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GONDIM, Cicera Natalia Figueirédo Leite. Ma. Universidade Federal Rural de
Pernambuco. 02/2020. AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE
PLANTAS MEDICINAIS COM INDICAQAO ANTIDIARREICAS CONTRA
SOROTIPOS DE Escherichia coli. Henrigue Douglas Melo Coutinho

RESUMO

Conhecimentos sobre plantas medicinais sempre serdo de suma importancia no processo
de obtencdo de dados para o estudo microbioldgico e farmacoldgico das espécies. No
intuito de amenizar ou curar enfermidades, utilizamos as plantas como opc¢oes
terapéuticas. Essas podem ser usadas para o tratamento de doencas humanas bésicas
como exemplo a diarreia, que € uma das principais preocupacbes devido a
contaminacdo pela Escherichia coli (E. coli). Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi comprovar a atividade antibacteriana de plantas medicinais utilizadas
tradicionalmente no tratamento dos disturbios intestinais. As plantas utilizadas para o
tratamento da diarreia foram Anadenanthera colubrina (Vell.) BRENAN e Carica
papaya L., selecionadas atraveés de uma pesquisa etnodirigida. Em seguida foram
preparados 0s extratos aquosos para testes quimicos e microbioldgicos. Os constituintes
quimicos fordo revelados pela técnica HPLC-ESI-MS. As anélises microbioldgicas in
vitro foram feitas para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
avaliacdo da atividade moduladora de antibidticos foi realizada através da metodologia
de microdiluichio em caldo, onde utilizamos os antibioticos ciprofloxacina,
sulfametoxazol trimetoprima e metronidazol. As cepas bacterianas foram as E. coli
enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC). As andlises estatisticas dos
resultados microbioldgicos foram feitas pelo software Graphpad Prism 7.0, seguida pelo
pos-teste de Bonferroni com p<0,05 para resultados com significancia. Concluiu-se a
partir deste trabalho que o uso dos vegetais, ou sua combinacdo com drogas
antibacterianas, ndo oferecem uma alternativa para o combate as doencas diarreicas

causadas pelos sorotipos EPEC e ETEC de E. coli.

Palavras-chave: Escherichia coli, acdo antidiarreica, Anadenanthera colubrina (Vell.)
BRENAN e Carica papaya L.



Cicera Natalia Figueirédo Leite. MS. Universidade Federal Rural de Pernambuco.
february in 2020. EVALUATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
MEDICINAL PLANTS INDICATED FOR ANTIDIARRECTICS AGAINST
SEROTYPES OF Escherichia coli. Henrique Douglas Melo Coutinho.

ABSTRACT

Knowledge about medicinal plants is always going to be really important in the process
of obtaining data for the microbiological and pharmacological study of species. In order
to alleviate or cure diseases, we use plants as therapeutic options. These may be used to
treat basic human diseases such as diarrhea, which is one of the major concerns due to
contamination by Escherichia coli (E. coli). Therefore, the objective of this work was to
prove the antibacterial activity of medicinal plants traditionally used in the treatment of
intestinal disorders. The plants used for the treatment of diarrhea were Anadenanthera
colubrina (Vell.) BRENAN and Carica papaya L., they were selected through an
ethnodirected research. Then the aqueous extracts were prepared for chemical and
microbiological tests. The chemical constituents will be revealed by the HPLC-ESI-MS
technique. In vitro microbiological analyzes were performed to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (CIM) and the antibiotic modulating activity evaluation were
performed using the broth microdilution methodology, using the antibiotics like
ciprofloxacin, trimethoprim sulfamethoxazole and metronidazole. The bacterial strains
were enteropathogenic E. coli (EPEC) and enterotoxigenic E. coli (ETEC). The
statistical analyzes of microbiological results were performed using software known as
Graphpad Prism 7.0, followed by Bonferroni post-test with p <0.05 for significant
results. It is concluded from this work that the use of vegetables, or their combination
with antibacterial drugs, do not offer an alternative to combat diarrheal diseases caused
by EPEC and ETEC serotypes of E. coli.

Keywords: Escherichia coli, antidiarrheal action, Anadenanthera colubrina (Vell.)
BRENAN and Carica papaya.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

Minha motivacdo em realizar esse trabalho foi devido ao encantamento que sempre
tive pela natureza. Lembro da minha avo tratando as doencas dos filhos e netos, retirando
partes das plantas para fazer chds e me surpreendendo com os beneficios obtidos. Entdo acho
interessante a associacdo do conhecimento cientifico a medicina tradicional, porque assim ha
a promocdo de novas investigacdes de plantas medicinais como potenciais fontes de
compostos bioativos que, posteriormente, foram aprovados como produtos farmacéuticos
(DIAS et al., 2012). Adoro nosso pais, o Brasil, nos trazendo esse grande nimero de espécies
vegetais, com poderes medicinais, que servem de matéria-prima para a confec¢do de
fitoterapicos e outros medicamentos (FIRMINO; BINSFELD, 2013). Habitantes nativos ja
tinham nas plantas medicinais o principal meio de cura de suas enfermidades mesmo antes do
processo de colonizacdo (BRUNING et al., 2012).

Os conhecimentos tradicionais sdo utilizados como ponto de partida para direcionar as
pesquisas que levam ao estudo do potencial farmacoldgico (ou comestivel) de determinada
planta (BARBOSA, 2003). Esse conhecimento estabelece a percepcdo empirica do homem
sobre a natureza, evidenciando a utilizacdo de plantas medicinais para a manutencdo e a
recuperacdo da salide (BADKE et al., 2011). Alguns casos de adoecimento sao tratados sem a
solicitacdo de servicos de salde, e quando isto ocorre nem sempre o fornecimento de
medicamentos ap0s a prescricdo é uma opcdo, e as pessoas nao dispdem de recursos para
adquiri-los (FIGUEIREDO et al., 2014). Apesar da disseminacdo do uso do remédio sintético,
ainda é grande o percentual daqueles que preferem as plantas medicinais, isoladamente ou
juntamente com ele, e isto ocorre com base no conhecimento popular (BRUNING et al.,
2012). Concordando com Lopes et al. (2012) onde afirmam que devemos preservar 0s grupos
culturais para preservar seu conhecimento sobre uso de plantas medicinais como recurso
terapéutico. A sabedoria empirica colabora para a Ciéncia, uma vez que a descoberta da
utilizacdo das plantas é através de entrevistas com a populagdo que detém estas informacdes, e
apos algumas analises podemos confirmar o efeito de algumas substancias através dos estudos
dos seus constituintes quimicos (MESSIAS et al., 2015). Assim, o objetivo desse trabalho foi
analisar a acdo antimicrobiana do extrato aquoso de Anadenanthera colubrina e Carica

papaya frente as cepas da E. coli diarreiogénicas, da E. coli enteropatogénica (EPEC) e da E.
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coli enterotoxigéncia (ETEC) como também avaliar a atividade moduladora dos antibioticos
ciprofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprima e metronidazol utilizados na prética clinica
para o tratamento de doencas diarreicas.

Acredito que por meio dessa pesquisa, pude contribuir com a comunidade cientifica,
como mais uma pesquisa fundamentada e testada. Salientando que, na minha opinido, ainda
sd0 necessarios muitos trabalhos nessa linha de pensamento e pesquisa. Muitas das riquezas
naturais do Brasil ainda sdo pouco conhecidas e menos ainda estudadas, e se forem exploradas
de uma forma consciente e compartilhadas com a populacdo mais necessitada, certamente
poderdo contribuir para a cura ou amenizacao de sintomas para diversas enfermidades que
afetam a populacdo geral e em especial os menos favorecidos economicamente. Portanto, ndo
tenho duvidas quanto a importancia, e por que ndo dizer urgéncia, quando estamos nos
referindo ao poder da interacdo da medicina tradicional milenar com o conhecimento que foi
obtido através de hipoteses testadas e comprovadas por inimeros pesquisadores, muitas vezes
de éreas diferentes, porém que contribuiram e continuam a contribuir para o avango cientifico.
Foi avaliado também o potencial modulador de drogas antimicrobianas, e os farmacos
escolhidos foram: sulfametoxazol+trimetropina, metronidazol e ciprofloxacina, devido a
utilizacdo no tratamento das doencas diarreicas. Entretanto os testes mostraram que 0s
extratos ndo potencializaram a ac¢éo das drogas.

1.2. ESTRATEGIAS DE PESQUISA

A escolha do tipo de extrato ocorreu na forma de critérios, dos quais o primeiro deles
foi pesquisar na literatura cientifica trabalhos referentes a pesquisas relacionadas a plantas que
tivessem sido estudadas como forma de combater os efeitos colaterais da diarreia devido a
presenca da Escherichia coli.

A busca bibliografica foi feita na Biblioteca Virtual de Saude (BVS-BIREME) e o
PubMed (Oferecido pela Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos como parte de
Entrez), entre os anos de 2018 e 2019, utilizando-se os descritores Escherichia coli,
antidiarrheal action, Anadenanthera colubrina (Vell.) BRENAN and Carica papaya L. Foram
selecionados artigos de 2002 a 2019 e que tinham um dos descritores.

Adotou-se 0s seguintes critérios de inclusdo: artigos escritos em inglés, com
disponibilidade de texto completo em suporte eletrénico e teses. Os critérios de exclusao:

artigos ndo condizentes com o assunto abordado ou com referéncias anteriores a 2002.
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Apo6s uma pesquisa minuciosa foi constatado por mim que até o presente momento
ainda ndo havia sido estudada se haveria a possibilidade das espécies de plantas, conhecidas
popularmente como angico e maméo, teriam algum efeito benéfico capaz de solucionar ou
amenizar os efeitos de tal enfermidade. Sendo assim foi decidido que a nossa hipotese seria a
de confirmar se existe algum efeito benéfico no tratamento da diarreia por meio da utilizacéo
do angico ou do maméo, na forma de infusdo ou decocto, e caso a eficcia de ambos fosse
confirmada, qual seria a mais eficaz.

A doenca diarreica € a segunda maior causa de morte em criancas menores de cinco
anos. H& quase 1,7 bilhdo de casos, no mundo, de doencas diarreicas na infancia a cada ano.
Atualmente, causas como infec¢des bacterianas sépticas provavelmente sdo responsaveis por
uma proporcdo crescente de todas as mortes associadas a diarreia (WHO, 2017). E
preocupante essa tematica, ja que nos paises em desenvolvimento, a morbidade e a
mortalidade relacionadas a diarreia bacteriana pediatrica sdo amplamente atribuidas a forma
diarreiogénica de Escherichia coli (DEC) (GOMES et al., 2016). E como as plantas
medicinais sdo usadas desde o inicio da vida humana com fins terapéuticos, para amenizar ou
curar enfermidades (BERG, 2010). As pesquisas cientificas iniciam com o conhecimento
popular, fundamentado em plantas que tém compostos bioativos, o que coopera na busca por
novos farmacos. Estudos recentes sobre plantas medicinais visam avaliar uma comunidade
especifica, suas definicbes locais de saude e doenca, visando o modo com que cada um
emprega e manuseia 0s recursos naturais para cura de moléstias e enfermidades (SIRQUEIRA
et al., 2015; MENEZES et al., 2016). Assim, seria possivel responder o questionamento: Os
chés de angico e mamao sdo utilizados para combater diarreia porque existe a crenca de que
0S mesmos conseguem combater as bactérias patogénicas do intestino? A descoberta,
comercializacdo e administracdo rotineira de compostos antimicrobianos para tratamento de
infeccbes revolucionaram a medicina moderna e mudaram o paradigma terapéutico. Os
antibioticos tornaram-se uma das intervengdes médicas mais primordiais e necessarias para o
desenvolvimento de abordagens médicas complexas, como procedimentos cirdrgicos de
ponta, transplante de 6rgdos soélidos, tratamento de pacientes com céncer, entre outros. O
aumento da resisténcia antimicrobiana entre patdgenos bacterianos comuns estd ameacando
essa realizacdo terapéutica, comprometendo os resultados bem-sucedidos de pacientes
criticos. Por esse motivo, a Organizacdo Mundial da Saude nomeou a resisténcia a
antibioticos como uma das trés mais importantes ameagas a salde publica do século XXI
(WHO, 2014). Partindo dessa premissa acreditamos que uma solucéo possivel e acessivel para
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0 atual e crescente problema seria o ingresso da cultura milenar e medicinal, na forma da
ingestdo de chés, objetivando uma melhora na satde dos enfermos acometidos pela diarreia,
salientando que ndo estamos afirmando ou de forma alguma questionando a eficacia do uso
dos antibidticos, porém ressaltamos que o uso indiscriminado dos mesmos pode acarretar
prejuizos na ordem de propenséo de outras futuras enfermidades.

ApoOs a andlise da atividade antibacteriana da Anadenanthera colubrina (Vell.)
BRENAN e Carica papaya L., podemos afirmar que ndo apresentam atividade nas
concentracdes testadas contra os sorotipos de E. coli, sendo assim podemos concluir que seu

beneficio pode estar ligado a outros mecanismos.

1.3. ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A referida dissertacdo apresenta uma introdugédo geral onde aborda assuntos como a
resisténcia microbiana as drogas usadas nos tratamentos de infec¢es, a utilizacdo de plantas
medicinais por parte da populacdo para tratamento de diversas patologias e a busca por
substancias com acdo antimicrobiana. Ja que o surgimento de resisténcia antimicrobiana é
uma resposta evolutiva natural a exposicdo antimicrobiana. Para sobreviver, as bactérias, em
um processo provavelmente pressionado pelo aumento do uso de antimicrobianos na préatica
clinica, desenvolveram estratégias complexas e criativas para contornar o ataque de
antibiodticos. Outros fatores que vem aumentando a prevaléncia de microrganismos resistentes
a antimicrobianos séo decorrentes do uso na agricultura e da poluicdo do meio ambiente
(HOLMES et al.,, 2016; MUNITA e ARIAS, 2016). Leite et al. (2018) realizaram um
levantamento das plantas medicinais utilizadas no tratamento de problemas gastrointestinais
através de uma revisdo na literatura cientifica e relataram diversas plantas utilizadas com tal
finalidade pela populagdo. Também afirmaram que muitas plantas medicinais atuam no
sistema digestivo, sendo sua atividade bastante conhecida devido a pratica na medicina
popular de remédios para alivio do desconforto gastrico, melhora da digestéo e estimulante do
apetite. A fundamentacéo teorica deste trabalho descreve mais detalhadamente utilizacdo de
plantas medicinais dando importancia as espécies com potencial antidiarreico, nesse sentido
duas plantas foram selecionadas devido ao seu uso popular no combate a distlrbios
intestinais, como a diarreia. Uma revisdo etnodirigida foi realizada em busca de plantas
usadas no combate a diarreia, sendo a selecdo feita através de uma analise das plantas que ja
tém a analise antibacteriana, mas ainda nao existem estudos analisando a acéo frente as cepas

diarreiogénicas. Os vegetais escolhidos foram Anadenanthera colubrina e Carica papaya. Os
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resultados da pesquisa estdo apresentados em capitulos disponibilizados ap06s a revisdo de
literatura. O capitulo inicial traz um artigo de revisdo sobre a etnobiologia e a validagdo
cientifica das atividades antimicrobianas da espécie Anadenanthera colubrina e Carica
papaya. Na sequéncia, é apresentado um artigo abordando a atividade antimicrobiana de cada
uma das plantas.

Fluxograma 1: Estrutura da dissertacao

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE PLANTAS
MEDICINAIS COM INDICACAO ANTIDIARREICAS CONTRA
SOROTIPOS DE Escherichia coli.

Introducdo geral  ——

A

Capitulo 2 Capitulo 3

Capitulo 1
- Atividade antimicrobiana de Avaliacdo da Atividade Antibacteriana
FUNQI.'A&“SEII\ICTAA‘CAO Anadenanthera colubrina: Uma do extrato aquoso de Carica papaya

Revisdo Integrativa. contra Escherichia coli diarreiogénicas.

A
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CAPITULO 1
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. USO DE PLANTAS MEDICINAIS

E presumivel que o uso de plantas como finalidade terapéutica seja tdo antiga quanto o
préprio homem. O emprego de plantas esteve por muito tempo associado a praticas magicas,
misticas e ritualisticas, por esse motivo existe uma dificuldade em delimitar com preciséo a
evolucdo da medicina. No Brasil, o uso das plantas como medicamento teve influéncia de
diversas culturas dentre elas a indigena, a africana e a europeia (JORGE, 2012).

O consumo de plantas medicinais perdeu espaco para os medicamentos sintéticos
devido aos avancos cientificos, a expansdo da industria farmacéutica e 0 aumento da oferta de
medicamentos (BRASILEIRO et al., 2008). Entretanto, houve um ressurgimento do uso de
plantas medicinais devido ao alto custo dos farmacos, o dificil acesso, os efeitos colaterais,
bem como, nos dias atuais, ao uso crescente de produtos de origem natural (BALBINOT;
VELASQUEZ; DUSMAN, 2013). Quando se tem o conhecimento prévio da finalidade, riscos
e beneficios no uso de plantas medicinais, acredita-se que o seu consumo seja favoravel a
salde humana. Cabe aos profissionais de saude a responsabilidade de orientar a populacéo
guanto a utilizacdo segura e racional dos fitoterapicos/plantas medicinais (BADKE et al.,
2011). Um estudo feito por De Oliveira (2017) verificou por meio dos artigos analisados que
as populacdes utilizam plantas medicinais com regularidade, que existe grande quantidade de
espécies citadas como sendo promissoras e eficazes no tratamento de enfermidades e que o
conhecimento é adquirido através da familia. Foi apresentado também que a maioria dos
artigos utilizados como referéncia para esta revisdo integrativa € da regido Nordeste.

A utilizagdo de plantas, pelos seres humanos, para fins medicinais se da devido a
grande quantidade de compostos quimicos produzidos pelas mesmas (PETROVSKA, 2012).
No interior das células tem um conjunto de rea¢Bes quimicas, denominado de metabolismo.
Nos vegetais, 0 mesmo esta dividido em dois tipos: 0 metabolismo primario e o secundario
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

A identificacdo de metabdlitos secundarios em espécies vegetais pode ser uma fonte de
informacdo de grande interesse terapéutico, com grande potencial para aplicacdo em estudos
gue envolvem a salde humana, como a Farmécia, Bioquimica e Biotecnologia (AIRES;
LIMA, 2014). Diante disso, é necessario realizar prospecces fitoquimicas a fim de identificar
metabolitos secundarios de interesse médico. Afinal, as plantas possuem um grande potencial

biossintético, porém, o percentual deste potencial utilizado atualmente é apenas uma fragcdo do
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que as plantas podem nos oferecer, uma vez que a biossintese de metabo6litos secundarios é

restrita a alguns tipos de células e tecidos especializados (SOUZA et al., 2018).

2.2. PLANTAS COM POTENCIAL ANTIDIARREICOS

A diarreia é caracterizada pelo aumento no numero de evacuaces e/ou pela
diminuicdo da consisténcia das fezes. A patogenia se da pela alteragdo da funcdo intestinal
com perda excessiva de agua e eletrolitos pelas fezes e/ou vomitos (BRASIL, 2012). Existem
diversos farmacos comercializados, assim como vegetais usados contra a diarréia, mas a
comprovacao desses vegetais ainda estdo em andamento, e sua partes ainda tem que ser
investigadas para identificar os compostos quimicos e bioldgicos, para poder comprovar sua
eficacia(EZEJA et al., 2012). Algumas plantas sdo citadas na literatura para o tratamento de
diarreia, a exemplo de Anadenanthera colubrina(Vell.) e Carica papaya L.

2.3. ESPECIES EM ESTUDO
2.3.1 Anadenanthera colubrina

A. colubrina é referida como o vegetal mais solicitado para o uso publico, por
conseguir eficacia no tratamento das vias aéreas, inflamacdo, desarranjo intestinal, violenta
liberacdo de ar dos pulmdes, inflamagéo dos bronquios, gripe e aflicdo de dente (AGRA et al.,
2007; AGRA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2006; DE SOUSA ARAUJO et al., 2008;
MONTEIRO et al., 2006). A procura maior € pela casca, ja que a sua disponibilidade néo é
afetada pelas variacdes climaticas (ALBUQUERQUE et al., 2006).

Os brasileiros usam vérias plantas como medicamentos, entre estes a A. colubrina,
pertencente a familia Fabaceae. Seu nome vulgar é conhecido como angico, angico vermelho,
entre outras denominac@es, sendo natural da América do Sul e no Nordeste do Brasil, cuja
altura da planta pode chegar a até 7m (BARRETTO; FERREIRA, 2011).

2.3.2 Carica papaya

A funcdo medicinal do fruto, sementes e folhas de C. papaya encontradas na
literatura sdo fatores que induzem a uma observacdo das atividades antimicrobianas de
extratos de C. papaya. Sendo mais uma opg¢do contra a resisténcia aos agentes
antimicrobianos, pode impulsionar o desenvolvimento de novas fontes de antibidticos que
precisam ser ndo s6 mais eficazes, como também mais acessiveis a populagdo como recurso
terapéutico alternativo (KRISHNA et al., 2008; NAYAK et al., 2012). Em paises tropicais e
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industrializados, usa-se 0 maméao para disturbios intestinais. A diminuicdo do "inchago" e
"flatuléncia™ é explicado devido a presenca da papaina, que tolera digestdo e amortiza o0s
sintomas relacionados a indigestdo (MUSS et al, 2012). Extratos metanolicos e etandlicos de
raizes e casca da C. papaya apresentaram boas atividades antioxidantes, aléem de extratos de
folhas e polpa; porém o metanol e o extrato etandlico da polpa e folhas apresentaram
atividades antibacterianas, além do potencial antioxidante (ASGHAR et al., 2016). Os
extratos da folha da C. papaya foram estudados por Baskaran et al. (2012), pelo método de
difusdo, em diferentes bactérias (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella) aponta atividade antibacteriana.

2.3.3 Escherichia coli

A Escherichia coli é considerada como um microrganismo comensal do trato
gastrointestinal dos seres humanos e de muitos animais, mas por possuir genes de resisténcia
antimicrobiana pode causar doengas ou ser usada como um biomarcador de contaminacao
ambiental (CALDORIN et al., 2013). A principal forma de contagio de certas cepas de E. coli
é a transferéncia fecal-oral, com um grau elevado de viruléncia causando morbidades graves
em pessoas, como intoxicacBes alimentares, infec¢cbes do trato urinario, meningite e
septicemia, dentre outras (CDC, 2017).

A Escherichia coli tem patotipos que causam diarréia como a E. coli enteropatogénica
(EPEC) e a E. coli enterotoxigéncia (ETEC). A EPEC desenvolve uma lesdo histopatolégica
intestinal caracteristica, conhecida como fixacdo e apagamento, acometendo uma diarreia
aquosa no doente. A ETEC, também atua na diarreia aquosa, coloniza o epitélio do intestino
delgado e produz enterotoxinas, termolabil e/ou termoestavel, que interferem nos processos de
absorcdo e secrecdo intestinal(CROXEN, 2013). Alguns processos como a mutacdo, a
transducéo, a transformacgéo e a transposicdo, facilitam a propagacdo de genes bacterianos
elevando seu potencial de resisténcia, e as bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo as mais
pesquisadas por conseguirem aumentar seu nivel de resisténcia antibacteriano por esses
métodos (FERREIRA, 2015; SILVA et al., 2016). A E. coli tem grande importancia nos
processos de investigacdo clinica e de resisténcia, por conseguirem receber e perpetuar os
genes que formam estirpes multirresistentes (MARINHO, 2013; FERREIRA, 2015).
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RESUMO

Introducdo: Conhecida popularmente como angico ou angico branco, Anadenanthera
colubrina é uma espécie da Familia Fabaceae. Ele ocorre em todos os estados do Nordeste
Brasileiro e apresenta-se principalmente em regiGes de clima semiarido, além de outros
estados do Sudeste e do Centro-oeste do Brasil. O angico possui varias utilidades, a casca é
utilizada como no combate a diarreias, dismenorreias, Ulceras e como anti-inflamatorio, o
caule produz uma resina avermelhada que € indicada no tratamento de afeccdes do sistema

respiratdrio, como tosse e bronquite.

Objetivo: Realizar uma revisao e reunir artigos que comprovassem a ac¢do antimicrobiana de

Anadenanthera colubrina.

Metodologia: O estudo foi realizado através de uma revisao integrativa em busca de artigos
publicados entre 2015 a 2019 que mostrassem a atividade antimicrobiana de Anadenanthera
colubrina obtendo-se uma amostra de 12 artigos, apos a analise dos critérios de incluséo e
exclusdo. Com isso efetuou-se uma apreciacdo critica verificando os principais temas

abordados e quais conclusdes de maiores relevancias para o estudo. Resultados: De acordo
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com os dados coletados, a casca de A. colubrina é a parte da planta mais investigada
mostrando que, além do potencial efeito antibacteriano e antiflngico, a espécie exibe também
atividade potencializadora de drogas ja usadas na pratica medica no tratamento de infeccdes.
A presenca de determinados componentes quimicos pode justificar a atividade antimicrobiana

observada nos testes realizados com os extratos brutos.

Conclusdo: A. colubrina se revela como uma espécie promissora na busca por drogas que
possam auxiliar no tratamento de infeccbes e/ou reverter o quadro de resisténcia a

antimicrobianos.

Palavras-chave: Angico; Anadenanthera colubrina; Atividade antimicrobiana.

RESUMEN

Introduccion: Conocida popularmente como angico o angico blanco, Anadenanthera
colubrina es una especie de la familia Fabaceae, se encuentra en todos los estados del noreste
de Brasil y se encuentra principalmente en climas semiaridos, asi como en otros estados del
sudeste y medio oeste. de Brasil. Angico tiene varios usos, la corteza se usa para combatir la
diarrea, la dismenorrea, las Ulceras y como antiinflamatorio, el tallo produce una resina rojiza
que esta indicada en el tratamiento de trastornos del sistema respiratorio como la tos y la

bronquitis.

Obijetivo: realizar una revision y reunir articulos que prueben la accién antimicrobiana de

Anadenanthera colubrina.

Metodologia: El estudio se realizd a través de una revision integradora que buscaba articulos
bombeados de 2015 a 2019 que mostraran la actividad antimicrobiana de Anadenanthera
colubrina, obteniendo una muestra de 12 articulos, luego de analizar los criterios de inclusion
y exclusion. Asi, se realizd una evaluacion critica, verificando los principales temas
abordados y qué conclusiones de mayor relevancia para el estudio. Resultados: Segun los
datos, la corteza de A. colubrina es la parte mas investigada de la planta, y ademas del
potencial efecto antibacteriano y antifangico, la especie también exhibe una actividad
potenciadora de los medicamentos ya utilizados en la practica médica en el tratamiento de
infecciones. La presencia de ciertos componentes quimicos puede justificar la actividad

antimicrobiana observada en las pruebas realizadas con extractos crudos.
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Conclusién: Por lo tanto, A. colubrina se muestra como una especie prometedora en la
busqueda de medicamentos que pueden ayudar a tratar infecciones y / o revertir la resistencia

a los antimicrobianos.

Palabras llave: Angico; Anadenanthera colubrina; Actividad antimicrobiana.

ABSTRACT

Introduction: Anadenanthera colubrina is a species of the Fabaceae Family, it is popularly
known as angico or white angico. It occurs in every states of northeastern Brazil and is mainly
found in semi-arid climates regions, as well as other Southeastern and Midwestern states of
Brazil. Angico has several uses, the bark is used to combat diarrhea, dysmenorrhea, ulcers and
as anti-inflammatory, the stem produces a reddish resin that is indicated in the treatment of

respiratory system disorders such as cough and bronchitis.

Objective: Conducting a review and gather articles that prove the antimicrobial action of

Anadenanthera colubrina.

Methodology: The study was conducted through an integrative review searching articles
published from 2015 to 2019 that showed the antimicrobial activity of Anadenanthera
colubrina, obtaining a sample with 12 articles, after analyzing the inclusion and exclusion
criterion. Thus, a critical appraisal was made, verifying the main topics covered and which

were the most relevant conclusions for the study.

Results: According to the data, the bark of A. colubrina is the most investigated part of the
plant showing that in addition to the potential antibacterial and antifungal effect, the species
also exhibits potentiating activity of drugs already used in medical practice in the treatment of
infections. The presence of certain chemical components may justify the antimicrobial

activity observed in the tests performed with crude extracts.

Conclusion: Thus, A. colubrina reveals itself as a promising species in the search for drugs

that can help in the treatment of infections and/or reverse the antimicrobial resistance.
Keywords: Angico; Anadenanthera colubrina; Antimicrobian activity.

INTRODUCAO
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O género Anadenanthera é encontrada ao sul da linha do Equador 2, e é usado para
fins terapéuticos em comunidades do Brasil, Argentina, Venezuela e Bolivia .

Conhecida popularmente como angico ou angico branco, Anadenanthera colubrina é
uma espécie da Familia Fabaceae ©, apresentando-se esta com grande necessidade de
exposicdo solar e caracteristica caducifélia . Sua casca do caule faz parte da medicina
popular como recurso para desordens do figado, gonorreia, infec¢do dos ovarios, ajudam a
desinflamar os brénquios e da angina e como anti-inflamatério ©®.

Esta espécie tem sua ocorréncia em todos os estados do Nordeste Brasileiro e
apresenta-se principalmente em regiGes de clima semiérido, além de outros estados do
Sudeste e do Centro-oeste do Brasil, ocorrendo principalmente nas regifes onde as matas se
configuram como mais secas .

Outros nomes podem ser relatados para indicar Anadenanthera colubrina e sao
considerados sindnimos como: Acacia cebil Griseb; Peptadenia macrocarpa Benth,
Peptadenia macrocarpa var cebil (Griseb.) e Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan
(2,8)-

O angico possui varias utilidades, a casca é utilizada como no combate a diarreias,
dismenorreias, Ulceras e como anti-inflamatorio, o caule produz uma resina avermelhada que
é indicada no tratamento de afeccdes do sistema respiratorio, como tosse e bronquite®.
Estudos relatam a presenca de compostos importantes na casca do caule do angico que podem
justificar sua ampla utilizacdo pela populagéo, tais como taninos e polifendis totais % V).
Devido ao uso popular em infeccdes, o objetivo desse trabalho foi reunir artigos que

comprovassem a acdo antimicrobiana de Anadenanthera colubrina.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado através de uma revisdo integrativa sobre as atividades
antimicrobianas de Anadenanthera colubrina. Os descritores utilizados na consulta nas bases
de dados foram:  Anadenanthera colubrina e agdo antimicrobiana. Realizou-se o
levantamento bibliografico na base de dados: GOOGLE ACADEMICO, SCIELO e
PUBMED. Os critérios de inclusdo dos artigos para analise foram: todos os artigos cientificos
disponibilizados com texto completo, gratuito em portugués e em inglés, publicados no
periodo de 2015 a 2019, nas bases de dados consultadas e foram considerados todos os artigos
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que houvessem relagdo com o proposito da pesquisa. Os critérios de exclusdo foram:
dissertacfes ou teses, artigos que mencionavam ser de revisdes sistematicas, integrativas ou
em plataformas pagas, artigos que ndo estavam associados diretamente com o0 tema

apresentado e trabalhos duplicados.

RESULTADOS

Para a pesquisa com Anadenanthera colubrina foram encontrados na base de dados
PUBMED 5 artigos, GOOGLE ACADEMICO foram encontrados 886 e na base SCIELO 26,
apos aplicado os critérios de exclusdo, obtivemos os resultados de 3 artigos no PUBMED, 36
no GOOGLE ACADEMICO e 0 no SCIELO, ap6s essa analise foi realizada uma leitura
prévia dos mesmos e selecionados apenas os que tratavam efetivamente da temaética estudada,
obtendo-se uma amostra de 12 artigos, com isso efetuou-se uma andlise critica verificando os
principais temas abordados e quais concluses de maiores relevancias para o estudo (Figura
1):

Figura 1- Fluxograma do processo de sele¢éo dos estudos

N° de relatos identificados N° de relatos identificados ~ Node relatos
no banco de dados no banco de dados Google identificados no banco
PUBMED Académico de dados SCIELO
(n=5) (n = 886) (n=26)

Soma dos artigos encontrados (n =917)

Registros selecionados

Registros excluidos pela elegibilidade (n = 39)

(n=878)

Artigos de texto de plataformas pagas, duplicados ou que néo abordavam o tema foram
excluidos (n = 31)

Estudos incluidos na revisao (n = 8)
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Os artigos selecionados estdo reunidos na Tabela 1, onde mostram os tipos de extrato e parte da planta avaliada em cada estudo, como
também os resultados obtidos pelos autores. As informac@es estdo reunidas por ordem decrescente do ano de publicacéo.

Tabela 1 — Ac¢des antimicrobiana de Anadenanthera colubrina.

Araujo et al.,

Extrato
hidroalcodlico e
agquoso

against multi-drug resistant bacteria

Avaliagéo do potencial
antimicrobiano de extrato
hidroalcodlico e aquoso da espécie

AUTORES/ PARTE TIPO DE c ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS
ANO UTILIZADA EXTRATO TITULO DO ARTIGO COMPROVADAS
Lima et al Extrato Atividade antimicrobiana e anti-
12 ' casca : - inflamatéria da  Anadenanthera Atividade anti-inflamatéria e potencial anti-Candida.
2019 hidroalcodlico .
colubrina (Vell.) Brenan
ciclo-hexano Effects of Rainfall on
Aradio et al cloroférmio ’ the Antimicrobial Activity and Atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
1(13) ' Folhas e frutos ' Secondary Metabolites Contents of Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
2017 acetato de etila e . .
metanol Leaves and Fruits of Anadenanthera Pseudomonas aeruginosa
colubrina from Caatinga Area
De  Souza Antifungal Activity, Phytochemical
Sales et al. Casca Extrato Characterization and Thermal Profile Atividade fungistatica contra espécies de Candida e uma
2017 @4 B hidroalcodlico of Anadenanthera colubrina (Vell.) interacdo sinérgica quando combinada com nistatina.
Brenan
Enhancement of the antibiotic N30 apresentou atividade antimicrobianacontra as cepas de
Barreto et Extrato activity  of ~aminoglycosides by staphlococcus aureus e Escherichia coli multiresistentes.
al 2016 (s  casca etanolico e extracts from Anadenanthera o o o
g fragio hexanica  colubrine (Vell.) Brenan var. cebil Atividade de moduladora de neomicina, amicacina e

clorpromazina contra a cepa Staphylococcus aureus SA10.

Atividade antimicrobiana contra S.

Né&o houve acdo frente a E. coli.

aureus.
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Colacite,

2015 (16) casca
Nunes et al.,

2015 7 casca

Ia_dI ”;%Eet{fg? t Entrecasca

Extrato
hidroalcodlico

Extrato
hidroalcodlico

Extrato
etandlico

Anadenanthera colubrina frente a
bactérias gram negativa e gram
positiva

Triagem fitoquimica, analise
antimicrobiana e citotoxica e dos
extratos das plantas:  Schinus
terebinthifolia, Maytenus ilicifolia
Reissek, Tabebuia avellanedae,
Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan.

In vitro evaluation of
antifungal activity and  interactive
effect of Anadenanthera
colubrina (Benth)

Quantification of secondary
metabolites  and antimicrobial and
antioxidant activities of some
medicinal plants from the Cerrado of
the Mato Grosso.

A atividade antimicrobiana frente a Salmonela typhi,
Micrococcus luteus, Staphlococcus aureus e Escherichia
coli

Atividade antifungica do extrato hidroalcodlico contra
Candida e sinérgica quando associado com fluconazol.

Candida albicans; Candida krusei; Candida neoformans;
Pseudomonas aeruginosa; Staphlococcus aureus.
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DISCUSSAO

A presenca de determinados componentes quimicos pode justificar a atividade
antimicrobiana observada nos testes realizados com os extratos brutos. Estas substancias
sdo resultantes do metabolismo secundério das plantas, que no vegetal tém a fungéo de
defesa ou atracdo, mas também apresentam atividades bioldgicas interessantes ®9.

14 foram

Na prospeccdo fitoquimica realizada por De Souza Sales et al.
identificados polifendis totais, taninos e flavonoides. O alto conteddo de compostos
fendlicos encontrados no extrato de A. colubrina podem ser responsaveis por seu
potencial antifingico. Esses compostos sdo capazes de causar instabilidade metabolica
em C. albicans e destruir a atividade enzimatica dos proteassomas, contribuindo assim
para a reducdo da taxa de crescimento de microrganismos, bem como formacéo e
maturacdo de biofilme. Ja os taninos fazem parte do grupo de compostos fendlicos e

possuem atividade antimicrobiana devido & capacidade de precipitar proteinas % %,

CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a casca de A. colubrina é a parte da planta mais
investigada mostrando além do potencial efeito antibacteriano e antifingico a espécie
exibe também atividade potencializadora de drogas ja usadas na pratica médica no
tratamento de infecgBes. Assim, a espécie se revela como uma espécie promissora na
busca por drogas que possam auxiliar no tratamento de infeccdes e/ou reverter o quadro

de resisténcia a antimicrobianos.
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ABSTRACT

Medicinal and aromatic vegetables are well regarded by the pharmaceutical industries,
for taste and varied smells as well as for the search for feedstock that has the possibility
of an efficient therapeutic source, such as papaya fruits (Carica papaya) peel and leaves
are used to treat various diseases such as constipation, amenorrhea and dyspepsia. Thus,
the objectives of this work were to determine the chemical constituents, to evaluate the
antibacterial activity of Carica papaya against Escherichia coli, EPEC and ETEC
serotypes, as well as to evaluate the antibacterial modulating activity. 200g of fresh
leaves of C. papaya were collected, then the aqueous extract was infused. The
chemistral composition was named by HPLC-DAD-ESIMS. The determination of the
minimum inhibitory concentration and the modulation of antibiotic activity were
performed by microdilution in broth in 96-well plates. It was detected the presence of
18 compounds. The extract had no antimicrobial action and was indifferent when
associated with antibacterials, however, due to the high mortality and morbidity of
humans, caused by the ETEC and EPEC strains, it is important to continuously search
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for new sources of substances with antibacterial potential or modulator of the response
of drugs used in the therapy of intestinal disorders.

Keywords: Carica papaya, antimicrobial activity and modulating activity.

1. INTRODUCTION

Diarrhea is one of the responsibilities of the Government, especially in regions
of social misery. Several factors such as sociocultural, biological, and environmental
factors are associated with the complexity of diarrhea. Thus, the solution to the problem
cannot be analyzed reductively (Farthing et al., 2013; Walker and Walker, 2014).

The Kingdom Plantae has a range of vegetable diversities that can be used in
medical clinics in Brazil, there is still a lot to explore about antimicrobial treatment
(L6bo et al., 2010; Ostrosky et al., 2008).

Traditional knowledge about the use of plant species to treat health problems is
conserved from generation to generation, they are respected for their knowledge as they
tend to know more about issues of fundamental interest to the Community (Battisti et
al., 2013).

There is a growing demand for antimicrobial and agrochemical substances that
are effective in controlling infectious diseases. Superior vegetables are one of the most
important sources of natural products, significantly providing the development of new
secondary metabolites, many of which are considered of great added value due to their
applications as medicines, cosmetics, food and agrochemicals (Braz Filho, 2010)

The species Carica papaya L. (mamdo) belongs to the family Caricaceae is a
typical fruit plant of tropical and subtropical regions (Souza et al., 2012).

The fruits of C. papaya, as well as peel and leaves are used in the treatment of
various diseases such as warts, callus, constipation, amenorrhea, general weakness,
sinuses, eczema, cutaneous tubercles, glandular tumors, blood pressure, dyspepsia, cell
growth carcinogens, diabetes, malaria, syphilis and gonorrhea, also act by expelling
worms and stimulating reproductive organs (Aravind et al., 2013; Sinhalagoda et al.,
2013).

In order to outline the profile of the potentiality of biodiversity assets, it is very

important to conduct ethnobotanical and ethnopharmacological research. In these
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studies are considered the main sources of indications for the study of plants as a
therapeutic perspective, guiding phytochemical works and biological tests. The
knowledge obtained through the cultural practices of the connection between the biota
and the communities has the purpose of causing an enrichment regarding the use of
biodiversity. Enabling better and more conscious use of its resources (De Gutiérrez et
al., 2010).

The goals of this work were to determine the chemical constituents, to evaluate
the antibacterial activity of Carica papaya against Escherichia coli, EPEC and ETEC

serotypes, as well as to evaluate the antibacterial modulating activity.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 RESEARCH PLACE

The extract preparation and microbiological tests were carried out at the
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) and at the Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) respectivamente, at the Universidade
Regional do Cariri — URCA, Campus Pimenta, no Crato, Ceara.

The chemical evaluation was carried out at the Universidade Federal da
Paraiba.

2.2 COLLECTION AREA

Through an ethnodirected study, plant species used in folk medicine to treat
diarrhea were selected. The plants were obtained in natura in the Cedro municipality -
PE. The area in which the C. papaya species is collected is located in a private property
called Fazenda Timbauba, Cedro municipality, (latitude: 07 ° 48.26742 'S, longitude: 39
©10.26135' W, 535.336m altitude ), Cedro, Pernambuco, Northeast Brazil.

2.3 PLANT MATERIAL

Young and healthy leaves of the species Carica papaya were collected and
transported to the Laboratory of Microbiology and Molecular Biology da Universidade
Regional do Cariri — URCA. Exsiccata of the species were produced and deposited at
the Herbario Dardano de Andrade Lima of this University using the numbers HCDAL
8652 for a C. papaya. The collections were carried out in April, dry month, during the
morning between 8:30 am and 10:30 am. The plant material was sorted and cleaned
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before being weighed and stored using refrigeration. In total, 200g of C. papaya leaves

were weighed to prepare the aqueous extract by infusion.

2.4 PREPARATION OF THE AQUEOUS EXTRACT

Fresh extracts of A. colubrina and fresh leaves of C. papaya were collected to
prepare the extracts, and then the aqueous extracts were performed. 399.9 g of leaves
were used mixed with six liters of water (based on the proportion 10g/150 mL,
equivalent to a cup of tea - 150 mL). For infusion, the water was boiled without the
plant material, which was placed in the water after the fire was stopped. The pot was
covered with a lid and the plant material remained until the tea had cooled LORENZI
and MATOS 2002). Y. The preparation was then filtered and then stored, also using
refrigeration. The infusion was frozen and taken to the freeze dryer (-60 ° C) until all
the water was removed. The powdered extract was stored for testing using refrigeration.
After freeze-drying 16.6188g of Aqueous Extract were obtained by infusion of C.
papaya (EAICP).

2.5 OBTAINING Escherichia coli SEROTYPES

The E. coli EPEC and ETEC serotypes were provided by the professor Dr.
Rodrigo Otavio Silveira Silva, of Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

2.6 MICROBIOLOGICAL TESTS
2.6.1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Minimal Inhibitory Concentration (MIC) is defined as the lowest concentration
is can inhibit bacterial growth in the cavities of the microdilution plate as detected
macroscopically (Patel et al. 2012).

MIC was performed by broth microdilution method. The inoculum deposited in
saline solution to form a suspension of 10° CFU/mL; the extracts concentrations ranged
from 1024 to 8 pg mL™.

Then, 100 pL of this solution was distributed into each cavity of the
microdilution plate, and after that, 100 uL of the extract was added in the first cavity
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and passed to the others through successive dilutions in the ratio of 1:1 to the
penultimate cavity. The last cavity was reserved for the growth of microorganisms
without interference from the evaluated substances. The plate will be placed in the oven
at a temperature of approximately 37°C for a period of 24 hours, the plates containing
bacteria developed with specific dye, resazurin, a calorimetric oxide-reduction indicator.
To perform the test reading it was necessary to add 20 pL of the solution in each cavity
of the plates and to incubate them for 1h at room temperature (SALVAT et al., 2001).
The disclosure of MIC considered as inhibition of growth for cavities that

remained with blue staining and non-inhibition were those that obtained red staining.
2.6.2 Modulation of antibiotic activity by microdilution

The extract was tested in subinhibitory concentration (MIC/8). 1163 uL of a
solution containing BHI, 150 pL of inoculum and 187 pL of the extract were distributed
in each cavity identified as MIC. In the cavities identified as CONTROL, 1350 pL of
BHI and 150 pL of inoculum were distributed. All distribution done in the alphabetical
order of the plate. Subsequently, 100 pL of the antibiotic, in concentration of 5000 pL
mL™ were mixed into the first cavity, acting the microdiluted in serie at a ratio of 1:1 to
the penultimate cavity. Antimicrobial concentrations varied gradually from 5000 to 2.44

ng mL™.

2.7 CHEMICAL ANALYSIS

Analysis in High Performance Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry of the infusion of fresh leaves of Carica papaya L. Instrumentation
and conditions of the liquid chromatograph coupled to the mass spectrometer.

1.0 mg of the aqueous extract of the fresh leaves of Carica papaya L. obtained by
infusion was used, dissolved in 1.0 mL of MeOH: H,O (50:50) with the help of an
ultrasound bath, filtered using a PVDF filter of 0, 45 um and analyzed by HPLC-ESI-
MS. HPLC-ESI-MS analysis was carried out using a UFLC (Shimadzu) containing two
LC-20AD solvent pumps, SIL-20AHT auto-sampler, CBM-20A system controller,

coupled with an ESI-lon-Trap mass spectrometer (AmaZon X) or with an ESI-TOF
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(microTOF I1). The HPLC experiments were performed out using a C18 column
(Kromasil - 250 mm x 4.6 mm x 5 um) with the elution gradient: solvent A = H20 with
formic acid (0.1% v/v); Solvent B = MeOH; Elution profile was an exploratory gradient
of 60 minutes, injection volume of 20 uL and flow of 0.6 mL/min. The parameters of
analysis of the ESI were: capillary 4.5 kV, ESI in positive mode, offset of the final plate
500 V, nebulizer 50 psi, dry gas (N2) with flow of 8 mL / min and temperature of 300
°C. CID fragmentation was carried out in auto MS / MS mode using the advanced
resolution mode for MS and MS / MS mode. The spectra (m/z 50-3000) were recorded

every 2s.

2.8 STATISTICAL ANALYZE

The statistical analyze of the microbiological results were performed using the
Graphpad Prism 7.0 software, followed by the Bonferroni post-test with p <0.05 for

results with significance.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1 Microbiological and Modifying Evaluation of Antibiotic Action

In the evaluation of the minimal inhibitory concentration (MIC), the extract of
C. papaya did not show antimicrobial activity since the result was > 2014 pg/mL.
Concentrations above this value are clinically irrelevant.
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Figure 1: Evaluation of the modulating activity of the aqueous extract of Carica
papaya against Escherichia coli Enterotoxigenic - ETEC and Escherichia coli
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Enteropathogenic - EPEC. Met - metronidazole; Sulfa - Sulfamethoxazole +
trimethropine; Cipro — ciprofloxacin; ns — not significance.

Suresh, et al. (2008) reports through the disk diffusion methodology that the
aqueous extract of mamao has antimicrobial activity against Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus. Still in the same study, the phytochemical analysis of the aqueous extract
reveals the presence of alkaloids, anthraquinone, flavonoids, saponins, steroids, tannins,
triterpenoids, which may justify the action presented.

Corroborating with Suresh et al (2008), Saravanasingh, Ramamurthy, Parthiban
(2016), reveal, from a qualitative analysis of the constituent phytochemicals, positive
results for alkaloids, saponins, tannins and terpenoids for crude aqueous extracts of
leaves, stem and root. In the literature, the results show that mamao has activity against
E. coli, which is an important bacterium in the intestinal microbiota of animals. It is
possible that most E. coli serotypes are devoid of virulence factors, however some
strains may, during the evolutionary process, acquire different sets of genes that confer
the ability to cause disease, a fact that determines the great pathogenic versatility of the
species (Saravanasingh, Ramamurthy, Parthiban, 2016).

In this study, the strains evaluated are varieties of Escherichia considered
pathogenic and are called diarrheal E. coli that are differentiated by the presence of
virulence factors responsible for different clinical conditions.

In the literature consulted, ATCC strains and multi-resistant strains of E. coli are
used. Tests with species of the genus Carica have not yet been registered against
diarrhogenic E. coli serotypes, therefore, this study is a pioneer in the search for

bioactive substances against pathogenic EPEC and ETEC strains.

3.2 Analysis in High Performance Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry of the infusion of fresh leaves of Carica papaya L. Instrumentation
and conditions of the Liquid Chromatograph coupled to mass spectrometer.
Through HPLC-DAD-ESIMS analyzes, the presence of 18 compounds in the
aqueous extract obtained by infusing fresh leaves of Carica papaya L was detected, of
which 9 were identified based on the mass of their molecular ions, retention time,
models of fragmentation and data available in the literature. The identified compounds
were: the piperidine alkaloid carpaine and the phenolic compounds Caffeoyl malate,
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Quercetin-3-0-(2",6"-di-O-rhamnopyranosyl) Glucopyranoside (manghaslin), Cis- p-
cumaric acid, p- Coumaroyl malate (Isomers 1 and 2), Kaempferol-3-O-rutinoside
(nicotiflorin), quercetin-3-O-rutinoside (rutin), Kaempferol-3-O-(2",6"-di-
Orhamnopyranosyl) glucopyranoside (clitorin). Table 1 presents the data obtained by
mass spectrometry in the negative and positive modes of the compounds mentioned
above.

Peak 5 showed a m/z value in [M — H] + 478 in the positive mode and [M — H] -
477 in the negative mode, with fragments resulting in in MS? and MS® m/z 240, 222
identified as the alkali piperidine carpaine compatible with data presented by Afzan et
al. (2012) and Singh et al. (2011).

Peak 7 showed m/z [M — H] ~ in 295 and resulting fragments in MS? and MS®
m/z 277,179, 133, 135, 155, 177, with retention time 28,5 min. which, according to data
presented by Afzan et al (2012), was identified as the phenolic compound caffeyl
malate.

Peak 14 showed a m/z [M — H] value in 163 it presented fragments in MS? and
MS® m/z at 137, 119, 93, compatible with the fragmentation of cis-p-cuméric acid,
according to data presented by Jaitz et al. (2010).

Peaks 15a and 15b showed values of m/z [M — H] in 279.90 and 279.98,
respectively with fragmentations in MS? 119,120,137 to 279,90 and 163, 133 both with
retention times 32,1 min . compatible with the fragments of the isomers of p-cumaroyl
malate isomer 1 and 2, respectively, reported by Afzan et al (2012) and Vanholme et al
(2012).

Peak 17 with value m/z em [M—H]~ in 593 and resulting fragments in MS? and
MS® m/z 284, 285, 267, 255 and 163 with retention time 33.8 min. showed the loss of
308 a.m.u.), gerando o fragmento 285 caracteristico da perda de uma ramnose
(146a.m.u.) and and glucose (162a.m.u.) (Sancho et al., 2011) compatible with the
Kaempferol-3-O-rutinoside (nicotiflorin) fragmentation, according to data presented by
Afzan et al (2012), Brasil et al (2014) and Chua et al (2011) and molecular formula
C27H29015 according to Brasil et al (2014). Peaks 11 and 18 showed values m/z [M—H]"
in 755 and 609 respectively, they were identified as derivatives of quercetin presenting,
in both cases, the loss of aglycone represented by the fragments in m/z [M—H] 301 and
300, 179 and 151 according to data presented by Afzan et al. (2012), and corroborated
by Chen et al. (2015). It was observed in m/z 609 the fragment [M — H — 162 — 146]

44



301 caracterizado pelas perdas de um residuo glicosil neutro e um residuo ramnosil

confirmado por Singh et al. (2011).
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Table 1 - Compounds detected in the aqueous extract (decoction) of the leaves of Carica papaya L. analyzed by HPLC-ESI-MS.

Peak Rt [M-H] [M-HT* Product Empirical Assignment References
N° min  Observed  Observed lons (MS/MS) Formula
1 5,2 377 nd 341, 215, 179, 61 Desconhecido Unidentified
2 5,2 439 nd 341, 421, 259, 179 Desconhecido Unidentified
3 18 408 nd 258, 274, 241, 212, 166, 169 Desconhecido Unidentified
4 26,4 239 nd 220,202,108 Desconhecido Unidentified
5 26,4 477 478 240, 222 Cys Hso Ny O4 Carpaine 28, 35
6 28,5 591 nd 295,179, 133 Desconhecido Unidentified
7 28,5 295 nd 277,179, 133, 135, 155, 177 C13H120g Caffeoyl malate 28
8 30,3 559 nd 433, 327, 473, 357, 339, 295 Desconhecido Unidentified
9 325 589 nd 473, 357, 283, 265, 163, 377 Desconhecido Unidentified
10 30,9 559 nd 443, 327, 309, 265, 237, 163 Desconhecido Unidentified
11 30,9 755 nd 300, 301, 271, 255, 179 Ca3H39040 Quercetin-3-0-(2",6"-di-O- 28, 30, 31,
rhamnopyranosyl) 34, 37
glucopyranoside

(manghaslin)

12 33,1 739 nd 575, 284, C33H39019 Kaempferol-3-O-(2",6"-di- 31
Orhamnopyranosyl)
glucopyranoside
(clitorin)

13 33,1 775 nd 739, 740, 575, 482,385, Unidentified
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14

15a
15b

16
17

18

31,8

32,1
32,1

32,5
33,8

35,4

163

279,9
279, 98

299
593

609

nd

nd
nd

nd
nd

nd

469,595, 741, 575, 284
137, 119, 93

163, 119,120,137
163, 119, 133

271, 151, 179
447, 284, 285, 267, 255,163

301, 300, 271, 255, 179, 151

C13H1107
C13H1107

C27H29015

C27H29016

Cis- p-cumaric acid
p-Coumaroyl malate (Isomer 1)
p-Coumaroyl malate (Isomer 2)

Unidentified

Kaempferol-3-O-rutinoside
(nicotiflorin)

Quercetin-3-O-rutinoside (rutin)

26, 28

27,33
27,33

27, 30, 32

27,30, 31,
34

All MS? were in negative ion mode except for n° 5 peak in [M+H] *; Rt: Retention time; nd: not detected.
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4. CONCLUSION

The extract of C. papaya showed no antimicrobial action and was indifferent
when associated with antibacterials. The HPLC-DAD-ESIMS analyzes detected the
presence of 18 compounds, of which 9 were identified by mass spectrometry in the
negative and positive modes, and then confirmed from comparisons with data from the
literature.

Despite the large amount of compounds found, their agglomeration did not show
a significant result in relation to antimicrobial activity. But, due to the high mortality
and morbidity caused by the ETEC and EPEC strains, it is important to continuously
search for new sources of substances with antibacterial potential or modulator of the

response of drugs used in the therapy of intestinal disorders.
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6. CONCLUSAO

6.1. PRINCIPAIS CONCLUSOES

Concluiu-se que os extratos utilizados na avaliacdo ndo apresentaram atividade
antimicrobiana nas concentrac@es testadas contra os sorotipos EPEC e ETEC de E. coli.

Mesmo com a associa¢do dos extratos com cada antibiético ndo foi possivel
potencializar a acao da droga.

Os vegetais analisados podem ter acdo contra outro tipo de microrganismo que
cause a diarreia, uma vez que so foi analisadas os sorotipos ETEC e EPEC.

Entdo os beneficios apontados na sabedoria popular podem estar ligados a outros
mecanismos ou microrganismos, que necessitam ser investigados para esclarecer a
afirmativa que tais vegetais atuam no combate a diarreia.

A investigacdo € de suma importancia, ja que as drogas antibacterianas nao sao

atuais, e necessitam acoplarem algo que aumente o efeito desses farmacos.

6.2. CONTRIBUICOES TEORICAS E/OU METODOLOGICAS DA
DISSERTACAO

Foi possivel comprovar que os vegetais analisados ndo tem ac¢des antibacteriana,

entdo outros fatores devem estar envolvidos para o uso na medicina popular.

6.3.PRINCIPAIS LIMITACOES DO ESTUDO

Atrasos nos testes devido a complicacbes que foram surgindo ao longo da
pesquisa. As cepas bacterianas foram dificeis de encontrar, uma vez que 0s
pesquisadores resistiram em cedé-las. Atraso nas analises quimicas que a EMBRAPA
ndo aceitou realizar e a busca por uma instituicdo que pudesse ceder seu laboratorio para
essa identificacdo. O laboratério de quimica da Universidade Federal da Paraiba cedeu

seu espaco para a analise dos constituintes quimicos, porém os resultados finais ainda
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ndo ficaram prontas, devido o software ndo é de facil manuseio para com o grupo de

pesquisadores, assim o trabalho continua em andamento por mais algumas semanas.

6.4. PROPOSTAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

Descobrir qual mecanismo esta envolvido no distarbio intestinal, abordando
novas pesquisas que possam justificar seu uso na medicina popular para a diarreia.
Visto que precisamos potencializar a acdo dos antibioticos ja existentes, ou até mesmo
trocé-los por produtos naturais que apresentem eficacia e ndo tragam efeitos colaterais
ou adversos. Analisar quais 0os microrganismos envolvidos na diarreia, bem como sua
atuacdo e testar os produtos naturais isolados e em conjunto com antimicrobianos para

sabermos se existe algum sucesso contra tais patdgenos.

6.5. ORCAMENTO

Este estudo foi financiado no segundo ano corrido da pos-graduacdo, pela
Fundacdo Cearence de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (FUNCAP)
por meio de Bolsa para a aluna Cicera Natalia Figueirédo Leite Gondim. As despesas
para amostragem incluiram a compra de material de papelaria e de campo, guia, aluguel
de carro, estadia e alimentacdo, totalizando aproximadamente R$ 3.000,00.
Deslocamentos para outras cidades para estudo das disciplinas do programa em curso,
valores que mensalmente sdo varidveis. Além de todo o material para dar procedimento
aos testes realizados, tais como: ciprofloxacina, sulfametoxazol trimetoprima e
metronidazol, no total de R$ 69,00. Pipeta automatica de 100 a 1000uL por R$ 286,30.
Caldo Brain Heart Infusion de 500g por R$ 209,00. Placas de Microdiluicdo com o
fundo em formato de U com 50 unidades por 300,00. Ponteiras para micropipetas 1 a
100 uL, 03 Rack 100 por R$ 62,00. Ponteiras para micropipetas 1 a 1000 pL. com 1000
unidades no valor de R$ 53,31. Luvas para procedimento com 1000 unidades no valor
de R$ 250,00. 1 caixa de mascara por R$ 8,00. 1000 Eppendorf por R$ 58,00, somando
esse material no total de R$ 1.295,61.
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