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RESUMO

A Jatropha multifida ou Adenoropium multifidum (sinonimia), conhecida popularmente como
planta-coral, coral, flor-de-coral, flor-de-sangue, balsamo, mertiolate, um arbusto, cujas flores
vermelhas com anteras amareladas, parecem pequenas pecas de coral e caule com presenca de
latex. Muito usada na medicina popular, como purgativa, contra gonorreia, diurética,
cicatrizante e anti-inflamatoria. O objetivo desta pesquisa foi verificar a atividade antioxidante
e antimicrobiana do latex in natura e liofilizado da J. multifida. O latex foi coletado no
municipio de Igreja Nova/AL e posteriormente foi submetido ao processo de liofilizacéo,
originado assim os extratos in natura e liofilizado utilizados no estudo. Foram realizados os
testes de prospeccdo fitoguimica, da atividade antioxidante e atividade antimicrobiana. A
atividade fitoquimica dos extratos do latex realizada confirmou a presenca de saponinas,
flavonoides, antraquinonas e taninos. Os resultados mostraram que o extrato do latex in natura
e liofilizado apresentaram atividade antioxidante moderada, podendo ser considerado como
promissora fonte de combate aos radicais livres, porém os valores encontrados no latex
liofilizado (73,1 pg/mL) foram mais expressivos na concentracdo a 5% do que o latex in natura
(84,5 pg/mL). Para atividade antimicrobiana ambos os extratos apresentaram uma CIM de 15,6
ug mL* e uma CBM de 125 pug mL* frente S. epidermidis e E. faecalis, E. aerogenes mesmos
valores para os extratos de CIM 125 pg mLte CBM de 125 pug mL™. Para S. aureus a CIM
foi igual para ambos os extratos de 125 pg mL™ porém, a CBM foi melhor no liofilizado
apresentando o mesmo valor da CIM, o0 mesmo aconteceu frente a P. aeruginosa. Diante da E.
coli o latex liofilizado apresentou uma CIM melhor 125 pg mL™ mais na CBM o latex in natura
apresentou uma melhor atividade CBM 125 pg mL™. J& frente a cepa fungica C. albicans
ambos os extratos apresentaram atividade fraca tanto para CIM que foi de 500 pg mL*e CBM
de 1000 pg mL™. Conclui-se que o latex in natura e liofilizado da J. multifida podem ser
considerados potenciais agentes antimicrobiano e antioxidante, porém o latex liofilizado
mostrou-se com 0s melhores resultados nos testes realizados sendo um promissor para ser

utilizado em pesquisas futuras.

Palavras-chave: Jatropha multifida, Atividade Antioxidante, Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

Jatropha multifida or Adenoropium multifidum (synonymy), popularly known as coral plant,
coral, coral flower, blood flower, balsam, mertiolate, a shrub whose red flowers with yellowish
anthers look like small pieces of coral and stem with latex presence. Widely used in folk
medicine, as a purgative, against gonorrhea, diuretic, healing and anti-inflammatory. The aim
of this research was to verify the antioxidant and antimicrobial activity of in natura and
lyophilized latex from J. multifida. The latex was collected in the city of Igreja Nova/AL and
was later submitted to the lyophilization process, thus originating the in natura and lyophilized
extracts used in the study. Phytochemical prospection, antioxidant activity and antimicrobial
activity tests were performed. The phytochemical activity of the latex extracts performed
confirmed the presence of saponins, flavonoids, anthraquinones and tannins. The results
showed that the in natura and freeze-dried latex extract showed moderate antioxidant activity,
and can be considered as a promising source of fighting free radicals, but the values found in
the freeze-dried latex (73.1 pg/mL) were more expressive in the concentration a 5% than in
natura latex (84.5 pg/mL). For antimicrobial activity, both extracts presented a MIC of 15.6 pg
mL-1 and a CBM of 125 pg mL-1 against S. epidermidis and E. faecalis, E. aerogenes same
values for the MIC extracts of 125 pg mL-1 and 125 pg ml-1 CBM. For S. aureus the MIC was
the same for both extracts of 125 pug mL-1, however, the CBM was better in the lyophilized
with the same MIC value, the same happened with P. aeruginosa. Against E. coli, the
lyophilized latex showed a better 125 pug mL-1 MIC, but in natura latex showed a better 125 ug
mL-1 CBM activity in CBM. Already against the fungal strain C. albicans both extracts showed
weak activity for both MIC which was 500 pg mL-1 and CBM 1000 pg mL-1. It is concluded
that the in natura and lyophilized latex of J. multifida can be considered potential antimicrobial
and antioxidant agents, but the lyophilized latex showed the best results in the tests performed,

being a promising one to be used in future researches.

Key words: Jatropha multifida, Antioxidant Activity, Antimicrobial Activity.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da historia da existéncia humana, surgiram inimeras sociedades, as quais,
firmaram diferentes tipos de relagdo com o meio ambiente, em que cada uma delas, 0 meio
ambiente apresentou um significado préoprio, de acordo com os valores e objetivos de seus
habitantes. Entretanto, dentre as imensas possibilidades de exploragdo do meio ambiente, ele
sempre foi visto como fonte de alimento e de cura das doencas. Dessa maneira, 0 acumulo de
informac6es empiricas, sobre os beneficios das plantas, para o equilibrio da satde, sempre foi
de grande importancia na cultura, na saude e na alimentacdo das sociedades no mundo. As
populagGes, por meio de seus curadores e do uso autbnomo, acumularam experiéncias e vasto
conhecimento a este respeito (ANTONIO, TESSER, PIRES, 2013).

Concomitantemente ao avanco cientifico, este tipo de sabedoria popular é resgatado e
explorado pelos estudos etnoboténicos e etnofarmacoldgicos entre outros, 0s quais permitem
investigar e analisar o uso das plantas com finalidades terapéuticas por determinado grupo
populacional (ALVES e POVH, 2013). Ao discorrer sobre o uso de plantas para o tratamento
de doencas, vale ressaltar que no Brasil, o Ministério da Saude aprovou em 2006 a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) que se constitui como parte essencial
das politicas publicas de salde, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social,
elementos fundamentais de transversalidade na implementacéo de acdes capazes de promover
melhorias na qualidade de vida da populacéo brasileira (BRASIL, 2006).

Em sua mais nova edi¢do publicada pela portaria n® 3.047 de 28 de novembro de 2019,
a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) 2020, considerada um
instrumento oficial que norteia a definicdo das politicas publicas referentes ao acesso aos
medicamentos no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS), apresenta fitoterapicos (referindo
sua indicacdo/acdo e apresentacdo) para uso no SUS, entre 0s quais, Se encontra a cascara-
sagrada (Rhamnus purshiana DC.), a alcachofra (Cynaras colymus L.), a aroeira (Schinustere
benthifolius), a babosa (Aloe vera L.) Burm. f.), a espinheira-santa (Maytenus officinalis), o
guaco (Mikaniaglomerata Spreng.), a garra-do-diabo (Harpagophytum procumbens), a hortela
(Mentha x piperita L.), a isoflavona-de-soja (Glycine max L.), o plantago (Plantago ovata), o
salgueiro (Salix alba L.) e a unha-de-gato (Uncaria tomentosa) (BRASIL, 2020).

A Rename é uma ferramenta fundamental para a construcdo da Assisténcia
Farmacéutica de qualidade e o conhecimento dessa lista € importante, tanto para nortear 0s
profissionais que atuam no segmento clinico, quanto aos que atuam na gestdo. Vale ressaltar

que cabe aos estados e municipios elaborarem as Relagcdes Estaduais de Medicamentos
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Essenciais (RESME) e Relagcdes Municipais de Medicamentos Essenciais (REMUNE) que
contemplem as necessidades da populacéo local e as finalidades terapéuticas a que se destinam
os medicamentos (CHIAROTI, OLIVEIRA, UETA, 2017). Essa atualizacdo acontece a cada
dois anos e nessa edicdo de 2020 houve a inclusdo de 39 itens, sendo 37 medicamentos e 2
insumos, porém, ndao foram contemplados os fitoterapicos, permanecendo assim, os 12
referenciados na lista anterior (BRASIL, 2020).

O uso de plantas medicinais e fitoterapicos na Atencdo Primaria a Saude (APS) foi
incitada por movimentos populares, conferéncias nacionais de salde, diretrizes e por
recomendacbes da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) entretanto, tenta sobreviver aos
olhares de profissionais de saude e gestores relutantes a adesdo dessa pratica, pois ainda ndo é
frequente nos servicos de saude (GRIBNERL, RATTMAMN, GOMES, 2019). Contudo, as
plantas medicinais utilizadas em comunidades tradicionais tém despertado cada vez mais
interesse de pesquisadores, principalmente, por ser uma terapia complementar a satde e ter uma
boa aceitacéo pela populagdo (ANDRADE et al., 2017).

No que diz respeito ao uso de plantas, para tratamento de doencas, o Brasil se destaca
como um celeiro, entre 0s paises que apresentam a chamada megadiversidade, possuindo,
aproximadamente, 120.000 espécies vegetais, dentre elas a pertencente a ordem Geraniales,
dentro da familia Euphorbiaceae, que agrupa 317 géneros e mais de 8.000 espécies. Os
principais centros de dispersdo das Euphorbiaceae sdo a América e a Africa. No Brasil,
sobrevém 63 géneros e cerca de 1.000 espeécies, entre arvores, arbustos, subarbustos e ervas,
sendo uma das principais familias da flora brasileira e uma das mais complexas, quanto as suas
caracteristicas taxondmicas (SATIRO e ROQUE, 2008; BONFIM e TORRES, 2016).

As Euphorbiaceaes apresentam-se como uma familia com grande potencialidade
medicinal devido as suas propriedades bioldgicas, e algumas espécies sao utilizadas pelas suas
propriedades antissépticas e citotoxicas. No tocante ao género Jatropha, a maioria das
atividades bioldgicas relacionadas na literatura, sdo atribuidas aos compostos fendlicos,
incluindo flavondis, dos quais uma grande variedade estdo presentes nessas espécies. Estas
propriedades incluem efeitos anti-influenza e anti-inflamatéria (SHOJI et al., 2017; ANANI et
al., 2016), antimicrobiana e atividade cicatrizante (SILVA et al.,, 2018), atividade
hipoglicemiante (DAYLIN, 2018), antioxidante (QUEIROZ, 2018), entre outras.

Assim, 0 género Jatropha representa o quinto lugar entre os mais representativos da
familia Euphorbiacea e existem no mundo 175 espécies. As espécies podem ser mondicas
(plantas que produzem flores com estruturas masculinas e femininas, ou seja, hermafroditas)

ou dioicas (plantas que produzem flores com estruturas masculinas ou femininas) incluindo
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arvores, arbustos e ervas (MWINE e DAMME, 2011). Este género é considerado
morfologicamente diverso e apresenta importancia econdmica e etnofarmacoldgica. No Brasil,
as espécies de Jatropha sdo muito comuns no Nordeste, onde séo bem adaptadas ao clima seco
(xerofilia) (ROCHA e DANTAS, 2009).

Neste contexto, muitas espécies de Jatropha sdo vastamente empregadas na medicina
popular, sendo usadas com acBes purgativa, contra gonorreia, diurética, cicatrizante e anti-
inflamatoria e se apresentam como fontes de investigacdo cientifica uma vez que, muitas
espécies deste género, comprovadas na literatura, apresentam grande potencial quimico e
bioldgico. Pereira et al. (2015) realizou um estudo bibliométrico dos ultimos 10 anos em bases
de artigos e patentes, revelando que as espécies mais citadas foram Jatropha curcas possuindo
um namero bem expressivo de citacdes (669), seguido das espécies Jatropha gossypiifolia (37)
e Jatropha multifida (13).

A Jatropha multifida é conhecida pelo sinénimo Adenoropium multifidum ou pelos
nomes populares Planta-coral, Coral, Flor-de-coral, Flor-de-sangue, Béalsamo, Mertiolate.
Apresenta-se como uma pequena arvore com flores vermelhas com anteras amareladas,
parecendo pequenas pecas de coral; possui latex no caule e se reproduz pela semente ou por
mudas. O fruto é uma pequena capsula que quando maduro fica amarelo. Jatropha multifida no
latim significa multifidus, fendido em muitas partes, uma aluséo as fendas observadas em suas
folhas. Estes arbustos medem cerca de 1,30 m de altura, podendo chegar a 7 metros de altura
(BUCH, ARANTES, CAMPELO, 2008).

O interesse no estudo desta espécie surgiu, apos observacdes de uma pratica comum dos
moradores da area de abrangéncia de uma equipe da Estratégia de Saude da Familia no
municipio de Igreja Nova-Alagoas, que faz parte da farmacopéia natural do local, onde estes
recorrem ao exudado incolor extraida da folha e do caule apds sua retirada aplicando-a
diretamente sobre as lesdes e alcancando a cicatrizacdo. As folhas também séo usadas para
tratamentos de ferimentos infectados e dores estomacais.

Diante desta pratica popular indagou-se como ocorre esse processo de cura relatado
pelos moradores apds o uso da planta e se de fato estas substancias presentes nela contribuem
tanto para cicatrizagcdo quanto para diminuir a infeccdo da ferida.

De tal modo, a relevancia cientifica desta pesquisa parte da importancia dessa pratica
cultural de utilizagdo dos recursos vegetais e o0 crescente interesse académico de diversas areas

do conhecimento a respeito desse saber popular para criar procedimentos terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a atividade antioxidante e antimicrobiana do latex in natura e liofilizado da

Jatropha multifida.

Obijetivos Especificos

e Realizar a triagem fitoquimica, do latex in natura e liofilizado;

e Identificar a atividade antioxidante do latex in natura e liofilizado;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana in vitro do latex in natura e liofilizado obtido da
espécie vegetal selecionada, frente as bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis, Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes e a cepa flngica

Candida albicans.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais e Fitoterapicos no ambito do SUS

O Brasil é considerado um dos paises com maiores perspectivas para a exploracdo
econdmica da biodiversidade do planeta, tendo 0 maior nimero de espécies animais e vegetais,
dentre os demais paises. Grande parte das plantas existentes é encontrada nas regides tropicais
do mundo, estimando-se que aproximadamente 25% das espécies ocorram originalmente no
Brasil (RODRIGUES, 2016).

Vale ressaltar, que o Ministério da Salde aprovou em 2006 a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que se constitui ndo s6 como parte essencial das
politicas pablicas de salde, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social, mas também
como um dos elementos fundamentais para transversalidade na implementacdo de acdes
capazes de promover melhorias na qualidade de vida da populacéo brasileira. A PNPMF tem
como premissas O respeito aos principios de seguranca e eficdcia na saude publica, o
favorecimento do desenvolvimento socioeconémico e a educacdo ambiental, que abrange tanto
nacional, quanto local, bem como o respeito as diversidades e particularidades regionais e
ambientais (BRASIL, 2006).

Tal politica tem como objetivo geral garantir @ populacdo brasileira a obtengdo e o0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, fomentando o uso sustentavel da biodiversidade,
o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006). Um dos
objetivos especificos da PNPMF é promover pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e
inovagdes em plantas medicinais nas diversas fases da cadeia produtiva. Corroborando com o
objetivo da PNPMF, o Ministério da Saude implementou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) composta por 71 espécies vegetais utilizadas com
fins medicinais, nas diversas regides do territorio nacional. Dentre as espécies listadas, constam
plantas usadas pela sabedoria popular cientificamente (BRASIL, 2017).

A prética do uso das plantas medicinais permite a populacéo o contato com sua historia,
resgatando costumes tradicionais e culturais. Segundo S4, et al. (2018), a transi¢éo da fitoterapia
empirica para a cientifica possibilitou aos profissionais de saude brasileiros as bases para uma
prescri¢do segura, racional e acessivel. A introducédo das plantas medicinais e da Fitoterapia no
SUS para o tratamento dos distlrbios da salde teve inicio a partir da Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) publicada pelas Portarias Ministeriais n°

971/2006, e n° 1.600/2006. Tal politica legitimou o uso de plantas medicinais, o0 que favorece
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0 cuidado em salde, numa perspectiva holistica, tornando possivel, o estabelecimento do
crescimento dessas praticas terapéuticas na APS (BRASIL, 2006).

Vale salientar que este conhecimento sobre plantas medicinais significa, muitas vezes,
0 Unico recurso terapéutico ao qual as comunidades tradicionais, locais e grupos étnicos tém
acesso, ainda hoje, nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades. E que,
diferentes interrelacGes entre 0 homem e 0 meio ambiente originam saberes diversificados de
cuidado em saude (ALMEIDA et al., 2020).

Segundo dados do Ministério da Salde, servicos institucionalizados envolvendo a
fitoterapia sdo ofertados, em sua maioria, na APS, por meio da Estratégia Saude da Familia
(ESF). Dentre os principais motivos levantados pelo Ministério da Saude para a implantacao de
projetos de fitoterapia apontados pelos estados/municipios foram: a) a ampliacdo do acesso da
populacdo aos medicamentos; b) grande aceitacdo da populacdo/resgate da cultura
popular/solicitacdo da comunidade; ¢) baixo custo; d) necessidade de orientacdo a populacdo
quanto ao uso correto das plantas medicinais; €) baixo nimero de efeitos colaterais) eficacia
comprovada (BRASIL, 2006).

As diretrizes da PNPMF devem promover e reconhecer as praticas populares de uso de
plantas medicinais e remédios caseiros, bem como, auxiliar na incluséo da agricultura familiar
nas cadeias e nos arranjos produtivos das plantas medicinais, insumos e fitoterapicos. Nessa
perspectiva nasce a idealizagdo do Projeto Farmécia Viva (Portaria n°® 866/2010) que cultiva,
prepara e orienta 0 uso de plantas medicinais para a populacéo, visa favorecer a reducao da
medicalizacdo e o uso inadequado das ervas medicinais, sendo assim, € uma importante
ferramenta na Atencdo Basica, no entanto, ha poucos municipios que se utilizam dessa préatica
(ALMEIDA et al., 2018).

Visando auxiliar e assegurar a PNPMF, foi elaborada a Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), um instrumento de a¢do do SUS, que contempla um
elenco de produtos necessarios ao tratamento e controle da maioria das morbidades prevalentes
no Pais. A edicdo publicada pela portaria n® 3.047/2019, apresenta os fitoterapicos para uso na
APS, entre 0s quais, se encontra a cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC.), a alcachofra
(Cynaras colymus L.), a aroeira (Schinustere benthifolius), a babosa (Aloe vera L.), a
espinheira-santa (Maytenus officinalis), o guaco (Mikania glomerata Spreng.), a garra-do-diabo
(Harpagophytum procumbens), a horteld (Mentha x piperita L.),a isoflavona-de-soja
(Glycinemax L.), o plantago (Plantago ovata), o salgueiro (Salix alba L.) e a unha-de-gato
(Uncaria tomentosa) (BRASIL, 2020).
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Os 12 fitoterapicos contemplados estdo registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Logo, é pertinente dizer que a incorporacao desses medicamentos € feita
a partir da analise da sua efetividade, custo-beneficio e eficacia, permitindo aos profissionais
de salde orientar a conduta de forma adequada, além de garantir a seguranca dos pacientes
(BRASIL, 2020). Entretanto, estudo realizado por Nascimento et al. (2016) demonstrou uma
certa resisténcia, bem como o desconhecimento por parte dos profissionais da salde ligados a
ESF, de um municipio da regido nordeste. O referido estudo concluiu que grande parte dos
prescritores ndo esta preparada para indicar o uso de plantas medicinais ou prescrever
fitoterapicos para populacdo, necessitando, portanto, de capacitacao.

Barreto (2015) verificou que o quadro nacional da graduagdo em salde na &rea da
fitoterapia se constitui entrave as praticas no pais, atentando para o fato de ndo haver uma
uniformidade de contetudo, metodologia e carga horéria ideais para esse ensino, como ocorre
para outras disciplinas relacionadas aos alopaticos. Tais constatacdes reforcam que as
universidades brasileiras devem ter um papel importante na PNPMF apoiando assim a diretriz
dessa politica que orienta a promover a formacao técnico-cientifica e a capacitacdo no setor de

plantas medicinais e fitoterapicos para os profissionais da satde.

3.2 Feridas

A pele é um 6rgao vital indispensavel a vida também chamado de tegumento, que cobre
toda superficie corporal e continua nos orificios naturais como mucosa. No organismo, a pele
desempenha quatro funcbes basicas, quais sejam: protecdo, termorregulacdo, percepcao e
excrecdo. Para exercé-las a pele precisa estar fisiologicamente saudavel. Logo, quando ocorre
qualquer agressao de natureza fisica ou quimica ao tecido, sua integridade é rompida, formando
a ferida (ARAUJO et al., 2015).

Atualmente estamos vivenciando grandes avangos na compreensdo dos processos e
fendmenos envolvidos na regeneracdo tecidual, mas embora ocorram grandes investimentos
nessa area, € alta a incidéncia e prevaléncia de feridas cronicas.

A infeccdo tem ganhado destaque nas pesquisas cientificas ao avaliar a atividade
antimicrobiana de espécies de plantas medicinais utilizadas no tratamento de feridas, no qual
este conhecimento podera ter impacto nas decisdes de tratamento.

O estudo aqui proposto tinha como objetivo avaliar a atividade cicatrizante na espécie
Jatropha multifida porém, devido 0 momento epidemiol6gico da pandemia do COVID-19, esse
tipo de teste ndo foi realizado. No entanto, alguns microrganismos que habitam as feridas

principalmente no ambito hospitalar foram investigados nesse estudo, bem como a triagem



19

fitoquimica, que permite identificar a presenca dos metabolitos secundéarios existentes na parte

da espécie vegetal estudada.

3.3 Microrganismos

Nas membranas e anexos da pele vivem uma grande quantidade de microrganismos
potencialmente patogénicos, e assim que uma ferida é produzida a pele ao perder sua
integridade e permite a entrada de microrganismos (TORRA et al., 2012). Santos et al. (2016)
identificou a microbiota de feridas operatorias infectadas descritas em producdes cientificas
entre 1960 e 2013, onde os principais microrganismos infectantes foram as bactérias, seguidas
pelos fungos. As referidas infeccGes foram causadas principalmente por: Staphylococcus
aureus (39,3%), Escherichia coli (30,4%), Pseudomonas aeruginosa (19,6%), Staphylococcus
epidermidis (17,8%), Klesbsiella spp (12,5%) e Enterobacter spp (10,7%).

Vaérios estudos tém sido conduzidos para a descoberta de novas plantas com atividade
antimicrobiana, para que possam ser utilizados em produtos farmacéuticos, cosméticos e na
industria alimenticia. Assim, procurou-se, no presente estudo, verificar a atividade da Jatropha
multifida frente a microrganismo de grande relevancia para a clinica médica como as cepas
padrdes de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Enterococcus faecalis), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Enterobacter aerogenes) e o fungo leveduriforme Candida albicans. Staphylococcus aureus é
uma bactéria Gram positiva responsavel por grande parte das infeccbes nosocomiais e
adquiridas na comunidade, com taxas relevantes de morbidade e mortalidade cujo controle é
um desafio na satde publica mundial. E o agente etiol6gico mais comum em infeccdes da pele
como foliculite, furunculose, celulite, impetigo e carbdnculo (HOLLAND et al., 2014).

O grupo das enterobactérias sdo microrganismos Gram negativos, encontradas no trato
gastrointestinal de humanos, reino animal, na agua, solo e vegetais, 0s quais se tornam um
potencial reservatdrio para esses agentes patogénicos. As bactérias da familia
Enterobacteriaceae sdo as principais responsaveis pelas infeccbes intestinais, cerca de 70% das
infec¢bes urinarias e 50% das infec¢Bes nosocomiais (LAVAGNOLL et al., 2017).

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa, que faz parte do grupo das
enterobactérias e estd presente no lumen intestinal de seres humanos e de animais, sua
colonizagdo no trato intestinal de mamiferos ocorre a partir de fontes ambientais logo ap6s o
nascimento. Apesar de a maioria das cepas serem comensais, algumas cepas de E. coli
adquiriram modificacGes genéticas (genes de viruléncia) que resultaram num aumento da

patogenicidade para humanos e animais (PETER et al., 2016).
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Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo, aerdbio, em que sua mobilidade
é feita por flagelos, logo, um microrganismo versatil, ubiqguamente distribuido em diferentes
ambientes, incluindo terra, &gua, vegetais e animais, considerado um agente patogénico
oportunista, isto é, determina infeccdo em pacientes hospitalizados ou imunocomprometidos.
Pode determinar também infec¢Bes do trato urinario e gastrointestinal, infecgdes da pele, otite
média e ceratite (TURNER et al., 2014).

O género Candida constitui o principal grupo de leveduras que causam infec¢des
oportunistas no ser humano. Este género compde-se de cerca de 150 a 200 espécies, muitas das
quais podem habitar o trato gastrointestinal, sistema urogenital, pele, e mucosa do trato
respiratorio de seres humanos. Dentre as espécies, a Candida albicans continua sendo a espécie
mais comum e as manifestacdes clinicas na candidiase apresentam grande diversidade de
quadros, como candidiase cutaneo-mucosa e candidiase invasiva ou sistémica (VIEIRA e
SANTOS, 2016).

Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas e direcionadas no descobrimento de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas, sendo assim, a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada por meio da determinacdo de uma pequena
quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo a ser testado.
Em seu trabalho, Silva et al. (2018) avaliou o potencial antimicrobiano de extratos das folhas,
galhos e caule da Jatropha gossypiifolia L., e observou-se que, 0s extratos testados ndo foram
capazes, em nenhuma das concentracfes usadas, de promover a inibicdo do microrganismo E.
coli, ja para para as bactérias S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa, 0s extratos foram
capazes de causarem a inibi¢do do crescimento destes patdgenos.

Nessa perspectiva, Minh et al. (2019) avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos
das cascas do caule de Jatropha podagrica frente a seis cepas bacterianas, incluindo
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Bacillus subtilis e Proteus mirabilis tendo como resultado as seguintes Concentra¢des
Inibitorias Minimas respectivamente, (MIC =5, 20, 30, 20, 25, e 20 mg/mL,).

Outra espécie de relevancia etnofarmacologica € a Jatropha neo pauciflora usada
popularmente, para aliviar doencas bacteriana, fungica e viral. O extrato metanolico de suas
folhas foi avaliado frente 11 cepas bacterianas (cinco Gram-positivas e seis Gram-negativas)
dentre elas: S. aureus e S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae,
Vibrio cholerae, Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica, E. coli, P. aeruginosa,
Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes e cloacae. E também, frente a cepas fungicas, como:

C. albicans, Aspergillus niger e Trichophyton mentagrophyte. Os resultados revelaram que as
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cepas testadas foram mais sensiveis a S. aureus e E. coli e Trichophyton mentagrophytes
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2016).

Sendo assim, bactérias e fungos estdo presentes em todos os ambientes naturais, e
historicamente, os produtos naturais tém um papel importante na sintese de muitos antibioticos.
As plantas também produzem moléculas organicas que estdo envolvidas na protecdo contra
bactérias, virus, fungos, insetos e animais, por isso, 0 emprego de plantas medicinais para

tratamento da salde vem evoluindo ao longo dos tempos.

3.4 Consideracg6es sobre a Euphorbiaceae e a espécie Jatropha multifida L.

Nesta familia, estdo géneros e espécies que se distribuem por todo o mundo,
principalmente nas regides tropicais, sendo considerada a terceira com maior numero de
espécies vegetais na caatinga, apresentando potencial agricola na producdo de biocombustivel,
alimento animal e uso medicinal.

Esta planta cresce facilmente em solos poucos férteis, sendo cultivada em pleno sol,
onde floresce melhor ou a meia sombra se desenvolvendo bem nos climas semiarido e tropical,
0 que corrobora o crescimento favoravel desta espécie em solos brasileiros. Nesse sentido,
estudos brasileiros, em especial da Regido Nordeste, por ser uma regido ainda muito carente de
assisténcia a saude, as pessoas recorrem a esses recursos populares e possuem um espago
geogréfico propicio a proliferacdo da J. multifida, sdo essenciais (PEREIRA et al., 2014).

A Jatropha multifida (Figura 1) é conhecida pelo sinbnimo Adenoropium multifidum ou
pelos nomes populares Planta-coral, Coral, Flor-de-coral, Flor-de-sangue, Balsamo,
Merthiolate.

Figura 1. Jatropha multifida L.

Fonte: Autora, 2021.
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Orienta-se seu cultivo, sob meia sombra ou, preferencialmente, sol pleno, em solo fértil,
bem drenavel, enriquecido com matéria organica e irrigado a intervalos regulares. Entretanto,
apos seu pleno estabelecimento torna-se bastante tolerante a seca. No inverno frio convém
reduzir as regas, para prevenir o apodrecimento das raizes. Neste periodo é normal a planta
perder as folhas. Nao suporta a salinidade de regides litorneas e a preservacdo da espécie
ocorre por estacas e sementes postas a enraizar na primavera (BORGES, 2016; JUN-SHENG
et al., 2018).

A cor da inflorescéncia é vermelha (Figura 2A), e dela surgem pequenas flores com o
centro amarelo (Figura 2B). Os frutos que se seguem séo do tipo capsula, amarelos quando
maduros e contém cerca de 3 sementes (Figura 2C). Trata-se de uma pequena arvore cujas flores
parecem pequenas pecas de coral, apresentando latex no caule (Figura 3A e 3B) e se reproduz
pela semente ou por mudas. Essa espécie vegetal, utilizada popularmente como planta
medicinal, possui estudos relatados pela literatura nas regides tropicais e subtropicais da Asia,
Africa e América por se revelar como fonte de moléculas de interesse farmacoldgico
(BORGES, 2016; JUN-SHENG et al., 2018).

Figura 2. Flores e Fruto da Jatropha multifida L.

Fonte: A Autora, 2021.

Orienta-se seu cultivo, sob meia sombra ou, preferencialmente, sol pleno, em solo feértil,
bem drenavel, enriquecido com matéria organica e irrigado a intervalos regulares. Entretanto,
apos seu pleno estabelecimento torna-se bastante tolerante a seca. No inverno frio convém
reduzir as regas, para prevenir o apodrecimento das raizes. Neste periodo é normal a planta
perder as folhas. N&o suporta a salinidade de regides litoraneas e a preservacao da espécie
ocorre por estacas e sementes postas a enraizar na primavera (BORGES, 2016; JUN-SHENG
et al., 2018).
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Figura 3. Latex da Jatropha multifida L.

Fonte: A Autora, 2021.

No século XVII, as propriedades medicinais das plantas foram reconhecidas como
“principios ativos” contidos no interior dos vegetais; desde entdo, diversas delas foram
catalogadas e utilizadas como fonte de produtos naturais biologicamente ativos para sintese de
medicamentos. A J. multifida tem sido usada, popularmente, para tratar diversas afeccgdes, tais
como febre, dor, infec¢do, feridas, Ulceras e diversas doencas infecciosas de pele. Assim, varios
estudos tém se debrucado sobre as propriedades bioldgicas da planta, e pesquisas iniciais
demonstram que essa espécie vegetal tem apresentado atividade antioxidante, antibacteriana,
anti-inflamatoria, antifungica, gastroprotetora, cicatrizante, analgésica, imunomoduladora,
entre outras (HIROTA et al., 2010; BORGES, 2016).

Barbosa et al. (2016) investigaram o mecanismo de acdo a nivel molecular para
Labaditin (Lo), um péptido ciclico de 10 aminoacidos da J. multifida com atividade bactericida
conhecida contra o Streptococcus mutans, e mostrou que Lo é eficaz contra o Staphylococcus
aureus, além disso, ndo requer alvos metabolicos especificos, 0 que torna os péptidos ciclicos
promissores para antibidticos sem resisténcia bacteriana. Outro estudo, ao investigar os efeitos
hemostaticos da seiva de J. multifida mostrou sua eficacia para parar hemorragias em distarbios
normais e de coagulacdo oferecendo assim perspectivas interessantes para Seu uso no
tratamento de hemorragias na presenca ou auséncia de distdrbio de hemostasia (KLOTOE et
al., 2017).

Além disso, ja foram comprovadas algumas a¢fes farmacologicas a partir de extratos
da planta, tais como, a acdo anti-inflamatéria e anti-leishmanial (FALODUN et al., 2014;
ANANI et al., 2016). Franyoto et al. (2018) detectou o potencial antioxidante dos caules de
Jatropha multifida L esse potencial antioxidante do extrato foi avaliado por ensaio de
eliminacdo de radicais 2, 2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Nas atividades de eliminacdo de

radicais DPPH, o extrato tinha atividade antioxidante (ICso = 72 £ 0,01 pg/mL).
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3.5 Metabdlitos Secundarios de plantas (MSP)

O metabolismo dos vegetais consiste em um processo complexo por envolver diversas
vias biossintéticas, a partir dos mecanismos de metabolismo primario e secundario. Os
metabolitos primarios sdo moléculas importantes para o crescimento e desenvolvimento dos
organismos, como as proteinas, os carboidratos, os lipidios e os aminoacidos. Ja os metabolitos
secundarios tém sua fungdo relacionada principalmente & defesa contra patdgenos, ou em
resposta ao estresse. Esses metabolitos secundarios de plantas (MSP) sao estudados ha séculos,
para diversas funcdes, tais como a producéo de alimentos, aditivos fitoquimicos na alimentagao
animal e, em meados do século XX, na indUstria farmacéutica e de cosméticos (AZMIR et al.,
2013; LOPEZ-PALACIOS, PENA VALDIVIA, 2020).

Os metabdlitos secundarios dividem-se em trés grandes grupos: compostos fendlicos,
terpenos e alcalodides. A sintese dessas moléculas se da por quatro vias diferentes: a via do acido
mevaldnico e a via do ndo-mevalonato que promovem a producao dos terpenos; a via do acido
chiquimico, no qual, observa-se a sintese dos compostos fendlicos e alcaloides; e a via do acido
malonico, responsavel pela sintese dos compostos fenolicos (AZMIR et al., 2013). O estudo de
Fabani et al. (2013) identificou a alta atividade antioxidante de Pistacia vera L. (pistache) com
0 seu teor de compostos fendlicos e o de Silva et al. (2013), a atividade antimicrobiana de
alguns frutos com polifendis na sua composicdo vem ganhando destaque pois, buscam
relacionar as atividades bioldgicas com a presenca de determinados metabolitos secundarios
em plantas.

Assim, dentre os metabdlitos secundarios, menciona-se as substancias fenolicas que séo
amplamente distribuidas em plantas e estdo presentes na alimentacdo humana e animal. Esses
compostos fendlicos possuem agao antioxidante, por meio de diversos mecanismos, entre eles
incluem-se a sua capacidade para a remocdo de radicais livres e a inibicdo da formacdo de
espécies reativas durante o curso normal do metabolismo, prevenindo a ocorréncia de danos
nos lipidios, proteinas e acidos nucleicos e consequentes lesdes celulares e morte (JUSTIN et
al., 2014).

Dentro de cada espécie, a natureza, quantidade e distribuicdo destes compostos depende
essencialmente de dois tipos de fatores: os fatores bioldgicos e os fatores abidticos. Os fatores
bioldgicos incluem a espécie botanica, o gendtipo, as diferentes partes morfoldgicas da planta,
bem como o seu estadio de desenvolvimento, enquanto os fatores abidticos incluem o estado
dos nutrientes do solo, incidéncia solar, temperatura, pH do solo, disponibilidade da &gua, entre
outros (PEREIRA e CARDOSO, 2012). Atualmente estdo descritos cerca de 200.000

metabdlitos secundarios, sendo que 20% destes sdo substancias fendlicas que sdo substancias
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formadas por, no minimo, um anel aromatico (Figura 4), em que pelo menos um hidrogénio é

substituido por um grupo hidroxila, sdo metabdlitos secundarios das plantas e dos fungos (CAl

etal., 2015).

Figura 4. Estrutura quimica do Fenol
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Fonte: Goolge Imagens, 2021.

Um outro grupo de metabolitos secundarios que merece destaque sdo os flavonoides que

estdo distribuidos nas partes aéreas de plantas dos mais diversos ecossistemas, e podem ser

considerados metabdlitos estaveis uma vez que sdo capazes de resistir a altas temperaturas,

variacdes de pH e oxidacdo. A estrutura quimica (Figura 5) basica destes metabolitos, também

conhecida como flavilium, é composta de dois anéis aromaticos (anéis A e C), os benzenos,

ligados a uma estrutura heterociclica central, o pirano (anel B), onde o primeiro benzeno é

condensado com o sexto carbono do pirano, que na posi¢éo 2 carrega um grupo fenila (KUMAR

& PANDEY, 2014).

Figura 5. Estrutura quimica basica do flavondide
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Fonte: Google Imagens, 2021.

3.6 Atividade Antioxidante

As pesquisas em busca de agentes antioxidantes, produzidos por plantas medicinais, tem

sido de crescente interesse, dando origem a escolha de possiveis candidatos a estudos

farmacoldgicos vinculados a esta propriedade bioquimica. Moléculas antioxidantes podem

estar presentes em diversas classes de compostos quimicos e auxiliar os mecanismos biolégicos
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combatendo a producdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) que o processo fisioldgico
normal ndo consegue inibir ou degradar (DIAS et al., 2015).

Assim sendo, o0s antioxidantes sdo substancias com a habilidade de retardar ou inibir a
oxidacdao de substratos organicos, protegendo as células contra os efeitos danosos dos radicais
livres e espécies reativas de oxigénio. Os radicais livres sdo definidos como todas as moléculas
ou atomos comuns ou mais elétrons desemparelhados, sendo geralmente instaveis e altamente
reativos. Logo, sendo altamente instaveis, os elétrons dos radicais livres sdo capazes de reagir
com substratos organicos como proteinas, lipidios e DNA, causando danos a funcdo normal
destas biomoléculas, o que leva a um amplo numero de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo como cancer, doengas neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes mellitus e
doenca renal aguda e cronica (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015; LIGUORI et al., 2018).

Os antioxidantes naturais sdo substancias bioativas que englobam os tocoferois,
flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, antocianinas e carotentides. Os fenois sdo um dos
grupos mais importantes, presentes em vegetais e protegem mais facilmente constituintes
oxidaveis. Os polifendis possuem Otima estrutura quimica para eliminacao de radicais livres,
por sua alta reatividade como doadores de hidrogénio ou elétron e demonstraram ser mais
eficazes do que os tocoferois e &cido ascorbico (BODOIRA et al., 2017; DEVI et al., 2018).

Nesse sentido, a atividade do potencial antioxidante de produtos naturais pode ser
avaliada recorrendo a alguns métodos, que sdo mais utilizados nos estudos in vitro como DPPH
(2,2-difenil-1-picril hidrazina), FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro), ORAC
(Capacidade de Absor¢do de Radicais de Oxigénio), Sistema - caroteno/acido linoléico e o
ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado) (BOROSKI et al., 2015).

A atividade antioxidante do género Jatropha tem ganhado destaque nas pesquisas
cientificas, por apresentar importancia etnofarmacologica com varias atividades bioldgicas,
dentre elas, o potencial antioxidante. Vale destacar um estudo que avaliou o extrato metandlico
das folhas da Jatropha variegata usando o ensaio de eliminacgdo de radicais livres 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH), no qual esse extrato exibiu forte atividade antioxidante com um valor
de ICso de 16,7 ug mL-1 (MOHARRAM et al. 2020). Em outro estudo comprovou-se que, a
Jatropha multifida poderia ser uma fonte de antioxidante natural pois o extrato metandlico das
folhas exibiu 0 menor potencial de eliminacdo de DPPH com valores de 1Cso de 46,9 pug/mL,
seguido pelo extrato hexanico de folhas com valores de ICso de 59,2 pg/mL, indicando que
essas fragdes ttm um bom potencial como captadores de radicais livres (FABRI et al., 2015).
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de uma pesquisa de abordagem quantitativa, do tipo experimental, no qual
foram avaliadas as propriedades antimicrobiana e antioxidante, a partir da coleta e testes
laboratoriais do latex da espécie da Jatropha multifida L. Para realizacdo deste estudo foram
realizados os seguintes testes: método de microdiluicdo em caldo para atividade antimicrobiana
e fangica, com a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida e fungicida minima (CBM) (CLSI, 2018). Para a atividade antioxidante, utilizou-se
0 método de sequestro de radicais livres do latex (SALES, 2012).

4.2 Locais dos experimentos

Os testes foram realizados nos Laboratorios de Pesquisa em Tratamento de
Feridas/LPTF da Escola de Enfermagem, no laboratério de Laboratério de Tecnologia e
Controle de Medicamentos do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas-LQM/ICF, no Laboratorio

de Farmacognosia do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (ICF) todos pertencentes a
Universidade Federal de Alagoas/UFAL.

4.3 Coleta e Identificacdo do material vegetal

A coleta foi realizada no més de janeiro de 2021, no horario matinal as 08h:00m, sob
clima tropical, temperatura do momento 30° na comunidade do povoado Fazenda Nova
localizada no municipio de Igreja Nova, no estado de Alagoas com as coordenadas
10°03°18.522” Sul e uma longitude 36°38°37.9356” Oeste. A amostra da planta foi identificada

pelo Instituto do Meio Ambiente (IMA) do Estado de Alagoas, a exsicata encontra-se

catalogada no herbério do referido instituto com o nimero de registro 65229.

4.4 Teste de Umidade

O teste de umidade serve para determinar a quantidade de agua em uma determinada
substancia e é de extrema importancia, pois pode afetar a vida util, usabilidade, processabilidade
e qualidade de um produto. Para determinacdo do indice de umidade utilizou-se a Balanca
Analisador de Umidade Infravermelho modelo MOC63u, marca Shimadzu (Figura 6A).

Apos definida as condicBes de medicdo (modo automatico, temperatura, nivel do
analisador) a balanca foi tarada, e cerca de 1mL do latex foi colocado no prato (Figura 6B) de

forma que a amostra ficasse bem espalhada. A referida balanca permite a pesagem inicial da
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amostra, no qual, o volume de 1ml do latex correspondeu a 1,11 gramas. Em seguida, foi
iniciada a medicdo da amostra, o tempo de medicao foi de 0h:24m:06s e temperatura corrente
105 °C. Para calcular o valor de umidade do pé liofilizado foram pesados 0,2g (Figura 6 C), e
o0 tempo de medicdo foi de Oh:35m:08s. Apds esse tempo, foi evidenciado na tela da balanca
infravermelho o valor referente a umidade da amostra avaliada. O referido teste para ambos 0s

extratos da Jatropha multifida foi realizado em triplicata.

Figura 6. Avaliagdo da Umidade do latex e do po liofilizado da Jatropha multifida L.

Nota: A Balanca Analisadora em Infravermelho; B- Latex espalhado no prato de pesagem; C- P6
liofilizado no prato de pesagem. Fonte: A Autora, 2021.
4.5 Obtengéo do extrato
4.5.1 In natura

Para obtencdo do latex in natura utilizado neste estudo foi seguido como referencial
tedrico a técnica de extragdo utilizada pelos seringueiros, conforme Souza (2013), com algumas
adaptacdes visto que, a estrutura da espécie Jatropha multifida, bem como, as caracteristicas
do seu latex, a velocidade de drenagem e a consisténcia sdo diferentes a da seringueira. Para
tanto, foi realizada a sangria no periodo matinal entre 06h:00m e 09h:00m com auxilio de uma
lamina de bisturi em ago carbono n°® 24 ( Figura 7A).

Em seguida, foram feitos trés a quatro cortes obliquos com tamanhos de trés a quatro
centimetros no caule da planta, de forma que foi conseguido alcangar os vasos lactiferos
presentes no caule, vale ressaltar que os cortes foram rasos para ndo danificar a planta, o latex
escorrido foi coletado com auxilio de uma seringa estéril e descartavel slip de 20 mL sem
agulha, sendo posteriormente transferido para armazenamento em potes coletores de 80 mL
(Figura 7B), de cor branco leitoso estéril e armazenado em geladeira.
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Figura 7- Coleta do latex

Fonte: A Autora, 2021.

4.5.2 Liofilizado

Para a producdo de extratos secos a partir da matéria vegetal na forma liquida, sdo
utilizadas algumas técnicas conhecidas para total retirada de solvente dos extratos liquidos,
obtendo-se assim, o material vegetal na forma de p6. Para esta pesquisa foi utilizado o0 método
de desidratagcéo do material por liofilizag&o.

A primeira etapa foi o pré- congelamento do latex. Dessa forma, separou-se 160 mL do
latex, o qual foi distribuido em duas bandejas circulares (Figura 8), e colocadas, em freezer
horizontal a temperatura de -20 °C de modo que a agua presente no material fosse convertida
em gelo no qual permaneceu por um periodo de 24 horas.

Figura 8. Latex depositado em Bandeja circular

—

Fonte: A Autora, 2021.

No dia seguinte, as bandejas circulares contendo o latex pré-congelado foram retiradas
do freezer e levadas ao Liofilizador de Bancada (Figura 9A e 9B), com capacidade de remogéo

de 3,0 até 5,0 litros de gelo por ciclo de 24 horas, modelo LD 1500, marca Terroni. O tempo



30

total de liofilizacdo foi 26:28 horas, sob vacuo e temperatura de 44 °C ¢ o critério para

considerar o processo finalizado foi a observagédo do aspecto do produto final.

Figura 9. Liofilizador

B

A: Liofilizador de Bancada; B: Bandejas circulares. Fonte: A Autora, 2021.

O extrato obtido por liofilizacdo apresentou coloragdo marrom (Figura 10), o material
foi em seguida macerado, depois pesado na balanca apresentando um valor de 240 gramas, por

fim foi preservado em frasco hermeticamente fechado.

Figura 10. Extrato obtido por liofilizacao

Lo

Fonte: A Autora, 2021.

4.6 Triagem Fitoquimica

A pesquisa de metabdlitos secundarios foi realizada a partir do extrato do latex in natura
e liofilizado da Jatropha multifida, com testes para: saponinas, taninos, flavonoides,
antraquinonas e alcaloides, segundo o proposto pela Sociedade Brasileira de Farmacognosia
(2021), com alteragdes. Os testes foram executados no Laboratério de Farmacognosia do
Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (ICF) da Universidade Federal de Alagoas.
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4.6.1 Preparacao dos extratos

O extrato aquoso do latex liofilizado da Jatropha multifida, foi preparado pesando-se 5
g do extrato dissolvendo em 100 mL de &gua estéril contida em um béquer de mesmo volume.
Em seguida, este foi levado para chapa aquecedora (Figura 11A) para melhorar o processo
extrativo e potencializar a sua dissolucdo na &gua, sendo esta observada manualmente. Depois
do processo de fervura, o extrato foi filtrado em funil de vidro (Figura 11B) para a retirada do
material ndo solubilizado e ao final, obteve-se uma solucdo cuja concentracéo inicial foi de 5%
(p/v).

Para a preparacdo do extrato aquoso do latex in natura, foi pipetado um volume de 5
mL do latex, completados para 100 mL de agua estéril, chegando-se a concentracdo final 5%
(v/v). Este foi preparado de forma andloga ao primeiro extrato. Apds a preparacao de ambos 0s
extratos, estes foram diluidos até se chegar ao volume final de 200 mL para realizacao dos testes

fitoquimicos.

Figura 11 —Preparacédo dos Extratos do latex liofilizado e in natura da J. multifida

Nota: A: Aquecimento dos extratos; B:Processo filtracdo do extrato. Fonte: A Autora, 2021.

4.6.2 Saponinas

Para a determinacdo de saponinas foi feito o teste de producéo de espuma e da analise
do indice afrosimétrico — determinagdo semiquantitativa do indice de espuma. Para tal, foram
selecionados 10 tubos de ensaio, de mesmas proporcdes, sendo em seguida adicionados com
auxilio de pipeta graduada, volumes crescentes de solugéo extrativa (Figura 12), comecando de
1 mL e terminando com 10 mL, sendo os tubos de 1-9 preenchidos com &gua estéril até o
volume final de 10 mL (Tabela 1).

Realizado isto, todos volumes em cada tubo foram marcados com marca texto e na

sequéncia, agitados vigorosamente por 15 segundos, sendo observado o tempo de finalizacédo
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de cada tubo de ensaio. A presenca positiva se daria devido a formagéo de espuma. A altura de

cada tubo (cm) ap06s a agitacao foi marcada, assim como decorridos os 15 minutos de agitacao.

Figura 12- Volumes crescentes de solugdo extrativa da J. multifida

Fonte: A Autora, 201.

Tabela 1. Relag¢do do volume de extrato para determinacao de saponinas no extrato
aquoso do latex liofilizado e in natura da Jatropha multifida

Tubos
Volume | 11 NI IV V VI VII VIII IX X

VimL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vae(mL) 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -

Vi¢(mL) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Nota: Vi = volume de extrato; Vas= volume de agua estéril adicionada; V; = volume final em
cada tubo. Fonte: A Autora, 2021.

Procedidos os 15 minutos de repouso dos dez tubos, altura de cada tubo foi medida com régua
e as mesmas marcadas com marcador de texto. Depois, foi adicionado um volume de 1mL de
HCI a 2M, sendo também verificada a altura/permanéncia de espuma apdés a adi¢do do acido
mineral diluido. O indice afrosimétrico, que faz uma projecdo semiquantitativa da quantidade

de saponinas presentes em dada droga vegetal, foi calculada através da seguinte formula:

~ 1000

1 _

A

Em que: 1A= indice afrosimétrico; A= volume (em mL) do extrato usado na preparagio
do tubo mais diluido onde a espuma foi observada.

4.6.3 Taninos
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Para a presenca de taninos, foram feitos os testes de precipitacdo por gelatina e do
cloreto férrico (FeCls). Para o primeiro, foram pipetados 2 mL do extrato em tubo de ensaio,
sendo adicionadas 2 gotas de HCI diluido (0,1 M) e na sequéncia, solucdo de gelatina a 2,5%
(peso/volume) gota a gota. A presenca confirmatéria se deu nos casos da formacdo de
precipitado ao fundo do tubo apds um periodo de repouso de 20 minutos.

O teste do cloreto férrico foi executado diluindo-se 2 mL da solugéo extrativa diluidos
em 10 mL de agua estéril, aplicando-se posteriormente 2-4 gotas de solucdo FeCls a 1% em
metanol. A confirmac&o se daria ap6s a formacdo de coloracao negro ou azul, indicativo para a
presenca de taninos hidrolisaveis, ou verde escuro, para taninos condensados ou catéquicos.
Ambos os testes foram comparados com 5 mL dos extratos sem nenhuma adicéo de reativos

em um terceiro tubo de ensaio (branco).

4.6.4 Flavonoides

A identificacdo genérica para flavonoides, foi feita pela Reagdo de Shinoda e da reacéo
com cloreto de aluminio (AICIz). Para a reacdo de Shinoda, 2 mL de cada extrato foram
colocados em tubos de ensaio distintos, sendo adicionados em cada um, seis fragmentos de
Magnésio metalico (Mg?").

Apos a insercdo dos fragmentos ao interior de cada tubo, foi aplicado, vagarosamente,
0 volume de 1 mL de HCI concentrado. A reagdo se daria positiva, caso houvesse durante a
aplicacdo do acido o desenvolvimento de coloracédo rosea a vermelha.

A reagdo com AICIz foi produzida, umedecendo-se reas diferentes de uma tira de papel
filtro com seus respectivos extratos, devidamente identificados. Em seguida, gotejou-se em
cada uma das regides do papel, uma gota de solucdo de AIClz a 5% e sua fluorescéncia
observada sob luz ultravioleta em aparelho TLC Visualizer 2 (CAMAG®).

4.6.5 Antraquinonas
A reacéo de Borntrager direta foi operada pipetando-se 5 mL de cada extrato em tubos
de ensaio e adicionado de 1 mL de solucdo de NaOH a 10%. A presenca positiva para

antraquinonas se daria a partir da formacéo de coloragéo résea nos tubos.

4.6.6 Alcaloides
Para a presenca de alcaloides foram produzidos novos extratos do extrato liofilizado e

in natura do latex da Jatropha multifida em 20 mL de acido sulfdrico (H2SOa) a 1% a partir do
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2 gramas do pé liofilizado e de 2 mL do latex. Sendo ambos fervidos em fonte aquecedora até
sua completa dissolucdo e na sequéncia, filtrados.

Apos o resfriamento, aliquotas de 10 mL do extrato in natura e do po liofilizado foram
despejadas em 2 tubos de ensaio, sendo um para realizagdo do teste e outra para comparagédo
(branco). A pesquisa direta, se deu pela aplicacdo do reagente de Bertrand, sendo positivo nos

casos em que houve a ocorréncia de turvagéo a precipitacao.

4.8 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada pela técnica de sequestro do 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), conforme a metodologia descrita por Sales (2012), com algumas
modificacGes. Inicialmente, uma solucédo etandlica de DPPH com concentracdo de 0,1 mmol/L
foi preparada e armazenada em vidro &mbar mantida ao abrigo da luz em triplicata (Figura
13A). Em seguida, solucbes dos extratos do latex in natura e liofilizado de J. multifida L.
(Figura 11A) foram preparadas com concentracgdes de 5, 10, 20 e 40 pg/mL em triplicata (Figura
13B). Com a solucdo de DPPH em temperatura ambiente, colocou-se 2 mL em balGes
volumétricos ambar de 5 mL, em seguida adicionou aliquotas do latex in natura e do po

liofilizado da Jatropha multifida nas concentracdes preparadas.

Figura 13. Ensaio da atividade antioxidante do extrato do Latex in natura e do po
liofilizado da J. multifida

A

Nota: A: Solucdo do DPHH (coloragdo violeta) e do Extrato. B: Concentragdes do extrato
em triplicata. Fonte: A Autora,2021.

Ap0s decorridos 30 min em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, fez-se a leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro UV-vis, modelo Schimadzu 1240 (Figura 14A) em
comprimento de onda 517 nm. Para tanto, as amostras dos extratos obtidas apos reacdo com o
DPPH foram colocadas em cubetas de vidro (Figura 14B e 14C), que foram preenchidas na

quantidade que garantisse a passagem do feixe de luz UV pelas amostras colocadas nas cubetas.
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Antes de iniciar o procedimento, o espectrofotometro foi ligado para estabilizacdo da
luz do aparelho por um periodo de 5 minutos, ajustando-se o aparelho, para que pudesse
descontar qualquer absorcdo de luz proveniente da cubeta ou do solvente utilizado.

Como controle branco utilizou-se a 4gua destilada, a qual foi colocada em uma cubeta
e depois levada ao aparelho, para entéo ser feita uma varredura dos comprimentos de onda. A
dindmica do ensaio consiste em identificar que, compostos antioxidantes sdo capazes de
estabilizar o radical DPPH, dessa forma, as solu¢des com maior concentracdo de antioxidantes
descolorem, diminuindo a absorbancia a 517 nm.

De outro modo, as solugdes com baixa atividade antioxidante tendem a permanecer com
a coloragdo roxa caracteristica do radical DPPH, apresentando, assim, maiores valores de

absorbancia.

Figura 14. Leitura da atividade antioxidante no Espectrofotémetro

Nota: A-Espectrofotdmetro.B- colocacdo do extrato na cubeta. C- colocacdo da cubeta no aparelho para
leitura. Fonte: A Autora, 2021.

Dessa forma, apds a leitura dos resultados em espectrofotdmetro a 517nm foi possivel
estipular a porcentagem de atividade antioxidante (AA%), que condiz com a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, A porcentagem de radical DPPH remanescente, no tempo

de 30 minutos foi calculada de acordo com base na seguinte equacao abaixo:

% DPPH.Remanescente = (Aamostra - Abranco) X 100
(Acontrole- Abranco)

Onde: Aamostra = absorbancia da reacdo entre a solucéo do radical de DPPH e a amostra antioxidante; Abranco
= absorbéncia da solucdo de solvente utilizada para preparar a amostra antioxidante; Acontrole = absorbancia do
radical de DPPH com uma aliquota do solvente correspondente ao volume da maior concentracdo da amostra.
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Apos a determinacdo do radical DPPH Remanescente, determinou-se a porcentagem de

inibicdo do radical DPPH, através da seguinte formula.

% de inibicdo do radical DPPH Remanescente = 100 - % DPPH.Remanescente

4.9 Ensaios Bioldgicos in vitro
4.9.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para avaliagéo da atividade antimicrobiana foi utilizado ensaio de microdiluicdo em
caldo para determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), conforme documento do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). O extrato do latex de Jatropha
multifida L. bem como o extrato liofilizado foram diluidos em solucdo salina (0,9%) para
obtengdo de uma concentracdo estoque de 2000 pg/mL.

Foram utilizadas linhagens padronizadas pela American Type Cell Cellection -
ATCC/Manassas - VA/USA, sendo elas: bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus -
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis - ATCC 31488 e Enterococcus faecalis - ATCC
29212), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853, Escherichia coli - ATCC
25922 e Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), e o fungo leveduriforme Candida
albicans (ATCC 24433).

Os ino6culos foram preparados em solucdo salina tamponada estéril e a suspensao
bacteriana determinada pela turvagdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL),
diluida em uma proporc¢éo de 1:10 para se conseguir uma concentracdo final de bactérias de 5
x 10* UFC/poco ao inocular 5 pL dessa suspensdo em cada poco. A suspenséo flingica, também
determinada pela escala 0,5 de Mc Farland (1,5 x 10° UFC/mL), foi diluida em 1:50 para
alcancar uma concentragdo de 0,5 a 2,5 x 103 UFC/mL.

A CIM foi determinada em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pogos, com 12
colunas numeradas de 1 a 12 e 8 linhas marcadas de A a H. Todos os orificios a partir da linha
A foram preenchidos com 100 pL de caldo Agar Mueller Hinton (AMH). Nas colunas da linha
A foi inserido o extrato do latex com um volume de 100 uL, o qual foi avaliado em triplicata
para cada microrganismo, o0 mesmo volume foi utilizado para o extrato liofilizado.

Ap0s esse processo, 100 pL de cada pogo da linha A foi pipetado e transferido para o
poco da linha B da mesma coluna, realizando a homogeneizacgédo do conteudo e, entdo, 100 pL
desse poco foi transferido para a linha C, repetindo-se o processo até a linha H, desprezando-
se, apds a homogeneizacdo, o0 excesso da diluicdo, obtendo-se assim concentracoes
decrescentes do extrato (1000 pg/mL na linha A; 500 pg/mL na B; 250 pg/mL na C, 125 pg/mL
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na D, 62,5ug/mL na E, 31,25ug/mL na F, 15,625ug/mL na G e 7,8ug/mL na H).
Posteriormente, em cada poc¢o foi adicionado 5 pL do in6culo microbiano, exceto naqueles
correspondentes ao controle de esterilidade.

Os controles do experimento foram realizados em uma placa a parte. Para o controle da
viabilidade microbiana utilizou-se o caldo de cultivo AMH e o in6culo bacteriano. O controle
negativo foi realizado com solugéo salina (0,9%), empregada para dilui¢éo do extrato, enquanto
que para o controle de esterilidade foi utilizado apenas caldo AMH, a fim de comprovar a
esterilidade do meio e das microplacas utilizadas.

As microplacas foram acondicionadas em estufa microbioldgica a 35 °C durante 24
horas para bactérias e 48 horas para o fungo. Transcorrido o periodo de incubacdo, foi efetuada
leitura das placas com auxilio do revelador Brometo de Trifenil Tetrazolio 2,3,5 (BTT) 1%, que
indica crescimento microbiano. Para isto, foi inoculado 20 pL do revelador (BTT) em todos os
pocos e, em seguida, as microplacas foram reincubadas por um periodo de 3 horas. Apés este
periodo, as mesmas foram observadas e analisadas. A auséncia de cor nos pocos foi interpretada
como microrganismo sensivel ao extrato testado (auséncia de crescimento).

De modo contrario, 0s pocos que apresentaram coloracdo azulada foram interpretados
como microrganismo resistente (presencga de crescimento). A CIM foi definida como a menor
concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento do microrganismo. O experimento foi
realizado em triplicata (Figura 15).

Figura 15. Concentracdes do extrato do latex de J. multifida L. distribuidas na
microplaca de 96 pogos para o ensaio de microdiluicdo em caldo

MICRORGANISMOS

1000 prg/mlL «—oyf
500 pg/ml «——|
250 pg/ml ~——

125 pg/mlL ~—f

62,5 pg/mL —~
31,25 pg/mlL =——f
15,625 pg/mbL ~—p

7,8 pg/mL ——

LLiveeis 000

Fonte: A Autora, 2021.

O grau de atividade antimicrobiana foi determinado segundo os critérios estabelecidos
por Ayres et al. (2008): CIM de até 100 pg/mL (ativa), CIM de 100 a 500 pg/mL (atividade
inibitoria moderada), CIM de 500 a 1000 pug/mL (atividade fraca) e CIM maiores que 1000
ug/mL (inativos).
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4.9.2 Concentragdo Bactericida Minima (CBM)Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Posteriormente a verificacdo da CIM (, foi prosseguido o teste de CBM, que se refere a
concentracdo minima do composto natural capaz de eliminar completamente as bactéria alvos
do estudo e o da CFM, que se refere a concentracdo minima do composto natural capaz de
eliminar completamente o fungo alvo do estudo.

Nesse caso, as amostras obtidas do caldo nutritivo de cultura com o composto natural
da espécie estudada, para CBM foram semeadas em placas de Petri com meio de cultura a base
de Agar Mueller Hinton (AHM) e foram expostas a condigBes favoraveis ao crescimento
bacteriano por 24 horas. Para CFM foram semeadas também em placas de Petri com meio de
cultura & base de Agar Saburoud expostas a condicdes favoraveis ao crescimento fungico por
48 horas.

Sendo assim, para determinacdo da CBM e CFM, aliquotas de aproximadamente 20 puL
de cada poco (valores iguais ou acima das CIMs) foram semeados nas placas de Petri em
triplicata e incubadas a 37 °C por 24 horas para CBM e CFM por 48 horas. A placa de Petri foi
dividida em setores e cada setor referiu-se a uma diluicdo que inibiu o crescimento dos

microrganismos testado neste estudo na placa de 96 pocos (Figura 16).

Figura 16. Teste de Concentracdo Bactericida Minima e Fungicida Minima

inibiu o
crescimento crescimento
‘bacteriano bacteriano

/ﬂn&
Diluicio que
inibiu o

inil

B C
Nota: A: Esquema para uso da placa de Petri nas subculturas retiradas da placa de 96 pocos; B: Foto da placa de
Petri no teste de CBM. C Foto da placa de Petri no teste de CFM - Fonte: Autora, 2021.

Em cada ponto, dentro do setor, foram pipetados uma amostra de 20 puL de cada
repeticdo. A CBM e a CFM foram consideradas as concentrac@es mais baixa a partir da qual
ndo se observou crescimento de microrganismos apés a cultura. O ensaio foi realizado em

triplicata de acordo com os padrdes do CLSI (2018).
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5 RESULTADOS
5.1 Teor de Umidade

A balanca infravermelho utilizada neste estudo emprega o metodo termogravimétrico
que determina a umidade através da perda de peso da massa. O valor de umidade para o latex
in natura e liofilizado da J. multifida L ap6s a secagem estdo apresentados no quadro 1.

Quadro 1. Teor de Umidade, ap6s a secagem, do latex da J. multifida L.

Espécie vegetal Umidade (%)  Teor de sélidos solGveis
Latex in natura J. multifida 87,4+0,7 125+54
Latex liofilizado J. multifida 169+28 83+0,5

Fonte: A Autora, 2021.

5.2 Avaliagéo da Prospeccao Fitoquimica

5.2.1 Saponinas

Ambos 0s extratos apresentaram uma excelente formacdo de espuma apds a agitacéo e
que se mantiveram apds 0s 15 minutos em repouso, e de espuma persistente apos a adi¢do do
acido mineral diluido (Figura 16A e 16B). Os tubos contendo as maiores diluicdes tiveram
altura (h) da espuma superior a 1 cm, se equiparando aos tubos mais concentrados. Esta
informacdo foi validada pela analise semiquantitativa de saponinas presentes nos extratos, em
que o IE= 1000 dos tubos contendo 1 mL de solugdo extrativa. Na tabela a seguir (Tabela 2),
s80 expostas as alturas da espuma dos extratos de Jatropha multifida.

Tabela 2- Alturas da espuma dos tubos apés agitacdo e adicdo de HCI a 2M do extrato
aquoso in natura e liofilizado do latex da J. multifida

Extratos Tubo
| i m v v Vi VIl VIII IX X h(cm)
EAL 2 35 45 55 60 60 70 65 65 9,0 A

2 35 45 55 60 60 70 65 65 90 B

ELPL 50 70 75 80 80 80 90 80 90 90 A

50 70 75 80 80 80 90 80 90 90 B

Nota: EAL= Extrato in natura. EAPL= Extrato liofilizado. h = altura, A = altura da espuma apés 15
min de repouso, B= altura da espuma ap6s adicdo de HCl a 2M
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Figural7- Anel de espuma nos extratos in natura e liofilizado do latex da J. multifida

Nota: A- Extrato do latex in natura; B- Extrato do latex liofilizado.Fonte: A Autora, 2021.

5.2.2 Taninos

Os testes para taninos foram probatoérios para os dois extratos da Jatropha multifida
conforme a precipitacdo destes apds adicdo de gelatina e pela presenca de taninos condensados
apos as amostras contidas no tubo se corarem em tom verde escuro (Figura 18).

Figura 18- Taninos no extrato in natura e liofilizado do latex J. multifida

A Reacdo do extrato in natura; B: Reagdo do extrato liofilizado. (Tubo 1-Teste de identificacdo Gelatina;
tubo 2- teste de identificacdo Cloreto Férrico; Tubo BR- Branco- apenas o extrato filtrado). Fonte: A
Autora,2021.

5.2.3 Flavonoides

Os extratos da J. multifida, também evidenciaram a presenca para flavonoides para a
reacao de Shinoda e AICIs (Figura 19 A), revelando coloragdo rosea e manchas fluorescentes
de cor amarela em luz ultravioleta (Figural9 B).
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Figural9- Flavonoides nos extratos in natura e liofilizado do latex J. multifida

e —

mﬁﬂ;{,ﬂ’&l B i

A -Reacdo de Shinoda positiva; B —Manchas amarelas em exposicdo a luz ultravioleta. Fonte: A Autora, 2021.

5.2.4 Antraquinonas
Apobs adicdo de NaOH a 10% em ambos os extratos, observou-se a formacdo de
coloracdo résea-vermelho, o que também ratifica a existéncia de antraquinonas (Figura 20).

Figura 20- Reacé&o positiva para antraquinonas coloragéo résea-vermelho

Fonte: A Autora,2021.

5.2.5 Alcaloides

O teste para presenca de alcaloides foi negativo em ambos os extratos avaliados, ndo
havendo assim a formagé&o de precipitado e nem turvacdo ap6s adicionar o reagente (Figura 21).
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Figura 21- Reagé&o negativa para alcaloides em ambos os extratos.

Tubo A: adicionado o reagente ao extrato; Tubo B: Branco para fins de comparagdo. Fonte: A Autora, 2021

5.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

A capacidade antioxidante que uma determinada substancia pode ter em sequestrar o
radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina e isso ocorre devido a alguma substancia antioxidante
doar atomos de hidrogénio ao DPPH, os resultados obtidos do sequestro de radicais utilizando
como substéncia o latex in natura e liofilizado da Jatropha multifida estdo apresentados no
quadro 2 e na Figura 22.

Quadro 2. DPPH de fracdes do latex da J. multifida L.

Amostra: Concentracao pg/mL (% IR DPPH)
Jatropha multifida 5 10 20 40
in natura 84,5 +4,2 96,4 £3,7 96,8+1,1 96,2 +0,9
liofilizado 73,1£2,9 90,9 £1,5 92+1,1 91,9+17

Nota: (% IR DPPH = % inibicdo do radical DPPH). + Coeficiente de variacdo. Fonte: Autora, 2021.

Figura 22- Reac¢ao Antioxidante da Jatropha multifida L.

L s -

e

Nota: Concentragdes do extrato liofilizado. Coloragdo amarelo-ambar ao entrar em contato
com a solugéo de DPPH. 2- Solucdo de DPPH;3-Solucdo do extrato liofilizado.
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5.4 Avaliacédo da atividade antimicrobiana do Latex Jatropha multifida L.

No quadro 3 estdo apresentados os valores de CIM e CBM, obtidos pelo extrato do latex
da J. multifida L., sobre os microrganismos avaliados. Foi observada alta atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas S. epidermidis e E. faecalis (CIM = 15,6 ug
mL?), moderada para os microrganismos S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e E. aerogenes (CIM
=125 pg mL™) e fraca atividade sobre C. albicans (CIM =500 pg mL™?).

Quadro 3. CIM e CBM do extrato do latex in natura de J. multifida L.

Microrganismos Extrato do latex in natura (ug mL™?)
CIM CBM
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 125 250
Staphylococcus epidermidis 15,6 125
Enterococcus faecalis 15,6 125
Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli 250 125
Pseudomonas aeruginosa 125 250
Enterobacter aerogenes 125 500
Fungo
Candida albicans 500 1000

Fonte: Autora, 2021.

Quanto a CBM, os melhores resultados foram obtidos contra S. epidermidis e E.
faecalis, sendo o extrato do latex de J. multifida capaz de matar essas bactérias na concentracdo
de 125 pg mLL. No que diz respeito, aos valores de CIM e CBM, do extrato liofilizado de J.
multifida (Quadro 4), observou-se, também, uma acentuada atividade antimicrobiana frente as

bactérias Gram-positivas S. epidermidis e E. faecalis (CIM = 15,6 ug mL™Y).

Quadro 4. CIM e CBM do extrato do latex liofilizado de J. multifida L.

Microrganismos Extrato do latex liofilizado (ug mL™)
CIM CBM
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 125 125
Staphylococcus epidermidis 15,6 125

Enterococcus faecalis 15,6 125




Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter aerogenes
Fungo

Candida albicans

125
125
125

500
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250
125
500

1000

Fonte: Autora, 2021.

Ainda, observou-se uma moderada atividade para S. aureus, P. aeruginosa e E. aerogenes (CIM

=125 ug mL™). No tocante a C. albicans (CIM = 500 pug mL™?), apresentando fraca atividade.

No que se refere, & CBM, os melhores resultados foram contra S. epidermidis e E.

faecalis, sendo o extrato liofilizado de J. multifida capaz de matar essas bactérias na

concentragéo de 125 pug mL™. Sobre o microrganismo E. coli o extrato liofilizado apresentou

valores diferentes do latex tanto na CIM como na CBM, apresentando respectivamente uma

atividade de 125ug mL™e 250pg mL™*?
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6 DISCUSSAO

6.1 Teste de Avaliacdo do Teor de Umidade

O teor de umidade de espécies vegetais varia muito, portanto, tem relacdo com o clima,
estacdo do ano, anatomia de cada espécie, do estagio de desenvolvimento da planta e da
disponibilidade hidrica do solo. Os caules das plantas lenhosas contém cerca de 50% de agua,
ja os caules das plantas herbaceas contém 70 a 80%. Certos frutos podem atingir até mais de
90% de agua, enquanto as sementes geralmente contém de 7 a 15% (BEZERRA, 2011).

Sabe-se, que a &gua é um constituinte fundamental para os tecidos vegetais, uma vez
que, participa de inimeras reacdes quimicas, serve de meio de transporte de nutrientes, promove
a manutencao da turgescéncia celular e atua no controle de temperatura da planta (KERBAUY,
2019).

Torna-se importante especificar a quantidade de agua e outras substancias volateis na
amostra vegetal, uma vez que, 0 excesso de agua é prejudicial, pois favorece a atividade
enzimatica e a proliferacdo de microrganismos que poderdo decompor 0s principios ativos da
planta e produzir substancias que, se ingeridas, podem provocar intoxicagdes. Altos valores de
teor de agua associados a niveis elevados de atividade de agua afetam diretamente a estabilidade
do produto, possibilitando sua deteriora¢éo devido a acao de microrganismos (KRUGER, 2013;
BARROS et al., 2019).

Nesse sentido, observou-se que o teor de umidade obtido na amostra do latex in natura
da J. multifida (87,4%) foi mais alto que o teor de umidade presente no latex liofilizado (16,9
%) e que, esse apresentou resquicios de umidade ap6s o processo de liofilizagdo. Vale salientar
gue neste método termogravimétrico, além da agua sdo eliminadas substancias de qualquer
natureza que se apresentam volateis na temperatura estipulada.

Os dados obtidos mostram que o latex ao submeter-se ao processo de liofilizacéo foi
eficaz para a estabilidade do material revelando um produto com caracteristicas de maior
conservacao e qualidade visto também que, o teor de solidos sollveis encontrados (83,3%) foi
maior comparado ao latex in natura (8,6%).

Sendo o teor maximo de umidade estabelecido pela Farmacopeia Brasileira, entre 8 a
14%, nédo se pode dizer que as amostras analisadas estdo dentro ou fora do seu teor de umidade
ideal, uma vez que ndo foram encontrados valores de referéncia dessa espécie na literatura.

Estudo com a espécie Cnidosculus quercifolius (Euphorbiacea) constatou que amostras
dos galhos apresentaram teor de umidade de 56%. corroborando com os resultados obtidos na
presente pesquisa (FREITAS, 2013).
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6.2 Avaliagdo da Prospeccéo Fitoquimica
Conforme o quadro 5, taninos, flavonoides, antraquinonas, alcaloides e saponinas foram
as classes de metabolitos secundarios detectadas no latex in natura e liofilizado de J. multifida,

com resultados negativo em ambos 0s extratos para alcaloides.

Quadro 5- Metabdlitos secundarios no latex in natura e liofilizado de J. multifida

CLASSES DE REACAO RESULTADO RESULTADO
METABOLITOS Extrato in natura Extrato liofiliozado

Antraquinonas Cor rdsea- ++ ++
vermelho

Taninos Precipitado verde ++ +++
escuro

Flavonoides Cores diversas + +

Saponinas Espuma ++ +++
abundante e
persistente

Alcaloides Sem reacgdo - -

Nota: (+) presenca (-) auséncia. + = presente, ++ = moderada, +++ = intensa, - = ausente. Fonte: A Autora,2021.

Os resultados corroboram com os relatos descritos que espécies de Jatropha sdo
reconhecidas como importantes fontes de metabdlitos secundarios com um amplo espectro de
fungdes biologicas e com potencial terapéutico, tais como fendis, flavonoides, antocianinas,
terpenos, taninos, saponinas, entre outros. A estes metabolitos sdo atribuidas acdes de melhorar a
resposta imunoldgica, combater infeccfes e modular positivamente o processo inflamatorio
(CARVALHO et al., 2018; BRAQUEHAIS et al., 2016).

Estes achados corroboram com o estudo de Sundaryono, Ruyani e Sari (2015) que
constatou a presenca de metabolitos secundarios como taninos, saponinas e flavonoides dos
extratos etandlicos dos caules de Jatropha multifida. Ja o estudo de Borges (2016), identificou
nos extratos bruto da folha a presenca de saponinas e alcaloides. Entretanto, outros metabolitos
no estudo de Fabri et al., (2015) como ester0is e triterpenos nos extratos aquoso, metandlico e
hexanico das folhas e extrato hexanico e metanolico do fruto da J. multifida também foram
identificados na literatura apesar do presente estudo nao ter avaliado esses metabolitos.

A presenca de taninos no latex in natura e liofilizado da J. multifida no presente estudo
confirma o forte traco deste metabolito na referida espécie vegetal. Este tipo de metabdlito

secundario tem massa molar varidvel e sdo solGveis em &gua, sdo substancias adstringente,
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amplamente distribuido entre as plantas, favorecendo a sua protecdo contra ataques de fungos,
bactérias, virus e ainda contra (Da Costa, 2020).

Vale salientar que moléculas de taninos condensados s&o bastantes resistentes a degradacéo
microbioldgica e possuem propriedades antioxidantes, uma vez que séo polifendis (BHOITE e
MURTHY, 2015). O que justifica a acdo antibacteriana do extrato do latex in natura e
liofilizado da J. multifida comprovada no estudo frente as bactérias gram-positivas e negativas
testadas, bem como, sua atividade antioxidante.

Em relacdo as saponinas essas sao conhecidas por possuirem caracteristicas de capacidade
de formar espuma em solucBes aquosas a partir de seus compostos ndo nitrogenados, fato esse
detectado em no estudo para ambos o0s extratos do latex, porém, com predominio de valores maiores
do tamanho da espuma ap0s agitacao de 15 minutos e apés adicdo de HCl a 2M no extrato do latex
liofilizado. Dentre as atividades mais citadas, em relacdo as saponinas, destacam-se a atividade
antinflamatdria e antimicrobiana (FERNANDES et al. 2019). A presenca de saponinas também
foi identificada em plantas pertencentes a0 mesmo género como no caso dos estudos de
composicdo fitoquimica do latex da Jatropha molissima no estudo de Queiroz (2018) e no
extrato aquoso do caule de Jatropha curcas em Rahu et al. (2021).

Pesquisa realizadas por autores constataram a auséncia de alcaloides da espécie J. multifida
como o estudo do de Fabri et al. (2015) ao avaliar o extrato hexanico, metandlico e aquoso das
folhas e o extrato hexanico e metandlico do fruto, esse teste negativo também foi encontrado noa
presente pesquisa. E importante salientar que foram repetidos os testes para deteccdo desse
metabdlito secundario, porém os resultados foram mantidos.

A presenca de flavonoides na espécie vegetal em estudo foi encontrada, mas com uma
reacao pouco expressiva, mesmo assim, o latex liofilizado apresentou uma melhor reacéo nos testes
realizados. Estudo realizado por Chioma et al. (2021) comprovou a presenca de flavonoides em
extrato metandlico das folhas e Pereira-Filho et al. (2020) no extrato hidroalcodlico das folhas de
J. multifida, teve resultado negativo para presenca desse mesmo metabolito. Os flavonoides sdo um
grupo de substancias naturais, com agéo antioxidante, essa atividade foi comprovada no presente
estudo classificando-a como uma atividade antioxidante moderada, para ambos o0s extratos.

A deteccdo das antraquinonas nos extratos do latex in natura e liofilizado apresentaram
a mesma reagao sem sobreposicéo. Esse metabdlito tem sido usado terapeuticamente com fins
purgativos, laxativos e apresentam-se dentro da classe dos irritantes ou estimulantes do
peristaltismo intestinal, também atuam como antioxidantes, bem como analgéesicos
(DEMARQUE, 2017).

A prospeccdo fitoquimica, dos extratos do latex in natura e liofilizado da J. multifida

evidenciou a presenca de metabdlitos secundarios de grande importancia na area da saude e
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biotecnologica, para o tratamento das afeccGes que acometem o ser humano. Vale destacar que 0s
resultados de diferentes prospeccdes podem sofrer variacdes e discrepancias devido as técnicas de
separacdo empregadas, os solventes utilizados e a sua polaridade.

6.3 Avaliacédo da atividade antioxidante

Os resultados mostraram que o extrato do latex in natura e liofilizado apresentaram
atividade moderada, podendo ser considerado como promissora fonte de combate aos radicais
livres, porém, os valores encontrados no latex liofilizado (73,1 ug/mL) foram mais expressivos
nas concentracdes testadas principalmente a 5% quando comparados ao latex in natura (84,5
pug/mL). Uma substancia ou um extrato pode ser considerado ativo quando apresentar o
percentual de descoloracao superior a 50%.

De acordo com Reynertson, Basile e Kennelly (2005) os antioxidantes podem ser
classificados da seguinte forma: muito ativos (ICso inferiores a 50 pg/mL), moderadamente
ativos (ICso entre 50 e 100 pg/mL), levemente ativos (ICso entre 100 e 200 pg/mL) e inativos
(ICso maiores que 200 pg/mL). verifica-se que o extrato do latex in natura bem como o pd
liofilizado de J. multifida se classificam como moderadamente ativo, com valores mais
expressivos no latex liofilizado.

Fabri et al. (2015) ao avaliar o extrato metandlico de folhas da J. multifida, exibiu o
menor potencial de eliminagdo de DPPH com valores de I1Cso de 46,9 pg/mL, seguido pelo
extrato hexanico de folhas com valores de 1Cso de 59,2 pg/mL, indicando que essas fragdes tém
um bom potencial como eliminadores de radicais livres. Comparando os dados da literatura
com os do presente estudo, observa-se que se assemelham, uma vez que, os do latex in natura
e liofilizado apresentaram um discreto aumento, entretanto, pode-se observar que contribuem
para reforcar a atividade antioxidante, nas diferentes partes da espécie vegetal em destaque.

Essa atividade também tem sido estudada por Carvalho et al. (2018) que avaliaram
extratos da J. multifida: latex com DPPH (ICso) de 3,4 ug/mL e folhas 1% mostrando assim
como atividade 1.531 ug/mL. Ahomafor et al. (2016) mostraram que 0s extratos do caule da J.
multifida possuem um radical DPPH apreciavel. Foram avaliados diferentes fragfes do extrato
de raiz de J. multifida como em metanol (210 pg/mL), em éter (185 pg/mL), em cloroférmio
(33 pg/mL) e em acetato de etila (76 pg/mL). O estudo revelou a presenca de atividade
antioxidante dos extratos do caule e que o extrato cloroférmico teve a maior propriedade
antioxidante em comparagdo com as demais fracGes. Deste modo, a familia Euphorbiaceae,

revela-se bastante promissora na esfera das plantas com potencial antioxidante.
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Espécies do género Jatropha destacam-se, ainda mais, nessa atividade, o que pode
explicar a razdo pela qual a maior quantidade de depdsito de patentes (20 patentes) terem sido
encontradas. (PEREIRA-FILHO et al.,2020). Vale ressaltar que, os efeitos antinflamatérios e
antimicrobianos podem estar associados as propriedades antioxidantes de espécies desse género
(ANAKI et al,. 2016). A atividade antiradicalar da J. gossypiiofolia foi evidenciada nos ensaios
de Martins et al. (2018) revelando que o extrato do latex apresentou forte atividade, com Clso
de 5,14 £ 0,16 pg/mL no teste do DPPH.

Assim, corroborando com a afirmacdo acima Moreno et al. (2016) ao testar pelo método
ABTS, extratos hidroalcodlicos de raiz e caule da J. dioica identificaram atividade antioxidante
desses extratos com 1Cso de 89%. No tocante a J. curcas, Papalia, Barreca e Panuccio, (2017)
avaliaram a atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas por quatro métodos

diferentes (DPPH, ABTS, FRAP, ensaio de Ferrozina) exibindo atividade relativamente forte.

6.4 Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato do latex in natura e liofilizado
da J. multifida. frente aos microrganismos S. epidermidis, E. faecalis, S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, E. aerogenes e C. albicans neste estudo foi comprovada por meio CIM e da CBM
e CFM.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana para as bactérias Gram-positivas, no que diz
respeito ao S. aureus e S. epidermidis resultou em uma CIM (125 pg mL™Y) de atividade
moderada para o extrato do latex in natura de e uma CIM de atividade forte (15,6 ug mL™),
para o liofilizado, enquanto a CBM do extrato in natura foi de 250 ug mL* e 125 ug mL™*
respectivamente, e do extrato liofilizado foi de 125 pug mL™ para ambos os microrganismos.
Estes resultados corroboram com Silva et al. (2018) que ao investigarem o potencial
antimicrobiano do extrato etanolico da J. gossypiifolia obteve uma CIM de 500 pg/mL (folhas)
para ambos os microrganismos e CIM de 1000 e 500 pg/mL, respectivamente (caule)

Anggita, Abdi e Desiani (2018) determinaram a eficacia das folhas e extratos de seiva
de J. multifida no crescimento de S. aureus in vitro. Os resultados do estudo utilizando o método
de difusdo em disco mostraram diferencas na zona de inibicdo. O extrato etandlico das folhas
de J. multifida apresentou didametro médio de 0,0 ; 9,3; 17,5 e 22,2 mm nas concentracdes de
25, 50, 75 e 100%, respectivamente. J&, no tocante ao latex este apresentou diametro médio de
16,1; 18,1; 18,6 e 22,0 mm, nas mesmas concentragdes utilizadas com o extrato das folhas.

Outro estudo, conduzido por Cruz et al. (2019), que também, utilizou o método de

difusdo em disco e o teste de microdiluicdo para a determinacao da atividade antimicrobiana
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sobre S. aureus do latex da J. multifida, revelou halo de inibi¢do de 15 mm no teste de difuséo
em disco e uma CIM de 3,12 pg/mL, o que demonstra o poder antimicrobiano para S. aureus
da espécie vegetal em destaque. Rampadarath, Puchooa e Ranghoo-Sanmukhiya (2014)
avaliaram extratos das folhas de J. multifida contra S. epidermidis (ATCC 12228), em acetato
de etila e em metanol, com CIM de 25,0 e 14,5 pg mL?, respectivamente. Estes dados,
colaboram com os resultados da presente pesquisa, uma vez, que a parte da planta estudada,
também apresentou atividade contra o S. epidermidis.

O resultado apresentado nesta pesquisa frente ao E. faecalis revelou que, o extrato do
latex in natura e o liofilizado obteve uma CIM considerada como forte atividade de 15,6 ug
mL? e uma CBM de 125 pg mL™, para ambos os extratos, corroborando com o relato de
Braquehais et al. (2016) que testaram o extrato etandlico das folhas de Jatropha mollissima
frente ao E. faecalis (ATCC 29212), obtendo halo de inibicdo de 7,0 mm, confirmando assim,
a acdo antibacteriana do extrato contra esta cepa.

Prastiyanto et al. (2020) avaliaram a atividade antibacteriana do latex de trés espécies
do género Jatropha (J. curcas, J. gossypiifolia e J. multifida) contra S. aureus e P. aeruginosa
em ordem decrescente (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.09, 0.04, e 0.02). Entre
os trés latex do género Jatropha, a espécie J. multifida exibiu o menor valor de CIM e CBM
contra S. aureus (0,19 pg/mL e 0,39 pg/mL, respectivamente), Todo os tipos de latex exibiu o
mesmo valor de CIM e CBM contra P. aeruginosa (25 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente).

Estudo de Ivan, Sudigdoadi e Kartamihardja (2019) utilizando como solvente uma
infusdo de agua para preparar os extratos das folhas de J. multifida, avaliou o efeito
antibacteriano contra S. aureus e P. aeruginosa, pelo método de difusdo em disco, para
determinacédo de CIM e CBM, nas concentracdes de 100, 75, 50 e 25%, que apresentaram zonas
inibitdrias, apenas nas concentracfes de 100 e 75%, com halos de inibicdo de 21,3 e 17,3 mm,
respectivamente.

Barros (2015) ao avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e metanolicos
das folhas da J. multifida, pelo método de microdiluicdo em caldo frente a E. coli e P.
aeruginosa identificou que o extrato aquoso mostrou uma CIM de 200 mg/mL e o metandlico
indicou CIM de 17,27 mg/mL, para ambos os microrganismos. Hanafi et al. (2020) também
avaliaram a atividade antibacteriana do extrato em metanol das folhas da J. multifida contra E.
coli. O método usado foi o de difusdo em disco, o qual apresentou halo de inibi¢do para esta
bactéria Gram negativa de 11,6 mm, sendo considerada como moderadamente ativo.

Em um outro estudo, sobre a atividade antibacteriana da seiva de J. multifida em

algumas cepas clinicas responsaveis por infeccdes do trato urinario realizado por Victorien et
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al. (2019), esta espécie vegetal apresentou atividade bactericida em todas as doze cepas
estudadas com destaque para S. aureus e E. coli onde apresentaram respectivamente halos de
inibicdo de 17,1 e 18 mm, respectivamente. Esses dados corroboram com os apresentados na
presente pesquisa, no qual, a atividade frente a E. coli, para o latex in natura foi uma CIM de
atividade moderada de 250 ug mL™* e CBM de 125 pug mL, enquanto, o liofilizado apresentou
CIM de 125 pg mL™* e CBM 250 pg mL? , também considerada uma atividade moderada.

No presente estudo o latex in natura e o liofilizado da J. multifida apresentaram as
mesmas atividades de CIM de atividade moderada (125 pg mL™t) e CBM (250 pg mL™?),
confirmando assim, sua atividade antibacteriana contra o E. aerogenes. No entanto, Hernandez
et al. (2017) ao avaliarem extratos das folhas da J. neopaciflora observaram que, no extrato em
metanol e na sua fracdo metandlica auséncia de atividade antibacteriana, porém na fracdo
hexanica deste mesmo extrato em metanol, eles observaram um halo de inibi¢do de 7,0 mm,
com valores da CIM de 2.0 mg/mL e de CBM de 4.0 mg/mL.

A avaliagdo da atividade antifungica contra C. albicans, resultou em uma CIM de
atividade baixa para o latex in natura e liofilizado de 500 pug mL™, enquanto a CFM foi de 1000
ug mLL. Em um estudo realizado por Camelo (2015) foi revelado que o latex da J. molissima
apresentou atividade antifungica baixa com CIM 512 pg/mL para o referido fungo. Entretanto,
Anani et al. (2016) avaliaram o potencial antimicrobiano em extratos (aquoso e hexanico de
folhas e metandlico dos frutos) da J. multifida contra estirpes de bactérias e fungos, conhecidos
por infecgdes em humanos, tal resultado evidenciou uma forte atividade contra C. albicans
(ATCC 18804) com CIM de 39 pg/mL.

Oliveira et al. (2019) realizaram estudo analisando a fragdo oriunda de sucessivos
fracionamentos do residuo aquoso do latex, em ensaio antifingico contra C. albicans, C.
grablata, C. krusei, C. tropicalis e Cryptococcus neoformans. O ensaio revelou que a fracdo
isolada do latex apresentou atividade fungistatica para C. grablata e C. tropicalis com CIM de
100 pg/mL e que ndo foi possivel encontrar a concentragéo fungicida minima para esse ensaio,
uma vez que todos os valores de CIM das amostras ndo mostraram-se fungicida.

Apesar do foco da presente pesquisa ter sido apenas a C. albicans € possivel perceber
que em outros estudos a espécie Jatropha multifida tem sido avaliada para diversas cepas de
fungos. Como pode ser observado, no estudo de Chioma et al. (2021) que avaliaram extratos
metanolicos das folhas da planta em questéo, contra 12 espécies de fungos: Penicillum citrinum
(MH990629), Aspergillus fumigatus (MK4610), A. welwitschiae (MG576117), A. aculeatus
(MK461093), A. flavus (Mk 299130), Fusarium succisae (Mk 418691), Curvularia kusanol
(MG975624), Cladosporium tenuissimum (MK 357638), Pestalotiopsis microspora (MK
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224482), Fusarium solani (MH517359), Fusarium lichenicola (KH921661) e Absidia spp. Os
extratos vegetais foram preparados nas concentracdes crescentes de 6,2; 12,5; 25; 50; 100 e
200%. Os resultados revelaram que todos os isolados foram resistentes a J. multifida em todas
as concentracOes, exceto para Fusarium solani com zona de inibicdo de 15 mm, ndo

corroborando com os resultados da presente pesquisa.
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7- CONCLUSAO

O estudo com a espécie vegetal J. multifida iniciou-se com a obtenc¢éo do latex tendo como
extratos utilizados o latex in natura e liofilizado, os quais foram submetidos a prospeccdo

fitoquimica, seguido de investigacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana concluindo que:

e Os resultados obtidos neste estudo confirmam que o extrato do latex in natura e
liofilizado apresentaram quantidades expressivas de compostos bioativos, como taninos,
flavonoides, antraquinonas e saponinas.

e Os ensaios de atividade antibacteriana in vitro mostraram que o latex in natura e liofilizado
promoveram inibicdo de crescimento tanto das bactérias gram-positivas como das gram-
negativas testadas.

e Os ensaios de atividade antifugica in vitro mostraram que o latex in natura e liofilizado
apresentando uma baixa atividade antifugica frente a cepa C. albicans, pérem, ndo descarta
a possibilidade de estudos futuros avaliarem a atividade dos extratos em outras cepas
fangicas de interesse clinico.

e Os ensaios de atividade antioxidante in vitro mostraram que o latex in natura e liofilizado
apresentaram atividade antioxidante moderada.

e Em todas as atividades avaliadas (prospecgdo fitoquimica, atividade antibacteriana e
atividade antioxidante) neste estudo o latex liofilizado mostrou-se mais enérgico quando
comparado ao latex in natura, se mostrando como uma fonte promissora de extrato para
estudos futuros, o que agrega um potencial biotecnoldgico ao produto.

e O estudo da J. multifida mostrou resultados que corroboram seu uso como fitoterépico,
porém carece de estudos mais aprofundados para elucidacédo de seu potencial terapéutico.

e Estudos com esta espécie vegetal devem ser continuados para isolamento do principio ativo
visando a comprovacdo da atividade cicatrizante do latex liofilizado para uma futura
producdo de um fitoterapico cicatrizante de feridas, visto que essa atividade ndo foi avaliada
no presente estudo devido a pandemia vivenciada atualmente pela infecgcdo do Coronavirus
(COVID-19).
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