
concentracdes decrescentes entre 2000 e 15,62ug/mL. Os 100 pL finais foram desprezados.
Posteriormente, 100 pL de uma suspensdo 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 a nistatina. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C. Para confirmacao da presenca de microrganismos viaveis nas
concentracfes ndo inibitorias, foram adicionados 10ul, em cada poco, da solucdo aquosa de
resazurina a 0,01%. Os microrganismos viaveis foram reduzidos da coloracdo azul para a

coloracdo rosa. O experimento foi realizado em triplicata.
Determinagéo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Apoés a determinagdo da CIM, a concentracdo correspondente a inibitoria e as duas
concentracdes imediatamente mais concentradas, bem como os controles positivos foram
subcultivados em placas de dgar Sabouraud dextrose. Apos 24 horas de incubacdo a 37°C, as
leituras das CFMs foram realizadas, sendo considerada CFM a menor concentracdo do extrato

que impediu o crescimento visivel do subcultivo.
Acdo sobre a parede celular de Candida albicans

A determinacédo da CIM do extrato vegetal na presenca de sorbitol (0,8M) foi realizada
pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades, com
fundo em forma de “U” de (ALAMAR®). Em cada orificio da placa, foram adicionados
100l do meio caldo Sabouraud Dextrose (CSD) previamente adicionado ao sorbitol de peso
molecular de 132,17g (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ). Posteriormente,
100ul do extrato vegetal foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por
meio de uma diluigéo seriada a uma razéo de dois, foram obtidas concentragdes decrescentes

de 32 a 0,25mg/ml extrato. Em seguida, foram adicionados 10ul do inoculo microbiano na
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concentracdo de 5x10° 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 agua destilada estéril e 10ul do inoculo microbiano. Um controle de
esterilidade também foi realizado, onde foram colocados 100ul do caldo Sabouraud Dextrose
em um orificio sem a suspensdo dos fungos. As microplacas foram semeadas e incubadas a
37°C por 48 horas para ser realizada a leitura com auxilio do corante resazurina. O

experimento foi realizado em triplicata.

Analise da Morfologia Celular de Candida albicans

A morfologia celular da C. albicans tratada com o extrato vegetal foi analisada por
meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV), no Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE). Aliquotas de cepas fungicas tratadas com o extrato vegetal e
nistatina, bem como de cepas livres de antifingico, em meio de cultura, foram centrifugadas a
3500rpm por 15 minutos para a deposicdo do material bioldgico. Retirou-se o sobrenadante e
fixou-se as amostras com uma solucdo de Glutaraldeido 2,5% e Tampdo Cacodilato 0,1M.
Realizou-se uma nova centrifugacdo e posterior lavagem com Tampédo Caco 0,1M, e
removendo-se 0 tampdo, o material fingico foi inserido em uma laminula de vidro para e
processado. O processamento consistiu de trés lavagens com T.Caco 0,1M por 10 minutos,
pos-fixacdo na proporcdo 1:1 Osmio 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
agua destilada por 10 minutos. Também foi realizada a desidratagdo com lavagem em acetona
nas concentragdes 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. O material foi seco em Ponto Critico (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
metalizagcdo com ouro por 30min no Metalizador (LEICA EM SCD 500) e analisou-se em
Microscopio Eletronico de Varredura (QUANTA 200 FEG).

Andlise do efeito interativo

Método Checkerboard

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

foi determinado a partir da técnica de microdiluicdo — checkerboard para derivagédo do indice
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de concentracgéo inibitoria fracionada (Iindice FIC). O inoculo microbiano foi padronizado em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 530 nm de modo a obter uma absorbancia de
0,08 a 0,10. Foram utilizadas solucdes dos produtos testados em concentracdes determinadas
a partir de sua respectiva CIM. Inicialmente, 100ul do meio de cultura Sabouraud dextrose
foram adicionados nos pocos da microplaca estéril contendo 96 cavidades, com fundo em
forma de “U” (ALAMAR®). Em seguida, 50ul de cada produto testado, em diversas
concentracdes (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 fungico foi evidenciado pelo uso da solugdo aquosa de resazurina a
0,01%. O ensaio foi realizado em triplicata sendo as microplacas incubadas a 37°C por 48
horas.

O indice FIC foi calculado através da soma do FIC* + FIC®, onde A representa o
extrato vegetal e B a nistatina. O FIC®, por sua vez, é calculado através da CIM*
combinado/CIM* sozinho, enquanto que o FIC® = CIM® combinado/CIM® sozinho. Este
indice foi interpretado da seguinte forma: sinergismo (<0,5), aditividade (0,5-1,0), indiferenca

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

Cinética do Crescimento

O estudo da interferéncia do extrato vegetal, associado ou ndo a nistatina, sobre as
cepas fungicas foi realizado através do método de contagem de células viaveis. Inicialmente,
0,5ml da suspensdo de leveduras foi inoculado em 4,5ml de caldo Sabouraud contendo
concentragdes variadas do extrato (CIM/8; CIM/4, CIM), nistatina (CIM/8; CIM/4, CIM) e
duas associacdo dos produtos (CIM/8 do extrato + CIM/4 da nistatina e CIM/8 da nistatina +
CIM/4 do extrato). Nos intervalos Omin, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 e 24 horas apds a
incubacdo, uma aliquota de 10ul desse inoculo foi uniformente inoculada em placa de Petri
contendo Agar Sabouraud dextrose. Também foi realizado o experimento controle, com
crescimento livre de antifingico. As placas inoculadas foram incubadas a 35°C por 48 horas.
Apos o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem do numero de células viaveis, 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 versdo 20.0. Foram aplicados os testes de

Friedman e Kruskal Wallis com nivel de significancia de 5%.
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Prospeccao Fitoquimica

Para a determinacdo do teor de polifendis totais, utilizou-se 0 método descrito por
Chandra e Mejia [20] com adicdo de 1 mL da solugdo aquosa do extrato a 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau 1N, e ap6s um repouso de 2 minutos, adicionou-se 2 mL de uma solugéo
aquosa de Na,COs3 a 20% (p/v), permanecendo em repouso por mais 10 minutos. Em seguida,
foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotémetro (Shimadzu® UV mini —
1240), contra um branco composto por dgua destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solucéo
a 20% de Na,COs. A curva de calibragdo foi obtida a partir de solu¢Bes de &cido galico nas
concentragfes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentracdo de polifendis
foi expressa em miligramas equivalentes de acido galico.

A determinacéo do contetdo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al. [21]
em que 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foram adicionados o mesmo volume de
uma solucdo (em metanol) de AICI; a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solucéo de
AIClI;. Utilizou-se para esta determinacdo uma curva de calibracdo obtida a partir de solucGes
de quercetina nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg/mL. A
concentracédo de flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina.

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se 0 método de Makkar et
al. [22], no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma solucéo
de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCI concentrado
(37%). A reacgdo ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em &gua a cerca de 22°C. A leitura
foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solugdo de vanilina, HCI e uma solugéo
de etanol 50% (v/v) em agua. A curva de calibracdo para este ensaio foi realizada utilizando-
se solucdes de catequina nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL.
A concentracdo de taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de

catequina. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Perfil térmico

As curvas termograviméricas (TG) foram obtidas utilizando-se um analisador
simultaneo TG/DTA/DSC, modelo SDT Q600 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de

alumina, contendo amostras de 8+0,1 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um fluxo de 50 mL
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min™. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 900 °C, a uma razo
de aquecimento de 10 °C min™. Para a calibracdo do equipamento foi utilizado um padréo de
oxalato de calcio monohidratado. As curvas DSC (calorimetria exploratdria diferencial) foram
obtidas em um calorimetro modelo DSC Q20 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de
aluminio, contendo amostras de 2+0,1 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um fluxo de 50
mL min™. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 400 °C, a uma
razdo de aquecimento de 10 °C min™. Para a calibragdo do equipamento, foi utilizado um
padréo de indio (p.f. = 156,6 °C).

Toxidez

A toxidez do extrato de A.colubrina foi analisada pelo método de hemdlise. Preparou-
se uma suspensdo de hemacias 4% em solucdo salina 0,9%. Em seguida, 1 mL desta
suspensdo foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas com 1 mL do extrato diluido
em diferentes concentracdes a fim de se obter 0,25, 0,5, 1, 2 e 4mg/mL. Apo6s 1 hora, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos e foi realizada a leitura visual,
levando em consideracdo a quantidade de hemacias que sofreram lise. A visualizacdo da
hemolise foi classificada como: — (0% de hemolise), + (25% de hemdlise), ++ (50% de
hemolise), +++ (75% de hemdlise) e ++++ (100% de hemdlise), conforme estabelecido por
Luize et al. [23]. Essa leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 540 nm, (Shimadzu® UV mini — 1240), utilizando como branco a solugéo salina 5% para
confirmar os resultados da leitura visual. Foram utilizados dois controles negativos, sendo um
a suspensdo de hemécias 4% e o outro o extrato vegetal diluido e como controle positivo foi

utilizada a solugdo hemolizante Liquido de Turk.
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Os resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida

Minima (CFM) do extrato hidroalcéolico da Anandenthera colubrina (Vell) Brenan estdo

expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) do extrato hidroalcéolico da casca de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan e da nistatina (Sigma-Aldrich®), contra espécies de

Candida.
ANGICO 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 0,5 0,5 0,006 0,006
LM11
C.albicans 0,25 0,25 0,006 0,006
LM70
C. albicans 0,5 0,5 0,006 0,006
LM 410

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

vegetal da casca de Anadenanthera colubrina possui potencial antifingico de caréater

fungistatico para as cepas padrdo e fungicida para os isolados clinicos e de acordo com

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

para as cepas padrdo. A atividade encontrada também esta de acordo com outros autores que

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

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

Na Tabela 2, demonstra-se a Concentracdes Inibitoria Minima do extrato vegetal de
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan frente a Candida albicans (ATCC 18804) na

presenca e auséncia de sorbitol.

Tabela 2: Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima do extrato vegetal de
A.colubrina frente a cepas de Candida albicans na presenca e auséncia de sorbitol.

CONTROLES
Microorganismo CIM CIM Sorbitol Esterilidade

(sem sorbitol)  (com sorbitol)

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

(+) Presenca de crescimento fungico em caldo Sabouraud dextrose acrescido de sorbitol e auséncia de drogas.

O método utilizado baseia-se nos danos que produtos com atividade antifingica
produzem aos componentes da parede celular fangica. O sorbitol tem uma funcéo
osmoprotetora, e osmoprotecdo € essencial para o crescimento de fungos. As células fungicas
que carecem de parede celular ou possuem parede celular danificada ndo podem crescer na
auséncia de sorbitol. Caso o produto atue sob a parede celular do fungo, ele provocara lise
celular quando na auséncia de um estabilizador osméticom mas permitird seu crescimento na
presenca desse suporte osmético. O sorbitol, neste caso, funciona como o estabilizador
osmatico para estabilizar os protoplastos de fungos. Os inibidores da parede celular dos
fungos podem ser identificados quando os valores da CIM na presenca do sorbitol sdo mais
elevados do que os na sua auséncia [27]. A elevacdo da CIM de 1mg/ml para 8mg/ml foi
observada com relacdo ao extrato de A.colubrina, o que permite sugerir que esse extrato age
modificando a parede celular do fungo.

A descoberta desse alvo de agdo do extrato de A.colubrina representa um achado
importante, uma vez que a parede celular dos fungos, que protege a célula das mudangas na
pressdo osmatica e outros stresses ambientais, a0 mesmo tempo permitindo que a célula de
fungo possa interagir com o seu ambiente, & uma estrutura que as células dos mamiferos ndo
possuem [7,28]. Segundo Lacaz [29] e Chen et al. [30] ha uma busca constante pelo
desenvolvimento de novos antifungicos que oferecam seletividade e consequentemente mais
segurancga, que causem a inibicdo de um processo do patdégeno que ndo 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-fungicas com maior especificidade.
Analise da Morfologia Celular
As fotomicrografias por MEV das amostras tratadas demonstram o efeito da suspenséo

de nistatina (100.000U1) utilizada usualmente na clinica odontoldgica (Figura 3), e do extrato

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

microrganismo sem tratamento.
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Figura 3: Fotomicrografia, por Microscopia Eletronlca de Varredura (MEV), de cepas de
Candida albicans (ATCC 18804) tratadas com nistatina (suspensdo 100.000Ul), apds 24
horas de incubacdo a 37°C.
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Figura 4: Fotomicrografia, por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), de cepas de
Candida albicans (ATCC 18804) tratadas com extrato vegetal da casca de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan (1mg/ml), apds 24 horas de incubagéo a 37°C.
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Figura 5: Fotomicrografia, por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), de Candida
albicans (ATCC 18804) sem tratamento, apds 24 horas de incubacdo a 37°C.
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As imagens analisadas em MEV permitem visualizar reducdo na quantidade de células
de C.albicans, quando comparadas aos controles, o que ratifica o perfil fungistatico do
extrato. Considerando a importancia do equilibrio e manutencdo da microbiota oral, é
aceitavel a inativacdo do microrganismo por parte do extrato vegetal, sem remové-lo
completamente da superficie em que reside comumente [31]. Também foi observada a
modificacdo na parede celular da célula, apresentando perda do aspecto rugoso caracteristico
da celula sem tratamento, o que corrobora os achados de Lima et al. [16] que relataram o
potencial de A.colubrina produzir alteragdo da parede celular da Candida albicans. Achados
similiares foram encontrados por Alves et al. [32] quando investigaram a acdo 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: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (ug / ml) do extrato vegetal e
nistatina isolados e combinados e Indice de Concentracao Inibitoria Fractional (FIC)
contra C.albicans.

Produto MIC (sozinho) mg/ml
Extrato Vegetal 1
Nistatina 0,006

Produto MIC (combinado) mg/mi
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) inibicdo de diferentes estagios nas vias
bioquimicas, intracelulares flungicas essenciais a sobrevivéncia celular; 2) aumento da
penetracdo do agente antifingico proporcionada pela a¢édo do outro antiflngico na membrana
celular fungica; 3) inibicdo de proteinases carreadoras e 4) inibicdo 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 plasmatica da célula fingica e o extrato vegetal atuou em nivel da
parede celular [4,5].

Um dos protocolos mais simples e conhecido para determinacdo da interacdo de
antimicrobianos é o teste checkerboard, que proporciona uma disposicdo bidimensional de
concentracBes diferentes das substancias avaliadas. Esse teste permite o calculo do indice de
Concentracdo Inibitdria Fracional (FIC) [19]. O efeito sinérgico entre farmacos sintéticos e
produtos naturais € 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 inibi¢do do extrato vegetal e nistatina

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

selecionadas a partir das menores concentragdes das substancias combinadas capazes de inibir
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a formacdo de microrganismos (Figura 6). Observou-se a reducdo do nimero de UFC/mlI
(p<0,05) (Figuras 7, 8, 9).
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Figura 6: Microplaca da técnica de checkerboard apds 24 horas de incubagdo a 37°C,
evidenciando as menores concentracdes das solucdes combinadas capazes de inibir o
crescimento fangico: CIM/4 da nistatina + CIM/8 do extrato vegetal e CIM/8 da nistatina +
CIM/4 do extrato vegetal.

100
=\
80
60 -
g =@==A.colubrina
40 == Nistatina
20 === Controle
0
0 6 12 18 24

Tempo (horas)

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.
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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
concentragdes, foi mantido ao longo do tempo, havendo reducdo do numero de UFC/ml em
relacdo ao controle. Sabe-se que compostos antifingicos associados podem promover maior
eficacia, sendo os métodos checkerboard e a curva de morte microbiana indicados para esta
avaliacdo in vitro [36].

As combinacdes sinérgicas de agentes antifingicos podem ter efeitos positivos, como
por exemplo, aumentar a taxa de eliminacdo flngica, diminuir a duracdo da terapia, evitar o
surgimento de resisténcia a drogas, ampliar o espectro de atividade, e diminuir a toxicidade

relacionada com o farmaco, permitindo a utilizacdo de doses mais baixas de agentes
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antifungicos [37]. Neste estudo, observou-se que o tempo de contato das substancias com as
células favoreceu positivamente tal reducéo. Esse fator tempo é importante na prospec¢do de
antifangicos, pois o uso prolongado de agentes antifingicos e regimes posoldgicos

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

Prospeccao Fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica do extrato da A.colubrina revelou alto teor de polifenois

totais, flavonoides e taninos (Tabela 4).

Tabela 4: Caracterizagdo fitoquimica quantitativa do extrato vegetal da casca da A.colubrina.

Polifendis totais Flavonoides Taninos Condensados

(equivalentes de (equivalentes de (equivalentes de

acido galico/ %) quercetina/ %) catequina/ %)
Extrato da 53,18 0,28 8,73

A.colubrina

A identificagdo de polifenois totais, flavonoides e taninos corrobora os achados de
Gomes de Melo et al. [39] e Campos et al. [40].

A caracterizacdo fitoquimica das espécies vegetais para determinacdo dos grupos de
metabdlitos secundarios é considerada uma abordagem fundamental, visto que tais espécies
dispdem de uma rica fonte de substancias que podem ser Gteis no desenvolvimento de formas
terapéuticas [41]. O conhecimento dos constituintes quimicos das plantas também é (til para a
sintese de substancias quimicas complexas [42].

O alto teor de compostos fendlicos encontrados pode ser o responsavel pelo potencial
antifungico do extrato de A.colubrina. Tem sido sugerido que estas substancias sdo capazes de
causar instabilidade metabdlica em C. albicans e destruir a atividade enzimatica de
proteossomas, contribuindo assim para a reducdo da taxa de crescimento dos

microorganismas bem como a formacéo e maturagédo de biofilme [43].

Os taninos fazem parte do grupo de compostos fendlicos e possuem atividade
antimicrobiana comprovada devido a capacidade de precipitar proteinas [44], propiciando a
inativacdo de adesinas, enzimas, ou o transporte de proteinas no envelope celular, interferindo

no transporte de soluto, ou ainda diminuindo a disponibilidade de ions metalicos 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, 0
teor de taninos encontrado nesse estudo esta de acordo com a literatura. A pequena variagdo
existente ocorre porque a concentracdo destes compostos depende da interacdo planta-
ambiente, em resposta a diversos fatores biologicos e quimicos, como concentracdo de
nitrogénio e oxigénio no solo [48].

Foram encontrados, embora em menor quantidade, flavonoides, que também
compdem o grupo de compostos fendlicos [49]. Esse metabdlito secundario também pode ser
associado a agdo antiflngica encontrada nesse estudo para o extrato de A.colubrina porque ja

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

Perfil térmico

A curva TG do extrato A.colubrina, mostrou a ocorréncia de trés etapas de
decomposicdo térmica e as curvas DSC do extrato mostraram que 0S processos térmicos

ocorreram no intervalo de temperatura entre 52,37 a 195,52°C (Fig. 10).
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Figura 10: Curvas TG e DSC. Razdo 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 141,26°C,

representando a perda de massa da amostra em aproximadamente 5,97%. Essa etapa foi
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atribuida a perda de agua e de alguns produtos volateis da amostra. Esse teor de umidade esta
de acordo com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira, esta estabelece para o controle de
material vegetal um limite de 14% como valor maximo aceitavel 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 possivel estabelecer parametros fisicos para a secagem eficiente e boa
conservacao do material.

A segunda etapa ocorreu dentro de um intervalo de temperatura de 141,26 a 229,17 °C,
possuindo uma perda de massa de 9,13%, correspondendo a primeira etapa de decomposicao
do extrato. A perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre as temperaturas
de 229,17°C e 657,39°C, com perda de 37,44%. Este evento provavelmente esta relacionado
com os metabdlitos presentes na planta, ja identificados como taninos e flavonoides.

Na curva DSC, foi observado um pico endotérmico em 69,96°C, que pode estar
relacionado a vaporizacdo da amostra, com perda de agua e de constituinte volateis da
amostra. Os processos de decomposicdo comegam acima de 195,52°C, os quais possivelmente
se referem a decomposicdo inicial de metabolitos secundarios presente na amostra como
flavonoides, taninos entre outros [52]. Essa temperatura elevada para inicio da decomposicdo
dos compostos presentes na planta sugerem uma boa estabilidade do extrato vegetal.

Segundo Oliveira et al. [53], os dados obtidos por andlise térmica estdo diretamente
relacionados com a qualidade final de um produto farmacéutico, seja quanto a eficécia
terapéutica do medicamento ou a estabilidade do mesmo ao longo do prazo de validade. A
TG é utilizada para medir a variacdo de massa em funcdo da temperatura em uma atmosfera
controlada sob um programa de aquecimento. A DSC ¢ utilizada para medir a diferenca de
fluxo de calor entre uma substancia e um material de referéncia em funcdo de um programa
de aguecimento ou resfriamento. Todavia, algumas dificuldades sdo encontradas na obtencéo
de picos reprodutiveis de extratos de plantas nas curvas de DSC. Isso ocorre pelo fato de que
esses extratos sdo uma mistura de substancias que interagem entre si, na matriz vegetal. Além
disso, muitas vezes os produtos de degradacdo sdo formados em diferentes concentracoes
devido a vérios fatores, como a forma e imperfeicdes das particulas, perda de produtos
0asosos 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 relagéo ao controle

positivo, no ensaio de hemolise (Tabela 5).

Tabela 5: Leitura visual da hemdlise das suspensfes de hemacias testadas com extrato
liofilizado de Anandenanthera colubrina Vell. Brenan. Utilizou-se como referéncia: —
(0% de hemolise), +(25% de hemolise, ou abaixo de 25%), ++ (50% de hemdlise), +++
(75% de hemdlise).

Concentragoes o _ N
(mg/mL) Absorbancia Intensidade de hemolise

4 0,505 n

2 0,339 +

1 0,156 +

0,5 0,043 +

0,25 0,021 +

Liquido de Turk 1,757 4

(controle positivo)

Nenhuma das concentracdes testadas chegou a ser a concentracdo citotdxica efetiva
50% (EC50), ou seja, capaz de hemolisar 50% de uma suspensdo a 4% de eritrécitos [55].
Outros estudos in vitro devem ser realizados a fim de avaliar a biocompatibilidade do extrato
vegetal de A.colubrina mimetizando as condi¢es biol6gicas da mucosa oral bem como
ensaios in vivo. Apesar das plantas ja serem utilizadas na medicina tradicional, os ensaios de
toxidez sdo fundamentais, uma que as plantas podem apresentar toxidez de acordo com a

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

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico da casca da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
apresentou atividade fungistatica frente as cepas estudadas, acdo sobre a parede celular
fangica 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
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mecanimos de ac¢do envolvidos na atividade antifingica do extrato vegetal de A.colubrina

com vistas a producdo de um novo medicamento para tratamento de candidose oral.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudam demonstram o potencial antifingico da Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan contra cepas padrdo de Candida albicans, Candida krusei, Candida
guillermondii, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e fungicida contra isolados clinicos
de Candida albicans. Quanto ao possivel alvo de acdo do extrato vegetal sobre Candida
albicans, foi possivel constatar a acdo do extrato sobre a parede celular fingica o que pode
representar uma alternativa mais seletiva aos antifungicos comumente utilizados. Observou-se
também através de microscopia, a consideravel reducdo de células viaveis apds o tratamento
com o extrato vegetal e a modificacdo da parede celular. A interagdo do extrato da
A.colubrina com a nistatina (antifangico padrdo) demonstrou-se a ac¢do sinérgica entre as
substancias testadas (extrato vegetal e nistatina). Na cinética microbiana, observou-se a
manutencdo do sinergismo ao longo do tempo com reducéo estatisticamente significativa do
namero de células vidveis. A caracterizacdo fitoquimica revelou um alto teor de compostos
fendlicos, que possivelmente sdo responsaveis pelo potencial antifingico do extrato vegetal
de A.colubrina. O perfil térmico do extrato vegetal foi tracado, obtendo-se trés etapas de
decomposicdo térmica em TG e temperatura elevada para inicio da decomposicdo dos
compostos em DSC, o que pode sugerir boa estabilidade. As cinco concentra¢fes do extrato
vegetal testadas ndo apresentram toxidez. Novos estudos devem ser realizados a fim de
compreender 0s mecanimos de acdo envolvidos na atividade antifungica do extrato vegetal de
A.colubrina com vistas a producdo de um novo medicamento para tratamento de candidose

oral.
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