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RESUMO:A Anadenanthera colubrina (Vell.) é uma espécie arbdrea nativa da América do
Sul. Pertence & familia Fabaceae.Possui propriedades curativa, atividades antioxidante, anti-
inflamatdria, anti-proliferativa, antialérgico e antitrombotico. Este estudo buscou avaliar a
atividade antimicrobiana e determinar o potencial toxico contra Artemia salina. O estudo foi
do tipo laboratorial experimental — observacional, através da Concentracdo Minima Inibitdria
(CIM) e Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA).Com base nos valores da
concentracdo inibitéria minima (CIM) obtidas verificou-se que o extrato foi mais ativo contra
as cepas S. agalactiae, S. epidermidis e P. aeruginosa. Cepas S.aureus, E.coli, Klebsiella e C.
albicans se mostraram resistentes a todas concentracdes. Com relacdo a Concentracdo
Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) o extrato foi ativo apenas frente a uma cepa, P.
aeruginosa.. No bioensaio de toxicidade foi constatado experimentalmente que o extrato
apresenta valores de CL50 pg/mL na faixa de 3.574,30006 pg/mL, que designar que amostra
analisada ndo indica uma toxicidade relevante ao teste da Artemia salina. Os estudos
revelaram que o extrato da planta, Anadenanthera colubrina, apresenta potencial para
producdo de farmacos o que propGe a necessidade de novos estudos.

Palavra-chave: Planta, Bactéria, Toxicidade.
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ABSTRACT :Anadenanthera colubrina (Vell.) Is a tree species native to South America. It
belongs to the Fabaceae family. It has healing properties, antioxidant, anti-inflammatory, anti-
proliferative, anti-allergic and antithrombotic activities. This study aimed to evaluate the
antimicrobial activity and determine the toxic potential against Artemia salina. The study was
experimental - observational, through Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Inhibitory Adherence Concentration (CIMA). Based on the values of the minimum
inhibitory concentration (MIC) obtained, it was verified that the extract was more active
against S. agalactiae, S. epidermidis and P. aeruginosa strains. Strains S.aureus, E.
coli,Klebsiella and C. albicans showed resistance at all concentrations. Regarding the
Minimum Inhibitory Adherence Concentration (CIMA) the extract was active only against a
strain, P.aeruginosa. In the toxicity bioassay it was verified experimentally that the extract
presented values of LC50 ug / mL in the range of 3.574.30006 pg / ML, which designate
which sample tested does not indicate a toxicity relevant to the Artemia saline test. The
studies revealed that the extract of the plant, Anadenanthera colubrina, presents potential for

drug production, which proposes the need for new studies.

Keywords:Plants; Bacteria; Toxicity
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INTRODUCAO

As plantas tém sido, desde a antiguidade, um recurso ao alcance do ser humano. O
homem encontrou nas chamadas plantas medicinais, virtudes que foram transmitidas de
geracdo a geracdo. Essas plantas tém significado um marco na histdria do desenvolvimento de
nacOes. Até nas sociedades mais industrializadas, o uso de vegetais in natura pela populacéo

vem, cada vez mais, se intensificando (MIGUEL; MIGUEL, 1999).

O crescente uso de fitoterapia, normalmente de forma criteriosa e indiscriminada, em
conjunto com a escassez de estudos de alta qualidade neste dominio e acesso limitado a
literatura sobre o tema, tém levantado muitas questbes sobre a eficacia e seguranca dos
medicamentos a base de plantas. O conhecimento empirico acumulado ao longo dos anos,
com base na tradicdo cultural, juntamente com descobertas cientificas tem mostrado que as
plantas medicinais e fitoterapicas trazem beneficios para o corpo, bem como pode causar
efeitos adversos e toxicidade e ser contraindicada (ALEXANDER GARCIA & SIMOES,

2005).

A maior parte da regido Nordeste do Brasil € composta por dois importantes Biomas, a
Caatinga e a Mata Atlantica, com caracteristicas peculiares de clima e fisionomia, possuindo
espécies vegetais de grande importancia (RODRIGUES et. al; 2006), essa regido ¢ uma das
menos protegidas no Brasil (ALBUQUERQUE et. al; 2006). A Caatinga é uma das
vegetacOes mais ameacadas do planeta, e, apesar disto, esta exclusividade néo foi suficiente

para direcionar muitos estudos botanicos nesta area (ALBUQUERQUE et. al; 2006).

A Caatinga constitui um rico ecossistema exclusivamente brasileiro, com grande
diversidade de espécies e elevada incidéncia de endemismo. Em recente levantamento
floristico de todo o territorio brasileiro, o bioma caatinga apresentou o total de 4.322 espécies

de plantas com sementes, sendo 744 endémicas deste bioma, o que corresponde a 17,2% do
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total de taxons registrados (FORZZA et al., 2012). Tais mecanismos possibilitam a
sobrevivéncia das espécies em condicOes edafoclimaticas do semiarido nordestino
(ANDRADE-LIMA, 1981).morfologicamente diferentes e distribuidos em todos o0s

ecossistemas terrestres (SILVA et. al, 2013).

O Brasil € um pais privilegiado em relacdo ao emprego da fitoterapia, pois possui
25% da flora mundial e um patriménio genético de grande potencial para o desenvolvimento
de novos medicamentos (CASTILHO, 2009). Na fitoterapia, em regides de dominio da
Caatinga, observa-se que entre as espécies vegetais de maior uso aparecem Myracrodruom
urundeuva Allemdo  (Aroeira); Anadenanthera  colubrina (Vell.)  Brenan  (Angico);
e Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz (Catingueira), (SILVA & FREIRE, 2010;

MARINHO et al., 2011).

Anadenanthera colubrina (Vell.) é uma espécie arborea nativa da América do Sul
(VARELA; ALBORNOZ, 2013). Pertence a familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae.
(VIANA et. al; 2014).Possui propriedades curativas e é comumente utilizada na medicina
popular como bebida, xarope, tintura ou macerado. O extrato hidroalcodlico in vitro tem
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus esterpes. Também possui atividades
antioxidante, anti-inflamatdria, anti-proliferativa, antialérgico e antitrombético. A maceragéo
da casca administrada por via oral é usada no tratamento de processos inflamatérios como

bronquite, gastrite, pneumonia e resfriado (PESSOA et. al; 2012).

Este projeto tem como finalidade avaliar o potencial antimicrobiano e toxicologico do

extrato bruto de uma planta da caatinga, Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (Angico).
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MATERIAL E METODOS

Preparacao do extrato bruto seco

As folhas dadroga vegetal foram colhidas matinalmente pela manh& no sitio S&o Joéo,
lavada com &gua corrente, limpa e seca com papel toalha e pesada. Foi seca em estufa com
circulacdo de ar até peso constante, acompanhado com o auxilio de balanca. A droga vegetal
seca foi moida para reduzi-la a p6 e encaminhada para maceragdo em solucéo alcodlica a 95%
v/v durante 7 dias. O macerado foi filtradopara obtencdo do extrato bruto fluido e sem seguida
secoem evaporador rotativo a temperatura de 60°C. A secagem foi concluida em uma estufa

de ar rotativo e o extrato bruto seco mantido em um dessecador até sua utilizagéo.
Teste microbioldgico

Foram utilizadas cepas de bactéria, da colecdo do laboratério do controle
microbiologico da ASCES, Gram-negativas: Escherichia coli(ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosas(ATCC  7546), Klebsiella ~ pneumoniae(ATCC  1705),das  Gram-
positivasStaphylococcus epidermidis(ATCC 14990), Staphylococcus aureus(ATCC 3613),
Streptococcus spp. (ATCC 15913) e do fungo leveduriforme Candida albicans(ATCC

10231).
Determinacdo da concentracédo inibitéria minima (CIM)

Determinagcdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato foi realizada a
partir da técnica de pocos, conforme metodologia determinada por Koneman (2008). Foram
preparadas suspensdo de células dos respectivos patdgenos em solucédo salina, , com turbidez
equivalente ao tubo n° 0,5 da escala de Marc-Farland. Com o auxilio do swab, semeou-se toda

a superficie do Agar Mueller-Hinton (para bactérias) ou Agar Sabouraud (para fungos)
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contidos em placas de Petri com 9mm de didmetro com as suspensdes dos respectivos

microrganismos.

Em cada placa semeada foram feitos quatro pogcos de 6 mm de didmetro e inseridos
50uL do extrato em diferentes concentracfes, 50%, 25%,12,50% e 6,25% do extrato bruto

seco, o procedimento foi realizado em duplicata.

Apdls essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior
mensuracdo dos halos em milimetros (mm) e determinacdo da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM), sendo esta entendida como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

Determinagdo da concentracgéo inibitdria minima de aderéncia (CIMA)

A avaliacdo da menor concentracdo de extrato, em meio de sacarose, necessaria para
inibir a aderéncia dos microrganismos ao tubo do vidro, é denominada como Concentracao
Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA). A Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia foi
determinada na presenca de 5% de sacarose, usando-se concentragcfes crescentes e sucessivas
das solucdes diluidas do extrato, onde as linhagens foram sub-cultivadas a 37 °C em caldo
Muiller-Hinton (DIFCO), em microaerofilia, por um periodo de 24 horas, para obtencdo de um
indculo de 106 UFC/mL, onde foram incubados nos tubos com os meios acrescentando uma
aliquota de 10uL de suspensdo bacteriana, sendo os tubos inclinados a 37°C (KONEMAN,
2008).

Poder inibitorio (PI)

O Poder Inibitdrio foi realizado pela técnica de difusdo em pocos onde foi observada a
formagéo de halos inibitorios ao redor dos pogos que foram preenchidos com o extrato do
meio Agar Muller-Hinton, contendo a bactéria semeada. Realizou-se a pesagem de 0,5 g do

extrato bruto seco da amostra em comparagdo com o0s halos ocorridos no antibiético padrao
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utilizado, no caso, Amoxicilina, encaminhada na pesagem de 1g. Apds este processo, as duas
amostras foram devidamente diluidas nas mesmas concentracdes, posteriormente, foi
verificado o diametro dos halos que se formaram ao redor dos pogos contendo 0s extratos e
avaliou-se as concentracdes presentes nos mesmos, caracterizando a bactéria como: sensivel,

intermedidria ou resistente para determinadas concentragdes (KONEMAM, 2008).

Avaliacao da atividade toxica

Os ovos de Artemia salina foram encubados durante um periodo de 48 h para que
houvesse a eclosdo das larvas (Metanauplios) estas foram separados em 7 grupos contendo 12
metanauplios em cada grupo. O primeiro grupo recebeu a solucdo controle (dgua marinha) e
as 6 seguintes receberam diferentes concentracbes (1000ug/mL, 750ug/mL, 500ug/mL,
250ug/mL,100ug/mL, e 50ug/mL) do extrato do Angico (Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan), as Artemias foram colocadas por um periodo de 24h sob iluminacédo artificial. As
observacdes foram feitas apos este periodo, quando se contabilizou o valor numérico de larvas

vivias e mortas. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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RESULTADO E DISCUSSAO

O extrato etanodlico bruto foi avaliado frente as cepas fungicas e bacterianas descritas
neste trabalho e os resultados sdo apresentados na Tabela 1 e Tabela 2. Com base nos
valores da concentracdo inibitoria minima (CIM) obtidas verificou-se que o extrato foi mais
ativo contra as cepas S. agalactiae, S. epidermidis e P. aeruginosa. Cepas S.aureus, E.coli,

Klebsiella e C. albicans se mostraram resistentes a todas concentragdes.

Em um ensaio realizado por Violante et al. (2015) utilizando o extrato obtido das
folhas de Anadenanthera colubrna, demosntrou que entre as cepas bacteriana utilizadas a
mais sensivel foi S.aureus com CIM de 250 pg/mL.

Outro estudo feito por Bustamante et al. (2010) utilizando o extrato etanélico bruto da

casca da P. emarginatus que faz parte da familia Fabaceae, inibiu o crescimento de todas as bactérias,

entre elas, S. aureus, E. coli, P. aeroginosa e do fungo C. albicans.

Com base nos valores obtidos da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA) o extrato foi ativo apenas frente a uma cepa, P. aeruginosa. Em relacdo as outras

cepas,se mostraram resistente a todas concentracées testadas.

No bioensaio de toxicidade, evidenciou apds 24 horas de exposicdo sob iluminacao
artificial da Artemia salina Leach, verificou-se que ndo houve grande numero de Obitos na
maioria das concentracdes e condicdes testadas da amostra de Anadenanthera colubrina.
Diante das circunstancias, foi constatado experimentalmente que o extrato apresenta valores
de CL50 pg/mL na faixa de 3.574,30006 pg/mL, que designar que amostra analisada ndo
indica uma toxicidade relevante ao teste da Artemia salina Leach (CL50), uma vez que a

baixa toxicidade s6 ¢ considerada as substancias que tenham TAS> 1000pg/mL (1pg/mL =

1lppm).
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Um estudo feito por Violante et al. (2015) demonstrou que o extrato bruto de todas as
espeécies testadas, entre elas, Anadenanthera colubrina ndo apresentaram atividade citotdxica
sobre as larvas de A. salina. As amostras foram consideradas inativas, pois apresentaram
DLsg superior a 1000 pg/mL.

Outro estudo feito por Caldas et al. (2009) utilizando o Oleo-resina de copaiba
(Copaifera reticulata Ducke, Fabaceae) demonstrou que nenhum dos trés animais expostos
apresentou morbidade ou mortalidade nas primeiras 24 h ap0s a exposicao e durante o periodo
do estudo. Desta forma, repetiu-se o teste com outros trés animais, o que confirmou o

resultado anterior.

CONCLUSOES

O extrato bruto seco da Anadenanthera colubrina apresentou atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos testados tanto Gram negativos como Gram positivos. Quanto ao
seu potencial de inibicdo na formacao de biofilme frente apenas a Gram negativas. Em relagéo
a toxicidade evidencia-se com potencial medicamentoso por ndo apresentar toxicidade
relevante. Os estudos revelaram que o extrato da planta, Anadenanthera colubrina, apresenta

potencial para producdo de farmacos o que propGe a necessidade de novos estudos.
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