PROSPECCAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E TOXICIDADE DO LATEX DE CALOTROPIS
PROCERA (ASCLEPIDACEAE)

Samara Alves Brito!

Henrique Douglas Melo Coutinho!
Adriana Rolim Campos Barros”
Fabiola Fernandes Galvao Rodrigues
José Galberto Martins da Costa®

Resumo

Calotropis procera (Asclepidaceae), € uma espécie lactifera e arborea tipica de éreas com baixos
niveis de pluviosidade e solos pobres em nutrientes. Na medicina popular suas folhas e seu latex sdo
utilizados no tratamento de Ulceras, tumores e doencgas hepaticas. A prospeccdo fitoquimica das fragdes
hexano, acetato de etila, metanol e dgua do extrato do seu |&ex mostrou a presenca de metabdlitos como:
flavonas, flavondis, xantonas, flavonondis, esterdides e alcaldides. Todas as fraches, exceto a hexano,
demonstraram atividade antibacteriana contra linhagens Gram-negativas, merecendo destaque a fragdo
aquosa por apresentar o0 melhor resultado frente a P. aeruginosa com CIM de 128 pg/mL. Os ensaios de
toxicidade foram realizados frente & Artemia salina e indicaram resultados significativos para as fractes
acetato de etila e metanolica com CLspde 10,0 e 16,5 pg/mL, respectivamente.
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Abstract

Calotropis procera (Asclepidaceae) is lactiferous and arboreous specie found in areas presenting
low pluviosity and nutrient-poor ground. In popular medicine, its leaves and latex are used to treat gastric
ulcers, tumours and hepatic diseases. The phytochemical prospection of hexane, ethyl acetate, methanol
and aqueous fractions from extract and latex showed the presence of metabolites like flavones, flavonals,
xantones, flavononols, steroids and alkaloids. All fractions, except the hexane, demonstrated antibacterial
activity against Gram-negative strains. However the aqueous fraction presented the best result against P.
aeruginosa (MIC 128 pg/mL). The toxicity assays were performed using the Artemia salina method and
the ethyl acetate and methanolic fractions showed significative results (LCsp 10.0 e 16.5 pg/mL,

respectively).
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INTRODUCAO

Calotropis  procera  (Asclepidaceae),
conhecida popularmente como flor-de-seda,
leiteira e ciumeira é uma espécie lactifera,
arbérea, podendo atingir até 6 m de altura
Apesar de ser uma espécie originaria da Africa
Tropica e india *?, teve no nordeste brasileiro
uma boa adaptacdo, principalmente nos locais
com baixos niveis de pluviosidade e solos pobres
em nutrientes >4, Seu |&ex, abundante em suas
partes aéreas, tem demonstrado vérias atividades
biolégicas como: antibacteriana °, analgésica ® e
antiinflamatéria ’. Entretanto  ha relatos
cientificos sobre diversos efeitos toxicoldgicos

8 . Na medicina

relacionados a0 seu uso
tradicional, diversas partes da planta sdo
indicadas no tratamento de Ulceras, tumores,
doencas hepéticas e leproses °.

Com relagéo as bactérias patogénicas, um
problema crescente e preocupante € o aumento
da resisténcia bacteriana aos antibiéticos .
Para pacientes, a resisténcia antimicrobiana
aumenta a morbidade e mortalidade, enquanto
gue para as ingtituicdes de salde que significa
aumento de custos ***3, No que diz respeito a
crescente importancia clinica dada a comunidade
hospitdlar e infecches bacterianas e o
desenvolvimento progressivo da resisténcia
antimicrobiana, um grande nimero de pesquisas
realizadas

enfatizando as propriedades antibacterianas de

cientificamente vem sendo
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prOdutos vegetais 14,15,16,17,18.

No entanto, a
maioria das drogas citotoxicas, sintéticas ou de
fontes naturais apresenta efeitos colaterais
graves™. Assim, ha uma necessidade de drogas
gue sdo iguamente eficazes, mas tém menor
toxicidade.

S&0 raros 0s estudos relacionados a
Ccomposicao quimica e a ensaios de toxicidades
de fragBes do latex de C. procera. Considerando
que as avaliagles das atividades microbiol 6gicas
e toxicol 6gicas de plantas medicinais apresentam
uma grande importancia para a descoberta e
identificagéo de novas substancias bioativas, este
trabalho teve por objetivo redizar a prospeccéo
fitoquimica, avaiar a toxicidade e o potencial
antibacteriano das fragbes hexano, acetato de
etila, metandlica e aquosa do latex liofilizado de

C. procera.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Partes aéreas de C. procera foram obtidas,
em mar¢o/2009, no Parque Pedro Felicio
Cavalcante, municipio de Crato, Ceard, Brasil.
Um exemplar da planta foi depositado no
Herbario "Prisco Bezerra' do Departamento de
Biologia da Universidade Federa do Ceara e
identificado com o registro 44455. O latex foi

extraido com auxilio de seringa descartavel e
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armazenado sob resfriamento até momento de

analise.

Prepar acéo das fragdes

Foram utilizados 21,5 g de latex
liofilizadas. O material foi pulverizado e extraido
com solventes organicos ou &gua, sendo obtidos
0S seguintes rendimentos. hexano (21,4%),
acetato de etila (5,6%), metanol (16,5%) e &gua
(6,5%). As fracOes organicas foram destiladas
sob baixa pressio e a fragdo aquosa foi
liofilizada.

Prospeccéo fitoquimica

Os testes fitoquimicos para detectar a
presenca de classes de metabdlitos secundarios
foram realizados seguindo 0 método descrito por
MATOS®. Esses ensaios se basdam na
observacéo visual por mudanca de coloragéo ou
formacdo de precipitado apés a adicdo de
reagentes especificos.

Deter minagdo da
Inibitoria Minima (CIM)

Concentracéo

As atividades antibacterianas das fractes
de C. procera foram avaliadas utilizando a
metodologia de microdiluicdo em caldo, com
base no documento M7-A6 (CLSI/NCCLS)*
para bactérias. Previamente aos testes, as cepas

bacterianas foram ativadas em meio Brain Hear

AnolV -Vol. 2- N°2 2010
| SSN 1980-5861

Infusion Broth (BHI) durante 24 h a 35+2°C.
Foram as seguintes linhagens de microrganismos
testadas: Staphylococcus aureus (ATCC 6528),
Proteus vulgaris (ATCC 13135), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 5442) e Vibrio choloreae
(ATCC) e Escherichia coli (2992)

Ap6s o0 subcultivo, procedeu-se a
padronizacdo do indculo, que consistiu na
preparacdo de uma suspensdo bacteriana em
BHI, cuja turvagdo fosse similar ao tubo 0,5 da
Escala McFarland (1 x 10° UFC/mL). A seguir,
esta suspenszo foi diluidaa 1 x 10° UFC/ mL em
caldo BHI a 10%, e volumes de 100 pL foram
entdo homogeneizados nos pogos de uma placa
de microdiluicdo acrescido de diferentes
concentragbes das fragdes do la&ex de C.
procera, resultando num inéculo final de 5 x 10°
UFC/mL.

As  fragbes  foram solubilizadas
inicialmente em dimetilsuféxido (DM SO) e agua
destilada de forma a se obter uma solucéo
estoque de 1024 pg/mL. As concentracOes finais
dos extratos e das fragbes no meio de cultura
foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 pg/mL. Os
testes foram efetuados em triplicata. As placas
foram incubadas a 35+2°C durante 24 h. Como
revelador foi utilizado 25pL/pogo de resazurina a
0,01%. O controle negativo foi realizado com o
cado BHI. A concentracdo inibitoria minima
(CIM) foi definida como a menor concentracao
capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano, nos pogos de microdiluicdo

conforme detectado a olho nu. A leitura dos
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resultados para determinacdo da CIM foi
considerada como positivo para 0S pogos que
permaneceram com a coloragéo azul e negativo

0s que obtiveram coloragéo vermelha.

Testes de toxicidade frente a Artemia
salina.

A toxicidade foi testada contra o
microcrustaceo  Artemia salina através do
método proposto por MEYER %. O teste foi
realizado em triplicatay, com diferentes
concentragbes, acompanhado de um controle
positivo preparado com &gua marinha e
dicromato de potéssio (K.Cr,O;), e um controle
negativo com &gua marinha e Tween 80. Apds
24 horas foi feita a leitura de larvas
sobreviventes. O cdlculo da Clg, foi realizado
por regressdo linear, sendo considerado

significativo quando CLsp< 1000 pg/mL.
RESUL TADOSE DISCUSSAO

Através da redizacdo da prospeccdo
fitogquimica das fractes foi possivel identificar a
presenca de classes de metabdlitos secundarios
como: flavonoides, esterdides e acaoides
(Tabela 1), congtituintes que possuem uma
ampla variedade de atividades bioldgicas como
antimicrobiana %%, antioxidante %%,
antitumoral % e anti-ofidica ®.

As fragdes em estudo do laex de C.

procera mostraram-se mais eficazes contra a
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linhagen de P. aeruginosa, uma bactéria Gram
negativa (Tabela 2), principamente a fragdo
aquosa (MIC 128ug/mL). Esse resultado é
interessante pois, normamente, bactérias Gram
negativas sd0 mais resistentes a extratos vegetais
gue Gram positivas, possivelmente devido ao
fato de apresentarem um sistema de membranas
mais complexo™®.

Diversos trabalhos relatam a atividade
antibacteriana de C. procera, entretanto, algumas
consideracOes devem ser feitas.
COOPOOSAMY & MAGWA *, trabalhando
com extratos e fracles de latex, relataram em seu
trabalho a atividade antibacteriana . Contudo,
utilizaram

nestes estudos, o0s autores

concentragoes superiores a Img/mL,
concentragdes muito maiores que as avaiadas
em nosso estudo e consideradas clinicamente

irrelevantes *.

Nossos dados sdo condizentes
com os resultados observados no estudo de
OLADIMEJ e a.® o qua trabahou com
extratos das folhas e do caule de C. procera,
onde foi demonstrado a agéo da fracdo acetato de
etila de C. procera contra bactérias Gram
negativas em niveis semelhantes aos descrito
neste estudo.

Também se ressalta que as fragdes mais
efetivas contra P. aeruginosa foram as mais
polares. GIBBONS * relaciona a atividade
antibacteriana de produtos naturais contra S
aureus a sua polaridade, sendo compostos menos
polares mais efetivos. Contudo, bactérias Gram

negativas aparentemente sdo mais suscetiveis a
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compostos polares, provavelmente a presenca de
cadeias polissacarideos serve de barreira para
compostos hidrofébicos ativos na membrana®.

Os indices de mortalidade das larvas no
biocensaio de toxicidade das fracOes acetato de
etila do latex sobre Artemia salina variaram
entre 50 e 99,9%, enquanto para a fracdo
metandlica de 10 a 90%. A dose necessaria para
matar 50% das larvas (CLsp) foi calculada em
165 pg/mL e 10 pg/mL para as fragoes,
respectivamente, e maior que 1000 pg/mL para
as fracbes hexano e aquosa, indicando que as
fracOes acetato de etila e metandlica possuem
atividade significativa por apresentar Clso
inferior 21000 pg/mL %,

Segundo OLADIMEJ! et a * em ensaios
com A. salina, foram constatadas atividade
citotoxica de extratos do caule e das folhas de C.
procera. Nossos resultados, quando comparados
com os dados deste trabalho anterior,
demonstraram que as fracfes acetato de etila e
metanolica sdo de 11 a 19 vezes mais toxicas.
Diversos trabahos relatam a toxicidade de C.
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Tabela 1: Propeccéo fitoquimica das fraces do latex of C. procera.

Classe do metabdlito

Fracéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
FHCP - - - - - - - - - + -

FAECP - - + + + + - + - + -
FMCP - - + + + + - + - - -
FACP - o T S S - - - -

1 — Taninis flobabenicos; 2 — Taninos pirogdlicos; 3 — Alcaldides; 4 - Flavonas; 5- Flavonois; 6 — Flavononas; 7 -
Antocianina and Antocianiding; 8 - Xantona; 9 - Leucoantocianiding; 10 -esterdides; 11 —triterpenos; + : presenca; -:
auséncia; FACP — frag8o aguosa de C. procera; FMCP —fragdo metandlica de C. procera; FAECP —frago acetato de etila

de C. procera; HFCP —fragéo hexano de C. procera.

Tabela 2 : Vaores do CIM (mg/mL) das fragdes do latex de C. procera.

Fragdbes E.coli S aureus P.vulgaris P. aeruginosa V. cholariae
FHCP  >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

FAECP 512 >1024 >1024 256 >1024
FMCP 512 >1024 >1024 256 >1024
FACP  >1024 >1024 >1024 128 >1024

FACP —fracdo aquosa de C. procera; FM CP — fracdo metandlica de C. procera; FAECP — frag&o acetato de
etilade C. procera; HFCP — frac8o hexano de C. procera.
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