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RESUMO

O pinhédo-bravo (Jatropha mollissima Pohl Baill.) € um arbusto autoctone da vegetacdo de
caatinga, encontrada em grande parte do semiarido do Nordeste brasileiro, utilizado na cultura
popular com fins terapéuticos. O latex do pinhdo-bravo e os extratos dele derivados foram
avaliados quanto & composicéo fitoquimica, identificando os principais metabolitos secundarios
a partir de metodos qualitativos e quantitativo, e quanto as suas atividades farmacoldgicas.
Foram pesquisadas toxicidade, atraves da dose tdxica aguda em ratos Wistar, acao antioxidante,
de acordo com o método fotocolorimétrico do radical livre DPPH, e acdo antibacteriana, através
da concentracdo inibitéria minima e da concentracdo bactericida minima. Foram detectados
fenais, taninos, flavonoides e saponinas no latex e demais extratos pesquisados. Tanto o latex
guanto o extrato etanolico apresentaram moderada atividade antioxidante, como também
evidenciaram atividade antibacteriana contra as cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans e Enterococcus
faecalis) e Gram-negativas (Shigella flexneri, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa), em varias dilui¢cdes, juntamente com o
extrato hidroalcodlico. O latex do pinhdo apresentou ainda baixa toxicidade aguda em ratos.
Logo, os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram o uso popular da J. mollissima e seu
potencial terapéutico.

Palavras-chave: atividades biologicas; plantas medicinais; Euphorbiaceae; Semi-arido

brasileiro.



ABSTRACT

Jatropha (Jatropha mollissima Pohl Baill) is an autochthonous shrub native to caatinga
vegetation, found in much of the semi-arid region of the Brazilian Northeast, used in popular
culture for therapeutic purposes. The latex of Jatropha and extracts derived from it were
evaluated for phytochemical composition, identifying the main secondary metabolites from
qualitative and quantitative methods, and their pharmacological activities. Toxicity was
investigated, through the acute toxic dose in Wistar rats, antioxidant action, according to the
photocolorimetric method of free radical DPPH, and antibacterial action, through minimum
inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration. Phenols, tannins, flavonoids
and saponins were detected in latex and other extracts. Both latex and ethanolic extract
presented moderate antioxidant activity, as well as anti-bacterial activity against Gram-positive
(Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
mutans and Enterococcus faecalis) and Gram-negative strains (Shigella flexneri, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium and Pseudomonas aeruginosa) in various
dilutions along with the hydroalcoholic extract. Jatropha’s latex also showed low acute toxicity
in rats. Therefore, the results obtained in this research corroborate the popular use of J.
mollissima and its therapeutic potential.

Keywords: biological activities; medicinal plants; Euphorbiaceae; Brazilian Semi-arid.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Exsicata da Jatropha mollissima coletada pelo autor, n° de tombamento: 14891.
Arquivo pessoal, ANO 2017.....oiiiieieec e e 20
Em A, tem-se a imagem do exemplar de J. mollissima no qual realizou-se a

coleta do latex; Em B, tem-se a representacdo da coleta de material para a

realizacdo da pesquisa. Arquivo pessoal, ANO 2017..........cccccvvvevviieienn e 25
Puncédo de veia porta de rato Wistar para coleta de sangue venoso. Arquivo
Pessoal, ANO 2017......ccccoeiveeiieieeieeieeieeieees e e eae e eeereeneeeeneeenns . 30
Da esquerda para a direita, tubos de ensaio contendo latex, seguido pelo EA,
EHA e EE. Arquivo pessoal, ANO 2017..............coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiennn. 34
Deteccdo de compostos fendlicos pela adicdo do reagente Folin-Ciocalteau.
Arquivo pessoal, ANO 2017......ccccceeniiiiiiiiieiee v 34
Teste para fendis e taninos pela adicdo de Cloreto Férrico 2%. Arquivo
PESSOAL,ANO 2017 ... e a0 3D
Teste de Shinoda. Arquivo pessoal, ANO 2017.........ccccecvvvveeieeieciieieeseenenn, 35
Deteccdo de saponinas pela adicdo de cloroférmio e agitacdo da mistura.
Arquivo pessoal, ANO 2017........ooiiiiiiiieieee e 35

10



Grafico 1
Gréfico2

Gréfico3

Gréfico4

Gréfico5

LISTA DE GRAFICOS

Curva padrao de acido galico (20 a 200 mg/L). R2=0,9991..................... 29
Média da massa corporal dos ratos durante o experimento de 14 dias. Barras
acima dos graficos indicam o desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p <

Meédia da massa dos dois rins dos ratos ap6s 14 dias de experimento. Barras
acima dos graficos indicam o desvio padréo. Nao foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p <

Média da massa do coracdo dos ratos ap6s 14 dias de experimento. Barras
acima dos graficos indicam o desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p <
Média da massa figado dos ratos ap6s 14 dias de experimento. Barras acima

dos graficos indicam o desvio padrdo. Ndo foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p <

11



Tabela 1
Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Categoria Toxicologica (Globally Harmonised System)........................... 22
Rendimento dos extratos aquoso, extrato hidroalcodlico e extrato etandlico...33
Resultados da andlise qualitativa de metabolitos secundarios em J.
MOTIISSIMAL .t e s a0, 30
Resultados da andlise dos Fendlicos totais. Dados representados como média +
desvio padrdo. Diferenca estatistica calculada aplicando uma ANOVA associada
ao teste T de Tukey (p < 0,05), letras diferentes indicam diferenga
(] 7218 1] (1 TR SRS ¥ 4
Analise dos parametros hematologicos e bioquimicosdos ratos tratados com o
latex da Jatropha mollissima. Representacdo dada em Média + Desvio Padréo.
Letras indicam diferenca significativa entre os grupos, calculada aplicando o
teste t de Student (p < 0,05). * Diferenca calculada pelo teste de Mann-Whitney

Resultado do teste antioxidante. Dados representados como média + desvio
padrdo. Diferenca estatistica calculada aplicando uma ANOVA associada ao
teste T de Tukey (p < 0,05), letras diferentes indicam diferenca estatistica.....43

Determinacdo da concentragdo inibitéria minima em ensaio com resazurina

12



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3
4.4
441
4.4.2
443
444
4.4.5
4.4.6
4.5
45.1
4.6
4.6.1

SUMARIO

I N 2T0) 01 01 67X 0 ISR
ODJEtIVO GETAL ...\t e
ODbjetivos €SPECITICOS ... .vuutiiiiiieiiee e e e
REFERENCIAL TEORICO .....coooveeveeeeeeeee e senis s,
A familia EUPhOrbIACeae ........cooivvieeiieecieceeee e
O GENEIO JALrOPNA ..ottt e e e e e ere e e e areaen
A espécie Jatropha moliSSiMa............cccoveieiiiiiiiicee e,
Testes fItOQUIMICOS .....ccveiicie e
TeSte tOXICOIOUICO ....vvivieieciieie e
Teste aNtIOXIAANTE .......oiieieie e ens
Teste antiDACLErTaN0 ........ccvovviii e s
MATERIAL E METODOS ......oooveieereiieeeeeeses s ses st
COLETA, IDENTIFICACAO, CONSERVACAO DE AMOSTRAS ........
PREPARO DOS EXTRATOS ...t
EXTrato Q0UOSO ......oooiveiirieiieirieeiee e
Extrato hidroalCoOlICO.........cccocvieiieccce e

EXErato QlCOONICO ..ottt

TESTES FITOQUIMICOS ...
Teste para fendis € tanin0S ..........cccccevieiieee s
Teste para flavonOoides ...........cccveiieiiiciie e
TeSte Para SAPONINAS ...c..oceeiiriiie e sb e
Teste para esteroides e triterpenOIdes.........cocovevereririnieeieiese e
Teste Para antOCIANINAS ........ccveiveeiiieiie e ae e
Teste para fendlicos tOtalS ..........cccvvveiiiiiiece e
AVALIACAO DA TOXICIDADE ...t
Teste de toxicidade aguda em ratos Wistar .........c.ccceevviveneeieiieennenennns
AVALIAQOES DAS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS ..........c...c.......

Avaliacdo da atividade antioxXidante ............cccocoeveieneiininineneeeee,

13



46.1.1
4.6.2
46.2.1
4.6.2.2
4.7

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

MELOAO DO DPPH. ...ttt e e 30

Avaliacdo da atividade antibacteriana...........c.ccoceveieneiencneneneeee, 31
Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM)..........cccccoeveveenenn, 31
Determinacédo da concentracdo bactericida minima (CBM)............cccccoeue.ee. 32
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 32
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........o.oiiiiiieineieinsissesisssessesessssseons 33
RENDIMENTO DOS EXTRATOS. ...t 33
TESTES FITOQUIMICOS ...ttt esasss s 33
AVALIAQAO DA TOXICIDADE........cci ettt 38
AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .....ccooveviieeiieeecieee 42
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA .......cc.coovvveerne. 43
CONSIDERAGCOES FINAIS.......ooveeeveieeseesees et 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
ANEXO A e 54

14



1 INTRODUCAO

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma pratica milenar e que se perpetua devido
a sua reproducdo na cultura popular. Sdo oriundos das experiéncias do cotidiano que tiveram
alguma aplicabilidade no tratamento das mais diversas moléstias em homens ou animais e
foram assim transmitidas através das geragdes (ARAUJO; LEMOS, 2015; SILVA, 2017).

Muitos dos preparos, obtidos a partir das plantas ou parte delas, sequer dispdem de
evidéncias cientificas que atestem sua eficacia, tampouco foram submetidos a qualquer teste de
toxicidade antes da sua administracdo, sendo o uso baseado estritamente no empirismo.
Entretanto, apresentam vasta empregabilidade na atencdo priméria a salde dos paises em
desenvolvimento, em especial no interior deles, onde 0s acessos aos meios de salde sdo
escassos (ARAUJO; LEMOS, 2015; BRAQUEHAIS et al., 2016).

Algumas dessas plantas despertam interesse progressivo por parte da comunidade
cientifica, sobretudo na area médica, devido as atividades farmacoldgicas presentes em seus
compostos organicos. Neles sdo encontradas substancias com potencial terapéutico, tais como
flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, lignanas, entre outros, objetos de incessantes estudos,
gue procuram comprovar suas acGes farmacoldgicas, sugerindo aplicacdes em diversas
situacdes que comprometem o estado de satde (ARAUJO et al., 2008; ZHANG et al., 2009;
PIMENTEL et al., 2012).

Esses compostos bioativos tém sido empregados em pesquisas que buscam avaliar o
potencial antioxidante, a capacidade de inibi¢do e destruicdo de células tumorais, suas acdes
antimicrobianas ou anti-inflamatorias e cicatrizantes, partindo do extrato bruto dos vegetais que
os contém (ARAUJO et al., 2008; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010; SABANDAR et
al., 2013; SILVA et al., 2014).

Um desses vegetais € o pinhdo-bravo (Jatropha mollissima), um arbusto muito
encontrado na regido Nordeste, endémico da vegetacdo de caatinga, que pertence a familia
Euphorbiaceae e ao género Jatropha. Este possui muitas espécies com uma série de utilidades
que véo desde a producdo de combustiveis, ornamentagéo, até para fins medicinais (LEAL,;
AGRA, 2005; MARIZ et al., 2010; SABANDAR et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Na medicina popular sdo atribuidas diversas propriedades terapéuticas as plantas desse
género, com aplica¢fes em sangramentos, Ulceras, reumatismo, doencas venéreas e purgativos,
sendo a Jatropha gossypiifolia ou pinhdo-roxo, como é mais conhecido, das mais estudadas.

Mesmo assim, conhece-se pouco ainda o verdadeiro potencial terapéutico desse género
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(ODUOLA et al., 2005; ROCHA; DANTAS, 2009; SABANDAR et al., 2013; SILVA et al.,
2014).

Quando lesionado, o pinh&o-bravo produz uma seiva de aspecto leitoso (latex) que é
usado in natura pela populacéo sobre os ferimentos com o propoésito de controlar sangramentos,
evitar infec¢Oes, minimizar o processo inflamatdrio e assim favorecer a cicatrizagdo. Todavia,
esse procedimento ndo dispde de qualquer valor cientifico, j& que a literatura carece de estudos
robustos a respeito do potencial terapéutico da Jatropha mollissima, no que tange o uso como
agente hemostatico, antimicrobiano, anti-inflamatério e cicatrizante apregoadas pelo sertanejo,
bem como potencial efeito toxico (PIMENTEL et al., 2012).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou avaliar a composi¢do quimica e as
atividades farmacoldgicas de extratos do latex do pinhdo-bravo (Jatropha mollissima), em
busca de comprovar o uso popular como planta medicinal, associando seus efeitos aos

metabdlitos secundarios prospectados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a composicéo fitoquimica e as atividades farmacol6gicas do latex e dos extratos
etandlico, hidroalcodlico e aquoso do pinh&o-bravo (Jatropha mollissima).

2.2 Objetivos especificos:

« ldentificar os principais metabdlitos secundarios, obtidos a partir dos extratos
preparados, através de testes fitoquimicos qualitativos, e quantificar os fenois totais,
caracterizando as familias de compostos da planta em estudo.

« Avaliar a toxicidade aguda, em ratos Wistar (Rattus norvergicus), do latex do pinhao-
bravo (Jatropha mollissima).

» Auvaliar a atividade antioxidante dos extratos do latex do pinhdo-bravo (Jatropha
mollissima) in vitro.

« Avaliar o potencial antibacteriano in vitro dos extratos do latex do pinhdo-bravo

(Jatropha mollissima).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 géneros e aproximadamente 6.000
espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais dos continentes
americano e africano. No Brasil sdo cerca de 70 géneros e de 1.000 espécies catalogadas,
difundidas em todos os tipos de vegetacdo (SOUZA; LORENZI, 2008).

Representa uma das familias de maior importancia econémica entre as Angiospermas,
tendo como exemplos a seringueira (Hevea brasiliensis), espécie nativa da Amazonia utilizada
na producdo da borracha, a mandioca (Manihot esculenta), utilizada na alimentacdo humana e
animal, e a mamona (Ricinus communis), com sementes ricas em 6leo, Gtil na industria e na
medicina (SOUZA; LORENZI, 2008).

Como plantas medicinais, algumas dessas espécies apresentam uso reconhecido na
medicina popular por suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antineoplasicas e
antinflamatdrias, entre outras (ROCHA; DANTAS, 2009; ZHANG et al., 2009; DEVAPPA;
MAKKAR; BECKER, 2010; SABANDAR et al., 2013; SILVA et al., 2014). O préprio
nome Euphorbia provém de Euphorbus, médico grego do rei Juba Il da Numidia, que descobriu
propriedades terapéuticas do latex de uma espécie laticifera ndo especificada, supostamente a
Euphorbia resinifera, para o tratamento dos males do povo em seu reino.

Séo também conhecidas pelo grande nimero de espécies toxicas. Dentre elas podem ser
citadas: a Euphorbia pulcherrima Willd (bico-de-papagaio), Euphorbia milii L. (coroa-de-
cristo), Euphorbia tirucalli L. (aveloz) e a Jatropha curcas (pinhdo-manso). O principio toxico
desta familia ainda ndo é totalmente conhecido, podendo ser uma toxoalbumina, capaz de
provocar nauseas, vomitos, colicas abdominais e diarréias intensas apos ingestdo (SOUZA;
LORENZI, 2008; PIMENTEL et al., 2012).

Apesar de esta familia ser amplamente distribuida no Brasil, algumas de suas espécies
foram pouco ou nunca estudadas quanto a sua utilizagdo, fenologia e tampouco composi¢édo
fitoquimica. Além disso, morfologicamente muitas espécies medicinais ndo estdo classificadas,
0 que torna uma familia com potencial na busca de produtos bioativos com beneficios a saude
humana e animal (LEAL; AGRA, 2005).
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3.2 O GENERO Jatropha

O género Jatropha L. (Euphorbiaceae), pertencente a subfamilia Crotonoideae, tribo
Jatropheae (WEBSTER, 1994), encontra-se representado por 165 a 175 espécies, distribuidas
nas regides semiaridas tropicais da Africa e das Américas. O nome do género deriva do latim
iatrés que significa “doutor” e trophé “comida”, implicando as suas propriedades medicinais
(SABANDAR et al., 2013; SILVA et al., 2014).

De acordo com Leal e Agra (2005) Jatropha é um grupo de grande importancia
econdmica, principalmente pela presenca de véarias espécies como a J. gossypiifolia L., J. curcas
L. e J. multifida L. utilizadas na inddstria, ornamentacao e medicina popular. Nesta area, alguns
trabalhos cientificos descrevem diferentes compostos biologicamente ativos ja isolados desse
género, principalmente a presenca de terpenos, que apresentam comprovada atividade
antineoplasica (ZHANG et al., 2009; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010).

3.3 A ESPECIE Jatropha mollissima

A Jatropha molissima Pohl Baill. € um arbusto endémico da Caatinga popularmente
conhecida como pinhdo-bravo. Largamente empregado na medicina popular, seu latex, na
forma in natura, é utilizado como antiofidico (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; GOMES,
2016), como antiverrucoso (CORDEIRO; FELIX, 2014), como agente hemostatico (FREITAS
et al., 2015) e, as sementes comercializadas para extracdo dos 6leos fixos, empregados como
purgativo para uso veterinario (LEAL; AGRA, 2005). Outros trabalhos como o de Rocha;
Dantas (2009) e Melo et al. (2010) atribuiram propriedades antibacteriana e antioxidante ao

latex, respectivamente.
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Figura 1: Exsicata da Jatropha mollissima coletada pelo autor, n° de tombamento: 14891.
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3.4 TESTES FITOQUIMICOS

Algumas plantas despertam interesse, sobretudo na area medica, devido as atividades
bioldgicas presentes em seus compostos organicos. Uma das etapas iniciais realizadas na busca
por esses compostos € a triagem fitoquimica de metabdlitos secundéarios, que possui 0 objetivo
de conhecer os constituintes quimicos naturais, com possiveis propriedades bioativas, contidos
nas especies vegetais em estudo. Logo, quando néo se dispde de estudos fitoquimicos sobre a
espécie de interesse, a analise preliminar qualitativa pode indicar os grupos de metabdlitos
secundarios relevantes a pesquisa. (SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010)

Substancias com potencial terapéutico, tais como fendis, flavonoides, antocianinas,
terpenos, taninos, saponinas, entre outros, compdem esse grupo de moléculas bioativas. A elas
sdo atribuidas acGes capazes de melhorar a resposta imunoldgica, combater infecgdes e modular
positivamente o processo inflamatério (ARAUJO et al., 2008; SILVA et al., 2014).

Essas moléculas tém sido empregadas em pesquisas que buscam avaliar o potencial
antioxidante, a capacidade de inibicdo e destruicdo de células tumorais, suas acdes
antimicrobianas ou anti-inflamatorias e cicatrizantes, partindo do extrato bruto dos vegetais que
as contém (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010; SABANDAR et al., 2013).

3.5 TESTE TOXICOLOGICO

Ensaios de atividade bioldgica sdo de fundamental importancia para triagem no estudo
de um vegetal. Esses ensaios sdo complementados com testes toxicoldgicos onde sdo
empregados fungos, bactérias, algas, crustaceos, cultivos celulares e de tecidos, entre outros,
gue tém por finalidade substituir os ensaios com animais, ou de poderem servir como prévia de
um estudo toxicolodgico in vivo, complementando e melhorando a sensibilidade e especificidade
de estudos com animais, respeitando, desta forma, os principios éticos de experimentacao
animal (ROSA, 2016).

Contudo, em algumas situacdes ocasionadas por dificuldades metodologicas, faz-se
necessario a realizacdo de estudos toxicoldgicos in vivo. Esses ensaios de toxicidade podem
fornecer dados sobre as alteragcdes organicas agudas, subcronicas e/ou crénicas a depender do
tempo de experimentacao.

Na toxicidade aguda, s@o utilizados grupos de animais com diferentes doses podendo
chegar a 5.000 mg/Kg. A dose € administrada uma Unica vez por via oral e 0 animal é observado
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por um curto periodo de tempo na busca de efeitos toxicos ou até mesmo 6bito. Essa dose é
definida como dose letal média (DLso) que é a quantidade necesséria para matar 50% de uma
populacéo de animais submetidos a administracdo da substancia teste. A tabela abaixo permite
classificar as substancias de 1 a 5, sendo a Categoria 1 substancias muito toxicas, ja que em
doses baixas apresenta letalidade elevada a categoria 5 que sdo substancia com baixa toxicidade
segundo a Globally Harmonised System (GHS) (OECD, 2001).

Tabela 1: Categoria Toxicologica (Globally Harmonised System)

Categoria Toxicoldgica Dose letal media (DLso)

>0 - 5 mg/kg
>5-50 mg/kg
> 50 - 300 mg/kg
> 300 - 2000 mg/kg
> 2000 mg/kg

g B~ W N P

Nos testes de toxicidade subcronica e crénica o periodo de exposicao a substancia teste
€ maior e, ao contrario da toxicidade aguda onde o objetivo é verificar se uma dose alta provoca
efeitos toxicos, na toxicidade subcrénica e cronica o objetivo é avaliar se esses efeitos surgem

guando a substancia € administrada por um longo periodo (BEDNARCZUK et al., 2010).

3.6 TESTE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos
nocivos dos radicais livres em reacGes que podem causar danos ao DNA e a oxidacdo de
lipideos e proteinas, provocando aumento da fluidez e comprometimento da integridade da
membrana celular. Podem ter origem endogena (por ex., superoxido dismutase), ou serem
provenientes da alimentacdo como o tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C),
polifendis, selénio e carotenoides (BROINIZI et al., 2007; ANDRADE et al., 2007; BIRBEN
etal., 2012).

Quando ha limitacdo na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesdes
oxidativas de carater cumulativo responsaveis, segundo as evidéncias, pelo processo de

envelhecimento e as doengas cronico-degenerativas. Nesse contexto, muitos estudos tém
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buscado avaliar o papel das substéncias antioxidantes na prevencdo dessas doencas,
proporcionando o desenvolvimento de métodos para determinagédo da capacidade antioxidante
(ALMEIDA et al., 2006; BIRBEN et al., 2012).

O método do radical livre DPPH consiste em avaliar a atividade sequestradora desse
radical livre (2,2- difenil-1-picril-hidrazila - DPPH), de coloragdo parpura que absorve luz a
517 nm. Por ac¢do de um antioxidante o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem
de DPPH remanescente no meio reacional (KEDARE; SINGH, 2011).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DDPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer
a concentragdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentracéo inibitdria (Clsg). Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor seré a sua Clso e maior a sua atividade
antioxidante (ALMEIDA et al., 2006; ANDRADE et al., 2007; KEDARE; SINGH, 2011).

3.7 TESTE ANTIBACTERIANO

As plantas e seus derivados hd muito tempo tém sido utilizados no tratamento de
diversas afec¢bes que acometem homens e animais. Muitas destas, causadas por bactérias
como: Staphylococcus aureus, encontradas na pele e mucosas de pessoas saudaveis, mas que
podem provocar infeccdes que vao desde uma simples foliculite até infecdes mais graves como
pneumonia e endocardite, e.g.; Escherichia coli, encontradas constituindo parte da flora
intestinal normal, sendo, algumas cepas, responsaveis por graves intoxicagdes alimentares nos
seres humanos; Pseudomonas aeruginosa, capaz de causar graves infecgOGes hospitalares,
especialmente por possuirem resisténcia natural a um grande nimero de antibi6ticos; Klebsiella
pneumoniae que pode causar pneumonia e infecgdo do trato urinario, estando associada muitas
vezes a infecgdes hospitalares, em particular no paciente imunologicamente deprimido;
Streptococcus agalactiae conhecido como importante causa de sepse, pneumonia e meningite
em criancas recém—nascidas; Streptococcus pyogenes que coloniza o trato respiratorio superior
e a pele, sendo causas de faringite, infeccGes de pele e de tecidos moles, febre reumatica e
glomerulonefrite; Streptococcus mutans, presente na cavidade oral e envolvido na génese da

carie dentaria; Salmonella sp. e Shigella sp., como causadoras de gastrenterites a partir de
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alimentos contaminados; Enterococcus faecalis, uma comensal do sistema digestivo humano e
de outros mamiferos, amplamente encontrada no ambiente, especialmente em ambientes
hospitalares, causando infeccéo urinaria, em feridas e endocardite (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2014).

As pesquisas de extratos vegetais na busca de compostos bioativos com acdo
antimicrobiana tém sido impulsionadas pela procura de alternativas terapéuticas aos
antimicrobianos sintéticos que, devido ao uso indiscriminado, provocam aumento significativo
da resisténcia bacteriana a multiplas drogas e selecionam cepas de elevada patogenicidade
(ALEIXO et al., 2013).

Desta forma, o potencial farmacologico das plantas representa um vasto campo para a
prospeccdo de metabolitos secundarios com atividade antibacteriana, estimulando a formulacéo
de novas terapias, principalmente focando em linhagens refratarias aos antibiéticos atualmente
disponiveis (BRAQUEHAIS et al., 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA, IDENTIFICACAO E CONSERVACAO DE AMOSTRAS

O espécime estudado foi selecionado na Fazenda Inga, municipio de Encanto, situado
na mesorregido do Oeste Potiguar e na microrregido Serra de Sdo Miguel, com clima semiérido
quente, e identificado, de acordo com sua classificacdo taxonémica, a partir de suas folhas e
flores, no Herbarium Dardano de Andrade Lima da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), pelo professor Leandro de Oliveira Furtado de Sousa, niUmero de tombamento da
exsicata: 14891. Apds a selecdo do espécime e sua correta identificacdo botanica (Figura 2A),
foram coletados cerca de 50 mL de latex, utilizando-se para tanto a poda dos galhos. O material
foi recolhido em tubos de ensaio (Figura 2B) com tampa rosqueavel estéreis, identificados por
etiqueta contendo: nome da espécie, data da coleta e nome do coletor. Os tubos contendo as
amostras de latex devidamente identificados foram envolvidos em papel aluminio e
encaminhados ao Laboratorio de Pés-colheita da UFERSA — Campus Mossoro, onde foram
mantidos sob refrigeracdo a 4 °C e protegidos da luz até o momento da sua utilizacdo nos

experimentos, obedecendo ao prazo méaximo de 48 horas para o inicio dos experimentos.

Figura 2: Em A, tem-se a imagem do exemplar de J. mollissima no qual realizou-se a coleta
do latex; Em B, tem-se a representacdo da coleta de material para a realizacdo da pesquisa.
Arquivo pessoal, ANO 2017.
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4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Extrato aquoso (EA)

O EA foi preparado pela adicéo de 10 mL do latex em 40 mL de &gua bidestilada sob
agitacdo por um periodo de 24 horas. Em seguida, a suspensdo foi filtrada em papel filtro
qualitativo, sob vacuo, para separacdo do material insolivel em agua e obtencdo do extrato

aquoso bruto.

4.2.2 Extrato hidroalcodlico (EHA)

O EHA foi preparado pela adi¢do de 10 mL do latex a 40 mL de uma solucao de agua
bidestilada e alcool etilico absoluto 50% (v/v) sob agitacdo por um periodo de 24 horas. Em
seguida, a suspensdo foi filtrada em papel filtro qualitativo, sob vécuo, para separacdo do

material insolivel em solucdo e obtencéo do extrato hidroalcoolico bruto.

4.2.3 Extrato etandlico (EE)

O EE foi preparado pela adigdo de 10 mL do latex a 40 mL de alcool etilico absoluto
sob agitacdo por um periodo de 24 horas. Em seguida, a suspenséo foi filtrada em papel filtro
qualitativo, sob vacuo, para separacdo do material insolivel em etanol e obtencdo do extrato

etandlico bruto.

4.2.4 Latex

Os dez mililitros do latex restante foram utilizados in natura na realizacdo dos

experimentos.

4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, fémeas, pesando inicialmente entre 180 g e 230
g, provenientes do biotério da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), local
onde foram mantidos durante o periodo de experimentacdo. Eles foram pesados e alojados em
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gaiolas de polipropileno (40 x 50 x 20 cm), mantidas em sala com temperatura entre (23 a 26
°C), umidade relativa do ar controlada, e com ciclo de luz claro/escuro de 12 horas. Agua e
racao foram oferecidas ad libitum durante todo o experimento.

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Experimental Animal (CEEA) da
UERN, nimero de protocolo 012/17 (Anexo A), sendo conduzido conforme as normas de bem-
estar animal vigentes de acordo com 0 CONCEA e com as normas de experimentagdo animal
Lei 11.794.

4.4 TESTES FITOQUIMICOS

Os testes fitoquimicos qualitativos foram realizados de acordo com a metodologia
proposta por Matos (2009), enquanto que a quantificacdo dos fendlicos totais seguiu a

metodologia de Hatami et al. (2014) conforme descritos a seguir:

4.4.1 Teste para fenois e taninos

Foram adicionadas trés gotas de solucéo alcodlica de Cloreto férrico (FeCls) 1% a 2 mL
dos extratos em tubos de ensaio para teste. Os mesmos foram agitados a fim de avaliar variacfes
na cor e a formagéo do precipitado, sendo observada a presenca ou auséncia da coloracao azul
ou verde caracteristica. A tonalidade azul indicou a presenca de taninos hidrolisaveis, e verde,
a presenca de taninos condensados. Coloracao varidvel entre o azul e o vermelho indicou a

presenca de fenais.

4.4.2 Teste para flavonoides

Foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e magnésio), onde
adicionou-se a 2 mL dos extratos, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita com 2 mL de
acido cloridrico concentrado. O fim da reacdo deu-se pelo término de efervescéncia. O
aparecimento de coloracdo variando de parda a vermelha, indicou presenca de flavonoides nos

extratos.
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4.4.3 Teste para saponinas

Em 2 mL dos extratos foram adicionados 2 mL de cloroférmio e 5 mL de &dgua destilada
em tubos de ensaio. Em seguida as solucdes foram agitadas permanentemente por 3 minutos,
observando a formacdo de espuma persistente e abundante, o que indicou a presenca de

saponinas.

4.4.4 Teste para esteroides e triterpenoides

Esse teste se da pela reacdo de Lieberman-Burchard (anidrido acético + acido sulfurico
concentrado), tomando 2 mL dos extratos e misturando-os a 2 mL de cloroférmio em tubo de
ensaio. Em seguida, a solucdo cloroférmica foi filtrada gota a gota em um funil com algodao
coberto com alguns decigramas de Na>SO4 anidro. Em tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de
anidrido acético que foi agitado e acrescido de trés gotas de H2SOa4 concentrado. ApGs nova
agitacdo observa-se o desenvolvimento de cores. A coloracdo azul evanescente seguida de verde

indica a presenca de triterpenoides/esteroides.

4.4.5 Teste para antocianinas

Foram utilizados 3 frascos, onde o primeiro tubo foi acidulado com HCI 1% até o pH 3,
0 segundo tubo alcalinizado com NaOH 5% até o pH 8,5 e o terceiro até o pH 11. A cor vermelha
no primeiro tubo, lilds no segundo e azul-pdrpura no terceiro, confirma a presenca de

antocianinas.

4.4.6 Teste para Fenolicos Totais

Os compostos fenolicos do latex e dos extratos dele derivados foram determinados pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (HATAMI et al., 2014) com algumas adaptaces.
Esse reagente, de coloragédo amarela, forma um complexo de coloragdo azul na presenca de
agentes redutores, no caso os compostos fendlicos. Para tanto, 1 mL de cada extracdo foi
adicionada em seguida aferida em baldo volumétrico de 100 mL. Desta solugéo, foi retirada
uma aliquota de 0,5 mL e misturada com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau, apés 5 minutos
foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio (Na2COs, 75 g.L™). Apds 2 horas, a absorbancia
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foi medida no espectrofotometro em comprimento de onda de 760 nm contra um branco
(metanol/agua 20%). Para os calculos de fendlicos totais, foi utilizada uma curva padréo de
acido galico (20 a 200 mg.L™), os resultados foram expressos em mg de acido galico (AG)/100g

de amostra.
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Graficol: Curva padrdo de cido galico (20 a 200 mg.L™). R2 = 0,9991.

4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE

4.5.1 Teste de toxicidade aguda em ratos Wistar

Nos experimentos de toxicidade aguda foram utilizados oito ratos fémea da linhagem
Wistar, separados em dois grupos G1 e G2 de quatro animais cada. Os animais do G1 foram
pesados e receberam uma dose Unica de latex via oral por gavagem, equivalendo a 2000 mg por
quilo de massa corporal do animal (OECD, 2001). Apds a administracdo, 0 grupo que recebeu
o tratamento foi observado durante 4 horas seguidas e a cada 24 horas por um periodo de 14
dias, observando o surgimento de sinais toxicos gerais baseada na metodologia proposta por
Mariz et al. (2006) e adaptada, na qual avaliou-se, e.g, agitacdo psicomotora ou prostracéo,
presenca de contor¢bes abdominais, aumento das evacuagOes, alteragbes da frequéncia
respiratoria e paralisias. Nesse periodo de observacdo ainda foram mensurados os seguintes
parametros: evolucdo ponderal, consumo de adgua e de alimentos. Os consumos de agua e racéo
foram avaliados diariamente e contabilizados por grupo, registrando-se os valores médios de
cada um. Ja a massa corporal foi verificada no inicio (d0), meio (d7) e ao final do experimento
(d14). Ao término do experimento os animais foram anestesiados com associacao de cloridrato
de xilazina 2% (10 mg.Kg™?) e cloridrato de cetamina 10% (100 mg.Kg™), coletou-se o sangue

através da veia porta para 0os exames hematol6gicos e bioquimicos e, em seguida, foram
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eutanasiados por deslocamento cervical, conforme Neves, 2013. Realizou-se ainda a resseccao,
pesagem e analise macroscépica do coracdo, figado e rins. O G2 (controle) foi submetido ao

mesmo processo, recebendo agua destilada por via oral em substituicao ao latex.

Figura 3: Puncdo de veia porta de rato Wistar para coleta de sangue venoso. Arquivo pessoal,
ANO 2017.

4.6 AVALIACOES DAS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

4.6.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

4.6.1.1 Método do DPPH

Para avaliagdo da atividade antioxidante do latex e dos extratos dele derivados foi utilizado
0 método fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
conforme descrito por Mensor et al. (2001). Amostras dos tipos de extratos aquoso,
hidroalcodlico, etanolico e do latex bruto liofilizado foram diluidas nas concentragdes de 1000,
750, 500 e 250 ppm. Em seguida 1 mL de cada amostra misturada com 1,5 mL com solucdo de
DPPH (0,02 mg.mL™) diluido em metanol. As misturas foram mantidas durante 15 minutos a
temperatura ambiente e no escuro, as absorbancias medidas em espectrofotdmetro a 517 nm, e
0 controle a mistura de 1 mL de metanol com 1,5 mL da solugéo de DPPH. Os testes foram
realizados em triplicata e o 1Cso foi obtido do grafico da percentagem de inibicdo versus

concentragéo, sendo 1Cso a concentracdo que inibiu em 50% do poder oxidante do DPPH.
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4.6.2 Avaliacéo da atividade antibacteriana

As cepas bacterianas utilizadas foram provenientes de cole¢fes padronizadas American
Type Cell Culture (ATCC), devidamente caracterizadas morfologicamente, fisiologicamente e
bioquimicamente, sendo os ensaios realizados com bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-
negativas (Shigella flexneri ATCC 12022, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853).

Inicialmente todas as cepas foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por
24horas para obter turvacdo equivalente ao padrdo 0.5 da escala Mac Farland o que
corresponde a uma concentracdo de aproximadamente 1.5 x 108 UFC.mL™ (CLSI, 2015). Por
meio de antibiograma realizado em triplicata através da técnica de difusdo em agar, constatou-
se que a levofloxacina (5 pg) apresentava maior efeito quanto a inibicdo do crescimento
bacteriano, para as cepas testadas, sendo utilizado como controle positivo; enquanto como

controle negativo utilizou-se 40 puL de dgua destilada.

4.6.2.1 Determinacédo da concentracdo inibitria minima (CIM)

A avaliacdo da atividade bacteriana deu-se pela determinacéo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) que corresponde a menor concentracéo dos extratos e do latex da J. mollissima
capazes de inibir as bactérias supracitadas. A CIM foi determinada através de testes de
microdiluicdo em placa de 96 pocos de acordo com as normas instituidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Em cada pogo foram adicionados 20 pL do
indculo ajustado pela escala de McFarland, 100 pL de caldo Mueller-Hinton e 100 pL do latex
puro ou dos extratos dele derivados, nas dilui¢cdes de 75%, 50% e 25% das amostras originarias.
Nos pogos de controle negativo foram adicionados o meio de cultura, inéculo do microrganismo
e agua destilada; enquanto para controle positivo adicionou-se 0 meio de cultura, inéculo do
microrganismo e o antibiotico levofloxacina..

Ap0s o periodo de incubacdo, de 24horas a 37 °C foram acrescidos a cada um dos pocos
10 puL de resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) a 1%, e as microplacas foram
novamente incubadas a 37 °C por 2 horas (GONCALVES et al., 2012).
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Durante a leitura das placas, transcorrido o tempo de incubacéo, observou-se a mudanca
da cor azul (original da resazurina) para rosa, caracterizando reducéo desse corante onde houve
viabilidade bacteriana, e nos po¢os onde a cor permaneceu azul, ndo houve reducédo do corante,
indicando inviabilidade bacteriana e, consequentemente inibicdo dos microrganismos. Todos

os testes foram realizados em triplicata.

4.6.2.2 Determinacdo da Concentracdo bactericida minima (CBM)

Nos pogos da CIM em que ndo houve crescimento bacteriano foi feito o teste de
concentracdo bactericida minima (CBM) para avaliar se as concentracdes do latex e dos extratos
dele derivados eram bactericidas ou bacteriostaticas. Para isso, foi retirado 10 pL do poco onde
ndo houve crescimento bacteriano visivel, e semeou-se na superficie do agar Mueller-Hinton.
Apo0s 48horas de incubacdo a 37 °C, foi definida a concentracdo bactericida minima como a
menor concentracdo do latex e de seus extratos em estudo, capaz de causar a morte dos
microrganismos. (SANTURIO et al., 2007).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram analisados fazendo uso de planilhas eletronicas e
aplicando técnicas de estatistica descritiva, as representacfes foram realizadas em média e
desvio padrdo. Comparacdes entre os grupos foram avaliadas usando o teste t de student ou a
analise de variancia (ANOVA), seguidos de pds-teste de comparacdo multipla por Tukey,
quando os resultados foram considerados normais, e quando ndo normais por Kruskal-wallis,

seguido pelo teste de Mann-Whitney. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Foram pesados 10 mL de latex em balanca analitica para avaliacdo de rendimento, sendo
obtida a massa de 10,5 g, ou, 1,05 g.mL™, correspondente ao valor da sua densidade. Apds
evaporacédo do conteddo liquido do latex foi obtido sua massa seca equivalente a 0,19 mg para
cada mililitro, resultando em um rendimento de 18%. Os extratos derivados do latex também
tiveram suas massas aferidas antes e apds a evaporacdo dos solventes, permitindo calcular as
seguintes concentracdes: 0,016 g.mL* de EA; 0,031 g.mL* de EHA; 0,032 g.mL' de EE. A
partir desses valores foi possivel calcular os rendimentos para os extratos conforme a tabela 2.

Os testes foram realizados triplicata.

Tabela 2: Rendimento dos extratos aquoso, extrato hidroalcodlico e extrato etandlico.

) Extratos
Anélises
EA EHA EE
Matéria seca (mg.mL™) 16.1 314 32.2
Rendimento (%) 8.6 16.8 17.2

As massas secas do latex e dos seus extratos ndao foram utilizadas nos experimentos as
seguir em decorréncia de suas baixas solubilidades, testada tanto em solventes polares quanto
apolares, possivelmente resultantes do processo lento de resfriamento das amostras e da
liofilizacdo a que foram submetidas para retirada de agua. Acredita-se que possa ter havido
polimerizacdo de moléculas contidas no latex, formando uma espécie de borracha de baixa

solubilidade.

5.2 TESTES FITOQUIMICOS

A prospeccdo dos compostos secundarios presentes nos extratos de J. mollissima e em
plantas do género ja foram previamente descritos em alguns trabalhos (ARAUJO et al., 2008;
ZHANG et al., 2009; MELO et al.,, 2010; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010;
SABANDAR et al., 2013; SILVA et al., 2014; GOMES, 2016). Contudo, a extracdo desses

constituintes esta diretamente relacionada ao método, aos solventes e até as partes das plantas
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empregadas na preparacdo dos extratos, permitindo variacbes em um mesmo exemplar, e
justificando a avaliacdo destes nos extratos em estudo. No presente trabalho, a prospeccao dos
constituintes quimicos dos extratos de J. mollissima apresentaram resultados positivos para

compostos fenolicos, como taninos e flavonoides, e saponinas, como pode ser visto nas figuras

abaixo:
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Figura 4: Da esquerda para a direita, tubos de ensaio contendo latex, seguido pelo EA, EHA e

EE. Arquivo pessoal, ANO 2017.
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Figura 5: Deteccdo de compostos fendlicos pela adicdo do reagente Folin-Ciocalteau. Arquivo

pessoal, ANO 2017.
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Figura 6: Teste para fendis e taninos pela adicao de Cloreto Férrico 2%. Arquivo pessoal, ANO
2017.

Figura 8: Deteccdo de saponinas pela adigdo de cloroférmio e agitagdo da mistura. Arquivo

pessoal, ANO 2017.
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A figura 5 evidencia uma gradacdo da cor azul, do menos intenso ao mais intenso (da
esquerda para direita), 0 que mostra maior concentragdo de compostos fendlicos no latex e a
menor no extrato aquoso. A figura 6 evidencia uma coloracao entre o verde claro no extrato
aquoso e o azul escuro no extrato alcoolico, o que denota a presenca de fendis e taninos. A
figura 7 apresenta-se positivo para flavondides, pois revelou uma coloragéo avermelhada, mais
evidente no extrato alcodlico. A figura 8 constatou a presenca de saponinas através da presenca
de espuma, mais proeminente no latex e no extrato hidroalcoolico. Os testes qualitativos para
terpenos e antocianinas ndo foram ilustrados por terem sido negativos. A tabela abaixa ilustra

0S compostos bioativos presentes (+) e ausentes (-) nos testes qualitativos.

Tabela 3: Analise qualitativa de metabdlitos secundarios da J. mollissima a partir da escala

visual de cores ou da formacéo de espuma.

Compostos bioativos Latex EA EHA EE
Fenois +++ + ++ -+
Taninos +++ + ++ 4+
Flavondides +++ + ++ 4+
Saponinas +++ + ++ 4+
Esterdides - - - -

Triterpendides - - - -

Antocianinas - - - -

(+++) Cor intensa ou formacdo abundante de espuma. (++) Cor atenuada ou formacéo
moderada de espuma. (+) Cor fraca ou formacdo de pouca espuma. (-) Auséncia de cor ou
formacéo de espuma.

Aradujo et al. (2008) realizaram uma pesquisa na qual foram escolhidas 33 espécies de
plantas da caatinga, com base na sabedoria popular, com supostos poderes de cura e efeito
antiinflamatério. Eles Partiram do pressuposto que esses efeitos derivavam dos compostos
fenolicos como taninos e flavonoides. Realizaram entéo testes quantitativos para determinacéo
desses compostos e confirmaram suas presencas no latex da J. mollissima, dentre outras plantas.
A analise estatistica permitiu associar os efeitos antiinflamatérios dessas plantas ao tanino,
contudo, essa relagdo ndo foi associada a presenca dos flavondides. J& Melo et al., em 2010,

pesquisaram o conteudo de taninos e as capacidades antioxidantes e antiproliferativas de
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extratos de 14 plantas do semiarido, encontrando elevados niveis de taninos e poder
antioxidante da J. mollissima, estando de acordo com os dados do presente estudo.

No trabalho de Gomes et al. (2016), utilizou-se o extrato aquoso das folhas de J.
mollissima a fim de pesquisar seu efeito antiofidico. Através da analise de cromatografia em
camada delgada permitiu-se concluir que predominam os compostos flavondides e saponinas
em sua constituicdo. Ja Braquehais et al. (2016) realizaram a andlise fitoquimica do extrato
etanolico das folhas de J. mollissima e verificaram a presenca de cumarinas, taninos,
flavonoides, alcalGides e esterdides, porém ndo detectaram a presenca de triterpendides, o que
também est4 em consonancia com os resultados dessa pesquisa.

Zhang et al. (2009), Devappa; Makkar; Becker (2010), Sabandar et al. (2013) e Silva et
al. (2014) realizaram revisdes de literatura a respeito das propriedades medicinais e fitoquimica
de espécies do género Jatropha. As prospeccdes identificaram alcaldides, terpenos, flavonoides,
peptideos ciclicos, lignanas, compostos fenolicos, saponinas, esteroides, entre outros, em
diversas partes das plantas como peptideos ciclicos no latex e terpenos nas raizes e caules.
Propriedades farmacoldgicas com acdo citotoxica, antimicrobiana, anticoagulante,
antiinflamatdria, antioxidante e toxicidade também foram discutidas nessas revisoes.

Foi ainda possivel quantificar os fendis totais presentes no latex e extratos através de
uma curva de calibracdo com um padrdo de equivaléncia ao acido galico. Desta forma, o latex
e 0s extratos avaliados apresentaram baixos teores de compostos fendlicos, variando de 0,82
mQEAG/g do extrato aquoso a 58,07 mgEAG/g do latex (Tabela 4), quando comparados a
outras plantas medicinais descritas na literatura. Souza et al. (2007), analisando extratos
etandlicos de Terminalia brasiliensis Camb., Terminalia fagifolia Mart. & Zucc., Copernicia
cerifera (Miller) H.E. Moore, Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata Teles Freire e
Qualea grandiflora Mart obtiveram valores entre 250 e 763 mg EAG/g.

Tabela 4: Analise dos fendlicos totais, representados como média * desvio padrédo da média.
Diferenca estatistica calculada aplicando ANOVA associada ao teste T de Tukey (p < 0.05).

Amostra mMgEAG.g ! amostra
Extrato aquoso 0.82+0.02a
Extrato Hidroalcodlico 45.68 £0.43b
Extrato alcodlico 50.00+£0.97 b
Latex in natura 58.07+£0.77b

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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5.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE

N&o houve morte para as doses de 2000 mg.Kg* de latex administradas oralmente nos
ratos ou para 0 grupo controle, portanto ndo foi possivel determinara DLsp, sugerindo baixa
toxicidade e seguranca em sua administracéo.

As alteracbes comportamentais observadas apds administracdo do latex foram agitacéo
inicial, seguida de letargia e taquipnéia. Esses efeitos desapareceram poucas horas apds a
administracdo. Ndo foram observadas ou tiveram pouca relevancia as alteragdes motora e/ou
sensitiva quando comparadas aos seus controles.

O consumo médio de agua ao dia foi de 107 mL para grupo tratado com o latex e 120
mL para o controle. Em relacdo a racdo houve um consumo médio de 47,4 g e 64,1 g ao dia
para 0 grupo tratado e para o controle, respectivamente. Essas diferencas decorreram
especialmente dos dois primeiros dias da pesquisa nos quais o grupo tratado com latex
praticamente ndo consumiu dgua ou racgao, equiparando 0 consumo ao grupo controle nos dias
subsequentes.

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos estdo representados na tabela 4. Apenas 0s
parametros Hemoglobina e a hemoglobina corpuscular média (CHCM) apresentaram diferenca
significativa entre o grupo tratado e o controle. Contudo, as linhagens celulares (hemacias,
leucdcitos e plaquetas) ndo mostraram alteracGes significativas o que sugere auséncia ou baixa
toxicidade medular, na dose adotada. As provas de funcéo e os marcadores de lesdo hepatica
(AST, ALT, GGT e albumina), bem como a funcédo renal (uréia e creatinina) ndo mostraram
diferengas significativas frente ao G2 (controle), evidenciando a auséncia ou baixas toxicidades
hepatica e renal. Esses resultados, exceto hemoglobina, contagem de leucdcitos e de plaquetas,
assemelham-se aos parametros provenientes do biotério central da Universidade Federal de
Sergipe (MELO et al., 2012).

38



Tabela 5: Anélise dos parametros hematoldgicos e bioquimicos dos ratos tratados com o latex

G1 do pinh&o bravo (Jatropha mollissima) e G2 (controle), representados pela média + desvio

padrdo da media.

Parametros Gl G2(controle)
Hemaécias (10%/uL) 7,70+ 0,37 a 7,47 +0,15a
Hemaoglobina (g/dL) 11,85+ 0,24 a 13,21+£0,10b
Hematdcrito (%) 430+£10a 420+10a
VCM (f) 54,75 + 2,22 a 55,67 + 0,58 a
CHCM (g/dL) 0,28 £ 0,00 a* 0,32 £ 0,00 b*
Leucdcitos (10%/uL) 2,62+0,76 a 2,33+0,23a
Neutrofilos (%) 220+90a 25,0+110a
Linfocitos (%) 740+£110a 69,0+90a

Plaquetas (10%/uL)
TGOJ/AST (U/L)
TGP/ALT (U/L)

GGT (U/L)

Proteinas Totais (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulinas (g/dL)
Relacdo A/G

Uréia (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

387,50 £52,52 a

81,00 + 20,54 a

51,50+ 17,23 a
5,75+3,98 a
6,25+ 0,38 a
4,25+0,40 a
2,00+0,22 a
1,98 +0,60 a
49,00 + 3,56 a

0,65+0,10 a

549,00 £122,12 a

73,00+ 11,17 a
67,00+ 5,42 a
2,88+115a
6,05+ 0,50 a
4,13+0,36 a
1,93+0,30 a
1,87+041a
53,00+ 5,89 a

0,65+0,10 a

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos, calculada aplicando o teste t
de Student (p < 0.05). * Diferenga calculada pelo teste de Mann-Whitney (p < 0.05).

As massas dos ratos sofreram pequena reducdo durante a primeira semana do

experimento e apresentaram quase completa recuperacdo ao seu término. Ja o grupo controle
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apresentou um crescimento linear das massas ao final do teste, contudo essas alterages ndo
foram significantes (Gréfico 2).

Os orgaos, figado, rins e coracdo, ndo mostraram alteracbes macroscépicas, assim como
suas respectivas massas nao apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo

controle (Graficos 3, 4 e 5).
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Gréfico 2: Média da massa corporal dos ratos durante o experimento de 14 dias. Barras acima
dos gréficos indicam o desvio padrdo. Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s

grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p < 0,05).
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Grafico 3: Media da massa dos dois rins dos ratos apos 14 dias de experimento. Barras acima
dos graficos indicam o desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p < 0,05).
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Gréfico 4: Média da massa do coragdo dos ratos apos 14 dias de experimento. Barras acima
dos graficos indicam o desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre 0s

grupos. Diferenca calculada pelo teste t de student (p <0,05).
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Grafico 5: Média da massa figado dos ratos apds 14 dias de experimento. Barras acima dos
gréficos indicam o desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Diferenca calculada pelo teste t de student (p < 0,05).
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Mariz et al. em 2006 obtiveram um extrato etandlico derivado de folhas e caule de J.
gossypiifolia e o testaram em ratos Wistar em doses até 5000 mg.Kg™. Esse teste mostrou baixa
toxicidade aguda oral para doses inferiores & 2000 mg.Kg™ desses extratos e alteragoes
histopatolégicas pouco significativas nos animais tratados com a maior dose experimental
(MARIZ et al., 2008), semelhante aos resultados obtidos nessa pesquisa.

Vaérios estudos tém demonstrado os efeitos terapéuticos dos extratos de plantas, todavia,
tais produtos devem ser avaliados por meio de testes toxicologicos capazes de estabelecer
intervalos de seguranca no uso, bem como os efeitos colaterais e as reaces adversas. Nesse
estudo o valor da DLso para a administracdo oral do latex de J. mollissima foi superior a 2000
mg.Kg?, podendo ser enquadrada na Categoria 5 de toxicidade, segundo a GHS, sendo

considerada de baixa toxicidade.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi avaliada pela determinacdo da captacdo do radical DPPH
(ICso) pelo Latex de J. mollissima e pelos extratos dele derivados. Quanto mais baixo for o
valor da 1Cso maior é a poténcia antioxidante, haja vista que uma quantidade menor da
substancia serd necessaria para promover a reducao de 50% do reagente. Nesse contexto, 0
Latex, mostrou-se mais efetivo quando comparado ao extrato etandlico que, por sua vez
mostrou-se mais efetivo que o extrato hidroalcodlico, sendo ambos mais efetivos que o extrato

aquoso, o que pode estar relacionado a elevada presenca de compostos fenélicos (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade antioxidante representada como média + desvio padrdo. Diferenca
estatistica calculada aplicando ANOVA, associada ao teste T de Tukey (p < 0.05).

Amostra ICs0 (ppm)
Extrato aquoso 17759,83 + 3267,63 a
Extrato Hidroalcodlico 167,66 £ 7,04 b
Extrato alcodlico 127,30+ 3,90 b
Latex in natura 12427 +7,75b

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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No trabalho de Melo et al. (2010) destacam-se a Poincianella pyramidalis, Jatropha
mollissima, Anadenanthera colubrina e Croton blanchetianus, por mostrarem os menores ICsqo.
O controle utilizado neste ensaio foi 0 acido ascérbico, que mostrou uma ICsg de 21,74 + 3,23
pg. Em geral, os valores de 1Cso das plantas analisadas variaram de 42,95 a 94,41 + 2,67 ug.mL"
! sendo o ICsoda J. mollissima igual a 54,09 + 4,36 pg.mL™,

Melo et al. (2010) classificaram a atividade antioxidante de seus extratos como: boa
(ICs0< 65 pg), moderada (65 ug < ICso< 152 pg) e baixa (ICso> 152 pg) atividade. Neste caso,
conclui-se que a J. mollissima apresentou uma boa atividade antioxidante, destoando dos
resultados da nossa pesquisa que evidenciou acdo moderada para o latex e extrato etandlico, e
baixa para os extratos hidroalcodlico e aquoso. Este fato pode estar associado ao método de
extracdo, ja que solventes diferentes foram empregados, ou pelas partes da planta usadas no
preparo.

A atividade antioxidante esta intimamente relacionada ao contetdo de fendis, uma vez
que os compostos fenolicos estdo incluidos na classificagdo de antioxidantes (MELO et al.,
2010). Assim podemos observar que essa relacao foi provada para o latex de J. mollissima, uma
vez que 0 mesmo apresentou uma melhor atividade antioxidante e também apresentou o maior
teor de fenois totais. Em oposicdo, 0 extrato aquoso apresentou o menor valor para os fenois

totais e a menor atividade antioxidante.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados obtidos, de acordo com variagdo das concentragdes, estdo apresentados
na Tabela 7. Na leitura, a mudanca da cor azul para rosa é simbolizada pelo (-), 0 que caracteriza
a reducéo do corante resazurina nos pogos onde houve viabilidade bacteriana, e nos pogos onde
a cor permaneceu azul, simbolizados pelo (+), ndo houve reducdo do corante, indicando
inviabilidade bacteriana e, consequentemente inibicdo dos microrganismos. Verificou-se no

teste da CBM, que ndo houve morte das bactérias, sendo os extratos analisados bacteriostaticos.
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Tabela 7. Determinagdo da concentragdo inibitéria minima em ensaio com resazurina 0,01%

Amostras Létex % Extrato etandlico % Extrato hidroalcodlico % Extrato aquoso %
Cepas 100 75 50 25 100 75 50 25 100 75 50 25 100 75 50 25
P. aeruginosa + + - - + + + + + + + + _ — _ _
S. typhimurium + + - - + + + + + + - _ _ _ _ _
K. pneumoniae + + + + + + + + + + + + - - - _
E. coli + + - — + + + + + + + + — - _ _
S. flexneri + + + - + + + + + + + + - - _ _
E. faecalis + + + - + + + + + + + + - - - _
S. agalactiae + + + - + + + + + + + + - - - _
S. pyogenes + + + - + + + + + + + + - - — _
S. mutans + + - - + + + + + + + + - - — _
S. aureus + + - - + + + + + + + + - - - _

%: Concentragdo em percentagem

A atividade antibacteriana do latex e seus extratos pode estar relacionada a acéo de
compostos fendlicos, marcadamente taninos e flavonoides, presentes em suas composicoes.
Esses metabdlitos secundarios podem agir provocando hidrélise de ligacdes ou formando
complexos com proteinas das bactérias, promovendo a desagregacdo da membrana plasmatica
e parede celular da bactéria, culminando com sua destruicdo (BRAQUEHAIS et al., 2016).

Por se tratarem de moléculas grandes e de baixa polaridade, podem ndo terem sido
extraidas na preparacdo do extrato aquoso, o que justificaria ter sido o Unico extrato sem efeito
em qualquer das concentragdes testadas. O contrario é verdadeiro, pois a presenca do alcool,
substancia mais apolar, nos outros extratos, viabilizou a extracdo desses metabolitos,
proporcionando maior efeito antibacteriano.

Camelo em 2015, estudando o latex da J. mollissima encontrou uma CIM maior que
8192 pg.mL* para as bactérias Gram-positivas S. aureus, E. faecalis e para as Gram-negativas
E. coli e P. aeruginosa. Ja Rocha; Dantas (2009), fizeram um estudo comparativo das CIM
entre os latex de J. mollissima e J. gossypiifolia, mostrando ambas as plantas com atividade
antibacteriana contra S. aureus e S. typhimurium.

Silva (2017), estudando a atividade antimicrobiana de extratos etanolicos das folhas,
galhos e caule da J. gossypiifolia contra as cepas S. aureus, P. aeruginosa e E. coli encontrou
as menores CIM, isto é, maior potencial antibacteriano, nas folhas contra o S. aureus (ug.mL"

1, folhas e galhos contra a P. aeruginosa (ug.mL™), porém néo verificou atividade contra a E.
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coli, estando parcialmente em desacordo com os resultados de Camelo (2015) e com 0s nossos,
que também mostraram atividade do latex e dos EE e EHA contra a E. coli.

Na avaliacdo in vitro, através do teste de difusdo em agar, da atividade antibacteriana
do extrato etandlico das folhas de Jatropha mollissima frente as cepas E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae e E. faecalis, Braquehais et al. (2016) constataram somente a acéo
antibacteriana do extrato, na concentracéo de 250 ug.mL™, contra essa Gltima.

Objetivando delimitar o potencial antibacteriano de extratos derivados de plantas,
determinou-se que valores de CIM inferior a 100 pg.mL™ apresenta boa atividade
antimicrobiana, entre 100 a 500 pg.mL™* moderadamente ativa e entre 500 e 1000 pg.mL™*
pouco ativa, e CIM maior que 1000 ug.mL™, inativa (HOLETZ et al., 2002).

Embora nossa pesquisa tenha realizado um teste qualitativo, sugere-se que o latex de J.
mollissima e o0s extratos etanolico e hidroalcodlico possam ser utilizados como agentes
antibacterianos, uma vez que, mesmo muito diluidos, foram capazes de inibir as cepas testadas.
Esses resultados confirmam o potencial antibacteriano do género Jatropha apresentado por
outros autores (MARIZ et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O latex e o extrato etanolico da J. mollissima apresentaram quantidades expressivas de
compostos bioativos, como taninos, flavonoides, e saponinas, além de moderada atividade
antioxidante. O latex também apresentou, para a dose administrada, baixa toxicidade aguda em
ratos Wistar, sendo necessarios testes de toxicidade subcronica e crénica para complementacdo
da avaliacdo toxicologica.

Os ensaios de atividade antibacteriana in vitro mostraram que o latex e os extratos,
etandlico e hidroalcodlico, promoveram inibicdo de crescimento tanto das bactérias gram-
positivas como das gram-negativas testadas, mesmo em baixas concentracdes, para algumas
cepas.

O estudo da J. mollissima mostrou resultados que corroboram seu uso como fitoterapico,

porém carece de estudos mais aprofundados para elucidacao de todo o seu potencial terapéutico.
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PARECER CONSUBSTANCIADO CEEA/UERN N° 012/17

N° PROTOCOLO (CEP) 012/17

Titulo do Projeto COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADES
FARMACOLOGICAS DE EXTRATOS DO LATEX DO
PINHAO-BRAVO (Jatropha mollissima (Pohl) Baill.

1 - RESUMO (Média de 250 palavras) Elaborado pelo(a) relator(a)

A pesquisa é um projeto de mestrado onde o objetivo é avaliar a composicao quimica, identificando
os principais metabdlitos secundarios a partir de métodos qualitativos, e as atividades
farmacoldgicas do latex do pinhdo-bravo como toxicidade, através do teste de toxicidade aguda em
ratos e a¢Oes antioxidante, de acordo com o método fotocolorimétrico do radical livre DPPH, e
antimicrobiana, através do método da difusdo de discos e da concentragdo inibitdria minima. Nos
experimentos de toxicidade aguda serdo utilizados ratos fémea da linhagem Wistar, separados em
dois grupos de quatro animais cada. Os animais serdo pesados individualmente a fim de se determinar
as doses a serem administradas por via oral em dose Unica, equivalendo a 2000 mg de latex por
quilo de massa corporal do animal. Apds a administracdo, o grupo que receber o tratamento sera
observado durante 4 horas seguidas e a cada 24 horas por um periodo de 14 dias, observando o
surgimento de sinais toxicos gerais. Nesse periodo de observacdo ainda serdo mensurados os
seguintes parametros: evolugao ponderal, consumo de 4dgua e de alimentos. Os consumos de agua e
racdo serdo avaliados diariamente e contabilizados por grupo, registrando-se os valores médios de
cada um. J4 a massa corporal sera verificada no inicio (D0), meio (D7) e ao final do experimento (D14).
Ao término do experimento os animais serdo anestesiados com xilazina/cetamina, realizar-se-a a
coleta de sangue para os exames hematoldgicos e bioquimicos e, em seguida, serdo eutanasiados por
deslocamento cervical. Serd realizada ainda a resseccdo, pesagem e analise macroscépica das visceras
(figado, rins, coracdo). Um grupo controle com quatro fémeas sera submetido ao mesmo processo,
contudo a substancia administrada via oral sera agua destilada. Os animais serdo alojados em gaiolas
de polipropileno contendo no méximo 4 animais por gaiola, que serdao mantidas em sala adequada
com temperatura e umidade relativa do ar controlados, e com ciclo de luz claro/escuro de 12h. Agua
e racdo serdo oferecidas ad libitum durante todo o procedimento experimental. Cada gaiola sera
identificada com o grupo e data correspondente ao tipo de procedimento realizado.
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2 — ENTEDIMENTOS F RECOMENDACOES

O Presente projeto de pesquisa esta em conformidade com as normas de experimentagao
animal. Lei

3- PARECER

O Protocolo de Pesquisa encontra-se APROVADO.

Mossoro, 21 de Dezembro de 2017

100/{/([0«, V<S4 Mouinoe
Paula Viviane Souza de Queiroz Moreira
Coordenadora CEEA/UERN
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