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RESUMO

Spondias mombin (Anacardiaceae) e Commiphora leptophloeos (Burseraceae) sdo espécies
utilizadas na medicina tradicional da regido semiarida brasileira contra diversas enfermidades.
Obijetivou-se avaliar atividades biologicas de extratos de S. mombin e C. leptophloeos obtidos
por diversas técnicas de extracdo. Os extratos foram obtidos por maceracdo, percolacao,
ultrassom e turbodlise e submetidos a testes fitoquimicos, testes de suscetibilidade microbiana
por microdiluicdo e de toxicidade aguda sobre nduplios de Artemia salina. As maiores
concentragfes de polifendis e flavonoides foram encontradas nos extratos obtidos por
turbdlise. Os extratos de C. leptophloeos foram eficazes contra S. aureus e o0s de S. mombin
contra S. aureus e E. coli. Os extratos apresentaram toxicidade moderada. As plantas
estudadas apresentam metabodlitos secundarios possuidores de importantes atividades
farmacoldgicas e exibiram potencial antimicrobiano sobre as cepas citadas, sendo necessarios
novos estudos para avaliar a viabilidade destas plantas para o desenvolvimento de novos
medicamentos.

Palavras-chave: Extratos vegetais; Atividade antimicrobiana; toxicidade.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de drogas antimicrobianas foi uma das intervencdes médicas mais
importantes em relagdo a reducdo da morbidade e mortalidade humana, porém o uso
indiscriminado dessas drogas tem provocado um aumento na frequéncia de patégenos
resistentes. Portanto, tem-se verificado um grande avanco cientifico que busca a obtengéo de
metabolitos vegetais com propriedades farmacoldgicas.

O Brasil apresenta um dos mais elevados indices mundiais de biodiversidade, assim
como uma complexa heterogeneidade cultural, onde a populacéo local ainda utiliza um vasto
repertorio de plantas com potencial terapéutico (ALBUQUERQUE et al., 2007a).

Dentre essas plantas pode-se destacar Spondias mombin L. (Cajazeira, cajarana,
cajazinho) e Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett (Imburana, Imburana de cambéo,
imburana de espinho) e, pertencentes as familias Anacardiaceae e Burseraceae
respectivamente. Estudos relacionados a etnoboténica médica dessas espécies relatam o uso
de S. mombin é utilizada contra diarreia, conjuntivite, transtornos digestivos, infeccdes em
geral e C. leptophloeos como cicatrizante e para o tratamento de tosse, bronquite, diarreia,
além de diversas inflamacGes e infeccdes (AGRA et al., 2007a,b; ALBUQUERQUE et al.,
2007a, b; ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; CARTAXO et al., 2010; LUCENA et al.,
2007).

Um dos primeiros passos e que detém um papel crucial em qualquer pesquisa com
plantas medicinais é a obtencdo de extratos, estes podem ser obtidos através de diversas
técnicas. Portanto, foram realizados estudos fitoquimicos e avaliacbes das atividades

bioldgicas de extratos de S. mombin e C. leptophloeos obtidos através de diferentes técnicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia Microbiana

A descoberta dos antibiéticos proporcionou um grande avan¢o da medicina. Até entdo
era comum o 6bito de varios pacientes com infec¢es sem tratamento. Com a producédo desses
medicamentos em larga escala, muitas dessas doencas foram controladas e o risco de morte
por causa delas diminuiu drasticamente. Entretanto, com a producdo de antibioticos, surgiu
um novo problema: os micro-organismos resistentes a antimicrobianos, antes eficazes, foram
selecionados (HOGG, 2004; GUILFOILE, 2007; SUMMERS, 2008).

A resisténcia a agentes antimicrobianos é definida como a capacidade adquirida por

um micro-organismo para resistir aos efeitos de um agente quimioterapéutico ao qual é



habitualmente sensivel (MIMS et al., 1999; MADIGAN, 2003). Os mecanismos de resisténcia
incluem inativagdo da droga por enzimas desintoxicantes, reducéo da permeabilidade celular
ou a expulsdo da droga por bombas especificas ou ndo especificas e alteracdo dos alvos dos
antibiéticos (BARBOSA, LEVY, 2000).

Ap0s se evidenciar um aumento significativo no desenvolvimento de resisténcia dos
patdgenos aos antimicrobianos, a necessidade de se buscar novas moléculas com atividade
antimicrobiana é um assunto urgente, e os cientistas vém nas plantas um grande potencial
antibiotico (ESTEVAM et al, 2009).

2.2 Spondias mombin e Commiphora leptophloeos

A Caatinga, no Nordeste brasileiro, € um bioma dono de uma grande diversidade de
plantas com alto potencial antimicrobiano. Encontra-se nessa regido um grande valor para a
industria farmacéutica. 1sso faz com que o interesse por essas plantas seja aumentado, sendo
necessario estudo de prospeccao dessas plantas, para uma possivel utilizacdo em fitoterapicos
(GOMES, 2008).

Spondias mombin L. é uma arvore frutifera pertencente a familia Anacardiaceae. Pode
ultrapassar 20m de altura e 60 - 75 cm de diametro no tronco, o qual apresenta uma casca
grossa e com incisbes profundas. As folhas sdo compostas (20-45 cm de comprimento)
pinadas, alternas, que caem, em sua maioria na época de floragdo. O fruto € uma drupa
amarela, ovoide, aromatico com 3-4 cm de comprimento e até 2,5 cm de largura e sabor
exotico (AYOKA et al., 2008; MORTON, 1987).

Esta planta pode ser encontrada em diversos paises das Américas Central e do Sul e na
Africa (ASSIS et al., 2006; OKWU; OKWU, 2004), onde todas as partes dessa arvore s&o
medicinalmente importantes nos sistemas de medicina tradicional (AYOKA et al., 2006).

Em virtude dessas propriedades medicinais, diversos pesquisadores tem buscado
determinar as propriedades fitoquimicas e medicinais de S. mombin. Triagens fitoquimicas
demonstraram a presenca de substancias como fendis, taninos, proantocianinas, saponinas,
antraquinonas, berberina, naftoquinonas, sesquiterpenos, alcaléides inddlicos e quinolinicos e
flavonoides na planta (AYOKA et al, 2005, 2006; CARABALLO et al, 2004; CORTHOUT et
al, 1991). Quanto as atividades bioldgicas, foram determinadas as propriedades espermicidas
(RAJI et al, 2006), anti-helmintica (ADEMOLA et al, 2005), ansiolitica (AYOKA et al,
2005), inibidora de beta-lactamase (COATTES et al, 1994), hipndtica e sedativa (AYOKA et
al, 2006).



Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett, pertencente a familia Burseraceae, é
conhecida popularmente como imburana, umburana, falsa-imburana, imburana-de-cheiro,
imburana-brava, entre outras denominagdes dependendo da regifo. E uma planta arborea, de
troco tortuoso, atingindo altura de 12m de altura (CARVALHO, 2009).

E facilmente encontrada na Caatinga, bioma exclusivo do Brasil, sendo uma formac&o
composta de vegetacdo xerofila, arbustivo e herbaceo com elevada diversidade de espécies
(DAMASCENO, 2010). E uma planta usada como medicinal entre outras atribuicBes, a
populacdo costuma usa-la no tratamento de inflamacdes e infeccBes em diversas partes do
organismo, além da atividade antioxidante, picada de cobra, dor reumatica, transtornos do
sistema digestivo, desordens respiratorias, entre outras, e também para fins de construcéo

domestica em comunidades carentes (AGRA, 2007).

2.3 Métodos de extracao

As técnicas de extracdo desempenham um papel fundamental em qualquer tipo de
pesquisa com plantas medicinais. Para a escolha da técnica de extracdo deve-se levar em
consideracdo pardmetros como rendimento, custo e tempo e melhoramento na atividade
bioldgica.

A maceracdo € um método extrativo realizado em recipiente fechado, em temperatura
ambiente durante um periodo prolongado (no qual o material vegetal fica submerso por horas
ou dias), sob agitacdo eventual e sem renovacao do solvente extrator. Portanto € um processo
extrativo que ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal (MARQUES; VIGO,
2009).

A percolacdo, diferentemente da maceracdo é um processo dindmico, levando ao
esgotamento da planta através do gotejamento lento do material, necessitando-se de uma
grande quantidade de solvente. O material vegetal moido é colocado em um recipiente conico
(percolador), de vidro ou metal, através do qual € feito passar o liquido extrator (MARQUES;
VIGO, 2009).

Na turbolise, a extracdo ocorre concomitantemente com a reducdo do tamanho da
particula vegetal, e 0 consequente rompimento das células favorecem a rapida dissolugéo das
substancias, resultando em tempos de extracdo mais rapidos (minutos) e o quase esgotamento
da droga vegetal (SONAGLIO et al, 2003).

No metodo de extracdo assistido por ultrassom, tem-se observados rendimentos
elevados em curto periodo de tempo com menores quantidades de solventes. A extracdo é

promovida através de ondas sonoras que se propagam em ciclos revezados de alta e baixa



pressdo, fornecendo uma maior penetracdo do solvente no interior da célula vegetal

promovendo o aumento da transferéncia de massa (KNORR, 2003).

3. METODOLOGIA
3.1 Material Vegetal

As amostras das cascas de S. mombin e C. leptophloeos foram coletadas a partir de
plantas adultas selecionadas respeitando-se suas caracteristicas fitossanitarias. A coleta foi
realizada na Fazenda Farinha, localizada na zona rural do municipio de Pocinhos-PB, nas
coordenadas: 7°07°54.53°S e 36°07°14.51"°0.

3.2 Obtencao dos Extratos

Apds as coletas, os materiais vegetais foram dessecados em estufa de circulacdo de ar
(Fanem 330) a 40°C, até a estabilizacdo da umidade. Posteriormente foram pulverizados em
moinho de facas e peneirados em malha de 10 mesh.

A extracdo foi realizada por quatro métodos: maceracdo, ultrassom, percolacéo e
turbdlise a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) utilizando 1L de etanol a 96%/100 g da planta.
No primeiro método, realizou-se a mistura solvente e planta sendo armazenada em recipiente
de vidro ao abrigo da luz por 72 h, com agitacdo manual 3 vezes ao dia. No método de
percolacdo, a planta e o solvente foram colocados em percolador de aco por 5 dias. Na
extracdo por turbolise foi utilizado um aparelho ultraturrax (lka T-25), durante 15 minutos a
15.000 rpm. Por ultrassom, foi utilizado um banho de ultrassom (Unique) pelo periodo de 60
min.

Apds as extracdes, o0 solvente foi removido em evaporador rotativo a 40°C (Quimis).
Os extratos foram armazenados em um refrigerador a 4 ° C até o uso para 0s experimentos
propostos. Para utilizacdo das amostras, previamente, foram diluidas em dimetilsulféxido
(DMSO) a 10%.

3.3 Screening fitoquimico qualitativo



A triagem fitoquimica foi realizada empregando procedimentos padrdo, como 0s
descritos por Morita; Assumpc¢do (1972) e Matos (1988) para revelar a presenga de

constituintes fitoquimicos.

3.4 Screening fitoquimico quantitativo
3.4.1 Determinacao de polifendis totais

O contetdo de polifendis totais dos extratos vegetais foi mensurado por meio de
espectroscopia na regido do visivel através do método descrito por Chandra; Mejia (2004)
com adaptacdes, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, solucdo de Na,CO3 a 20% (p/v),
amostras diluidas em &gua destilada e leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 750nm. A curva de calibragdo foi construida utilizando o &cido galico como referéncia.

3.4.2 Determinacao de Flavondides

O contetdo de flavondides foi determinado conforme o método colorimétrico
apresentado por Meda et al., (2005), que utiliza solugdo de AICI3; a 2% em metanol (p/v)
adicionado a amostra diluida. Tal mistura foi submetida leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 415 nm, sendo que amostra do “branco” foi utilizado metanol. O

total de flavonoides foi determinado utilizando quercetina na curva de calibragéo.

3.5 Atividade antimicrobiana
3.5.1 Cepas microbianas

Foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) dos micro-
organismos patogénicos Staphylococcus aureus (25923), Escherichia coli (25922),
Pseudomonas aeruginosa (27853), Klebisiella pneumoniae (4352), Streptococcus mutans
(25175), S. oralis (10557), S. salivarius (7073), Candida albicans (10231), C. guilliermondii
(6260) e C. krusei (34135) disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).
As bactérias foram cultivadas em &agar Mueller Hinton a 37 °C/24h, com relacdo aos
Streptococcus foi acrescido 5% de sangue de carneiro desfibrinado, em condigdes

anaerdbicas, enquanto que, os fungos em agar Saboraud a 25 °C/24h.

3.5.2 Determinagédo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)
A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 cavidades de
acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (2009, 2012) com adaptagdes.

Utilizou-se caldo Mueller-Hinton (Himedia) para todas as bactérias com excegdo das do
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género Streptococcus, para o qual utilizou-se caldo BHI. Caldo Saboraud foi utilizado para as
cepas fungicas. Os micro-organismos foram suspensos em solucgdo salina a 0,9 % estéril e tais
suspensoes ajustadas espectrofotometricamente a 625 nm para bactérias (10° UFC/mL) e 530
para fungos (5 x 10* UFC/mL). Foram realizadas diluicdes seriadas dos extratos em um
intervalo de concentracdes entre 1 e 0,0039 mg/mL. Dez microlitros da respectiva suspensdo
microbiana foram adicionados a cada poco. DMSO a 10% foi incluido como controle
negativo. A placa foi incubada a 37 + 1°C durante 24h para as bactérias e a 25 = 1°C para os
fungos. O crescimento microbiano foi indicado pela adi¢do de 20 uL de solucdo aquosa de
resazurina (Sigma- Aldrich) a 0,01 %, com nova incubagdo a 37 ° C + 1 ° C durante 2h. A
CIM foi definida como a concentragdo mais baixa onde ndo houve crescimento microbiano

visivel.

3.6 Teste de toxicidade aguda

Foi utilizado o bioensaio com nauplios de Artemia salina Leach. baseado na técnica
descrita por Meyer et al. (1982), com adaptacdes. Os nauplios eclodiram em tanque com agua
do mar sintética (pH = 8), temperatura ambiente e iluminacéo artificial. Posteriormente foram
separados em grupos de 10 individuos, onde, exceto o grupo controle, cada um recebeu as
solugdes das amostras testadas em diferentes concentra¢es (2000, 1500, 1000, 500, e 250
ug/mL). Os grupos foram submetidos a iluminacdo artificial e as larvas vivas foram
contabilizadas ap6s 24 horas para determinar a DLsy (menor dose letal) através do método

Probit. O experimento foi realizado em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O screening fitoquimico qualitativo revelou a presenca de taninos, flavonoides,
flavondis, flavonas, xantona, saponinas, alcaldides e albumina no extrato de S. mombin,
enquanto que, no extrato de C. leptophloeos verificou-se taninos catéquicos, antocianina,
flavondides, saponinas, alcaloides e albuminas. Estes resultados reforcam as conclusdes
obtidas por Dantas et al. (2007).

Observam-se na tabela 1 as concentragdes quantitativas de polifendis e flavonoides

obtidas por diferentes técnicas, constata-se que nos extratos de S. mombin e C. leptophloeos,
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as concentracOes dessas substancias foram superiores nos extratos obtidos por percolagéo e

turbolise.

Tabela 1: Concentracdo de polifenodis e flavonoides dos extratos de S. mombin e C.
leptophloeos.

Concentragéo (%)

Planta / Método S. mombin C. leptophloeos
Polifenois Flavonoides Polifendis Flavonodides
Maceracéo 29,44 0,1675 31,40 0,1554
Ultrassom 30,60 0,1360 29,44 0,1221
Percolacdo 31,05 0,2142 37,17 0,2209
Turbolise 34,60 0,2536 38,05 0,2530

Alguns métodos extrativos consagrados estdo listados em farmacopéias
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) como maceragdo e percolacdo ainda sdo 0s mais
utilizados em pesquisas. Entretanto, tem-se buscado adicionar processos tecnoldgicos na
obtencdo de extratos, com isso, métodos como a extracdo assistida por ultrassom e a turbélise
vem ganhando espaco no meio cientifico. Porém, a percolacdo e turbdlise sdo citados na
literatura (MIGLIATO et al., 2011; POLITI et al., 2011; SOUZA et al., 2010) como que
extraem grandes quantidades de principios ativos, apresentando rendimentos superiores a
outras técnicas. De acordo com Marques; Vigo (2009), a percolacdo busca o esgotamento dos
compostos ativos presentes no material vegetal, enquanto a turbOlise apresenta altos
rendimentos devido a trituracdo da droga vegetal aliados a homogeneizacdo continua do
solvente e da droga vegetal.

Quanto a analise da atividade antimicrobiana dos extratos, foi baseada em Rios; Recio
(2005), que consideram um extrato como possuidor de atividade antimicrobiana significativa
quando apresenta CIM menor que 1000 ug/mL. Portanto, aos se analisar a tabela 2 constata-se
que os extratos de S. mombin obtidos por percolacdo e turbdlise foram significativos frente a
S. aureus e E. coli. Ao comparar os efeitos dos extratos obtidos pelos referidas técnicas,
constatam-se que a percolagdo apresentou menor CIM sobre S. aureus (125 pg.mL™),
enquanto que, frente a E. coli apresentaram os mesmos resultados (500 pg.mL™). Resultados
semelhantes foram obtidos por Abo et al., (1999) frente a S. aureus e E. coli, e Atindehou et al.,
(2002) observaram eficéacia sobre S. aureus. Quanto aos extratos de C. leptophloeos, S. aureus
foi a Unica cepa sensivel. Ao observar a melhor técnica, constatou-se que os extratos obtidos

por turbdlise e percolacdo foram os mais eficazes (125 pg.mL™). Apés levantamento
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bibliografico, constatou-se ndo haver estudos que mencionassem as propriedades

antimicrobianas de C. leptophloeos.

Tabela 2: Concentracédo Inibitoria Minima dos extratos de S. mombin e C. leptophloeos

CIM (ug.mL™)
Micro-organismo S. mombin C. leptophloeos
T U P M T U P M
S. aureus 250 >1000 125 250 125 500 125 500
E. coli 500 >1000 500 >1000 >1000 >1000 >1000 > 1000

P.aeruginosa ~ >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 > 1000
K. pneumoniae ~ >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 > 1000
S. mutans >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 > 1000

S. oralis >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 > 1000

S. salivarius >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 > 1000
E. faecalis >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 > 1000

C. albicans >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 > 1000
C. guilliermondii  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 > 1000
C. krusei >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 > 1000

T — Turbdlise; U — Ultrassom; P — Percolacdo; M — Maceracéo.

A atividade exibida pelos extratos testados provavelmente estd relacionada com a
presenca de compostos fendlicos como taninos e flavonoides, além de alcaloides, tidos como
possuidores de tal atividade (CHUNG et al., 1998; COWAN, 1999; MONTEIRO et al., 2005;
ERDEMOGLU et al., 2007).

De acordo com Scalbert (1991) e Cowan (1999) os taninos podem atuar sobre o
metabolismo nos micro-organismos através da inibicdo de enzimas, da fosforilacdo oxidativa
e do sistema de transporte de elétrons e inativacdo de adesinas microbianas e proteinas do
envelope celular. Os flavonoides podem atuar na inibicdo de sintese de &cidos nucléicos
impedindo a formacéo de pontes de hidrogénio entre bases nitrogenadas (MORI et al., 1987)
e, podem perturbar as bicamadas lipidicas penetrando diretamente e interrompendo a funcéo
de barreira, como também podem provocar a fusdo da membrana, resultando em vazamento
de materiais intramembranosos (IKIGAI et al., 1993; CUSHNIE; Lamb, 2005). Por sua vez,
os alcaloides podem atuar causando falhas na sintese de DNA (COWAN 1999).

O teste de toxicidade aguda com A. salina, além de ser rapido, simples, reprodutivel e

econdmico, é considerada uma ferramenta Util para a avaliagdo preliminar de toxicidade. Uma
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grande variedade de compostos quimicos biologicamente ativos, em particular agentes
citotoxicos, sdo téxicos a A. salina, a morte deste organismo quando exposto a Varias
concentragcOes destes compostos € a base de um teste de toxicidade (DECIGA-CAMPOS et
al., 2007; NGUTA; MBARIA, 2013).

Para o bioensaio com A. salina, selecionou-se os extratos de S. mombin e C.
leptophloeos obtidos por turbolise, com base no screening fitoquimico quantitativo (Tabela
1). Os resultados obtidos mostraram que os extratos apresentaram CLsp = 893,62 pg/mL e
885,74 pug/mL respectivamente. Meyer et al., (1982) descreveu a concentracdo letal baseada
na toxicidade de substancias sobre larvas de A. salina. De acordo com a escala, a DLsp < 500
©g.mL™", indica toxicidade alta, DLs entre 500 e 1000 xg.mL™*, moderada e DLsy > 1000
ug.mL™' auséncia de toxicidade. Dessa forma, os extratos testados se mostraram

moderadamente toxicos.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram o potencial de S. mombin contra
infeccdes provocadas por S. aureus e E. coli e C. leptophloeos contra S. aureus, assim como a
toxicidade moderada das plantas sobre A. salina. Entretanto, estudos complementares sdo

necessarios para verificacdo da viabilidade terapéutica deste produto natural.
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ABSTRACT

Spondias mombin (Anacardiaceae) and Commiphora leptophloeos (Burseraceae) are species
used in traditional medicine of the Brazilian semiarid region against various diseases. This
study aimed to evaluate biological activities of S. mombin and C. leptophloeos extracts,
obtained by different extraction techniques. The extracts were obtained by maceration,
percolation, ultrasound bath and turbolysis and subjected to phytochemical tests, microbial
susceptibility tests by microdilution and acute toxicity tests on Artemia salina. The highest
concentrations of polyphenols and flavonoids were found in the extracts obtained by
turbolysis. C. leptophloeos extracts were effective against S. aureus and S. mombin against S.
aureus and E. coli. The extracts showed moderate toxicity. The plants studied presented
secondary metabolites with important pharmacological activities and exhibited antimicrobial
potential for the strains mentioned, and further studies are needed to assess the viability of

these plants for the development of new drugs.

Keywords: Plant extracts; Antimicrobial activity; Toxicity.



