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RESUMO

As plantas vém sendo utilizadas para o tratamento de doengas ao longo da existéncia
humana e, culturalmente, constituiram as bases para tratamento de diversas doencas,
tanto na forma tradicional, decorrente do conhecimento das propriedades de
determinada planta, passado de geracéo a geracédo, quanto pela sua utilizagdo, como
fonte de moléculas bioativas, oriundas de pesquisas cientificas. O objetivo do estudo
foi investigar o potencial citotoxico, antimicrobiano e cicatrizante de extratos das
folhas, galhos e caule da Jatropha gossypiifolia L. As folhas, galhos e caules foram
separados e secos em temperatura ambiente e 0s extratos obtidos por maceracdo em
etanol, concentrados em evaporador rotatério e secos em dessecador a vacuo. Esses
extratos foram submetidos ao fracionamento para obtencdo das fracdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e metandlica. Em seguida foram realizados testes de
prospeccao fitoquimica; citotoxidade pelo MTT; atividade antimicrobiana pelo método
de microdiluicdo em caldo; avaliacdo do potencial cicatrizante in vitro pelo método do
Scratch assay, com fibroblastos 3T3. A prospeccéo fitoquimica identificou a presenca
de taninos, esteroides, flavonoides, flavonas, xantonas, cumarinas e antraquinonas.
Os resultados indicaram que o extrato do caule apresentou viabilidade celular acima
de 80% em todas as concentracdes testadas, as folhas apresentaram-se
moderadamente citotoxicas enquanto o extrato dos galhos nas concentracdes de
62,5; 125 e 250 pg/mL exibiu uma citotoxicidade severa, inviabilizando o
prosseguimento do estudo com essa parte da planta. A avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos extratos das folhas exibiu CIM de 500 ug/mL para as bactérias S.
aureus, S. epidermidis, e P. aeruginosa. J&, o extrato etandélico dos galhos expbés uma
CIM de 1000, 500 e 250 pg/mL, concomitantemente. E para extrato etandlico do caule
a CIM observada foi de 1000, 500 e 1000 pg/mL, respectivamente. Observou-se
também que, os extratos testados ndo foram capazes, em nenhuma das
concentracbes usadas, de promover a inibicdo do microrganismo E. coli. A CIM
realizada com as fracGes oriundas dos extratos em etanol das folhas e caules nao
apresentaram atividade inibitoria para estas bactérias. A avaliacdo cicatrizante pelo
bioensaio in vitro com uso da técnica Scratch assay, evidenciou que a fracéo
metandlica das folhas propiciou a migracdo celular em média de 45% a mais do que
o controle. Estudos com esta espécie vegetal devem ser continuados para isolamento
do principio ativo visando a produc&o de um cicatrizante de feridas.

Palavras-chave: Citotoxidade. Jatropha gossypiifolia L. Cicatrizacdo. Enfermagem.



ABSTRACT

Plants have been utilized for treatment of diseases throughout human existence and,
culturally have been the bases for treatment of several diseases, both in traditional
way, due to knowledge of the certain plant properties, passed from generation to
generation, as well as by the Its use as a source of bioactive compounds, derived from
scientific research. The present study aimed to investigate cytotoxicity, antimicrobial
and wound healing potential of leaves, twigs and steam extracts of Jatropha
gossypiifolia L. Leaves, twigs and stems were separated and dried at room
temperature and the extracts were obtained by maceration in ethanol, concentrated on
a rotary evaporator and dried in a vacuum desiccators. These extracts were submitted
to fractionation to obtain hexane, chloroform, ethyl acetate and methanolic fractions.
Phytochemical screening were performed; the citotoxicity were analyzed by MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium reduction
assay; Antimicrobial activity by Broth Microdilution Method; Evaluation of in vitro
healing potential by the Scratch Assay method, with 3T3 fibroblasts. Phytochemical
screening identified the presence of tannins, steroids, flavonoids, flavones, xanthones,
coumarins and anthraquinones. The results indicated that the stem extract presented
cell viability above 80% in all tested concentrations; the leaves presented moderated
cytotoxicity while twig extract at the concentrations of 62.5, 125 and 250 pg/mL
exhibited a severe cytotoxicity, hindering the continuation of the study with this part of
the plant. Antimicrobial activity evaluation of leaves extract presented MIC of 500
pHg/mL to S. aureus, S. epidermidis and P. aeruginosa. Already, twig ethanolic extract
exposed a MIC of 1000, 500 and 250 pg/mL, concomitantly. And for stem ethanolic
extract a MIC of 1000, 500 e 1000 pug/mL was observed, respectively. It was also
observed that the extracts tested were not capable at any of tested concentrations, of
promoting the inhibition of E. coli microorganism. The MIC performed with the fractions
from leaves and stems ethanolic extracts did not present inhibitory activity for these
bacteria. In vitro assay for healing evaluation was performed utilizing the Scratch
assay, and evidenced that methanolic fraction of the leaves favoured cell migration in
an average of 45% more than the control. Studies with this plant species should be
continued for isolation of the active principle aiming the production of a wound healing.
Keywords: Citotoxicity. Jatropha gossypiifolia L. Wound healing. Nursing.
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1- INTRODUCAO

O homem tem usado as plantas para o tratamento de doencas ao longo dos
milénios de sua existéncia, gerando conhecimento do senso comum, que
culturalmente ao longo dos séculos, esses produtos de origem vegetal constituiram
as bases para o tratamento de diversas doencas, tanto na forma tradicional,
decorrente do conhecimento das propriedades de determinada planta, passado de
geracdo a geracdo, quanto pela utilizacdo de espécies vegetais, como fonte de
moléculas ativas, oriundas de pesquisas cientificas (PIRIZ et al., 2014).

Em todo mundo ha uma grande tendéncia para o aproveitamento de recursos
naturais na saude, por apresentarem vantagens econdmicas, eficiéncia e menores
efeitos colaterais quando comparados a produtos alopéaticos (CRUZ, 2013). Porém,
existe a necessidade de que o uso empirico das plantas tenha sua comprovacéo
cientifica, para cumprimento dos critérios de seguranca e eficacia. Para tanto,
pesquisadores de varias areas do conhecimento, inclusive da enfermagem, vém
investigando essas propriedades (SANTOS et al., 2013). E neste contexto, que as
plantas medicinais podem atuar como novas formas de tratamento de infeccdes
bacterianas, por se tratar de produtos com menos elaboracdo quimica, menor custo e
possibilidade de menores danos ao organismo, comparado aos antibidticos
convencionais (FIRMO et al., 2012).

Estudo que investigou o uso de vérias plantas medicinais para cicatrizacdo de
feridas em portadores de diabetes mellitus concluiu que os fitoterapicos oriundos
destas plantas aceleraram a cicatrizacdo e combateram a infec¢do, apresentando
também, propriedades pro-cicatrizantes e curativas, sendo utilizados com
comprovada eficacia e reducao dos efeitos secundarios causados por muitos produtos
guimicos (PIRIZ et al., 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude revela que cerca de 25% das mortes no
mundo sédo decorrentes de doencas infecciosas e que 45% dessas acontecem em
paises subdesenvolvidos, estando associados ao surgimento de microrganismos
resistentes a diversas drogas, relacionada ao uso indiscriminado de antimicrobianos
e a terapéutica inadequada, diminuindo com isso as alternativas para tratamento
efetivo (TINTINO et al., 2015). Da mesma forma o uso indiscriminado dos
antimicrobianos contribuiu para 0 aumento no numero de pacientes com feridas

colonizadas e/ou infectadas, dificultando o tratamento e consequentemente
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retardando a cicatrizagdo (WANNMACHER, 2004; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010).

O cuidado com as feridas faz parte das atribuicdes da assisténcia prestada pela
enfermagem, sendo grande o numero de estudos publicados com esta tematica,
demonstrando o importante papel e responsabilidade do (a) enfermeiro (a) nesse
processo e na busca de novas maneiras de cuidar, estando atento as inovacdes de
cuidado nesta area, visando a melhoria da qualidade da assisténcia (FERREIRA et
al., 2013). Na equipe de saude o profissional que tem maior contato com os pacientes
e suas lesdes tegumentares é o (a) enfermeiro (a), portanto o seu papel é relevante
no tratamento, orientacdo, acompanhamento da evolucéo do processo cicatricial, bem
como na avaliacdo de novos produtos que surgem no mercado (CARNEIRO; SOUZA,
GAMA, 2010).

Deste modo o uso de outras terapias, que nao a convencional, como o uso de
fitoterapicos, extratos ou ainda, de plantas medicinais in natura, para a cicatrizacédo
de feridas tem sido incrementado nos ultimos anos com a busca de principios ativos,
isolados de plantas, que apresentem efetivo papel no processo de cicatrizacdo da
ferida (ALMEIDA et al., 2012).

A espécie escolhida Jatropha gossypiifolia L. € conhecida, popularmente, como
pido roxo, batata-de-ted, erva-purgante, jalapdo, mamoninha, raiz-de-tel, pedo-roxo,
pinh&o-roxo e jalapa. Varias partes da planta tém sido usadas na medicina popular,
para o tratamento de Ulceras pépticas, diabetes, neoplasias, diarréias e ainda como
cicatrizante e diurético (MARIZ, 2007). Muitas das propriedades citadas ja foram
demonstradas cientificamente, inclusive, a acdo relaxante vascular do extrato
etandlico da J. gossypiifolia em artéria mesentérica de ratos, confirmando, portanto,
gue a planta contém principio(s) ativo(s) com atividade relaxante vascular, no entanto,
algumas propriedades, ainda, ndo foram totalmente comprovadas, necessitando de
mais estudos (VALE et al., 2006).

Esta espécie, também produz um latex pegajoso, ao qual sédo atribuidos
distrbios gastrointestinais, vomito, epigastralgia, diarréia; quando ingerida pode
provocar disturbios cardiovasculares e depressores do sistema respiratorio (MARIZ et
al., 2006). Por isso a necessidade de maiores estudos sobre esta espécie para gerar
mais conhecimento que evidencie seu uso terapéutico.

Por estar incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao
SUS/RENISUS (BRASIL, 2009) e por haver a possibilidade de desenvolvimento de
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um bioproduto com acdo antimicrobiana contra microrganismo patogénicos em
humanos e cicatrizante de feridas, surgiu o interesse em realizar este estudo cujo
objeto esta direcionado as propriedades bioldgicas da espécie vegetal Jatropha
gossypiifolia L. no que se refere as suas atividades: antimicrobiana, citotoxica e

cicatrizante.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feridas: Processo de cicatrizagcao

Ferida é compreendida do ponto de vista biol6gico como uma agressao sofrida
pelo tegumento, uma imperfeicdo na qual ha a quebra de sua integridade, afetando
camadas superficiais ou mais profundas podendo atingir até os 6rgaos. O processo
cicatricial surge a partir dessa injaria com o objetivo principal de restaurar/cicatrizar
esse rompimento da continuidade, sendo este um processo dinamico, complexo, no
gual a sua resposta estd diretamente ligada as condi¢cdes gerais do individuo
(CARVALHO, 2012).

Embora esse processo ocorra de forma dindmica e possui fases sobrepostas
no tempo, sendo essa sobreposicdo conhecida como cascata da cicatrizagdo e
apresenta fases com limites ndo muito distintos. Para facilitar com isso o entendimento
desse processo foi adotada didaticamente trés fases distintas: fase inflamatdria,
proliferativa e remodelacao. (ISAAC et al., 2010).

Desencadeada ap0s a injuria inicia-se a fase Inflamatoria quando ocorre a
ativacao do sistema de coagulacéo, a promocéo do desbridamento e defesa da ferida
contra agentes externos que pode levar 48 a 72 horas. Tem por finalidade controlar a
agressao celular sofrida, a perda sanguinea e a higiene do leito da ferida favorecendo
0 processo cicatricial. Essa fase € conhecida como fase reativa ou defensiva ou
exsudativa, manifestada pelos sinais clinicos de dor, calor, rubor e edema
(CARVALHO, 2012).

Inicialmente ocorre a vasoconstriccdo e permanece por algumas horas,
mediada por componentes vasoativos como as catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina e dopamina) provocando uma diminuicdo do aporte sanguineo no local
da leséo limitando dessa forma a hemorragia e o subsequente extravasamento de

fluidos e proteinas na intenc&o de diminuir as perdas (ARAUJO, 2010). Enquanto que
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com o extravasamento do sangue no local, é gerada sinalizacdo de inicio dos
processos de agregacdo celular gera a ativacdo das plaguetas e fatores de
coagulacéo, seguido da formacao de coagulos evidenciando com isso a hemostasia,
constituida por uma agregacéo de trombdcitos e plaquetas (GONZALEZ et al., 2016).

Com essa agregacao plaquetaria, a formacao de codgulo de células e fibrina
cria-se um selo temporario sobre o sitio da injuria prevenindo a eventual entrada de
microrganismos. As células contidas nos coagulos estimulam a resposta inflamatoéria
por meio da liberacdo de vasodilatadores e substancias quimiotaxicas (CARVALHO,
2012). O coagulo é constituido de colageno, plaquetas e trombina que serve como
reservatorio protéico para sintese de fatores de crescimento e citocinas, que
estimulam a migracéo dos neutréfilos para a leséo, cuja fungéo é eliminar as bactérias
e outros agentes estranhos da ferida através da liberagcdo de enzimas por fagocitose.
Os neutrofilos séo as primeiras células ativadas e recrutadas que desempenham o
papel da limpeza do tecido e contribuem para a morte dos agentes invasores.
(SCHULTZ; LADWIG; WY SOCKI, 2005).

Durante esse processo de limpeza ha um aumento da permeabilidade vascular
favorecendo o influxo de leucdcitos, mastocitos e células de Langerhans que por sua
vez secretam quimiocinas e citocinas. A partir de 48 horas do inicio do processo
cicatricial se intensifica a migracdo de monécitos de vasos vizinhos e a partir de um
novo perfil de expressao génica, diferenciando-se em macrofagos, estes por sua vez
produzem e liberam citocinas, fatores pré-angiogénicos, inflamatérios,
prostaglandinas, radicais livres e secretam fatores quimiotaticos (GONZALEZ et al.,
2016).

Portanto essa € uma fase primordial no processo de cicatrizacdo de feridas,
porém sua duracdo é variavel, atrelada a extenséo da leséo e a presenca de algumas
patologias que causam cronicidade. Resultando, com isso uma fase inflamatéria
prolongada, com intensa presenca de neutrdéfilos, impedindo ou dificultando a
formacéao dos fibroblastos, essenciais para a formacao do tecido novo, transformando
a ferida de cicatrizacdo aguda em uma leséo processo cicatricial complexa ou mais
comumente chamada de crbnica, este prolongamento de sua duracdo apresenta
células de baixa atividade mitética, diminuicdo dos fatores de crescimento e baixa
resposta celular (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A segunda fase, denominada como proliferativa inicia-se por volta do terceiro

dia ap6s a injuria, podendo se desdobrar até para o 14° dia apds o inicio da lesédo. Sua
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principal funcéo é a diminuigdo da area lesionada por meio da contracéo e fibroplasia.
Caracterizada pela proliferacédo de fibroblastos, neoangiogénese, formacao de tecido
de granulacado, deposicdo de colageno e contracdo da ferida. (GONZALEZ et al.,
2016).

Os fibroblastos tém como funcéo primordial a sintese de coldgeno e constituem
uma das maiores fontes de proteinas da matriz extracelular. Essa rede capilar que se
forma é exuberante, responsavel pela nutricdo do novo tecido, favorecendo o
crescimento de tecido granular vermelho, brotos endoteliais conhecidos como tecido
de granulacdo que migram no sentido da periferia para o centro da leséo, e sao
essenciais ao processo de reparacdo. Durante essa fase inicial do reparo ha
predominio do colageno tipo Il sintetizados pelos fibroblastos no tecido de
granulagéo. (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; IRION, 2012).

A terceira e ultima fase do processo cicatricial € a maturacado ou remodelagem
gue tem inicio duas a trés semanas semana ap0s a injuria e pode estender por um
longo periodo, dependo da extenséo, profundidade e localizacdo da lesédo. Essa fase
caracterizada pela diminuicdo da vascularizacdo e reducédo dos fibroblastos, ocorre
ainda um aumento forca ténsil e reordenamento de fibras de colageno.
Progressivamente vai diminuindo a for¢a de contracéo, o volume da cicatriz e ocorre
a alteracdo da cor que vai passando de vermelha para réseo de epitelizacao
(CARVALHO, 2012)

Ocorre a substituicdo do tipo de colageno, do tipo Il para tipo I, bem como
alteragdo em sua organizacdo de fibras paralelas dispostas aleatoriamente para
entrelacadas e organizadas ao longo das linhas de stress (GONZALEZ et al., 2016).
Essa reordenacédo ocorre gracas a acao de enzimas (colagenases) produzidas pelos
fibroblastos e leucdcitos, que promovem a lise da matriz antiga. Tardiamente essa
cicatriz € considerada avascular e sua forca ténsil pode chegar até 80% da pele
normal, no término da primeira semana apos a lesdo ocorre restauracdo de 3% da
resisténcia da pele integra, na terceira semana perfazendo cerca de 30% e aos trés
meses chegando a 80% da forca fisiologica anterior a ferida, entretanto nunca atingira
100% (ISAAC et al., 2010).

E importante salientar que, o processo cicatricial € um processo biolégico
dindmico e complexo, que se encontra diretamente relacionado com as condi¢des do
individuo envolvido, de seus fatores intrinsecos (estado nutricional, circulacéo,

tabagismo, comorbidades, etc.) e extrinsecos (infeccéo, corpo estranho, uso de
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medicamentos, stress etc.) podendo retardar ou dificultar esse processo cicatricial.
Seus eventos sdo inflamacao, proliferacdo e remodelacdo (CARVALHO, 2012). A

Figura 1 mostra as fases do processo cicatricial.

Figura 1. Fases do processo cicatricial.
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Fonte: Autor 2016, adaptagcdo GONZALEZ et al., 2015

Embora existam grandes avancos tecnoldgicos no que se refere as coberturas,
0 desenvolvimento de novas tecnologias e estudos que compreendam processos
cicatriciais das diversas fases da reparacdao tissular, e que simultaneamente muito se
tenha investido nessas pesquisas para o desenvolvimento dessas tecnologias com o
objetivo de favorecer esses processos, a incidéncia e prevaléncia de Ulceras cronicas
sdo ainda extremamente altas. Segundo Ministério da Saude (2011), essa prevaléncia
de Ulceras crbnicas varia de acordo com as condi¢des e complicacdes que causaram
a Ulcera. Dos pacientes com diabetes, 15% sdo propensos a desenvolver ulceras nos
pés em algum momento da vida (BRASIL, 2011).

Repercutindo com isso em maiores custos para setor salde como aumento de
internacdes e procedimentos, e em consequéncias muitas vezes irreversiveis para a
populacéo, tais como sequelas e amputacdes de membros e até mesmo a morte.

A utilizacdo de plantas medicinais trata-se de um importante alternativa no
tratamento de feridas, o desenvolvimento de tecnologias mais simples e com preco

acessivel, com eficiéncia comprovada, aproveitando matérias primas encontrada nas
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regides (PIRIZ, 2014). Diante desse fato, nota-se a importancia do emprego das
plantas medicinais, como uma terapia alternativa para o tratamento e cicatrizacédo de
feridas, haja visto o seu uso datar de épocas remotas (NOBREGA; AGRA;
ALBUQUERQUE, 2011).

2.2 Plantas medicinais

Desde o inicio da histdria da humanidade as plantas medicinais foram utilizadas
no tratamento da maioria das enfermidades era a Unica alternativa existente para
tratar e ou prevenir essas doencas (CRUZ et al., 2015). Na busca de descobrir
solucbes para suas necessidades basicas, as suas experiéncias e observacdes das
civilizagbes resultaram em descobertas importantes para solugdes de tratamentos de
ferimentos ou doencas através do uso das plantas e ervas (PEREIRA; CARDOSO,

2012). Uma das principais utilizacdes de plantas era no tratamento das feridas, com

a utilizacdo de extratos e macerados das folhas para estancar as hemorragias e
favorecer o processo cicatricial (PIRIZ et al., 2015).

Os primeiros registros do uso plantas no tratamento de doengas datam 3.000
anos a.C. na China com a catalogacao de 365 plantas - ervas medicinais, a qual foi
reconhecida como primeiro herbario do mundo. No Brasil essa pratica esta enraizada
nas culturas indigenas com os seus curandeiros, pajés, também muito influenciada
pelos povos africanos e portugueses (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

E importante ressaltar que esse conhecimento foi adquirido de geracdo em
geracdo, uma heranca dos antepassados sobre as espécies vegetais, seus usos e
indicacOes, reforcando a importancia do conhecimento popular e a necessidade de
interligar ao conhecimento cientifico para gerar evidéncias, descobrir novas
utilizagdes, comprovar e ou descartar a sua eficacia (NOBREGA; AGRA;
ALBUQUERQUE, 2011).

As plantas medicinais sdo atualmente um dos maiores recursos naturais
utilizados na sintese de novos agentes terapéuticos. A diversidade de compostos
biologicamente ativos presentes nestas plantas, representam uma alternativa
promissora para a descoberta e o0 desenvolvimento de potenciais agentes
antimicrobianos, possivelmente com menores efeitos adversos, com menor
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia e com novas estratégias de controle
de infe¢cGes microbianas (SANTOS, 2014).
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O nosso pais tem como ponto facilitador o uso de fitoterapicos gragas a nossa
biodiversidade, o baixo custo associado a sua terapéutica, a facilidade de obtencéo
das plantas e a tradicdo do uso de plantas medicinais. Outros fatores tém colaborado
para a utlizacdo destas, tais como, as baixas condigdes socioeconOmicas da
populacao, altos custos dos farmacos industrializados e dificil acesso da populacéo a
assisténcia a saude (FIRMO et al., 2012).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou
gue 65 a 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados de saude. Muito dessa
utilizacao foi desvalorizada devido ao desenvolvimento da medicina convencional, na
gual, os profissionais de saude consideram os medicamentos industrializados mais
seguros (CRUZ et al., 2015). O estudo das plantas medicinais por varios grupos de
pesquisa nas diversas areas do conhecimento tem levado a descoberta de compostos
bioativos de aplicacdo no desenvolvimento de novos farmacos. No entanto, somente
1% destas espécies vegetais foi estudada fotoquimicamente (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

Cerca de 30% dos medicamentos prescritos no mundo séo obtidos direta ou
indiretamente de plantas. Aproximadamente 50% dos farmacos desenvolvidos entre
1981 e 2002 foram obtidos a partir de produtos naturais, ou analogos semi-sintéticos
ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais. Além de ser
culturalmente aceita, esta pratica torna-se comum e acessivel uma vez que as plantas
podem estar disponiveis no préprio domicilio e sdo de baixo custo (KOEHN; CARTER,
2005).

A fim de normatizar a pratica da medicina tradicional na populacao brasileira e,
atender a recomendacdo da OMS, a partir de 2006 foi implementada a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), e a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), que trouxe diretrizes e a¢gdes para
insercdo de servicos e produtos pertinentes a medicina tradicional
chinesa/acupuntura, homeopatia e plantas medicinais e fitoterapia no ambito do
Sistema Unico de Saude/SUS (BRASIL, 2012).

Ambas politicas langcadas no ano de 2006, visaram estimular o acesso as
praticas complementares e as plantas medicinais, para o cuidado em saude, de forma
eficaz e segura. Outras publicacdes relevantes sdo a Relacdo Nacional de Plantas

Medicinais de interesse do SUS, difundida em 2009, contendo 71 plantas medicinais
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gue devem ser objeto de pesquisa e implementacdo dos setores e servigos de saude
publica (BRASIL, 2009).

Entretanto, a Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 10, do ano de 2010,
traz um elenco de 66 plantas medicinais com evidéncias satisfatorias de atividade de
cura de doencas, dentre estas, varias espécies sdo apontadas para o processo de
cicatrizacdo, o que implica em progresso da assisténcia a salde no ambito da atencao
primaria, dentro do contexto brasileiro, que comeca a valorizar a utilizacdo de novas

terapias fundamentadas nas plantas medicinais (PIRIZ et al., 2014).

2.3 Consideracdes sobre a espécie Jatropha gossypiifolia L.

A familia Euphorbiaceae, segundo sistema de classificacdo proposto por
Webster (1994) é representada por mais de 8.000 espécies distribuidas em 317
géneros, que estdo entre as familias de maior importancia econémica entre
angiosperma, situadas em todo o planeta nas regides de clima tropical e subtropical.

O nome do género deriva do latim jatrés que significa “doutor” e trophé
‘comida”, indicando suas propriedades medicinais. Gossypium é um nome dado pelo
botanico Caio Plinio ao algodoeiro (Gossypium herbaceum), como o pido roxo se
assemelha a G. herbaceum, foi adotado por esta planta o prefixo (gossypii), e folium,
que significa folha, vez que o seu formato é semelhante a folha do algodoeiro. E
importante destacar que destas 175 espécies de Jatropha existentes no mundo, nove
destas estdo distribuidas no Brasil sdo elas: Jatropha curcas L., Jatropha elliptica
(Pohl) Oken, Jatropha gossypiifolia L., Jatropha molissima L., Jatropha multifida L.,
Jatropha mutabilis Benth., Jatropha ribifolia (Pohl) Baill., Jatropha urens L. e Jatropha
weddeliana Baill (TRINDADE, 2015).

Sua distribuicdo geogréfica € diversificada por ser um género de crescimento
rapido, de facil propagacao e adaptacdo, devido a sua resisténcia a longos periodos
de secas, a pragas, rusticidade e adaptabilidade a condi¢cbes climaticas de varias
regides (VERONA, 2010). Seu crescimento ocorre de forma natural e se adapta a
maioria dos solos, em regides com uma estacdo seca, em pastagens e arbustos,
proximo de zonas costeiras e lugares desérticos (SCHMELZER; GURIB-FAKIM,
2008).

A espécie alvo do nosso estudo € a Jatropha gossypiifolia L. (Figura 2), da

familia da Euphorbiaceae (Euforbiaceas) do género Jatropha que possuide 165 a 175
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espécies distribuidas nos paises de climas tropical, subtropical e tropical seco da

Africa, Américas, india e no Caribe.

Figura 2 - Jatropha gossypiifolia L.

Fonte: Autor, 2016.

Caracteriza-se como arbustos com varias ramificacdes, podendo atingir 4
metros de altura quando em condi¢des favoraveis. Seu caule possui elevado teor de
latex e suas sementes de 6leo. Possuem inflorescéncia cimosa, mondica, isto é, em
cada eixo é possivel encontrar uma flor, e os ramos laterais crescem mais que 0 eixo
central. O eixo principal termina em uma flor, que é a primeira a se abrir, denominadas
de flores pentameras, pistiladas e estaminadas do tipo prato e produtoras de néctar e
frutos do tipo esquizocarpicos, secos, com trés cocas globosas de deiscéncia
explosiva, portanto com dispersao primaria por autocoria (NEVES et al., 2010).

O uso dessas espécies no pais (Quadro 1) vai desde a utilizagdo medicinal
como cicatrizante, anti-inflamatoria, antioxidante, purgante, moluscida, analgésico,
antimicrobiano e anticoagulante, do uso ornamental, como cercas vivas, utilizada
também para ritos religiosos e como biodiesel a partir das sementes (HELLER, 1996).
Seu extrato alcoolico em estudo in vitro comprovaram a eficacia contra células
tumorais de nasofaringe (carcinoma), revelando com isso sua atividade citotoxica e
inibidora crescimento tumoral (MARANGUELI et al., 2015). Muitos desses usos sao

compreendidos devido a diversas substancias presentes em sua constituicao quimica,
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tais como alcaloides, diterpenos, esteroides, flavonoides, taninos e lignanas dentre

outros (MARIZ et al., 2006).

Quadro 1 - Categorizacédo dos estudos segundo acao da J. gossypiifolia L.

Acéo

Referéncia

Atividade cicatrizante

Atividade anti-inflamatéria

Atividade anticoagulante e
antioxidante

Atividade téxica

Diurético e hipotensor e
relaxante vascular
Anti-tumoral

Moluscida

SERVIN et al., (2006); SANTOS et al., (2006);
AQUINO et al., (2006); VALE et al., 2006 e MARIZ et
al., (2010)

SERVIN et al., (2006); SILVA (2014); BHAGAT
(2013)

FELIX-SILVA et al. (2014)

MARIZ (2008); MARIZ et al., (2006); ALMEIDA et al.,
(2015); MARIZ et al. 2012; HIROTA et al., (2010).
AQUINO et al., 2006; CORREA,1984; VALE (2006);
HIROTA et al., (2010)

SERVIN et al., (2006); MARIZ et al., (2010)

HIROTA et al., (2010); ALMEIDA et al., (2016);
PEREIRA-Filho et al., (2014).

Fonte: Autor, 2016.

Para dar énfase nas principais acdes da Jatropha gossypiifolia L. de interesse

deste estudo, selecionamos no Quadro 2 as duas principais ag0es: cicatrizante e

citotdxica.

Quadro 2 - Categorizacéao dos estudos segundo acao da J. gossypiifolia L.

Acao

Autor/Ano

Conclusao

Cicatrizante

SERVIN et al., 2006

O extrato Jatropha favoreceu processo

cicatricial e aumento da resisténcia

mecanica.

SANTOS et al., 2006

Houve melhora no aspecto microscopico

com evidente aumento proliferacédo

fibroblastica e reepitelizacéao.
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AQUINO et al., 2006

N&o demonstrou melhora significativa no
processo de cicatrizagdo da sutura da

parede abdominal ventral de ratos.

VALE et al., 2006

O extrato bruto de Jatropha gossypiifolia L.
favoreceu a cicatrizacdo aumentando a
resisténcia das gastrorrafias e a
cicatrizacdo aumentando a coaptacao das

bordas e reduzindo a inflamacéao.

Citotoxica

MARIZ et al.,2006

O extrato etandlico de J. gossypiifolia L.
apresentou  toxicidade aguda  oral
relativamente baixa em ratos Wistar.
Apesar disso, em funcdo das alteracOes
organicas observadas, sugere-se a
continuidade dos estudos mediante a

avaliacdo da toxicidade cronica do produto.

MARIZ et al.,2008

Apenas nos animais tratados com a maior
dose do extrato (5 g/kg) foram observadas
alteracbes em figado e pulméo
evidenciadas por resposta Inflamatoria e
estimulacdo do sistema imunitério. Estes
resultados indicam uma toxicidade aguda

oral relativamente baixa.

MARIZ et al.,2012

A analise histopatoldgica mostra
hepatotoxicidade e danos pulmonares. A
letalidade foi de 46,6% entre os machos
sob a dose experimental mais elevada (405
mg / kg) e 13,3% nas fémeas sob a dose
mais elevada e entre os animais tratados
com 135 mg / kg do produto. Estes dados
mostram a toxicidade crénica oral
significativa de EE de J. gossypiifolia em

ratos.
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Indicou potencial ~mutagénico para
Cromossomos com uso de J. gossypiifolia e
que o latex ¢é utlizado em terapias
ALMEIDA et al., 2015
populares, pode-se ressaltar que seu uso

para fins medicinais pode ser nocivo a

saude humana, especialmente se ingerido.

A referente planta tem como constituinte ativo principal o diterpeno macrociclico
jatrophone ou jatrofana que foi identificado na raiz e suas demais partes, que age
como inibidor do crescimento tumoral (SERVIN, 2006). Apesar de todas essas
vantagens, deve-se levar em consideracdo ndo apenas a eficacia desta espécie, mas
considerar seus efeitos toxicos.

Alguns estudos referentes a toxicidade aguda oral do extrato das partes aéreas
da J. gossypiifolia L. concluiu que esse extrato apresentou baixa toxicidade e que
promoveu alteracfes histolégicas pouco significativas. Corroborando com este
resultado, outro estudo que utilizou a dose de 500 mg/Kg por 30 dias, ndo apresentou
alteracbes hematoldgicas e/ou bioquimicas nos animais (MARIZ et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2016).

Quando usado dose diaria de 5g/Kg do extrato etandlico por 14 dias, foram
observados sinais toxicos gerais, porém € importante frisar que, outros estudos
afrmam que o uso prolongado com extrato, em doses préoximas das doses
terapéuticas, produziu indicios de danos hepaticos, renais e pulmonares (MARIZ,
2008; HIROTA et al., 2010). De um modo geral, a ingestao de partes do vegetal pode
produzir efeitos purgativos e depressores dos sistemas respiratorio e cardiovascular.
Na intoxicacdo surgem, inicialmente, disturbios do sistema digestoério, seguidos de
dores abdominais, diarréia, desidratacéo, insuficiéncia renal e agravo cardiovascular
(MARIZ, 2008).

Num estudo toxicolégico crénico, utilizando ratos Wistar, foram administradas
durante 13 semanas, doses de extrato etandlico das partes aéreas. Verificou-se
toxicidade oral cronica significativas e na dose maxima, houve letalidade de 46,6%
dos animais (MARIZ et al., 2012).

Outro estudo de toxicidade mostrou que, apesar da conhecida toxicidade de
plantas do género Jatropha, a J. gossypiifolia apresenta baixa toxicidade em alguns

experimentos in vivo e in vitro. Em relacdo especificamente a extratos aquosos das
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folhas de J. gossypiifolia foi relatado que o extrato aquoso obtido por extragao do tipo
Soxhlet, até a dose de 2 g/kg em ratos, ndo apresentou toxicidade oral aguda, sendo
considerado, pelos autores, como seguro (SILVA, 2014).

Diante dessas consideracdes, 0 objeto desse estudo volta-se para a Jatropha
gossypiifolia L. que € popularmente conhecida no Brasil como pido roxo, visando
analisar a avaliacdo antimicrobiana e cicatrizante desse extrato na terapéutica de
feridas, com o intuito de gerar evidéncias de um produto eficaz e economicamente
vidvel a populacdo em geral, pergunta-se: Qual a atividade antimicrobiana e
cicatrizante dos extratos da Jatropha gossypiifolia L.?
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3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade citotdxico, antimicrobiano e cicatrizante de extratos das

folhas, galhos e caule da Jatropha gossypiifolia L.

3.2 Objetivos especificos

» Preparar os extratos para fracionamento;

» Realizar a prospeccao fitoquimica;

 ldentificar os metabdlitos secundarios;

+ Verificar a citotoxicidade dos extratos;

+ Identificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos frente as bactérias Gram
positivas e Gram negativas;

» Avaliar a atividade cicatrizante in vitro.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo:

Trata-se de uma pesquisa basica, experimental, que busca gerar novos
conhecimentos para o avango da ciéncia sem aplicagdo pratica prevista. Consiste em
determinar um objeto de estudo, selecionando as variaveis que podem influenciar no
objeto a ser estudado. Este tipo de pesquisa exige um plano ou protocolo do
experimento com passos bem definidos (KAUARK; MANHAES; MEDEIROS, 2010)

4.2 Locais de realizagao

O estudo foi realizado nos Laboratorios de Pesquisa em Tratamento de
Feridas/LPTF e de Quimica Medicinal, ambos da Escola de Enfermagem e Farmacia
da Universidade Federal de Alagoas/UFAL, em parceria com o Laboratorio de Biologia

Celular do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude/UFAL.

4.3 Etapas do estudo

4.3.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado no conjunto Cidade Universitaria/INOCOOP,
coordenadas 9°32'47.3"S 35°47'07.6"W, Rua D, Cep:57072-017, em janeiro de 2016
e encaminhadas para o Instituto do Meio Ambiente (IMA) do Estado de Alagoas, onde
foi devidamente identificada, com MAC n° 241 (ANEXO A).

4.3.2 Obtencéo do Extrato etandlico e seu fracionamento

Foram coletados 05 arbustos de porte médio e em seguida, feita a separacao
manual das partes folhas, galhos e caule da J. gossypiifolia L., apos pesagem 220
gramas de folhas, 280 gramas de galhos e 310 gramas de caule, que foram colocadas
separadamente para secagem em temperatura ambiente por 5 dias, de 07 a 11 de
marco de 2016, apresentando temperatura média de 31°C, de acordo com o site
http://www.accuweather.com/pt/br/maceio/31913/march-weather/31913. A seguir
todo o material vegetal foi colocado em estufa para secagem a 40 °C por 72 horas e

trituradas em um liquidificador. Apos trituracdo foram colocados em recipiente com
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tampa hermeticamente fechada, sendo cada uma num recipiente individual
misturadas ao etanol 98% em temperatura ambiente por 72 horas. A filtracdo foi
realizada a cada 72 horas até o esgotamento da extracao, a cada filtracao, a solucao
extrativa foi concentrada em evaporador rotativo a 40 °C e mantido em dessecador
com silica gel para evaporacdo do solvente residual e obtencdo dos extratos
etandlicos (Figura 3).

Figura 3: Etapas da producédo dos extratos.

N o

Secagem 31°C
| Temeratura média

;
Folhas Galhos Caule

Pesagem h(l\‘/lacerégéo no etanol | Rot?évaporagéo

Fonte: Autor, 2016
Apoés esse processo foram obtidos os extratos brutos etandlicos das folhas,
galhos e caule da J. gossypiifolia L. e para uma separacdo prévia de compostos
bioativos deste extrato, recorreu-se a técnica de extracdo por fracionamento com
solventes organicos de polaridades crescentes, de forma sequencial, hexano,

cloroformio, acetato de etila e metanol. As fragdes foram concentradas em evaporador
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rotatorio a 40°C e mantidas em dessecador com silica gel para evaporacdo do
solvente residual (PARACAMPO et al., 2009).

Os extratos etanolicos foram submetidos a particdo (Figuras 4A e 4B), para
obtencédo das fracdes por separacdo pelo método de filtracdo em silica gel, usando
funil de particao, no qual a mistura desejada foi posta em decantagcao para separacéo
por gravidade. Para acelerar o processo foi agregada ao funil uma bomba de vacuo.
Nesta etapa, os extratos usados foram os das folhas e caule da referida planta,

descartando os galhos, devido ao resultado inviavel da viabilidade celular.

Figura 4A: Esquema para obtencéo das fragbes das Folhas

¥

EEF 9,9 g da J. gossypiifolia L.

Y

RESIDUO

CLOROFORMIO 300 mL
Fracdo Cloroférmica
0,599

RESIDUO

@ ACETATO DE ETILA 300 mL

Fracdo Acetato de Etila
RESIDUO

0,16 g
@ METANOL 300 mL

RESIDUO
(Descartado)

Fracéo Hexéanica
0,38¢

/

/

3AVAIYV10d 3d FLN3IOSTHO WIAAHO INT SFLINIATOS

/

Fracéo Metandlica

1,97 g

NV

Fonte: Autor, 2016



33

Figura 4B: Esquema para obtencéo das fracdes do Caule

EEC 9,6 g da J. gossypiifolia L.

@ HEXANO 300 mL

Fracéo Hexéanica

RESIDUO

@ CLOROFQRMIO
Fracéo Cloroférmica
. 2,049
RESIDUO

@ ACETATO DE ETILA 300 mL

Fracdo Acetato de Etila
0,44 ¢

3AVAldV10d 3d FLNIOSTHD WIAHO INT SFLNIATOS

v RESIDUO Fracdo Metanolica
2,62 g

(Descartado)

Fonte: Autor, 2016

Para a particdo das folhas foi utilizada uma aliquota de 9,9 g do EEF, para tanto
foi utilizado 15 g de silica gel como fase estacionaria e 300 mL de cada solvente
organico como fase movel, um de cada vez, obedecendo a sequéncia hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol. Foi utilizado o mesmo procedimento para o

extrato etandlico do caule com massa de 9,6 g.
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De acordo com a Figura 5, estdo descritos os metabdlitos secundarios que sao
obtidos de acordo com a polaridade dos solventes utilizados para o fracionamento.
Pode-se encontrar nas fragdes oriundas dos extratos etandlicos, as provaveis classes
de metabdlitos secundarios (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Figura 5: Esquema geral da particAo e separacdo dos provaveis e principais

metabolitos secundarios presentes nos extratos da planta.

Extrato Etandlico

Fracédo Kég%;% %‘; Fracdo
Cloroférmica Etila Metandlica

Lignanas Flavonoides
Flavonoides Taninos fl id
metoxilados dvonoides
Xantonas glicosilados
. Sesquiterpenos - .
quiterp Acidos | Taninos
Lactonas triterpénicos .
Saponinas
Triterpenos Saponinas .
P ' P Carboidratos
Cumarinas Compostos
fendlicos

Fonte: Adaptado de Cechinel Filho; Yunes, 1998.

4.3.3 Prospeccao Fitoquimica

A prospeccao fitoquimica é um estudo dos principios ativos vegetais, que tem
como objetivo descobrir 0s principais componentes existentes nas plantas, sua analise
pode identificar os grupos metabolitos secundarios (DA SILVA; MIRANDA; DA
CONCEICAO, 2010). Os compostos produzidos pelas plantas sdo separados em
metabdlitos primérios e secundarios. Os primarios possuem fungao estrutural, plastica
e de armazenamento de energia, estando relacionados a um conjunto de processos
gue desempenham funcdes essenciais na planta, tais como fotossintese, respiracao,
biossintese de aminoacidos e transporte de solutos. Sdo encontrados em todas as
células vegetais e, sdo macromoléculas como acgucares, carboidratos, aminoacidos,

lipideos, proteinas, clorofila e acidos nucleicos (BRAZ FILHO, 2010).
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Ja4 quanto aos metabolitos secundarios, sua presenca nas plantas esta
relacionada com varias funcdes ecoldgicas, possuindo um papel fundamental nos
seus sistemas de defesa contra os ataques de herbivoros, de patdégenos, na
competicdo entre as plantas, na atracdo de organismos benéficos (simbiose,
polinizadores), protecdo contra estresse bidtico (mudancas de temperaturas, radiacado
solar, niveis de agua e luz, deficiéncia de nutrientes minerais). Embora ndo sejam
essenciais para a vida das plantas, eles desempenham essa funcdo importante na
interagé@o delas com o meio ambiente, contribui com aromas, cores e a resisténcia a
doencgas e ou pragas (MOURA, 2015).

Essas funcdes ecoldgicas citadas provavelmente tém alguma relacdo com o
potencial efeito medicinal para os seres humanos, apresentam grande importancia a
humanidade, devido as atividades antibidticas e de importancia farmacéutica, bem
como atividades imunossupressoras e téxicas (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER,
2010). Cabe ressaltar, a importancia desses metabdlitos de espécies vegetais na area
da saude e biotecnologia em decorréncia das atividades biolégicas para a espécie
humana (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Os metabdlitos secundarios podem ser
divididos em trés grupos distintos terpenos, compostos fendlicos e alcaloides.
(VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Nesse estudo a prospeccdo visou identificar os componentes quimicos
presentes nos EEF, EEG e EEC da Jatropha gossypiifolia L., em que se tomou como
base a metodologia descrita por MATOS (2009). Dessa forma, foi pesquisada a

presenca das seguintes classes de metabdlitos secundarios:

Taninos

Os Taninos sdo compostos fendlicos hidrossoliveis com peso molecular
compreendido entre 500 a 3.000 Daltons. Possuem elevado peso molecular, estao
associados aos mecanismos de defesa das plantas contra insetos sao responsaveis
pela adstringéncia das plantas e precipitam alcaloides, gelatina e outras proteinas
formando um complexo insolivel em dgua com estes compostos. Tendo como acdes
farmacoldgicas: antissépticos, antioxidantes, antidotos em intoxicacdo por metais
pesados, cicatrizantes, protetores, reepitelizantes e antidiarreicos (PEREIRA;

CARDOSO, 2012) e muitas atividades fisiolégicas humanas, como a estimulacéo das
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células fagociticas e agédo antitumoral, além das atividades antiinfectivas (MONTEIRO
et al., 2005).

A palavra tanino é largamente usada, particularmente em literatura botanica,
originalmente derivada do termo "tanante”, implicando que o material vegetal produza
couro a partir de peles. Ajudam no processo de cura das feridas, queimaduras e
inflamacdes através de uma camada protetora sobre a pele e ou mucosa danificada
(MONTEIRO, 2005).

Para identificar a presenca de tanino, adiciona-se em um tubo de cada grupo
de extrato: EEF, EEG e EEC, 3 gotas de cloreto férrico FeClz 1 mol/L. ApGs agitacao,
foi observado se houve variacdo da cor, ou formacado de precipitado, o que indica a

presenca de taninos.

Esteroides — Triterpenos

Os esteroides ou triterpenos constituem os 6leos essenciais ou volateis. Seu
interesse terapéutico da-se pela importancia dos glicosideos cardiotdnicos, que fazem
parte desse grupo; interesse por sitosterol, estigmasterol. Destacando-se pela
capacidade de inibir a absor¢éo do colesterol da dieta, reduzindo assim os niveis de
colesterol circulante diminuindo com isso o risco de doenca cardiovasculares
(PEREIRA; CARDOSO, 2012).

O teste consiste em pegar uma amostra 5 mg de cada extrato (EEC, EEG e
EEF) e acrescentar 1 mL cloroférmio (CHCI3). Colocar essa solucao para filtragdo em
um funil com algodédo coberto com sulfato de sédio (NaSO4) anidro para retirada de
agua residual. No tubo de ensaio, apos filtracdo, acrescentar 1 mL de anidrido acético
(C4Hes03) a 2%. Agitar suavemente e em seguida acrescentar 1 mL de acido sulfarico
(H2S04) concentrado, depois agitar novamente para observar a mudanca de cor. A
presenca de cor azul evanescente seguida de verde permanente indica a existéncia
de esteroides livres, caso obtenha-se a cor de parda a vermelho indica triterpenos

presentes.

Flavonoides — Antocianinas — Antocianidinas

Os flavonoides constituem a maior classe de compostos fendlicos de plantas e

sdo classificados em 4 grupos: Antocianinas, flavonas, flavondis e isoflavonas
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(isoflavonoides). Sado pigmentos naturais presentes nos vegetais que desempenham
um papel fundamental na protecdo contra agentes oxidantes, como por exemplo, 0s
raios ultravioletas, a poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes nos
alimentos, entre outros, e atuam também como agentes terapéuticos gracas as
atividade como antioxidante, anti-inflamatério e antitumoral; ainda possui poder
antibiotico provavelmente relacionado formacédo de complexos com as proteinas das
membranas plasmaticas das bactérias (OLIVEIRA et al., 2010; PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Para avaliar a presenca desses componentes foram preparados 3 tubos de
cada amostra. Realizar a acidificacdo dos primeiros tubos com &cido cloridrico (HCI)
0,5 mL ajustando o pH = 3, os segundos tubos foram alcalinizados para pH = 8,5 e
terceiros para pH = 11 utilizando hidroxido de sodio (NaOH) respectivamente. As
mudancas na coloracdo indicam a presenca ou auséncia dos compostos e foram

observadas foram interpretadas de acordo com o Quadro 2 (MATOS, 2009).

Quadro 2 - ColoracbGes indicativas para a presenca de antocianinas e
antocianidinas, flavonas, flavondis e xantonas, chalconas, auronas e
flavanonais.

Constituintes Coloracéao observada

Acido pH=3 Alcalino pH=8,5 Alcalino pH =11

Antocianinas e

S Vermelha Lilas Azul-purpura

antocianidinas
Flavonas, flavondis e

. - Amarela
xantonas

Vermelho
Chalconas e auronas Vermelha - ,
parpuro

Flavanonodis - - Vermelho laranja

Fonte: Matos, 2009.

Saponinas

A palavra saponina ou saponosidio provém do fato de liberarem espuma

guando misturadas com agua a semelhanca do sabdo. Constituem um grupo

particular de heterosidios, possuem uma parte lipofilica (triterpeno ou esteroide) e
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outra hidrofilica (carboidratos), que determina a propriedade de redugédo da tensdo
superficial da agua, caracteristica de sua acdo emulsificante. Esse composto irrita a
mucosa, provoca um relaxamento intestinal, aumentam as secre¢des mucosas dos
bronquios (é expectorante), é também usada como diurético e desinfetante das vias
urinérias e antiinflamatério (SANTOS, 2013).

Para identificacdo de saponinas, acrescentou-se 10 mL de agua destilada no
residuo insoluvel do cloroférmio do teste acima descrito em tubo de ensaio. Em
seguida, a solucao foi agitada vigorosamente durante alguns minutos num tubo de
ensaio fechado. A formagdo de uma camada de espuma e sua permanéncia estavel

por mais de 30 minutos, representa resultado positivo para saponinas.

Alcaloides

Alcaloides sdo substancias basicas nitrogenadas, de origem vegetal, pouco
soliveis em agua e dotados de uma estrutura complexa onde os atomos de nitrogénio
séo parte de um anel heterociclico da molécula. Possui substancias que promovem
efeito no sistema nervoso e muscular, morfina, nicotina e atropina sdo exemplos de
alcaloides usados com fins terapéuticos (SANTOS, 2013).

Para identificar a presenca de alcaloides uma aliquota de 5 mg dos extratos
etanodlicos foram dissolvidas em 1 mL de etanol a 80% e, em seguida, foram
adicionados 4 mL de acido cloridrico (HCI) a 5%. Quatro por¢cbes de 1 mL de cada
solucéo foram separadas em tubos de ensaio e foram adicionadas gotas do reagente

de Dragendorff. A precipitacdo de coloracdo vermelho-tijolo indica reacao positiva.

Teste para Antraquinonas, antronas e cumarinas

Antraquinonas sao compostos organicos derivados do antraceno, formados a
partir da oxidacdo de fendis. Algumas antraquinonas séo utilizadas industrialmente
como pigmentos ou indicadores de pH. Sdo empregados terapeuticamente como
laxativos e catérticos, por agirem irritando o intestino grosso e aumentando a
motilidade intestinal. Principais vegetais que contém antraquinona: Babosa, cascara
sagrada, ruibarbo (SOUZA et al., 2003).

As cumarinas sdo uma série de compostos que possuem em comum um anel

aromatico fundido em um anel de lactonas condensado, tem um principio ativo natural
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existente em diversas plantas como o0 guaco, o agrido, a ipeca, o cumaru, a canela, a
chicéria, entre outras, e em frutas como o morango, a cereja, a framboesa e o
damasco (SOUZA, 2005). Sao utilizadas como fixador de perfumes, aromatizantes de
alimentos, além de possuirem propriedades antibiéticas, broncodilatadora, anti-
inflamatoria, analgésica e também serem utilizadas em tratamentos contra o cancer.
Sua propriedade anticoagulante é exercida de forma indireta, através da inibicdo da
sintese dos fatores de coagulacdo dependentes da vitamina K (PINTO et al., 2015).
Os testes para antraquinonas e cumarinas foram realizados em placas de
cromatografia em camada delgada. Os extratos foram solubilizados em metanol,
aplicados na placa e eluidos com mistura de CHCIlz: MeOH (9:1). Apés eluicao,
borrifou-se KOH 10%, espera a secar e observou-se a presenca das cores indicativas
em luz ultravioleta no comprimento de onda de 365 nm. O surgimento de coloragao

azul é indicativo de cumarina, vermelho de antraquinona, e amarelo de antrona.

4.3.4 Avaliacdo da viabilidade celular pelatécnicado MTT

A citotoxicidade foi avaliada através da utilizacdo do método colorimétrico pelo
sal de metil-tetrazolium (MTT), composto de tonalidade amarela quando em solucgao.
Esse teste tem por objetivo avaliar a viabilidade celular, ja que esse sal é facilmente
incorporado por células viaveis as quais reduzem esse sal através das enzimas
succinato desidrogenase, que se encontra nas mitocondrias ativas num composto
chamado de formazam, insoltvel em agua e de cor violacea (MOSMANN, 1983).

Portanto, a capacidade das células em reduzir o MTT indica que estas estao
metabolicamente estaveis e viaveis (ANVISA, 2012). Assim, quanto mais escura a
coloracdo ao final da reagdo, maior € a viabilidade celular (GOES et al., 2012).

Para os extratos etandlicos das folhas, galhos e caule, as células utilizadas para
este teste foram macrofagos da linhagem J774. J& para as fracbes oriundas dos
extratos etandlicos das folhas e caules da espécie vegetal em estudo, foram utilizados
fibroblastos da linhagem 3T3. A escolha pelos fibroblastos para os demais testes de
viabilidade celular foi embasada no teste scratch assay de cicatrizacéao in vitro que
utiliza essas mesmas tipagem de células.

Os extratos etandlico folhas, galhos e caule da Jatropha gossypiifolia L.,
previamente dissolvido em Etanol, foram diluidos em série no meio RPMI para

obtengcdo das concentragdes finais e adicionadas em placa de 96 pogos (100uL/
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poco). As células (1.5x10° células/poco) foram cultivadas em placas de 96 pogos com
meio de cultura (RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
glutamina e 40 ug/mL de gentamicina). Portanto, as células foram tratadas com
concentragcdes que variam a partir de 62,5, 125 ou 250 ug /mL em meio de cultura
durante 24 h em estufa a 5% de CO2z 37 °C. Apoés a incubacédo, substitui-se 0 meio
anterior por um RPMI fresco, recipiente contendo 100 pL da solu¢do de MTT (500
pg/mL).

ApoGs 4 horas de incubagdo adicional em estufa a 5% de CO2 a 37 °C, o
sobrenadante foi descartado e em cada cavidade foi adicionado a solucdo de
dimetilsulféxido (150 pL/poco). Ap6s 15 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, a absorvancia do produto foi lida apos dissolucdo do precipitado com DMSO
em espectrofotdmetro de placa a 595 nm (SILVA; ALBUQUERQUE, 2011).

4.3.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro

As cepas avaliadas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 31488), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922). A avaliacdo dos extratos e fracdes da J.
gossypiifolia foi determinada pelo teste de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012).

A escolha desses microrganismos foi com base num estudo recente de revisédo
integrativa cujo objetivo foi identificar a microbiota mais frequentes em feridas
cirdrgicas, revelando que os microrganismos mais frequentes sdo Staphylococcus
aureus com 39%, Escherichia coli com 30,4%, Pseudomonas aeruginosa 19,6%,
Staphylococcus epidermidis com 17%, Klesbsiella spp 12,5% e Enterobacter spp
10,7% (SANTOS et al., 2016).

Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi realizada de acordo com a metodologia descrita pelo protocolo
baseado no Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), utilizando
microplacas de poliestireno estéreis, contendo cada uma delas 96 pocos, com 12
colunas (1 a 12), sendo que as 3 ultimas (103, 112 e 122 colunas) correspondem,

respectivamente, ao controle negativo (CN), controle de crescimento (CC) e controle
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de esterilidade da placa (CE). As 8 linhas da placa séo codificadas pelas letras de A
a H e inicialmente, todos os pocos foram preenchidos com 100 pL de caldo Brain
Hearth Infusion (BHI). Um volume de 100 uL da solucéo estoque, na concentracéo de
2000 pg/mL, das diversas amostras vegetais (EEF, EEC, EEG e suas fracdes)
testadas foram inoculadas, em triplicata, nas colunas de 1 a 9 da linha A, alcangcando
uma concentracao final de 1000 pg/mL (CLSI, 2012).

Em seguida, uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada orificio da linha A foi
transferido para os orificios da linha B, e ap6s homogeneiza¢cdo o mesmo volume foi
transferido para a linha C, reproduzindo este procedimento até a linha H,
desprezando-se ap0s homogeneizacdo o excesso da diluicdo, obtendo-se
concentracfes decrescentes do extrato, metade da concentracdo para cada linha a
partir da linha B, em pg/mL (1000 pg/mL - linha A; 500 pg/mL - linha B; 250 pg/mL -
linha D, e assim continuamente, até a concentragdo final de 7,8 pg/mL na linha H)
(CLSI, 2012).

Posteriormente, em cada orificio foram adicionados 5 uL de indculo microbiano.
Os in6culos foram preparados em solucao salina estéril e a suspensao bacteriana foi
determinada pela turvacédo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL),
diluida numa proporcédo de 1:10 para se conseguir uma diluicdo 107 UFC/mL, sendo
a concentracéo final de bactérias entre 5 x 10° UFC/mL e 5 x 10* UFC/pogo, ao
inocular 5 pL dessa suspensao no caldo (CLSI, 2012; FREITAS et al., 2013).

Os pocos das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de controle
do experimento. O orificio 10 foi utilizado para controle negativo (CN), avaliado por
meio da atividade inibitéria do diluente DMSO a 2%, o orificio 11 utilizado para o
controle de crescimento (CC) usado avaliar viabilidade microbiana, foi plaqueado com
caldo de cultivo e inéculo microbiano de 5 pL. No orificio 12 destinado para o controle
de esterilidade (CE), utilizou-se apenas o caldo de cultivo BHI.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 18 horas e
apos este periodo foram adicionados 20 pL de cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolium (TTC)
a 5% em cada poco. O TTC €& um corante incolor na forma oxidada e torna-se
vermelho quando reduzido por acédo enzimatica dos microrganismos vivos, originando
o trifenil formazam, que torna as células vermelhas. Deste modo a mudanca de incolor
para vermelho indica a presenca de microrganismo vivo, 0 que revela auséncia de

atividade das amostras testadas. No entanto, auséncia de coloragdo, significa
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resultado positivo para inibicdo das amostras sobre as bactérias avaliadas (CLSI,
2012; FREITAS, 2013).

4.3.6 Potencial cicatrizante in vitro utilizando Scratch assay

A proliferacao de fibroblastos foi estudada in vitro utilizando um ensaio com
fibroblastos da linhagem 3T3 de tecido de embrido de camundongo. A designacéao
“3T3” se refere ao fato de que esta linhagem celular cresceu originalmente em uma
concentracdo de 3 x 10° células por cm? (primeiro “3”), com um intervalo de
transferéncia (“T”) de 3 dias (segundo “3”) (ABREU, 2008).

Optou-se pela ensaio in vitro e ndo in vivo, tomando como base que hoje ha um
controle mais rigoroso em relagéo ao uso de animais também levando em conta o uso
dos trés Rs (3 Rs) Reduction, Refinement e Replacement, significando a redug&o no
namero de animais possiveis, refinamento ou aperfeicoamento dos métodos e a
reposi¢cao ou substituicdo dos testes, e que teste in vitro, apresentam vantagens tais
como limita o niumero de variaveis experimentais, obtém dados significativos de forma
mais “facil”, menor periodo de execuc¢do e mais acessivel (FRANCO et al., 2014).

Inicialmente, fibroblastos foram adicionados &s garrafas de cultivo estéreis
(poliestireno) contendo meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soros fetal
bovino (SBF) e colocadas em estufa a 5% de CO2 a 37 °C por 24 horas, para
alcancarem alta confluéncia. Apds a constatacdo da confluéncia da monocamada,
realizou-se as subculturas utilizando-se a solugéo de tripsina-EDTA para desprender
as células aderidas.

ApoOs crescimento e serem tripsinizadas, os fibroblastos foram semeados em
placas de 12 pocos (Figura 6) e mantidos em estufa a 5% de CO2 a 37 °C, até
atingirem confluéncia maxima. Constatado a confluéncia, retirou-se o meio de cultura
e foi realizado o ensaio de Scratch fazendo a ferida, ou seja, um risco em linha reta
na regido mediana da placa com a ponta da pipeta de 200 uL. Este procedimento
ocasiona uma ruptura entre as ceélulas, causando uma lesdo mecanica. Para a
remocao dos debridis resultantes da lesé&o, os pogos foram lavados com solugao

salina tamponada com fosfato (PBS).
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Figura 6: Placa de 12 pogos com cultura de fibroblastos
: s =\ s

——

Fonte: FRANCA, 2015 com adaptacdes.

Para avaliacdo do potencial cicatrizante in vitro foi utilizada a analise de
migracao celular por meio do método Scratch assay (Figura 7). Este ensaio esta
fundamentado, na criacdo de uma area de descontinuidade de uma monocamada
celular por raspagem (um risco), ou seja, uma ferida e o acompanhamento do
fechamento desta observando crescimento e migracdo de células em direcdo ao
centro, sendo monitorada por mensuracéo utilizando-se microscopio invertido de fase
(CORY, 2011).

Figura 7: Esquema da técnica Ensaio da raspagem (Scratch assay) : VEDULA et al.,

2013.
A B C
@~

% Convergéncia da ferida = (A-B)x100%
A
Fonte: Adaptado de VEDULA et al., 2013.

Em seguida, as placas receberam os extratos de Jatropha gossypiifolia L. na
concentracdo de 125 pg/mL, estabelecida esta concentracdo ap0s resultados do MTT
com as fracOes das folhas e caules da referida planta, cujos valores na concentragéo

125 ug/mL evidenciou viabilidade celular e auséncia de atividades citotoxicas, isto €,
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acima de 90% da viabilidade, utilizando os tempos de migracdo em horas que foram
de 0, 12 e 24 horas (OLIVEIRA, 2009).

As imagens foram captadas com camera digital acoplada ao microscépio
invertido de fase, utilizando software NIS Elements F 3.2 e foram obtidas do mesmo
campo de visao da ferida, criando pontos de referéncia na parte externa da placa e na
platina do microscopio com marcadores de ponta fina. Assim, a migracdo dos
fibroblastos foi avaliada por meio dessas fotografias, utilizando-se o programa Adobe

photoshop CS5, no qual mensurou-se a area lesional nos momentos 0, 12, 24 horas.
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5 - RESULTADOS

5.1 Prospeccéo Fitoquimica

O estudo fitoquimico do extrato etanélico bruto das folhas, galhos e caule da J.
gossypiifolia L. evidenciou a presenca de metabdlitos secundarios tais como taninos,
esteroides, flavonoides, flavonas e xantonas, sendo mais evidenciados nos extratos

das folhas, conforme Quadro 3 e Figura 8A e 8B.

Quadro 3. Triagem fitoquimica com Extratos Etandlicos das folhas (EEF), galhos
(EEG) e Caule (EEC) da J. gossypiifolia L.

Grupo quimico Avaliacdo Qualitativa
EEF EEG EEC

Taninos + + +
Esteroides + + +
Flavonoides + + +
Flavonas e Xantonas + - -
Saponinas - - -
Alcaloides - - -

Legenda: (-) ausente; (+) presente; Fonte :Mattos, 2009.

Figura 8A. Triagem Fitoquimica para taninos.

Fonte: Autor, 2016.
Mudancas para coloracdo verde escuro, verde claro, EEF, EEC e EEG,

respectivamente, apds a adicao de 3 gotas de FeCls 1%:
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Figura 8B. Triagem fitoquimica para Esteroides

Fonte: Autor, 2016.
Adicionado 1 mL de CsHsO3 2%, agitou-se e em seguida 1 mL de H2SOa,
agitou-se novamente cada frasco, que resultou em verde evanescente (EEF),

verde claro (EEG) e verde mais claro (EEC).

Apos a triagem fitoquimica dos extratos etandlicos decidiu-se implementar este
mesmo procedimento com as fracdes dos extratos das folhas e caules da espécie
vegetal J. gossypiifolia para averiguar a correlacdo entre as fracdes e os metabdlitos

presentes em cada uma delas (Quadro 4 e Figura 9).

Quadro 4. Triagem fitoquimica das fracdes do Caule (EEC) e das folhas (EEF) da J.
gossypiifolia L.

Grupo quimico Avaliacédo Qualitativa
FracOes do Caule Fracdes das Folhas
ClL C2 C3 C4 FL F2 F3 F4
Taninos - - + + + + + +
Esteroides + - + + + - + +
Flavonoides + - - - + + . 3
Flavonas e Xantonas + + + - - + - -
Saponinas - - - - - - - -
Alcaloides - - - - - - - -
Cumarinas + + + + - - - -
Antraquinonas - - - + - - - +

Fonte: Autor, 2016. (MATOS, 2009).
Legenda: (-) ausente, (+) presente ; 1 = fracdo metandlica; 2 = fracdo acetato

de etila; 3 = fracdo cloroférmica; 4= fragdo hexanica.
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Figura 9: Manejo da Triagem Fitoquimica das fracdes da J. gossypiifolia L.

Fonte: Autor, 2016.

Com relacdo ao extrato dos galhos estes ndo foram submetidos ao
fracionamento, por apresentar baixa viabilidade celular no ensaio do MTT, o que
justificou o descarte do mesmo, tendo em vista, que a utilizacédo deste, acarreta danos

para a saude do homem.

5.2 Rendimento dos extratos etandlicos e suas fragdes

Os extratos etandlico das folhas e caules foram fracionados, o extrato etandlico
dos galhos foi separado por apresentar-se severamente téxico, de acordo com o MTT
realizado com os extratos, motivo pelo qual ele foi descartado da continuidade deste
estudo.

Apé6s evaporacao do solvente residual, obteve-se os extratos EEF e EEC. O
rendimento de cada extrato encontra-se descrito na Tabela 1, na qual observa-se que
o EEF apresentam maior rendimento quando comparado ao EEC. A fragao do EEF e
EEC que apresentou maior rendimento foi a metandlica.

O rendimento de uma extracdo ou de um fracionamento é calculado a partir da
relacdo percentual entre a massa de material vegetal utilizada no processo e a massa
do extraido seco. Dessa forma, partindo-se de 220 g de folhas secas e 310 g de caule
secos da droga vegetal, foram obtidos 9,90 g de EEF e 9,60 g EEC, rendimento de

4,5 % das folhas e 3,1 % do caule em relagédo a droga vegetal.
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Tabela 1: Rendimento dos extratos etandlicos de J. gossypiifolia L. suas fracbes

Extratos Rendimentos (g)
EEF 9,90
Fracao hexanica do EEF 0,38
Fracéo cloroférmica do EEF 0,59
Fracéo acetato de etila do EEF 0,16
Fracdo metandlica do EEF 1,97
EEC 9,60
Fracédo hexanica do EEC 1,02
Fracao cloroformica do EEC 2,04
Fracao acetato de etila do EEC 0,44
Fracdo metandlica do EEC 2,62

Fonte: Autor, 2016

5.3 Ensaio de Viabilidade Celular pelo Método MTT

Este ensaio foi realizado pelo método do MTT frente a macréfagos J774, para
avaliar possivel citotoxidade dos extratos etandlicos brutos (Tabela 2 e Figura 10).

Tabela 2: Percentual de células viaveis por concentracdes no ensaio de MTT

Grupo Concentragoes Viabilidade Celular %
(Hg/mL)

Veiculo Etanol - 104 + 2,86

62,5 77,9 £ 4,57

C1 125 87 + 2,87

250 82 + 6,49

62,5 51+2,04

F1 125 49,98 + 2,97

250 54,74 £ 0,75

62,5 52,12 + 1,59

Gl 125 39,29 £ 10,10

250 32,44 + 3,58

Fonte: Autor, 2016. Os extratos etanodlicos do Caule (C1), extrato etandlico
da folha (F1) e extrato etandlico dos galhos (G1).
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No referido ensaio foi utilizado a escala de citotoxicidade proposto por Sletten
e Dahl, que classifica segundo os niveis de viabilidade celular em porcentagens da
seguinte forma: ndo citotoxico quando igual ou maior que 90% da viabilidade celular;
levemente citotoxico de 80 a 89%; moderadamente citotoxico 50 a 79% e
severamente citotdxico menor que 50% (OLIVEIRA, 2009).

Figura 10: Viabilidade celular dos extratos etandlicos de Jatropha gossypiifolia.

VIABILIDADE CELULAR FRENTE
AOS E.E. da Jatropha gossypiifolia L.

% 450
= 3 62,5 ung/ mL
< CJ 125 pg/ mL
= 100 Bl 250 ng/ mL
S
wl
a
< 50
a
=
@
<
> 0 T
SO <o < o
<&
<

Extratos do Jatropha

Fonte: Autor, 2016.

O extrato etandlico dos galhos da Jatropha gossypiifolia L. causou lise celular
em mais de 50% nas trés concentracdes testadas, inviabilizando o prosseguimento
do estudo com essa amostra. Por isso, optou-se por realizar um novo teste MTT com
as fracdes hexanicas, cloroférmicas, acetato de etila e metandlicas do caule e das
folhas, cujo resultados estédo descritos na Tabela 3, Figuras 11 e 12.

Apoés resultado dos extratos brutos foi realizado o teste de viabilidade celular
pelo método do MTT, com as fragBes das folhas e do caule utilizando fibroblastos 3T3.
Estas células desempenham um papel fundamental para a producéo de colageno, que
€ uma proteina de importancia estrutural na formacdo da matriz extracelular e
abundante no corpo humano e no reino animal. Portanto, os fibroblastos séo as células
responsaveis pela formacao da matriz extracelular (CAMPOS, 2007). A escolha pelos
fibroblastos 3T3, se apoiou na necessidade de realizacdo do Scracth assay, que €

feito com fibroblastos desta linhagem.
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Tabela 3. Efeito das fragbes dos extratos das folhas e do caule da Jatropha

gossypiifolia L. na viabilidade celular dos fibroblastos 3T3.

Amostra Concentracoes  \jiahilidade Celular
(Mg/mL) %

. 62.5 108 + 3,59

C1 - fragdo metandlica 125 117,8 + 6,79
250 132,8 +7,83

62.5 115,3 + 3,8

C2 - fracéo acetato 125 88,53 + 4.02
250 67,2 +1,63

. 62.5 93,03 + 6,86

C3 —fragao cloroférmica 125 110,2 + 1,93
250 147,7 + 6,64

. 62.5 97,78 + 2,88

C4 — fragéo hexanica 125 92,42 + 551
250 67,85+ 5,19

. 62.5 103,80 + 2,75

F1 - fracdo metandlica 125 128,91 + 4,95
250 225,81 + 13,39

62.5 118,52 + 4,87

F2 — fracdo acetato 125 105,52 + 3,62
250 99,29 + 3,6

o 62.5 89,46 + 7,24

F3 — fracao cloroformica 125 79.28 + 4,22
250 45,22 + 0,69

_ 62.5 87,01+2,1

F4 — fracdo hexanica 125 76,11+ 1.0
250 78,72+ 3,74

Fonte: Autor, 2016.

O efeito das fragbes obtidas de folhas e caules da Jatropha gossypiigolia L. na
viabilidade dos fibroblastos 3T3 (Figura 11) demonstra que as fracdes metandlica e
cloroférmica do caule potencializaram a viabilidade. No tratamento com essas fracdes
observou-se que a medida que as concentragdes foram aumentando também ocorreu
a proliferacéo da viabilidade dessas células. E importante frisar que, na concentracio
de 250 yg/mL foi capaz de aumentar a viabilidade dos fibroblastos em 30% e 45%,
respectivamente.

As fragcbes em acetato de etila e hexanica na concentragédo 62,5 pg/mL néo
mostraram atividade citotoxicas nessas células. Contudo, estas fra¢cdes diminuiram a

viabilidade celular & medida que suas concentracdes foram aumentadas. Assim na
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concentracdo de 250 pg/mL foram obtidos indices abaixo de 70% sendo classificado
como moderadamente citotoxico. Por isso, optou-se dar prosseguimento ao estudo
utilizando a concentragao 125 pg/mL pois foi a concentragdo que melhor apresentou

resultados na viabilidade celular.

Figura 11: Viabilidade celular das fragdes do caule

VIABILIDADE CELULAR FRENTE AS FRACOES
DO CAULE da Jatropha gossypiifolia L.

200
S J 62,5 ug/mL
T 150 125 pg/mL
= [ 250 ug/mL
(&) — —
Q 100-HH
]
o
= so-H H
0
>
s i T

PXIPS TIP> oded
Extratos das fragces do caule da Jatropha
Fonte: Autor 2016.
Legenda: C equivale as fracBes do caule; C1 equivale a fracdo metandlica; C2

equivale a fracdo acetato de etila; C3 equivale a fracdo cloroférmica e C4 a
fracdo hexanica.

A viabilidade dos fibroblastos foi observada em todas as concentracdes das
fracbes metanolica e acetato de etila das folhas. No entanto, nas fragdes cloroformica
e hexanica a citotoxidade foi evidenciada (Figura 12). A viabilidade dos fibroblastos foi
observada em todas as concentra¢gdes das fragdes metandlica e acetato de etila das
folhas. No entanto, nas fraces cloroférmica e hexéanica a citotoxidade foi evidenciada
(Figura 12).
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Figura 12: Viabilidade celular das fra¢gdes das folhas.

VIABILIDADE CELULAR FRENTE AS FRACOES
DAS FOLHAS da Jatropha gossypiifolia L.

250

o - CJ 62,5 pg/mL
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) ]
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ﬁ 504
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Extratos das fragdes das folhas da Jatropha
Fonte: Autor 2016.
Legenda: F equivale as fracGes das folhas; F1 equivale a fracdo metandlica; F2

a fracdo de acetato de etila; F3 a fracdo cloroférmica e F4 a fragdo hexanica

5.4 Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi realizada, inicialmente, com os extratos (Tabela 4) e foi repetida com
as fracdes oriundas destes extratos.
Tabela 4. Concentracdo inibitéria minima/CIM dos extratos brutos da Jatropha

gossypiifolia L.

Amostras testadas CIM (pg/mL)
Microrganismos

S. aureus S. epidermidis  P. aeruginosa E. coli
FOLHAS
Extrato Etandlico 500 500 500 -
GALHOS
Extrato Etandlico 1000 250 500 i
CAULE -
Extrato Etandlico 1000 500 1000 -

Fonte: Autor, 2016.
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Um grande namero de bioensaios tem sido utilizado para avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos de plantas, com a finalidade de encontrar o melhor agente
antimicrobiano. Dentre os testes disponiveis para atividade antimicrobiana encontra-
se a microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012). A CIM realizada com as fragbes oriundas
dos extratos em etanol das folhas e caules revelou que as fragcdes néo foram capazes
de apresentar atividade inibitoria para as bactérias no teste de microdiluicdo em caldo.
(Tabela 5)

Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima das fracbes das folhas e do caule da

Jatropha gossypiifolia L.

Fracdes Microrganismos/CIM (ug/mL)

Partes da planta (FOLHAS) S. aureus S. epidermidis P. aeruginosa E. coli
Metandlica - - - -
Acetato de etila - - - -
Cloroférmica - - - -
Hexanica - - - -

Partes da planta (CAULES)

Metanodlica - - - -
Acetato de etila - - - -
Cloroférmica - - - -

Hexanica - - - -

Legenda: ( - ) Nao houve inibicdo. Fonte: Autor, 2016.

5.5 - Potencial cicatrizante in vitro utilizando Scratch assay

A migracao dos fibroblastos é um passo chave para a cicatrizacdo adequada
das feridas, por desempenharem um papel importante na producéo e deposicdo de
componentes da matriz extracelular, tais como o colageno (CHEN, et al., 2014,
ZHANG, et al., 2016). Assim, decidiu-se avaliar os efeitos das fragdes metandlica,
acetato de etila, cloroférmica e hexanica das folhas e caules da Jatropha gossypiigolia

L. na migracao dos fibroblastos.
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Para isso, foi usada a técnica scratch assay que € um método de facil manejo
e baixo custo, além de quantificar a migracédo celular in vitro (LIANG; PARK; GUAN;
2007). As Figuras 13 e 14 , mostram os efeitos das fracGes das folhas e do caule de
Jatropha gossypiigolia L. na migracao de fibroblastos. Na Figura 13 os fibroblastos
tratados com a fracdo metandlica das folhas de Jatropha gossypiigolia L. a 125 ug /
mL exibiram um aumento na migracao nos tempos de 12 h e 24 h quando comparados

com células tratadas com meios de cultura.

Figura 13: Efeito das fracbes das folhas na migracao dos fibroblastos pela técnica de

Scratch assay.

A CONTROL METHANOLIC ACETATE CHLOROFORMIC HEXANIC

Oh

12h

24h

Fonte: Autor, 2016

A fracdo metandlica das folhas de Jatropha gossypiifolia L. acelera a migracéo
dos fibroblastos 3T3. Estes fibroblastos foram semeados em placas de 12 pocos de
um dia para o outro e as células foram arranhadas e incubadas com fracdo metandlica
(125 pg/mL) ou meios de cultura. Observa-se ainda na Figura 13 que a fragdo
metandlica pode ser uma alternativa viavel, para investir em novas pesquisas que
proporcione a segurancga necessaria para 0 uso desta espécie vegetal no tratamento
de feridas. Este mecanismo de migracao celular esta melhor visualizado na Tabela 6

e na Figura 14.
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Tabela 6 —Efeito da fragdo metandlica das folhas na migracéo dos fibroblastos 3T3 no

decorrer do tempo em horas.

Controle Fracdo metandlica das folhas
Tempo : :
Média Sem N Média Sem N
12h 15,89 0,45 6 22,8 0,71 4
24h 32,05 1,46 6 46,76 1,32 4

Fonte: Autor, 2016

A andlise da taxa de migracao foi expressa como uma porcentagem de

migracdo. Teste t de Student, *** p <0,001 (controle versus fracdo metandlica).

Figura 14: Analise da taxa de migracéo
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Fonte: Autor, 2016

A Figura 15 refere-se a acdo das fracOes dos caules na migracdo dos
fibroblastos, os quais ndo apresentaram resultados significativos em nenhuma dessas
fracbes. Constatou-se que os tratamentos com as fragdes conduziram mudancas

nestas células inibindo o processo de migragdo, exceto para a fragdo metandlica.



Figura 15: Efeito das fracdes do caule na migracéo dos fibroblastos.
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Fonte: Autor, 2016
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6 - DISCUSSAO

Identificou-se na J. gossypiigolia do presente estudo os metabdlitos
secundarios taninos, flavonoides, esteroides e cumarinas. Estes achados corroboram
com o estudo de Mariz et al. (2010). J4 testes de prospeccéo fitoquimica realizados
por Hirota et al. (2010), com plantas do mesmo género identificaram a presenca de
alcaloides, taninos, flavonoides, esteroides e saponinas. Outro estudo encontrou
metabdlitos secundarios como taninos, flavonoides, esteroides e saponinas nas
diferentes partes da J. gossypiifolia 0 que corrobora com a presente pesquisa (FELIX-
SILVA et al., 2014). Entretanto, metabdlitos como terpenoides, quinonas, resinas,
lactonas, lignanas relatados por Hirota et al. (2010) e Félix-Silva et al. (2014) nao
foram encontrados nos extratos estudados nesta pesquisa.

Santos (2014) relata que o género Jatropha possui varios metabdlitos
secundarios como &cidos organicos, alcaloides, carotenos, fenois, fitoesteroides,
flavonoides, glicosideos, lactonas (cumarinas), lignanas, mucilagens, pectinas,
polissacarideos, quinonas, saponinas, taninos e terpenos, o que O caracteriza como
um género que apresenta diferentes atividades biologicas, dentre elas, a
antimicrobiana, anti-inflamatéria e adstringente. Outros estudos fitoquimicos
constataram a presenca de acucares, alcaloides, aminoacidos, esteroides, cumarinas,
lignanas, flavonoides, proteinas, saponinas, taninos e terpenos nos extratos brutos
(DEVAPPA et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).

A presenca de taninos nas fracbes das folhas confirma o forte traco deste
metabdlito na referida espécie vegetal. Na triagem fitoquimica dos extratos da J.
gossypiifolia foram identificados taninos em todos os extratos, porém isto foi mais
evidente no das folhas. Comparando-se os resultados do extrato etandlico das folhas
com as fracdes provenientes deste extrato (Quadros 3 e 4), pode-se observar sua
presenca em todas as fragdes desta parte da planta.

Estes metabdlitos secundarios sado estruturas complexas de baixo peso
molecular e que possuem atividades biolégicas marcantes e apresentam baixas
concentragdes (BERG; LUBERT, 2008). Eles sdo essenciais para a sobrevivéncia e
continuidade das espécies vegetais, pois tém como fun¢des a prote¢do contra ataques
de herbivoros, ataque de patdgenos, competicdo com outros vegetais, favorece a
atracdo a polinizadores dentre outras. E provavel que essa importancia ecoldgica

tenha alguma relacéo com potencial efeito medicinal para seres humanos (PEREIRA,
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2012). Assim sendo, os taninos tém acao antioxidante, antisséptica, cicatrizante e tém
sido atribuidas a eles muitas atividades fisiologicas humanas, como a estimulacéo das
células fagociticas, acao antitumoral e atividades anti-infectivas (MONTEIRO et al.,
2005).

Pesquisa realizada mostrou que em plantas deste género a presenca de
alcaloides tem sido relatada por varios autores (FELIX SILVA et al., 2014), o que
contraria os resultados aqui encontrados, cujos teste foram negativos. E importante
salientar que foram repetidos os testes para deteccdo desse metabdlito secundario,
porém os resultados foram mantidos.

Quanto aos esteroides estes foram encontrados em todos os extratos e nas
fracbes, no entanto, ndo foram identificados naquelas em acetato de etila. Estudo
realizado por Almeida (2016) também identificou esse metabdlito em folhas e caules
da espécie J. gossypiifolia. Estes pertencem a maior classe de metabdlitos
secundarios, 0s quais em geral sdo insolUveis em agua, atuam como toxinas e como
repelentes para muitos insetos e mamiferos herbivoros. O interesse terapéutico por
essa classe da-se pela presenca do sitosterol e estigmasterol, que servem de matéria-
prima, principalmente, para a producédo de anticonceptivos, anabolizantes e anti-
inflamatérios (FRACARO et al., 2004; CASTEJON, 2011).

J& a identificacdo de flavonoides, flavonas e xantonas na espécie vegetal em
estudo foi observada, paralelamente, nas fracbes em metanol do caule e acetato de
etila das folhas. Estes achados corroboram com aqueles encontrados em estudo
anterior (SABANDAR et al., 2013). Essas classes de metabdlitos apresentam
importantes atividades terapéuticas como anticarcinogénicos, anti-inflamatorios e
antivirais (ARAUJO, 2008). Outra atividade relacionada aos flavonoides é sua acéo
antioxidante devido a presenca de hidroxilas aromaticas. Alguns flavonoides como
rutina e quercetina tém mostrado melhor atividade antioxidante do que o &cido
ascorbico que é considerado um potente redutor. Os flavonoides possuem ainda
propriedade antibiética provavelmente relacionada a capacidade de formar complexos
com proteinas solGveis e com a parede de células bacterianas (FLAMBO, 2013).

Com a prospeccao fitoquimica dos extratos etandlicos e das fracbes da
Jatropha gossypiifolia L. evidenciou-se a presenca de metabdlitos secundarios de
grande importancia biolégica. No entanto, os resultados de diferentes prospeccdes
podem sofrer variagbes e discrepancias devido as técnicas de separacao

empregadas, os solventes utilizados e a sua polaridade. Por isso, diferentes
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resultados podem ocorrer em comparacgdes qualitativas e até mesmo quantitativas dos
metabolitos secundarios de uma mesma espécie, sendo isto relacionados ao solo,
periodo climatico, horario da coleta de material, parte utilizada da planta dentre outros
fatores (SILVA et al., 2011).

A massa total de folhas colhido foi de 220 gramas das quais o rendimento foi
de 4,5% que correspondem a 9,9 gramas em fracionamento realizado nesse estudo
houve perda de 68,7% da massa, isto &, 6,8 gramas, restando desse total 3,1 gramas
para realizacdo dos testes. Nesse processo das amostras citadas 21,5% delas séo
soluveis em solventes organicos mais polares (fragdes metandlica e acetato de etila)
e 9,7% séao soluveis em solventes menos polares (frac6es hexanica e cloroférmica),
indicando que grande parte dos constituintes presentes nas amostras apresenta maior
polaridade e consequentemente, maior solubilidade nesse tipo de solvente. Resultado
confirmado por um estudo feito por VEIGA (2008), demonstrando que suas amostras
sdo soluveis em solventes mais polares.

Em relacdo ao extrato bruto do caule este possuia 310 gramas dos quais 0
rendimento foi de 3,1% que correspondem a 9,6 gramas. No processo de
fracionamento das 9,6 gramas, foram perdidos 36,20 % que corresponde a 3,48
gramas restando 6,12 gramas para realizacdo dos testes. Observou-se que houve
resultado equiparado para solventes polares e apolares, cerca de 31,90% da amostra
séo soluveis em solventes mais polares e 31,90% menos polares.

Quanto a citotoxicidade, inicialmente, os extratos brutos foram testados frente
aos macréfagos J774, que apresentaram resultados levemente citotoxico, para
aqueles procedentes dos caules nas concentracdes 62,5; 125 e 250 yg/mL. Ja os
oriundos das folhas, nas mesmas concentracdes obtiveram resultados
moderadamente citotéxico, enquanto o resultado dos galhos, também nas mesmas
concentragdes evidenciou citotoxidade severa, com mais de 50% de inviabilidade, o
que impossibilitou o prosseguimento do estudo com essa parte da planta.

Os dados da presente pesquisa contrariam o estudo de Silva (2014) ao realizar
a citotoxidade frente a células HEK-293 nas concentracdes de 62,5; 125; 250 e 500
Mg/mL oriundas do extrato bruto das folhas de J. gossypiifolia obtido por decoccéo, o
qgual nao foi evidenciado efeito citotéxico. Sendo, portanto, considerado com 100 %
de viabilidade celular.

Os testes de viabilidade celular com as fracGes dos extratos das folhas e caules

da J. gossypiifolia foi realizado com fibroblastos 3T3, devido ao fato de que os
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fibroblastos sdo a maior fonte de proteinas na matriz extracelular e responséaveis pela
producdo de colageno, favorecendo a cicatrizagdo por meio do processo de
neoangiogénese. Nestes testes foi observado que, as fragcbes metandlica e acetato
de etila, nas concentracfes de 62,5; 125 e 250 yg/mL apresentaram-se atoxicas, isto
€, a viabilidade celular foi maior que 90%, enquanto a fracdo cloroférmica na
concentracdo de 250 pg/mL apresentou resultado severamente toxica, com
viabilidade menor que 50%. Praticamente, todas as fracbes do caule néo
apresentaram citotoxidade, exceto a acetato de etila e a hexanica nas concentragoes
250 pg/mL consideradas moderadamente citotoxica com percentagem entre 50 a 79%
de viabilidade (OLIVEIRA, 2009).

Conforme mostrado na Figura 12, a concentracdo de 250 ug/mL da fracdo
cloroférmica induziu um declinio no niumero de células viaveis, levando a uma reducao
de 50% (p <0,001) da viabilidade celular, bem como, para a fragdo hexanica, que
diminuiu a viabilidade dos fibroblastos 3T3 em todas as concentracdes testadas.

Paralelamente, estudos toxicolégicos pré-clinicos em ratos tratados com o
extrato etandlico de partes aéreas da J. gossypiifolia demonstraram toxicidade aguda
oral baixa, no entanto seu uso prolongado em modelo animal de toxicidade cronica
revelou danos hepaticos, pulmonares e renais graves. Esses autores indicam que
mais estudos devem ser realizados para elucidacdo do potencial citotoxico desta
planta (MARIZ et al., 2006; MARIZ, 2007; MARIZ et al., 2008; MARIZ et al., 2010).

Com relacdo a CIM observou-se na Tabela 4, que os extratos de J. gossypiifolia
induziram inibicdo do crescimento frente as bactérias testadas, ao tempo em que o
extrato etanodlico das folhas apresentou uma CIM de 500 pg/mL para as bactérias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, e Pseudomonas aeruginosa,
enquanto o extrato etanodlico dos galhos expds uma inibicdo de 1000, 500 e 250
pug/mL, e o extrato etandlico dos caules exibiu atividade antimicrobiana em 1000, 500
e 1000 pg/mL, respectivamente. Observou-se também que, os extratos testados ndo
foram capazes de promover a inibicdo do microrganismo E. coli.

Outro estudo de Kumar et al. (2006) identificaram a acdo antimicrobiana da J.
gossypiifolia frente a oito microrganismos testados (Bacillus cereus var. mycoides, B.
pumilus, B. subtilis, Bordetella bronchiseptica, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus faecalis e Candida albicans). Ainda, corroboram com os resultados de
Santos (2014), em que extratos da J. gossypiifolia apresentaram atividade contra P.

aeruginosa e Bacillus subtilis. Os resultados da presente pesquisa, também,
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corroboram com os relatos descritos por SABANDAR et al. (2013) que afirmam que
0s extratos do género Jatropha possuem acao antibacteriana.

Outro estudo a respeito da atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos
da raiz, caule e folhas de Croton pulegioides Baill, pertencente a mesma familia da
Jatropha concluiu que o extrato metandlico do caule apresentou atividade
antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus e S. epidermidis, enquanto
0 extrato metandlico das folhas ndo apresentou atividade. Por outro lado, para
ARRAIS et al. (2014), todos os extratos foram inativos nas concentragdes avaliadas
frente as bactérias Gram-negativas utilizadas no estudo (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae), resultado este que também foi observado
Nos ensaios antimicrobianos in vitro, na atual pesquisa.

Em um estudo realizado por CAMELO (2015) foi revelado que o latex da
Jatropha molissima apresentou atividade antifungica baixa com CIM 512 pug/mL para
Candida albicans e acéo bacteriostatica frente a S. aureus e E. faecalis, denotando-
se assim, o efeito bacteriostatico. Com relacdo sua acdo frente as bactérias P.
aeruginosas e E. Coli ndo foi evidenciado atividade antibacteriana, atribuindo-se esse
fato, a estrutura da parede celular desses microrganismos, por possuirem parede
celular com dupla membrana externa dificultando com isso a entrada desses
metabalitos.

Outro estudo conduzido por FELIX et al. (2014) confirmou a atividade
antibacteriana dos extratos de folhas extraidas em cloroférmio e metanol contra a
Salmonella typhi, P. aeruginosa, S. aureus e Candida albicans. Estudo realizado com
extratos metandlicos e de acetato de etila do latex da Jatropha multifidia mostram que
estesforam ativos contra 0s seguintes microrganismos: Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, E.Coli, Klebsiella pneumoniae e
Candida sp. (ARANSIOLA et al., 2014). Resultado este, diferente do encontrado no
presente estudo, em que ao fracionar os extratos das folhas e caules, néo foi
encontrado atividade antibacteriana, como observado na Tabela 5.

Hirota et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana de fracbes em acetato
de etila e metanol de J. gossypiifolia evidenciando que houve inibicdo do crescimento
de S. aureus e C. albicans nestas fracbes, 0 que contesta os dados obtidos no
presente estudo. Outra pesquisa a respeito da avaliagdo microbiologica de fracdes da
J. gossypiifolia L. realizado por Veiga (2008) demonstrou a eficacia da fracéo

cloroférmica frente a S. aureus e C. albicans na dosagem de 250 mg/mL a 500 mg/mL,
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respectivamente, o que também contraria os resultados aqui obtidos. E apresentou
resisténcia frente a todas as fracdes para os microrganismos P. aeruginosa, E. coli
corroborando com os dados da presente pesquisa.

Destaca-se neste estudo, no que diz respeito as fragcdes, que possivelmente, a
inibicdo apresentada nos extratos e ausente nas fracdes seja decorrente do
sinergismo dos metabdlitos secundarios, que ao se realizar o fracionamento houve
uma separacdo dos mesmos podendo a acao antimicrobiana ter sido inativada. Melim
(2011) vem corroborar com esta evidéncia ao descrever que a real eficacia de uma
planta medicinal pode ndo ser devido a um componente ativo principal, mas a agao
combinada de diferentes compostos. E ainda reforca, que em muitos casos o
sinergismo dos metabdlitos secundarios potencializa a acédo biolégica de inUmeras
espécies vegetais.

Neste estudo a avaliacdo da cicatrizagao foi realizada utilizando-se de um
bioensaio in vitro com o emprego do Scratch assay, o qual avalia a migragao celular
nos intervalos de tempos de 0, 12 e 24 horas. Esta técnica baseia-se na criacao de
uma interrupcao de continuidade de uma monocamada celular, ou ferida, em que o
acompanhamento do fechamento desta lesdo € realizado por observacao em
microscopio invertido de fase (LIANG; PARK; GUAN, 2007). Este método foi utilizado
com intuito de observar a acéo cicatrizante in vitro das fragcdes dos extratos das folhas
e dos caules, por meio da migracéo celular dos fibroblastos 3T3.

O tempo 0 (zero) consiste no momento em que se realizou a ferida/risco e ndo
h& presenca de células fibroblastica, no espaco induzido. Para as fra¢cdes do caule
nao foi observado a migracao dessas células em nenhum dos tempos. Para as fracfes
das folhas ocorreu uma migracdo significativa na fracdo metandlica (45%), sendo
observado um aumento mais acentuado na taxa de migracdo, quando se utilizou a
concentracédo 125 pg/mL, o que demonstra a possibilidade dessa fragdo ser uma

alternativa para a producéo de um fitoterapico para o tratamento de feridas.
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7- CONCLUSAO

O estudo com a espécie vegetal J. gossypiifolia iniciou-se com a obtencédo da
matéria prima (folhas, galhos e caules), da referida planta para serem produzidos
extratos e fracdes, os quais foram submetidos a prospeccéo fitoquimica, seguido de
investigacao da atividade citotdxica, antimicrobiana e cicatrizante in vitro, concluindo

que:

v Na obtenc¢éo dos extratos e fracGes da referida espécie vegetal foi observado
gue gquanto ao rendimento a relacédo entre extrato e fracdes ficou em torno de

4,5% das folhas e 3,1% dos caules desta espécie vegetal;

v A prospeccdao fitoquimica identificou a presenca dos seguintes metabdlitos

secundarios taninos, esteroides, flavonoides, flavonas e xantonas;

v' Os resultados do MTT indicaram que o extrato dos caules apresentou
viabilidade celular de levemente citotoxico a ndo citotéxico, enquanto o extrato
das folhas foi moderadamente citotdéxico. JA os galhos o resultado foi
severamente citotoxico, inviabilizando o prosseguimento do estudo com essa

amostra;

v" A CIM do extrato das folhas foi de 500 pg/mL para as bactérias S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa, enquanto o extrato etandlico dos galhos expos
uma CIM de 1000, 500 e 250 pg/mL e o extrato etandlico do caule exibiu
atividade antimicrobiana em 1000, 500 e 1000 pg/mL, respectivamente.
Observou-se também que, os extratos testados ndo foram capazes de

promover a inibicdo do microrganismo E. coli.

v" A CIM realizada com as fracdes oriundas dos extratos etandlicos das folhas e
caules ndo apresentaram atividade inibitéria para as cepas bacterianas

testadas.

v" A avaliacdo cicatrizante pelo método do Scratch assay, evidenciou que a

fracdo metandlica das folhas propiciou um aumento de 45% na migracdo dos
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fibroblastos, sinalizando a possibilidade dessa fragao ser uma alternativa para

a producédo de um fitoterapico para o tratamento de cicatrizacdo de feridas

v’ Estudos com esta espécie vegetal devem ser continuados para isolamento do
principio ativo para melhor investigacéo da atividade cicatrizante.
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ANEXOS

ANEXO A - DECLARACAO DO IMA

Im n Herbé;‘i(ﬁnAC

INSTITUTO DO MEXO AMBENTE

ESTADO DE ALAGOAS
——r e

INST[TUTO DO MEIO AMBIENTE DO ESTADO DE ALAGOAS - IMA
HERBARIO MAC
Av. Major Cicero de Gées Monteiro, 2197, Mutange.
CEP 57017-320, Maceié — AL, Brasil
Site www.ima.al.gov.br email herbariomac.ima@gmail.com

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que a planta utilizada na pesquisa de Paulo
Sérgio Gomes da Silva ¢ semelhante a amostra da mesma espécie coletada, por
G.L Esteves n°col.183 em 05/12/1977 e depositada no Herbario MAC do Instituto do

Meio Ambiente do Estado de Alagoas. Trata-se de:

Reg. MAC _ N° Col. Familia Espécie Det.

241 183 Euphorbiaceae Jdtropha gossypiifolia L. G.L.Esteves

OBS: Recomenda-se a citagio, no corpo do trabalho, que a identificagdo do material
estudado foi efetuada pelos técnicos do Herbario MAC do Instituto do Meio

Ambiente.

Maceid, 15 de Fevereiro de 2016.

%@ yt\z oo
Rosange Pereira deL Lemos

Curadora do Herbario MAC
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