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PERFIL QUiMICO, ATIVIDADE ANTIFUNGICA E MODULATORIA DOS
EXTRATOS AQUOSO E METANOLICO DE Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz
(Pau-ferro)

Roberta Oliveira de Sousa'; Cicero Roberto Nascimento Saraiva’
RESUMO

O estudo teve como objetivo identificar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antifiingica e
modulatoria dos extratos aquoso e metanolico de Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz. As
atividades foram realizadas entre agosto e setembro de 2019 no Laboratorio de Microbiologia
do Centro Universitario Ledo Sampaio (Juazeiro do Norte - CE), Laboratorio de Pesquisa de
Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Os frutos maduros
da espécie Libidibia ferrea foram coletados no Sitio Riacho, no municipio de Vieirépolis no
Estado da Paraiba, apds foram obtidos os extratos aquoso € metandlico para a realizagdo dos
testes. Os constituintes quimicos foram analisados em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia e os extratos foram testados frente as espécies de Candida albicans (CA 40006 e
CA 4387) e Candida tropicalis (CT 40042 CT 4262) pelo método de microdilui¢do e para a
modulagdo, a droga de escolha foi o Fluconazol. Na andlise de constituintes quimicos foram
detectados taninos hidrolisaveis. A ICso do extrato aquoso apresentou um valor bastante
inferior ao do controle com Fluconazol frente a C. albicans, ja frente a C. tropicalis os
produtos testados apresentaram um valor da ICso maior que a do controle. Na modulagao, os
produtos testados potencializaram a a¢ao do fluconazol frente a C. albicans e apenas o extrato
aquoso potencializou o efeito antifungico frente a cepa de C. tropicalis. Com isso, foram
demonstrados promissores para que sejam feitas pesquisas clinicas, na busca de compostos que
sirvam como alternativas terapéuticas aos antifingicos convencionais, numa tentativa de combater
a crescente resisténcia fungica a esses farmacos.

Palavras-chave: Fungos. Plantas medicinais. Resisténcia antifingica. Candida albicans.
Candida tropicalis.

CHEMICAL PROFILE, ANTIFUNGAL AND MODULATORY ACTIVITY OF THE
WATER AND METHANICAL EXTRACTS OF LIBIDIBIA FERREA (MART.) L.P.
Queiroz (Iron stick)

ABSTRACT

The objective of this study was to identify the phytochemical profile and to evaluate the
antifungal and modulatory activity of the aqueous and methanolic extracts of Libidibia ferrea
(Mart.) L.P. Queiroz. The activities were performed between August and September 2019 at
the Laboratory of Microbiology of the Ledo Sampaio University Center (Juazeiro do Norte -
CE), Natural Products Research Laboratory (LRPN) of the Regional University of Cariri
(URCA). The ripe fruits of the species Libidibia ferrea were collected at Sitio Riacho, in the
county of Vieirdpolis, Paraiba State, after were obtained the aqueous and methanolic extracts
for the tests. The chemical constituents were analyzed by high performance liquid
chromatography and the extracts were tested against Candida albicans (CA 40006 ¢ CA
4387) e Candida tropicalis (CT 40042 CT 4262) species by the microdilution method and for
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the modulation, the drug of choice was Fluconazole. In the analysis of chemical constituents,
hydrolysable tannins were detected. The IC50 of the aqueous extract presented a value much
lower than the control with Fluconazole against C. Albicans, compared to C. tropicalis, the
tested products presented an IC50 value higher than the control. In the modulation, the tested
products potentiated the action of fluconazole against C. albicans and only the aqueous extract
potentiated the antifungal effect against C. tropicalis strain. Thus, have been demonstrated for
to do clinical research to find compounds that serve as therapeutic alternatives to conventional
antifungals in an attempt to combat the growing fungal resistance to these drugs.

Key-words: Fungi. Medicinal plants. Antifungal resistance.

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como uma opgao terap€utica, conhecida como fitoterapia,
¢ uma pratica milenar no mundo, uma rica tradicdo medicinal e ¢ descendente da experiéncia
que a populagcdo adquire com o meio botanico que a circunda. O repasse desses saberes de
geragdo em geracao, estimula os pesquisadores através desse conhecimento empirico, & um
estudo intenso para a promoc¢ao da satde (FIRMO, 2011).

Os metabolitos secundarios presentes nessas plantas dao a ela um poder terapéutico
que tem sido confirmado com os diversos estudos na tentativa de buscar novas medidas de
tratamento para infecgdes que sejam efetivas e tragam menor efeitos adversos para a
comunidade. Dentre as plantas medicinais utilizadas na clinica popular, esta Libidibia ferrea
(Mart.) L.P. Queiroz pertencente a familia Leguminosae encontrada principalmente no Norte
e Nordeste do pais e conhecida popularmente como pau-ferro ou juca (FRANCINEYDE;
FBIO; LEONOR, 2014).

O pau ferro ¢ uma grande arvore nativa do Brasil e, por isso, o Ministério da Satde
incluiu a espécie na Lista Nacional de Plantas Medicinais importantes para o Sistema de
Satde (KOBAYASHI et al, 2015). Ele ¢ descrito na literatura apresentando iniimeras
propriedades como anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, antiulcerogénica e em
virtude do seu amplo uso pela populagdo, busca-se realizar cada vez mais estudos para a
comprovacgdo de seus efeitos terapéuticos. Compostos como os taninos, flavondides, fenois,
triterpenos, saponinas sdo relatados como presentes no extrato da planta e sdo eles
responsaveis por proporcionarem a atividade terapéutica, como acdo contra infec¢des, por
exemplo (FIGUEIREDO et al., 2016).

As infecgdes fungicas oportunistas tem se tornado um desafio na realidade clinica,
pois aumentaram bastante nas ultimas décadas e estdo aliadas ao aumento na taxa de
mortalidade devido a resisténcia que vém adquirindo, mesmo com a quantidade de

antimicéticos disponiveis comercialmente. (ABILIO et al., 2014).



O surgimento de cepas multirresistentes aos antifungicos ja disponiveis no mercado
esta se tornando uma das importantes causas de mortalidade no mundo. O género Candida ¢é o
mais responsavel pelas fungemias causadas principalmente nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs). E ¢ isso que tem motivado a busca entre o reino vegetal de substancias com agado
fungicida que sejam efetivas e tragam menor efeitos adversos para a comunidade (MIMICA
et al., 2009).

Tendo em vista a problematica do surgimento de cepas multirresistentes aos
antifungicos ja disponivel, torna-se relevante a busca de produtos naturais que consigam
apresentar boa atividade antifingica. O objetivo do presente estudo ¢ identificar o perfil
quimico e avaliar a atividade antifingica e modulatéria dos extratos aquoso e metanolico de

Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DA PESQUISA E PERIODO DE REALIZACAO DOS TESTES

As atividades foram realizadas no Laboratéorio de Microbiologia do Centro
Universitario Leao Sampaio (Juazeiro do Norte - CE) e no Laboratorio de Pesquisa de
Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA), durante o periodo de
Agosto a Setembro de 2019.

2.2 MATERIAL VEGETAL

Os frutos maduros da espécie Libidibia ferrea foram coletados no Sitio Riacho, no
municipio de Vieirépolis no Estado da Paraiba. A identificagdo botanica e o deposito da
exsicata foram realizados no Herbario Lauro Pires Xavier (JPB), Universidade Federal da

Paraiba (UFPB).

2.3 OBTENCAO EXTRATOS AQUOSO E METANOLICO DE Libidibia ferrea (Mart.)
L.P. Queiroz

Para preparacao dos extratos, a vagem foi separada das sementes, tendo a superficie de

contato aumentada, onde foram colocadas em dois recipientes, um contendo metanol puro e



outro contendo agua, onde permaneceram submersas por 72h. Apds esse periodo, foram

filtradas e concentradas em evaporador rotativo a vacuo (BRASILEIRO et al., 2006).

2.4 CARACTERIZACAO QUIMICA

Para a analise dos constituintes quimicos, foram preparadas solucdes dos extratos
obtidos a 1,0 mg/mL para analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Shimadzu
Prominence LC-20AT, Shimadzu, Kyoto, Japan), constituido por duas bombas LC-6AT,
degaseificador DGU-20As, forno de coluna CTO-20AC, detector de arranjo diiodos (DAD)
SPDM-20A injetor manual Rheodyne 71251, com um loop 20 pL, ou autoinjetor (SIL-20A) e

moddulo de comunicacao CBM-20A, controlado pelo software LcSolution.

2.5 ENSAIOS ANTIFUNGICOS: PREPARO DA SOLUCAO INICIAL E DE TESTE

O preparo da solugdo inicial das amostras foi realizado diluindo 0,150g dos extratos
em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO — Merck, Darmstadt, Alemanha), para a obtengdo de
uma concentracdo inicial. A partir desta concentragdo, sera realizada diluicdo em agua

destilada estéril a fim de atingir a concentragao de 16 384 pg/mL (solugdo teste).

2.6 LINHAGENS, DROGAS UTILIZADAS E MEIOS DE CULTURA

Os microrganismos que foram utilizados nos testes de sensibilidade aos produtos
naturais foram obtidos do Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) - URCA.
Foram utilizadas duas linhagens padrao de leveduras CA 40006 e CT 40042 e duas linhagens
resistentes CA 4387 CT 4262. O fluconazol foi utilizado como droga de referéncia no teste de

modula¢ao do farmaco comercial.

2.7 INOCULO

Todas as linhagens foram inicialmente mantidas em tubos de ensaio contendo ASD
inclinado, sob refrigeracao (8°C), no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario
Ledo Sampaio (Juazeiro do Norte - CE). Para os testes da Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM), na preparagdo do inoculo dos fungos,

inicialmente os isolados serdo cultivados em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD) vertido



em placa de Petri a 37 °C por 24 horas (overnight). A partir destas, serdo preparadas
suspensdes dos microrganismos em tubos contendo 3 mL de solucdo estéril (NaCl a 0,9%).
Em seguida, essas suspensdes serdo agitadas com auxilio do aparelho vortex e a turbidez sera
comparada e ajustada aquela apresentada pela suspensdo de sulfato de bario do tubo 0,5 da
escala de McFarland, a qual corresponde a um inoculo de aproximadamente 10° unidades

formadoras de colonias/mL — UFC/mL (SOUZA et al., 2007).

2.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicao, utilizando placas
contendo 96 cavidades com fundo chato e em triplicata (ELLOF, 1998; SOUZA et al., 2007).
Em cada orificio da placa foram adicionados 100 pL do meio liquido CSD duplamente
concentrado. Para distribuicdo na placa de microdilui¢do serdo preparados tubos eppendorf ®
contendo cada um deles 1,5 mL de solu¢do contendo 1350 pL de CSD duplamente
concentrado e 150 puL da suspensdo fungica. A placa foi preenchida no sentido numérico
adicionando-se 100 pL desta solu¢do em cada poco (placa de 96 pocos) e em seguida
procedendo-se a microdilui¢do seriada com a solugdo de 100 pL do produto natural
(JAVADPOUR et al., 1996). A revelacio da CIM serd feita pela observagao da turbidez
provocada pelo crescimento. Sera definido a CIM para os produtos testados, como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fingico verificado nos orificios,
quando comparado com o crescimento controle. Variando nas concentragoes de 8192 a 4

ug/mL. As placas serdo levadas a estufa por 24 h a 37 °C.

2.9 TESTE DE MODULACAO DO FLUCONAZOL

A solug¢ao contendo o o6leo essencial foi testada em concentragdo sub-inibitoria
(CIM/16). O volume de 100 pL. de uma solugdo contendo CSD, 10% do indculo e produto
natural foram distribuidos em cada poco no sentido alfabético da placa. Logo apos, 100 puL de
cada antifingico, individualmente, foi misturado ao primeiro poco, procedendo a
microdilui¢do em série, numa propor¢do de 1:1 até a pentltima cavidade, a ultima cavidade
serd usada para controle de crescimento fingico. As concentragdes do antifiingico variardo
gradualmente de 512 a 0,5 pg/mL (COUTINHO et al., 2008). Serao utilizados controles de
diluicdo dos produtos naturais, onde o indculo sera substituido por salina, € o controle de

esterilidade do meio. A leitura sera feita em espectrofotdmetro, no com comprimento de onda



de 630 nm, ELISA Termoplate®, no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN)
da Universidade Regional do Cariri (URCA).

2.10 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Em cada pogo da placa do teste da CIM, foi adicionada uma haste estéril, que apos
homogeneizar o meio contido na cavidade, foi subcultivada em placa de Petri contendo ASD,
através da transferéncia de uma pequena aliquota da solucao teste (meio + indculo + produto
natural) para verificacdo de viabilidade celular. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas, e foram verificadas quanto ao crescimento ou ndo crescimento de colonias de Candida.
A CFM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de colonia

fungica frente ao produto natural (ERNST et al., 1999).

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em média
geométrica. Para analise estatistica foi aplicada ANOVA two-way seguida do teste de

Bonferroni, considerando significancia de p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFIL QUIMICO

Os perfis cromatograficos dos extratos foram obtidos utilizando UPLC / DAD e LC-
ESI-MS. A ionizagdo por electropulverizagao (ESI) no modo de ions negativos foi usada para
analisar taninos nos dois extratos. A andlise dos extratos por MALDI-TOF confirmou a
presenca de taninos hidrolisaveis.

Os taninos sd3o o quarto grupo de constituintes mais presentes no metabolismo
secundario das plantas, podendo ser encontrado em qualquer parte dela. Esse composto
fenolico tem grande interesse econdomico e ecologico. Eles sdo a segunda maior classe entre
os compostos fendlicos e podem ser classificados em 2 grupos que sdo os hidrolisaveis e os
condensados dependendo da sua estrutura molecular (MELO, 2008).

Grande parte dos compostos fendlicos ndo estdo de forma livre na natureza, mas

encontramos em forma de ésteres ou heterosideos, sendo assim soluveis em dgua e solventes



organicos, eles sdo muito reativos. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acidos gélicos e
elagicos comumente formados pela B-D-glicose que sdo facilmente hidrolisados a agucares e
acidos carboxilicos e possui a propriedade de se ligar as proteinas e precipitar (MONTEIRO
et al., 2005).

Diversos estudos indicam que os taninos sdo responsaveis pela cor e adstringéncia de
alguns frutos, que plantas ricas com esse composto sio utilizadas na medicina tradicional para
diversas situagdes como processos inflamatorios, tratamento de feridas, queimaduras, além de
apresentarem boa atividade antimicrobiana e antioxidante. O mecanismo de acdo desse
composto pode ser entendido pela capacidade que o mesmo possui em precipitar proteinas
formando uma camada protetora e impedindo a proliferacao de microrganismos (PANSERA
et al, 2003).

Espécies como a Mimosa tenuiflora, conhecida popularmente como jurema preta, € a
Mimosa arenosa, que ¢ conhecida popularmente como jurema branca, sdo descritas na
literatura apresentando também taninos em sua composi¢do € conseguindo ter uma boa
atividade antimicrobiana (PEREIRA et al, 2015). Em uma avaliagdo fitoquimica realizada por
Kobayashi (2015), também foi encontrada a presenga de taninos nos frutos do pau ferro,
podendo indicar que esse composto esta presente nessa espécie, independente do material

vegetal utilizado para ensaios de caracterizagdo quimica.

3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os valores das Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) dos extratos aquoso e
metanolico de Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz e do antifingico comercial fluconazol,
foram de 4 096pg/mL, frente as espécies de Candida albicans e Candida tropicalis, mesmo
resultado obtido para Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

Na figura 1A e 1B apresentadas abaixo, estdo demonstrados os graficos das
Concentracdes Inibitorias Minimas do EMLf, EALf e do antifungico fluconazol (Fluc), frente
as espécies de Candida albicans (CA INCQS 400006) e a de Candida tropicalis (CT INCQS
40042), respectivamente. No grafico 1A o ICso EALf apresentou um valor bastante inferior ao
do controle com Fluconazol frente a C. albicans. No grafico 1B os produtos testados

apresentaram um valor da ICso maior que a do controle.
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Figura 1: Concentragdo Inibitéria Minima do dos extratos aquoso e metandlico de Libidibia

ferrea (Mart.) L.P. Queiroz e do Fluconazol frente & C. albicans (A) e C. tropicalis (B).
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A 1Cso significa a concentragdo que conseguiu inibir pelo menos 50% dos
microoganismos. Na literatura, Rocha et al. (2019) testou a espécie Hyptis martiusii Benth
(Lamiaceae) utilizando a mesma metodologia, e foram encontrados resultados para inibi¢ao
dos fungos semelhante ao presente estudo, onde o produto natural conseguiu ter maior
atividade inibitoria frente a Candida albicans. Em pesquisas desenvolvidas por Ferreira
(2012), observou que o extrato aquoso da Libidibia ferrea apresenta inibi¢ao ao ser testado
frente a Candida albicans.

As diferencas entre os valores de CIM em produtos naturais, mesmo em achados que
utilizaram a mesma cepa de Candida, podem ser atribuidas a alguns fatores como a
sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, poluigao
atmosférica, altitude, e indu¢do por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos, podem levar
a variagdes no conteudo dos metabdlitos presentes no produto natural (REZENDE; COCCO,
2002).

3.3 POTENCIAL MODULATORIO

Em relacdo aos testes de modulagdo, os resultados estdo expressos na Figura 2,
representada abaixo. Na figura 2A os produtos testados potencializaram a agdo do fluconazol
frente a C. albicans. Na figura 2B o EALS potencializou o efeito antifiingico frente a cepa de

C. tropicalis quando modulado com o fluconazol.
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Figura 2: Potencial Modulatorio dos extratos aquoso € metandlico de Libidibia ferrea (Mart.)

L.P. Queiroz
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As utilizagdes dos extratos associados ao Fluconazol podem potencializar ou ndo o
efeito do mesmo, ¢ uma maneira alternativa de reduzir a dose do antifingico para o
tratamento causando assim menos efeitos colaterais ao paciente. A combinagdo dos
compostos pode mudar a permeabilidade da membrana das cepas fungicas, favorecendo a
passagem intracelular do antifiingico, que atua inibindo a sintese do ergosterol e ai causando
aumento da morte do microrganismo em menor concentragio (JUNIOR et al., 2015).

Muitos estudos ja descritos na literatura conseguem demonstrar a agdo moduladora de
diversos componentes dos produtos naturais a uma droga de escolha. Endo et al. (2010),
relataram que a Punica granatum conseguiu apresentar uma agdo sinérgica ao Fluconazol,
como também foi possivel observar no presente estudo, onde o extrato aquoso e metanolico
da Libidibia ferrea conseguiram potencializar o efeito do antifungico frente a Candida

albicans.

4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos ¢ possivel concluir que o EALf apresentou consideravel
potencial antifingico frente a C. albicans, além de apresentar uma agdo sinérgica quando
utilizado com o fluconazol, tornando sua acdo mais eficiente, podendo o mesmo ser utilizado

numa concentracdo menor que a do antifungico sozinho. J& o EMLf apresentou efeito
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sinérgico quando associado ao antifingico para C. albicans e efeito antagonico frente a C.
tropicalis.

Com isso, os resultados foram demonstrados promissores para que sejam feitas novas
pesquisas clinicas, na busca de compostos isolados que sirvam como alternativas terapéuticas
aos antiflingicos convencionais, em uma tentativa de combater a crescente resisténcia fingica
a esses farmacos e diminuir os efeitos colaterais que sdo causados ao paciente durante o

tratamento.
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