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RESUMO: Anadenanthera colubrina Vell. Brenan (Fabaceae), conhecida por angico, € uma
espécie nativa do Brasil, amplamente utilizado na medicina popular. Objetivou-se avaliar
o perfil quimico do extrato hidroetanodlico das cascas do caule de A. colubrina (Ac-HE),
bem como avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e a citotoxica. O espectro do
FTIR-ATR indicou grupos funcionais compativeis com compostos fendlicos como taninos
e flavonoides. A presenga de compostos fendlicos e flavonoides foram confirmadas com
337,9 £ 3,7 ug EAG/g e 310,4 £ 2,1 pg EQ/g, respectivamente. O Ac-HE teve expressiva
atividade antioxidante, Cl,, = 0,114 + 0,009 pyg/mL para o teste do DPPH e Cl, = 0,411
0,248 pg/mL para o teste do ABTS e demonstrou propriedades antibacterianas frente a
cepa de S. aureus (ATCC 29213), com CIM de 1 mg/mL e CBM de 2 mg/mL. Por fim, o Ac-
HE n&o interferiu na viabilidade celular de fibroblastos (L929). Em concluséo, esse estudo
ressalta a importancia de explorar as propriedades bioativas de A. colubrina em futuras
pesquisas para desenvolvimento farmacéutico, valorizando seu potencial etnomedicinal.

PALAVRAS-CHAVE: Angico. Produtos Naturais. Atividades bioldgicas.

PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION
OF THE HYDROETHANOLIC EXTRACT FROM THE BARK OF ANADENANTHERA
COLUBRINA

ABSTRACT: Anadenanthera colubrina Vell. Brenan (Fabaceae), commonly known as
angico, is a species native to Brazil and widely used in traditional medicine. This study
aimed to evaluate the chemical profile of the hydroethanolic extract from the bark of A.
colubrina (Ac-HE), as well as assess its antioxidant, antimicrobial, and cytotoxic activities.
The FTIR-ATR spectrum indicated functional groups compatible with phenolic compounds
such as tannins and flavonoids. The presence of phenolic compounds and flavonoids was
confirmed with values of 337.9 + 3.7 yg GAE/g and 310.4 £ 2.1 ug QE/g, respectively. Ac-
HE exhibited significant antioxidant activity, with an IC_ of 0.114 + 0.009 ug/mL in the DPPH
testand an IC,, of 0.411 £ 0.248 ug/mL in the ABTS test. It also demonstrated antibacterial
properties against the S. aureus strain (ATCC 29213), with a MIC of 1 mg/mL and MBC of 2
mg/mL. Lastly, Ac-HE did not affect the viability of fibroblast cells (L929). In conclusion, this
study highlights the importance of exploring the bioactive properties of A. colubrina in future
pharmaceutical research, emphasizing its ethnomedicinal potential.

KEYWORDS: Angico. Natural Products Naturais. Biological Activities.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais € uma pratica reconhecida desde a antiguidade,
adotada por diversas culturas para tratar e prevenir doengas. O Brasil se destaca nesse
contexto, sendo o pais com a maior biodiversidade do mundo e uma rica diversidade étnica
e cultural. Essa riqueza favorece a fitoterapia como uma alternativa de tratamento eficaz,
sustentada pelo conhecimento tradicional e por pesquisas etnofarmacologicas (Gongalves
et al., 2020).

Aresisténcia bacteriana € um dos principais desafios de saude publica, agravada pela
dificuldade em desenvolver novos antibiéticos. Nesse cenario, o Staphylococcus aureus se
destaca por causar infeccdes de pele, pneumonia e sepse, além de estar frequentemente
associado a infeccbes nosocomiais € comunitarias (Cheung; Bae; Otto, 2021). Embora
o tratamento dessas infecgbes geralmente envolva antibiéticos, o uso inadequado vem
complicando a pratica clinica, ja que o S. aureus se adapta e altera suas caracteristicas
fisiolégicas (Guo et al., 2022). Portanto, é essencial buscar plantas reconhecidas no uso
popular que contenham altos teores de compostos fendlicos, associados a importantes
atividades bioldgicas, como potencial antibacteriano, anti-inflamatério e combate ao
estresse oxidativo.

Ademais,oacumuloderadicaislivresnoorganismo estaassociadoaodesenvolvimento
de doengas como cancer, aterosclerose, isquemia cerebral e envelhecimento. Os
antioxidantes, ao sequestrar esses radicais livres, atuam na prevencdo e apresentam
elevado potencial terapéutico contra esses problemas, o que tem impulsionado a busca por
novos antioxidantes provenientes de plantas utilizadas na medicina tradicional.

Nesse viés, destaca-se a Anadenanthera colubrina Vell. Brenan (Fabaceae),
conhecida como angico. Essa espécie lenhosa, nativa do Brasil, € tipica da Caatinga, Cerrado
e Mata Atlantica (Pareun; Araujo; Drumond, 2018). O angico possui grande valor cultural
e medicinal, sendo amplamente utilizado na medicina popular, nas formas de garrafadas,
infusdes, decocgdes, xaropes, tinturas e maceragdes, para tratar problemas respiratérios,
dores, cicatrizagao de feridas, disturbios digestivos, infecgdes de pele, condi¢gbes bucais,
estresse e infecgbes urinarias (Medeiros; Carvalho, 2020).

OBJETIVO

Neste estudo, buscou-se avaliar o perfil quimico do extrato hidroetandlico das
cascas do caule de Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan, bem como avaliar a atividade
sequestradora de radicais livres, atividade antimicrobiana e a citotoxicidade frente a
fibroblastos (L929).
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e procedimento de extracdo: As cascas do caule de A. colubrina

foram coletadas na zona rural do municipio de Caetés, localizado na regido agreste do
estado de Pernambuco. A coleta do material boténico foi realizada utilizando a técnica
de turné-guiada (Albuquerque et al., 2014), com o auxilio de um especialista que indicou
tanto o local quanto a planta a ser coletada. Com o uso do aplicativo SW MAPS® para
celular, foi possivel obter a localizagédo precisa da arvore, cujas coordenadas geograficas
sdo 8,78028522° de latitude sul e 36,72840443° de longitude oeste, com uma elevagao de
813 metros e acuracia de 5 metros (Figura 1). Este estudo foi cadastrado no SISGEN com
n°® A7A5DAO.

Figura 1: Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan. (A) Geolocalizagao da arvore utilizada no estudo; (B)
Imagem da arvore inteira; (C) imagem demonstrando o corte na regido do caule do angico para a obtencao

da casca.

Brasil

Cidade de Caetés - PE

Fonte: Autores, 2024.

As cascas foram lavadas com agua ultrapura e levadas para secagem em estufa
com ar circulante a 40 °C por 7 dias. Posteriormente, o material foi triturado e pulverizado
em moinho de facas mecanico. 20 g do p6 das cascas foi transferido para um erlenmeyer,
acrescido de 200 mL de etanol:agua (50:50 v/v) e levado para o banho ultrassénico por
40 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se filtragens a vacuo até que
o solvente saisse limpido. O filtrado foi rotaevaporado a vacuo (40 °C, 55 RPM) até sua
concentragdo e obtencdo do extrato hidroetandlico bruto de A. colubrina (Ac-HE). O
rendimento final foi de 9,3%.

Analise fitoquimica preliminar: O extrato foi submetido a triagem fitoquimica preliminar

(Figura 2A) para detecgdo das principais classes de metabdlitos secundarios através de
reacdes quimicas que resultam no desenvolvimento de formagao de espuma, coloracao e/
ou precipitado, caracteristico para cada classe de substancias (Matos, 1997).
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Figura 2: Esquema da triagem fitoquimica preliminar (A). Perfil fitoquimico do Ac-HE (B) (+++) Alta

intensidade; (++) Média intensidade; (+) Baixa intensidade; (-) Ausente.
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Fonte: Autores, 2024.

Analise espectroscépica de refletdncia total atenuada por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR ATR): A técnica utilizada para analisar do Ac-HE no
equipamento de FTIR foi a reflectancia total atenuada (ATR), na qual o extrato bruto foi
posicionado sob o cristal opticamente denso e com alto indice de refracdo na faixa de

4000—400 cm™'. Alinformagéao espectral resultante foi analisada com o grafico de referéncia
para reconhecer a presenga dos grupo funcional.

Determinacéo do teor de fendlicos totais e flavonoides totais: O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme Sousa et al.
(2007), com modificagbes. Utilizou-se acido galico como padrao, a absorbancia foi lida a 760
nm. O resultado foi expresso como equivalente de acido galico (ug EAG/g). A quantificagao
dos flavonoides totais foi determinada pelo método colorimétrico com cloreto de aluminio,
de acordo com Meda et al. (2005). Utilizou-se a quercetina como padrdo. A absorbancia foi
medida a 415 nm, e o teor de flavonoides foi expresso como equivalente de quercetina (ug
EQ/g). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Avaliacao do potencial antioxidante: A capacidade antioxidante foi avaliada por meio
do método de reducgéao do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), conforme descrito
por Mezza et al. (2018). Em uma microplaca de 96 pogos, 270 uL da solugéo etandlica de
DPPH (60 pM) foi misturada com 30 uL do Ac-HE em diferentes concentragdes (0,1 ug/mL —
27 ug/mL), para o branco utilizou-se o etanol. Apds o repouso por 30 minutos, sob abrigo de
luz, a absorbancia foi medida a 517 nm. Ja o ensaio de ABTS, baseado na neutralizagao do
radical ABTS" formado pela oxidacdo do ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico)). Primeiramente, o radical cation ABTS* foi gerado misturando-se 2,5 mL
da solugédo de ABTS (7 mM) com 44 pL da solugao de persulfato de potassio (140 mM),
mantendo a mistura no escuro por 16 horas. Em seguida, a solugdo de ABTS* foi diluida
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em etanol até atingir uma absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm. Em eppendorfs, 900 uL da
solucéo de ABTS foi misturada com 100 pL do Ac-HE em diferentes concentragdes (0,1 pg/
mL — 27 ug/mL), para o branco utilizou-se o etanol. As misturas foram homogeneizadas e
submetidas a banho ultrassénico por 6 minutos. Apés isso, 300 puL de cada solugao foram
transferidos para uma placa de 96 pocos. A leitura foi realizada no espectrofotobmetro UV-Vis
a 517 nm (Han; Zhang; Luo, 2011). O Trolox foi utilizado como padrao antioxidante. Todos
os experimentos foram realizados em ftriplicata. A capacidade antioxidante foi calculada
usando a férmula: % de protecéo = [(Abs controle - Abs da amostra) / Abs do controle] x
100. A concentragéo inibitoria (Cl, ;) foi expressa em pL/mL, representando a quantidade
necessaria para reduzir em 50% a concentracéo inicial da solugdo de DPPH ou ABTS.

Avaliacdo do potencial antimicrobiano: O teste da Concentracdo Inibitéria Minima

(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foram realizados conforme descrito
pelo CLSI (2012). Em uma microplaca de 96 pocgos, foram distribuidos 180 uL de caldo
Mueller-Hinton e 20 pL do Ac-HE diluido em agua ultrapura com 10% de DMSO, obtendo-
se uma concentragao final de 2 a 0,063 mg/mL, por diluigdo seriada (fator 2X). Em seguida,
foram adicionados 10 pL da suspensao bacteriana. Para o teste, foi utilizada a cepa de S.
aureus ATCC 29213, cujas coldnias foram ressuspendidas em salina até atingir a turbidez
equivalente a escala 0,5 de McFarland. Foram realizados trés experimentos independentes,
em triplicata. Como controle, foram utilizados pogcos com: meio, extrato e salina; meio,
cefoxitina (4 pg) e salina; meio, cefoxitina (4 ug) e inéculo e apenas meio com inoculo.
As microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C e em seguida foi realizada a leitura da
densidade optica a 600 nm dos pocgos. Apds a leitura, foi realizada a adicdo de 20 uL de
resazurina a 0,02% por 2h a 37 °C. Através de leitura visual, a mudancga na coloragéo (azul
para rosa) permitiu a determinacéo da CIM.Para a determinagdo da CBM, aliquotas de 10
ML de todos os pogos com concentragdes igual ou superior a CBM foram cultivadas em
agar sangue. A CMB foi definida como a menor concentragcédo do extrato capaz de inibir o
crescimento no meio de cultura (sem colbnias visiveis).

Cultura de células: A linhagem de fibroblastos murinos L929 foi cultivada em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino,
1% de glutamina e 100 U de penicilina / 10 ug de estreptomicina/mL a 37 °C com 5% de
CO,. As células foram manuseadas em ambiente estéril de cdmara de fluxo laminar vertical
e cultivadas em frascos plasticos para cultura (25 cm?, volume de 50 mL ou 75 cm?, volume
de 250 mL).

Avaliacédo do potencial citotéxico: O potencial citotdxico do Ac-HE foi avaliado pelo
ensaio MTT (Mosmann, 1983). Os fibroblastos (7 x 102 células/pogo) foram cultivados em
placas de 96 pocos e tratados com DMEM (controle negativo) ou com Ac-HE em diferentes
concentragdes (1 pyg/mL — 729 pg/mL) ou com TRITON X-100 (1%) (controle positivo).
Apos 24 horas de incubagdo a 37°C em estufa com CO,, adicionou-se o MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio) (5 mg/mL) nos pocgos, as placas foram
mantidas em estufa por 4 horas. Em seguida, o sobrenadante foi removido e 100 pL de
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dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados a cada pocgo, para solubilizar o formazan
produzido. A densidade 6ptica foi medida a 540 nm. A citotoxicidade foi avaliada em triplicata
e os valores de absorbancia foram expressos como porcentagem de viabilidade celular,
utilizando a formula: (Abs células tratadas / Abs células nao tratadas) x 100%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem fitoquimica tem por objetivo a deteccdo e prospecgao preliminar dos
diferentes constituintes quimicos de plantas, com base na extracdo destes com solventes
apropriados e na aplicacio de testes de formacao de espuma, coloragao e/ou precipitado
(Matos, 1997). Através desta analise, foi possivel identificar classes de metabdlitos
secundarios de interesse farmacologico presentes no extrato hidroetandlico bruto de A.
colubrina (Ac-HE), e os resultados encontram-se dispostos na Figura 2B.

A analise do FTIR (Figura 3) é possivel observar que a banda em 3320 cm-1
representa grupos hidroxila comuns em compostos fendlicos como taninos e flavonoides,
que fazem parte da composi¢cédo dos extratos de A. colubrina (Mota et al., 2017). A banda
em 1608 cm-1 pode estar associada a ligagdes duplas de carbono (C=C) e a presenga de
grupos carbonila (C=0) conjugados a sistemas aromaticos, tipicos em flavonoides (Krysa;
Szymanska-Chargot; Zdunek, 2022). Os picos em 1511 cm-1 e 1450 cm-1 s&o caracteristicos
do estiramento C=C em anéis aromaticos, indicando a presenc¢a dos compostos fendlicos
mencionados por Araujo et al. (2020). As bandas em 1280 cm-1 estdo associadas ao
estiramento (CO) em alcoois e éteres, caracteristico de taninos e flavonoides (Ortufio et al.,
2021), enquanto a banda em 1113 cm-1 também esta relacionada ao estiramento CO em
éteres (Omran, 2023). Abanda em 773 cm-1 é coerente com deformacgdes de liga¢des fora
do plano (CH) em anéis aromaticos.

Figura 3: Espectro do FTIR-ATR do Ac-HE
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Fonte: Autores, 2024.
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Com relagdo a determinagcdo dos conteudos de compostos fendlicos totais e de
flavonoides totais, o Ac-HE apresentou 337,9 = 3,7 ug EAG/g e 310,4 £ 2,1 ug EQ/g,
respectivamente. Esses achados corroboram com o espectro de FTIR. Ademais, nos
estudos de Silva (2020), utilizando o extrato aquoso dos galhos de A. colubrina, observou-
se um conteudo de compostos fendlicos totais de 218,22 £ 0,55 mg EAG/g, e 1,31 £ 0,04
mgEQ/g, referente ao conteudo de flavonoides. Nos achados de Sobrinho (2010), ao analisar
as fracdes hidroalcodlica e acetato de etila obtidas da casca do caule de A. colubrina, foi
possivel quantificar 177,85 +0,45 mg EAG/g e 171,26 £ 0,02 mg EAG/g, respectivamente,
referente ao teores de fenois totais; e 13,48 £ 0,07 mg EQ/g e 34,16 £ 0,12 mg EQ/qg,
respectivamente, referente ao teor de flavonoides.

A distribuicdo e concentracido de metabdlitos variam entre partes da planta, como
folhas, flores, frutos e casca, devido a demandas metabdlicas e fungdes ecoldgicas
especificas. No angico, comum em regides tropicais, a quantidade de compostos fendlicos
na casca pode mudar entre periodos seco e chuvoso, dependendo das condi¢des locais.
A época de coleta também é crucial, influenciando diretamente o teor de metabdlitos, com
variagdes sazonais marcadas (Auad, 2018).

A atividade antioxidante, utilizando o método de captura dos radicais DPPH
apresentou uma Cl_, de 0,114 + 0,009 pg/mL (Figura 4A). A porcentagem de redugéo do
ABTS (Cl,,) foi de 0,411 + 0,248 ug/mL (Figura 4B), confirmando o potencial das amostras
na inibicao de radicais livres.

Estudos prévios indicam que os valores de IC,, para antioxidantes potentes,
como flavonoides e taninos presentes em A. colubrina, frequentemente variam de forma
significativa, dependendo do método de extragéo e das partes da planta utilizadas (Oliveira
et al., 2019). Isso evidencia a eficacia dos compostos fendlicos na neutralizagao de radicais
livres, o que esta alinhado com o uso tradicional da planta para fins medicinais.

Figura 4: Atividade antioxidante do Ac-HE
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Porcentagem de inibi¢ao de radicais pelo método de DPPH (A) e ABTS (B). As barras verticais representam
a média e SEM de trés experimentos independentes, cada um realizado em Triplicata. ANOVA Two-way,

seguida do pos teste de Sidak (Trolox vs. Ac-HE). * p < 0,05 e ** p < 0,0001.
Fonte: Fonte: Autores, 2024.
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Este fato pode justificar a discrepancia nos valores do potencial antioxidante
observado neste estudo quando comparado ao trabalho de Silva et al. (2016), com uma
Cl,, de 5,6 ug/mL para o extrato etandlico de A. colubrina.

Convém ressaltar que substancias com nucleo fendlico, como os flavonoides e
acidos fendlicos, destacam-se como excelentes antioxidantes, por atuarem como eficientes
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROs), além de reduzirem e quelarem
ions férrico que catalisam a peroxidagéo lipidica (Nahar; Sarker, 2005). Ademais, presenga
de taninos, flavonoides e derivados cindmicos esta associada a capacidade de inibigao
bacteriana (Araujo et al., 2014). Diante disso, investigou-se o potencial antimicrobiano do
Ac-HE frente a cepa de S. aureus.

A CIM do Ac-HE obtida foi de 1 mg/mL, enquanto a CBM foi de 2 mg/mL. Em
condi¢cdes semelhantes, Colacite (2015), ao utilizar o extrato hidroalcodlico da folha da
angico, encontrou uma MIC promissora de 125 pg/ml e CBM de 500 pg/ml contra S. aureus.

A citotoxicidade in vitro € o primeiro passo para revelar a presenca ou auséncia de
efeito toxico direto em nivel celular. Ha varios testes de citotoxicidade, incluindo MTT, XTT,
vermelho neutro, difusdo em agar e lactato desidrogenase (Melekoglu et al., 2020). Existem
inumeras vantagens do ensaio de MTT, a exemplo: facilidade e rapidez de execugao,
reprodutibilidade dos resultados, além de ser evidenciado uma correlagao clinica entre
os testes in vitro e in vivo (Sasaki et al., 2019). No presente estudo, preferimos o teste
MTT para avaliar a citotoxicidade em fibroblastos L929, visto que se trata de uma célula
abundante nos tecidos conjuntivos.

Os resultados obtidos no ensaio de MTT s&o apresentados como porcentagem
de viabilidade celular em funcdo das concentragdes crescentes do Ac-HE. Observou-se
que o Ac-HE, em todas as concentracbes testadas n&o interferiu na viabilidade celular
(Figura 5). Esses achados estdao em concordancia com os estudos de Colacite (2015), que
avaliou a toxicidade do extrato de A. colubrina em eritrécitos, sendo téxica apenas em altas
concentragdes (4000 ug/mL). E valido salientar que a norma ISO 10993-5:2009 “Avaliacéo
biolégica de dispositivos médicos — Teste de citotoxicidade in vitro”, a viabilidade celular
> 70%, indica que nao apresenta citotoxicidade para células L929 nas concentracbes
testadas.
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Figura 5: Viabilidade celular de fibroblastos (L929) apds a exposi¢do do Ac-HE por 24 horas.
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As linhas pontilhadas vermelha representa o grupo controle, onde as células foram mantidas apenas com

0 meio de cultura (DMEM), a linha vermelha soélida representa as células na presenga do TRITON-X 100

(controle positivo) e as barras verticais representam a média e SEM de trés experimentos independentes,
cada um realizado em quadruplicata. ANOVA two-way, seguida do pds teste de Dunnet, (Ac-HE vs. Controle

negativo).

Fonte: Autores 2024.

CONSIDERAGOES FINAIS

O extrato hidroetandlico das cascas de Anadenanthera colubrina (Ac-HE) apresentou
um perfil fitoquimico rico em fendlicos e flavonoides, demonstrando expressivo potencial
antioxidante, o que apoia seu uso tradicional contra o estresse oxidativo. Além disso, o extrato
mostrou atividade antimicrobiana relevante contra Staphylococcus aureus, sugerindo sua
eficacia no combate a infecgdes bacterianas, além de ser seguro em fibroblastos. O estudo
ressalta a importancia de explorar suas propriedades bioativas em futuras pesquisas para
desenvolvimento farmacéutico.
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