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RESUMO

Introducédo: Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillet (Burseraceae) é uma
espécie vegetal utilizada na medicina tradicional da regido semiarida brasileira contra
diversas enfermidades, dentre as quais, destacam-se as infecciosas.

Objetivo: Avaliar atividades biolégicas de extratos de C. leptophloeos obtidos por
diversas técnicas de extragao.

Métodos: Os extratos foram obtidos a partir das cascas por maceragao, percolagao,
ultrassom e turbdlise e submetidos a testes fitoquimicos, testes de suscetibilidade
microbiana por microdiluicdo e de toxicidade aguda sobre nauplios de Artemia salina.
Resultados: As maiores concentracoes de polifendis e flavonoides foram encontradas
nos extratos obtidos por turbdlise. Os extratos de C. leptophloeos foram eficazes
contra S. aureus. Os extratos apresentaram toxicidade moderada.

Conclusodes: A planta estudada apresenta metabdlitos secundarios possuidores de
importantes atividades farmacoldgicas e exibiram potencial antimicrobiano sobre S.
aureus, sendo necessarios novos estudos para avaliar a viabilidade desta planta para
o desenvolvimento de novos medicamentos.
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RESUMEN

Introduccién: Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillet (Burseraceae) es una
especie usada en la medicina tradicional de la regién semiarida de Brasil contra
diversas enfermedades, con énfasis en las enfermedades infecciosas.

Objetivo: evaluar las actividades bioldgicas de los extractos de C. leptophloeos
obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

Métodos: los extractos de la corteza se obtuvieron por maceracion, percolacion,
ultrasonido y turbdlise. Fueron sometidos a ensayos fitoquimicos, pruebas de
sensibilidad microbiana por microdilucién y toxicidad aguda sobre Artemia salina.
Resultados: las concentraciones mas altas de polifenoles y flavonoides fueron
encontrados en los extractos por turbdlise. Los extractos de C. leptophloeos fueron
eficaces contra S. aureus y mostraron toxicidad moderada.

Conclusiones: la planta posee metabolitos secundarios con actividades
farmacolodgicas importantes y actividad antimicrobiana frente S. aureus, otros
estudios son necesarios para evaluar la viabilidad de esta planta para el desarrollo de
nuevos farmacos.

Palabras clave: Commiphora leptophloeos; plantas medicinales; Etnofarmacologia;
actividad antimicrobiana; toxicidad.

ABSTRACT

Introduction: Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillet (Burseraceae) is a
species used in traditional medicine in the semiarid region of Brazil to treat a variety
of conditions, particularly infectious diseases.

Objective: Evaluate the biological activities of C. leptophloeos extracts obtained by
various extraction techniques.

Methods: The stem extracts were obtained by maceration, percolation, ultrasound
and turbolise, and subjected to phytochemical analysis, microbial sensitivity testing
by microdilution and acute toxicity testing against Artemia salina.

Results: The highest polyphenol and flavonoid concentrations were found in the
extracts obtained by turbolise. C. leptophloeos extracts were effective against S.
aureus and showed moderate toxicity.

Conclusions: The plant contains secondary metabolites with important
pharmacological activities and antimicrobial activity against S. aureus. Further studies
are required to evaluate the viability of this plant for the development of new drugs.

Keywords: Commiphora leptophloeos; medicinal plants; ethnopharmacology;
antimicrobial activity; toxicity.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2016;21(4)

INTRODUCAO

O desenvolvimento de drogas antimicrobianas foi uma das intervengdes médicas mais
importantes em relacdo a reducao da morbidade e mortalidade humana, porém o uso
indiscriminado dessas drogas tem provocado um aumento na frequéncia de patdgenos
resistentes. Este problema, tem levado pesquisadores de todo o mundo a buscar
novas fontes de substancias com tal atividade farmacolégica, verificando-se em
espécies vegetais um grande potencial para das referidas substancias.

O Brasil apresenta um dos mais elevados indices mundiais de biodiversidade, assim
como uma complexa heterogeneidade cultural, onde a populacdo local ainda utiliza
um vasto repertorio de plantas com potencial terapéutico.! A Caatinga, no Nordeste
brasileiro, € um bioma dono de uma grande diversidade de plantas com alto potencial
antimicrobiano. Encontra-se nessa regidao um grande valor para a indUstria
farmacéutica. Isso faz com que o interesse por essas plantas seja aumentado, sendo
necessario estudo de prospeccdo dessas plantas, para uma possivel utilizagdo em
fitoterapicos.?

Dentre essas plantas pode-se destacar Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett,
conhecida popularmente como Imburana, Imburana de cambdo, imburana de
espinho, pertencentes a familia Burseraceae. E uma planta arbérea, facilmente
encontrada na Caatinga, bioma exclusivo do Brasil. Apresenta tronco tortuoso,
atingindo altura de 12 m, com casca de até 0,63 cm de espessura; as folhas sdo
alternas, compostas, imparipinadas, com trés a nove foliolos ovais, medindo de 1,5
cm a 3,5 cm de comprimento; as flores sdao pequenas, medindo de 3 a 4 mm de
comprimento, de coloragdo verde bem clara, isoladas ou reunidas em pequenos
grupos.?

Estudos relacionados a etnobotanica médica dessa espécie relatam o uso dessa
espécie como cicatrizante e para o tratamento de tosse, bronquite, diarreia, além de
diversas inflamagOes e infecgbes.*°

Extratos vegetais sdao conhecidos por apresentaram propriedades antimicrobianas, e
por serem uma complexa mistura de metabdlitos secundarios, muitas destas
substéancias podem agir de maneira sinérgica para produzir tal efeito farmacoldgico.®
Por suas propriedades farmacolodgicas, diversos estudos realizados em diferentes
paises tem sido realizados para demonstrar esta eficacia desses extratos.!1/12

Um dos primeiros passos e que detém um papel crucial em qualquer pesquisa com
plantas medicinais € a obtencdo de extratos. Estes podem ser obtidos através de
diversas técnicas que podem influenciar diretamente nas substancias extraidas e em
suas quantidades, e, consequentemente, em sua atividade farmacoldgica. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi realizar estudos fitoquimicos e avaliacdo das atividades
bioldgicas de extratos de C. leptophloeos obtidos através de diferentes técnicas de
extracao.

METODOS
Coleta do material vegetal e obtencdo dos extratos

As amostras das cascas de C. leptophloeos foram coletadas na Fazenda Farinha,
localizada na zona rural do municipio de Pocinhos-PB, nas coordenadas:
7007 '54.53° 'S e 36907 "14.51° 0. Apds a coleta, o material vegetal foi identificado
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e depositado no Herbario Arruda Camara/Universidade Estadual da Paraiba, sob o n®

ACAMO0834. Para a obtencao dos extratos, as cascas foram dessecadas em estufa de

circulagdo 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: maceracao, ultrassom, percolagdo 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 agitagao manual
tres vezes ao dia. No método de percolagdo, a planta e o solvente foram colocados
em percolador de ago por cinco dias. Na extracao por turbdlise foi utilizado um
aparelho ultraturrax (Ika T-25), durante 15 min a 15.000 rpm. Por ultrassom, foi
utilizado um banho de ultrassom (Unique) pelo periodo de 60 min.

ApOs as extragoes, o solvente foi removido em evaporador rotativo a 40 °C (Quimis).
Os extratos foram armazenados em um refrigerador a 4 °C até o uso para os
experimentos propostos. Para a realizacao dos ensaios as amostras foram
previamente diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) a 10 %.

Screening fitoquimico qualitativo

A triagem fitoquimica foi realizada empregando procedimentos padrdo, como os
descritos por Morita; Assumpgao!3 e Matos!* para revelar a presenca de constituintes
fitoquimicos.

Screening fitoquimico quantitativo

O conteldo de polifendis e flavonoides totais mensurado por meio de espectroscopia
na regido do visivel de acordo com a metodologia descrita por Chaves et al.,'*> Para a
determinacdo de polifendis utilizou-se o reagente de Folin-Ciocalteu, solucdo de
Na2COs a 20 % (p/v), amostras diluidas em agua destilada e leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 750 nm. A curva de calibracdo foi
construida utilizando o acido galico como referéncia. Por sua vez, o conteldo de
flavonoides foi determinado com a utilizacdo da solucdo de AIClz a 2 % em metanol
(p/v) adicionado a amostra diluida. Tal mistura foi submetida leitura da absorbéancia
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
calibragao.

Atividade antimicrobiana
Cepas microbianas

Foram utilizadas cepas padrao 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 Fundagdao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ - RJ). As bactérias do género Streptococcus foram cultivadas em agar
Mueller Hinton com o acréscimo de 5% de sangue de carneiro desfibrinado, em
condicOes anaerdbicas a 37 °C/24 h, as demais bactérias foram cultivadas em agar
Mueller Hinton a 37 °C/24 h e os fungos em agar Saboraud a 25 °C/24 h.
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Determinacado da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 cavidades de
acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute'®!” com adaptacgdes. Utilizou-
se caldo Mueller-Hinton (Himedia) para todas as bactérias com excecdo das do género
Streptococcus, para o qual utilizou-se caldo BHI. Caldo Saboraud foi utilizado para as
cepas flungicas. Os micro-organismos foram suspensos em solucgdo salina a 0,9 %
estéril e tais suspensdes ajustadas espectrofotometricamente a 625 nm para
bactérias (10 8 UFC.mL™!) e 530 para fungos (5 x 10* UFC.mL). Foram realizadas
diluicbes seriadas do extrato em um intervalo de concentragdes entre 1000 e 3,9
HMg.mLt. DMSO a 10 % foi incluido como controle negativo. As placas foram
incubadas a 37 £ 1°C e 25 = 1°C durante 24 h para bactérias e fungos
respectivamente. O crescimento microbiano foi indicado pela adigdo de 20 pL de
solugdo aquosa de resazurina (Sigma- Aldrich) a 0,01 %, com nova incubagdo a 37°C
+ 1°C durante 2 h. A CIM foi definida como a concentracdo mais baixa onde n&o
houve crescimento microbiano visivel. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Ensaio toxicolégico frente a Artemia salina

Foi utilizado o bioensaio com nauplios de Artemia salina Leach. baseado na técnica
descrita por Meyer et al.,'® com adaptagbes. Os nauplios eclodiram em tanque com
agua do mar sintética (pH = 8), temperatura ambiente e iluminagao artificial.
Posteriormente foram separados em grupos de 10 individuos, onde, exceto o grupo
controle, cada um recebeu as solugdes das amostras testadas em diferentes
concentracbes (2000, 1500, 1000, 500, e 250 pg.mL1). Os grupos foram submetidos
a iluminacdo artificial e as larvas vivas foram contabilizadas apo6s 24 horas. O
experimento foi realizado em triplicata, e com os valores obtidos, estimou-se a DLso
% através do método de Analise de Probit, com 95 % de intervalo de confianga,
utilizando-se o programa EPA Probit Analysis Program, versdo 1.5.

RESULTADOS

O screening fitoquimico qualitativo revelou a presenca de compostos fendlicos,
taninos, antocianina, flavonoides, saponinas, alcaloides e albuminas no extrato de C.
leptophloeos (tabela 1), ndo sendo observadas variagdo entre os extratos testados.

Observam-se na tabela 2 as concentragdes de polifendis e flavonoides obtidas por
diferentes técnicas, onde constata-se que nos extratos testados, as concentragdes
dessas substancias foram superiores nos extratos obtidos por percolacao e turbdlise.

Quanto a analise da atividade antimicrobiana dos extratos, pode-se analisar a tabela
3 que os 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 percolacao
foram os mais eficazes (125 pg.mL1).

Para o bioensaio com A. salina, selecionou-se o extrato C. leptophloeos obtido por
turbdlise, com base no teor de polifendis e flavonoides (Tabela 2). Os resultados
obtidos mostraram que os extratos apresentaram DLso= 885,74 ug.mL.
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Tabela 1. Anadlise fitoquimica dos extratos etandlicos das cascas
do caule de C. leptophloeos

Extrato/ Constituinte fitogquimico
/Método 15 [3 [4 [5[6 [7 8 |9 10 [11 [12 [13 [14 [15 [16 [17
Maceragae |+ |+ |+ + |- |+ |- |- - |- |- - |- |- - |+ T
Ultrassom |+ |+ |+ |+ |- |+ |- |- |- |- |- |- |- |- |- |+ |+
Percolagdo |+ |+ |+ |+ |- |+ |- |- |- |- |- |- |- |- |- |+ |+
Turbdélise i e e e e S R e B - - - - - + +
1: Fendis; 2: Taninos Hidrolizaveis; 3: Taninos Condensados; 4: Antocianinas;
5: Antocianidinas; 6: Flavonoides; 7: Xantonas; 8: Chalconas; 9: Auronas;
10: Leucoantocianidinas; 11: Catequinas; 12: Flavanonas; 13: Cumarinas;
14: Esterdides Livres; 15: Triterpendides pentaciclicos; 16: Alcaldide; 17: Saponinas.
Tabela 2. Concentragdo de polifendis e flavondides
dos extratos de C. leptophloeos
Concentracdo (%)
Planta/Método Polifendis Flavonoides
Maceragdo 31,40 = 0,53 0,1554 + 0,02
Ultrassom 29,44 + 1,03 0,1221 + 0,05
FPercolagdo 37,17+ 0,32 0,2200 £ 0,10
Turbdlise 38,05 = 0,25 0,2530 £ 0,02
DISCUSSAO
Os resultados do Screening fitoquimico qualitativo revelaram a presenca de diversos
constituintes fitoquimicos, cuja ocorréncia foi detectada previamente em estudo
realizado por Dantas et al'® e Trentin et al.?°
Alguns métodos extrativos consagrados estdo listados em farmacopéias?! como
maceracao e percolacao ainda sdo os mais utilizados em pesquisas. Entretanto, tem-
se buscado adicionar processos tecnoldgicos na obtencdo de extratos, com isso,
métodos como a extracgdo assistida por ultrassom e a turbdlise vem ganhando espaco
no meio cientifico. Porém, a percolacdo e turbdlise sdo citados na literatura??2* como
gue extraem grandes quantidades de metabdlitos secundarios, apresentando
rendimentos superiores a outras técnicas. De acordo com Marques; Vigo,?° a
percolagdo busca o esgotamento dos compostos ativos presentes no material vegetal,
enquanto a turbdlise apresenta altos rendimentos devido a trituracdo da droga
vegetal aliados a homogeneizagdo continua do solvente e da droga vegetal.
A interpretacdo dos resultados dos ensaios microbioldgicos foi realizada de acordo
com Rios; Recio,?® que consideram um extrato como possuidor de atividade
antimicrobiana significativa quando apresenta CIM menor que 1000 pyg.mL*. Dessa
forma, os extratos apresentaram eficacia sobre S. aureus.
6
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Ap0s levantamento bibliografico, constatou-se ndo haver estudos que mencionassem
as propriedades antimicrobianas de C. leptophloeos contra as cepas utilizadas neste
estudo. Por outro lado, o extrato da casca desta planta apresentou atividade
bactericida contra Staphylococcus epidermidis na concentragdao de 1000 ug.mL?, além
de inibir a formacdo de biofilme pelo mesmo micro-organismo (reducao de 67,3 % na
concentracdo de 4000 pg.mL).2% A inibicdo da formacgao de biofilmes por P.
aeruginosa, também foi documentada, chegando, a inibicdo, a 75 %.%’

A atividade exibida pelos extratos testados provavelmente esta relacionada com a
presenca de compostos fendlicos como taninos e flavonoides, além de alcaloides,
tidos como possuidores de tal atividade.?8-31

De acordo com Cowan?® e Scalbert3? 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 acidos
nucléicos impedindo a formacdo de pontes de hidrogénio entre bases nitrogenadas?3
e, podem perturbar as bicamadas lipidicas penetrando diretamente e interrompendo a
funcdo de barreira, como também podem provocar a fusdo da membrana, resultando
em vazamento de materiais intramembranosos.34:3¢ Por sua vez, os alcaloides podem
atuar causando falhas na sintese de DNA,3! enquanto as saponinas podem interagir
com o componente lipidico formando poros em membranas.36:37

O teste de toxicidade aguda com A. salina, além de ser rapido, simples, reprodutivel e
econOmico, é considerada uma ferramenta Util para a avaliagdo preliminar de
toxicidade. Uma grande variedade de compostos quimicos biologicamente ativos, em
particular agentes citotdxicos, sao téxicos a A. salina, sendo, a morte deste
organismo quando exposto a varias concentragdes destes compostos é a base de um
teste de toxicidade.3®3° Meyer et al.,'® descreveu a concentracao letal baseada na
toxicidade de substancias sobre larvas do referido crustdceo. De acordo com a escala,
a DLso< 500 pg.mL 1, indica toxicidade alta, DLso entre 500 e 1000 pg.mL™t,
moderada e DLso> 1000 ug.mL-! auséncia de toxicidade. Dessa forma, o extrato
testado se mostrou moderadamente toxico.

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram o extratos da casca de C.
leptophloeos inibiram o crescimento de S. aureus, podendo, tal planta, ser fonte de
moléculas bioativas para o tratamento de infecgdes provocadas por tal micro-
organismo. Observou-se ainda a toxicidade moderada da planta sobre A. salina.
Entretanto, estudos complementares sdo necessarios para verificagao da viabilidade
terapéutica destes produtos naturais.
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