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RESUMO: Jacaranda cuspidifolia Mart., conhecida popularmente como “caroba”, “jacaranda” ou
“bolacheira”, é utilizada medicinalmente para o tratamento da sifilis e da gonorréia. A atividade
antimicobacteriana dessa espécie foi avaliada em ensaios in vitro com os extratos metandlicos
das cascas e folhas, segundo o Método Analitico Alamar Blue (MABA). Os valores de concentragao
inibitéria minima para os extratos metandlicos das cascas e das folhas de J. cuspidifolia foram
iguais a CIM = 250 ug mL-" para ambos os extratos. A andlise fitoquimica, por Cromatografia em
Camada Delgada de gel de silica, dos extratos metandlicos das cascas e folhas revelou a presenga
de taninos, flavonoides, terpenos, cumarinas e esteroides. A analise dos perfis dos extratos
metandlicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa registrou a presenca
de compostos fendlicos derivados do verbascosideo sugerindo a provavel responsabilidade pela
acao antimicobacteriana.

Palavras-chave: Jacaranda cuspidifolia Mart., Mycobacterium tuberculosis H,,RvA, atividade
antimicobacteriana, compostos fendlicos, Verbascosideo

ABSTRACT: Phytochemical analysis and antimycobacterial activity of methanol extracts
from Jacaranda cuspidifolia Mart. (Bignoniaceae). Jacaranda cuspidifolia Mart., popularly
known as “caroba”, “jacaranda” or “bolacheira”, is used as medicine for the treatment of syphilis
and gonorrhea. The antimycobacterial activity of this species was assessed by means of in vitro
assays with methanol extracts of barks and leaves according to the Microplate Alamar Blue
Assay (MABA). The minimal inhibitory concentration values for methanol extracts of barks and
leaves from J. cuspidifolia were MIC = 250 ng mL'for both extracts. Phytochemical analysis, by
Thin Layer Chromatography on silica gel, of methanol extracts of barks and leaves revealed the
presence of tannins, flavonoids, terpenes, cumarins and steroids. Analysis of the profiles of methanol
extracts by High Performance Liquid Chromatography - Reversed Phase recorded the presence
of phenolic compounds derivatives of verbascoside, suggesting their probable responsibility for
the antimycobacterial action.

Key words: Jacaranda cuspidifolia Mart., Mycobacterium tuberculosis H,,RvA, antimycobacterial
activity, phenolic compounds, Verbascoside

INTRODUGAO

Atuberculose é considerada grave problema
dentro da saude publica, voltando a ocupar lugar de
destaque entre as principais doencgas
infectocontagiosas. O aparecimento cada vez mais
comum de bacilos resistentes ou multi-resistentes e
o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) tem contribuido para o surgimento,
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cada vez maior, de novos casos da doenga (Souza &
Vasconcelos, 2005). Dados da Organizagao Mundial
da Saude revelam aumento de 8,3 milhdes para 9,24
milhdes de casos novos da doencga, no periodo de
2000 a 2006 (OMS, 2009).

A descoberta de novas drogas para o
tratamento da tuberculose constitui grande desafio,
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pois as micobactérias séo consideradas organismos
de crescimento lento, patogénicas e a parede, rica
em lipideos, representam verdadeira protecéo contra
os agentes agressores (Rando et al., 2002; Arantes
etal., 2005).

Plantas constituem uma das principais fontes
de metabdlitos ativos com agéo antimicobacteriana
(Okunade et al., 2004; Mcgaw et al., 2008). Diversas
substancias ja tém a atividade antimicobacteriana
estabelecida, como é o caso dos terpenos (Cantrell
et al., 2001; Januario et al., 2002; Arantes et al.,
2005); alcaldides (Kanokmedhakul et al., 2002;
Newton et al., 2002; Sunthitikainsakul et al., 2003;
Gibbons et al., 2003); flavonoides (Fris-Moller et al.,
2002; Murillo et al., 2003; Schinkovitz et al., 2003);
esterodides e saponinas (Schi et al., 2002; Januario
etal., 2002) e fenais e polifendis (Asres et al., 2001;
Seephonaki et al., 2002).

Afamilia Bignoniaceae é constituida por 120
géneros e 800 espécies encontradas principalmente
na América do Sul e na Africa. Espécies dessa familia
tém habito constituido por arvores, arbustos,
subarbustos, lianas e raramente ervas. Muitas destas
arvores sao conhecidas pelo uso industrial (Tabebuia,
Paratecoma, Parmenteiera, Catalpa e Jacaranda) ou
como plantas ornamentais (Jacaranda, Catalpa e
Sphathodea) (Parker, 2009).

Jacaranda cuspidifolia Mart. pertence a
familia Bignoniaceae e tribo Tecomae, contém 49
espécies mundiais, sendo 39 destas espécies
endémicas no Brasil (Gachet & Schiily, 2009). E
conhecida popularmente como jacarand4, caroba e
bolacheira e considerada arvore de médio porte com
altura de 3-10 metros, apicola, utilizada na
arborizagao e ornamentacao de ruas, principalmente
devido a beleza das flores arroxeadas. Produz
anualmente grande quantidade de sementes viaveis,
amplamente dispersas pelo vento, florescendo
durante os meses de setembro/dezembro com as
plantas totalmente despidas de folhagem velha.
Apresenta propriedade inseticida, sendo araiz usada
no tratamento da sarna. E depurativa do sangue e
usada em infecgdes bacterianas, como sifilis e
blenorragia. Amadeira, casca e folha séo usadas no
combate a febre (Pott & Pott, 1994; Lorenzi, 2000;
Scalon et al., 2006).

Dentre as espécies pertencentes ao género
Jacaranda apenas 6 foram estudadas sob o ponto de
vista fitoquimico. Sao elas a Jacaranda acutifolia,
Jacaranda caucana, Jacaranda copaia, Jacaranda
decurrens, Jacaranda mimosifolia e Jacaranda
filicifolia e as principais classes de substancias
isoladas foram terpendides, quinonas, flavonadides,
acidos graxos, cetosideos e um dimero feniletanoide
(Gachet & Schily, 2009).

O presente trabalho teve como objetivo obter
o perfil fitoquimico dos extratos metandlicos das
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cascas e das folhas de Jacaranda cuspidifolia Mart.
e avaliar a atividade antimicobacteriana in vitro desses
extratos contra a cepa padrdo Mycobacterium
tuberculosis H,Rv.

MATERIAL E METODO

Material vegetal

A espécie Jacaranda cuspidifolia Mart. foi
selecionada de acordo com critérios
etnofarmacoldgicos e as cascas e as folhas foram
coletadas em novembro de 2006 numa area de
cerrado, em Aquidauana (MS). O material vegetal foi
identificado pela botanica Dr2 Ubirazilda Maria
Resende e uma amostra foi depositada no Herbario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(HMS), sob o nimero 11923.

Preparo dos extratos

Apbs a coleta, as cascas e as folhas foram
dessecadas em estufa de circulagdo forgada de ar
durante trés dias na temperatura de 40°C e depois
trituradas em moinho tipo Willey. O material vegetal
foi extraido com hexano e metanol p.a. por maceragao
a frio até o esgotamento e secos em evaporador
rotatorio. Os rendimentos dos extratos metandlicos
das cascas (EMC) e das folhas (EMF) de Jacaranda
cuspidifolia Mart. foram de 7,65% e 11,30%,
respectivamente.

Analise fitoquimica dos extratos
metanolicos das cascas e folhas
A presenca de terpenos, alcalodides,
flavondides, cumarinas e esteréides foram avaliados
nos extratos metanolicos das cascas (EMC) e folhas
(EMF), por Cromatografia em Camada Delgada com
gel de silica, de acordo com Wagner et al. (1984).

Caracterizagao dos extratos metandlicos
(EMC e EMF) por CLAE
Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizou-se cromatografo liquido de alta eficiéncia
Waters®, composto de injetor automéatico, modelo
2695, com sistema operacional computadorizado com
software Empower e detector de arranjos de diodos
(DAD), modelo 2996, bomba modelo L-62002,
integrador modelo C-R4A. Coluna para CLAE ODS
C-18 LiChrospher® (125 x 4,0 mm, 5 um ), Merck e
pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 um). As
amostras foram pesadas em frascos de Eppendorf e
solubilizadas em metanol grau CLAE, na
concentracdo de 10 mg mL"' para os extratos
metandlicos da casca (EMC) e da folha (EMF) e 1
mg mL-" para as substancias de referéncia. As
amostras foram filtradas em millex LCR com
membrana PTFE modificada para filtragdo de
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solventes orgénicos e aquosos 0,45 um, 13 mm.
Aliquotas de 10 uL das amostras foram injetadas de
modo automatico a temperatura de 40°C e velocidade
de fluxo de 1 mL min-'. A detecgao foi realizada em
detector de arranjo de diodos a A 210 nm. Espectros
de UV de A 210 a400 nm foram obtidos on line para
identificagdo de cada pico. Gradiente linear de H,0
(A) e CH,CN (B) foi empregado 0 min 95% de Ae 5%
B; 60 min 60% de A, 40% de B, seguido de 5 min de
gradiente linear de 95% de A e 5% de B. Os solventes
utilizados foram grau CLAE (TEDIA).

Micobactéria empregada

Cultura confluente crescida no meio de
Lowestein-Jensen (LJ) da cepa padrdo de
Mycobacterium tuberculosis H,,RvATCC 27294 foi
mantida sob refrigeragdo até o momento do uso. Para
o ensaio foi retirada uma algada que foi semeada no
meio de Middlebrook 7H9 com incubagéo por 10 dias.
A cultura foi diluida até a turvacao correspondente a
turvacao do tubo 1 da escala de MacFarland e a partir
desta, realizada a diluigéo de 1:25 que foi empregada
como suspensao inoculante.

Determinacdo da atividade antimico-
bacteriana
Para determinar a atividade antimicobac-
teriana a partir da solugao estoque, os extratos
metandlicos das cascas (EMC) e folhas (EMF) de
Jacaranda cuspidifolia Mart. foram diluidos para obter
concentragbes de 4000 a 62,5 ug mL-". A atividade foi
determinada em triplicata utilizando microplacas
estéreis de 96 pogos (Falcon 3072; Recton Dickinson,
Lincoln Park, NJ) e o método do Alamar Blue (MABA),
segundo Franzblau et al. (1998). A Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentragdo da droga capaz de prevenir a alteragao
de cor do reagente Alamar Blue (Acccumed
International, Westlake, Ohio) de azul para rosa. A
cor azul no pogo foi interpretada como auséncia de
crescimento da micobactéria e a cor rosa como de
viabilidade e multiplicagao bacilar. Isoniazida (0,03
ug mL") foi usada como controle.

RESULTADO E DISCUSSAO

A avaliagdo da atividade antimicobacteriana
para os extratos de J. cuspidifolia, mostrou
Concentragao Inibitéria Minima de 250 ug mL-" para
as cascas e para as folhas. Esse valor foi considerado
superior ao da Isoniazida (0,03 ug mL") e ao da
pirazinamida, um agente antimicobacteriano de
primeira linha, que apresenta valor de CIM de 100 ug
mL-'para o M. tuberculosis (Higuchi et al., 2008)

Fluorquinolonas tem apresentado alta
eficacia no tratamento da tuberculose, principalmente,
aquelas causadas por cepas de micobactérias multi-

resistentes. Os valores de Concentragao Inibitoria
Minima para o ciprofloxacino e ofloxacina foi de 1,0
mg L', enquanto que para o levofloxacino e
moxifloxacino foram encontrados valores de CIM
iguais a 0,5 mg mL"(Rodriguez et al., 2001; Diaz et
al., 2003).

Muitas plantas sao usadas pela populagao
que habitam as areas do cerrado para o tratamento
de infecgdes causadas por microrganismos, incluindo
a tuberculose (Almeida et al., 1998). Em estudos
realizados por Pavan et al. (2009) foram avaliados os
extratos cloroférmicos e metandlicos de 37 espécies
de plantas distribuidas em 17 familias do Cerrado
Brasileiro. Os resultados obtidos demonstraram que
os extratos brutos de dezenove plantas foram
considerados ativos contra o Micobacterium
tuberculosis H,Rv.

Estudo da atividade antimicobacteriana
realizados com extratos obtidos da espécie Jacaranda
mimosaefolia contra Micobacterium phlei mostraram
inibigdo (Mahran et al., 1991).

A prospecgéo fitoquimica dos extratos
vegetais de Jacaranda cuspidifolia detectou a
presenca de taninos, flavondides, terpenos, cumarinas
e esterdides.

Estudos quimicos dos constituintes do
género Jacaranda foram descritos para seis espécies:
Jacaranda acitufolia, Jacaranda caucana, Jacaranda
copaia, Jacaranda decurrens, Jacaranda filicifolia e
Jacaranda mimosifolia. As principais substancias
isoladas destas espécies foram triterpenos, presentes
nas seis espécies (Ogura etal., 1976, 1977a, 1977
b; Prakash & Garg, 1980; Ali et al., 1998); quinonas
obtidas de Jacaranda caucana (Ogura et al., 1976,
1977a), Jacaranda copaia e Jacaranda mimosifolia
(Sauvain et al., 1993); flavonoides isolados de
Jacaranda decurrens (Blatt et al., 1998), Jacaranda
acitufolia (Ferguson & Lien, 1982), Jacaranda
mimosifolia (Subramanian et al., 1973; Moharram &
Marzouk, 2007); acidos graxos isolados de Jacaranda
filicifolia e Jacaranda mimosifolia (Chisholm &
Hopkins, 1962; Ali et al., 1998) e acetosideos e
feniletanoides isolados de Jacaranda mimosifolia
(Moharram & Marzouk, 2007).

De acordo com Copp (2003), os metabdlitos
secundarios considerados como a principal classe
promissora de atividade antimicobacteriana sdo os
terpendides.

Segundo estudos realizados por Higuchi et
al. (2008), os principais terpendides isolados e que
apresentaram atividade inibitéria do crescimento do
Micobacterium foram o lupeol, acido ursélico e acido
oleandlico. Acido ursodlico e o acido oleandlico
também foram isolados de algumas espécies de
Jacaranda (Gachet & Schily, 2009). A presenga dessa
classe de metabdlitos nos extratos metandlicos das
cascas e das folhas de Jacaranda cuspidifolia
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sugerem a provavel hipétese que essas substancias
sejam uma das responsaveis pela agéo
antimicobacteriana desses extratos.

A caracterizagao dos extratos metandlicos
das cascas e das folhas de J. cuspidifolia foi realizada
também por CLAE-FR (Figura 1A). A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) é utilizada em
trabalhos de fitoquimica para monitorar as etapas de
isolamento, bem como, avaliar a pureza final das
substancias isoladas. Além disso, o perfil
cromatografico obtido por CLAE para tinturas e
extratos vegetais, em condi¢gbes padronizadas,
denominadas “impresséao digital”, revela a constituicao
qualitativa e permite caracterizar o material analisado.
Assim nos perfis cromatograficos dos extratos
metandlicos das cascas e folhas de J. cuspidifolia
observou-se a presenca de substancias de média
polaridade, com predominancia de picos em intervalo
de 15 a 30 minutos, porém nao foram observados
picos com intensidades significativas apds esse
intervalo de tempo.

Os perfis dos extratos metandlicos das
cascas e folhas foram semelhantes e mostraram a
predominancia de 7 picos, com tempos de retencao
de 16,45 (1), 16,92 (2), 18,41 (3), 21,78 (4), 23,77 (5),
27,60 (6), 30,51 (7) min. Os espectros de ultravioleta
obtidos on line para esses picos indicaram absorgao
em comprimento de onda de 275,7; 273,3 e 281,6
nm para os picos (1), (2) e (3), respectivamente. Ja
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para os picos (4), (6) e (7) indicaram absorgédo em
comprimento de onda similar e na faixa de 217,8;
250; 290 e 330,4 nm, e nafaixa de 217,8; 250; 290 e
326,8 nm para o pico (5).

Estes comprimentos de onda séao
compativeis com ariletandides de cinamoil
glicosideos. O Vebascosideo foi analisado como
composto de referéncia nas mesmas condigbes dos
extratos (Figura 1B). O cromatograma apresentou pico
com tempo de retengao de 21,80 min e espectro no
ultravioleta com comprimento de onda maximo de
217,8; 250; 290 e 331,6 nm, demonstrando assim
que as principais substancias presentes nos extratos
metanodlicos das cascas e folhas de Jacaranda
cuspidifolia pertencem a essa classe.

Varios trabalhos tém demonstrado que o
verbascosideo e derivados estdo distribuidos em
muitas espécies da familia Bignoniaceae e exibem
varias atividades biologicas (Garcez et al., 2007;
Santoro et al., 2008). A atividade antimicrobiana foi
comprovada por Avila et al. (1999) e Rigano et al.
(2006). A presenca desta classe de metabdlitos nos
extratos metanodlicos das cascas e folhas de
Jacaranda cuspidifolia também sugerem a provavel
hipétese que essas substancias sejam uma das
responsaveis pela agao antimicobacteriana desses
extratos.

Os resultados obtidos através deste estudo
corroboram com o uso popular de Jacaranda
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cuspidifolia Mart. no tratamento de infecgdes
causadas por microrganismos e também demonstram
a presenca de substancias da classes dos
terpendides e dos ariletandides de cinamoil
glicosideos como as provaveis substancias
responsaveis pela agcao antimicrobiana.
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