renorbio

rede nordeste de biotecnologia

(&

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
RENORBIO

NOELLY BASTOS CAVALCANTE

ESTUDO FITOQUIMICO, OBTENCAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA POR
SINTESE VERDE A PARTIR DE Jatropha mollissima (EUPHORBIACEAE) E
AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA

RECIFE-PE
2019



@renorbio

rede nordeste de biotecnologia

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
RENORBIO

NOELLY BASTOS CAVALCANTE

ESTUDO FITOQUIMICO, OBTENCAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA POR
SINTESE VERDE A PARTIR DE Jatropha mollissima (EUPHORBIACEAE) E
AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA

Trabalho apresentado a Universidade
Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de

Doutora em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida - UNIVASF

Linha de pesquisa: Biotecnologia de Produtos Naturais

RECIFE-PE
2019



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

C376e Cavalcante, Noelly Bastos

Estudo fitoquimico, obtencdo de nanoparticulas de prata por
sintese verde a partir de Jatropha mollissima (Euphorbiaceae) e

avaliacdo das atividades antimicrobiana e citotoxica / Noelly Bastos
Cavalcante. —2019.

181 1. :il.

Orientador: Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida.

Tese (Doutorado) — Programa de P6s-Graduagdo em
Biotecnologia — RENORBIO, Recife, BR-PE, 2019. Ponto focal em
Pernambuco — Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Inclui referéncias e anexo(s).

1. Quimica vegetal 2. Nanoparticulas 3. Sintese verde 3. Agentes

Antiinfecciosos I. Almeida, Jackson Roberto Guedes da Silva, orient.
Il. Titulo

CDD 620.8




TERMO DE APROVACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

TESE DE DOUTORADO ELABORADA POR:

NOELLY BASTOS CAVALCANTE

Estudo fitoquimico, obtencédo de nanoparticulas de prata por sintese
verde a partir de Jatropha mollissima (Euphorbiaceae) e avaliacdo das
atividades antimicrobiana e citotoxica

BANCA EXAMINADORA

Tese defendida e aprovada pela banca examinadora em: 04 de junho de 2019

Orientador:

Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - UNIVASF

Examinadores:

Prof. Dr. Mario Adriano Avila Queiroz
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - UNIVASF

Prof. Dr. Vitor Prates Lorenzo
Instituto Federal do Sertdo Pernambucano - IF Sertdo PE

Prof. Dra. Edigénia Cavalcante da Cruz Araujo
Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco — UNIVASF

Prof. Dra. Larissa Araujo Rolim
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - UNIVASF

RECIFE-PE
2019



Nos momentos de dificuldade, de cansag¢o e de
auséncia, a imagem, o sorriso, a compreensdo e o amor
de vocés me fizeram continuar. Aos meus pais, Davina
e Umberto, a minha irma, Marielly, e ao meu noivo

Marcosuel, por fazerem parte de mim, com amor.

Na busca dos saberes, junto a eles é onde mais aprendo.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me amar e por permitir que eu tenha forgas para lidar com as
adversidades. Por permitir que eu possa aprender a ser uma pessoa melhor a cada dia. E,
principalmente, por me compreender nas falhas e por sempre me dar a oportunidade de
corrigi-las.

Aos meus pais, Davina e Umberto, pelo amor e apoio incondicional, pelos
exemplos e ensinamentos que me mostraram a importancia da honestidade, da
disciplina e da forca de vontade.

A minha irm4, Marielly, presente de Deus em minha vida, sempre tdo préxima
em todas as minhas aflicOes e alegrias, sempre tdo disposta a me ajudar e a me levantar
sempre que eu necessito.

Ao meu grande amor, Marcosuel, pessoa com quem amo partilhar a vida. Com
vocé tenho me sentido ainda mais viva. Obrigada pelo amor, carinho, companheirismo e
por sua capacidade de me trazer paz na correria do dia a dia.

A todos os meus familiares que, mesmo a distancia, me apoiaram e torceram por
mim.

Ao professor Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida, pela valiosa orientacao,
pela confianga, paciéncia, comprometimento e pelas oportunidades proporcionadas
durante esses gquatro anos de trabalho.

Ao professor Henrique Douglas Melo Coutinho (Universidade Regional do
Cariri - Crato/CE), e seus queridos alunos Raimundo, Cris, Saulo e Débora, pela
receptividade, boas ideias e valiosa ajuda nos testes de atividade antibacteriana e
moduladora.

A professora Larissa Araljo Rolim (CAFMA/UNIVASF) e a lzabel Cristina
Casanova Turatti (Universidade de Sdo Paulo/USP - Ribeirdo Preto), pelas analises de
CG-EM e LC-MS realizadas, fundamentais para este trabalho.

Ao professor Helinando Pequeno de Oliveira pelo apoio de sempre e pelo
auxilio nos experimentos de MEV, UV-Vis e Potencial Zeta.

A Anelize Bauermeister (Universidade de S&o Paulo/USP - Ribeirdo Preto/SP)
pelas analises de networking molecular realizadas, além da paciéncia e disponibilidac
para tirar todas as minhas duvidas. Serei eternamente grata pelo seu apoio!

A lsabela Amariz, da Central de Andlises de Farmacos e Medicamentos
(CAFMA - UNIVASF) e Layanne Feitosa, do Nucleo de Estudos e Pesquisas de Plantas



Medicinais (NEPLAME - UNIVASF) pelo auxilio na interpretacdo dos dados de CG-
MS e LC-MS.

A professora Claudia do O Pessoa e & querida Francilene Silva, do Laborat6rio
de Oncologia Experimental (LOE - Universidade Federal do Ceara-UFC), pelo auxilio
na investigacao da atividade citotoxica, além do apoio e atencdo de sempre.

A professora Aurea Wischral e a Sandra Morgado, do Programa de Pos-
graduacdo em Biotecnologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco, pela
competéncia, disponibilidade e receptividade presentes em todas as vezes que as
procurei.

Aos professores da minha banca de qualificacdo, Dr. Mario Queiroz, Dra. Maria
Helena Tavares e Dra. Edigénia Cavalcante, por todos 0s ensinamentos, criticas
construtivas e excelentes consideracoes.

A todos os professores do programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia da
RENORBIO, que contribuiram imensamente para a minha formacao.

A todos os colegas do Laboratorio de Bioquimica da UNIVASF e do Nucleo de
Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais (NEPLAME), em especial Mayara Amariz,
Michelle Cruz, Celuane Moura, Ana Paula Oliveira, Raimundo Junior, Rafela Melo e
Amanda, por toda a aprendizagem em conjunto, pelas dificuldades que dividimos e
superamos e, principalmente, pela amizade e companheirismo em todas as horas.

As instituicbes de ensino e pesquisa: Universidade Federal do Vale do Sio
Francisco (UNIVASF), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE -
Recife/PE), Universidade Regional do Cariri (URCA - Crato/CE), Universidade Federal
do Ceara (UFC - Fortaleza/CE) e Universidade de Sdo Paulo (USP - Ribeirdo Preto/SP)
pelo incentivo profissional e oportunidade de crescimento pessoal.

A Fundacio de Amparo & Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) pela
bolsa concedida e aos demais oOrgdos de fomento, CAPES e CNPq, pelo apoio
financeiro utilizado para manutencgéo da infraestrutura dos laboratorios.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo deste
trabalho.

E, finalmente, agradeco ao mundo por estar em constante evolugdo, sempre
mudando as coisas, por nunca fazé-las iguais... pois, se assim fosse, ndo teriamos o que
pesquisar, o que descobrir e o que fazer, pois € 1SS0 que nos move e da sentido & nossa
vida.

Muito obrigada!



“Um trabalio-te da uwmw propésitfo- e um
sugnafieado: A vuda & vazia senm amdpos)’’

Stephen Hawking



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Area de ocorréncia do bioma Caatinga ............ccceeeuevevreercuererieeeseeieeeenans 27
Figura 2 - Distribuicao da familia Euphorbiaceae no mundo ...........ccccccevvevveieieennnnn, 31
Figura 3 - Ocorréncia do género Jatropha N0 MuNdo .........ccccvevveieeieiie s 35

Figura 4 - Estruturas quimicas dos compostos Jatromultona A-1 isolados de J. multifida

........................................................................................................................................ 37
Figura 5 - Jatropha mollissima — INfloreSCENCIa ..........ccevveveiieii e 45
Figura 6 - Jatropha mollissima — Planta inteira ............cccccevviieieere s 45
Figura 7 - Jatropha mollissima — FOINa ..........ccooiiiiiiee 46
Figura 8 - Jatropha mollisSima — FrUO .........ccoceiiiiiiiiic e 46

Figura 9 - Estrutura quimica dos flavonoides em comum nos extratos aquosos de J.
gossypiifolia e J. mollissima detectados através de analises por CLAE-DAD ............. 48
Figura 10 - Estrutura quimica dos flavonoides encontrados no extrato aquoso de J.
mollissima detectados através da analise por CLAE-DAD-MS/MS ........cccoovinenne. 49
Figura 11 - Esquema da interacdo de uma nanoesfera metélica com a luz. O campo
eletromagnético da luz induz uma oscilacdo dipolar da conducéo eletronica através da
PAFICUIA ...ttt nae e 57
Figura 12 - Esquema de sintese de nanoparticulas de prata (AgNPS) ........cccccocererennen. 62
Figura 13 - Exsicata da espécie Jatropha mollissima depositada no Herbario Vale do
S80 FranCiSCO - HVASF ...t 65
Figura 14 - Sistema de fracionamento do extrato etandlico bruto (Jm-EEB) por
cromatografia liquida @ VACUO ..........ccoviiiiiiiiieee s 67
Figura 15 - Cromatograma de ions totais do extrato etandlico bruto (Jm-EEB) de J.
MOIISSIMA ...t b et e ettt beereens 86
Figura 16 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no extrato
etanolico bruto de J. MOIISSIMA .......c.veiviiiiie e e 89

Figura 17 - Cromatograma de ions totais da fase hexanica (Jm-Hex) de J. mollissima

Figura 18 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase hexanica
de J. MOIIISSIMA ...t re e e s e reeneeaneenreas 91
Figura 19 - Cromatograma de ions totais da fase cloroférmica (Jm-CHCI3) de J.

10101 I TEEY 01T R 92



Figura 20 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase
cloroformica de J. MOIISSIMA ......coveiiiiiiiciiic e 95
Figura 21 - Cromatograma de ions totais da fase acetato de etila (Jm-AcOEt) de J.
MOMIISSIMA ...ttt b bbbt 96
Figura 22 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase acetato
de etila de J. MOIISSIMA ......ocviiieiieie e e 98
Figura 23 - Cromatograma de ions totais da fase metanolica (Jm-MeOH) de J.
MOMIISSIMA ...t bbbt e et bbb ens 99
Figura 24 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase
metandlica de J. MOIISSIMA ....c..cveiiiiiiii e 100
Figura 25 - Aplicagdo de networking molecular baseado no modo positivo de ionizagéo
por electrospray de CLAE-DAD-IT-MS/MS nas fases cloroférmica (Jm-CHCl3) e

acetato de etila (Jm-AcOELt) de J. mollisSima .........ccccoveviiieiieieic e, 106
Figura 26 - Estrutura quimica do Triacontanol ............ccccveriirenninicnereee e 108
Figura 27 - Espectro de RMN de *C de JM-1 (CDCl3,100 MHZ) .......c.ccoevvvrevrnnen. 110
Figura 28 - Espectro de RMN de *C DEPT 135° de JM-1 (CDCl3,100 MHz) ......... 111
Figura 29 - Espectro de RMN de *H de JM-1 (CDCl3,400 MHZ) ........cccoovevvvrrnnne. 112
Figura 30 - Expansdes do espectro de RMN de *H de JM-1 (CDCls 400 MH2) ....... 113
Figura 31 - Espectro de correlagdo *H x *C - HSQC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100
IVIHZ) oot s e s s st e e e s et e st ee st r e 114
Figura 32 - Expansdo 1 do espectro de correlagdo *H x *C - HSQC de JM-1 (CDCls,
400 MHZ € 100 IMIHZ) ..ottt enee e neeenee e 115
Figura 33 - Expansdo 2 do espectro de correlagdo *H x *C - HSQC de JM-1 (CDCls,
400 MHZ € 100 MHZ) ..ottt 116
Figura 34 - Espectro de correlagdo *H x *C - HMBC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100
IVIHZ) ettt 117
Figura 35 - Expansdo 1 do espectro de correlagdo *H x **C - HMBC de JM-1 (CDCls,
400 MHZ € 100 IMHZ) ..cvviiiee ettt 118
Figura 36 - Expansdo 2 do espectro de correlagio *H x **C - HMBC de JM-1 (CDCls,
400 MHZ € 100 IMHZ) .cvviieie ettt ettt 119
Figura 37 - Estrutura quimica do S-SItOSterol ... 121
Figura 38 - Espectro de RMN de *C de JM-2 (CDCl3,100 MHZ) .......ccccovevrvernenene. 123
Figura 39 - Espectro de RMN de *C DEPT 135° de JM-2 (CDCl3,100 MHz) ......... 124

Figura 40 - Espectro de RMN de H de JM-2 (CDCl3,400 MHZ) ........cocoovevvvvnnnn. 125



Figura 41 - Expansio 1 do espectro de RMN de *H de JM-2 (CDCI® 400 MHz) ...... 126
Figura 42 - Expansio 2 do espectro de RMN de *H de JM-2 (CDCI® 400 MHz) ...... 127
Figura 43 - Espectro de correlagdo *H x *C - HSQC de JM-2 (CDCls, 400 MHz e 100

IVIHZ) oo eee e s e ee e 128
Figura 44 - Espectro de correlagio *H x *C - HMBC de JM-2 (CDCls, 400 MHz e 100
N T YOO 129
Figura 45 - Espectro de correlagdo H COSY de JM-2 (CDCls, 400 MH2) .............. 130

Figura 46 - Avaliacdo do potencial modulador do extrato etandlico bruto (e fases) das
folhas de J. mollissima sobre o efeito antibacteriano de antibioticos contra espécies
MUITITTESISTENTES ..veveeciieeee sttt et e neesreenteeneenreenee e 137
Figura 47 - Reacdo de biossintese de nanoparticulas de prata com mudanca de
[010] [o] - Uo¥: (o SRS 146
Figura 48 - Curvas de formacdo representativas das medidas de absorbancia no UV-Vis
de nanoparticulas de prata obtidas por SiNtese VErde ..........ccccvvvvveieeiieieiene e 148
Figura 49 - Representacdo da distribuicdo das nanoparticulas de prata obtidas por
sintese Verde €M MEI0 AQUOSO ........coveireaieieerieseesteesteseesieesreseestaeseesaesreeeessaesreeneens 151
Figura 50 - Imagens de MEV de nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde .. 154
Figura 51- Espectros de EDS para identificacdo de componentes quimicos presentes
nas amostras de nanoparticulas de Prata .........ococeeeeereierenenecee e 155



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Potencial quimico e bioldgico de espécies da familia Euphorbiaceae
estudadas no ano de 2018 (Janeiro @ JUINO) .....cc.ecvviieiiciic i 33

Tabela 2 - Diterpenos isolados e identificados no género Jatropha e atividades
[o]T0] (o]0 [oF: S TS U TSP 38

Tabela 3 - Eluentes e reveladores utilizados para a caracterizagdo do perfil fitoquimico
cromatografico do extrato etandlico e fases obtidas a partir das folhas de Jatropha

0010 LTI [ - PP PRR 68
Tabela 4 - CondicGes cromatograficas nos experimentos de LC-MS ............c.ccccvenee. 72
Tabela 5 - Origem bacteriana e perfil de reSiStENCia ..........ccoceveviriiiiieieieie e 75

Tabela 6 - Descricdo das linhagens celulares e concentragdes utilizadas na investigacdo
da atividade CITOTOXICA ....vcvveeieieie ettt bbbt 77

Tabela 7 - Descricdo e identificacdo das amostras utilizadas na investigacdo da
ALIVIAAAE CITOTOXICA ..o.viveiieiieiieieie et sb e eneas 77

Tabela 8 - Descricdo das classes de metabdlitos secundarios investigados nos extratos e
fases de J. MOIISSIMA ....c.eoviiiieieie et 83

Tabela 9 - Constituintes quimicos do extrato etanolico bruto das folhas de J. mollissima

........................................................................................................................................ 87
Tabela 10 - Constituintes quimicos da fase hexanica de J. mollissima ........................ 90
Tabela 11 - Constituintes quimicos da fase cloroférmica de J. mollissima .................. 92
Tabela 12 - Constituintes quimicos da fase acetato de etila de J. mollissima .............. 96
Tabela 13 - Constituintes quimicos da fase metandlica de J. mollissima. .................... 99

Tabela 14 - Comparacdo com os dados espectrais de RMN de **C (100 MHz, CDCls)
do fitoesterol g-sitosterol encontrados na literatura (100 MHz, CDCI3) .........c.ccv.... 104

Tabela 15 - Atividade antibacteriana do extrato etandlico bruto (e fases) obtido a partir
das folhas de J. MOIISSIMA .......cc.oiiiiiiiie e 120

Tabela 16 - Atividade citotdxica in vitro (concentracdo Unica) de extratos de J.
mollissima contra linhagens de células tumOorais ..........ccoccveveiieerveiesieece e 134

Tabela 17 - Atividade citotoxica in vitro (Clso) de extratos de J. mollissima contra
linhagens de CElUIAS TUMOTAIS ..........cccoviiiiieieee s 141

Tabela 18 - Atividade citotdxica in vitro (Clso) de extratos de J. mollissima contra
linhagens de CElUIAS TUMOTAIS ..........ccuiiiiiiiieee e 142



Tabela 19 - Dados obtidos por analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) ...... 149

Tabela 20 - Potencial Zeta das nanoparticulas obtidas por sintese verde utilizando o

extrato aquoso de J. mollissima como agente de redugao ..........ccocvevverenerieniineeiennnn, 151
Tabela 21 - Atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata obtidas por sintese
17 =] (0 LSO RURRP 156

Tabela 22 - Atividade citotoxica in vitro de de nanoparticulas de prata obtidas por
sintese verde contra linhagens de células tumorais

Tabela 23 - Atividade citotoxica in vitro (Clso) de nanoparticulas de prata obtidas por
sintese verde contra linhagens de células tumorais ............ccccceevveiiciecvc e, 160



14

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Aplicacdes de técnicas hifenadas na &rea de produtos naturais ................. 51
Quadro 2 - Sistemas de elui¢do utilizados no fracionamento cromatografico das fases
JM-CHCI3 € JM-ACOET ...ttt et 70
Quadro 3 - Rendimento das fases obtidas através do processo de fracionamento por

cromatografia liquida & VACUO ..........cccouiiiiiiiiiee s 82



ATCC

CBM

CIM

CDClIs

CC

CCDA

CG

CG-MS
CHCI3
CLAE-DAD

CTT
DMSO
DPPH

ESI

eV

HPLC
HR-ESI-MS
HVASF

IR

J

LC-MS
MTT

ppm

PBS

Rf

RMN

RMN de 3C
RMN de H
TMS

UFC

uv

oC

oH

A

0

pL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

American type cell colletion

Concentracédo bactericida minima

Concentracdo inibitdria minima

Cloroférmio deuterado

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada analitica
Cromatografia gasosa

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Cloroformio
Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos
Cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio

Dimetilsulfoxido

2,2-difenil-1-picrilhidrazil

lonizagéo por eletrospray

Eletrovolt
High-performance liquid chromatography

High-resolution electrospray ionisation mass spectrometry
Herbério Vale do S&o Francisco

indice de retencéo

Constante de acoplamento

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
Partes por milhdo

Phosphate buffered saline

Retenction factor

Ressonancia magnética nuclear

Ressonancia magnética nuclear de carbono
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Tetrametilsilano

Unidade formadora de col6nia

Ultravioleta

Deslocamento quimico de carbono em ppm

Deslocamento quimico de hidrogénio em ppm

Angstron

Deslocamento quimico

Microlitro

OBS.: As abreviaturas e 0s simbolos citados neste trabalho e que ndo constam nesta

relacdo, encontram-se descritos no texto ou sao convencdes adotadas universalmente.



RESUMO

Jatropha mollissima é uma planta arbustiva da familia Euphorbiaceae, endémica
do bioma Caatinga. E uma espécie que pouco se tem referéncia, no entanto é utilizada
na medicina popular principalmente para o tratamento de Ulceras e picadas de cobra. Os
objetivos principais deste trabalho foram: realizar o estudo fitoquimico de J. mollissima,
obter nanoparticulas de prata por sintese verde utilizando seu extrato aquoso e avaliar
sua capacidade antibacteriana e citotoxica. Neste trabalho foi relatado pela primeira vez
0 extrato aquoso de J. mollissima como redutor de ions prata. O material vegetal
(folhas) foi coletado no municipio de Sdo Raimundo Nonato-Pl, em época chuvosa e,
apo6s o processo de secagem e maceracdo do material, foi obtido o extrato etanolico
bruto (Jm-EEB). Apds esse procedimento, o Jm-EEB foi particionado utilizando o
método de cromatografia liquida a vacuo com solventes em ordem crescente de
polaridade, obtendo-se as fases hexanica (Jm-Hex), cloroféormica (Jm-CHCIs), acetato
de etila (Jm-AcOEt) e metandlica (Jm-MeOH). O extrato aquoso para a biossintese de
nanoparticulas de prata, por sua vez, foi obtido utilizando 10 g do p6 das folhas imersos
em agua bidestilada, sendo a mistura, em seguida, submetida a fervura por dez minutos.
O material foi centrifugado, filtrado e armazenado a 4 °C. O extrato bruto e as fases
foram submetidos a analise por CG-EM para a identificacdo dos seus constituintes
quimicos. As fases cloroférmica e acetato de etila foram submetidas ao fracionamento
por cromatografia liquida em coluna utilizando os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol individualmente ou em misturas binarias. Além disso, todos
0s extratos foram submetidos aos testes biologicos de atividade antimicrobiana (CIM e
da CBM) e atividade citotoxica, para determinacdo da Clso frente a trés linhagens de
células tumorais. O fracionamento cromatografico possibilitou o isolamento de duas
substancias que, apds submetidas a analises por RMN de *C e *H uni e bidimensionais,
foram identificadas como triacontanol e B-sitosterol. As analises por CG-EM revelaram
a presenca de 51 picos para Jm-EEB, 24 picos para Jm-Hex, 60 picos para Jm-CHClIs,
36 picos para Jm-AcOEt e 16 picos para Jm-MeOH, sendo os compostos da classe dos
terpenos 0s mais representativos. Foram identificados diversos constituintes, tais como
fitol, lupeol, &cido palmitico, acido linolénico e a-tocoferol, todos com atividades
bioldgicas importantes relatadas na literatura. Também foram realizadas analises por
CLAE-MS/MS e aplicacdo de networking molecular, tornando possivel a identificacdo
de oito flavonoides descritos pela primeira vez na espécie. No teste de atividade
antimicrobiana, J. mollissima foi capaz de promover uma inibi¢cdo moderada de espécies
bacterianas de importancia clinica, sendo Serratia marcescens a espécie mais sensivel.
Nos testes de atividade modulatéria com antibidticos, ficou evidenciado que J.
mollissima estabeleceu uma relacdo antagénica com o antibiético Norfloxacina, que faz
parte da classe das fluoroguinolonas. As nanoparticulas de prata obtidas por sintese
verde, por sua vez, obtiveram atividade antibacteriana significativa contra todas as
cepas testadas. Com relacdo a atividade citotoxica, J. mollissima apresentou um forte
potencial antiproliferativo, principalmente contra linhagens celulares de céancer de
prostata (Clso < 30 pg/mL). O mesmo pdde ser observado para as nanoparticulas de
prata biossintetizadas, cuja melhor Clsg foi 2,93 pg/mL, também contra a linhagem de
cancer de prostata. Estes resultados sdo inéditos para a espécie, 0 que incentiva ainda
mais os estudos com esta planta, a fim de elucidar possiveis mecanismos de acéo.

Palavras-chave: Jatropha mollissima; Fitoquimica; Nanoparticulas de prata; Sintese
verde; Atividade antibacteriana; Atividade citotoxica.



ABSTRACT

Jatropha mollissima is a shrubby plant of the Euphorbiaceae family, endemic to
the Caatinga biome. It is a species that has little reference, however it is used in folk
medicine mainly for the treatment of ulcers and snake bites. The main objectives of this
work were: to perform the phytochemical study of J. mollissima, to obtain silver
nanoparticles by green synthesis using its aqueous extract and to evaluate its
antibacterial and cytotoxic capacity. In this work the aqueous extract of J. mollissima
was reported for the first time as a silver ion reducer. The plant material (leaves) was
collected in the city Sdo Raimundo Nonato-Pl, in the rainy season and, after the drying
and maceration of the material, crude ethanol extract (Jm-CEE) was obtained. After this
procedure, the Jm-CEE was partitioned using the vacuum liquid chromatography
method with solvents in increasing order of polarity, obtaining the hexane (Jm-Hex),
chloroform (Jm-CHCIs), ethyl acetate (Jm-AcOEt) and methanol (Jm-MeOH). The
aqueous extract for biosynthesis of silver nanoparticles, in turn, was obtained using 10 g
of the powder of the leaves immersed in doubly distilled water, the mixture being then
boiled for ten minutes. The material was centrifuged, filtered and stored at 4 °C. The
crude extract and phases were submitted to GC-MS analysis for the identification of
their chemical constituents. The chloroform and ethyl acetate phases were subjected to
fractionation by column liquid chromatography using the solvents hexane, chloroform,
ethyl acetate and methanol individually or in binary mixtures. In addition, all extracts
were submitted to biological tests of antimicrobial activity (MIC and MBC) and
cytotoxic activity, to determine the ICso against the three tumor cell lines. The
chromatographic fractionation allowed the isolation of two substances that, after being
subjected to the uni and bidimensional *C and *H NMR analyzes, were identified as
triacontanol and B-sitosterol. GC-MS analyzes revealed the presence of 51 peaks for
Jm-CEE, 24 peaks for Jm-Hex, 60 peaks for Jm-CHClIs, 36 peaks for Jm-AcOEt and 16
peaks for Jm-MeOH, the compounds of class of the most representative terpenes.
Several constituents were identified, such as phytol, lupeol, palmitic acid, linolenic acid
and a-tocopherol, all with important biological activities reported in the literature.
Analyzes by HPLC-DAD-IT-MS / MS and molecular networking application were also
performed, making it possible to identify eight flavonoids described for the first time in
this species. In the antimicrobial activity test, J. mollissima was able to promote a
moderate inhibition of bacterial species of clinical importance, being Serratia
marcescens the most sensitive species. In the tests of modulatory activity with
antibiotics, it was evidenced that J. mollissima established an antagonistic relation with
the antibiotic Norfloxacina, that is part of the class of fluoroquinolonas. The silver
nanoparticles obtained by green synthesis, in turn, obtained significant antibacterial
activity against all strains tested. Regarding the cytotoxic activity, J. mollissima showed
a strong antiproliferative potential, mainly against prostate cancer cell lines (ICso < 30
ug/mL). The same could be observed for the biosynthesized silver nanoparticles, whose
best 1Cso was 2.93 pg/mL, also against the prostate cancer lineage. These results are
unprecedented for the species, which further encourages studies with this plant, in order
to elucidate possible mechanisms of action.

Keywords: Jatropha mollissima; Phytochemistry; Silver nanoparticles; Green
synthesis; Antimicrobial activity; Cytotoxic activity.
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1. INTRODUCAO

A ciéncia e a tecnologia em nanoescala tém se destacado consideravelmente nos
ultimos anos, especialmente por oferecer inimeros beneficios relacionados com a
seguranca do meio ambiente e da salde humana (PUROHIT et al.,, 2017). S&o
denominadas nanomateriais as estruturas que possuem dimensfes na escala do
nanometro (nm), ou seja, um bilionésimo (10°) de um metro, com tamanho estabelecido
entre 1 e 100 nanometros. Em tais dimensdes, estes materiais podem apresentar
diferentes propriedades fisicas, quimicas e/ou biolégicas, além de possuir uma maior
area de superficie e aumentar a velocidade de rea¢es quimicas, abrindo um leque de
novas possibilidades para a nanotecnologia (KARGOZAR; MOZAFARI, 2018;
SUDARENKOV, 2012).

Dentro da nanotecnologia, as nanoparticulas metalicas (NPs) tém recebido
atencdo crescente, sobretudo devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas, que
diferem significativamente dos seus semelhantes em escalas maiores (VAHABI et al.,
2011; KIRTH et al., 2012). Estudos recentes tém demonstrado que varios tipos de
nanoparticulas metalicas, com destaque para as nanoparticulas de prata, possuem
atividade biologica (BEHRAVAN et al., 2019; ALSAMMARRAIE et al., 2018), sendo
eficientes no combate a diversos tipos de microrganismos, tais como bactérias, fungos e
virus (PHARTIBAN et al., 2018). Nos ultimos anos, o0 surgimento de microrganismos
resistentes aos agentes antimicrobianos disponiveis comercialmente tem aumentado em
um ritmo alarmante, tornando-se um sério problema em diferentes areas da medicina, na
indUstria, na pecuéria e em outros campos onde se faz necessério combater a
proliferacdo desordenada de microrganismos. Bactérias, fungos e virus, livres no meio
ambiente, muitas vezes sdo patogénicos, podendo causar infeccbes em seres humanos,
animais ou vegetais. Em virtude disso, ha uma crescente necessidade de se buscar novas
substancias com potencial farmacologico de origem natural e atéxicos (DOODS, 2017;
IRAVANI, 2011).

Nesse sentido, a utilizacdo de sistemas bioldgicos — como 0s vegetais ou partes
deles, tais como as biomoléculas — emerge como um novo e importante método para a
sintese de nanoparticulas metalicas. Sabe-se que muitos organismos, tanto unicelulares
quanto pluricelulares, sdo capazes de produzir materiais inorganicos intra ou
extracelularmente, minimizando a toxicidade no processo de producdo destas

nanoparticulas. A biossintese de nanoparticulas metalicas é mediada por componentes
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bioldgicos capazes de reduzir o ion metalico, sem produzir residuos toxicos e sem
Impactos negativos ao meio ambiente (IRAVANI, 2011; THAKKAR, 2010).

O potencial de plantas superiores como fonte de novas substancias bioativas
ainda é pouco explorado e, dentre as 250.000 a 500.000 espécies de plantas estimadas,
apenas uma pequena fracdo foi submetida a estudos de ordem biologica ou
farmacoldgica. Diante disso, a busca por novas moléculas tem despertado grande
interesse na investigacdo dos metabdlitos secundarios de inimeras espécies de plantas, e
0 reconhecimento do papel desses metabdlitos na interagdo das plantas com outros
organismos também tem estimulado novos estudos (BERNSTEIN et al., 2018).

As substancias oriundas a partir do metabolismo secundéario das plantas — os
metabdlitos secundarios — podem ser entendidas como aquelas substancias que ndo tém
um papel fundamental na manutencéo da vida dos vegetais que os sintetizam, podendo,
no entanto, ser fonte promissora de moléculas bioativas com atividades bioldgicas
muito interessantes. Estes compostos tém diferentes fungdes e podem atuar na protecao
das plantas contra potenciais herbivoros ou no combate a patdgenos, protecdo contra
espécies competidoras, atracdo de polinizadores, promocdo de interaces com
organismos simbiontes ou ainda para a promocdo dos interesses da planta de outras
maneiras, como resisténcia a estresses abioticos e sinalizagBes internas de estresse (JIA
et al.,, 2018; DAVEY, 2017; CUNHA et al., 2016). Além disso, estes metabdlitos
podem ser excelentes agentes redutores e estabilizadores na biossintese de
nanoparticulas metalicas (NPMs). Sabe-se que a biossintese de NPMs por vegetais
normalmente é realizada pela combinacdo de biomoléculas como aminoécidos,
proteinas, polissacarideos, além de metabolitos secundarios como flavonoides, taninos e
terpenoides. Por envolver diversos compostos, a biorreducdo é um processo
relativamente complexo e ainda pouco conhecido (AKTAR, 2013; MITTAL, 2013;
IRAVANI, 2011).

Desta forma, diante do potencial botanico da Caatinga e considerando o
potencial biologico e farmacoldgico pobremente explorado das espécies vegetais deste
bioma, o presente estudo teve como objetivos principais realizar a caracterizagdo
quimica da espécie Jatropha mollissima, promover a biossintese de nanoparticulas de
prata utilizando o seu extrato aquoso como agente de reducdo, bem como avaliar seu

potencial antibacteriano e atividade citotdxica in vitro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Realizar o estudo fitoquimico de Jatropha mollissima (Euphorbiaceae) e obter
nanoparticulas de prata atraves de um método simples de sintese verde, além de

avaliar suas atividades antibacteriana e citotoxica in vitro.

2.2 Especificos

e Realizar a caracterizacdo quimica e avaliacdo das atividades antimicrobiana e
citotoxica dos extratos obtidos a partir das folhas de J. mollissima;

e Determinar o potencial modulador de resisténcia a antimicrobianos de J.
mollissima;

e Identificar os constituintes majoritarios dos extratos de J. mollissima através das
técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida acopladas a
espectrometria de massas (CG-EM e LC-MS);

e Explorar um procedimento simples para a biossintese verde de nanoparticulas de
prata, a temperatura ambiente, a partir da acdo do extrato aquoso de J.
mollissima como agente de reducéo;

e Caracterizar as nanoparticulas de prata produzidas utilizando as técnicas de
Espectroscopia no UV-visivel (UV-vis), Potencial Zeta e Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV);

e Avaliar o potencial terapéutico dos extratos de J. mollissima e das
nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde no combate a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas de importancia para a salde publica através dos
testes de concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM);

e Determinar a atividade citotoxica dos extratos de J. mollissima e das
nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde sobre linhagens de células

tumorais.
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3.1 Bioma Caatinga
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A Caatinga esta inserida na regido semiarida do Brasil, no Nordeste, possuindo

grande biodiversidade em sua fauna e flora, incluindo um ndmero consideravel de

endemismos. E considerada a quarta maior formagdo vegetacional, caracterizada por

espécies deciduas e abrange uma area que vai desde o estado do Piaui até o norte de

Minas Gerais, ocupando 11% do territorio brasileiro (Figura 1). Suas caracteristicas

Unicas a tornam um bioma exclusivo. Apesar disso, a Caatinga ainda € um tipo de

vegetacdo constantemente negligenciada e pouco estudada cientificamente, sendo o seu

potencial subestimado. Dessa maneira, 0s conhecimentos acerca de suas caracteristicas

e de sua importancia permanecem incipientes (CARRION et al., 2017; RIBEIRO et al,

2016; VIEIRA et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2010; SILVA et al., 2004).

Figura 1. Area de ocorréncia do bioma Caatinga.
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As condi¢cdes ambientais e climaticas do bioma Caatinga sdo severas. A
pluviosidade anual geralmente é baixa (250-750 mm), com chuvas torrenciais,
temperaturas médias anuais altas (cerca de 27 °C) e umidade relativa do ar baixa,
geralmente inferior a 50% (GANEM, 2017). Atualmente, sabe-se que existem cerca de
510 géneros e 5344 especies de plantas vasculares no bioma Caatinga, dentre os quais
18 géneros e 318 espécies sdo endémicos (SILVA et al., 2014).

Areas de Caatinga sofreram uma forte influéncia humana durante séculos e a
combinacdo do clima arido, tipico da regido, com as consequéncias derivadas de acdes
antropicas, relacionadas principalmente a remocao de lenha nativa e ao estabelecimento
de pastagens e campos agricolas, ocasionou extrema degradacdo em grandes extensdes
do bioma, dando origem aos chamados nucleos de desertificacdo (ALTHOFF et al.,
2018). Diante disso, o investimento em estudos cientificos e elaboracdo de métodos de
preservacdo da biodiversidade da Caatinga, além do desenvolvimento de estratégias
sustentaveis e planos de prevencdo ao desmatamento, sdo medidas que se fazem
extremamente necessarias para sua conservacdo (SILVA et al., 2014; ALBUQUERQUE
et al., 2005).

A exploracdo insustentavel e em larga escala da Caatinga tém incentivado a
criacdo e expansédo de unidades de conservagdo no bioma. Em 2012, cerca de 7,5% da
area coberta pela Caatinga foi protegida por iniciativas governamentais. Essas unidades
destinam-se a proteger os ambientes naturais, garantindo que populacfes, habitats e
ecossistemas  significativos e ecologicamente vidveis sejam adequadamente
representados no bioma (MMA, 2014).

De acordo com o Centro Nordestino de Informagdes sobre Plantas (CNIP), sdo
conhecidas, até o momento, 1.041 espécies de angiospermas pertencentes ao bioma
Caatinga. As leguminosas (plantas que normalmente apresentam frutos em forma de
vagem) representam o maior numero de espécies, com 40% das plantas conhecidas,
seguidas das euforbiaceas (ALBUQUERQUE et al., 2010), tendo como exemplo
Jatropha mollissima, conhecida popularmente como pinh&do-bravo e planta utilizada

como objeto de estudo no presente trabalho.

3.2 Plantas medicinais do bioma Caatinga e sua importancia

O conhecimento sobre a diversidade e a utilizacdo sustentavel da flora da

Caatinga estd comprometido pela perda gradual de sua biodiversidade. Esse bioma, de
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caracteristicas Unicas, abriga espécies endémicas e muitas apresentam um forte
potencial medicinal, além de serem um celeiro para a prospec¢do de importantes
substancias bioativas. No entanto, a vasta exploracdo dos seus recursos, de forma
inadequada, tem reduzido a populacao vegetal drasticamente, tornando-se cada vez mais
necessario o planejamento e execucdo de acdes prioritarias de conservacdo para o
bioma, pois as que ja existem cobrem menos de 8% do seu territorio. Em relacdo ao
conhecimento das plantas medicinais da Caatinga, diversos estudos evidenciam a rica
flora desse bioma, apontando os seus mais variados usos na medicina popular. Muitas
espécies ja sdo amplamente conhecidas e continuam sendo estudadas, principalmente
por sua composicao quimica e atividades bioldgicas significativas (CARTAXO, 2009;
MELO-BATISTA e OLIVEIRA, 2014; MMA, 2014).

Galvéo e colaboradores, em 2018, desenvolveram no Brasil um estudo com a
espécie Myracrodruon urundeuva, pertencente a familia Anacardiaceae e popularmente
conhecida como aroeira. Esta planta é tipica do bioma Caatinga e atualmente esta em
risco de extingdo, devido a exploragdo indiscriminada de sua madeira, altamente
resistente. No estudo, foi realizada a caracterizagdo quimica da espécie e a avaliacdo de
suas atividades anti-inflamatdria, gastroprotetora e citotoxica, esta Gltima in vitro. O
extrato hidroalcodlico obtido a partir do caule, cascas e folhas foi caracterizado
quimicamente através da técnica de cromatografia liquida de ultra-performance
acoplada a espectrometria de massas (UPLC-ESI-QTOF-MS/MS). As atividades
gastroprotetora e anti-inflamatdria dos extratos (nas doses de 700 e 1000 mg/kg) foram
avaliadas em lesGes géstricas induzidas por etanol e edema de orelha induzido em ratos,
respectivamente. Com a caracterizacdo quimica foi possivel detectar a presenca de
chalconas, flavonoides e taninos no extrato. A planta demonstrou um bom potencial
citotoxico e atividades gastroprotetora e antiinflamatoria significativas (GALVAO et al.,
2018).

Em 2017, o extrato dos frutos da espécie Libidibia ferrea (Pau-ferro; familia
Fabaceae) foi avaliado quanto a sua capacidade antiproliferativa, pois ha algum tempo
esta planta tem sido utilizada na medicina popular para prevengdo do cancer. Para a
realizacdo dos testes, foi utilizada a linhagem de cancer colorretal humano HT29. Os
resultados revelaram um alto potencial antiproliferativo com inducdo de apoptose e
atividade de inibicdo tumoral. Além disso, L. ferrea revelou também possuir capacidade
antioxidante e efeitos quimioprotetores em células saudaveis. Dessa forma, os autores

demonstraram que L. ferrea possui efeito anticancerigeno significativo e pode ser
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considerada uma candidata promissora para o tratamento do céncer colorretal
(GUERRA et al., 2017).

Magalh&es e colaboradores (2018) realizaram um estudo com a espécie Mimosa
tenuiflora, endémica do bioma Caatinga e popularmente conhecida como jurema preta.
M. tenuiflora pertence a familia Fabaceae e é utilizada na medicina popular
principalmente contra bronquite, febre, dor de cabeca e inflamagdes. Para avaliar o
efeito antinociceptivo orofacial desta espécie, os extratos etandlicos das folhas, ramos,
cascas e raizes foram submetidos a testes in vitro de atividade antioxidante. Os extratos
foram particionados e submetidos a prospec¢do quimica preliminar, GC-MS, dosagem
de conteudo fenolico e testes de citotoxicidade. A fracdo ndo tdxica com maior
atividade antioxidante foi submetida a testes de nocicepcéo orofacial aguda e crénica e
atividade locomotora. Utilizando camundongos nos testes in vivo, 0s pesquisadores
observaram que a fracdo acetato de etila, obtida a partir do extrato etandlico das cascas
de M. tenuiflora, foi a que apresentou maior potencial antioxidante e nenhuma
toxicidade, sendo a benziloxiamina o seu principal constituinte (34,27%). Essa fracéo
ndo alterou o sistema locomotor dos camundongos e reduziu significativamente o
comportamento nociceptivo orofacial induzido por formalina, glutamato, capsaicina,
cinamaldeido ou solucéo salina &cida em comparacao ao grupo controle. Também inibiu
a nocicepcdo temporomandibular induzida por formalina ou 6leo de mostarda.
Concluiu-se que Mimosa tenuiflora tem potencial farmacoldgico para o tratamento da
dor orofacial aguda e neuropatica (MAGALHAES et al., 2018).

Outra espécie bastante conhecida no bioma Caatinga e amplamente utilizada na
medicina popular é a umburana-de-cheiro (Amburana cearensis), também pertencente a
familia Fabaceae. Em 2017, foi realizado no Brasil um estudo para isolamento e
caracterizacdo estrutural de compostos fenolicos que foram detectados na resina de A.
cearensis (16 isoflavonas, 11 flavanonois, 3 chalconas, 1 isoflavonolignana e 1
isoflavoquinona). A isoflavonolignana e a isoflavona foram identificados como
compostos inéditos (OLIVEIRA et al., 2017).

Diante do exposto, pode-se perceber o vasto potencial quimico e biologico da
flora da Caatinga, necessitando, portanto, de maiores investimentos em pesquisas
cientificas que colaborem com a disseminacdo do conhecimento acerca deste bioma,
contribuindo com sua preservacdo, uso sustentavel e com a mitigacdo dos impactos

ambientais, advindos principalmente de agdes antropicas.
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3.3 Consideracdes sobre a familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceae é considerada a quinta maior familia do reino vegetal (Figura 2),
englobando cerca de 8100 espécies (LASTRA e HENAO, 2009), que se subdividem em
aproximadamente 317 géneros e 5 subfamilias em todo o mundo. No Brasil sua
distribuicdo é ampla, com espécies representantes da familia presentes em todos os
diferentes tipos de vegetacdo (SATIRO et al., 2008), sendo que a regido Nordeste é
considerada o grande centro de diversidade desta familia no pais. Estima-se que 240
espeécies distribuidas em 50 géneros, se encontram, em sua grande maioria, nas areas de
Caatinga, onde ocorre um grande nimero de endemismos (OLIVEIRA, 2013). E uma
das familias mais complexas da ordem Malpighiales e mostra uma morfologia altamente
diversificada (FELIX-SILVA et al., 2018), sendo considerada também uma familia
muito antiga, com cerca de 60 milhdes de anos (OPENSHAW, 2000).

Figura 2. Distribuigdo da familia Euphorbiaceae no mundo.

Fonte: Laboratdrio de Sistematica de Plantas VVasculares

Os héabitos e as caracteristicas morfologicas da familia Euphorbiaceae sao
consideravelmente varidveis, impedindo, dessa forma, que se estabeleca um padrdo
geral de diagndstico, embora esse detalhe eleve as perspectivas de pesquisas com
relacdo a familia (LASTRA e HENAO, 2009). O boténico francés Antoine Laurent de
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Jussieu, em 1729, foi o primeiro a fazer descricdo da familia Euphorbiaceae, na obra
Genera Plantarum, agrupando os géneros por grau de semelhanca.

Atualmente, a familia Euphorbiaceae é caracterizada por possuir individuos com
habitos que variam do herbaceo ao arbdreo, as vezes cactiforme ou lianescente, com
presenca de latex (pode ser colorido, transparente ou leitoso) e indumento bastante
variado, de ausente a composto por tricomas simples, malpiguiaceos, escamiformes,
dendriticos, estrelados, glandulares ou urticantes. As folhas possuem morfologia muito
variada, podendo ser pecioladas ou sésseis, com estipulas inconspicuas, bem
desenvolvidas ou ausentes. A filotaxia é geralmente alterna, mas podem ser encontradas
espécies com folhas opostas ou, mais raramente, verticiladas. O limbo pode variar em
forma (simples ou composto) e pode possuir margens que variam de inteira a
variadamente serreada. Frequentemente é possivel observar glandulas no éapice do
peciolo ou no limbo foliar. As inflorescéncias podem ser terminais e/ou axilares, tirsos
ou, mais raramente, racemos. As flores sdo unissexuais (em espécies monoicas ou
dioicas), geralmente actinomorfas, podendo ser aclamideas, monoclamideas ou, mais
raramente, diclamideas, e frequentemente portam nectarios (disco nectarifero)
(WEBSTER, 1994; SILVA, 2014).

As flores estaminadas podem possuir de um a varios estames, com filetes livres
ou conados e anteras geralmente rimosas. O pélen na familia em geral é tricolporado,
mas também podem ser encontrados pélens inaperturados com o padrdo crotonoide. As
flores pistiladas possuem ovario stpero, tricarpelar e trilocular, cada l6culo com apenas
com um Ovulo. Os estiletes podem ser inteiros ou variadamente ramificados, com
regides estigmaticas ou estigmas diferenciados. Os frutos, conhecidos como tricocas,
sdo capsulas com deiscéncia septicida e loculicida, na maioria das vezes em trés
mericarpos (cocas) bivalvados, com exocarpo que pode se apresentar de aparéncia lisa a
variadamente ornamentado. Cada mericarpo porta apenas uma semente, com formato e
ornamentacdo bastante variados, endosperma abundante, com um embrido reto e
cotilédones achatados e amplos (WEBSTER, 1994; SILVA, 2014).

Entre os principais géneros pertencentes a familia Euphorbiaceae, ocupa posi¢éo
de destaque o género Jatropha L. (5° lugar entre os géneros mais representativos da
familia) que pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo Jatropheae. Este é representado
por cerca de 200 espécies, amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais
da Africa e das Américas (FELIX-SILVA et al., 2014; PEREIRA et al., 2014).
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A familia Euphorbiaceae € conhecida por suas espécies possuirem um grande

potencial quimico e biol6gico, além da sua importancia etnoboténica e taxonbémica.

Diversos estudos no mundo inteiro tém sido realizados a cada ano, demonstrando a

importancia desta familia (SECCO, 2005). A Tabela 1 lista vinte e duas publicacbes

relevantes com espécies da familia Euphorbiaceae estudadas no ano de 2018 quanto ao

seu potencial quimico (moléculas isoladas e identificadas) e bioldgico (atividades

bioativas).

Tabela 1. Potencial quimico e biologico de especies da familia Euphorbiaceae

estudadas no ano de 2018 (Janeiro a Julho).

Espécie Origem Molécula isolada Classe Atividade Referéncia
(parte usada) bioldgica
Manniophyton ~ Camardes 30,28- Triterpeno Ativ. citotéxica  Mbeunkeu et
fulvum (ramos) dihidroxifriedelan-1- al., 2018
ona;maniotaraxerol A
e maniotaraxerol B
Croton Brasil (cascas  2-hidroxi-3,4,6- Acetofenona Ativ. Santiago et
anisodontus do caule) trimetoxiacetofenona antimicrobiana al., 2018
Croton Brasil (dleo B-cariofileno Sesquiterpeno Ativ. anti- Oliveira-
campestris essencial) inflamatériae  Tintino et al.,
anti- 2018
edematogénica
Euphorbia Argélia (partes Cicloartenil-2'E,4'E- Triterpeno Ativ. citotoxica  Benabdelaziz
pterococca aéreas e decadienoato; e efeito etal., 2018
raizes) Cicloartenil-2'E,4'Z- tripanocida
decadienoato; 24-
metilenocicloartenil-
2'E4'Z-
tetradecadienoato e
24-0x0-29-
norcicloartanil-
2'E4'Z-
hexadecadienoato
Croton China (raizes) Cracrosons D-H Diterpeno Ativ. citotoxica Qiuetal.,
crassifolius 2018
Euphorbia China (partes  Eufelionolida A-N, Diterpeno Ativ. citotoxica  Wanget al.,
helioscopia aéreas) 16-epi-18-hidroxi- 2018
abeokutona,
Eufeliotriol Ae B
Ricinus Paquistdo Ricinusoideo A e Sesquiterpeno  Ativ. sedativae  Farooq et al.,
communis (planta inteira)  Ricinusoideo B antinociceptiva 2018
Euphorbia Sérvia (latex)  Nicaeenina A-G Diterpeno Modulacéo da Krsti¢ et al.,
nicaeensis resisténcia 2018
Macaranga Indonésia 4'-0- Flavonoide/ Ativ. citotoxica Tanjung et
trichocarpa (folhas) metilmacagigantina e estilbeno al., 2018
macatricocarpina H
Euphorbia China (cascas  Euforantinas S-T e Diterpeno Ativ. anti-HIV Yan etal.,
neriifolia do caule) Euforneroides A-D 2018
Trigonostemon  China (folhas)  Tirsoidpenos B-G Diterpeno Ativ. inibitéria Liuetal.,
thyrsoideus do 6xido nitrico 2018
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Euphorbia China (raizes)  H-1,6-tigliadieno- Diterpeno Ativ. inibitoria Wang et al.,
ebracteolata 3,13-diona da enzima 2018
carboxilesterase

Euphorbia Turquia Quercetina-3-O- Flavonoide Ativ. Ozbilgin et
characias (partes aéreas) ramnosideo; glicosilado cicatrizante e al., 2018

guercetina-3- O- anti-inflamatoria

galactosideo e

quercetina-3-O-

arabinosideo
Macaranga China (galhos)  Deheiculatina M, N Diterpeno Ativ. citotdxica Luo etal.,
pustulata eO 2018
Jatropha China (caule)  Jatromultonas A - | Diterpeno Ativ. citotéxica Zang et al.,
multifida 2018
Trigonostemon  China (caule Trigonohowino Derivado do Ativ. anti-HIV Liuetal.,
howii e folhas) tetraidrofurano 2018
Phyllanthus China (raizes)  Filanglina A-C Diterpeno Ativ. anti- Wu et al.,
glaucus inflamatoria 2018
Euphorbia China (raizes)  Ebractenoides O-S Diterpeno Ativ. anti- Yuetal.,
ebracteolata tuberculose 2018
Trigonostemon  Tailandia Trigonoreidon B Diterpeno Ativ. anti- Utaipan et al.,
reidioides (raizes) inflamatéria 2018
Euphorbia China (partes Euforbatrines A-G Triterpeno Ativ. citotoxica  Lietal., 2018
helioscopia aéreas)
Euphorbia China (planta  Helioscopianoides A- Diterpeno Ativ. Mai et al.,
helioscopia inteira) Q neuroproteroa 2018
Euphorbia China (partes Euforpina A-F Diterpeno Atividade Lietal., 2018
helioscopia aéreas) hipoglicemiante

Fonte: Autoria propria.

Diante do exposto, pode-se perceber que a familia Euphorbiaceae é complexa e

muito diversificada, tornando-se necessaria a realizacao de estudos multidisciplinares que

versem sobre suas caracteristicas quimicas, propriedades biologicas,

importancia

etnoboténica e sobre sua taxonomia, pois, apesar de a familia ser amplamente distribuida

no mundo, muitas espécies ainda nao foram estudadas, inclusive espécies medicinais, que

ndo foram sequer catalogadas. Dessa maneira, estes estudos irdo contribuir com a

ampliacdo do conhecimento sobre a familia e sobre seu potencial, abrindo um leque de
possibilidades em diversas areas (TRINDADE e LAMEIRA, 2014).

3.4 Género Jatropha

O género Jatropha L. pertence a familia Euphorbiaceae e atualmente possui

cerca de 175 espécies descritas. Originou-se na América tropical e atualmente distribui-
se ao longo de todo o territorio da Asia e da Africa (MONIRUZZAMAN et al., 2016)

(Figura 3, pagina 35). O nome "Jatropha" € derivado das palavras gregas "jatros", que

significa "médico"” e "trophe"”, que significa "comida"”, expressdes que também estdo

associadas aos seus usos medicinais (JONATHAN et al., 2012).
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O género Jatropha é morfologicamente diverso e apresenta importancia
econdmica, etnobotanica e etnofarmacoldgica. Vérias de suas espécies tém sido objeto
importante de estudo, sendo relatadas ao longo dos anos no que concerne aos seus US0S
medicinais, constituintes quimicos e atividades biologicas. Como exemplos, podemos
citar Jatropha curcas (THAKRE e BHATT, 2017), Jatropha gossypiifolia (PAPALIA
et al., 2017), Jatropha tanjorensis (SHOJI et al., 2017), Jatropha neopauciflora
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017), Jatropha multifida (ZHANG et al., 2018),
Jatropha mollissima (FELIX-SILVA et al., 2018; SERRANO-GALLARDO et al.,
2017), dentre outras.

Figura 3. Ocorréncia do género Jatropha no mundo.

W Center of origin

W Potential areas of J atropha in World

Fonte: LAVIOLA et al., 2017

Na industria energética, o género Jatropha se destaca com relagéo a producéo de
biodiesel como uma importante fonte renovavel de energia. A espécie Jatropha curcas é
a mais estudada do género nesse sentido, pelo fato de suas sementes serem ricas em
oleo, que tem sido o principal objeto de estudo nas pesquisas relacionadas ao biodiesel.
O 6leo de J. curcas possui as qualidades adequadas para uso na producdo de biodiesel,
tais como baixa acidez, boa estabilidade a oxidacdo em comparacdo ao 6leo da soja, e

menor viscosidade que o 6leo da mamona. Diversos trabalhos reportam a importancia
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econbmica de espécies do género Jatropha como biocombustivel, sendo este
considerado uma alternativa sustentavel que contribui com a preservacdo ambiental
(KAMEL et al., 2018; GONZALES, 2012).

Em virtude da importancia do género, diversos estudos no mundo todo também
tém sido realizados com o objetivo de se conhecer o perfil quimico das espécies de
Jatropha, contribuindo com a sistemética do género e buscando compreender a relagao
entre as possiveis atividades bioldgicas j& conhecidas e seus constituintes quimicos,
também objetivando elucidar possiveis mecanismos de acdo. Dentre as diversas classes
de moléculas quimicas ja identificadas no género Jatropha - oriundas do metabolismo
secundario das plantas que o compde - 0s terpenos ocupam posicéo de destaque, sendo
os diterpenos a classe com o maior nimero de moléculas ja isoladas, identificadas e
testadas.

Os diterpenos sdo moléculas formadas pela unido de quatro unidades isoprénicas
(C5), possuindo, portanto, vinte carbonos na constituicdo de seu esqueleto basico. S&o
provenientes de uma unidade de geranilgeranil difosfato (GGPP — precursor direto de
todos os diterpenos) e, apesar de serem constituintes tipicos de plantas e fungos, esta
classe de terpenos também pode ser sintetizada por algumas espécies de organismos
marinhos e insetos. Certos tipos de enzimas sdo responsaveis por reacdes de ciclizagdo
do GGPP, promovendo rearranjos moleculares que podem levar aos mais variados
nacleos diterpénicos, tais como: cauranos, traquilobanos, beieranos e atisanos
(BARBOSA e VEGA, 2017).

Em estudo recente, realizado na China por Zhang e colaboradores (2018), foram
isolados e identificados nove diterpenos macrociclicos inéditos, oriundos da fase acetato
de etila obtida através da particdo do extrato etanolico bruto do caule da espécie
Jatropha multifida. As estruturas dos novos compostos, denominados Jatromultonas A,
B, C,D, E, F, G, He l (Figura 4, pagina 37), inclusive suas configuracbes absolutas,
foram elucidadas pela combinacdo de andlises espectroscopicas com os resultados da

difracdo de raios X e observacdo das correlagdes quimicas.
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Figura 4. Estruturas quimicas dos compostos Jatromultona A-I isolados de J. multifida.

Jatromultona A: R1 = OH; R2 = CH3 Jatromultona C: R1 =CH3; R, = H
Jatromultona B: R; = CH3; R, = OH Jatromultona D: R; = H; R, = CH3

Jatromultona E: R1 =H; R2 = CH3s Jatromultona G
Jatromultona F: R1 = CH3; Rz = H

HO
Jatromultona H Jatromultona |

Fonte: ZHANG et al., 2018
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Todos o0s compostos foram investigados quanto a sua capacidade
antiproliferativa (atividade citotoxica) frente a cinco linhagens celulares de cancer
humano (A549, HELA, HEPG2, MDAMB231, HEPG2/DOX), incluindo uma linhagem
resistente aos farmacos atualmente disponiveis. Dos nove compostos, sete apresentaram
atividade citotoxica significativa. Este trabalho atual € mais um a demonstrar a
importancia do género Jatropha e a destacar a presenca dos diterpenos na composicao
quimica de suas espécies, sendo estes responsaveis por atividades biologicas muito
interessantes.

Para fins de conhecimento, a Tabela 2 detalha o niUmero de moléculas da classe
dos diterpenos identificadas no género Jatropha ao longo dos anos, desde o primeiro
trabalho publicado (em 1979) até o final do ano de 2018, destacando em quais espécies
estas moléculas foram encontradas, onde o estudo foi desenvolvido e qual parte da

planta foi utilizada no trabalho, indicando também se a molécula foi ou ndo testada para

alguma atividade biologica e a referéncia do estudo.

Tabela 2. Diterpenos isolados e identificados no género Jatropha e atividades

bioldgicas.

N° e nome Espécie Origem Atividade Referéncia
(parte usada) Biolbgica

1 Jatrogrossidiona J. grossidentata Paraguai N&o avaliada Jakupovic et al.,

2 2-epi-
jatrogrossidiona

3 Caniojano
41,11-
bisepicaniojano

5 Jatrogrossidion

6 Isojatrogrossidion

7 2-epi-
hidroxiisojatro
grossidion

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. grossidentata

J. grossidentata

J. grossidentata

J. grossidentata

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. grossidentata

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. grossidentata

(casca de raiz)

China (raizes)

Paraguai
(casca de raiz)

Paraguai
(casca de raiz)
Paraguai
(casca de raiz)

Paraguai
(raizes)
China (raizes)

Paraguai
(raizes)
China (raizes)

Paraguai
(raizes)

Ativ. citotéxica

Néo avaliada

N&o avaliada

Nao avaliada

Nao avaliada

Ativ. citotdxica

N&o avaliada

Ativ. citotdxica

Nao avaliada

1988

Liu etal., 2015

Jakupovic et al.,
1988

Jakupovic et al.,
1988
Jakupovic et al.,
1988

Ravindranath et al.,
2004
Liuetal., 2012

Ravindranath et al.,
2004
Liu et al., 2012

Schmeda-
Hirschmann
et al., 2012
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8 2-hidroxiisojatro
grossidion

9 2-epi-

isojatrogrossidion

10 Jatrophalactona
11 Jatrophalona

12 Jatrophadiquetona
13 Epi-
isojatrogrossidiona

14 1,5-diox0-2,3-
dihidroxiramnofola-
4(10),6,11(18),15-
tetraeno

15 Curcusona A

16 Curcusona B

17 Curcusona C

18 Curcusona D

19 3-dehidroxi-2-epi-
caniojano
20 Curcusona E

21 Curcusona F

22 Curcusona G

23 Curcusona H

24 Curcusona |

25 Curcusona J

26 4-epi-curcusona E
27 2-hidroxi-3-

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas

J. grossidentata

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas

J. curcas
J. curcas
J. curcas
J

. curcas

J. integerrima

J. curcas

J. curcas

J. curcas

J. gossypiifolia
J. gossypiifolia

J. gossypiifolia

J. curcas

J. curcas
J. curcas
J. curcas

J. curcas

J. curcas

(&

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

[ N P S AP &

. curcas

China (raizes)

india (partes
aéreas)
Paraguai
(raizes)

China (raizes)
China (raizes)

india (partes
aéreas)
China (raizes)

China (raizes)
China (raizes)
India (partes
aéreas)
Tailandia
(raizes)

Tailandia
(raizes)

China (raizes)
Tailandia
(raizes)

China (raizes)

Tailandia (ndo
informada)
Indonésia
(casca do
caule)
Tailandia
(raizes)

China (raizes)
China (raizes)
Tailandia
(raizes)

China (raizes)
China (raizes)

China (raizes)

China (raizes)
China (raizes)
China (raizes)
China (raizes)
China (raizes)
China (raizes)
China (raizes)

China (raizes)

Ativ. citotdxica
N&o avaliada

Nao avaliada

Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
N&o avaliada

Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotoxica

Nao avaliada

Ativ. antiplasmodial,

citotoxica e
antimicrobiana

Nao avaliada

Ativ. citotoxica

Nao avaliada

Ativ. citotdxica

Efeito anti-
metastatico

Ativ. antiprofilerativa

Nao avaliada

Nao avaliada
Ativ. citéxica
Néo avaliada

N&o avaliada
Ativ. citotdxica

Ativ. citotéxica

Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica

Nao avaliada

Liu etal., 2015

Ravindranath et al.,
2004
Schmeda-
Hirschmann
etal., 2012
Liuetal., 2015

Liu etal., 2015

Ravindranath et al.,
2004
Liu et al., 2012

Liu et al., 2012
Liu et al., 2012
Ravindranath et al.,
2004

Garcia et al., 2006

Naengchomnong et
al., 1986
Liuetal., 2013

Naengchomnong et
al., 1986
Liu et al., 2013

Muangman et al.,
2005
Sahidin et al., 2013

Naengchomnong et
al., 1986
Yang et al., 2013

Liu etal., 2013

Naengchomnong et
al., 1986
Yang et al., 2013

Liu et al., 2013
Liuetal., 2013

Liuetal., 2013
Liuetal., 2013
Liuetal., 2013
Liuetal., 2013
Liu et al., 2013
Liuetal., 2013
Liu et al., 2013
Yang et al., 2013
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dehidroxicaniojano

28 4E- J. grossidentata Paraguai N&o avaliada Schmeda-
jatrogrossidentadion (Cetres) AUEEIEN
Jatrog etal., 2012
29 15-epi-4E- J. grossidentata Paraguai N&o avaliada Schmeda-
jatrogrossidentadion (raizes) Hirschmann
etal., 2012
J. podagrica China (folhas)  Ativ. citotoxica e Liuetal., 2014
Antimicrobiana
30 4Z- J. grossidentata Paraguai Né&o avaliada Schmeda-
jatrogrossidentadion (raizes) Hirschmann
etal., 2012
31 15-epi-4Z- J. grossidentata Paraguai N&o avaliada Schmeda-
jatrogrossidentadion (raizes) Hirschmann
etal., 2012
32 Japodagrina J. podagrica Nigéria Ativ. antibacteriana Aiyelaagbe et al.,
. 2007
(raizes)
33 Multifolona J. multifida india (caule) Néo avaliada Das et al., 2008
34 (4E)- J. multifida india (caule) Nao avaliada Das et al., 2008
jatrogrossidentadiona
acetato i
35 Multidiona J. multifida India (caule) Né&o avaliada Das et al. 2009 a
J. multifida India (caule) N&o avaliada Das et al., 2009 a
36 Multifidanol J. multifida india (caule) N&o avaliada Kanth et al., 2011
37 Multifidenol J. multifida india (caule) Ativ. citotdxica e Kanth et al., 2011
Antimicrobiana
38 Jatrowediol J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotoxica Liuetal., 2015
nigroviensrugosus
J. weddelliana Brasil (caule) Nao avaliada Brum et al., 2001
39 Jatrowediona J. multifida india (caule) Ativ. citotdxica Brum et al., 1999
40 Multifidona J. multifida india (caule) Ativ. citotéxica Das et al., 2009
41 14-deoxi-1p- J. multifida Nigéria Ativ. antileishmania,  Falodun et al., 2014
hidroxi-4(4E)- (cascas do antimicrobiana e
jatrogrossidentadiona caule) antimalarica
42 15-deoxi-1p- J. multifida Nigéria Ativ. antileishmania,  Falodun et al., 2014
hidroxi-4(4E)- (cascas do antimicrobiana e
jatrogrossidentadiona caule) antimalérica
J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotoxica Liuetal., 2015
nigroviensrugosus
43 Jatrocurcasenona J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotdxica Liuetal., 2015
A nigroviensrugosus
44  Jatrocurcasenona J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotdxica Liu et al., 2015
B Nigroviensrugosus
45 Jatrocurcasenona J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotoxica Liu et al., 2015
c nigroviensrugosus
46 Jatrocurcasenona J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotoxica Liu et al., 2015
D nigroviensrugosus
47 Jatrocurcasenona J. curcas cv. China (raizes)  Ativ. citotoxica Liuetal., 2015

E nigroviensrugosus
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48 Japodagricanona

A

49 Japodagricanona

B

50 Jatrointelon A
51 Jatrointelon B
52 Jatrointelon C
53 Jatrointelon D
54 Jatrointelon E
55 Jatrointelon F
56 Jatrointelon G
57 Jatrointelon H
58 Jatrointelon |
59 Jatropha fator C;

60 Jatropha fator C;

61 Jatropha fator C3

62 Jatropha fator Cy4

63 Jatropha fator Cs

64 Jatropha fator Cg

65 Hidroxijatrofona

66 Jatrofenona

67 Jatrofona

J.

J.

oL L L L o L o GO

podagrica

podagrica

. integerrima
. integerrima
. integerrima
. integerrima
. integerrima
. integerrima
. integerrima
. integerrima
. integerrima

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. curcas

. ribifolia
. gossypiifolia
. isabellei

. gossypiifolia

. podagrica

. isabellei

. ribifolia

China (folhas)

China (folhas)

China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)

Austria
(sementes)
India
(sementes)
Austria
(sementes)
India
(sementes)
Austria
(sementes)
India
(sementes)
Austria
(sementes)
India
(sementes)
Austria
(sementes)
India
(sementes)
Austria
(sementes)
India
(sementes)
Brasil (caule
e raizes)
India (p6 da
planta)
Paraguai
(rizoma)
Indonésia
(casca do
caule)
Nigéria
(raizes)
Estados
Unidos
(raizes)
Brasil (raizes)

Ativ. citotdxica e
Antimicrobiana

Ativ. citotoxica e
antimicrobiana

Nao avaliada
Né&o avaliada
N&o avaliada
Né&o avaliada
Nao avaliada
Nao avaliada
Nao avaliada
Nao avaliada
Né&o avaliada

Né&o avaliada

Ativ. molusciscida
N&o avaliada

Ativ. molusciscida
N&o avaliada

Ativ. molusciscida
Né&o avaliada

Ativ. molusciscida
Né&o avaliada

Ativ. molusciscida
Né&o avaliada

Ativ. molusciscida
Né&o avaliada

Ativ. antibacteriana
Ativ. citotoxica e
efeito gastroprotetor
Ativ. citotdxica
Ativ. antibacteriana

Ativ. antimalarica

Ativ. citotéxica

Liu etal., 2015

Liu et al., 2015

Zhu et al., 2015
Zhu et al., 2015
Zhu et al., 2015
Zhu et al., 2015
Zhu et al., 2015
Zhuetal., 2015
Zhu et al., 2015
Zhuetal., 2015
Zhu et al., 2015
Haas et al., 2002

Haas et al., 2002
Haas et al., 2002
Roach et al., 2012
Haas et al., 2002
Roach et al., 2012
Haas et al., 2002
Roach et al., 2012
Haas et al., 2002
Roach et al., 2012
Haas et al., 2002
Roach et al., 2012
Batista et al., 2014
Ravindranath et al.,
2003
Pertino et al., 2007
Sahidin et al., 2013
Aiyelaagbe et al.,

2007
Hadi et al., 2013

Fernandes et al.,
2013
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68 Japodagrona

69 95,130-
dihidroxiisabeliona
70 15-O-acetil
japodagrona

71 Jatrofolona A

72 Jatrofolona B

73 2a-
hidroxijatrofolona

74 2p-
hidroxijatrofolona

75 epi-jatrofol

76 Jatrophaldeido

77 epi-jatrophaldeido
78 33-Acetoxi-12-
metoxi-13-metil-

podocarpa-8,11,13-
trieno-7-ona

79 3f-12-hydroxi-13-

metil-podocarpa-
8,10,13-trieno
80 Jatromulona A

81 Espruceanol
82 Cleistantol

83 ent-34,14a-
hidroxipimara-
7,9(11),15-trieno-12-
ona

84 ent-

15(13—8)abeo-

. podagrica

. isabellei
. multifida

. gossypiifolia

. isabellei

. isabellei

. gossypiifolia

. isabellei

. isabellei

. gossypiifolia

. dioica

. integerrima

. integerrima

. curcas
. curcas
. curcas

. curcas

. curcas

. multifida
. divaricata
. divaricata

. divaricata

. divaricata

Nigéria

(raizes)

Chile (rizoma)

India (caule)

India (raizes)

Paraguai
(rizoma)
Estados
Unidos (hdo
informada)
Indonésia
(casca do
caule)
Paraguai
(rizoma)
Estados
Unidos (ndo
informada)
India (raizes)

México
(raizes)
Tailandia
(raizes)

Tailandia
(raizes)

China (cascas
de raiz)
China (cascas
de raiz)
China (cascas
de raiz)

India (partes
aéreas)

India (partes
aéreas)

China (folhas e

caule)
Jamaica
(partes aéreas)
Jamaica
(partes aéreas)
Jamaica
(partes aéreas)

Jamaica
(partes aéreas)

Ativ. antibacteriana

Ativ. citotdxica e
efeito gastroprotetor
Né&o avaliada

Nao avaliada

Ativ. citotoxica e
efeito gastroprotetor
Ativ. antimalarica

e citotoxica

Ativ. citotoxica
Ativ. citotoxica e
efeito gastroprotetor
Ativ. antimalarica

e citotoxica

N&o avaliada

Nao avaliada

Ativ. antiplasmodial,
citotoxica e
antimicrobiana

Ativ. antiplasmodial,
citotoxica e
antimicrobiana

Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica

Nao avaliada

N&o avaliada

Ativ. inibitéria
da TrxR

Nao avaliada
Nao avaliada

N&o avaliada

N&o avaliada

Aiyelaagbe et al.,
2007

Pertino et al., 2007
Das et al., 2009
Purushothaman e
Chandrasekharan,
1979
Pertino et al., 2007

Hadi et al., 2013

Sahidin et al., 2013

Pertino et al., 2007
Hadi et al., 2013
Purushothaman e
Chandrasekharan,

1979
Burguefio-Tapia et
al., 2017
Sutthivaiyakit et al.,
2009

Sutthivaiyakit et al.,
2009

Zhang et al., 2012
Zhang et al., 2012
Zhang et al., 2012
Ravindranath et al.,
2004 b
Ravindranath et al.,
2004 b
Zhuetal., 2017
Denton et al., 2001
Denton et al., 2001

Denton et al., 2001

Denton et al., 2001
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8p(etil)-pimarano
85 Jatrocurcadiona A
86 Jatrocurcadiona B

87 Latiranlactona

88 Jatrophodiona A
89 Jatrophodiona B
90 Jatrophodiona C
91 Jatrophodiona D
92 Jatrophodiona E

93 Jatrophalactam
94 Heudelotinona

95 Riolozatriona
96 6-epi-riolozatriona

97 Jatromultona A
98 Jatromultona B
99 Jatromultona C
100 Jatromultona D
101 Jatromultona E
102 Jatromultona F
103 Jatromultona G
104 Jatromultona H

105 Jatromultona |

J. curcas
J. curcas

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. multifida

J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas cv.
nigroviensrugosus
J. curcas

J. curcas
J. multifida

J. dioica var.
sessiliflora
J. dioica

. multifida

. multifida

. multifida

. multifida

. multifida

. multifida

. multifida

. multifida

[ S N AP S S S

. multifida

China (galhos)
China (galhos)
China (raizes)

China (folhas e

caule)
China (raizes)

China (raizes)
China (raizes)
China (raizes)

China (raizes)

India (partes
aéreas)
China (folhas e
caule)
México
(raizes)
México
(raizes)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)
China (caule)

China (caule)

Ativ. antioxidante
Ativ. antioxidante
Ativ. citotéxica
Ativ. inibitéria
da TrxR

Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotéxica

Ativ. citotdxica

Ativ. citotéxica
Nao avaliada

Ativ. inibitéria

da TrxR

Ativ. antibacteriana

Ativ. citotéxica

Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica
Ativ. citotdxica

Ativ. citotoxica

Bao et al., 2015
Bao et al., 2015
Liu et al., 2015

Zhuetal., 2017
Liuetal., 2015
Liu et al., 2015
Liuetal., 2015
Liuetal., 2015

Whang et al., 2009

Ravindranath et al.,
2004 b
Zhu et al., 2017

Dominguez et al.,
1980
Melchor-Martinez
etal., 2017
Zhang et al., 2018

Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018
Zhang et al., 2018

Fonte: Autoria propria.

3.5 Consideracdes sobre a espécie Jatropha mollissima

Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., conhecida popularmente como pinhéo bravo,

¢ uma planta arbustiva da familia Euphorbiaceae, endémica do bioma Caatinga e

amplamente distribuida no semidrido brasileiro. A casca do seu caule € lisa e em tons de

dourado, desprendendo-se em finas laminas horizontais. Os ramos séo suculentos e

moles. As folhas constituem-se de cinco lobos (pontas) com margens denteadas e

longos peciolos. As flores masculinas sdo vermelhas, possuindo pélen e néctar, e as

femininas alvo-amareladas, possuindo apenas néctar. O fruto (3 cm), quando verde,

possui seis quinas e, apos secar, tem deiscéncia explosiva (explode ao liberar as trés
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sementes, processo conhecido como autocoria). O latex geralmente € empregado no
tratamento de Ulceras e contra picadas de cobra.

Hé relatos de que o latex e as folhas tém efeito cicatrizante, sendo usados na
medicina popular para tratar ferimentos. Ainda na medicina popular, as folhas sao
descritas como antirreumaticas e o 6leo extraido das suas sementes tem uso veterinério,
como purgante, e é empregado na fabricacdo de sabdes, tintas, iluminacdo e como
lubrificante e combustivel (biodiesel). Nas raizes foram identificadas substancias
eficazes no tratamento de tumores e leucemia (CASTRO e CAVALCANTE, 2011).

Vasconcelos et al. (2014) e Leal e Agra (2005) realizaram estudos para
caracterizagdo morfoldgica de J. mollissima, com o objetivo principal de compreender
0s mecanismos de desenvolvimento e crescimento da espécie, verificando possiveis
padroes morfoldgicos e anatdbmicos comuns entre taxons, promovendo correta
interpretacdo e classificacdo dos mesmos e fornecendo subsidios para colaborar com a
solucdo de problemas na identificacdo de determinadas espécies. Foram realizadas
descricdes, ilustragdes e morfodiagnoses macroscépicas, analisando diversos aspectos
morfologicos em diferentes fases do desenvolvimento da planta. Por fim, os autores
concluiram que a espécie apresenta um padréo caracteristico das plantas pertencentes a
familia Euphorbiaceae (Figuras 5-8).

Jatropha mollissima é comumente encontrada em varios estados brasileiros e em
areas semiaridas se revestem de elevada importancia, principalmente pelas
possibilidades de facil cultivo, adaptacdo a solos pouco férteis e degradados e pela
tolerdncia a seca (QUEIROZ et al, 2013). Diversas localidades do interior do Nordeste
tém o nome pinhdo ou pinhdes, atestando também a importancia cultural desta planta
(CASTRO e CAVALCANTE, 2011).



Figura 5. Jatropha mollissima - Inflorescéncia

Fonte: Autoria propria.
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Figura 7. Jatropha mollissima - Folha

Figura 8. Jatropha mollissima - Fruto

Fonte: Autoria prépria.
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Jatropha mollissima é uma planta pouco estudada cientificamente e s&o
relativamente poucos os trabalhos na literatura que versam sobre sua importancia
etnoboténica, quimica e bioldgica. No entanto, estudos importantes ja realizados
demonstram que esta espécie possui efeito antibacteriano (ROCHA e DANTAS 2009),
anti-helmintico (RIBEIRO et al., 2014), antioxidante (MELO et al. 2010), atividade
citotoxica (MELO et al. 2010), atividade anti-inflamatéria (LYRA et al., 2011) e efeito
antiofidico, sendo utilizada como tratamento contra picadas de cobra tanto em seres
humanos quanto em animais (GOMES et al., 2016).

Em estudo recente, realizado no Brasil por Félix-Silva e colaboradores (2018),
foi feita uma comparacdo entre as espécies Jatropha mollissima e Jatropha
gossypiifolia em relacdo a capacidade de inibicdo de edemas (atividade edematogénica)
em locais atingidos pelo veneno da espécie de cobra Bothrops erythromelas, além de
avaliar o perfil quimico das duas espécies. O objeto de estudo foi o extrato aquoso
obtido a partir das folhas de ambas as espécies e, para a realizacdo dos testes, foram
utilizados camundongos albinos Swiss. A atividade edematogénica foi avaliada a partir
dos resultados do ensaio de inducdo de edema de pata, onde a dose do veneno de
Bothrops erythromelas foi escolhida com base em ensaios-piloto. A espessura
individual da pata traseira direita foi medida imediatamente antes da injecdo de veneno
(valor basal) e em intervalos de tempo selecionados apds a inducdo do edema (15, 30,
60, 90 e 120 min). O tamanho do edema foi expresso como a diferenca entre a espessura
da pata depois e antes (valores basais) da injecdo do veneno. Um grupo de animais
recebeu apenas uma injecdo subplantar de PBS (solucdo tampao) e foi utilizado como
controle negativo. Os autores concluiram que a dose utilizada induziu
significativamente o edema da pata sem produzir hemorragia (FELIX-SILVA et al.,
2018).

Ainda neste trabalho, foi realizado também um estudo fitoquimico preliminar
(triagem fitoquimica), buscando detectar, atraves de ensaios colorimétricos, as
principais classes quimicas presente nos extratos das duas espécies. As analises por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), usando diferentes reagentes, sugeriram a
presenca de alcaloides, compostos fendlicos, esteroides e/ou terpenoides, flavonoides e
taninos em J. gossypiifolia, e compostos fenolicos, flavonoides e saponinas em J.
mollissima. Os extratos tambem foram submetidos a analise por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), onde foi possivel identificar quatro flavonoides em comum

nas duas espécies (Figura 9).
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Figura 9. Estrutura quimica dos flavonoides em comum nos extratos aquosos de

J. gossypiifolia e J. mollissima detectados atraves da anélise por CLAE-DAD.

Nome R1 R2 Rs
Isoorientina Glc H OH
Orientina H Glc OH
Vitexina H Glc H
Isovitexina Glc H

Como resultado do trabalho, ficou demonstrado que as duas espécies possuem
atividade antiedematogénica significativa, sendo seus efeitos muito semelhantes aos da
dexametasona, um farmaco com atividade anti-inflamatoria e antialérgica. Com relacao
a J. mollissima, o melhor resultado de inibicdo dos edemas foi detectado no grupo de
animais que recebeu o tratamento via oral (o efeito foi semelhante ao do farmaco
dexametasona), enquanto que em J. gossyiifolia o melhor resultado foi observado pela
via de administracdo intraperitoneal, sendo o seu efeito, inclusive, mais eficaz que o
efeito da dexametasona.

Em 2016, J. mollissima ja havia sido estudada quanto a sua atividade inibitoria
contra venenos de cobra, demonstrando atividade significativa especialmente contra
venenos de espécies do género Bothrops. Em estudo realizado no Brasil por Gomes e
colaboradores, pardmetros como hemorragia cuténea, edema local, migracdo de
leucocitos e miotoxicidade foram analisados, demonstrando uma inibicdo significativa
destes pelo extrato aquoso das folhas. Foi realizado um estudo fitoquimico preliminar
desse extrato, sendo possivel detectar a presenca de flavonoides pela técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Seis flavonoides foram posteriormente
identificados pela técnica de CLAE-DAD acoplada a espectrometria de massas (Figura
10).
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Semelhante ao estudo de Félix-Silva (2018), foram utilizados nas anélises
camundongos albinos Swiss, com idades entre 6 e 8 semanas, de ambos 0s sexos,
pesando de 30 a 35 gramas. O extrato aquoso foi administrado em concentragdes entre
50 e 200 mg/kg, sendo administrados pela via intraperitoneal. Testes de inibicdo de
hemorragia local, inducdo de edema de pata, inibicdo de migracao celular e inibicdo da
atividade miotoxica foram realizados. Os resultados obtidos demonstraram que J.
mollissima possui potencial inibitorio significativo contra efeitos locais induzidos pelo
veneno de Bothrops erythromelas e Bothrops jararaca. Os parametros de hemorragia
cutanea local, edema local, migracdo de leucdcitos e miotoxicidade foram
significativamente inibidos pelo extrato. Estes resultados demonstram que o extrato de
J. mollissima possui alto potencial inibitorio, especialmente contra venenos botrépicos,

sugerindo sua utilizacdo como adjuvante no tratamento de acidentes ofidicos.

Figura 10. Estrutura quimica dos flavonoides encontrados no extrato aquoso de J.
mollissima detectados através da analise por CLAE-DAD-MS/MS.

Nome R1 R2 R3
Isoschaftosida Arab Glc
Schaftosida Glc Arab H
Isoorientina Glc H OH
Orientina H Glc OH
Vitexina H Glc H
Isovitexina Glc H H

Com o potencial do extrato das folhas ja observado e comprovado através de

estudos recentemente realizados, ha ainda relatos na medicina popular de que o latex de
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J. mollissima também ¢ utilizado contra venenos de cobra, além de possuir efeito
cicatrizante, anti-hemorrégico e até mesmo contra doencgas causadas por carrapatos. A
planta produz uma grande quantidade de latex, que é atoxico, de aspecto leitoso, com

coloracdo que varia entre o branco e o amarelado (CAMELO, 2015).

3.6 Quimica de plantas medicinais e a aplicacéo de técnicas hifenadas

As plantas em geral representam uma importante fonte de compostos bioativos
com atividades biologicas interessantes e, por estarem disponiveis em abundancia
(COSTA-LOTUFO et al., 2010), oferecem Otimas possibilidades para se encontrar
substancias de interesse terapéutico. Nesse sentido, € muito importante que os extratos
brutos sejam submetidos a triagem quimica e bioldgica, para que se possa tracar o perfil
metabolico destes extratos. No entanto, esta € uma tarefa dificil de ser realizada, pois as
plantas comportam uma imensa variedade de constituintes quimicos, com diversas
estruturas quimicas presentes. Sendo assim, novas estratégias de triagem quimica tém
sido desenvolvidas através do uso das chamadas ‘técnicas hifenadas’, possibilitando o
estudo dos extratos vegetais e a busca por substancias inéditas e/ou de valor agregado
(substancias bioativas), sem a necessidade do exaustivo trabalho de isolamento que,
muitas vezes, leva a compostos ja conhecidos, de ampla ocorréncia e em quantidades
minimas (RODRIGUES et al., 2006).

Nos ultimos anos, as técnicas hifenadas vém sendo consideradas o principal
meio para resolver problemas analiticos complexos. A combinacdo de tecnologias de
separagdo com técnicas espectroscopicas tem sido demonstrada ao longo dos anos em
analises quantitativas e qualitativas de compostos desconhecidos, em extratos ou fragdes
de produtos naturais complexos (JOSHI et al., 2012). O termo ‘técnicas hifenadas’
refere-se & combinacdo de duas ou mais técnicas analiticas, usadas para detectar e
separar substancias quimicas de solugdes, com o objetivo de se obter uma ferramenta de
analise mais eficiente, sensivel e rapida do que as técnicas ndo combinadas. As técnicas
analiticas mais empregadas na andalise de produtos naturais sdo a cromatografia
(cromatografia liquida e cromatografia gasosa), espectroscopia no ultravioleta (UV),
espectroscopia no infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) (RODRIGUES et al., 2006). O Quadro 1 lista as principais
técnicas hifenadas adotadas na quimica de produtos naturais, bem como suas

caracteristicas e principais aplicagdes.
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Quadro 1 - Aplicacdes de técnicas hifenadas na area de produtos naturais.

Técnicas Caracteristicas Exemplos de aplicacdes na
hifenadas area de produtos naturais
GC-MS - Identifica¢do de compostos; - Estudo da sazonalidade de
- Fornece informacdo estrutural da classes de metabolitos
molécula; secundarios;
- Permite comparagdo com - Caracterizagdo de aromas;
bibliotecas espectrais; - Identificacdo de
terpenoides;
- Analise de flavonoides;
GC-MS/MS - Confirmagéo estrutural de - Andlise de fragrancias.
moléculas.
LC-DAD - Identificagéo de compostos - Andlise de flavonoides;
conhecidos, através da comparagdo - Controle de qualidade de
do tempo de retencdo e espectro UV | plantas medicinais;
com o padrdo analitico. Ndo fornece | - Busca de metabdlitos ativos;
informacao estrutural. - Estudos de ecologia quimica e
guimiossistematicos.
LC-MS - Raramente resulta na identificacdo | - Andlise de antocianinas.
definitiva. Muitas vezes é acoplado
com LC-DAD para fornecer
informacdes estruturais
complementares.
LC-MS/MS - Determinacdo de novos compostos, | - Determinagéo de flavonoides e
com a incrivel vantagem da saponinas.
simplicidade no
preparo da amostra e rapidez na
obtencdo dos resultados.
LC-RMN - Fornece informacGes estruturais - Determinacao de alcaloides e

(espectro *H-RMN). Constitui-se a
técnica mais poderosa na
determinagé&o estrutural de
substancias inéditas com novos
esqueletos e em misturas

biologicamente ativas.

flavonoides.

Fonte: RODRIGUES et al., 2006.
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Pela facilidade no manuseio do efluente gasoso do cromatografo, a
cromatografia gasosa foi a primeira técnica a ser acoplada a um detetor de massas. E
uma ferramenta muito Gtil na identificagdo de compostos de origem vegetal gracas a
variedade de bibliotecas espectrais disponiveis atualmente. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas € indicada para a analise de matrizes nas quais 0s
seus componentes sdo volateis e termicamente estaveis, pois precisam suportar as
temperaturas elevadas as quais sdo submetidos durante o processo de separagao
cromatografica (RODRIGUES et al., 2006; CHIARADIA et al., 2008).

As caracteristicas de funcionamento do cromatdgrafo gasoso sdao compativeis
com a necessidade de alto vacuo do espectrébmetro de massas, pois ao se utilizar colunas
capilares em CG, ¢ possivel fazer uma conexao direta entre a saida da coluna a fonte do
espectrometro, de modo que, em condi¢des normais de funcionamento, o sistema de
bombeamento do espectrdmetro de massas seja capaz de captar todo o eluente da
coluna. Nesse sentido, 0os compostos que sdo volateis, pequenos e estaveis a altas
temperaturas podem ser facilmente analisados por CG-EM. Os espectros de massas
obtidos através desta técnica oferecem informacgBes estruturais baseadas na
interpretacdo da fragmentacdo das moléculas. Os ions fragmentados podem entdo ser
comparados com 0s espectros presentes nos bancos de dados das bibliotecas do
aparelho (PATEL et al., 2010; CHIARADIA et al., 2008).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por sua vez, € uma das
principais técnicas utilizadas na analise de compostos ndo volateis e/ou termicamente
instaveis. Apesar de ser excelente no processo de separacdo, € necessario acoplar a esta
técnica uma outra técnica, confirmatoria, quando a andlise qualitativa (confirmacgdo da
identidade quimica) for também necessaria. Dentre as varias opcdes existentes no
momento, a espectrometria de massas (EM) é a técnica que melhor se adequa a essa
realidade, fornecendo as informacGes necessarias. O acoplamento entre estas duas
técnicas da origem a uma ferramenta analitica versatil e de grande potencial na anélise
qualitativa e quantitativa de compostos naturais: a LC-MS (cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas) (LANCAS, 2009). A LC-MS é uma técnica
analitica onde os compostos sdo separados no sistema cromatografico e direcionados
para o analisador do espectrébmetro de massas através de um separador de fluxo, onde
sofrem ionizagéo, para depois serem separados no analisador de massas de acordo a sua
razdo massa/carga. E considerada uma técnica sensivel e com grande potencial para

identificacdo e quantificacdo de substancias de origem vegetal, realizando as anélises
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com rapidez, sensibilidade, seletividade e utilizando quantidades minimas de amostra
(CABRAL, 2010).

Com a exigéncia cada vez maior com relagdo a qualidade dos produtos obtidos
a partir de fontes vegetais, € necessario que se faca uso de técnicas analiticas sensiveis,
seletivas e eficientes, que possam promover com seguranca a identificacdo e
quantificacdo das diferentes classes de compostos naturais. Nesse sentido, as técnicas
hifenadas assumem esse importante papel e a tendéncia é que, no futuro, novas e mais
sofisticadas técnicas surjam devido ao grande avanco tecnologico (RODRIGUES et al.,

2006), colaborando ainda mais com o estudo dos produtos naturais.

3.7. A importancia da nanotecnologia e sua relacdo com produtos naturais

O termo “nanotecnologia” (ou nanociéncia) esta relacionado a pesquisa,
desenvolvimento e aplicacdo de materiais em uma escala muito reduzida, denominada
nanoescala (1 a 100 nm). Tais materiais, devido a sua versatilidade, podem ser
utilizados de forma muito eficiente em varios campos da Ciéncia, principalmente em
quimica, biologia, medicina, ciéncia dos materiais, entre outros. Esses campos
envolvem principalmente o design, a preparagdo, a caracterizagdo e a aplicacdo de
diferentes tipos de nanomateriais. As pesquisas em nanotecnologia realizadas
atualmente tém se dedicado principalmente ao desenvolvimento e a construcdo de
nanomateriais com o objetivo de usufruir de suas caracteristicas Unicas, tais como
menor peso, maior resisténcia mecanica, melhor comportamento sob a acdo da luz e
excelente reatividade quimica, diferentemente dos seus semelhantes em escalas maiores
(KECILI et al., 2019).

Os nanomateriais sdo definidos como uma categoria de materiais avancados que,
por serem produzidos em escala nanométrica (1 nm: bilionésima parte do metro ou 10
m), possuem um comportamento muito diferente se comparados a materiais tradicionais
de dimensdes maiores, que excedam 100 nm. Nesse sentido, 0s nanomateriais séo
considerados os blocos de constru¢do para o seculo XXI e, suas diversas areas de
atuacdo, como nanotecnologia, biotecnologia, tecnologia da informagéo e comunicacao,
sdo considerados referéncias para o progresso e civilizacao das nagfes, com avangos em
inimeros setores. Os nanomateriais variam de acordo com suas fontes, tais como
materiais organicos, inorganicos, naturais ou sintéticos (MISHRA et al., 2019; ABDIN
etal., 2018).
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Atualmente, no Brasil, os estudos relacionados a nanotecnologia vém sendo
incentivados pela Politica Nacional de Incentivo & Ciéncia, Tecnologia e Inovagao
(PNCTI), a qual é administrada pelo governo federal. A principio, o incentivo
especifico na area de nanotecnologia foi uma iniciativa do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo (MCTI). Aliado a isso, existem também as politicas publicas
principais em vigor no pais para a nanotecnologia, onde destacam-se a implementacao
dos Institutos Nacionais de Incentivo a Ciéncia e Tecnologia (INCTSs), a Iniciativa
Brasileira em Nanotecnologia (IBN) e a criacdo do Sistema Nacional de laboratdrios em
Nanotecnologia (SISNano). Com o intenso e acelerado crescimento da nanotecnologia
em todo o mundo, o Brasil é um dos paises que tem investido sua economia nessa
tecnologia e que, hoje, possui prioridade no depdsito de patentes relacionadas a
nanobiotecnologia (SOUSA et al., 2018; ABDI, 2016).

A relacdo da nanotecnologia com os produtos naturais vem se aproximando
muito com o passar dos anos e com 0s avancgos das diversas areas da Ciéncia. Como ja
descrito anteriormente, muitos compostos bioativos de plantas tém potencial para a
manutencdo e promoc¢do da salde, incluindo a prevencdo e o tratamento de algumas
doencas. Nesse sentido, os variados tipos de nanoparticulas podem influenciar no
aumento da solubilidade e estabilidade desses compostos bioativos, melhorando a sua
absorcdo, além de prolongar o tempo de circulagdo no organismo, protegendo
naturalmente os compostos contra a degradacdo prematura. Além disso, as
nanoparticulas possuem elevada eficiéncia de absorcdo nas células alvo (ou tecidos)
através da prevencdo da interacdo prematura com o ambiente bioldgico, favorecendo a
permeacao e efeito de retencdo em tecidos doentes, além de melhorar a sua absor¢édo
celular, resultando na mitigacdo da toxicidade (GHORANI & TUCKER, 2015;
BONIFACIO et al., 2014; AJAZUDDIN, 2010).

A nanotecnologia tem sido apontada como uma das areas de grande potencial
para atender os objetivos do milénio pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU). O
seu carater interdisciplinar e multidisciplinar faz com que essa ciéncia seja considerada
inovadora, trazendo beneficios aos mais diversos campos de pesquisa (GOMES et al.,
2015). Atualmente, espera-se que esta ciéncia tenha um profundo impacto na economia
e na sociedade durante o século 21, comparavel a tecnologia da informagdo ou aos
avancos na biologia celular e molecular. Pesquisas cientificas em nanotecnologia podem
trazer grandes descobertas nas areas de engenharia, medicina, agricultura, meio

ambiente, energia, biotecnologia, tecnologia da informacdo, dentre muitas outras
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possibilidades. A busca por um desenvolvimento que seja sustentavel, ou seja, que
permita que a geracdo presente satisfaca as suas necessidades sem comprometer as
geragdes futuras, € um dos maiores desafios atuais da nanotecnologia (PUROHIT et al.,
2017).

3.8 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas (NPs) sdo vistas como os blocos de constru¢do fundamentais
da nanotecnologia. Elas séo consideradas o ponto de partida para a preparacdo de varios
tipos de materiais e dispositivos nanoestruturados, que serdo utilizados para 0s mais
diversos fins. A sua sintese é um processo vital para a eficiéncia cada vez maior dos
estudos que integram a nanociéncia (VAHABI et al., 2011).

Diferentes tipos de nanoparticulas metalicas sdo produzidos atualmente a partir
de diferentes metais e 6xidos metélicos, tais como prata (Ag), ouro (Au), éxido de cobre
(CuO), oxido de zinco (ZnO) e titanio (Ti) (SARDELLA et al., 2018). Varios estudos
realizados recentemente tém demonstrado, por exemplo, que nanoparticulas metalicas
podem ser usadas de forma efetiva contra uma ampla gama de patégenos (KUMAR et
al., 2019; DAS et al., 2019; PARTHIBAN et al., 2019; HAMELIAN et al., 2018).

A existéncia de uma grande variedade de nanoparticulas metélicas esta
relacionada com sua natureza quimica (metais, Oxidos metalicos, biomoléculas,
polimeros), tamanho e forma (esferas, cubos, tubos), estado de dispersao
(individualmente dispersas ou aglomeradas), meio de dispersao (liquido, sélido, gasoso,
gel, etc.) e revestimento (NAGARAJAN e HATTON, 2008). Depois da sintese, as
nanoparticulas obtidas devem passar por processos de caracterizacao. A caracterizacdo é
importante para controlar as condi¢es de sintese e organizar as melhores formas de

aplicacdo das mesmas. Os principais métodos estdo resumidos abaixo.

3.8.1. Métodos de caracterizacdo de nanoparticulas metalicas

3.8.1.1. Espectroscopia no ultravioleta-visivel e Pico SPR

A Espectroscopia de Absor¢cdo UV-vis envolve a absorcdo da radiacédo

ultravioleta/visivel, que compreende a faixa de 190 a 900 nm, causando a promogao de

elétrons do estado eletronico fundamental para o estado excitado. O espectro é obtido
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pela irradiacdo da luz através de uma solucdo diluida da amostra e o espectro de
absorcdo é dado pela razdo da intensidade da radiacdo, que passa pela amostra e pela
referéncia nesta faixa de comprimentos de onda (PASSOS e SARAIVA, 2019).

Algumas nanoparticulas metalicas apresentam bandas de absorcao na regido do
ultravioleta-visivel que se devem a oscilacdo coletiva dos elétrons das nanoparticulas
em ressonancia com as ondas de luz, induzindo a formagdo de momentos dipolo pelo
carregamento da superficie. Uma forca de restauracdo nas nanoparticulas tenta
compensar, resultando em um comprimento de onda ressonante Unico, gerando uma
banda. Esta é denominada banda de plasmon de superficie (SPR) (PASSOS e
SARAIVA, 2019; LIZ-MARZAN, 2004). Resumidamente, o fendmeno da ressonancia
de plasmon de superficie pode ser explicado pela oscilagdo dos elétrons livres em uma
superficie metalica. Quando uma nanoparticula € muito menor do que o comprimento
de onda da luz, um campo eletromagnético em certa frequéncia induz uma ressonancia,
coerente com a oscilacdo dos elétrons, como ilustra a Figura 11, pagina 57 (JAIN et al.,
2007).

Os espectros de absorcdo de nanoparticulas de metais alcalinos como Ag (prata),
Au (ouro) e Cu (cobre) tém sido extensivamente investigados, incluindo o efeito das
variacfes no tamanho e forma das particulas no espectro (DAS et al., 2009). Nem todos
0s materiais apresentam ressonancia de plasmon, porque € necessaria a presencga de
elétrons de conducdo livres, como ocorre em Ag, Au e Cu (LIZ-MARZAN, 2004).
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Figura 11. Esquema da interacdo de uma nanoesfera metalica com a luz. O
campo eletromagnético da luz induz uma oscilagdo dipolar da conducéo eletronica

através da particula.
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eletromagnético Esfera
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R\
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Fonte: JAIN et al., 2007

O comprimento de onda de oscilacdo depende de varios fatores, tais como
tamanho e forma da particula, 0 meio que se encontra (constante dielétrica) e distancia
interparticulas (interacdo entre dipolos). Para particulas ndo esféricas, como bastdes, por
exemplo, o comprimento de onda de ressonancia depende da orientacdo do campo
elétrico. Portanto, duas oscilacfes sdo possiveis: a transversal e a longitudinal, gerando
duas bandas de absorg&o no espectro (LIZ-MARZAN, 2004).

No caso de nanoparticulas de prata (AgNPs), quando o campo elétrico de uma
onda induz uma polarizacdo dos elétrons para o nacleo iénico mais pesado das AgNPs,
a diferenca de carga cria uma oscilacdo dipolar de todos os elétrons na mesma fase.
Quando a frequéncia do campo electromagnético se encontra ressonante com a corrente
de elétrons em movimento, ocorre uma banda de absorcdo. Essa absorcdo depende
fortemente do tamanho da particula, do meio dielétrico e dos compostos circundantes.
As AgNPs esféricas com aproximadamente 20 nm, por exemplo, exibem uma Unica
banda SPR que ocorre na regido do visivel a entre 420 e 450 nm. A largura das bandas
SPR esta relacionada com a distribuicio de tamanhos das AgNPs (MARTINEZ-
CASTANON et al., 2008).
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3.8.1.2. Potencial Zeta e Espalhamento de luz dindmico

A caracterizacdo de nanoparticulas metalicas (NPMs) é de suma importancia
para o desenvolvimento de nanoformulacdes de relevancia terapéutica bem definida.
Nesse sentido, a determinacdo do tamanho da particula e da carga de superficie é
fundamental para uma caracterizacdo adequada de NPMs. As medigdes DLS
(espalhamento de luz dindmico) e ZP (potencial zeta) ganharam popularidade como
ferramentas simples, faceis e reprodutiveis para determinar o tamanho e a carga
superficial das particulas (BHATTACHARIJEE S., 2016).

Particulas coloidais dispersas em uma solucdo adquirem uma carga elétrica
superficial, devido a ionizacdo de grupos quimicos e a adsorcdo diferencial de ions da
solucdo na superficie da particula. Em um campo elétrico, cada particula e os ions mais
fortemente ligados a ela se movem como uma unidade. O potencial no plano de
cisalhamento entre essa unidade e o meio circundante é denominado Potencial Zeta ()
(SKOOG et al., 2009). Quando uma camada de macromoléculas, por exemplo, é
adsorvida na superficie da particula, ela move o plano de cisalhamento para longe da
superficie e altera o potencial zeta. Dessa forma, o potencial zeta é a funcdo da carga
superficial da particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da
natureza e composicao do meio circundante (GUINGAB et al., 2007).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual €
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies
ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo. Este parametro é determinado
utilizando-se técnicas de eletroforese (SCHAFFAZICK et al., 2003). Esse potencial
pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete a carga efetiva das
particulas, ele se correlaciona com a repulsdo eletrostatica entre elas e com a
estabilidade da suspensdo. Quanto maior o potencial zeta, maior a tendéncia da
suspensdo a estabilidade, pois as particulas carregadas se repelem entre si, com uma
forca que supera a tendéncia natural de agregacdo. Este é influenciado principalmente
pela concentracéo eletrolitica e pelo pH da suspenséo coloidal (RIBEIRO et al., 2011).

A estabilidade das particulas em solucéo ocorre quando o valor do potencial zeta
¢ { <-30 mV ou { > 30 mV. Caso ocorra 0 contrario, -30 mV < { < 30 mV, a
aglomeracdo ird ocorrer. A velocidade da aglomeragdo vai aumentando conforme o

valor do potencial zeta se aproxima de zero. Assim, coloides com potencial zeta
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elevados (positivos ou negativos) sao eletricamente estaveis, enquanto que coloides com
baixos potenciais zeta tendem a formar agregados (SKOOG et al., 2009). O quadro
abaixo ilustra a relacdo entre o valor do potencial zeta e a estabilidade do coloide em

solucéo.

Potencial Zeta [mV] Estabilidade do coloide
0ath Rapida coagulacdo ou floculacao
+10a+30 Instabilidade incipiente
+30a+40 Estabilidade moderada
+40a+60 Boa estabilidade
Mais de + 61 Excelente estabilidade

Fonte: SKOOG et al., 2009.

O equipamento utilizado para as medidas de potencial zeta e DLS é o Zeta Sizer

Nano.

3.9. Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Os avancos recentes no campo da nanotecnologia tém ocasionado um forte
impacto em diversas areas, e a sintese de nanoparticulas de prata também seguiu essa
tendéncia. O desenvolvimento de particulas de prata em escala nanométrica tem
proporcionado muitas propriedades interessantes, que variam de aplicagdes eletronicas a
biomédicas. Os principais aspectos da sintese de nanoparticulas de prata concentram-se
na capacidade de controlar seu tamanho, forma e dispersdo. Além disso, as
nanoparticulas de prata sdo atualmente consideradas uma importante classe de
nanomateriais, sendo usadas principalmente como catalisadores ou agentes
antibacterianos e/ou antifungicos (UTTAYARAT et al., 2015; RAWEL et al., 2014).

Relatos sobre o potencial antibacteriano e citotoxico de nanoparticulas de prata
podem ser observados em abundancia na literatura atual (ASHRAF et al., 2019;
BOCATE et al., 2019; MAJEED et al., 2018; RAJESHKUMAR et al., 2016). Todavia,
apesar da sua eficiéncia ja bastante conhecida, 0 mecanismo de acdo das mesmas ainda
ndo estd totalmente esclarecido. Este € bastante complexo e ainda possui algumas

divergéncias. De acordo com Neto e colaboradores (2008), as nanoparticulas de prata
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possuem grande afinidade com grupos que possuem enxofre e fosforo, que sdo
elementos encontrados na composicdo das membranas celulares. A interacdo ocorre
entdo com a membrana destes microrganismos, causando danos no processo de
respiracdo celular e, no interior destas células, as nanoparticulas de prata interagem com
0 DNA provocando a sua desnaturacdo e impedindo a divisdo celular. Também podem
atacar a superficie da membrana celular e interferir de forma negativa em suas fungdes
de permeabilidade. Pode-se afirmar que a ligacéo destas particulas na célula depende da
area superficial disponivel para a interacéo. Particulas menores possuem uma area muito
maior de superficie disponivel para interagir com o microrganismo, sendo, por isso,
mais eficazes no combate a este, se comparadas a particulas maiores (MORONES et al.,
2005).

Wong e colaboradores, em 2010, listaram alguns supostos mecanismos de a¢do
de nanoparticulas de prata na eliminacdo de microrganismos. Sao eles:

A) Em escala manométrica, a prata possui uma melhor interacdo com
microrganismos devido a sua elevada area superficial. Devido a isso, estas
nanoparticulas atingem a superficie celular e penetram mais facilmente no
interior desses organismos;

B) Tanto as nanoparticulas de prata quanto os ions de prata podem interagir com
proteinas presentes nas membranas celulares, cujas estruturas contém enxofre e
fosforo. Podem, ainda, comprometer as fungbes do DNA da célula ao
interagirem com esses grupos;

C) As nanoparticulas de prata e/ou os ions de prata podem provocar danos na
cadeia respiratoria, provocando assim a morte celular;

D) As nanoparticulas de prata podem promover uma liberacdo sustentada de Ag*
dentro das células dos microrganismos, podendo formar radicais livres e induzir
0 estresse oxidativo, reforcando sua atividade antimicrobiana.

O surgimento de microrganismos resistentes tais como fungos, virus e bactérias,
aumentou em um ritmo alarmante nos ultimos anos, tornando-se um sério problema de
salde publica. Livres no meio ambiente, muitas vezes sdo patogénicos, podendo
provocar danos em seres humanos, animais e vegetais. Com isso, torna-se cada vez mais
necessario a busca de novos agentes para controle efetivo destes microrganismos, de
preferéncia naturais e que ndo sejam toxicos ao meio ambiente nem aos seus
componentes em geral (GAJBHIYE et al, 2009). Para tanto, a utilizagdo de

nanoparticulas metalicas (com destaque para as nanoparticulas de prata) surge como
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uma alternativa viavel e eficiente para este fim. Pesquisadores do campo da sintese de
nanoparticulas estdo voltando sua atencdo aos sistemas bioldgicos, pois, muitos
organismos procariontes ou eucariontes (incluindo plantas, animais e microrganismos),
ou parte deles, sdo conhecidos por produzirem materiais inorganicos, intra ou
extracelularmente (VENGADESH-PRABHU et al., 2011).

4.0. Nanobiotecnologia verde: biossintese de nanoparticulas metalicas

A natureza desenvolveu varios processos para a sintese de materiais inorganicos
em escalas nano e micro, contribuindo para o desenvolvimento de uma area de pesquisa
relativamente nova e amplamente inexplorada, baseada na biossintese de nanomateriais.
A sintese de nanomateriais utilizando organismos é compativel com os principios da
quimica verde. Nesse sentido, a chamada “sintese verde” de nanoparticulas metalicas
faz uso de reagentes ndo toxicos, biodegradaveis, de baixo custo e mais seguros (KHAN
etal., 2018).

A sintese de nanoparticulas metalicas utilizando fontes organicas vem ganhando
cada vez mais espaco nas pesquisas em nanotecnologia realizados atualmente, pois
exclui a necessidade de se empregar produtos quimicos nocivos nos protocolos de
reducdo e também fornece um método de sintese de favoravel ao meio ambiente, sendo
ecologicamente correto, além de ser econdmico. Nanoparticulas metélicas podem ser
sintetizadas utilizando varias fontes orgéanicas, tais como plantas, bactérias, fungos,
leveduras e virus. A sintese verde de nanoparticulas metélicas mediada por plantas é
considerada uma das opcdes preferidas para a sintese de nanoparticulas, uma vez que
geralmente requer um pH neutro e também ocorre a temperatura ambiente
(VELUSAMY et al., 2016).

O esquema de sintese verde de AgNPs pode ser observado na Figura 12 (pagina
62). Determinados fatores, tais como a natureza e concentragdo do extrato utilizado, a
concentracdo do sal metélico, pH e temperatura podem afetar a velocidade da reacdo de
sintese, bem como a quantidade e a estabilidade das nanoparticulas de prata obtidas
(MITTAL et al., 2013).
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Figura 12. Esquema de sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs).
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Fonte: SILVA, 2014.

O método biossintético empregando extratos vegetais tem se destacado como
uma alternativa simples e viavel, quando comparado aos procedimentos fisicos e
quimicos utilizados nos ultimos anos na sintese de nanoparticulas metalicas. A
nanotecnologia esté se tornando cada vez mais importante nesse sentido, principalmente
com relacdo ao desenvolvimento de formulacBes de drogas mais novas, seguras e
eficazes. Os extratos vegetais sdo preferidos em relacdo a outras fontes biologicas
devido a sua ampla disponibilidade e ampla gama de metabdlitos redutores (OTUNOLA
etal., 2017).

E possivel afirmar que a biossintese de nanoparticulas a partir de fontes vegetais
oferece varias vantagens, tais como custo-beneficio, eliminacéo de alta pressao, energia,

temperatura e substancias quimicas toxicas normalmente utilizadas nos métodos
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tradicionais de sintese. Dentre os varios tipos de nanoparticulas de metais inorganicos,
as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém se destacado como conservantes, agentes
antimicrobianos e anticancer eficazes, além de sensores biomédicos e detectores que
apresentam baixa toxicidade para aplicac6es in vitro e in vivo (GHEETA et al., 2013).
De acordo com Krithiga et al. (2015) as plantas sdo as melhores opcdes para a sintese de
nanoparticulas, pois na maioria das vezes sdo atoxicas, fornecem agentes de cobertura
naturais (estabilizacdo) e reduzem o custo com isolamento de microorganismos e

utilizacdo de meios de cultura.






4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas de Jatropha mollissima foram coletadas em uma area rural com

Caatinga preservada no municipio de S8o Raimundo Nonato-PI (S 9° 7°9, 132” / W 42°

44°47, 16”), em fevereiro de 2017. A identificacdo botanica

amostras coletadas com uma exsicata da espécie depositada no Herbario Vale do Séo
Francisco (HVASF), na Universidade Federal do Vale do Séo Francisco, sob nimero de

tombo 23193 (Figura 12). Cadastro SisGen: A71AET79.

Figura 13. Exsicata da espécie Jatropha mollissima deposi
S&o Francisco - HVASF.
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4.2 Processamento do material botanico

Cerca de 11,5 kg do material botanico (folhas) coletado foi seco em estufa com
ar circulante a temperatura média de 45 °C durante 7 dias. Ap6s a secagem e completa
estabilizacdo do material (eliminacdo de agua e inativacdo de enzimas), este foi
pulverizado em moinho de facas, obtendo-se o material vegetal seco em p6, com

rendimento aproximado de 2 kg.

4.3 Obtencao e fracionamento do extrato etanolico bruto (EEB)

O material vegetal seco e pulverizado foi levado ao Ndcleo de Estudos e
Pesquisas de Plantas Medicinais (NEPLAME/UNIVASF) e em seguida submetido a
maceracao exaustiva, utilizando como solvente o etanol 95%, em um recipiente de aco
inoxidavel. Foram realizadas cinco extragdes, substituindo o solvente a cada 72 horas,
até o maximo esgotamento da droga. Apds este processo, a solucao extrativa passou por
um processo de destilacdo do solvente em evaporador rotativo a pressdo reduzida, a uma
temperatura média de 50 °C, obtendo-se, ao final, o extrato etandlico bruto (Jm-EEB).

O rendimento do Jm-EEB foi de aproximadamente 100 g. Do total desse
material, 20 g foram reservados para a triagem fitoquimica preliminar e para os testes
bioldgicos. O restante foi submetido ao processo de fracionamento, utilizando a técnica
de cromatografia liquida a vacuo (CLV). Foi utilizada silica gel como fase estacionaria
e os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol (em sistema de polaridade
crescente) como fase mdvel, visando um pré-fracionamento das substancias através de
suas polaridades. Para tanto, 80 g do extrato etanolico bruto (Jm-EEB), foi adsorvida
em uma porcao da fase estacionaria com auxilio de gral e pistilo. Em seguida, realizou-
se 0 processo de separacdo das fases sob vacuo, com a utilizagdo de um conjunto
apropriado de vidrarias (Figura 14, pagina 67) (SAITO et al., 2005).
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Figura 14. Sistema de fracionamento do extrato etanélico bruto (Jm-EEB) por

cromatografia liquida a vacuo.

Fonte: Autoria propria

4.4 Triagem fitoquimica preliminar

A analise fitoquimica preliminar teve como objetivo a deteccdo das principais
classes de metabolitos secundarios presentes no extrato etandlico bruto (e fases) de
Jatropha mollissima. As técnicas usadas para este fim sdo baseadas em reagdes
quimicas que exibem caracteristicas universais para cada uma das diversas classes de
metabdlitos secundarios investigadas. As metodologias utilizadas sdo realizadas em
pequena escala, em tubos de ensaio, e 0s resultados sdo observados por meio de reagdes
das amostras com solucgdes de reagentes especificos para cada classe de metabdlito, as
quais promovem alteracdes de cor ou formacdo de precipitados. Nesse sentido, é
utilizada a técnica de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), que possui
como ponto favoradvel a possibilidade de comparacdo dos extratos e fases investigadas
com padrbes de metabdlitos secundarios disponiveis no mercado. Na cromatografia em
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camada delgada analitica, pequenas aliquotas de cada extrato, solubilizados em

solventes adequados, foram aplicadas com o auxilio de um capilar de vidro em placas

de camada delgada com suporte de aluminio e com silica gel como fase estacionaria.

Misturas de solventes em proporcGes adequadas para cada classe investigada foram

usadas como fases moveis. Apds a eluicdo, as placas foram reveladas com reagentes

especificos e/ou analisadas em camara de UV nos comprimentos de onda de 254 nm e
365 nm (OLIVEIRA et al., 2010; SIMOES et al., 2010; BRAZ et al., 2011). A Tabela 3

abaixo apresenta os sistemas de solventes utilizados para cada classe de metabolitos

investigada e 0s seus respectivos reveladores.

Tabela 3. Eluentes e reveladores utilizados para a caracterizagdo do perfil fitoquimico

cromatografico do extrato etanolico e fases obtidas a partir das folhas de J. mollissima.

Classe quimica

Eluente

Revelador

1. Alcaloides

2. Antocianinas

3. Antraquinonas

4. Compostos fenolicos
5. Cumarinas

6. Derivados antracénicos
7. Liganas

8. Mono, sesqui e
diterpenos

9. Naftoguinonas

10. Saponinas

11. Taninos hidrolisaveis

12. Triterpenos / esterois

Tolueno: AcOEt: Dietilamina
(70:20:10)

ACOEt: Ac. Formico: Ac. acético
glacial: Agua (100:11:11:26)
Eter de petroleo: AcOEt: Ac. formico
(75:25:1)

ACOEt: Ac. Formico: Ac. acético
glacial: Agua (100:11:11:26)
Tolueno: Eter etilico (1:1)
saturado com &cido acético a 10%
AcOEt: MeOH: Agua
(100: 13,5: 10)
Cloroférmio: Metanol: Agua
(70:30:4)

Tolueno: AcOEt (93:7)

Tolueno: Ac. Formico (99:1)
Tolueno: Agua: Ac. Acético (4:1:1)
Butanol: Acetona: Tampao fosfato pH
5,0 (40: 50: 10)

Tolueno: CHCIs: EtOH (40: 40: 10)

Dragendorff
Anisaldeido sulfarico
Ac. Fosfomolibdico/H,SO4 etandlico
10%

PEG
KOH 10%
KOH 10%
Vanilina sulfurica
Vanilina sulfdrica
KOH 10%
Vanilina sulfarica

Sulfato de ferro amoniacal

Lieberman-Burchard

Fonte: Nucleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais - NEPLAME/UNIVASF
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4.5 Estudo fitoquimico classico

4.5.1 Métodos cromatogréaficos

Para a cromatografia de adsor¢do em coluna (CC) foi utilizada silica gel 60 (70-
230 mesh, ASTM) de particulas com dimens@es entre 0,063-0,200 mm (MERCK). O
comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das
amostras e as quantidades de silica a serem utilizadas.

Para a cromatografia em camada delgada (CCD), foi usada silica gel 60 PF254
(MERCK). As fragdes foram monitoradas por Cromatografia em Camada Delgada
Analitica (CCDA) da Silicycle TLC - Aluminum PF2s4, sugerindo dessa forma a pureza
da amostra quando observada uma Unica mancha apds revelacdo em camara de
irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm), em placas eluidas em pelo menos trés sistemas
de solventes distintos. Como fase movel, foram utilizados isoladamente ou em misturas
binarias os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, em gradiente

crescente de polaridade.

4.5.2 Fracionamento cromatografico das fases Jm-CHCls e Jm-AcOEt

As fases Jm-CHCIz (1,0 g) e Jm-AcOEt (1,0 g) foram cromatografadas em
coluna utilizando silica gel 60 (70-230 mesh, ASTM) como fase estacionaria e, como
fase modvel, os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
individualmente ou em misturas bindrias, seguindo-se um gradiente crescente de
polaridade, conforme especificado no Quadro 2. Ao todo, foram coletadas 180 fracdes
da fase Jm-CHCls e 185 fracdes da fase Jm-AcOEt, de 5 mL cada. As fracdes obtidas
foram monitoradas por CCDA e de acordo com a semelhanca entre os fatores de
retencdo (Rf) e coloracBes das manchas observadas em camara de luz UV nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, ou apds revelacdo por borrifamento da solucéo
de vanilina sulfurica 1%, seguido de aquecimento a 105 °C por 5 min, as fra¢Ges foram

reunidas em grupos.
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Quadro 2. Sistemas de eluicdo utilizados no fracionamento cromatografico das fases
Jm-CHClI3z e JIm-AcOEt.

Sistemas de eluicéo Jm-CHCI3 | Jm-AcOEt
1 100 % Hexano 1a10 1a10
2 90 % Hexano + 10 % Cloroférmio 11a21 11a21
3 70 % Hexano + 30 % Cloroformio 22 a 84 22 a84
4 50 % Hexano + 50 % Cloroformio 85a99 85a99
5 30 % Hexano + 70 % Cloroformio | 100a115 | 100a 120
6 10 % Hexano + 90 % Cloroformio | 116a125 | 121a130
7 100 % Cloroférmio 1262135 | 131a140
8 90 % Cloroférmio + 2 % Metanol | 136a145 | 141a150
9 95 % Cloroférmio + 5 % Metanol | 146a155 | 151 a 160
10 90 % Cloroférmio + 10 % Metanol | 156 a 165 | 161a170
11 80 % Cloroformio + 20 % Metanol | 166a175 | 171a176
12 100% Metanol 176 a 180 177 a 185

4.5.3 Investigacdo dos constituintes quimicos por técnicas cromatograficas

hifenadas

4.5.3.1. Anélises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

O extrato etandlico bruto (Jm-EEB) e suas fases (Jm-Hex, Jm-CHCls, Jm-AcOEt
e Jm-MeOH) foram analisados através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), com o objetivo de avaliar o perfil quimico da
espécie Jatropha mollissima. As substancias presentes foram investigadas num aparelho
Shimadzu QP-2010 CG-EM. Para as analises, as amostras foram ressuspensas em
acetato de etila (Grau HPLC) na concentracdo de 10 mg/mL e em seguida analisadas
num cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas Shimadzu® (QP-
2010) acoplado a um auto injetor (AOC 20i). Foram empregadas as seguintes condig¢oes
cromatograficas: coluna RESTEK® RTX-5MS (30,0 mm x 0,25 mm x 0,25 mm),
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utilizando gas hélio (99,999%) transportado com um fluxo constante de 1,4 mL/min,
volume de inje¢do da amostra de 1,0 pulL, modo split com razdo 5 (split 1:4 descarte),
temperatura do injetor de 260 °C; modo de impacto de elétrons a 70 eV; temperatura da
fonte de ion de 250 °C. A temperatura do forno foi programada de 80 °C (isotérmico
durante 3 min), com um aumento de 5 °C/min até 285 °C (isotérmico durante 15 min) e
10 °C/min até atingir 320 °C (isotérmica durante 20 min). Uma mistura de
hidrocarbonetos lineares (CoHzo - C40Hg2) foi injetada sob as mesmas condigGes que as
amostras em analise, e a identificacdo dos compostos se deu por comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os espectros apresentados pelo banco de dados do
equipamento (Wiley 7 lib e NIST 08 lib). O composto foi considerado como
identificado quando apresentou indice de similaridade maior ou igual a 90%.

4.5.3.2 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-

DAD-MS/MS) e aplicagéo de networking molecular

As fragdes cloroformica (Jm-CHCI3) e acetato de etila (Jm-AcOEt) foram
selecionadas para andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
espectrometro de massas (CLAE-DAD-MS/MS), com posterior aplicagdo do
networking molecular para identificacdo de compostos fendlicos (flavonoides). As
analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos
(NPPNS/Ribeirdo Preto-SP). Trés miligramas das amostras foram dissolvidos em 1,0
mL de ACN/H0 (1:1, v/v, 0,1% de &cido acético). Para a remogdo de moléculas ndo-
polares, cada solucdo foi purificada por extracdo em fase sélida (SPE) usando cartuchos
C18, previamente ativados com 5,0 mL de ACN e equilibrados com 5,0 mL de
ACN/H20 (1:1, v/v). As amostras resultantes foram secas sob atmosfera de N. e
dissolvidas para uma concentracdo final de 2 mg/mL, filtradas através de um filtro GHP
de 0,45 um e injectadas no HPLC. A analise CLAE-DAD-IT-MS/MS foi realizada
utilizando um modelo Proeminence (Shimadzu) contendo duas bombas de alta pressédo
LC-20AD, um auto-amostrador SIL-20AHT, um forno de coluna CTO-20A e um
controlador de sistema CBM-20A acoplado a um espectrometro de massa QII-ESI-TOF
micrOTOF (mass Spectrometer). Os experimentos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram realizados utilizando uma coluna C18 (Phenomenex-250 mm x 4,6 mm

x 5) e gradiente de eluicdo de acordo com a Tabela 4. Os solventes utilizados foram:
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Solvente A = Agua e 4cido acético (99:1); Solvente B = metanol; Forno de coluna a
35°C, volume de injecao de 20 pL e vazdo de 1,0 mL/min.

Os paréametros de captacdo do micrOTOF QII-ESI-TOF foram os seguintes:
numero de scans por segundo 1000 scans/s, offset da placa final 500 V, capilar 3,5 kV,
ESI nos modos positivo e negativo, pressdo do gas de nebulizacdo 5,0 Bar, gas seco
(N2) com fluxo de 10,0 L/min e temperatura de 220 °C. A fragmentagdo de CID foi
obtida no modo auto MS/MS utilizando o modo de resolucéo avangada para 0 modo MS
e UltraScan para aquisicdo de MS/MS. As possiveis estruturas putativas foram
propostas com base no padrdo de fragmentacdo MS/MS. Os espectros (m/z 50-1000)
foram registados a cada 2 segundos. Uma solucéo de 10 mg/mL de NA-TFA (TOF) foi
usada para a calibracdo interna. Em relacdo as condigdes de andlise do aparelho, foram
utilizados os seguintes parametros: Placa Terminal: 500 Volts; Capilar: 3500 Volts;

Nebulizador: 5,0 Bar; Gas seco: 10 L/ min e temperatura de secagem: 220 °C.

Tabela 4. Condigdes cromatogréaficas nos experimentos de LC-MS.

Tempo (min) Proporcéao de A (%) Proporcéao de B (%)
0,00 62 38
20,00 62 38
25,00 30 70
30,00 15 85
35,00 00 100

Para as analises de networking molecular, os dados de CLAE-DAD-IT-MS/MS
foram convertidos para o formato mzXML utilizando o software MSConvert e, em
seguida, carregados para o servidor de rede molecular Global Natural Social (GNPS)
(gnps.ucsd.edu). (WANG et al., 2016). Os espectros MS/MS foram combinados com o
algoritmo MS Cluster para criar espectros MS2 de consenso (espectros da mesma
molécula com massas parentais semelhantes), considerando similaridade de cosseno
superior a 0,95. O fluxo de trabalhos online disponivel no GNPS foi usado para criar a
rede molecular.

A rede de espectros comparou todos 0s possiveis pares de vetores dos espectros
de MS/MS, considerando toleréncia de massa para picos de fragmentos (0,3 Da),

tolerancia de massa parental (1,0 Da), nimero minimo de picos correspondentes por
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alinhamento espectral (5) e um escore de cosseno minimo de 0,65, com mais de quatro
picos correspondentes e pelo menos dois nos entre os 10 maiores escores de cosseno
(parémetro K). Quanto maior o escore de cosseno entre dois espectros, mais
semelhantes sdo os espectros de MS/MS e mais semelhantes sdo as moléculas. Por fim,
os espectros de rede foram pesquisados em bibliotecas espectrais, considerando-se
pontuagédo acima de 0,65 e pelo menos cinco picos correspondentes. A rede molecular
foi visualizada no Cytoscape 3.2 (SHANNON et al., 2003) como nos e bordas. Os nds
representam as massas dos ions e a espessura da borda corresponde ao escore de
c0sseno.

Para evitar interpretacGes erroneas de contaminantes ou ruido de HPLC, as
injecBes em branco (fase movel) foram introduzidas na rede de espectros como um
grupo de amostras distintas identificadas no Cytoscape e removidas da rede. A rede foi
organizada com o layout organico, as cores do ndé foram mapeadas com base nos
arquivos de origem do MS/MS e o atributo de espessura da borda foi definido para
refletir as pontuacdes de similaridade de cosseno, com linhas mais espessas indicando

maior similaridade.

4.6 Métodos espectrométricos

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de H (RMN de !H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de **C (RMN de *3C) foram obtidos em espectrometro
Bruker NMR (DRX 500), operando na frequéncia do hidrogénio a 400 MHz e na do
carbono-13 a 100 MHz. As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se uma
pequena aliquota em solvente deuterado da CIL (Cambridge Isotopes Laboratories)
(CDCls3). Os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados para RMN de 'H pelos
picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracdes ndo deuteradas destes
solventes em relagdo ao TMS: cloroformio (6H = 7,24) ¢ MeOD (6H = 4,84 e 3,30).
Para os espectros de RMN de 3C, em relagdo ao TMS, foram utilizados: cloroférmio
(8C = 77,0) e MeOD (8C = 49,0). As multiplicidades das bandas de RMN *H foram
indicadas segundo as convencdes: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t

(tripleto), q (quarteto), m (multipleto).
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4.7 Investigacdo da atividade antibacteriana

As cepas bacterianas de referéncia utilizadas neste trabalho foram obtidas
através de doacéo pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS /
FIOCRUZ - Brasil). Os microrganismos utilizados foram: Enterococcus faecalis
(ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Salmonella enterica (ATCC 10708), Serratia marcescens (ATCC 13880),
Shigella flexneri (ATCC 12022) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). O bioensaio
antimicrobiano foi realizado utilizando o extrato etandlico bruto (Jm-EEB) e suas fases
(Jm-Hex, Jm-CHCl3, Jm-AcOEt e JIn-MeOH). Para determinacdo da possivel atividade
antibacteriana dos extratos, foi necessario determinar a Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

O efeito antibacteriano foi avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo,
como recomendado pelo The National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2008). Inicialmente, uma solugdo mée de 25000 pg/mL dos extratos foi
preparada utilizando uma solucdo aquosa de DMSO a 20% (v/v). Foram transferidos
100 pL desta diluigdo para uma microplaca de 96 pocos contendo 100 uL de caldo
Muller-Hinton. Em seguida, diluigbes seriadas foram realizadas, resultando em
concentragfes de 12500; 6250; 3120; 1560; 780; 390; 195 e 97,5 pg/mL. Os indculos
contendo 5 x 10° UFC/mL, que corresponde a turvagdo 0,5 na escala de McFarland,
foram padronizados por espectrofotometria, considerando o intervalo entre valores de
absorbancia de 0,08 a 0,1. Posteriormente, 10 puL destes indculos foram adicionados a
cada pogo. Foram reservados pocos nas microplacas para controle de esterilidade do
caldo, de crescimento bacteriano e da acdo do antimicrobiano de referéncia
(Gentamicina). Para a gentamicina foi usada uma concentracao inicial de 1600 pg/mL, a
qual foi diluida para concentrac@es de 800; 400; 200; 100; 50; 25 e 12,5 pug/mL.

As microplacas foram incubadas sob condigfes de aerobiose durante 24 horas, a
37 °C, quando 10 pL de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio (CTT) a 2% foram
adicionados em cada pogo para a deteccdo da mudanga de cor do CTT (incolor) para
vermelho, que reflete o metabolismo bacteriano ativo. A CIM foi definida como a
concentracdo mais baixa do extrato que visualmente inibiu o crescimento bacteriano.
Para determinar a CBM, aliquotas de 10 pL foram retiradas de cada um dos pogos do
ensaio anterior e transferidas para placas de Petri contendo agar Muller-Hinton. As

placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C. O surgimento de coldnia bacteriana
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para uma dada concentracdo indica que essa ndo foi capaz de matar 99,9% ou mais do

indculo bacteriano utilizado. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.8 Investigacdo da atividade moduladora de resisténcia a antimicrobianos

Para a investigagdo da atividade moduladora de resisténcia a antimicrobianos,
foram utilizadas cepas bacterianas multirresistentes de Staphylococcus aureus (SA358)
e Pseudomonas aeruginosa (PA03), pertencentes ao Laboratdrio de Microbiologia e
Biologia Molecular - LMBM, da Universidade Regional do Cariri (URCA/Crato-CE).

A fonte bacteriana e o perfil de resisténcia das espécies estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Origem bacteriana e perfil de resisténcia.

Bactéria Origem Perfil de resisténcia

Staphylococcus aureus  Ferida cirargica  Ca, Cef, Cf, Oxa, Pen, Amp, Amo, Clin,
(SA358) Mox, Cip, Lev, Asb, Amc, Eri, Cla, Azi.
Pseudomonas Ponta de cateter  Com, Ctz, Imi, Cip, Ptz, Lev, Mer, Ami.

aeruginosa (PA03)

Ca - Cefadroxil; Cef - Cefalexina; Cf - Cefalotina; Oxa - Oxacilina; Pen - Penicilina; Amp - Ampiciling;
Amo - Amoxicilina; Clin - Clindamicina; Mox - Moxifloxacina; Cip - Ciprofloxacina; Lev -
Levofloxacina; Asb - Ampicilina + Sulbactam; Amc - Amicacina; Eri - Eritromicina; Cla -
Claritromicina; Azi - Azitromicina; Com - Cefepime; Ctz - Ceftazidima; Imi - Imipenem; Ptz -
Piperaciclina; Mer - Meropenem.

As cepas foram mantidas em condicdes ideais de armazenamento em meio HIA
(infusdo de coracdo inclina; Difco Laboratories Ltda). No dia anterior ao inicio do
experimento, as amostras bacterianas foram cultivadas e incubadas sob condi¢des de
aerobiose durante 24 horas a 37 °C, em meio BHI (infuséo de cérebro e coragdo; Difco
Laboratories Ltda). Os inoculos contendo 5x10° UFC/mL, que corresponde a turvagéo
0,5 na escala de McFarland, foram padronizados por espectrofotometria, considerando o
intervalo entre valores de absorbancia de 0,08 a 0,1. Para verificar a atividade
moduladora das amostras Jm-EEB, Jm-Hex, Jm-CHCls, Jm-AcOEt e Jn-MeOH, foram
utilizados trés antibidticos considerados padrdes no tratamento de infecges promovidas
pelas espécies bacterianas testadas: amicacina, ampicilina e norfloxacina. Para os testes,

foram preparadas solugdes dos antibioticos na concentracdo inicial de 1024 ug/mL.
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Inicialmente, foi realizado o experimento de Concentracdo Inibitdéria Minima
(CIM), de forma semelhante ao topico descrito anteriormente, com dilui¢des seriadas
(1:1) dos extratos, a partir da concentragdo inicial de 1024 pg/mL, resultando nas
concentracdes finais de 512; 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1 e 0,5 pg/mL. O
experimento foi realizado em placas de microcultivo, com 96 pocos, sendo os ultimos
reservados para o controle de esterilidade. Para visualizar se houve ou ndo crescimento
das espécies bacterianas, foi utilizado um indicador cromogénico (Resazurina), o qual
age como indicador de oxi-reducdo, processo que ocorre na respiracdo celular, em
células viadveis. Na presenca destas células, o corante resazurina muda sua coloragédo
azul escuro para vermelho vivo, indicando quais concentragdes do extrato foram
eficazes na inibicdo do crescimento bacteriano. Os antibidticos padres (amicacina,
ampicilina e norfloxacina) foram utilizados como controle, utilizando a mesma
concentragdo inicial (1024 pg/mL) das amostras em estudo (COUTINHO et al., 2008).

Para atividade modulatdria, todas as amostras foram testadas em uma
concentracdo sub-inibitdria (1/8 da CIM) com 100 microlitros de uma solucéo contendo
BHI a 10% mais a amostra teste e a suspensao bacteriana. Cem microlitros das solucGes
teste foram adicionados (na proporc¢do de 1:1) até o penualtimo poco. A concentracao dos
antibiodticos foi de 1024 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e,
decorrido este tempo, leituras colorimétricas foram feitas, também utilizando resazurina.
Os testes foram realizados em triplicata e a significancia estatistica foi avaliada pelo
método ANOVA, através do software GraphPad Prism 6.0, onde foi possivel observar
se houve modulacdo sinérgica ou antagdnica. O sinergismo €é caracterizado por uma
diminuicdo da CIM dos antibidticos enquanto que o antagonismo, por sua vez, é

definido como o seu aumento.

4.9 Investigacdo da atividade citotoxica

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados no Laboratorio de
Oncologia Experimental (LOE) do Curso de Medicina da Universidade Federal do
Ceara (UFC-Fortaleza/CE), utilizando o método do MTT. A analise pelo método do
MTT é comumente utilizada nos ensaios de citotoxicidade, sendo considerado um
método rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983) e
permite analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma analise

colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
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brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. As linhagens utilizadas (Tabela
6) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). Estas foram cultivadas em
meio RPMI e DMEM (para L929), suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO2. As
amostras (Tabela 7) foram diluidas em DMSO para obtengdo de concentragdes estoque
de 20 mg/mL e foram testadas na concentracdo Unica de 200 pg/mL, para todos os

compostos.

Tabela 6. Descrigéo das linhagens celulares e concentragdes utilizadas na investigagéo
da atividade citotdxica.

Cddigo da amostra Descricéo Concentracéo utilizada
(céls/mL)
HCT-116 Colon humano 0,7x10°
SNB-19 Astrocitoma 0,1x10°
PC3 Prostata 0,1x10°
929 Fibroblasto (ndo tumoral) 0,7x10°

Tabela 7. Descrigéo e identificagcdo das amostras utilizadas na investigacdo da atividade

citotéxica.

Cddigo da amostra Concentracéo teste (ug/mL)

Jm-EEB
Jm-Hex
Jm-CHCls 200
Jm-AcOEt
Jm-MeOH

As células foram plagueadas nas concentracdes de 0,7x10° céls/mL para as
linhagens HCT-116 e L929 e 0,1x10° céls/mL para as linhagens SNB-19 e PC3. As
placas foram incubadas com as substancias durante 72 horas em estufa com atmosfera
contendo 5% de COz a 37 °C. Ao término deste tempo, as mesmas foram centrifugadas
e 0 sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugéo de MTT

(sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3 horas. Decorrido o periodo de
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incubacdo, as placas foram novamente centrifugadas para a retirada da solugcdo de MTT.
A absorbancia foi lida apds dissolugdo do precipitado de formazan com 150 pL de
DMSO puro em espectrofotometro de placa em 595 nm. Os experimentos de
concentracdo Unica foram analisados segundo a meédia = desvio padrdo (DP) da
porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o software GraphPad Prism
6.0. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas: amostras sem atividade (SA), com pouca atividade (PA, inibicdo de
crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada (MO, inibicéo de
crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade (MA, inibicdo de
crescimento variando de 75 a 100%).

Ap0s os resultados desta analise inicial, os extratos que apresentaram resultados
significativos (acima de 75% de inibicdo), foram submetidos novamente a testes de
citotoxicidade in vitro frente as mesmas linhagens de células tumorais, para
determinacdo da Clso (concentracdo inibitoria em 50%). Os testes foram realizados em
triplicata e os dados foram tratados no software GraphPad Prism 6.0.

4.10 Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando o extrato aquoso

das folhas de Jatropha mollissima como agente redutor

4.10.1 Preparacdo das amostras

As amostras foram preparadas de acordo com metodologia descrita por
Parthiban et al. (2018), com adaptacOGes. Para obtencdo do extrato aquoso de J.
mollissima, 10 g do pé das folhas foi adicionado a 100 mL de agua bidestilada, sendo a
mistura, em seguida, submetida a fervura em agitador magnético (modelo 752 A, 230V,
Fisatom) por 10 minutos. Decorrido esse tempo, a mistura foi centrifugada a 10000 rpm
por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e filtrado utilizando papel filtro
Whatman n° 1. O extrato aquoso foi armazenado a 4 °C até o momento das analises.

O nitrato de prata (AgNO3) a ser reduzido foi obtido através da empresa Aldrich
(EUA). A obtencdo de nanoparticulas de prata foi estabelecida realizando a disperséo do
extrato aquoso de J. mollissima em quatro concentragdes diferentes de nitrato de prata
(5, 10, 25 e 50 mM) preparadas com agua bidestilada estéril. Apos a obtencdo das
solugdes, 1 mL do extrato aquoso foi adicionado a recipientes com 9 mL de cada

solugédo de nitrato de prata preparada anteriormente, totalizando quatro amostras. As
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misturas foram incubadas por 1 hora, na auséncia de luz, a temperatura ambiente. A
mudanga de coloragdo das solucGes, de amarelo-claro (extrato aquoso) para marrom-
escuro indicou a formac&o de nanoparticulas de prata.

4.11 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia de
Impedéancia e Materiais Organicos (LEIMO), localizado na Universidade Federal do

Vale do S&o Francisco, campus Juazeiro-BA.
4.11.1 Absorbéancia no UV-Visivel

A absorbancia das amostras foi medida utilizando um espectrofotdometro de
Ultravioleta-Visivel Hach DR5000. Os parametros utilizados foram os seguintes:
v' Faixa de Leitura: 190-1100 nm
v Banda de passagem: 2 nm
v Precisdao de comprimento de onda: +/- 1,0 nm
v

Resolucdo de comprimento de onda: 0,1 nm
4.11.2 Tamanho das particulas e Potencial Zeta

O tamanho das particulas e o potencial zeta foram medidos usando um
espectrofotdmetro Zeta Sizer Malvern (Nano ZS90), sendo calculados usando medidas

de mobilidade eletroforética.
4.11.3 Andlise estrutural por microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV foram obtidas utilizando um Microscopio Eletrdnico de
Varredura Vega 3XM Tescan. O equipamento possui detector de elétrons
retroespalhados (BSE) e tem profundidade de foco de 0.5 mm. Para a identificacdo dos
componentes quimicos, foi realizada, utilizando o mesmo aparelho, uma analise por

espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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4.12 Investigacdo das atividades antibacteriana e citotoxica de nanoparticulas de

prata obtidas por sintese verde

Os métodos de analise utilizados foram os mesmos descritos nos tépicos 4.7 e
4.9, utilizando diluicBes seriadas das amostras de nanoparticulas de prata obtidas em
meio aquoso, a partir da concentragéo inicial de 100% para MIC, CBM e teste inicial de
atividade citotoxica. Para a avaliagdo da Clsp foram utilizadas quatro concentragdes

mais baixas de nitrato de prata para a preparacao das amostras: 50, 100, 150 e 200 puM.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fracionamento do extrato etandlico bruto obtido a partir das folhas de
Jatropha mollissima.

Ap0s o processo de fracionamento, obtido através da técnica de cromatografia
liquida a vacuo (CLV), o extrato etandlico bruto e suas fases formaram um conjunto de
5 amostras codificadas de acordo com o solvente utilizado na sua extracdo. Nesse
sentido, o extrato etanolico bruto foi inicialmente identificado com o codigo EEB,
indicando que o solvente de extracdo foi o etanol. A partir do fracionamento, o extrato
etandlico bruto deu origem a quatro fases também codificadas de acordo com o solvente
de extracdo, como se segue: fase hexanica (Jm-Hex), fase cloroférmica (Jm-CHCIs),
fase acetato de etila (Jm-AcOEt) e fase metandlica (Jm-MeOH). O rendimento das fases

obtidas esta descrito no Quadro 3:

Quadro 3 - Rendimento das fases obtidas através do processo de fracionamento por

cromatografia liquida a vacuo.

Fase Rendimento
Jm-Hex (fase hexanica) 8,54 g (10,67%)
Jm-CHCI;s (fase cloroférmica) 15,45 g (19,31%)
Jm-AcOEt (fase acetato de etila) 15,23 g (19,03%)
Jm-MeOH (fase metanolica) 31,78 g (39,72%)

5.2 Triagem fitoquimica preliminar

A anélise fitoquimica preliminar realizada teve como objetivo a deteccdo das
principais classes de metabolitos secundarios presentes no extrato etandlico bruto (e
suas fases) de Jatropha mollissima, comparando o perfil aqui encontrado com dados
presentes na literatura. A metodologia seguida neste trabalho permitiu a investigacéo de
doze classes de metabdlitos secundarios, sugerindo a presenca de classes importantes
destes metabdlitos, com variagdo na intensidade dependendo da amostra (fraca a forte).
Os resultados obtidos com o estudo preliminar realizado encontram-se descritos na
Tabela 8.
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Tabela 8: Descricao das classes de metabdlitos secundarios investigados nos extratos e
fases de Jatropha mollissima.

Classe Jm-EEB Jm-Hex  Jm-CHCIls Jm-AcOEt Jm-MeOH
quimica

1 + + - - -

2 ++ ++ ++ + +

3 +++ +++ + - -

4 +++ +++ +++ +++ +++

5 +++ + + - -

6 +++ - - ++ -

7 + - - + +

8 +++ +++ ++ - -

9 - - - - -
10 + - + - -
11 +++ - - +++ +
12 ++ ++ + + -

1. Alcaloides, 2. Antocianinas, 3. Antraquinonas, 4. Compostos fendlicos, 5. Cumarinas, 6. Derivados
antracénicos, 7. Lignanas, 8. Mono, sesqui e diterpenos, 9. Naftoquinonas, 10. Saponinas, 11. Taninos e 12.
Triterpenos/esterois. Presenca do composto: (-) ausente (+) fraca (++) moderada (+++) forte. Jm-Hex
(fase hexanica); Jm-CHCIs (fase cloroférmica); Jm-AcOEt (fase acetato de etila); Jm-MeOH (fase
metandlica).

Ap0s a andlise do extrato etandlico bruto (e fases) de J. mollissima, foi possivel
sugerir a presenca de alcaloides, conhecidos por sua acdo antimicrobiana, analgésica,
anti-inflamatoria, anti-fangica, antiviral, antioxidante, entre outras (DEBNATH et al.,
2018), de antocianinas, que possuem acdo antioxidante (CARDOSO et al., 2011;
LOPES et al., 2007), de antraquinonas, com acgdo anticancer, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, entre outras (CHIEN et al.,, 2015, LOCATELLI, 2011), compostos
fenolicos, triterpenos e esterdis, que possuem diversas atividades biologicas
importantes, com destaque para atividades antioxidante e citotoxica (KAMPA et al.,
2004), cumarinas, com acdo antimicrobiana, anticancer, antioxidante, etc. (BORGES et
al., 2005), lignanas, com acdo antitumoral, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria,
etc. (SIMOES et al., 2010), mono, sesqui e diterpenos, conhecidos por possuirem acéo

anticancer, analgésica, anti-inflamatdria, neuroprotetora, entre outras (LIMA et al.,
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2016), naftoquinonas, com acao antimicrobiana, antiviral, antitumoral, etc. (SILVA et
al., 2003), saponinas, com destaque para sua acdo anticancer (KIM et al., 2018; MAN et
al.,, 2010) e taninos, com acdo antiulcerogénica (DEMARQUE et al., 2018),
antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral, antioxidante, anti-inflamatdria, dentre outras
(HUANG et al., 2018).

Existem poucos trabalhos na literatura que reportam sobre a composicao
quimica da espécie J. mollissima. Em estudo recente realizado por Braquehais et al.
(2016), foi detectada a presenca de cinco classes de metabolitos secundarios no extrato
bruto das folhas de J. mollissima a partir de uma triagem fitoquimica preliminar, a
saber: cumarinas, compostos fenolicos (incluindo flavonoides e flavanonas), alcaloides,
taninos, triterpenos e esterois. De forma semelhante, o nosso trabalho também detectou
a presenca das mesmas classes investigadas no estudo mencionado.

Ribeiro e colaboradores, em 2014, realizaram um estudo fitoquimico preliminar
nos extratos etandlicos das folhas, caule e raiz de J. mollissima, buscando detectar a
presenca das seguintes classes de metabdlitos secundarios: fendis, taninos, flavonoides,
Xantonas, esteroides, alcaloides, cumarinas e saponinas. Nesse estudo, ndo foi detectada
a presenca de triterpenos nos extratos das folhas de J. mollissima, sendo esta classe
detectada apenas no extrato etandlico da raiz. Por outro lado, as classes flavonoides,
xantonas, esteroides, alcaloides, cumarinas e saponinas tiveram sua presenca sugerida,
assim como no nosso trabalho. Este ano, em estudo realizado por Félix-Silva e
colaboradores (2018), foi possivel detectar a presenca de compostos fendlicos (tais
como os flavonoides) e saponinas no extrato das folhas de J. mollissima. Apés as
analises de cromatografia em camada delgada analitica, a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), confirmou a presenca de quatro flavonoides, que
foram detectados através de seus indices de retencdo e picos caracteristicos no
cromatograma, sendo identificados como Isoorientina, Orientina, Vitexina e Isovitexina
(Figura 9, pag. 47).

De maneira geral, ndo foram detectadas diferencas significativas quanto a
presenca ou auséncia das classes de metabdlitos secundarios, comparando os resultados
obtidos nos estudos mencionados anteriormente com os resultados do nosso trabalho,
uma vez que as diferencas consistiram basicamente no teor (quantidade) ou na
localizagdo (parte da planta) das classes detectadas. De acordo com 0s estudos presentes
na literatura atual, € comum a presenca de compostos da classe dos terpenos na

composi¢do quimica das especies pertencentes ao género Jatropha. Nesse sentido, 0s
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diterpenos ocupam posi¢do de destaque, com presenca abundante e diversas moléculas
ja isoladas e identificadas, com variadas atividades biolégicas importantes relatadas.
Para informacdes em detalhes, rever Tabela 2, pagina 39.

5.3 Estudo fitoquimico classico

5.3.1 Métodos cromatograficos

5.3.1.1 Fracionamento cromatografico das fases Jm-CHCIs e Jm-AcOEt e isolamento de
JM-1 e JM-2.

As fases Jm-CHCIsz (1,0 g) e Jm-AcOEt (1,0 g) foram cromatografadas em
coluna utilizando silica gel 60 (70-230 mesh, ASTM) como fase estacionaria e, como
fase movel, os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
individualmente ou em misturas bindrias, seguindo-se um gradiente crescente de
polaridade, conforme especificado no Quadro 2, pagina 59. Ao todo, foram coletadas
180 fracOes da fase Jm-CHCIz e 185 fragdes da fase Jm-AcOEt, de 5 mL cada. As
fracdes obtidas foram monitoradas por CCDA e de acordo com a semelhanca entre os
fatores de retencdo (Rf) e coloracbes das manchas observadas em camara de luz nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, ou apds revelacdo por borrifamento da solugéo
de vanilina sulfarica 1%, seguido de aguecimento a 105 °C por 5 min, as fracdes foram
reunidas em grupos. Para a fragdo Jm-CHClI3 foram obtidos 26 grupos, onde uma dessas
fraces (fracdo 100-103, denominada JM-1) apareceu como mancha Unica na CCDA.
Essa fracdo foi submetida a analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Para a
fracdo Jm-AcOEt foram obtidos 28 grupos e uma fracdo (fracdo 82-83, denominada JM-
2) apareceu como mancha Unica na CCDA. Essa fracdo também foi submetida a analise

por Ressonancia Magnética Nuclear.

5.3.2 Investigacdo dos constituintes quimicos por técnicas cromatogréficas hifenadas

5.3.2.1. Andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

A analise da composi¢do quimica do extrato etandlico bruto (Jm-EEB) e das
fases hexanica (Jm-Hex), cloroférmica (Jm-CHCIs3), acetato de etila (Jm-AcOEt) e

metanolica (Jm-MeOH) obtidas a partir das folhas de J. mollissima, foi realizada
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utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM). Os ensaios revelaram a presenca de 51 picos para Jm-EEB, 24 picos para Jm-Hex,
60 picos para Jm-CHCI3, 36 picos para Jm-AcOEt e 16 picos para Jm-MeOH, como
pode ser observado nos cromatogramas de ions totais (TIC = “Total lon

Chromatogram”) representados nas figuras 15, 17, 19, 21 e 23.

Figura 15. Cromatograma de ions totais do extrato etandlico bruto (Jm-EEB) de J.

mollissima.
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Fonte: Autoria propria

Desses 51 picos, 23 constituintes foram identificados, como mostra abaixo a
Tabela 9. A Tabela apresenta a lista dos compostos, o tempo de retencdo e a sua
quantificacdo no extrato etandlico bruto. A identificacdo ocorreu através da comparacgéo
dos espectros de massas dos compostos com 0s espectros dos bancos de dados presentes

no equipamento.
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Tabela 9. Constituintes quimicos do extrato etanolico bruto das folhas de J. mollissima.

Pico TR (min) Composto (%) IR

2 9.055 NI 0.52 -

4 16.130 NI 0.39 -

6 23.415 -(-) Loliolide 0.56 -

8 24.560 Neofitadieno 2.59 1836

10 25.070 NI 0.31 -

12 26.770 Acido 9-hexadecenoico 1976
1.33

14 27.235 9-hexadecenoato de etila 4.26 1986

16 27.525 NI 0.17 -

18 29.875 Fitol 18.39 2045

20 30.445 9,12,15 4cido 1.93 2191
octadecatrienoico metil éster

22 30.720 Acido linoleico 2.76 2193
& %80 Acdolinolenico bmega3) 609 2200
24 30.930 NI 0.24 -
[ sEsT Bl ST e
26 31.715 NI 0.16 -
L L
28 37.090 Acido 1,2 4cido 0.20 2832
benzenodicarboxilico (acido

ftalico

30 40.605 NI 0.15 -

32 41.955 n-tricosano 0.33 2300

34 44.295 NI 0.20 -
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36 44,710 NI 0.15 -

38 45.285 Vitamina E (a-tocoferol) 4.64 3149

40 46.975 NI 0.02 -

42 48.010 NI 0.34 -

44 48.765 NI 1.25 -

46 49.045 NI 0.36 -

48 49.760 NI 0.53 -

50 54.150 NI 0.68 -

Dos 23 constituintes identificados no EEB, cinco apareceram em maior
quantidade: Fitol (18,39%), y-Sitosterol (12,12%), lupeol (9,30%), &cido linolénico
(6,09%) e p-amirina (6,05%). Portanto, estes foram classificados como compostos

majoritarios. As estruturas quimicas destes compostos estéo ilustradas na Figura 16.



Figura 16. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no extrato

etandlico bruto de J. mollissima.
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Figura 17. Cromatograma de ions totais da fase hexanica (Jm-Hex) de J. mollissima.
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Dos 24 picos que podemos observar no cromatograma, 12 constituintes foram
identificados, como mostra abaixo a Tabela 10. A Tabela apresenta a lista dos
compostos, o tempo de retencéo e a sua quantificacdo na fase hexanica. A identificacéo
ocorreu através da comparacdo dos espectros de massas dos compostos com oS

espectros dos bancos de dados presentes no equipamento.

Tabela 10. Constituintes quimicos da fase hexanica de J. mollissima

Pico TR (min) Composto (%) IR
1 17.960 Dihidroactinidiolideo 0.64 -

2 19.190 (E)-3-Octadeceno 0.35 -

8 23.595 9-Eicosano, (E)- 0.55 -

4 24.560 NI 0.78 -

5 27.590 1-nonadeceno 0.42 -

6 29.555 n-octadecano 0.15 1800
7 31.230 NI 0.18 -

8 31.325 NI 0.30 -

9 33.030 NI 0.39 2000
10 34.660 n-eicosano 0.46 2000
11 36.235 NI 3.78 -
12 36.775 NI 0.46 -
13 37.680 1-docosanol 0.95 2451

14 37.745 NI 1.92 -
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15 39.230 n-tetracosano 27.52 2400
16 40.560 NI 1.76 -
17 40.605 n-heneicosano 1.69 2109
18 41.100 Esqualeno 29.02 2914
19 41,985 NI 19.27 2400
20 42.385 NI 0.74 -
21 42.525 Oxido de etileno 0.45 2955
22 43.270 n-tetratetracontano 0.80 4395
23 44,575 NI 6.74 -
24 47.775 NI 0.74 -

Dos 12 constituintes identificados em Jm-Hex, dois apareceram em maior
quantidade: esqualeno (29,02%) e n-tetracosano (27,52%). Portanto, estes foram
classificados como compostos majoritarios. As estruturas quimicas destes compostos

estdo ilustradas na Figura 18.

Figura 18. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase hexanica

de J. mollissima.
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Figura 19. Cromatograma de ions totais da fase cloroférmica (Jm-CHCIs) de J.

mollissima.
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Dos 60 picos que podemos observar no cromatograma, 26 constituintes foram

identificados, como mostra abaixo a Tabela 11. A Tabela apresenta a lista dos

compostos, o tempo de retencdo e a sua quantificacdo na fase cloroférmica. A

identificacdo ocorreu através da comparacdo dos espectros de massas dos compostos

com os espectros dos bancos de dados presentes no equipamento.

Tabela 11. Constituintes quimicos da fase cloroférmica de J. mollissima.

Pico TR (min) Composto (%) IR
1 24.560 Neofitadieno 1.26 1836
2 24.725 Hexahidrofarnesil acetona (Fitona) 0.25 1754
3 25.075 NI 0.31 2045
4 25.430 NI 0.49 -

5 26.260 NI 0.14 -

6 27.155 NI 0.10 -

7 27.250 9-hexadecenoato de etila 5.14 1986
8 27.320 1,11,13-Heptadecatrieno, (Z,E)- 0.55 1717
9 27.445 NI 0.17 =
10 27.540 NI 0.27 -
11 27.655 Palmitato de etila 6.79 1978
12 29.510 NI 0.22 -
13 29.920 Fitol 21.02 2045




14 30.435 NI 0.13 -

16 30.735 Acido 9,12-octadecadienoico (Z,2)- 3.63 2183

18 30.940 Acido octadecenoico, etil éster 0.43 2185

20 31.285 Estearato de etila 1.58 2198

22 34.035 NI 0.18 -

24 37.100 Acido 1,2-benzenodicarboxilico bis (2-  0.22 2832
etilhexil) ester

26 39.200 NI 0.12 -

28 41.115 NI 0.04 -

30 41.785 NI 0.34 -

32 42.080 NI 0.26 -

34 43.495 NI 0.12 -

36 44,725 1-eicosanol 1.87 -

38 45.415 NI 0.77 -

40 46.350 NI 0.48 -

42 47.455 NI 0.34 -

44 48.045 NI 0.76 -

46 48.780 4,4,6a,6b,8a,11,11, 14b-Octametil- 1.81 2869
1,4,4a,5,6,6a,6b,7, 8,83, 9, 10, 11,
12, 12a, 14, 14a, 14b-octadecahidro-2H-
icen-3-ona

48 49.040 NI 0.84 -

50 49.790 Lupenona 1.04 -
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52 51.590 NI 0.41 -
53 54.175 NI 1.90 -
54 57.795 Acido beonzoico, nonadecil éster 0.33 2850
55 60.820 NI 0.91 -
56 60.910 NI 0.68 -
57 61.525 NI 0.18 -
58 62.920 NI 0.17 -
59 64.410 NI 0.28 -
60 70.875 Solanesol 0.62 -

Dos 26 constituintes identificados em Jm-CHClIs, cinco apareceram em maior
quantidade: Fitol (21,02%), lupeol (11,9%), acido linolénico (7,97%), B-amirina
(7,96%) e palmitato de etila (6,79%). Portanto, estes foram classificados como
compostos majoritarios. As estruturas quimicas destes compostos estdo ilustradas na

Figura 20.



Figura 20. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase

cloroférmica de J. mollissima.

CHs CHs CHs CHs

HC)\A)\/M

3 OH  Fitol

o

5
T

Acido linolénico

HC  CHs CHj

B-amirina Palmitato de etila

95

Fonte: Autoria prépria (Estruturas desenhadas no software C+H NMR Viewer:

ChemSketch)
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Figura 21. Cromatograma de ions totais da fase acetato de etila (Jm-AcOEt) de J.

mollissima.

10,367,108

24,558
27.222

208TH

48611

TIC*1.00
|~

Fonte: Autoria propria

Dos 36 picos que podemos observar no cromatograma, 24 constituintes foram

identificados, como mostra a Tabela 12. A Tabela apresenta a lista dos compostos, 0

tempo de retencdo e a sua quantificacdo na fase acetato de etila. A identificacdo ocorreu

através da comparagdo dos espectros de massas dos compostos com 0s espectros dos

bancos de dados presentes no equipamento.

Tabela 12. Constituintes quimicos da fase acetato de etila de J. mollissima.

Pico TR (min) Composto (%) IR
1 8.980 NI 0.87 -

2 15.985 Acido pidélico 0.55 1180
3 17.955 NI 0.41 -

4 19.070 NI 0.17 -

5 20.455 NI 0.21 -

6 21.575 3-buten-one,4-(4-hidroxi- 0.25 1642

2,2,6-trimetil-7-
oxabiciclo[4.1.0Thept-1-yl-

7 21.695 NI 0.16 =

8 23.115 Acido tetradecanoico 0.56 1769
9 23.370 -(-) Loliolide 1.53 5
10 23.815 NI 0.77 -
11 24.455 Neofitadieno 7.35 -
12 24.700 2-hexadeceno,3,7,11,15- 0.78 1802
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13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

25.065
25.425
25.915
26.325
26.835
27.220
29.520

29.645
29.875
30.385
30.515
30.855
41.475
42.035
44.140
44.700
45.280
45.410
46.895
47.455
48.610
48.945
49.275
50.295

tetrametil-,[R-[R*,R*-(E)]]
NI

NI
Metil palmitoleato
NI
Acido cis-9-hexadecenoico
Acido palmitico

Acido 9,12-octadecadienoico,
: metil éster
Acido linolénico, metil éster

Fitol
Acido linoleico
Acido o-linolénico
NI
NI
2-octacosanol
y-Tocoferol
Tetracosil trifluoroacetato
a-Tocoferol (Vitamina E)
NI
Ergost-5-enol
Estigmasterol
[-Sitosterol
Fucosterol
B-amirina

Lupeol

1.02
1.92
0.21
0.40
9.92
9.73
0.24

0.49
13.28
2.29
6.72
0.65
0.43
0.32
0.42
0.56
1.83
1.00
1.57
1.19
20.24
1.23
4.04
6.71

1836

1886
1878
1876
1668
2093

2101
2045
2183
2191

3047
3036
2607
3149

2739
2731
2780

2848

Dos 24 constituintes identificados em Jm-AcOEt, quatro apareceram em maior
quantidade: B-sitosterol (20,24%), Fitol (13,28%), &cido cis-9-hexadecenoico (9,92%),

acido palmitico (9,76%) e é&cido a-linolénico (6,72%). Portanto,

estes foram

classificados como compostos majoritarios. As estruturas quimicas destes compostos

estdo ilustradas na Figura 22.
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Figura 22. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase acetato de

etila de J. mollissima.

B-sitosterol
CHg CHj CH, CH,
ch)\A)\AJ\/WOH
Fitol
I
= OH

do cis-9-hexadecenoico
1
H3C/\/\/\/\/\/\/\/\OH

Acido palmitico

HO

Acido a-linolénico

Fonte: Autoria prépria (Estruturas desenhadas no software C+H NMR Viewer:
ChemSketch)
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Figura 23. Cromatograma de ions totais da fase metanolica (Jm-MeOH) de J.

mollissima.

T T !
10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 e 0.0

Fonte: Autoria propria

Dos 16 picos que podemos observar no cromatograma, 5 constituintes foram
identificados, como mostra a Tabela 13. A Tabela apresenta a lista dos compostos, 0
tempo de retencdo e a sua quantificacdo na fase metanodlica. A identificacdo ocorreu
através da comparagdo dos espectros de massas dos compostos com 0s espectros dos
bancos de dados presentes no equipamento.

Tabela 13. Constituintes quimicos da fase metanolica de J. mollissima.

Pico TR (min) Composto (%) IR
1 4.280 NI 8.38 =

2 4.555 NI 4.62 -

3 4.870 NI 8.02 -

4 17.195 NI 3.04 -

5 23.440 NI 5.03 -

6 24.560 Neoftadieno 9.16 1836
7 25.435 NI 2.35 -

8 26.275 NI 3.95 -

9 26.340 NI 3.34 -
10 29.670 A_cido 11,14,17- 3.30 2300
eicosatrienoico,
metil éster
11 29.890 Fitol 16.28 2045
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12
13
14

15
16

37.090 Acido ftalico 21.24 2704

42.895 NI 0.22 =

45.295 o-Tocoferil 1.72 3308
acetato

48.595 NI 4.81 -

50.305 NI 453 -

Do total de constituintes identificados em Jm-MeOH, dois apareceram em maior

quantidade: &cido ftalico (21,24%) e fitol (16,28%). Portanto, estes foram classificados

como compostos majoritarios. As estruturas quimicas destes compostos estdo ilustradas

na Figura 24.

Figura 24. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na fase

metandlica de J. mollissima.

HO O

" OH

NN

O
Acido ftalico
CHs CHs CHs CH,
Hsc)\/\A/\WOH

Fitol

Fonte: Autoria propria (Estruturas desenhadas no software C+H NMR Viewer:

ChemSketch)

Analisando os resultados obtidos através de CG-EM, foi possivel identificar

compostos de diversas classes de metabolitos primarios e secundarios, tais como:

triterpenos  (B-sitosterol, y-Sitosterol, lupeol, lupenona, [B-amirina, estigmasterol),

diterpenos (fitol), acidos graxos (&cido linolénico, palmitato de etila, &cido

hexadecanoico, &cido 9-hexadecenoico), um 4&cido dicarboxilico aromatico (acido
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ftalico), tocoferois (y ¢ a tocoferdis), entre outros. Diversos estudos na literatura relatam
importantes atividades bioldgicas atribuidas a estes metabolitos (ADNAN et al., 2017;
DAS et al., 2017; KURANO et al., 2018).

Em 2017, na India, o lupeol foi estudado quanto as suas propriedades anti-
leishmania e imunomodulatéria in vitro e in vivo. Este triterpeno foi isolado a partir da
planta Sterculia villosa (Malvaceae) e, para avaliagdo destas atividades, testes de
viabilidade celular e avaliagdo in vivo de camundongos infectados com Leishmania
donovani foram realizados. Os autores observaram que o lupeol apresentou atividade
antileishmanial significativa, com valores de 1Cso de 65+0,41 pg/mL e 15+0,45 pg/mL
contra formas promastigotas e amastigotas, respectivamente. O lupeol causou dano
maximo na membrana citoplasmética da célula promastigota de L. donovani em sua
dose de 1Cso. Observou-se também que o lupeol induziu a geracéo de 6xido nitrico em
macrofagos infectados por L. donovani, seguido de regulacdo positiva de citocinas pro-
inflamatorias e regulacdo negativa de citocinas antiinflamatdrias. Descobriu-se também
que o lupeol reduziu a carga de parasitas hepaticos e esplénicos através da regulacéo
positiva da resposta pré-inflamatoria em camundongos BALB/c infectados por L.
donovani. A forte afinidade de ligacdo do lupeol foi observada para quatro alvos de
drogas potenciais, tais como a pteridina redutase 1, a adenina fosforribosiltransferase, a
proteina biossintética dos lipofosfoglicanos e a glicoproteina 63 de L. donovani (DAS et
al., 2017).

O fitol, por sua vez, foi avaliado em um estudo publicado em 2018 na revista
Biomedicine & Pharmacotherapy (ISSN: 0753-3322) quanto a sua capacidade anti-
angiogénica. Para as analises, foi utilizada a linhagem celular de adenocarcinoma
pulmonar humano A549. Os resultados mostraram que o fitol exibiu potente atividade
antiproliferativa contra as células A549 dose e tempo-dependente, com um valor ICso de
70,81 £ 0,32 uM e 60,7 + 0,47 uM as 24 e 48h, respectivamente. O fitol ndo apresentou
efeito toxico adverso em células pulmonares humanas normais (linhagem L-132).
Analises do potencial da membrana mitocondrial, do ciclo celular, espectroscopia de
infravermelho e Western blotting demonstraram que 0 mecanismo molecular do fitol foi
a inducdo de apoptose nestas células. Aspectos como a despolarizacdo da membrana
mitocondrial, aumento da quantidade de celulas na fase sub-GO, variacdo da banda no
DNA e expresséo de diversas proteinas foram observados. Nesse sentido, 0os autores

concluiram que os resultados obtidos demonstram claramente o modo de acéo pelo qual
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o fitol induz a morte celular em células de adenocarcinoma de pulméo A549, que é o de
apoptose (SAKTHIVEL et al., 2018).

Ainda este ano, foi publicado um artigo de revisdo também na revista
Biomedicine & Pharmacotherapy (ISSN: 0753-3322) que relata todos os beneficios do
triterpeno lupenona para a saude humana, com destaque para seu potencial
antidiabético. Outras importantes atividades também sédo relatadas para este composto,
tais como: anti-inflamatéria, anti-viral, anticancer e anti-chagésica (XU et al., 2018).
Dessa maneira, podemos concluir que J. mollissima é uma espécie interessante do ponto
de vista quimico, tornando-se necessaria a realizacdo de testes bioldgicos para avaliar o

potencial individual desses constituintes.

5.3.2.2 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
DAD-MS/MS) e aplicacdo de Networking Molecular

As fases cloroformica (Jm-CHCl3) e acetato de etila (Jm-AcOEt) de J.
mollissima foram selecionadas para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um analisador de massas do tipo QTO-ESI-TOF, com o objetivo de se obter
a identificacdo de compostos fendlicos que fazem parte de sua constituicdo quimica.
Além disso, foi aplicada uma rede molecular (networking molecular), que auxiliou na
identificacdo e classificacdo dos constituintes presentes nos extratos analisados.

Recentemente, novas técnicas envolvendo a bioinformética e o trabalho em
redes moleculares vém sendo desenvolvidas, proporcionando a caracterizacdo quimica
de extratos biologicos complexos e auxiliando na busca por compostos naturais
bioativos, inclusive potenciais compostos bioativos inéditos. Nesse sentido, as redes
moleculares ndo apenas desreplicam moléculas conhecidas a partir de misturas
complexas, mas também identificam analogos relacionados. Essa ferramenta pode ser
utilizada em diferentes tipos de amostras bioldgicas, em genomas, proteinas e também
em farmacos (DE OLIVEIRA et al., 2016; ALLARD et al., 2016; YANG et al., 2013).

As redes moleculares podem identificar uma ampla variedade de produtos
naturais desconhecidos com potencial medicinal, mesmo a partir de organismos que ja
foram amplamente caracterizados. Essas redes podem ser entendidas como sendo uma
abordagem organizacional de dados de espectrometria de massa em tandem (MS/MS),
onde moléculas serdo fragmentadas por MS/MS na fase gasosa e, dessa maneira, duas

moléculas relacionadas provavelmente exibirdo espectros com fragmentos de ions
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similares. A rede molecular organiza os dados de MS/MS como uma rede espectral
relacionada, mapeando assim tudo que foi detectado. O uso de solventes com
caracteristicas fisico-quimicas distintas influencia as interag@es intermoleculares soluto-
solvente e solvente-solvente, afetando a capacidade extrativa e permitindo, dessa forma,
a deteccdo de uma gama mais ampla de compostos (QUINN et al., 2017; PILON et al.,
2016). Esse trabalho foi realizado pela primeira vez no género Jatropha e na espécie J.
mollissima, com o objetivo de identificar e conhecer seus constituintes quimicos,
colaborando também com os estudos sobre a taxonomia do género.

Apos analise e aquisicdo dos dados, os espectros MS/MS foram referenciados
em relacdo as bases de dados, levando em consideracdo dados reportados na literatura.
DeteccOes moleculares putativas foram justificadas com base na fragmentacdo medida
por m/z, UV méax e MS/MS. A fim de melhorar a analise de dados devido ao grande
numero de espectros de MS e MS/MS resultantes, o networking molecular foi aplicado.
O método auxiliou na identificacdo in situ por agrupamento dos espectros MS/MS
utilizando similaridade de cosseno (OLIVEIRA et al., 2016; WANG et al., 2016).

A abordagem integrada levou a deteccdo de 21 metabolitos, onde 10 foram
classificados como flavonoides (Tabela 14, pagina 104), alguns ja descritos
anteriormente no género Jatropha (FELIX-SILVA et al., 2018; GOMES et al., 2016).
Na Figura 25 (pag. 106), é possivel observar a representacdo da aplicacdo das redes
moleculares com base no modo positivo de ionizacdo por eletrospray de CLAE-DAD-
IT-MS/MS ap6s a remoc¢édo do branco. O texto presente no "nd" indica a massa do ion
pai, a cartela de cores dos "nos" reflete o extrato de origem do constituinte e a largura da
borda mostra a semelhanca do cosseno entre eles (quanto maior o grau de semelhanca,
maior a largura da borda).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos naturais que estdo presentes em
muitas plantas e exibem uma variedade de atividades biol6gicas e farmacoldgicas, tais
como atividade antioxidante, potencial anti-inflamatorio (CHEN et al., 2019), atividades
antiproliferativa, fotoprotetora, despigmentadora e antienvelhecimento (NAGULA e
WAIRKAT, 2019), atividades antimicrobiana, antiviral, cardioprotetora e antidiabética
(WANG et al., 2018), entre outras.

Entre os flavonoides identificados, foi possivel detectar a presenca de Luteolina-
6-C-glicosideo. Este flavonoide apresentou ion molecular em modo positivo [M+Na]*

de m/z = 471 Daltons. Em 2018, o flavonoide luteolina-6-C-glicosideo foi detectado na
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espécie Jatropha mollissima, ap6s anélises por CLAE-DAD (FELIX-SILVA et al.,

2018).

Tabela 14 - Dados obtidos a partir das analises por CLAE-DAD-IT-MS/MS

(modo ESI positivo) das fases cloroformica (Jm-CHCIs) e acetato de etila (Jm-AcOEt)

de J. mollissima.

N° e UV (hm) Rt Cosseno
(min)
(1) 264; 345 7,3 0,95
(2) 260; 352 7,1 0,91
(3) 268;336 11,6 0,98
(4) 270,35 10,2 0,95
(5) 270; 340 6,6 0,95
(6) 271; 334 8,2 0,98
(7) 268; 336 9,2 0,98
(8) 264; 350 9,6 0,95
(9) 264,336 10,0 0,95
(10) 272,323 6,7 0,91

Identificacéo

Luteolina-6-C-glucosideo

Luteolina-7-glucosideo

Apigenina-7-O-
neohesperidosideo

Quercetina-3-O-rutinosideo

Vitexina-2"-O-rhamnosideo

Corimbosideo

Apigetrina

Kaempferol-3-O-rutinosideo

Vitexina

8-[4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-

3-[3,4,5-trihidroxi-6-

(hidroximetil)oxan-2-ylJoxioxan-

2-y11-5,7-dihidroxi-2-(4-

hidroxifenil)chromen-4-ona

[M+H]+

471.06

449.08

579.14

611.13

579.13

565.13

433.09

595.14

433.10

595.13

Fragmentacéo

[471] 245; 247; 351, 381;
456

[449] 137; 329; 353; 383;
413;431

[579] 271; 433

[611] 147; 169; 259; 272;
285; 288; 303

[579] 313; 433

[565] 121; 295; 325; 379;
397,

[433] 119; 203; 256, 271,
313; 337; 397

[595] 287; 449
[433] 415; 397; 367; 337;
313, 219; 197; 177; 158

[595] 146; 225; 316; 373;
401; 486, 664; 733

Fonte: Autoria prépria

O flavonoide Luteolina-7-glicosideo também foi identificado nas analises

realizadas. O composto apresentou ion molecular em modo positivo [M+H]" de m/z =

449 Daltons e em modo negativo [M-H]  m/z = 447 Daltons. A Luteolina-7-glicosideo é

um flavonoide natural que possui potencial antioxidante e propriedade inibitoria da

enzima fosfodiesterase (PDE) (RUMP et al., 1994), além de atividade hepatoprotetora

(QIUSHENG et al., 2004).
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O flavonoide Apigenina-7-O-neohesperidosideo, por sua vez, apresentou ion
molecular em modo positivo [M+H]" de m/z = 579 Daltons e em modo negativo [M-H]
m/z = 577 Daltons. Este flavonoide foi descoberto em 1979 e descrito pela primeira vez
por Hatori e Mattsuda (1952). Segundo relatos na literatura, Apigenina-7-O-
neohesperidosideo possui atividades bioldgicas significativas, incluindo efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios, antimicrobianos, hepatoprotetores e anticancerigenos
(REFAAT et al., 2015).

O flavonoide quercetina-3-O-rutinosideo apresentou ion molecular em modo
positivo [M+H]* de m/z = 611 Daltons e em modo negativo [M-H]" m/z = 609 Daltons.
De acordo com estudos encontrados na literatura, Quercetina-3-O-rutinosideo possui
importantes atividades biol6dgicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e
hipolipidémicos (BANSAL et al., 2012).

Vitexina-2”-O-ramnosideo, outro flavonoide detectado nas analises, apresentou
ion molecular em modo positivo [M+H]" de m/z = 579 Daltons e em modo negativo [M-
H]" m/z = 577 Daltons. Relatos na literatura demonstram que este flavonoide possui
importantes atividades bioldgicas, tais como atividades antioxidante e antiproliferativa e
gue também pode ser utilizado no tratamento de cardiopatias (NINFALE et al., 2007;
REN et al., 2003).

O flavonoide Corimbosideo, por sua vez, apresentou ion molecular em modo
positivo [M+H]* de m/z = 565 Daltons e em modo negativo [M-H]" m/z = 563 Daltons.
Este flavonoide foi descoberto em 1979 e descrito pela primeira vez por Besson et al.
(1979). N&o ha relatos na literatura acerca de seu potencial biolégico e/ou
farmacoldgico.

O flavonoide Apigetrina também foi identificado nas analises realizadas. O
composto apresentou ion molecular em modo positivo [M+H]* de m/z = 433 Daltons e
em modo negativo [M-H] m/z = 431 Daltons. Ha relatos na literatura de que este
flavonoide possui importantes atividades biologicas, como regulagdo do estresse
oxidativo e inducéo de apoptose (SUN et al., 2018), atividade anti-inflamatoria (GUO et
al., 2019) e efeito neuroprotetor (LIM et al., 2016).
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Figura 25 - Aplicagdo de networking molecular baseado no modo positivo de
ionizagdo por electrospray de CLAE-DAD-IT-MS/MS nas fases cloroférmica (Jm-CHCIs) e

acetato de etila (Jm-AcOEt) de J. mollissima.
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‘ Fase cloroférmica (Jm-CHCls)

Fonte: Autoria propria
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Outro flavonoide identificado nas anélises, o flavonoide glicosideo Kaempferol-3-O-
rutinosideo, apresentou ion molecular em modo positivo [M+H]" de m/z = 595 Daltons e
emmodo negativo [M-H] m/z = 593 Daltons. Ha relatos na literatura de que o Kaempferol-3-
O-rutinosideo possui importantes atividades biologicas, incluindo efeito antinociceptivo
(NASCIMENTO et al., 2018), atividade antiproliferativa (RAMOS, 2007) e efeito
hepatoprotetor (WANG et al., 2015).

O flavonoide Vitexina apresentou ion molecular em modo positivo [M+H]" de m/z =
433 Daltons e em modo negativo [M-H]" m/z = 431 Daltons. Recentemente, a vitexina
recebeu maior atencdo (HE et al., 2016) devido a sua ampla gama de efeitos farmacolégicos,
incluindo potencial anti-cancer (YANG et al., 2013), atividades anti-inflamatoria (ROSA et
al., 2016), anti-hipertensiva (JE et al., 2014) e antioxidante (ASHOKKUMAR et al., 2018),
potencial anti-AVC (JIANG et al., 2018), entre outros. Em 2016, o flavonoide vitexina foi
detectado na espécie Jatropha mollissima, ap6s anélises por CLAE-DAD (GOMES et al.,
2016). Em 2018, este flavonoide foi identificado novamente em J. mollissima, também apds
analises por CLAE-DAD (FELIX-SILVA et al., 2018).

O flavonoide 8-[4,5-di-hidroxi-6- (hidroximetil) -3- [3,4,5-tri-hidroxi-6- (hidroximetil)
oxan-2-ylJoxioxan-2-yl]-5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil) ~ chromen-4-ona  foi  também
identificado nas analises. O composto apresentou fon molecular em modo positivo [M+H]* de
m/z = 595 Daltons e em modo negativo [M-H]" m/z = 593 Daltons. N&o hé relatos na literatura
sobre esse flavonoide.

E importante salientar que a anélise por CLAE-DAD-MS/MS com aplicacdo de
networking molecular foi o primeiro estudo desta natureza realizado com a espécie Jatropha
mollissima. Dos dez flavonoides identificados, oito estdo sendo descritos pela primeira vez na
espécie, exceto os flavonoides Luteolina-6-C-glicosideo e Vitexina, que ja foram previamente
identificados nesta planta (FELIX-SILVA et al., 2018; GOMES et al., 2016). Os resultados
obtidos mostram que os extratos de J. mollissima apresentam uma constituicdo quimica muito
relevante, com a presenca de compostos fendlicos muito interessantes biologicamente,
demonstrando, assim, que esta espécie apresenta um grande potencial biologico a ser

explorado.
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5.4 Métodos espectrométricos - isolamento e caracterizacao estrutural de JM-1 e JM-2

O composto codificado como JM-1 foi obtido a partir da fase cloroférmica, na forma
de um precipitado amarelo claro oriundo da fracdo 100-103 (9 mg), soltvel em cloroférmio.
O espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCls) revelou a presenca de 22 sinais
correspondentes a amostra (Figura 27) dentre o0s quais, o sinal em 8C 62.1, que corresponde a
carbono ligado a hidroxila (OH). A analise do espectro de correlagdo *H x 3C - HSQC de JM-
1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz), possibilitou a identificagdo de um carbono metilico em 6C
13,10, que correlacionou com o hidrogénio 6H 0,76. Houve também uma correlacdo entre o
sinal 6C 13,10 com 6H 1,18, caracterizando carbonos metilénicos de cadeia longa. O carbono
em 6C 62,1 também se correlacionou com o sinal de hidrogénio em SH 3,5, sugerindo a
presenca de um carbono metilénico oxigenado. E possivel observar também o sinal em 8C
166,8, correspondente a carbono carbonilico (C = O) e os sinais em 6C 127,8, 129,9 e 131,4,
que estdo relacionados a regido de aromaticos.

Por meio das analises dos espectros de RMN **C de 'H e comparacdo com valores
referenciados na literatura (RIOS, 2009), foi possivel concluir que JM-1 € uma mistura de
duas substancias, onde a primeira foi identificada como sendo o &lcool de cadeia longa 1-
triacontanol (Figura 26). Com relacdo a segunda substancia, ndo foi possivel concluir a

elucidacdo de sua estrutura nem fazer sua identificacao.

Figura 26 - Estrutura quimica do triacontanol

OH

Fonte: Autoria propria (Estrutura desenhada no software C+H NMR Viewer: ChemSketch)

O triacontanol é um alcool primario de cadeia longa de 30 carbonos e, de acordo com
relatos na literatura, este composto estd relacionado principalmente ao crescimento das

plantas e a respostas aos diversos tipos de tensdes abioticas, especialmente salinidade e seca,
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prevenindo o estresse oxidativo, a inibig&o de genes relacionados ao estresse e a regulacédo de
genes envolvidos na modulagdo de vérias funcGes fisiologicas e bioquimicas. Além dessas
funcbes importantes, o triacontanol tem sido usado como protetor contra a toxicidade de
metais pesados e para aumentar o processo de remocdo bioldgica de poluentes de aguas
residuais (NAEEM et al., 2012; TASTAN et al., 2012). Em J. mollissima, este composto foi
isolado em 2009, a partir de suas raizes (RIOS, 2009). A maioria dos estudos encontrados na
literatura apontam os beneficios do triacontanol no crescimento e aumento da biomassa dos
vegetais, além de respostas a estresses abidticos (KHANDAKER et al., 2013; NAEEM et al.,
2012; TASTAN et al., 2012; GRZEGORCZYK et al., 2006) sendo raras as pesquisas
relacionando o triacontanol a salde humana. Porém, ha relatos de que este composto tem
potencial para inibir certos tipos de cancer, tais como cancer de figado, pulméo e célon (FAN
etal., 2010).

Em 2018, em um estudo realizado por Lu e colaboradores, na China, o triacontanol foi
utilizado para obtencdo de um complexo utilizando uma técnica denominada peguilacdo. Essa
técnica, que promove uma ligacdo covalente entre o polietilenoglicol (PEG) e uma outra
molécula, tém sido cada vez mais empregada no sistema de liberacdo de farmacos e na
modificacdo quimica de compostos com baixa solubilidade aquosa, visando melhorar sua
biodisponibilidade no organismo. Nesse estudo, o principal objetivo foi obter o complexo
PEG-triacontanol, para avaliar a melhora de solubilidade e atividade farmacocinética do
triacontanol in vivo. Para tanto, o complexo PEG-triacontanol foi administrado, em ratos, pela
via intravenosa na concentracdo de 3 mg/kg, e pela via oral na concentracdo de 120 mg/kg.
Ap0s esse procedimento, aproximadamente 200 pL de amostras de sangue foram coletadas
via veia jugular a 0; 0,083; 0,167; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 8; 12; 24 e 48h ap6s administracdo
intravenosa ou a 0; 0,083; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 12 e 24h apds a administracdo oral.
Posteriormente, o plasma foi separado por centrifugacdo e os parametros farmacocinéticos
foram quantificados através de um método especifico utilizando a técnica de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS/MS). O método desenvolvido mostrou
ser eficiente para determinar o teor de triacontanol total (livre) e triacontanol peguilado,
demonstrando que o segundo teve sua biodisponibilidade significativamente melhorada. Esse
estudo fornece subsidios para trabalhos futuros com substancias bioativas, tais como o
triacontanol, aumentando o seu tempo de duracdo no organismo e, consequentemente,

otimizando a bioatividade da molécula (LU et al., 2018).
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Figura 27 - Espectro de RMN de *C de JM-1 (CDCI3,100 MHz).
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Figura 28 - Espectro de RMN de *C DEPT 135° de JM-1 (CDCl3,100 MHz).
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Figura 29 - Espectro de RMN de H de JM-1 (CDCl3,400 MHz).
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Figura 30 - Expansdes do espectro de RMN de *H de JM-1 (CDCI® 400 MHz).
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Figura 31 - Espectro de correlagdo *H x 3C - HSQC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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Figura 32 - Expansdo 1 do espectro de correlagdo *H x *C - HSQC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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Figura 33 - Expansdo 2 do espectro de correlagdo *H x 1*C - HSQC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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Figura 34 - Espectro de correlagdo *H x **C - HMBC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).

Fr100-103_Noelly

HMBC 1H, 13C

cbcl3
24/08/2016
Op. APO

9.99
13.10
13.17>
21.73
22.01
22.73
24.76
27.93
28.40
28.46
28.64
28.73
29.36
30.95
31.82
37.7
62.14
67.16
75.72
76.04
76.24
76.36

127.82
129.92

7.48

7.47
7.46
7.19

4.15
3.57
1.61
1.60
1.54
1.53

[
I
[

Ppm

L

~100

—120

—140

~160

0 ppm

Canmrat oF Aivise & FARMACOS, MEDICAMINTOS | AUIMENTOS




118

Figura 35 - Expansdo 1 do espectro de correlagio *H x 1*C - HMBC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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Figura 36 - Expans&o 2 do espectro de correlagio *H x 1*C - HMBC de JM-1 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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O composto codificado como JM-2, por sua vez, foi obtido a partir da fase acetato
de etila, na forma de um precipitado esbranquicado oriundo da fragcdo 82-83 (10 mg), soluvel
em cloroférmio. A partir da analise dos espectros de RMN *C e de RMN *3C - DEPT (Figura
38, pag. 122 e figura 39, pag. 123) foi possivel observar os deslocamentos quimicos referentes
aos atomos de carbono olefinico em 6C 140,70 e 121,70, os quais sao atribuidos aos carbonos
C-5 e C-6. No espectro de RMN de 'H (Figura 40, pag 124), foi possivel observar o
multipleto na faixa de 6H 3,4 - 3,5 ppm, que é caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
carbinolico, o qual é atribuido ao 4&tomo de hidrogénio H3 dos esteroides. Além disso, 0
espectro também apresentou sinais na faixa de 0,6 e 1,99 ppm que sdo referentes a atomos de
hidrogénios metilicos (CHs), metilénicos (CH>) e metinicos (CH) de esteroides.

Por meio das analises dos espectros de RMN *3C de 'H e DEPT e comparacgio
com valores referenciados na literatura (LOMENICK et al., 2015), foi possivel identificar JM-
2 como sendo o fitoesterol pg-sitosterol (Figura 37). A comparagdo dos valores espectrais

obtidos e os dados da literatura estdo listados na Tabela 14.

Tabela 15. Comparacgdo com os dados espectrais de RMN de *3C (100 MHz, CDCIs) do

fitoesterol S-sitosterol encontrados na literatura (100 MHz, CDCIs).

Posicao oC
C JM-2 p-sitosterol (literatura)
5 140,7 140,6
10 36,4 36,8
13 42,2 42,3
CH
3 71,7 72,7
6 121,7 121,9
8 31,8 31,9
9 50,0 50,1
14 56,7 56,8
17 55,9 56,0
20 36,1 36,1
24 45,7 45,8
25 29,0 29,1
CH:
1 37,1 37,1

2 31,5 31,8
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4 42,2 42,3
7 31,8 31,9
11 21,0 21,1
12 39,7 39,8
15 24,2 24,3
16 29,0 29,1
22 33,8 33,9
23 25,9 26,0
28 22,9 23,0
CHs

18 11,9 11,9
19 19,4 19,3
21 18,7 18,8
26 19,8 19,8
27 19,3 19,1
29 11,9 12,3

Figura 37 - Estrutura quimica do f-sitosterol.

Fonte: Autoria prépria (Estrutura desenhada no software C+H NMR Viewer: ChemSketch)

O p-sitosterol € um tipo de fitoesterol, sendo considerado um dos mais abundantes
dentro do grupo de esterois produzidos pelas plantas. Constituem uma parte significativa da
dieta humana e promovem vaérios beneficios para a saude (LOMENICK et al., 2015). Ha
relatos na literatura de que este composto possui atividade antitumoral (AWAD et al., 2007),
reduz os niveis de colesterol no sangue (DESAI et al., 2016), possui efeito antiasmatico
(MAHAJAN e MEHTA, 2011), atividade anti-inflamatéria (YIN et al., 2018; VALERIO e
AWAD, 2011), bacteriostatica (BURCOVA et al. 2018), entre outras.



122

Em estudo recente realizado por Shin e colaboradores (2018), foram investigados
os efeitos anticancer do f-sitosterol em trés linhagens celulares de adenocarcinoma géstrico
humano (AGS, SNU-216 SNU-601). Para a realizacdo das andlises in vitro foi utilizado o
ensaio MTT, onde foi possivel obervar a viabilidade celular e, para as analises in vivo, foi
utilizada a técnica do xenoenxerto. Para o estudo do xenoenxerto, linhagens de células
cancerigenas (2x10° células/100ul) foram misturadas, em meio RPMI, com o reagente
Matrigel (mesma dosagem). A mistura de células tumorais/Matrigel foi injetada
subcutaneamente nos flancos esquerdos dos camundongos (machos, com cerca de cinco
semanas de idade). Apds uma semana, os camundongos foram divididos aleatoriamente em
trés grupos: Controle, grupo de inducdo (inoculagdo da linhagem cancerigena) e grupo f-
sitosterol (inoculacdo da linhagem cancerigena com p-sitosterol a 100 mg/kg). A
administracao das substancias teste foi feita por injecdo intraperitoneal (i.p.) com p-sitosterol
numa dosagem de 100 mg/kg durante 11 semanas. O peso corporal dos animais foi avaliado a
cada semana e o volume do tumor foi medido usando calibradores digitais e calculado usando
a formula: (comprimento/2) x (largura®).

Os resultados do ensaio do MTT apontaram uma atividade citotoxica significativa
do p-sitosterol frente as trés linhagens de adenocarcinoma gastrico, sendo que a AGS foi a
mais sensivel, sendo a escolhida para os testes posteriores. O valor da Clso (onde metade do
efeito méximo foi obtido) do pg-sitosterol em células AGS foi de aproximadamente 105,5
pg/mLt ap6s 72 horas de tratamento, sendo que a viabilidade celular foi medida nos
intervalos de tempo 6, 24 e 72h apds o tratamento. Nesse sentido, 0s autores concluiram que a
viabilidade celular foi significativamente diminuida de maneira dependente do tempo. Para
determinacdo do mecanismo de acdo, foi realizado o teste de citometria de fluxo, além da
analise de pardmetros celulares, tais como 0s niveis proteicos. Observou-se que a expressao
da fosfatase, do homologo da tensina (PTEN) e da proteina quinase foram estimulados. Além
disso, observou-se também que o S-sitosterol suprimiu a proliferacdo das células cangerigenas
AGS, sem toxicidade, nos modelos de xenoenxerto em camundongos. Com base nisso, 0s
autores concluiram que o f-sitosterol exerce efeitos anticancerigenos significativos em células
AGS in vitro e in vivo, e 0 mecanismo de acdo proposto foi que a atividade se deu através da
mediacgéo de proteinas quinase, tensina e Hsp90 (SHIN et al., 2018).

Diante do exposto, podemos concluir que o p-sitosterol € uma substancia
importante e com um grande potencial bioldgico, devendo ser considerada no que concerne

aos estudos quimicos e farmacolégicos de plantas.
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Figura 38 - Espectro de RMN de *C de JM-2 (CDCI3,100 MHz).
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Figura 39 - Espectro de RMN de *C DEPT 135° de JM-2 (CDCl3,100 MHz).
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Figura 40 - Espectro de RMN de 'H de JM-2 (CDCI3,400 MHz).
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Figura 41 - Expansio 1 do espectro de RMN de *H de JM-2 (CDCI® 400 MHz).
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Figura 42 - Expans&o 2 do espectro de RMN de 'H de JM-2 (CDCI® 400 MHz).
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Figura 43 - Espectro de correlagdo *H x *C - HSQC de JM-2 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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Figura 44 - Espectro de correlagdo *H x *C - HMBC de JM-2 (CDCls, 400 MHz e 100 MHz).
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Figura 45 - Espectro de correlagdo *H COSY de JM-2 (CDCls, 400 MHz).
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5.5 Investigacdo da atividade antibacteriana

Atualmente, diversos estudos vém sendo desenvolvidos com relacdo a descoberta de
novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos vegetais e outros produtos naturais,
com o objetivo de descobrir novos compostos bioativos com ativividade comparada a dos
farmacos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade e maior eficcia contra a
resisténcia de microrganismos patogénicos, alem de possuirem um menor impacto ambiental.
Na avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais, diferentes métodos podem ser
utilizados, sendo os mais conhecidos 0 método de difusdo em &gar, disco-difusdo e métodos
de macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo (DE BONA et al., 2014).

De acordo com Duarte (2006) e Cowan (1999), ndo existe um consenso comum com
relacdo ao melhor método a ser utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais e nem sobre o nivel de inibicdo considerado aceitavel para produtos naturais quando
comparados com antibiéticos padrdes, devido aos poucos estudos comparativos relatando as
caracteristicas, pontos positivos e negativos de cada metodo. H& uma necessidade de
uniformizacédo dos testes in vitro, para que a pesquisa se torne mais eficiente e a interpretacdo
dos dados mais facilitada e confidvel. Nesse sentido, no presente trabalho, utilizou-se o
parametro proposto por Aligianis et al. (2001) que classifica 0s extratos vegetais com base nos
resultados de CIM. E considerado como forte inibicdo: CIM até 500 pg/mL, inibicdo
moderada: CIM de 600 a 1500 pg/mL e fraca inibi¢do: CIM para resultados acima de 1500
pug/mL.

Os resultados da avaliagdo do efeito antibacteriano do extrato e fases de Jatropha
mollissima sdo apresentados na Tabela 16 (pag. 133) e sdo expressos como concentracao
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). De acordo com a
classificacdo seguida, foi possivel observar que dentre os resultados obtidos para a
concentracdo inibitdria minima (CIM), pode-se considerar como forte a acdo do extrato Jm-
EEB frente a cepa Serratia marcescens, apresentando o valor de CIM de 195 pg/mL. Foi
obervada também uma forte atividade inibitéria da fase Jm-AcOEt contra as cepas
Enterococcus faecalis, Serratia marcescens e Shigella flexneri com valores de CIM de 390,
390 e 195 pg/mL respectivamente. Ainda, as fases Jm-Hex e Jm-CHCIs obtiveram um
resultado moderado contra as cepas Serratia marcescens (as duas fases) e Enterococcus
faecalis (fase Jm-CHCI3), com valores de 780 pg/mL.

Com relagdo a concentragdo bactericida minima (CBM), todos os extratos se

apresentaram fracamente ativos, com valores de CBM maiores ou iguais a 12500 pg/mL para
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todas as amostras testadas. Entretanto, como afirma Biyiti et al. (2004), por meio da relagédo
entre os valores de CIM e CBM, pode-se ter uma melhor avaliagdo do efeito antibacteriano de
compostos bioativos. De acordo com este autor, uma substancia é considerada bactericida
quando a razédo CIM/CBM ¢ < 2 e bacteriostatica se a razdo CIM/CBM > 2. Sendo assim,
baseado nestes valores, foi possivel classificar o extrato etandlico bruto e a fase hexanica
como tendo efeito bacteriostatico contra Escherichia coli e Serratia marcescens, a fase
cloroférmica como tendo efeito bacteriostatico contra Klebsiella pneumoniae e Serratia
marcescens, a fase acetato de etila como tendo efeito bacteriostatico contra Serratia
marcescens e a fase metanolica foi classificada como ndo efetiva para todas as cepas
bacterianas testadas. Foi possivel observar que nenhum dos extratos testados apresentou
potencial bactericida frente as cepas bacterianas testadas.

Em 2016, o extrato etanolico bruto das folhas de J. mollissima foi testado quanto ao
seu potencial antimicrobiano frente a cinco linhagens bacterianas, dentre estas, quatro cepas
Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Hafnia alvei ATCC 51873, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883) e uma cepa Gram-positiva
(Enterococcus faecalis ATCC 29212). Diferentemente do nosso trabalho, onde foi utilizado o
método da microdiluigdo em caldo, nesse estudo foi empregado o método de difusdo em agar,
com o objetivo de avaliar o tamanho dos halos de inibicdo e mensurar, dessa forma, o
potencial antimicrobiano de J. mollissima. Foi utilizada a concentracdo de 250 mg/mL do
extrato para os testes e, como resultado, o maior halo de inibicdo foi constatado contra a
espécie Enterococcus faecalis ATCC 29212, com um diametro de 7,03 mm. Nesse sentido, 0s
autores concluiram que o extrato etandlico bruto de J. mollissima apresentou atividade
moderada frente a esta cepa bacteriana, com seu efeito sendo atribuido a provavel presenca de
metabolitos secundarios das classes: cumarinas, compostos fenolicos, taninos, flavonoides,
alcaloides e esteroides (BRAQUEHAIS et al., 2016).

Em estudo realizado por Camelo (2015), foi avaliado o potencial antimicrobiano do
latex de J. mollissima frente a quatro cepas bacterianas, sendo duas Gram-negativas
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e duas Gram-positivas (Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus). Foi utilizado o meétodo de microdiluicdo em caldo, com
concentragdes que variaram de 8192 pg/mL a 0,5 pg/mL. Semelhante ao nosso trabalho com
0 extrato das folhas, o latex de J. mollissima ndo apresentou atividade bactericida frente as
espécies testadas, reduzindo, no entanto, o crescimento das culturas. Através da técnica
denominada Spread Plate (técnica do espalhamento em placa), os autores observaram que

houve reducdo no desenvolvimento das espécies Enterococcus faecalis e Staphylococcus



133

aureus, demonstrando o efeito bacteriostatico do latex de J. mollissima. O género Jatropha é
considerado promissor no que diz respeito ao seu potencial antimicrobiano, com estudos
relatando essa atividade para diversas espécies, tais como J. curcas (SAOSOONG e
RUANGVIRIYACHALI, 2016), J. dioica (SILVA-BELMARES et al., 2013), J. multifida
(ANANI et al., 2016) e J. isabellei (FROLICH et al., 2013).

No nosso estudo, pdde-se perceber que J. mollissima agiu como um inibidor moderado
frente as espécies Serratia marcescens, Enterococcus faecalis e Shigella flexneri. Isso
provavelmente se deve ao fato de seu extrato e fases apresentarem em sua constitui¢ao
compostos fendlicos e terpenos (como foi sugerido na triagem fitoquimica preliminar e
confirmado nas andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia). Essas substancias
apresentam potencial antimicrobiano, como ja relatado na literatura. Por meio das analises
cromatograficas de CG-EM foi possivel observar que o extrato e as fases analisadas
apresentam em suas composic¢des diferentes compostos da classe dos terpenos (Tabelas 9-13,
pags. 85-98). Através da observacdo do perfil fitoquimico preliminar, também foi possivel
perceber que o extrato etandlico bruto e suas fases possuem em sua Composi¢do esses mesmos
constituintes. Nosso trabalho se assemelha a um estudo realizado por Rahman et al. (2014)
com a espécie Jatropha curcas, na qual foram encontrados metabdlitos tais como acido 10-
octadecenoico metil éster, acido octadecanoico, &cido 9,12-octadecadienoico metil éster e
acido n-hexadecenoico com potencial antimicrobiano.

Os terpenos tém despertado grande interesse devido as diversas atividades biologicas
ja relatadas na literatura atribuidas a estes compostos, tais como anti-inflamatoria,
antibacteriana,  antifungica, antiviral, antitumoral, antidiabética, antiulcerogénica,
hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitica, analgésica e antioxidante (COLOMA et al.,
2011). Nesse sentido, estes metabolitos podem estar associados a atividade antimicrobiana
apresentada por J. mollissima, pois, de acordo com estudos, estes apresentam capacidade de
inibir o crescimento microbiano. O mecanismo de acdo responsavel pela sua atividade nédo
esta totalmente esclarecido, mas provavelmente é devido a disrup¢do da membrana plasmatica
por seus compostos lipofilicos (COWAN, 1999).

Diante disso, pode-se perceber que a espécie J. mollissima € interessante do ponto de
vista quimico e biolégico, o que incentiva a continuacdo das pesquisas com esta espeécie,

tendo em vista que os estudos acerca da mesma ainda Sd0 poucos ou incipientes.
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Extrato Jm-EEB Jm-Hex Jm-CHCI3 Jm-AcOEt Jm-MeOH Gentamicina
Microrganismo CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Enterococcus 12500 - 12500 - 780 - 390 - 12500 - 400 400
faecalis

Escherichiacoli 3125 12500 3125 12500 12500 12500 12500 12500 - - * 400
Klebsiella 6250 - - - 6250 - - - - - 50 50
pneumoniae

Salmonella 12500 - - - 6250 - 12500 12500 - - 50 50
enterica

Serratia 195 12500 780 12500 780 12500 390 12500 12500 - * 25
marcescens

Shigella flexneri 3125 - 6250 - 3125 - 195 - 12500 12500 & 25
Staphylococcus 12500 - 6250 - 6250 - 12500 - - - 25 25

aureus

Todos os valores foram expressos como pg.mL; (*) auséncia de crescimento em todas as concentracdes testadas.; (-) Nao houve atividade sobre a cepa bacteriana testada.

Jm-EEB (extrato etandlico bruto); Jm-Hex (fase hexanica); Jm-CHCIs (fase cloroférmica); Jm-AcOEt (fase acetato de etila); JIm-MeOH (fase metandlica).
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5.6 Investigacdo da atividade moduladora da resisténcia a antimicrobianos

Tendo em vista 0 crescente problema da resisténcia microbiana aos farmacos
atualmente disponiveis ocasionada principalmente pelo uso inadequado de antibidticos,
h& uma crescente preocupacéo por parte dos profissionais de satde com relacdo a busca
por novos produtos que combatam esses microrganismos de forma eficiente,
minimizando os efeitos colaterais e 0s gastos econdmicos. Nesse sentido, as plantas sdo
consideradas uma das alternativas mais relevantes para tentar controlar a resisténcia
bacteriana, pela variedade de substancias bioativas oriundas de seu metabolismo
secundério (SOUZA et al., 2014).

O uso de extratos vegetais como agentes antimicrobianos minimizam a
possibilidade dos microrganismos adquirirem resisténcia a sua a¢do, pois sdo misturas
complexas, fazendo com que a adaptabilidade microbiana seja dificultada. Estes
compostos naturais, quando associados a determinados antibi6ticos, podem promover
uma atividade direta frente a diversas espécies bacterianas, diminuindo ou aumentando
a atividade de um antibi6tico especifico. A potencializacédo da atividade antibidtica ou a
reversdo da resisténcia aos antibioticos permite a classificacdo destes compostos como
moduladores de atividade antibiotica (COUTINHO et al., 2009).

Os resultados dos testes de avaliagdo do potencial modulador de J. mollissima
estdo expressos na Figura 44 (pags. 136-138). Através do teste de microdiluicdo em
caldo feito inicialmente, foi possivel definir a CIM dos extratos de J. mollissima, que foi
> 1024 pg/mL para as duas linhagens bacterianas multirresistentes estudadas
(Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) e a CIM dos antibidticos, que foi >
1024 pg/mL para Amicacina e Ampicilina e > 512 pg/mL para Norfloxacina, frente as
mesmas linhagens bacterianas. Os altos valores de CIM obtidos para as amostras
testadas e até mesmo para os proprios antibioticos, pode ser atribuida aos mecanismos
de resisténcia que estas duas linhagens bacterianas possuem. A resisténcia antibiotica
ocorre quando a bactéria adquire genes que permitem a interferéncia no mecanismo de
acdo do antibiotico (LOUREIRO et al., 2016).

As bactérias podem apresentar diferentes genes de resisténcia e transmiti-los
através de elementos genéticos moveis, tais como plasmideos, transposons e integrons,
entre diferentes espécies e géneros bacterianos, patogénicos ou ndo, bem como a
transmissdo subsequente dessas bactérias entre varios hospedeiros e reservatérios

ambientais, colaborando com a disseminacéo da resisténcia bacteriana aos antibioticos.



136

Existem quatro mecanismos principais de resisténcia a antimicrobianos: producédo de
enzimas que degradam ou modificam antibioticos, reducdo da permeabilidade da
membrana externa, sistemas de efluxo hiperexpressos (bombas de efluxo) e alteragdo do
sitio alvo (de ligacdo) do antibidtico por blogueio ou protecdo (LOUREIRO et al.,
2016). Em Pseudomonas aeruginosa, 0s principais mecanismos de resisténcia
encontrados sd@o: producdo de enzimas beta-lactamases (enzima que cliva a ligagéo
amida do anel beta-lactamico dos antibidticos da classe dos beta-lactamicos, rompendo
esse anel), bombas de efluxo (capacidade de bombear antibioticos para fora das celulas)
e perda de porinas (sua auséncia em P. aeruginosa confere resisténcia intrinseca a um
grande nimero de antibidticos) (SANTOS et al., 2015). Em Staphylococcus aureus, 0s
principais mecanismos de resisténcia encontrados sdo: producdo de enzimas beta-
lactamases, reducdo da permeabilidade da membrana externa, ocorréncia de proteina
ligadora de penicilina, entre outros. Vale salientar que mais de um mecanismo pode
estar presente na mesma bactéria (SOUZA et al., 2005).

Ap06s a obtencdo do resultado da CIM como foi relatado anteriormente, foi
realizado o teste de modulacdo da resisténcia a antimicrobianos, com o objetivo de
avaliar possiveis efeitos sinérgicos ou antagbnicos entre as substancias testadas e 0s
antibidticos. Apés ensaio em triplicata utilizando o reagente resazurina, foi realizada
uma comparagdo entre a CIM dos extratos e a CIM de cada antibidtico, para avaliagao
de interacOes entre os produtos. Observando os graficos da Figura 46, nota-se que nédo
houve reducdo da CIM dos antibidticos para nenhuma das amostras testadas (ndo houve
interacdo sinérgica). As amostras testadas, de maneira geral, ndo interferiram no efeito
dos antibi6ticos, com excecdo da Norfloxacina.

Foi possivel observar interacdo antagbnica (aumento da CIM do antibidtico)
entre o0 antibidtico Norfloxacina e todas as amostras testadas. O extrato etanolico bruto
aumentou a CIM do antibidtico de 16 pg/mL para 256 pg/mL frente a espécie
Pseudomonas aeruginosa e de 161 pg/mL para 512 pg/mL para Staphylococcus aureus.
A fase hexanica, por sua vez, aumentou a CIM do antibidtico de 16 pg/mL para 512
pug/mL frente a espécie Pseudomonas aeruginosa e de 161 pg/mL para 512 pg/mL para
Staphylococcus aureus. As fases cloroférmica e metandlica, assim como o extrato
etandlico bruto, aumentaram a CIM do antibidtico de 16 pg/mL para 256 pg/mL frente
a espécie Pseudomonas aeruginosa e de 161 pg/mL para 512 pg/mL para

Staphylococcus aureus. Por fim, a fase acetato de etila aumentou a CIM do antibiético
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de 16 pg/mL para 645 pg/mL frente a espécie Pseudomonas aeruginosa e de 161

pg/mL para 512 pg/mL para Staphylococcus aureus.
Figura 46 (A-E) - Avaliacdo do potencial modulador do extrato etandlico bruto e suas
fases, obtidos a partir das folhas de J. mollissima, sobre o efeito antibacteriano de

antibidticos contra espécies multirresistentes.
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E) Fase metandlica (Jm-MeOH)

1500 - o
Controle Amicacina

JmMetOH + Amicacina
Controle Ampicilina
JmMetOH + Ampicilina
Controle Norfloxacina
JmMetOH + Norfloxacina

1000 4

NeEEED

TEEE

500 ~

Média geométrica da CIM (ug/mL)

O antagonismo é descrito por Saraiva (2012) como sendo o resultado da
associacdo de uma determinada droga a um extrato vegetal, onde o extrato dificulta ou
inibe a acdo do farmaco. De acordo com Granowitz e Brown (2008), as interacdes
antagbnicas provenientes do uso combinado entre antibidticos e produtos naturais
podem ser atribuidas a ocorréncia de quelacdo mutua. As reacdes de quelacdo sdo
observadas mais frequentemente com o antibiotico tetraciclina e antibidticos da classe
das fluoroquinolonas, tais como a norfloxacina (MAHAN et al., 2012), onde a
diminuicdo do efeito (antagonismo) pode ocorrer principalmente devido a competicdo
pelo mesmo receptor (HOEFLER e WANNMACHER, 2010).

O efeito antagdnico também merece destaque nos estudos cientificos, tendo em
vista que, na medicina popular, as pessoas podem fazer uso de alguma parte da planta
de forma empirica concomitante a antibioticoterapia, prejudicando, dessa forma, a
eficacia do medicamento (COUTINHO et al., 2013). Trabalhos na literatura relatam que
compostos fenolicos (como os flavonoides) possuem propriedades quelantes (VERAS et
al., 2011; BEHLING et al., 2004), o que possivelmente explica o antagonismo entre 0s
extratos de J. mollissima e o antibidtico Norfloxacina. A triagem fitoquimica preliminar
sugeriu a presenca de compostos fenolicos na constituicdo quimica da planta e os dados
de CLAE-DAD-IT-MS/MS confirmaram a presenca desses constituintes. Até o presente

momento, ndo consta na literatura nenhum trabalho que verse sobre a atividade
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modulatoria de espécies do género Jatropha, sendo este também o primeiro estudo

dessa natureza a ser realizado com a espécie J. mollissima.

5.7 Investigacao da atividade citotdxica

Com a chegada do século XX, ocorreu um avanco significativo na pesquisa de
produtos naturais no campo da oncologia, especialmente vegetais e microorganismos,
que tém possibilitado a descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na
terapéutica. Cerca de 60% dos farmacos anticancer introduzidos na terapéutica nas
ultimas décadas tem sua origem nos produtos naturais, que estdo disponiveis em
abundancia e oferecem 6timas possibilidades de se encontrar substancias de interesse
terapéutico (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

A andlise de citotoxicidade pelo método do MTT € comumente utilizada nos
ensaios de citotocixidade e grandes centros de referéncia utilizam esse método, como o
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 substancias a cada ano (SHEKAN et al., 1990). E um método
eficiente por possuir caracteristicas importantes como a rapidez, sensibilidade e custo
relativamente baixo. A técnica foi descrita primeiramente por Mosman (1983) e permite
analisar a viabilidade e o estado metabdlico das células em estudo. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotdxico pelo método
do MTT permite definir facilmente a capacidade citotoxica de determinada substancia,
mas para definir o mecanismo de acdo sdo necessarios testes mais especificos, como
citometria de fluxo ou testes de morfologia (BERRIDGE et al., 1996).

Nesse sentido, foi realizado, inicialmente, um estudo preliminar (screening) para
avaliar a capacidade citotoxica do extrato etandlico bruto e das fases obtidas a partir das
folhas de J. mollissima, frente a trés linhagens de células tumorais. Foi utilizada nos
testes uma concentragéo Gnica de 200 pg.mL, com escolha da concentragio baseada na
literatura. Os resultados obtidos com o screening das amostras testadas estdo

representados na Tabela 17.
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Tabela 17. Atividade citotoxica in vitro (concentragdo Unica) de extratos de Jatropha

mollissima contra linhagens de células tumorais.

Percentual de inibigdo (%)

Linhagem  jm-Hex  Jm-MeOH Jm-AcOEt Jm-CHCl:  Jm-EEB
SNB-19 60,66+4,34 60,07+1,66 96,74+332 38,15+0,18  97,19+1,57
PC-3 98,63+0,98  100+0,61  100+1,10  90,33+0,73 100+0,24
HCT-116  76,15+8,80 88,05+2,09 100+0,61  66,91+0,84 100+0,8

Jm-EEB (extrato etandlico bruto); Jm-Hex (fase hexanica); Jm-CHCIz (fase cloroférmica); Jm-AcOEt
(fase acetato de etila); Jm-MeOH (fase metandlica).

Os dados da Tabela 17 demonstram que todas as substancias testadas foram
eficazes e exibiram atividade citotoxica altamente significativa, com destaque para a
linhagem PC-3 (cancer de préstata), onde todas as amostras apresentaram taxa de
inibicdo acima de 90%. Com relacdo a linhagem SNB-19 (astrocitoma), o extrato
etanolico bruto (Jm-EEB) e a fase acetato de etila (Jm-AcOEt) apresentaram 0s
melhores resultados, com taxa de inibicdo também acima de 90%, enquanto que, frente
a esta mesma linhagem, as fases hexanica (Jm-Hex) e metandlica (Jm-MeOH)
apresentaram atividade moderada, com taxa de inibicdo de 60%. A excecédo foi a fase
cloroférmica (Jm-CHCl3), que apresentou uma baixa atividade citotoxica (taxa de
inibicdo abaixo de 40%) contra a linhagem de células de astrocitoma.

Com relacédo a linhagem HCT-116 (cancer de c6lon), apenas a fase cloroférmica
(Jm-CHCIs) apresentou uma atividade citotoxica moderada (taxa de inibigdo entre 50%
e 60%), ao passo que todos os outros extratos apresentaram uma boa taxa de inibicédo
(acima de 75%), com destaque para a fase acetato de etila (Jm-AcOEt) e extrato
etandlico bruto (Jm-EEB), que demonstraram uma taxa de inibicdo de 100%.

Apols a verificacdo dos resultados obtidos na analise preliminar, onde foi
possivel concluir que todas as amostras testadas possuem potencial citotoxico, estas
tiveram a sua atividade citotoxica avaliada novamente, frente as mesmas linhagens,
desta vez para determinacdo da Clso, que é a concentragdo necessaria para que seja
alcancado metade do efeito maximo (taxa de inibicdo de 50%). Os experimentos foram

realizados utilizando seis concentragdes de cada extrato: 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200



142

ng.mL™ Os dados detalhados de Clso das amostras testadas estdo representados na
Tabela 18.

Tabela 18. Atividade citotoxica in vitro (Clso) de extratos de Jatropha mollissima

contra linhagens de células tumorais.

Clsp pg.mL?
(intervalo)®?

Linhagem Jm-Hex  Jm-MeOH Jm-AcOEt Jm-CHCIl; Jm-EEB Dox®

164.7 165.4 71,44 80,91 1,20
SNB-19 1515- 1503 - 6676 - 2200 7226 103.139
17909 1822 76,44 88,15

87,33 92,18 2519 87,66 41,36 0,44
PC-3 78,84 - 83,36 - 21,92 - 7712 - 3255 - 034-0,54
96,75 101,9 28,94 99,64 52,56
1283 137,7 72,75 166,0 80,71 0,11
HCT-116 1024 - 130,4 - 66,44 - 1543 - 73,79 - 0,08-0,14
160,7 145 4 79,66 178,5 88,27
L929¢ 59.8+1,7 537+4,9 47,2424 60,5+0,6 46,9+2 -

aValores de concentragdo inibitdria média (Clsp) com um intervalo de confianca de 95% obtido por
regressdo ndo-linear a partir de dois experimentos independentes, realizados em ftriplicata em trés
linhagens tumorais. "Doxorrubicina foi usada como controle positivo. “Valores expressos como percentual
de inibigdo de crescimento celular + desvio padrdo, na concentragdo de 200 pg.mL™. Jm-EEB (extrato
etanélico bruto); Jm-Hex (fase hexanica); Jm-CHCIz (fase cloroférmica); Jm-AcOEt (fase acetato de
etila); JIm-MeOH (fase metandlica).

Observando os resultados na Tabela 18, é possivel verificar novamente a
atividade citotdxica dos extratos frente as trés linhagens tumorais utilizadas no estudo,
0s quais apresentaram potencial citotoxico variando de 25,19 a 166 ug.mL™. A fragdo
acetato de etila (Jm-AcOEt) apresentou a menor Clso (25,19 ng.mL™), seguida do
extrato etandlico bruto (Jm-EEB) com Clso de 41,36 ug.mL? frente a linhagem de
cancer de prostata (PC-3). Para a linhagem de céancer de célon (HCT-116), a
citotoxicidade variou de 72,75 a 166 pg.mL™, onde a fragdo Jm-AcOEt apresentou a
melhor atividade frente esta linhagem (72,75 ug.mL-1). Uma linhagem n&o tumoral
(L929 - Fibroblasto) foi utilizada, ainda, para verificagdo da seletividade das amostras.
O valor de ICso abaixo de 30 pg.mL™? apresentado pela fase Jm-AcOEt frente a
linhagem de células tumorais PC3, bem como a citotoxicidade da mesma apresentada
frente a todas as linhagens de células tumorais testadas no screening, caracterizam esta

fase como sendo promissora para a pesquisa de novos agentes anticancer, com destaque
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para o cancer de prostata, encorajando a continuidade dos estudos para que sejam
tracados 0s possiveis mecanismos de acao.

O céncer de prostata € uma grande ameaca a saide humana e é um dos que mais
atinge os homens em todo o mundo (cerca de 1,1 milhdes de casos), sendo considerado
0 cancer que tem a maior taxa de mortalidade, ficando atras apenas do cancer de
pulméo. A taxa varia muito de acordo com a localidade, sendo observado o maior
nimero de casos de morte na América do Norte e o menor nimero na Asia. O
tratamento geralmente é feito utilizando medicamentos antiandrogenos, mas muitos
pacientes sdo mais propensos a desenvolver tumores independentes do tratamento,
sendo estes tumores geralmente mais agressivos, mais resistentes aos agentes
quimioterapicos usados e causam, ainda, mais metastases do que outros tipos de tumor.
Nesse sentido, a descoberta de novos agentes terapéuticos € muito importante,
objetivando melhorar os resultados dos tratamentos ja existentes para o cancer de
prostata. Os produtos naturais obtidos a partir de plantas medicinais sdo uma étima
fonte para o desenvolvimento de novos agentes antineoplésicos e oferecem subsidios
seguros para a fabricacdo de medicamentos sintéticos (HASSANIPOUR et al., 2018;
NASCIMENTO-GONCALVES et al., 2018; WANG et al., 2018).

O género Jatropha € promissor nesse sentido, e varias de suas espécies ja foram
estudadas com relacdo ao seu potencial citotoxico e/ou antiprofliferativo. Em 2015, o
6leo essencial das raizes de J. ribifolia, obtido por hidrodestilacdo, foi avaliado quanto
ao seu potencial citotoxico, frente a nove linhagens celulares cancerigenas: U-251
(glioma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovério - linhagem resistente a
medicamentos), 786-0 (rim), NCI-460 (pulmdo), OVCAR-3 (ovério), HT-29 (c6lon),
K562 (leucemia) e PC-3 (préstata). Através da técnica de cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), foram obtidas 5 fracdes (F1-F5) a partir do 6leo essencial
bruto. Essas fragOes foram testadas e a Clso determinada, utilizando as concentracfes de
0.25, 2.5, 25 e 250 pg.mL™, realizando todos os testes em triplicata. Para as analises, foi
utilizado o ensaio de Sulforrodamina B (SRB), corante usado para determinar a
densidade celular via determinacdo de proteinas celulares. Como resultado, os autores
observaram que o 6leo essencial bruto promoveu um efeito inibitério dose-dependente
em todas as linhagens testadas, considerando o intervalo de concentragdo mencionado
anteriormente. As fracdes (F1-F5), por sua vez, tiveram um efeito mais pronunciado,
com valores de Clsgp mais baixos do que os do 6leo essencial bruto. A linhagem de

células cancerigenas PC-3 (prostata), assim como no nosso trabalho, foi a mais sensivel,
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com valores significativos de Clso para as fracdes F1, F2 e F4 (0,25 pg.mL™). Os
autores atribuiram a atividade citotoxica significativa a presenca de terpenos na
constituicdo quimica do 6leo essencial, com possivel sinergismo entre esses compostos
(SILVA et al., 2015).

Lei e colaboradores, em 2013, realizaram na China um estudo com o extrato das
folhas da espécie J. curcas. Os experimentos, in vitro, foram realizados utilizando duas
linhagens celulares cancerigenas: A431 (carcinoma epidermoide humano) e A375
(melanoma), para determinar o efeito antiproliferativo. As taxas de inibicdo de
crescimento celular em A375 e A431 foram de 80% (41,2 pg.mL™?) e 73,7% (43,6
ug.mL?), respectivamente, utilizando a concentragio de 100 pg/mL? do extrato.
Obteve-se, ainda, um composto isolado da classe dos flavonoides, identificado como
isoschaftosideo, que mostrou efeito antiproliferativo moderado contra a linhagem A375.
Os autores concluiram que o extrato das folhas de J. curcas possui um forte efeito
citotoxico, atribuindo essa atividade a quantidade de compostos fendlicos em sua
constituicdo quimica. O composto isolado também foi testado quanto a sua capacidade
antiproliferativa frente as mesmas linhagens, obtendo, porém, um efeito menos
pronunciado do que o do extrato como um todo. Os autores acreditam que tal fato pode
ser um indicativo de importantes atividades citotdxicas de outros compostos dentro do
extrato, bem como efeitos sinérgicos entre eles (LEI et al., 2013).

A fracdo metandlica de J. curcas, em 2009, foi estudada quanto a sua capacidade
antiproliferativa e anti-metastatica in vitro e in vivo, utilizando a linhagem B16F10
(melanoma) em ratos. Nos testes in vivo, importantes parametros foram analisados, tais
como: teor de hidroxiprolina, teor de hexosamina e niveis de &cido urdnico, acido
sidlico sérico e y-glutamiltranspeptidase, que sdo marcadores de proliferacdo neoplésica.
Foi feita nos animais uma administracdo simultanea da fracdo metandlica, nas doses 100
e 200 mg/kg. Os autores observaram que houve inibicdo na formacdo de colbnias
metastaticas do melanoma em pulmdes em 47,54% (para a dose de 100 mg/kg) e
69,52% (para a dose de 200 mg/kg). Os teores de hidroxiprolina, hexosamina, dos
acidos e da y-glutamiltranspeptidase que estavam altamente elevados nos animais
utilizados como controle, foram reduzidos significativamente pela administracéo
simultanea da fragdo metanolica de J. curcas nas concentragfes testadas. A analise
histopatoldgica dos tecidos pulmonares também se correlacionou com os resultados
obtidos pelos pesquisadores. O ensaio citotoxico in vitro da fracdo metanodlica de J.

curcas em células de melanoma B16F10 foi realizado utilizando o método MTT, onde a
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melhor 1Cso encontrada foi de 24,8 pg/ml. Assim, os autores concluiram que a fragdo
metandlica de J. curcas é eficaz na inibicdo da metastase de células de melanoma
B16F10 e também possuem atividade anti-metastatica e antiprolifativa, provavelmente
devido a presenca de compostos fenolicos em sua constituicdo quimica, pois a triagem
fitoquimica indicou a presenca de flavonoides no extrato, ja conhecidos por sua
capacidade antiroliferativa (BALAJI et al., 2009).

Diante do exposto, é possivel observar o potencial citotoxico do género
Jatropha, 0 que torna ainda mais necessario estudos mais aprofundados, incluindo
estudos com moléculas isoladas, para elucidar possiveis mecanismos de acdo de
extratos e fracdes. Este foi o primeiro estudo dessa natureza realizado com a espécie J.

mollissima.

5.8 Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando o extrato aquoso

das folhas de J. mollissima como agente redutor

A sintese verde das nanoparticulas de prata foi realizada em Unica etapa, a
temperatura ambiente, seguindo o planejamento experimental proposto por Parthiban et
al. (2018), com algumas adaptagdes, por ndo haver relatos na literatura abordando o
extrato aquoso de Jatropha mollissima como agente redutor. Apds 1 hora de incubacéo
das misturas, na auséncia de luz e em temperatura ambiente, foi possivel observar
visualmente uma mudanca na coloracdo das solugcdes. A coloracdo amarelo-claro inicial
(extrato aquoso) se transformou em marrom-escuro, indicando a formacdo de
nanoparticulas de prata (Figura 47). A mudanca de colorago é a primeira evidéncia de
formacdo das nanoparticulas de prata, que se confirma através de analises por

espectroscopia no UV-Visivel.
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Figura 47. Reacdo de biossintese de nanoparticulas de prata com mudanca de

coloragéo.

=)

Fonte: Autoria propria

5.9. Caracterizacdo das amostras de nanoparticulas de prata obtidas por sintese

verde

5.9.1 Anélise do pico SPR por absorbancia no UV-Visivel

As reagbes de biossintese de nanoparticulas de prata foram acompanhadas
através de varredura por espectrofotometria no UV-Vis, no intervalo de comprimento de
onda entre 190 e 1100 nm. No presente trabalho os picos SPR variaram de 420 a 428
nm. Os resultados das analises por espectrofotometria UV-Vis sdo apresentados na
Figura 48 (A-D).

E possivel observar que as amostras obtidas apresentaram picos de absorbancia
inferiores a 450 nm, caracterizando a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs). As
AgNPs apresentam pico de absorcdo de radiacdo eletromagnética em comprimentos de
onda no intervalo entre 420-500 nm devido a sua ressonancia plasménica de superficie.
O pico que aparece na analise por UV-Vis (denominado pico SPR, do inglés “surface
plasmon ressonance”) é resultado da oscilacdo dos elétrons de superficie em resposta a
uma exposicdo a radiacdo eletromagnética em determinado comprimento de onda
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(TITUS et al., 2019). Este pico tem relagdo com a variacdo de cor caracteristica que
varia de marrom avermelhado a marrom escuro (ALBERNAZ, 2014).

A espectroscopia no UV-vis € uma técnica muito atil e confidvel para a
caracterizacdo primaria de nanoparticulas de prata, sendo usada para monitorar a sintese
e estabilidade das mesmas. A espectroscopia no UV-vis € uma técnica rapida, facil,
simples, sensivel e seletiva para diferentes tipos de nanoparticulas, necessitando apenas
de um curto periodo de tempo para a medicdo. Além disso, calibracGes prévias no
equipamento ndo sdo necessarias para a caracterizacdo de particulas de suspensdes
coloidais (ZHANG et al., 2016).

Os diferentes picos SPR podem também sugerir a morfologia de nanoparticulas
metalicas, tais como: forma de bastdo (pico SPR 370-380 nm), esférica (pico SPR 408-
430 nm), cubo (pico SPR 450-600 nm) e triangular (pico SPR 670-740 nm)
(ALBERNAZ, 2014).

Figura 48. Curvas de formacéo representativas das medidas de absorbéancia no UV-Vis

de nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde.
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C) Amostra 3 (25 mM) D) Amostra 4 (50 mM)
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5.9.2 Determinacédo do tamanho das particulas (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

Espalhamento de luz dinamico (DLS - do inglés dynamic light scattering) e
potencial zeta (PZ) surgiram como técnicas simples, executaveis em ambientes de
laboratério comuns, para investigar, respectivamente, tamanho e carga de superficie de
nanoparticulas metalicas. Os instrumentos integrados, compactos e acessiveis oferecem
interfaces digitais de féacil utilizacdo, juntamente com a possibilidade de uma analise de
dados abrangente. Além disso, as técnicas ndo séo invasivas, exigem prepara¢do minima
da amostra e nenhuma calibracdo pré-experimental. Os instrumentos modernos atuais
sdo capazes de orientar os usuarios sobre a qualidade dos dados gerados e possuem
capacidade de exportar os dados rastreados como arquivos compativeis com varios
softwares de plotagem (BHATTACHARJEE S., 2016).

No presente trabalho foram realizadas inicialmente medidas utilizando a técnica
de espalhamento de luz dindmico (DLS) para determinacdo da diferenca entre o
tamanho das particulas obtidas nos experimentos, bem como sua dispersdo na solugdo
coloidal. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 19. E possivel observar que as
amostras apresentaram uma distribuicdo bimodal (com excec¢do da amostra 4), visto que
as populagdes de AgNPs apresentaram dois picos, sendo um de maior e outro de menor
intensidade, como pode ser observado na Figura 49 (A-D).

O indice de polidispersividade (Pdl) obtido para as nanoparticulas de prata
biossintetizadas variou de 0,382 a 0,500. Esse valor é um indicativo de

monodispersividade moderada das nanoparticulas obtidas. De acordo com Bonato e



149

Silva (2014), as nanoparticulas de prata formadas por rotas de sintese verde geralmente
possuem um Pdl moderado, variando de 0,3 a 0,5 (BONATTO e SILVA, 2014).

Estudos tém demonstrado que o tamanho, a morfologia, a estabilidade e as
propriedades (quimicas e fisicas) das nanoparticulas metélicas sdo fortemente
influenciadas pelas condicdes experimentais, pela cinética de interacdo dos ions
metalicos com os agentes redutores e/ou pelos processos de adsorcdo de agentes
estabilizadores com as nanoparticulas metélicas (KHODASHENAS e GHORBANI,
2015).

A técnica de DLS € usada principalmente para determinar o tamanho das
particulas e avaliar as distribuicGes de tamanho em solugbes aquosas ou fisiologicas. O
método utilizado na DLS é um método ndo destrutivo e é usado para obter o didmetro
médio de nanoparticulas dispersas em liquidos. Tem a vantagem especial de sondar uma
grande quantidade de particulas simultaneamente (ZHANG et al., 2016). A técnica
também fornece detalhes sobre o estado de agregacdo de nanoparticulas. Uma solucdo
agregada, por exemplo, terd didmetros hidrodindmicos maiores, enquanto que uma
solucdo ndo agregada terd um diametro menor. Os diametros hidrodinamicos dependem

do tamanho e do formato das nanoparticulas (TITUS et al., 2019).

Tabela 19. Dados obtidos por anélise de espalhamento de luz dindmico (DLS).

Amostra Tamanho hidrodinamico médio Dz (nm) Pdl

1 (5 mM) 85,56 0,382
2 (10 mM) 87,72 0,303
3 (25 mM) 89,05 0,310
4 (50 mM) 205,50 0,500

Pdl: indice de polidispersividade.
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Figura 49 (A-D). Representacdo da distribuicdo das nanoparticulas de prata obtidas por

sintese verde em meio aquoso.
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D) Amostra 4 - 50 mM
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O potencial zeta, por sua vez, foi determinado por meio da medida da direcdo e
da velocidade do movimento das particulas em um campo elétrico. A determinacdo do
valor de potencial zeta para sistemas coloidais e nanoparticulas metalicas tem grande
importancia, pois este pode ser relacionado a estabilidade das mesmas. Como mostrado
na Tabela 20, todas as suspensdes obtidas apresentaram potencial zeta carregados
negativamente em meio aquoso, fato este que pode ser atribuido a composicdo do
extrato utilizado como agente redutor.

Segundo Titus et al. (2019) quanto maior o potencial zeta, maior a tendéncia da
suspensdo a estabilidade, pois as particulas carregadas se repelem entre si, com uma
forca que supera a tendéncia natural de agregacao. Este é influenciado principalmente
pela concentracdo eletrolitica e pelo pH da suspensdo coloidal. Particulas com um
potencial zeta negativo se ligam as superficies carregadas positivamente e vice-versa
(TITUS etal., 2019).

Tabela 20. Potencial Zeta das nanoparticulas obtidas por sintese verde utilizando o

extrato aquoso de J. mollissima como agente de reducéo.

Amostra Potencial Zeta (mV)
1 (5 mM) -28,7
2 (10 mM) -22,9
3 (25 mM) -13,3

4 (50 mM) -12,3
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Na literatura existem poucos trabalhos que abordam a sintese verde e a
caracterizagdo de nanoparticulas de prata no género Jatropha. Dos trabalhos
encontrados nas bases de dados, a grande maioria utilizou a espécie Jatropha curcas
como objeto de estudo.

Um estudo realizado em 2013 por Demissie e Lele relata uma biossintese rapida
de nanoparticulas de prata utilizando o extrato aquoso de sementes de Jatropha curcas.
O tamanho das particulas e as analises morfoldgicas foram realizadas utilizando as
técnicas de potencial zeta, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
eletronica de transmissdo (MET). As propriedades fisico-quimicas foram monitoradas
por espectroscopia UV-Vis, Infravermelho (FTIR) e difragdo de raios X (XRD). A
formacdo das nanoparticulas de prata foi determinada usando espectrofotdmetro UV-
Vis com pico de absorbancia detectado em 421 nm. A analise de potencial zeta indicou
que as nanoparticulas eram carregadas negativamente, com tamanho variando de 2 nm a
50 nm. As analises por MEV e MET apontaram a morfologia das nanoparticulas, que se
apresentaram uniformemente esféricas. O estudo fisico-quimico usando XRD indicaram
estabilidade térmica significativa e natureza cristalina das nanoparticulas. Os autores
concluiram que esta biossintese de nanoparticulas de prata é simples, ecoldgica e mais
barata do que outras técnicas mecénicas e quimicas (DEMISSIE e LELE, 2013).

Um estudo realizado na India por Bar e colaboradores relata um processo para a
sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando o extrato aquoso das sementes de J.
curcas. Foram utilizadas diferentes concentragdes de AgNOs (103 M; 2x10° M; 4x1073
M; 6x10° M; 8x10° M e 102 M). A caracterizacio das nanoparticulas foi realizada
utilizando técnicas de microscopia eletrdnica de transmissao (TEM), difracdo de raios X
(XRD), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e UV-vis. As andlises por TEM e XRD
mostrou que as particulas obtidas possuiam natureza cristalina com geometria
predominantemente esférica e tamanho médio entre 15-50 nm. A anélise por FTIR
indicou a presenca de grupos funcionais relativos & &cidos graxos presentes no extrato.
Com relagdo a analise por UV-Vis, os autores observaram picos de absorcao plasmonica
de superficie nos comprimentos de onda de 425 e 452 nm. Os autores concluiram que o
tamanho das particulas pode ser controlado variando a concentracdo de AgNOs e que as
nanoparticulas de prata preparadas permanecem intactas por quase dois meses se forem
protegidas da luz (BAR et al., 2009).



153

5.9.3 Analise estrutural por microscopia eletronica de varredura (MEV) e analise de

componentes quimicos por espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Para pesquisas referentes a nanomateriais, faz parte dos processos de
caracterizacdo observar a morfologia e composicdo das amostras. Atualmente, a
microscopia eletronica de varredura (MEV) € muito usada na busca do entendimento
destes nanomateriais, devido as recentes melhorias significativas em MEV para geracdo
de imagens, difracdo e analise elementar. A analise por MEV ndo requer nenhuma
preparacdo especial da amostra e também ndo requer qualquer esmagamento mecanico
que possa causar a destruicdo da amostra, permitindo assim que a informagéo
morfoldgica e a informacdo de superficie sejam retidas (SUGA et al., 2014).

A morfologia das nanoparticulas de prata obtidas no presente trabalho foi
avaliada por MEV. Analisando a Figura 50, é possivel observar que as nanoparticulas
apresentaram em sua maioria morfologia esférica, com moderada dispersdo e com
regibes de agregacdo. Os resultados de morfologia obtidos por microscopia sao
corroborados pela anélise de UV-Vis, pois, conforme teoria de Mie, apenas uma Unica
banda plasmonica é esperada no espectro de absorcdo de nanoparticulas esféricas, com
pico SPR variando de 350 a 550 nm (RAMOS, 2017).

Figura 50. Imagens de MEV de nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde.
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A espectroscopia de energia dispersiva (EDS), por sua vez, € um método
analitico para determinacgdo elementar, também de grande importancia para o processo
de caracterizacdo. Geralmente, ela € combinada com analises de microscopia eletrénica
de varredura ou de transmisséao, para fornecer dados sobre a distribui¢do dos elementos
quimicos das nanoparticulas de prata (AgNPs). Além disso, para amostras complexas, €
uma ferramenta muito Gtil para identificar a existéncia destas nanoparticulas (LI1U et al.,
2012).

No presente trabalho, as analises por espectroscopia de energia dispersiva
revelaram sinais caracteristicos na regido da prata, confirmando, portanto, a formacéo
de nanoparticulas de prata. Os espectros obtidos podem ser observados na Figura 51 (A-
D). As nanoparticulas de prata metélica geralmente mostram um pico tipico de absorcéao
Optica em aproximadamente 3 keV devido ao fendmeno de ressonancia plasmonica de
superficie (BAR et al., 2009a)

Figura 51 (A-D). Espectros de EDS para identificacdo de componentes

quimicos presentes nas amostras de nanoparticulas de prata.
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B) Amostra 2 (10 mM)
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C) Amostra 3 (25 mM)
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5.10. Atividades antibacteriana e citotdxica das nanoparticulas (AgNPs) de prata

obtidas por sintese verde

5.10.1 Determinacéo das concentragdes inibitoria (CIM) e bactericida minima (CBM)

As concentragdes utililizadas nesta andlise foram obtidas através de diluigdes
seriadas a partir da concentracdo inicial de 100% das nanoparticulas de prata em meio
aquoso, resultando nas concentracgdes finais de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%
e 0,78%. Como controle foi utilizada a dltima coluna da microplaca, onde os primeiros
seis pogos foram utilizados como controle bacteriano (sem adicdo de AgNPs) e os
ultimos seis pogos como controle do caldo (sem adi¢do de AgNPs e indculo bacteriano).
A CIM foi determinada como a menor concentracdo das AgNPs capaz de causar
inibicdo do crescimento microbiano. A inibi¢do (ou ndo) das espécies bacterianas foi
avaliada visualmente, utilizando o reagente colorimétrico cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazolio (CTT) a 2%. Em seguida, a determinagdo da concentracdo bactericida minima
(CBM) foi realizada pela transferéncia de uma pequena aliquota (10 pL) do contedo
dos pocgos onde ndo houve crescimento bacteriano visivel no teste de CIM para a
superficie de placas de Petri contendo agar Muller-Hinton estéril. Apos incubacdo das
amostras durante 24 h e posterior analise das placas, definiu-se a concentracao

bactericida minima como a menor concentracdo capaz de causar a morte do indculo.

Tabela 21. Atividade antibacteriana de AgNPs obtidas por sintese verde.

Amostra 1 (5mM) 2 (10mM) 3 (25mM) 4 (50mM)
Microrganismo CiMm CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Enterococcus * 3,12 * 3,12 * 3,12 * 3,12
faecalis

Escherichia coli &5 1,56 * 1,56 * 1,56 * 1,56
Klebsiella * 1,56 * 1,56 * 1,56 * 1,56
pneumoniae

Salmonella €5 1,56 €5 1,56 * 1,56 * 1,56
enterica

Serratia * 1,56 * 1,56 * 1,56 * 1,56
marcescens

Shigella flexneri &5 1,56 &5 1,56 * 1,56 * 1,56
Staphylococcus * 3,12 * 3,12 * 6,25 * 6,25
aureus

Todos os valores foram expressos como porcentagem. (*) auséncia de crescimento em todas as concentragdes
testadas.
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Os resultados ilustrados na Tabela 21 demonstram que todas as concentracdes de
AgNPs foram capazes de inibir visualmente o crescimento das cepas bacterianas
testadas. Analisando as microplacas, ndo foi possivel detectar mudanca de cor do CTT
(incolor) para vermelho, fato esse que indica auséncia (ou taxa muito baixa) de
metabolismo bacteriano ativo.

O enorme potencial da nanotecnologia tem sido reconhecido nos ultimos anos
devido & eficacia dos nanomateriais contra as varias espécies de microorganismos
patogénicos. Um método para combater a resisténcia bacteriana as drogas disponiveis €
justamente a aplicacdo de nanoparticulas metalicas, para tentar diminuir as infeccdes e
combater essa resisténcia. Acredita-se que 0s materiais em nanoescala sejam agentes
antimicrobianos Unicos, com uma alta relacdo area-volume, sendo capazes de combater
mecanismos de resisténcia em mdltiplos microrganismos. Dentre as nanoparticulas
metalicas, as de prata foram estabelecidas como diferentes das outras nanoparticulas,
pelo fato de possuirem uma eficécia antimicrobiana significativa contra bactérias, virus
e outros microrganismos. As nanoparticulas de prata e os compostos a base de prata sdo
extremamente tdxicos para esses microrganismos, apresentando fortes efeitos biocidas
em varias espécies bacterianas (RAJESHKUMAR et al., 2019; TRAN et al., 2013; RAI
etal., 2012).

Existem diversos relatos na literatura acerca do potencial antibacteriano de
nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde, porém, no género Jatropha, ha poucos
estudos, sendo 0 nosso o primeiro trabalho realizado com a espécie Jatropha
mollissima.

Chauhan e colaboradores, em 2016, realizaram um estudo com a espécie J.
curcas, utilizando o extrato aquoso das folhas para a biossintese de nanoparticulas de
prata (AgNPs) e posterior avaliacdo do seu potencial antibacteriano contra patdgenos
alimentares. A analise das nanoparticulas por UV-Vis indicou que o pico de ressonancia
plasmonica de superficie ocorreu a 430 nm. Analises por FTIR indicaram a presenca de
aminas alifaticas e aminoacidos no extrato utilizado. Analises por microscopia de
transmissdo demonstraram que as nanoparticulas eram predominantemente esféricas,
sem areas de aglomeragdo. As analises por DLS indicaram que o tamanho
hidrodinamico das particulas era de 43 nm, com potencial zeta de -23,4. A analise por
difragdo de raios X (XRD) confirmou a presenca de prata (Ag) como o principal
elemento constituinte das amostras. Com relacdo & avaliagdo da atividade

antibacteriana, os resultados dos testes de difusdo em disco e MIC/CBM indicaram que
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Escherichia coli (ZOl: 23 mm, CBM: 0,010 mg/ml) foi o organismo mais sensivel,
enquanto Staphylococcus aureus (ZOl: 14,66 mm, CBM: 0,041 mg/ml) e Salmonella
enterica (ZOl: 16,66 mm, CBM: 0,041 mg/ml) foram os menos sensiveis. Os autores
concluiram gue as nanoparticulas de prata produzidas utilizando o extrato aquoso de J.
curcas possuem potencial antibacteriano significativo (CHAUAN et al., 2016).

Em um estudo conduzido por Bose et al. (2013), nanoparticulas de prata
(AgNPs) foram sintetizadas utilizando o extrato aquoso das sementes de J. curcas como
agente redutor. A andlise das AgNPs por UV-Vis indicou que o pico de ressonancia
plasménica de superficie ocorreu em 424 e 438 nm. Os resultados da caracterizacdo por
FTIR demonstraram que proteinas e fenois presentes no extrato atuaram como agentes
redutores, dispersantes e estabilizantes. Analises por DLS mostraram que as AgNPs
obtidas apresentaram um diametro médio de 74 nm. Com relacdo a avaliacdo do
potencial antibacteriano, os resultados mostraram que as AgNPs possuem excelente
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Por fim, os
autores concluiram que os resultados obtidos sdo promissores e que as pesquisas nessa
area abre um caminho de novas possibilidades para a aplicacdo de nanoparticulas de

prata no campo médico (BOSE et al., 2013).

5.10.2 Investigacdo da atividade citotoxica de nanoparticulas de prata obtidas a partir de

sintese verde

O uso de nanoparticulas de prata como um método seguro e eficiente no
tratamento do céncer ainda é uma tarefa complexa. No entanto, estudos que visam
compreender a eficiéncia antitumoral da prata estdo progredindo intensamente. A
reprodutibilidade e a estabilidade dessas nanoestruturas de prata sdo objetivos-chave
para pesquisadores dedicados ao desenvolvimento dessa area, a chamada
“nanomedicina”. Ha fortes evidéncias de que as nanoparticulas de prata se inserem
dentro das células-alvo e as reprogramam, desencadeando principalmente o fenémeno
da apoptose (VLASCEANU et al., 2016).

A sintese verde de nanoparticulas de prata surge como uma alternativa
interessante para este fim, pois 0 agente redutor da prata, que geralmente é alguma
substancia quimica, € substituido por biomoléculas do organismo vivo utilizado
(planta), diminuindo, dessa forma, o uso de substancias quimicas toxicas e caras. Dentre

as diversas vantagens da sintese verde, podemos citar sua relagdo custo-beneficio, boa
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reprodutibilidade e menor quantidade de energia necessaria em comparacdo a outros
métodos (VLASCEANU et al., 2016; TRAN et al., 2013).

No presente trabalho, foi realizado, inicialmente, um estudo preliminar
(screening) para avaliar a capacidade citotoxica de nanoparticulas de prata obtidas por
sintese verde frente a trés linhagens de células tumorais. Foram utilizadas no teste
concentragdes obtidas por diluicbes seriadas a partir de 100% da solucdo obtida
inicialmente, totalizando quatro concentragdes: 50%, 25%, 12,5% e 6,25%. Os

resultados obtidos com o screening das amostras testadas estao representados na Tabela

22.

Tabela 22. Atividade citotoxica in vitro de de nanoparticulas de prata obtidas por

sintese verde contra linhagens de células tumorais.

Amostra SNB-19 D PC3 sp |_HCT-116 D
N° Identificacdo | G19% (média) G1% (média) GI1% (média)
50% 94,92 0,35 97,99 0,49 99,09 0,68
25% 84,17 0,37 94,25 1,47 94,84 0,85
1(GmM) 12,5% 79,80 0,00 63,35 3,43 92,40 0,23
6,25% 25,46 5,58 38,12 9,31 34,09 0,00
50% 96,16 0,30 98,55 0,49 99,83 0,17
25% 96,54 0,52 92,06 0,56 96,09 0,17
2 (10 mM) 12,5% 91,27 3,87 95,01 451 98,81 0,17
6,25% 56,23 0,00 70,00 0,69 91,83 0,79
50% 99,16 0,15 99,93 0,29 100 0,06
25% 95,16 0,60 98,96 0,10 100 1,08
3 (25 mM) 12,5% 90,37 1,26 96,81 1,37 98,13 0,11
6,25% 81,74 1,12 94,46 0,59 97,66 0,34
50% 98,32 0,45 99,52 0,10 100 0,06
25% 97,17 0,20 99,65 0,10 100 0,07
4 (50 mM) 12,5% 97,05 0,15 99,45 0,00 100 0,06
6,25% 82,01 2,23 93,49 3,53 98,58 0,17

Valores expressos como percentual de inibicdo de crescimento celular + desvio padréo.

Os dados da Tabela 22 demonstram que todas as substancias testadas foram
eficazes e exibiram atividade citotoxica altamente significativa, acima de 75% de
inibicdo, com destaque para a linhagem HCT-116 (cancer de coélon), onde todas as
amostras apresentaram taxa de inibi¢do acima de 90%. Com relagéo a linhagem SNB-19
(astrocitoma), as amostras 3 e 4 apresentaram 0s melhores resultados, com taxa de

inibicdo entre 82 e 99%, enquanto que, frente a esta mesma linhagem, as amostras 1 e 2
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apresentaram atividades de baixa a moderada, com taxas de inibicdo entre 25,46%
(diluigéo de 6,25% de AgNPs para a amostra 1) e 56,23% (diluig&o de 6,25% de AgNPs
para a amostra 2).

Com relacdo a linhagem PC3 (cancer de prostata), apenas a amostra 1 (diluicdo
de 6,25% de AgNPs) apresentou uma atividade citotoxica considerada baixa (taxa de
inibicdo de 38,12%), ao passo que todos as outras amostras apresentaram uma boa taxa
de inibicdo (acima de 75%), com destaque para a amostra 4, onde todas as
concentragdes utilizadas demonstraram uma taxa de inibi¢do acima de 90%.

Apols a verificacdo dos resultados obtidos na analise preliminar, onde foi
possivel concluir que todas as amostras testadas possuem potencial citotdxico, estas
tiveram a sua atividade citotoxica avaliada novamente, frente as mesmas linhagens,
desta vez para determinacdo da Clso, que é a concentragcdo necessaria para que seja
alcancado metade do efeito maximo (taxa de inibicdo de 50%). Os valores foram
expressos como percentual de inibi¢do de crescimento celular, nas concentragdes de 50
MM (amostra 1), 100 uM (amostra 2), 150 uM (amostra 3) e 200 uM (amostra 4). Os

dados detalhados de Clso das amostras testadas estdo representados na Tabela 23.

Tabela 23. Atividade citotoxica in vitro (Clso) de nanoparticulas de prata obtidas por

sintese verde contra linhagens de células tumorais.

Clso uM
Linhagem (intervalo)?

1 (50 uM) 2 (100 uM) 3 (150 uM) 4 (200 pM) DoxP

SNB-19 7,76 8,66 10,18 8,07 1,20
5,62 — 10,72 7,97 -9,42 8,08 — 12,82 5,78 - 11,26 1,03-1,39

PC3 11,37 14,16 6,43 2,93 0,44
4,51-28,71 8,20 — 24,48 4,87-8,49 2,14-4,01 0,34-0,54

5,41

21,55 26,88 ' 4,349 0,11

HCT-116 20,62 — 22,52 23,26 — 31,05 4.67-627 423447 0,08-0,14

a\/alores de concentracdo inibitéria média (Clso) com um intervalo de confianca de 95% obtido por
regressdo ndo-linear a partir de dois experimentos independentes. PDoxorrubicina usada como
controle positivo. Valores expressos como percentual de inibi¢do de crescimento celular + desvio
padréo.

Observando os dados da Tabela 23, é possivel observar que as amostras
apresentaram potencial citotoxico variando de moderado a alto para as linhagens
tumorais testadas. As amostras 1 e 2 apresentaram melhor atividade para a linhagem de

astrocitoma (SNB-19) com Clso de 7,76 e 8,66 UM, respectivamente. A amostra 3,
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mostrou-se mais citotoxica para a linhagem de cancer de colon (HCT-116 - 5,41 uM). A
melhor atividade foi observada na amostra 4, onde a taxa de Clso foi de apenas 2,93 uM
para a linhagem de cancer de prostata (PC-3). Existem diversos relatos na literatura
acerca do potencial citotoxico de nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde,
porém, no género Jatropha, ndo ha nenhum estudo, sendo também este o primeiro
trabalho realizado com o género e com a espécie Jatropha mollissima.

Este ano, em estudo realizado na Coreia, Ahan e colaboradores investigaram o
potencial citotdxico de nanoparticulas de prata (AgNPs) obtidas por sintese verde a
partir de extratos de espécies vegetais. Dentre trinta extratos utilizados inicialmente para
a biossintese, sete (Cratoxylum formosum, Phoebe lanceolata, Scurrula parasitica,
Ceratostigma minus, Mucuna birdwoodiana, Myrsine africana e Lindera strychnifolia)
promoveram uma sintese bem-sucedida de AgNPs e foram selecionados para as etapas
seguintes. A analise das nanoparticulas por UV-Vis indicou que o pico de ressonancia
plasménica de superficie ocorreu a 450 nm. Analises por microscopia eletrdnica de
trasmiss@o demonstraram que as AgNPs biossintetizadas por esses sete extratos se
apresentaram em sua maioria na forma esférica e o potencial zeta (de -26 a -35) indicou
uma alta estabilidade coloidal. Com relacdo a atividade citotoxica, 0s autores
observaram que todas as sete amostras de AgNPs biossintetizadas apresentaram bons
resultados frente a células humanas de cancer de pulmdo (A549), atribuindo esta
atividade a constituicdo quimica dos extratos vegetais utilizados (AHAN et al., 2019).

Em 2017, Rajkuberan e colaboradores realizaram um estudo com a espécie
Euphorbia antiquorum L. (Euphorbiaceae), utilizando o extrato aquoso do seu latex
para a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) e posterior avaliagdo do seu
potencial citotoxico. A andlise das nanoparticulas por UV-Vis indicou que o pico de
ressonancia plasménica de superficie ocorreu a 438 nm. Analises por FTIR indicaram a
presenca de compostos fendlicos no extrato utilizado. Analises por microscopia de
transmissdo demonstraram que as nanoparticulas eram esféricas, dispersas e tamanho
variando de 10 a 50 nm. A analise espectroscopica de raios X por energia dispersiva
(EDX) confirmou a presenca de prata (Ag) como o principal elemento constituinte das
amostras. Com relagdo a avaliacdo da atividade citotoxica, as AgNPs apresentaram um
bom resultado contra células de carcinoma cervical humano (HeLa) (ICso = 28 pug/mL).
Os autores concluiram que as AgNPs podem ser consideradas nanobiomateriais
ambientalmente benignos e ndo toxicos para aplicacbes biomédicas e que 0s compostos

fendlicos sdo os constituintes ativos na reducdo e estabilizacdo das AgNPs
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(RAJKUBERAN et al., 2017). Esse dado corrobora o nosso trabalho, pois estudos
fitoquimicos realizados com J. mollissima indicaram a forte presenca de compostos
fendlicos em sua constitui¢do quimica.

Nesse sentido, levando em consideracdo tudo que ja foi exposto anteriormente,
pode-se concluir que os extratos vegetais sdo um recurso natural muito valioso para a
sintese verde de AgNPs. Os extratos contém diversos metabolitos secundarios bioativos
que podem atuar como excelentes agentes redutores e estabilizadores, aumentando
ainda mais a atividade bioldgica das nanoparticulas de prata resultantes dos processos

de sintese verde.
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6. CONCLUSOES

A espécie Jatropha mollissima apresentou uma grande diversidade de compostos
em sua constituicdo quimica e o fracionamento cromatografico do seu extrato bruto e de
suas fases possibilitou o isolamento de duas substancias, identificadas como
triacontanol e B-sitosterol. As anélises por CG-EM revelaram a presenca de diversos
constituintes, sendo a classe dos terpenos a mais representativa. Foram identificados
compostos importantes, tais como lupeol, fitol, acido palmitico, acido linolénico ¢ a-
tocoferol, todos com atividades bioldgicas significativas relatadas na literatura. As
andlises por CLAE-DAD-MS/MS e networking molecular possibilitaram a identificacdo
de dez flavonoides, sendo que, dentre esses, oito estdo sendo descritos pela primeira vez
em J. mollissima.

Com relacdo ao seu potencial antimicrobiano, J. mollissima foi capaz de
promover uma inibicdo moderada de espécies bacterianas de importancia clinica, sendo
Serratia marcescens a espécie mais sensivel. Nos testes de atividade modulatéria com
antibidticos, ficou evidenciado que J. mollissima estabeleceu uma relacdo antagdnica
com o antibiotico Norfloxacina, que faz parte da classe das fluoroquinolonas. Com
relacdo a atividade citotoxica, J. mollissima apresentou um forte potencial
antiproliferativo, principalmente contra linhagens celulares de cancer de préstata (Clso <
30pg/mL). A sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando o extrato aquoso de J.
mollissima foi bem sucedida, onde estas apresentaram morfologia predominantemente
esférica, dispersdo moderada e tamanho médio de 80 nm. A avalia¢do de suas atividades
biolégicas apontou que estas nanoparticulas possuem potencial antibacteriano e
citotoxico significativos, com altas taxas de inibicdo para todas as amostras testadas. Os
resultados significativos obtidos sdo provavelmente devido a presenca de compostos
fendlicos na constituicdo quimica da planta.

Estes sdo resultados inéditos para a espécie, 0 que incentiva ainda mais 0s
estudos com esta planta, a fim de elucidar os possiveis mecanismos de a¢do. Diante do
exposto, pode-se considerar que J. mollissima apresentou uma constituicdo quimica
bastante rica do ponto de vista quimico e biolégico, com a presenga de compostos muito
interessantes biologicamente, demonstrando, assim, que essa espécie possui um grande
potencial a ser explorado. Além disso, destaca-se a contribuicdo deste trabalho para a
fitoquimica da espécie e do género, que é reconhecidamente promissor pela literatura

atual.
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ANEXO 1 - TRABALHOS DERIVADOS A PARTIR DESTA TESE

Artigos submetidos em revistas cientificas:

Genus Jatropha (Euphorbiaceae): Chemical and Biological Aspects - a Review.
*Artigo de revisdo submetido a revista Chemico-Biological Interations.

Phytochemical analysis, antibacterial activity and antibiotic modifying action of
Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. (Euphorbiaceae).

* Artigo de pesquisa submetido a revista Industrial Crops and Products.

Phytochemical analysis and cytotoxic activity of Jatropha mollissima (Euphorbiaceae)
against prostate (PC3), astrocytoma (SNB-19) and colon (HCT-116) cancer cells.

* Artigo de pesquisa submetido a revista Phytochemistry.



