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RESUMO

Jatropha mollissima (Pohl) Baill. da familia Euphorbiaceae € encontrada na Caatinga Brasileira
e amplamente distribuida na regido nordeste, porém com poucos estudos de seu potencial
terapéutico. O objetivo dessa pesquisa foi realizar o perfil fitoquimico do extrato etandlico bruto
das folhas de Jatropha mollissima (EEJM) e analisar as suas atividades toxicoldgicas,
antitumoral e antibacteriana. A coleta do vegetal foi realizada na cidade de Caruaru-PE e
encaminhada a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para identificacdo e obtencdo do
extrato etanolico. O perfil fitoquimico foi realizado através de Prospeccdo preliminar e
Cromatografia de Camada Delgada (CCD). O protocolo para realizagéo da toxicidade aguda
foi baseado na Metodologia da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) 423. Avaliacdo da Atividade antitumoral foi realizada utilizando-se camundongos
albinos Swiss fémeas divididas em 4 grupos com 5 animais (Controle negativo, padrdo, e
tratamentos 100 mg/kg e 300 mg/kg, respectivamente). Protocolo da avaliacdo da atividade
antitumoral foi realizado de acordo com Geran e colaboradores (1972) com algumas
modificacfes. Nos testes de atividade antibacteriana e modulatéria foi empregada a
metodologia de microdiluicdo de acordo com National Comittee For Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) com finalidade de determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).
Para atividade modulatoria foram utilizados os antibidticos Gentamicina e a Amicacina. Em
relagdo ao preparo do indculo foram utilizadas as linhagens padrfes e resistentes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados obtidos através das andlises
fitoquimicas demonstraram a presenca de alguns metabdlitos secundarios tais como,
catequinas, cumarinas, esterdides livres, flavonas, flavonois, xantonas, flavanonas, glicosideos,
taninos condensados ou catéquicos e terpenos. De acordo com os resultados do ensaio de
toxicidade aguda, o extrato foi classificado na categoria 5 (como referéncia o Globally
Harmonised System — GHS) e sua Dose Letalso (DLso) foi estipulada como >5000 mg,
entretanto, histologicamente foi verificado sinais de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.
Quanto a atividade antitumoral, as doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg demonstraram resultados
promissores, com percentual de inibicdo tumoral de 69,11% e 73,26%, respectivamente, e
reducdo significativa das médias dos pesos dos tumores, histologicamente demostrou sinais de
alteracdes morfoldgicas nos mesmos. Os resultados da CIM com EEJM revelaram que 0 mesmo
nédo possui atividade antimicrobiana contra as cepas padrdes e resistentes de E.coli e S. aureus
mostrando um valor >1024 pg/mL, porém quanto a atividade modulatéria, os resultados
demonstraram sinergismo diante de uma interagdo fisica com os antibi6ticos utilizados, com
diminuicdo significativa da CIM com a gentamicina e amicacina frente a S. aureus e da
amicacina frente a E.coli. Todos os resultados obtidos sugerem que o extrato etandlico das
folhas de Jatropha mollissima apresentam uma agdo promissora na reducdo de células tumorais
e no combate & resisténcia bacteriana. Mais estudos sdo necessarios para um maior
entendimento dos mecanismos de acdo das atividades antitumoral e antibacteriana.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Histologia. Resisténcia Microbiana a Medicamentos.
Sinergia de Substancias Bioativas. Testes de Drogas Anticancer. Testes de Toxicidade Aguda.



ABSTRACT

Jatropha mollissima (Pohl) Baill. of the family Euphorbiaceae is found in the Brazilian
Caatinga and widely distributed in the northeast region, but with few studies of its therapeutic
potential. The objective of this research was to perform the phytochemical profile of the Ethanol
Extract of Jatropha mollissima leaves (EEJM) and to analyze its toxicological, antitumoral and
antibacterial activities. The collection of the vegetable was carried out in the city of Caruaru-
PE and sent to the Federal University of Pernambuco (UFPE) to identify and obtain the Ethanol
Extract. The phytochemical profile was performed through Preliminary Prospecting and Thin
Layer Chromatography (CCD). The protocol for acute toxicity was based on the Organisation
for Economic Co-operation and Development (OECD) Methodology 423. Evaluation of the
antitumor activity was performed using female Swiss albino mice divided into 4 groups with 5
animals (negative control, standard, and treatments 100 mg / kg and 300 mg / kg, respectively).
Protocol for the evaluation of antitumor activity was performed according to Geran et al. (1972)
with some modifications. In the tests of antibacterial and modulatory activity, the microdilution
methodology was used according to the National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS) in order to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The antibiotics
Gentamicin and Amicacin were used for modulatory activity. In relation to the preparation of
the inoculum the standard and resistant strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
were used. The results obtained through phytochemical analysis showed the presence of some
secondary metabolites such as catechins, coumarins, free steroids, flavones, flavonols,
xanthones, flavanones, glycosides, condensed or cathectic tannins and terpenes. According to
the results of the acute toxicity test, the extract was classified in category 5 (as a reference the
Globally Harmonized System - GHS) and its Lethal Doseso (LD50) was stipulated as >5000
mg, however, histologically, signs of hepatotoxicity and nephrotoxicity. As for antitumor
activity, the doses of 100 mg / kg and 300 mg / kg showed promising results, with a percentage
of tumor inhibition of 69.11% and 73.26%, respectively, and a significant reduction in tumor
weight means histologically showed signs of morphological changes in them. The results of
MIC with EEJM revealed that it does not have antimicrobial activity against the standard and
resistant strains of E. coli and S. aureus showing a value >1024 pg / mL, but regarding the
modulatory activity, the results showed synergism with a physical interaction with the
antibiotics used, with a significant reduction of MIC with gentamicin and amikacin against S.
aureus and amikacin against E.coli. All the results obtained suggest that the ethanolic extract
of the leaves of Jatropha mollissima present a promising action in the reduction of tumor cells
and in the fight against bacterial resistance. Further studies are needed for a better understanding
of the mechanisms of action of antitumor and antibacterial activities.

Key-words: Acute Toxicity Tests. Anticancer Drug Tests. Drug Resistance Microbial. Drug
Synergism. Histology. Plant Extracts.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a medicina tradicional
compreende diversos tipos de conhecimento e praticas que tem como base o conhecimento
empirico, baseado em teorias, crengas e experiéncias proprias de diversas culturas, sendo elas
passiveis de explicacdo cientifica ou ndo. Mesmo assim, de forma independente a isso, séo
utilizadas no cuidado a saude, na prevencao, diagnostico e tratamento de doencas fisicas ou
mentais (WHO, 2013).

As plantas medicinais constituem parte importante da medicina tradicional, sendo
considerada por séculos como sua base fundamental. A partir das plantas e seus derivados
vegetais podem ser obtidos os medicamentos fitoterapicos, que contém substancias bioativas e
sdo utilizados com a finalidade de prevenir e tratar doencas ou aliviar sua sintomatologia. Cerca
de 80% da populagdo mundial faz uso da medicina tradicional, e destes, 85% utilizam as plantas
medicinais para o controle e tratamentos das mais diversas doencgas (FENALTI et al., 2016).

Observa-se, a nivel mundial um aumento no interesse do conhecimento tradicional para
0 preparo de produtos industrializados. Muitos destes, tais como medicamentos, corantes,
cosmeéticos e produtos alimenticios podem ser obtidos a partir de plantas medicinais. Nesse
cenario encontra-se os fitoterapicos padronizados que sdo uma interessante op¢ao terapéutica
que vem ganhando cada vez mais espaco e importancia na medicina atual (LUBBE;
VERPOORTE, 2011).

A fitoterapia consiste no uso interno ou externo das plantas, no manuseio de suas partes,
na forma in natura ou de medicamento com finalidade terapéutica. A ampliacdo do mercado
consumidor impulsiona o interesse da inddstria farmacéutica nesse segmento (ALMASSY
JUNIOR et al., 2010; BASTOS; LOPES, 2010). De acordo com Almeida et al. (2014), o
mercado mundial de plantas medicinais, voltados para a fabricacdo de produtos para indudstria
farmacéutica, ronda os 32 mil milhdes de euros.

Porém, vista a importancia da fitoterapia dentro das possibilidades terapéuticas para a
ciéncia medica, faz-se necessario um controle de qualidade e seguranga desses produtos, para
que seu uso seja realizado de maneira mais segura e se tenha informacdes a respeito da
toxicidade, preparo, indicacdes, contraindicacbes e dosagens. As substancias bioativas
presentes nas plantas medicinais e nos fitoterapicos sdo conhecidas pelos beneficios obtidos
através de seus usos, mas esses compostos também podem ser nocivos a salide humana. Esse
ponto salienta a importancia de avaliar o grau tdxico, pois a sua dosagem pode inviabilizar o
uso (CARNEIRO et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; SILVA et al, 2017b).
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Portanto, é necessario conhecer as caracteristicas farmacoldgicas e toxicologicas, a
posologia e os aspectos clinicos associados as substancias naturais, para evitar o uso inadequado
e permitir que o seu uso seja realmente seguro (JORDAN, CUNNINGHAM, MARLES, 2010;
SEEFF, 2007). Sendo assim, séo desenvolvidos varios estudos buscando elucidar as questfes
relacionadas as atividades farmacoldgicas das plantas e dos seus principios ativos (ABDULLA
etal., 2010; AL-ATTAR, 2011).

No Brasil hd um grande interesse no estudo de possiveis efeitos benéficos dos vegetais
e seus derivados e o pais vem buscando evidenciar e comprovar as atividades de plantas a partir
dos relatos da populagéo. A combinagéo entre a biodiversidade brasileira, que conta com um
grande numero de espécies existentes, e o rico conhecimento tradicional, obtido através da
unido de diversos povos, coloca o pais em uma posi¢ado privilegiada para o desenvolvimento de
novos produtos (BALBINO; DIAS, 2010; BRASIL, 2016a; FENALTI et al., 2016; PASA,
2011).

Dentre as plantas disponiveis para pesquisas nesse sentido, encontramos Jatropha
mollissima (Pohl) Baill, conhecida popularmente como pinhdo-bravo, que é um arbusto com
ampla distribuicdo no Nordeste, pertencente ao género Jatropha e a familia Euphorbiaceae
(LEAL; AGRA, 2005). Etnofarmacologicamente, essa espécie é utilizada para inflamacédo
renal, auséncia de apetite, cicatrizacdo e contra picada de serpentes. Também possuem algumas
propriedades terapéuticas comprovadas como a atividade hipotensora, antiproliferativa e
moluscicida. Contudo, ainda ndo se sabe muito sobre ela, principalmente sobre suas atividades
biolégicas e farmacolégicas (ARAUJO et al., 2007; FERREIRA JUNIOR; LADIO;
ALBUQUERQUE, 2011; LEAL; AGRA, 2005; MELO et al, 2010; VILAR, 2004.).

Espécies pertencentes ao género Jatropha sao conhecidas no nordeste do Brasil por suas
propriedades medicinais e estudos realizados com espécies desse género demonstraram
resultados satisfatorios em relacdo a atividade antimicrobiana e anticancer (AI'YELAAGBE, et
al, 2007; APU et al., 2012; BHASKARWAR; ITANKAR; FULKE, 2008; BRAQUEHAIS,
2016; DAS et al., 2009; MENDOZA-MURNOZ, 2016).

A atividade anticancer apresentada por esse género pode estar ligada as suas proteinas
ricas em propriedades nutricionais, em particular a cursina, que apresenta potencial para ser
utilizada como imunoconjugado no tratamento quimioterapico (DEVAPPA, MAKKAR,
BECKER, 2010b).

Existem também, varios relatos na literatura de a¢Ges antibacteriana e antiflngica de
Jatropha multifida, Jatropha gossypifolia, Jatropha curcas, Jatropha podagrica, entre outras.

Desses estudos, muitos correlacionam essa agdo com a presenca de compostos fitoquimicos
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encontrados em abundancia nessas plantas, como por exemplo, taninos e flavonoides
(AIYELAAGBE, 2001; AIYELAAGBE, et al, 2007; FELIX-SILVA, et al., 2014; HAMZA, et
al., 2006; ONGTENGCO, 1992; SANCHEZ GREGORIO, 2012; VEIGA, 2008;
AYANBIMPE, et al., 2009).

Tendo como base a literatura e os relatos a respeito de outras espécies desse género, o
objetivo desse estudo foi avaliar os compostos fitoquimicos presentes no extrato etandlico bruto
das folhas de J. mollissima, verificando sua toxicidade frente a camundongos albinos Swiss

(Mus musculus) e analisando as suas atividades antitumoral e antibacteriana.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo empirica de espécies vegetais, a fim de melhorar a alimentacdo e tratar e
curar doencgas que acometem a humanidade, constitui uma pratica que remonta ao inicio da
civilizacdo, criando assim, uma inter-relagdo entre o uso das plantas e evolucdo do homem.
Desde o momento em que o0 homem percebeu a possibilidade de modificar o meio ambiente em
prol de aumentar suas chances de sobrevivéncia, passou a utilizar as plantas como recursos
terapéuticos (CARVALHO et al., 2010; GADELHA, 2013).

Esse conhecimento acerca da utilizacdo dos recursos vegetais foi sendo passado por
geracOes e as propriedades curativas dos vegetais ganhando recursos para se investigar e
descobrir seu valor comercial e cultural (DUTRA, 2009). As plantas medicinais sdo definidas
por Badke, (2011) como aquelas capazes de produzir principios ativos, restaurando o equilibrio
organico ou a homeostasia nos casos de enfermidades.

Esse conhecimento continua a contribuir para o tratamento de diversas doencas em
varias partes do mundo e juntamente com o uso de fitoterapicos vém influenciando em
mudangas econdmicas, politicas e sociais. Assim, colabora para a implementagéo de politicas
publicas no &mbito da medicina tradicional e nos avan¢os na area de registro de medicamentos
a base de plantas, como € o caso da categoria do Produto Tradicional Fitoterapico (PTF), que é
responsavel por comprovar a eficacia desses produtos através do tempo de uso e por meio de
literatura técnico-cientifica, baseada no uso tradicional (ETHUR et al., 2011).

O uso da medicina tradicional no tratamento de doencas € difundido em grande parte da
populacdo mundial. Em paises industrializados como Canadé, Franca, Alemanha e Italia, no

ano de 2013, foi visto que uma media de 80% da populacdo utilizava plantas medicinais como
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uma medicina complementar. Em paises em desenvolvimento especialmente nos continentes
Asidtico e Africano e na América Latina e Oriente Médio, cerca de 95% da populagdo faziam
uso dos medicamentos tradicionais para a gestdo da saude, sendo que 85% da medicina
tradicional esta baseada do uso de plantas medicinais (WALJI; WIKTOROWICZ, 2013).

Das 1.073 novas entidades quimicas aprovadas como medicamento pelo Food and Drug
Administration (FDA) entre os anos de 1981 e 2010, cerca de 60% sdo produtos naturais,
derivados ou que sdo mimetizados a partir deles. Apesar de, nas Ultimas décadas, a quimica
sintética e modelagem molecular estarem alcancado o seu auge, 0s recursos naturais ainda séo
0s mais promissores para o desenvolvimento de farmacos, sendo apenas 36% dos
medicamentos criados nessa época considerados verdadeiramente sintéticos (BRASIL, 2012b;
CRAGG; NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2012; WHO, 2011).

2.1.1 Uso de Plantas medicinais no Brasil

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo. De acordo com o Ministério
do Meio Ambiente, aproximadamente 20% do nimero de espécies da terra, encontram-se no
territorio brasileiro. A esse fato ainda soma-se o grande conhecimento conservado pela
populacdo, originado a partir da miscigenacdo de indios, europeus e africanos (BRASIL,
2016Db). Apesar desses fatores, ainda existe um grande distanciamento entre o uso da medicina
tradicional e a medicina ocidental, destacando entre elas, a fitoterapia (ANTONIO; TESSER;
MORETTI-PIRES, 2014; SHIN et al., 2013)

Um outro problema do uso de plantas medicinais € a escassez de estudos que possam
fornecer um acervo de informagfes, a fim de comprovar cientificamente sua eficacia e
seguranca (FIRMO et al., 2011; ROSSATO et al.,, 2013). Apesar de todo o potencial
apresentado pelo Brasil, pesquisas revelam que menos de 10% da flora nacional foi avaliada
quanto as suas caracteristicas biologicas e farmacoldgicas (ALMEIDA, 2012).

Atualmente, a maior parte dos fitoterapicos fabricados pela industria brasileira tem
como base o conhecimento popular, sendo dificil a sua competitividade comercial tanto
nacional quanto internacional pois, na maioria das vezes, ndo existem comprovacdes clinicas
ou pré-clinicas de suas atividades bioldgicas (AZEVEDO, 2008).

Por tais motivos, o Brasil tem buscado criar normas para estabelecer o uso de plantas
medicinais na saude publica e a promog&o do uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos.
Exemplos de medidas de funcionamento de politicas publicas voltadas nesse sentido foi a

aprovacao da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Politica
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Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2016a; BRASILEIRO et
al., 2006).

2.1.2 Caatinga

Apesar de todos os esforcos, alguns ecossistemas ainda sdo bastante negligenciados no
que se diz respeito a novas investigacdes e conservacao da sua flora, sendo a caatinga um dos
sistemas menos estudados no Brasil, tendo o seu potencial subestimado (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 2002; SCHMIDIT, 2016). Esse bioma é tipico da regido nordeste do pais,
compreendendo uma area de aproximadamente 826.411 km?, estendendo-se pelos nove estados
dessa regido e pela parte norte do estado de Minas Gerais (BRASIL, 2010; LEAL et al., 2005).

Tem como caracteristica uma vegetacao xerofita e decidua, com ocorréncia de flores e
folhas de acordo com a frequéncia de chuvas, que geralmente s&o escassas durante a maior parte
do ano (ARAUJO; CASTRO; ALBUQUERQUE, 2007). Por esse motivo, geralmente as
plantas desse bioma apresentam-se sem folhas ou com coloracéo esbranquicada. Este aspecto
da vegetacdo faz com que associem a caatinga a falta de recursos naturais e improdutividade
n&o revelando a riqueza oferecida por esse ambiente (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010).

Esse ecossistema riquissimo € o unico exclusivamente brasileiro, apresentando grande
incidéncia de espécies endémicas e elevada biodiversidade. Em um levantamento realizado no
ano de 2012, a Caatinga apresentava um total de 4.440 espécies de plantas entre briofitas,
samambaias, licofitas e plantas com sementes, sendo 748 endémicas deste bioma, o que
corresponde a quase 17% do total de taxons registrados (FORZZA et al., 2012).

Nesse ambiente, podemos encontrar varias plantas de interesse cientifico entre elas J.
mollissima, conhecida popularmente por pinhdo-bravo. Essa espécie faz parte da familia
Euphorbiaceae que apresenta plantas arbustivas. Sdo nativas na América do Sul e presentes no
Brasil principalmente na Caatinga. Porém, ainda sdo escassos 0s estudos ao que se referem a
seu potencial terapéutico, sistematica e taxonomia (BARROSO et al., 1991; SANTANA;
SOUTO, 2006).

2.2 ESPECIE Jatropha molissima L.

2.2.1 Familia: Euphorbiaceae
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Euphorbiaceae esté entre as grandes familias de plantas com flores que consistem em
uma grande variedade de vegetativas. Dividem-se em 4 subfamilias (Cheilosoideae,
Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae), 52 tribos, 317 géneros e 8 000 espécies. As
Euphorbiaceae estdo inclusas no filo Mangoleophyta, classe Mangoliopsida, ordem
Malpighiales, na linhagem Rosids. Na regido da Caatinga, por exemplo, Euphorbiaceae sensu
latu representa a terceira maior familia com 165 espécies descritas, sendo que 17 espécies sdo
endémicas (REDDY et al., 2017).

A familia apresenta grande diversidade e geralmente é composta de todos os tipos de
plantas, desde arvores altas e lenhosas a simples ervas daninhas de crescimento baixo.
Geralmente apresenta seiva leitosa, flores diclinas unissexuais, sendo as flores femininas com
gineceu sincarpico ovario superior e geralmente trilocular, placentacdo axilar, 6vulos colaterais,
pendulares com rabéia ventral e geralmente carunculadas. O fruto é geralmente uma cépsula
tricoca, devido sua deiscéncia e abertura em trés suturas (BIJEKAR; GAYATRI, 2014,
MWINE; VAN DAMME, 2011; SATIRO; ROQUE, 2008).

E distribuida amplamente por todo o globo terresre possuindo membros que se adaptam
desde florestas tropicais até desertos quentes e secos. Possui grande variedade génetica e
morfoldgia e por esse motivo acredita-se que muitas plantas pertecentes a essa familia ainda
ndo foram identificadas (BIJEKAR; GAYATRI, 2014; MWINE; VAN DAMME, 2011).

Por possuir ampla distribuicdo em todos os tipos de habitats, as plantas pertencentes a
essa familia sdo induzidas a se adaptar, produzindo uma grande variedade de substancias
empregadas para sobrevivéncia, entre elas: ésteres de diterpeno, alcaldides, flavondides,
saponinas, terpenos, ésteres, glicosideos cianogénicos, taninos, lectinas e e toxinas do tipo
ricina (COSTA, 2012; MWINE; VAN DAMME, 2011; RAJESH et al., 2006; ROGERIO et
al., 2007).

Séo de grande importancia na atividade econémica, por seu uso na alimentacdao, como
planta ornamental e matéria-prima para a producdo de borracha e biodiesel. Como planta
medicinal, essa familia é considerada um potencial em produtos bioativos. Estudos retrataram
0 uso popular de algumas espécies, principalmente dos géneros Croton, Jatropha e Mabea
(LAMEIRA; PINTO, 2009; TRINDADE, 2015).

2.2.2 Género: Jatropha

O nome Jatropha € derivado do grego palavra ‘jatros' (médico) e " trophe " (comida),

esse género apresenta 175 espécies distribuidas no mundo, sendo o quarto maior da familia
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Euphorbiaceae. Demonstra algumas utilizagdes conhecidas, como por exemplo na decoracao,
devido a coloracdo de suas flores, e como planta medicinal, sendo utilizada por comunidades
tradicionais como antitérmico, para cura de verruga e aftas, laxante, dores em geral, estimulante
sexual, alucindgeno, ansiolitico, contraceptivo, entre outros (CARELS; SUJATHA;
BAHADUR, 2012; HIROTA et al., 2010; RIOS, 2011; RODRIGUEZ-ACOSTA et al., 2009)

Considerando o uso tradicional das plantas desse género e os compostos que séo
produzidos por elas, as espécies nele contidas vém despertando grande interesse de paises como
Canada, China, Japdo e Estados Unidos, principalmente pelo seu uso na producao de biodiesel
e fitoterapicos (PEREIRA et al., 2015).

Espécies de Jatropha sdo ricas fontes de moléculas interessantes do ponto de vista
cientifico e farmacoldgico, sendo fontes de alcaloides, lignanas e terpenos. As proteinas
presentes nessas espécies despertam o interesse industrial por possuirem propriedades
nutricionais e biomédicas. Exemplos s&o as proteinas com alto poder de digestibilidade usadas
na dieta de ruminantes e uma proteina bioativa, a cursina, utilizada como imunoconjugado no
tratamento de cancer (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010a; DEVAPPA; MAKKAR;
BECKER, 2010b).

2.2.3 Espécie: Jatropha mollissima

Entre as varias plantas de interesse cientifico do género Jatropha, encontra-se Jatropha
mollissima (Pohl) Baill.. Essa espécie faz parte da familia Euphorbiaceae, possui crescimento
rapido e em condicdes de clima e solo favoraveis, podem chegar a uma altura de 5 metros e um
diametro de 20 cm e tem como vantagem o facil cultivo, adaptacdo a solos pouco férteis e
tolerancia a longos periodos de estiagem (FRANCIS; EDINGER; BECKER, 2005).

A descri¢do morfolégica de Jatropha mollissima foi realizada por Leal e Agra (2005)
como:

Arbusto com latex avermelhado, 2,0-3,0 m de comprimento; ramos
cilindricos, glabros, suculentos, estriados; estipulas caulinares, 2,0-4,0 mm,
espinhosas, lignificadas, persistentes; esti- pulas nectariferas foliares,
filiformes, dissectas, glandular-estipitadas. Folhas peltadas; peciolo 4,0-10,0
cm, cilindrico, puberulento, tricomas simples unisseriados; lamina 3,0-15,0 x
4,0-10,0 cm, orbicular, 5-palmatilobada, subcrassas; lobos elipticos,
puberulentos, tricomas simples, unisseriados, denteados, glandular-
estipitados, base aguda, apice glandular-acuminado, broquidrédroma.
Bracteas, 4,0-3,0 x 2,0-1,5 mm, elipticas, nectariferas, glandular-estipitadas.
Peddnculo cilindrico, 4,0-2,0 cm, puberulento. Inflorescéncias em corimbos,
terminais, bracteados; 2 flores pistiladas circundadas por 4 flores
estaminadas; pedicelos 0,4-1,5 cm, cilindricos, glabrescentes. Bracteas
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florais 0,2-1,0 cm, aciculares, puberulentas, glandular-estipitadas. Flores
estaminadas e pistiladas pentameras, calice 0,5-1,5 cm, sépalas soldadas no
1/4 basal, lobos ovalelipticos, estipitados, glabros; corola até 2,0 cm, pétalas
livres, 0,5-1,0 cm, oblongas, face externa avermelhada e a interna amarela,
glabra. Flores estaminadas marginais, estames-8, isodinamos, filetes 6,0 mm,
concrescidos na base, cilindricos, glabros; antera 0,3-0,5 mm, sagitada,
rimosa. Flores pistiladas centrais, estiletes-3, conatos na base, colunares, ca.
2,0cm; estigmas-2, bifidos, ovario trilocular, uniovular; disco hipogino,
glabro. Fruto capsular, 1,5-3,0 cm, trilocular, glauco, com deiscéncia
explosiva; sementes-3, oblongas, 0,8-1,0 cm, glabras, carincula evidente, ca.
de 1/5 do tamanho da semente; testa lisa, brilhante, marrom-ferruginea.
(LEAL; AGRA, 2005, p. 7)

Figura 1 - Partes da planta Jatropha mollissima (Pohl) Baill.

Fonte: (LEAL; AGRA, 2005).
Jatropha mollissima (Pohl) Baill. A. ramo florido; B. botdo floral; C. flor masculina isolada; D. detalhe

dos estames isolados; E. flor feminina; F. fruto tricoca; G. bractea isolada; H. sépala isolada.

J. mollissima é uma espécie rica em oOleos fixos e suas sementes sdo utilizadas
principalmente na producéo de biodiesel (DE ASSIS; PORTO; AGRA, 2013). Alguns estudos
realizados demonstravam que essa espécie apresenta efeito antibacteriano (ROCHA,
DANTAS, 2009), antioxidante (MELO et al., 2010), hipotensor e estimulante dos musculos
lisos do intestino e do Utero (LEAL; AGRA, 2005). Porém ainda séo escassos 0s estudos ao que
se referem a seu potencial terapéutico, sistematica e taxonomia (SANTANA; SOUTO, 2006).

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS PLANTAS
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Partes da planta como raiz, caule, folhas fornecem substancias ativas que podem ser
utilizadas pela industria farmacéutica na obtencdo de um medicamento e, por essa razdo, as
plantas estdo sendo cada vez mais estudadas sendo consideradas possiveis fontes de substancias
com atividades bioldgicas. Essas substancias sdo os chamados metabélicos secundarios e
comumente sdo utilizados em produtos e terapias (REZENDE et al.,, 2016; ROSA;
BARCELOS; BAMPI, 2012).

Esses metabdlitos ndo possuem suas funcdes fisiologicas totalmente definidas. Seus
efeitos terapéuticos podem ser utilizados para o restabelecimento da satide do ser humano mas
também podem ser tdxicas a eles (JIRSCHITZKA et al., 2012). Por isso, os estudos realizados
para avaliacdo da acdo desses bioativos devem priorizar a qualidade e seguranca desses
produtos, associando conhecimentos com base nas agdes farmacoldgicas e toxicoldgicas; a
posologia e os aspectos clinicos associados as substancias naturais, evitando uma propagacao
de uso inadequado e permitindo que o seu uso seja eficaz e ndo danoso (JORDAN,
CUNNINGHAM, MARLES, 2010; SEEFF, 2007).

A realizacdo de ensaios visando uma investigacdo analitica de forma quantitativa e
qualitativa a fim de determinar a atividade de metabdlitos frente a alguma enfermidade é
imprescindivel. Podendo assim, desvendar os conhecimentos relacionados as propriedades
quimicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas, estabelecendo critérios de eficicia, seguranca e
qualidade para a populacdo (CARVALHO, 2016; SOUZA et al., 2017).

Entre as atividades biologicas mais estudadas e pesquisadas para beneficio da
populagdo, encontram-se as atividades antitumoral e antibacteriana. A investigacéo e procura
de substancias que possam atuar no combate a doencas como o cancer e as infecgdes causadas
por microrganismos sdo de suma importancia a nivel mundial, sendo essas doencas

responsaveis por altos indices de incidéncia e mortalidade em todo mundo.

2.3.1 Cancer: Aspectos Gerais e 0 Processo de Carcinogénese

Cancer € 0 nome dado a um grupo de mais de cem doencas que tem como caracteristica
comum o crescimento e multiplicacdo anormal e descontrolada das células, podendo invadir
tecidos e orgdos vizinhos e levando ao desenvolvimento de metastase (INCA, 2017a;
MODIANO; BREEN, 2013). Vérios fatores podem estar associados ao desenvolvimento de
cancer; esses fatores podem ser internos ou externos ao organismo, estando eles geralmente

correlacionados. Como causas internas, destaca-se os fatores genéticos que podem estar pré-
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determinados levando ao descontrole celular ou a incapacidade do organismo de se defender de
agressodes externas. J& o ambiente onde nos encontramos e os habitos de vida referem-se a
fatores externos (INCA, 2017a).

Com base no documento World Cancer Report (2014) da International Agency for
Research on Cancer (IARC), o cancer é um problema de salude publica inquestionavel,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde espera-se que o impacto do cancer na
populacéo corresponda a cerca de 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados até
2025 (STEWART, WILD, 2014).

A estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para os anos de 2018/2019 aponta
a ocorréncia de aproximadamente 600.000 casos novos de cancer no Brasil para cada um desses
anos, sendo a estimativa dos novos casos por localizacdo primaria do tumor e sexo
demonstrados (figura 2) a seguir: (INCA, 2017b).

Figura 2 - Taxa de novos casos de cancer por localizagdo primaria do tumor e sexo, exceto pele ndo

melanoma*

Prostata 68.220  31.7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9.4%

Colon e Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 81%

Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumao ~ 12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 9.510 2,1%

Sistema Nervoso Central 5.810 2.7% Leucemias 4,860 2.4%

*Nimeros arredondados para maltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2017b

Durante o processo de carcinogénese, as ceélulas saudaveis acabam adquirindo
capacidades que irdo caracterizar a neoplasia, caracteristicas essas que se manifestam através
de alteracoes fisioldgicas que permitem o crescimento do tumor e a metéstase. Na figura 3,
pode se observar as principais caracteristicas do cancer descritas por Hanahan e Weinberg,
(2011).
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Figura 3 — Principais caracteristicas do cancer

Sustentagdo Evasdo de
dos sinais supressores de
proliferativos crescimento

Desregulagdo
da energia
celular

Evitando a
destrui¢do
imunolédgica

Criagdo da
replicagdo de
imortalidade

Resisténcia a
morte celular

Inflamagdo
promovendo o
tumor

Instabilidade e
mutagdo do
genoma

Ativagdo da
invasdo e
metdstase

Indugdo da
angiogénese

Fonte: Modifica de Hanahan e Weinberg, 2011.

Levando-se em consideracdo as recentes descobertas na oncologia, observa-se a
importancia dos genes supressores de crescimento, que S0 0S responsaveis por manter a
proliferacdo celular sobre controle, reduzindo o crescimento celular. Porém, quando esses genes
sofrem mutacdo perdem a capacidade de realizar essa funcéo, permitindo assim o que as células
com alteragbes no DNA se multipliqguem de forma desordenada (BYRD; ARAGON;
BREWER, 2012; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Muitos dos genes que participam dos processos de resposta aos danos causados ao DNA
estdo associados ao desenvolvimento de cancer e metéstase, tais como, Rad9, PARP1, BRCAL,
ATM e TP53. Muitos desses genes atuam como reguladores do ciclo celular, de proliferacéo e
do mecanismo de senescéncia ou apoptose. Podem participar também na regulacdo de outros
genes implicados na patogénese do cancer, sendo expressos em varios tumores humanos e
estando relacionados a tumorigénese (BROUSTAS, LIEBERMAN, 2014; GONCALVES,
2012).

Um processo de grande importancia que também ocorre devido as caracteristicas
tumorais é a ativacdo da invasdo e metastizacdo. Este processo demonstra uma série de
possiveis alteracfes biologicas sucessivas sendo elas: 1) invasdo local, 2) invasdo do tecido
peritumoral e dos vasos sanguineos e linfaticos (intravaséo), 3) circulacdo das células (embolia
neoplésica), 4) migragdo das células do lumen dos vasos para o parénquima dos tecidos
distantes, 5) agrupamento de células neoplésicas formando pequenos nodulos
(micrometéstases) e 6) crescimento das micrometastases levando a formagdo de tumores
macroscopicos (GONCALVES, 2012; TALMADGE; FILDER, 2010)
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Entre outras caracteristicas importantes para a sobrevivéncia das células tumorais,
destaca-se a resisténcia a morte celular, também conhecida como apoptose, que funciona como
um mecanismo para manter a homeostase do organismo, bem como serve de defesa na presenca
de agentes toxicos. Um exemplo é o aumento da expressdo de reguladores anti-apoptoticos
(Bcl-2, Bel-xL) ou de fatores de sobrevivéncia IGF 1 e 2, que diminuem a acdo de fatores pro-
apoptoticos (Ex: Bax, Bak e BH3) ou impedindo a morte celular induzida por ligantes
extrinsecos (HANAHAN; WEINBERG, 2011; SU; MEI; SINHA, 2013).

A variedade de mecanismo que resulta na resisténcia & morte celular demonstra a
diversidade de sinais indutores que as células cancerigenas descobrem durante a evolugao do
estado de malignidade (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Mas, além das vias apoptoticas, as
células neoplésicas enfrentam outras condi¢Ges que podem levar a sua morte, como a autofagia
e anecrose (LANZ et al., 2013; RAMAKRISHNAN; GABRILOVICH, 2013).

A morte celular necrdtica diferentemente da apoptose, libera no microambiente do
tecido sinais pré-inflamatorios que levam ao recrutamento de células inflamatérias do sistema
imunoldgico (GALLUZZI; KROEMER, 2008; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, et al.,
2010; WHITE et al., 2010). Naturalmente, esses elementos teriam como fungdo examinar o
dano tecidual e eliminar detritos necroticos restantes, mas varios estudos demonstram que essas
celulas acabam, muitas vezes, colaborando com o crescimento tumoral. Eles podem agir
promovendo a angiogénese, facilitando a proliferacdo das células neoplasicas, promovendo a
invasdo de outros tecidos e liberando fatores reguladores que podem estimular diretamente
celulas viaveis vizinhas a se proliferar, facilitando a progresséo neopléasica (GRIVENNIKQOV;
GRETEN; KARIN, 2010; RAICA; CIMPEAN; RIBATTI, 2009).

2.3.2 Carcinoma de Ehrlich

O avanco nos estudos a respeito do cancer de uma forma geral e dos mecanismos
relacionados a sua etiologia, progressao, diagnostico e tratamento, deve-se principalmente as
pesquisas na &rea da oncologia experimental. Este ramo da oncologia surgiu com a introdugdo
dos chamados tumores transplantaveis ou transmissiveis, que sdo mantidos em laboratério
através da inoculagéo seriada em animais suscetiveis ou em cultura celular (GUERRA, 2002)

O adenocarcinoma de Ehrlich é um tumor espontaneo de glandula maméria, teve sua
origem em camundongos fémeas. Foi transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich, em

1896, e suas caracteristicas foram descritas em 1909. Quando inoculado por via subcutanea ou


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867411001279#bib89
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867411001279#bib89
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867411001279#bib89
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intramuscular em camundongos, desenvolve-se de forma sélida e, quando inoculado na
cavidade peritoneal, desenvolve-se na forma ascitica (DAGLI; GUERRA; SALDIVA, 1992;
NOGUEIRA, 2008; RIBEIRO, 2012; SILVA; FREITAS; DOMINGUES, 2017).

A partir de 1940, os protocolos para pesquisas com a utilizacdo do tumor de Ehrlich
comecaram a ser desenvolvidos e padronizados, adequando-se a pesquisas qualitativas e
quantitativas. Esses protocolos representaram um marco na oncologia experimental pois o
conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das células tumorais a serem
inoculadas e o desenvolvimento rapido da neoplasia, conferiram vantagens para a escolha dessa
metodologia (PALERMO; MASSOCO; SOUZA, 2003; VALADARES; QUEIROZ, 2002).

As caracteristicas desse tumor sdo de crescimento espontaneo, indiferenciado e rapido,
possui comportamento agressivo, levando a um curto periodo de vida. Em animais com o
desenvolvimento do tumor na forma sélida a expectativa de vida é de 20 a 30 dias. Quando o
animal desenvolve a forma ascitica, essa expectativa cai para 10 a 14 dias. Esse tumor nao
apresenta regressdo espontanea e é facilmente transplantavel em quase todas as espécies de
camundongos usados em pesquisas (OLIVEIRA et al., 2003; SILVA; FREITAS;
DOMINGUES, 2017).

Quando o tumor se desenvolve de forma solida, hd a formacdo de edema e as células
pré-inflamatérias migram para o local da inoculagdo. Apos o terceiro dia de inoculacdo, ja se
pode notar um volume bem delimitado e ao toque observa-se que o tumor apresenta consisténcia
fibrosa. A analise do tumor na forma sélida é realizada através do exame anatomopatoldgico,
que € realizado apds a excisdo do tumor e, do ponto de vista morfoldgico, as células do tumor
apresentam alto grau de atipias (anaplasia), com nucléolos evidentes e numerosos, cromatina
condensada, mitoses atipicas e alta relacdo ndcleo-citoplasma (R1ZZO, 2000; SILVA,
FREITAS; DOMINGUES, 2017).

2.3.3 Bactérias patogénicas de interesse médico

As doencas causadas por bactérias podem ser causadas por bactérias exdgenas e
enddgenas. As bactérias presentes na flora bacteriana humana podem romper as barreiras que
delimitam sua flora normal, invadindo outros tecidos e levando ao desenvolvimento de
infec¢Bes. O quadro infeccioso acontece quando ocorre um desequilibrio entre os fatores de
viruléncia bacterianos e os mecanismos de defesa do hospedeiro, propiciando a multiplicacdo
bacteriana e invasdo de tecidos. A gravidade dessas infeccGes ira depender de algumas variaveis

como a localizacao, estado imunoldgico do hospedeiro, niUmero de bactérias infecciosas e 0s
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microrganismos envolvidas (AMANO, 2010; RUSU et al., 2010; TODAR, 2009; TORTORA,
2010).

A capacidade dessas bactérias de originarem doencas no organismo é chamada de
patogenicidade. Os microrganismos sdo chamados de bactérias patogénicas e dividem -se em
dois grupos: patogénicas primarias ou obrigatorias e patogénicas oportunistas (BROOKS, 2010;
TODAR, 20009).

As chamadas patogénicas primarias sao capazes de originar um quadro infeccioso a
medida em que entram em contato direto com um hospedeiro saudavel. Ja as bactérias
patogénicas oportunistas sdo bactérias que estdo em contato com o organismo de forma
comensal, sem provocar doenga, mas que mediante alguma alteracdo do hospedeiro como por
exemplo na imunidade, elas podem desenvolver quadros patogénicos. (TODAR, 2009;
TORTORA, 2010). Exemplos dessas bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(DAYAN et al, 2016; OGAWA et al., 2012).

2.3.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma espécie pertencente ao género Staphylococcus. As
bactérias pertencentes a esse género sdo potencialmente patogénicas por possuir a capacidade
de aderir a superficies e desenvolver biofilmes, sendo essa uma forma de resisténcia a terapia
antimicrobiana e as defesas do hospedeiro (PAHARIK; HORSWILL, 2016). S. aureus sdo
cocos Gram positivos, oxidase negativo, catalase negativas, sdo imdveis, ndo esporulados e, na
maioria das vezes, ndo encapsulados. Geralmente, apresentam-se em forma de cacho e esta
associada a uma variedade de infeccGes de carater oportunista em seres humanos, tanto de
origem comunitéria quanto hospitalar (PESSOA, 2011; QUINN, 2011).

Nos seres humanos e animais, encontram-se presentes principalmente nas vias aéreas
superiores, pele e cabelos. Podem provocar doencgas devido a uma contaminacgdo direta dos
tecidos, bacteremia primaria ou através da producéo de toxinas. Em individuos sadios, matém-
se como comensais. Mas, diante a desequilibrios na homeostase, podem gerar processos
infecciosos, como foliculite, impetigo, furdnculos e abscesso, e até infec¢des invasivas como
bacteremias, endocardite, pneumonias e meningites (NASCIMENTO, 2009; SILVA et al.,
2010).

Além disso, essas bactérias possuem fatores de viruléncia sendo um deles a producéo
de toxinas, capazes de levarem a alergias, doencas autoimunes, intoxicagdes, sindrome da pele

escaldada e sindrome de choque toxico. Comumente essas toxinas, chamadas de endotoxinas,
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encontram-se presentes em alimentos, sendo a fonte de contaminagdo mais frequente a
manipulacdo e estdo associadas também ao mal armazenamento do alimento ficando em uma
temperatura ideal para o crescimento bacteriano e a producdo de toxina (FORSYTHE, 2013;
SILVA et al., 2010).

Outro fator que confere viruléncia ao S.aureus € a producéo de proteina A. Ela € ligada
a parede celular e estimula o sistema imunoldgico desencadeando a resposta inflamatoria e a
formacéo de uma capsula polissacaridica, protegendo-a da fagocitose. A producéo da enzima
coagulase € outro mecanismo que dificulta a morte celular, pois ela converte o fibrinogénio em
fibrina, provocando a deposicéao de fibrina em torno da bactéria (SANTOS et al, 2007).

No inicio da década de 70, as cepas de S. aureus comegaram a apresentar resisténcia ao
antibiotico meticilina, sendo essas bactérias identificadas como S. aureus Resistente a
Meticilina (MRSA), sendo também resistentes aos demais betalactamicos (cefalosporinas e
outros). No ano de 1977, no Japdo, surgiu a primeira cepa de S. aureus com resisténcia a
Vancomicina (S. aureus Resistente a Vancomicina [VRSA]). As cepas de S. aureus resistente
se disseminaram de forma rdpida nos ambientes hospitalares, limitando cada vez mais, 0s

antibidticos utilizados na terapia contra essa espéecie (DOS SANTQOS, 2007).

2.3.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli é uma espécie bacteriana Gram negativa, pertence a familia
Enterobacteriaceae, ndo € esporulada, é anaerdbica facultativa, fermentativa, e apresentam
flagelos peretriqueos que as conferem motilidade, sendo tipica do sistema gastrointestinal
humano e umas das principais responsaveis por causar infeccdes nas vias urinarias e doencgas
diarreicas (BROOKS, 2010; CUNHA et al., 2012).

As cepas de E. coli, assim como S. aureus, também podem ser comensais no organismo,
mas também podem ser patdgenos importantes principalmente em quadros de imunodepressao.
Por estarem presentes no intestino de mamiferos e aves, sdo encontrados nas fezes e a sua
presenca em alimentos indica contaminagédo fecal e da presenca de outros microrganismos
enteropatogénicos (JORIS et al, 2013; KNOBL et al, 2012).

Existem varias cepas patogénicas de E.coli, que baseado no potencial de viruléncia,
sinais clinicos e nos mecanismos patogénicos, sdo divididas em seis grupos: entero-
hemorragica (EHEC), enterotoxigéncia (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enteroagregativa
(EAQQEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente adesiva (DAEC). Comumente a transmisséo

dessa bactéria ocorrem através de alimentos contaminados e, como sintomatologia, pode
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apresentar dores abdominais, diarreia, febre e vomito, e até complicagcbes mais graves como
colite hemorrégica, sindrome hemolitica urémica, parpura trombdtica trombocitopénica,
doenca cronica nos rins e distlrbios nervosos centrais 0s quais podem levar a convulsdes, coma
e morte (FORSYTHE, 2013).

Assim como as cepas de S. aureus, as cepas de E. coli também vém se tornando
resistentes aos antibioticos comumente utilizados. Estudos demonstraram que, nos Gltimos
anos, a resisténcia de Escherichia coli a antibidticos vem aumentando, tanto a nivel comunitario
como a hospitalar. Esse fato pode ser explicado por fatores de viruléncia relacionados a
alteracOes fenotipicas e genotipicas (FASUGBA et al., 2015; MIRANDA-ESTRADA et al.,
2017). Dias et al. (2010) estudando a sensibilidade de 44 cepas de E. coli e observaram que
50% das cepas apresentaram resisténcia a Penicilina, 2,27% a Ampicilina, 40,90% a Oxacilina

e 100% a Carbenicilina. Uma das cepas aduziu resisténcia a 41,66% dos antimicrobianos.

2.3.2.3 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia bacteriana frente a algumas substancias € resultado dos mecanismos de
adaptacdo frente aos antimicrobianos disponiveis no mercado fazendo com que seja necessario
a utilizacdo de farmacos cada vez mais onerosos e inacessiveis a populacdo de baixa renda.
Esse fendmeno crescente tem atingido em larga escala a satde publica mundial e € considerado
uma resposta evolutiva a presenca de substancias antimicrobianas no ambiente e ao uso
inadequado dessas drogas (BRASIL, 2012a; MACK, 2011; MARTINEZ; BAQUERO, 2014;
OBATA, 2010; WHO, 2013).

Quando o mecanismo de resisténcia surgiu, as bactérias se mostravam resistentes a uma
Unica droga sendo possivel a utilizacao de outros agentes antimicrobianos. J& nos Gltimos anos,
ocorreu o aparecimento das espécies chamadas multirresistentes, dificultando o controle de
varias infec¢des, principalmente das infeccbes hospitalares (FERNANDES, 2006; SHEA,
2003).

Esse acontecimento pode acontecer por meio de mutacOes (delecdes, insergdes ou
mutacBes pontuais) ou por transferéncia lateral de genes de resisténcia (KAPIL, 2005;
NORMARK; NORMARK, 2002; PITONDO-SILVA et al., 2014). As mutacdes ocorrem de
forma espontanea durante o processo de divisdo celular, mas que podem ser promovidas por
agente mutagénicos, como por exemplo o raio X (DAVIES; DAVIES, 2010).

A transferéncia lateral ou horizontal de genes corre através de 3 mecanismos principais:

1) através de bacteriofagos (transducao); 2) plasmideos (conjugacéo); e 3) e insercao direta de
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DNA bacteriano do ambiente (transformacéo) (ZHANG; ZHANG; FANG, 2009). A transducgéo
acontece apenas entre bactérias da mesma espécie e ocorre através da transferéncia de genes de
uma bactéria para outra através de um virus que se utiliza dos componentes celular da bactéria
para se multiplicar. Ao realizar a multiplicacéo, esse virus (bacteriéfago) pode incorporar ao
seu genoma fragmentos do DNA que contenham o gene de resisténcia e ao infectar outra
bactéria pode carrear esses genes (FINLEY et al., 2013; TAVARES, 2000).

Quando o0 mecanismo acontece por conjugacao, existe o contato fisico entre as bactérias
que podem ser da mesma espécie ou ndo. Esse contato pode ocorrer através do pili sexual ou
pelo contato célula a célula. J& o mecanismo de transferéncia é considerado como o mais
importante do ponto de vista clinico e ocorre quando uma bactéria absorve um fragmento de
DNA de uma bactéria que sofre lise ou teve seu DNA liberado. Esse DNA pode ser um
fragmento de cromossomo ou plasmideo ou ocorrer através de transposons (fragmentos de
DNA que ndo se multiplicam independentemente como os plasmideos, mas que podem inserir
DNA receptor ou plasmideal e se replicar junto com ele) (CAUMO et al., 2010; FINLEY et
al., 2013; FRANCO et al., 2009; GONZALEZ-CANDELAS etal., 2011; MERLIN et al., 2011,
TAVARES, 2000).

Os mecanismos que levam a resisténcia mais conhecidos séo: a) inativacdo enzimatica;
b) alteracdo de permeabilidade; ¢) bomba de efluxo; d) alteracdo do sitio de acdo da droga; €)
protecdo do sitio de agdo; f) superproducdo de alvos (BOSZCZOWSKI, 2016). A figura 4

demonstra 5 desses mecanismos e quais as classes de drogas que agem em cada um deles.

Figura 4 - Mecanismos de resisténcia a antibiéticos em bactérias.
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A procura de solucgdes para o fenébmeno da resisténcia bacteriana leva a investigacao de
farmacos alternativos para o tratamento de doencas causadas por esses microrganismos. Uma
estratégia recentemente utilizada é a combinacdo dos agentes antimicrobianos com extratos
vegetais com a finalidade de buscar novos antimicrobianos, sendo considerados fontes
promissoras nesse sentido. Esses fitoquimicos podem agir modificando os mecanismos de
resisténcia, podendo modificar receptores ou sitios ativos ou bloqueando rotas metabolicas,
potencializando o efeito do antimicrobiano sintético (HEMAISWARYA et al., 2008).

Diversos estudos demonstraram que extratos e 6leos essenciais derivados de plantas
podem modificar a atividade de antimicrobianos e assim melhorar o seu desempenho,
diminuindo a concentracdo necessaria para que haja a inibi¢do do crescimento (COUTINHO et
al., 2008b; MATIAS, 2010).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas de Jatropha mollissima (5 A) foram coletadas em julho de 2017, na cidade de
Caruaru, Pernambuco, Brasil, no Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA (Figura 5 B).
Sitio Malhada Pedras (Coo. dms; 8° 14' 24.662" S 35° 55' 15.085" W ") e enviadas a
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A exsicata foi depositada no herbario Geraldo

Mariz da Universidade Federal de Pernambuco, sob o nimero de registro 82.721 (Figura 5 C).

Figura 5 : Jatropha mollissima (Pohl) Baill
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Fonte: Dados da pesquisa

Em A: Arbusto de Jatropha mollissima. B: Local de coleta (Instituto Agronémico de Pernambuco). C:
Exsicata depositada sob o nimero de registro 82.721.
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Posteriormente, as folhas foram lavadas, pesadas e levadas para estufa de secagem com
circulacdo de ar e temperatura de 45 °C por 48 horas. O extrato de folhas secas foi preparado
por maceracao em Etanol PA, foram utilizados 100 g de folhas secas e a extracdo aconteceu por
esgotamento, finalizando as extragdes com um volume utilizado de 5 L de Etanol. As filtracdes
do extrato aconteceram atraves de papel filtro e apds as sucessivas extracbes o material foi
evaporado em evaporador rotativo a temperatura média de 45 °C e a pressdo reduzida, obtendo

0 extrato seco. Calculou-se o rendimento total do extrato, de acordo com a formula:

Pext
Pfolhas

RE%: x 100

Onde: RE = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Prolhas =

Peso das folhas frescas ou secas (g).

3.2 ANALISE FITOQUIMICA

ApoGs secagem, o extrato etanolico bruto das folhas de J. mollissima foi submetido a
duas metodologias para identificagdo dos seus fitoconstituintes.

3.2.1 Analise por Cromatografia em Camada Delgada

Foram retirados 15 pL do extrato e submetidos a cromatografia em camada delgada
(CCD) em placas de gel de silica (MERCK-Germany,15553), empregando-se o sistema de
solventes.

Os alcaldides foram revelados com reagente de Dragendorff e utilizado escopolamina
como substancia padréo. Para flavondides, uma aliquota do extrato foi solubilizada em alcool
70 % (ETOH 70 %), adicionado Cloroférmio (CHCIs) e agitado para obtencéo de duas fases,
clorofémica e hidroalcoolica. Empregou-se uma mistura de acetato de etila : &cido férmico :
acido acético glacial : 4gua (100: 11: 11: 26 v/v) como fase movel e foi revelada com o reagente
de NEU, com observacdo em camara de U.V. (365 nm), que utilizou como substancia padrao
a quercetina. Para a pesquisa de terpenos empregou-se como fase mdvel uma mistura, tolueno:
acetato de etila (93:7 v/v), revelada com vanilina sulfdrica a 1 %, seguida de aquecimento em
estufa (100 °C). O surgimento de manchas com coloracdo roxo/verde/azul foi usado como
critério diagnostico. Para as Cumarinas, a fase mdvel utilizada foi éter (1:1) apos secagem
utilizou-se o revelador KOH/EtOH e colocou sob uma luz UV. Na pesquisa de glicosideos, em

um tubo o extrato foi tratado com 1 mL de acido acético. Adicionaram-se 2 gotas de FeClz 2%
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(m/m) e transferiu-se para um tubo contendo 2 mL de H2SO4 concentrado observando possivel
mudanca de cor castanho — avermelhada. Para taninos o efluente utilizado foi acetato de metila:
tolueno: &cido férmico: agua (80:10:5:5) e o Revelador FeCls e para as saponinas foi usado o

indice de espuma ap0s a agitacéo.

3.2.2 Prospeccéo fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada segundo a metodologia preconizada por Matos
(1988), onde o extrato seco foi dissolvido e foram realizadas vérias rea¢cBes quimicas para
revelacdo dos seus componentes. Para identificar o grupo de heterosideos antraquindnicos, foi
usada a reacdo de Borntréger; no grupo de esterdides e triterpenoides, foi usada a reacao de
Liebermann-Burchard, a reacdo de Keller-Kiliani e a reacdo de Pesez; no grupo de heterosideos
flavonoides, foi usada a reacdo com acido sulfarico concentrado, a reacdo com hidréxidos
alcalinos e a reagdo com cloreto de aluminio; no grupo de heterosideos saponinicos, foi usado
o0 indice de espuma apds a agitacdo da solucdo neutralizada com carbonato de sddio; no grupo
de fenais e taninos, foi usada a reacdo com sais metalicos (acetato de cobre e cloreto de ferro)
; no grupo dos alcaldides foi usado o reativo de Mayer, o reativo de Dragendorff; no grupo das
cumarinas foi usado o teste da fluorescéncia, sob luz UV, com uma gota de hidroxido de sodio

e no grupo das resinas, foi avaliada a presenca de uma coloragdo turva no extrato etanélico.

3.3 TOXICIDADE AGUDA

Os testes foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob protocolo de n°® 0034/2017. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratérios de Farmacologia e Cancerologia Experimental do
Departamento de Antibi6ticos, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo experimental
Guideline 423 (OECD 423; 2001) com doses sequenciais, seguindo a proposta da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA).

3.3.1 Animais



35

Nos ensaios bioldgicos, foram utilizadas fémeas (nuliparas e ndo gravidas) de
camundongos albinos Swiss (Mus musculus), pesando entre 30 e 45 gramas e com idades entre

90 e 120 dias. Os grupos experimentais de camundongos continham trés animais por grupo.

3.3.2 Protocolo experimental

Como sugerido pelo protocolo, quando nao houver estudos preliminares, deve-se partir
da dose inicial de 300 mg/kg, onde a proxima dose a ser testada é determinada a partir do
resultado da primeira aplicacdo, conforme apresentado na Figura 6.

Todos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com condi¢fes
controladas de iluminacdo (ciclo 12 h claro/12 h escuro) e temperatura de 25 + 2 °C. A
alimentacéo foi suspensa por, no minimo 4 horas, antes do experimento e a 4gua liberada ad
libitum, a alimentacéo foi reintegrada apds 3 horas da administracdo. O EEJM foi solubilizado
com Polysorbate (Tween 80) e &gua destilada. Posteriormente, a solu¢do foi administrada por
via oral nos camundongos, introduzida no trato digestorio dos animais, através de canula
metalica acoplada a seringa (gavagem). O manejo e cuidado com 0s animais seguiram oS

principios éticos da experimentagdo animal segundo critérios estabelecidos pelo CEUA.

Figura 6 - Fluxograma representando a metodologia de toxicidade segundo OECD
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partir da dose de 300 mg/kg.
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3.3.3. Acompanhamento e andlise histopatoldgica

Apols a administracdo da dose por via oral, os animais foram acompanhados nas
primeiras 2 horas, periodicamente nas primeiras 24 horas e diariamente por 14 dias. Cada
animal foi marcado de forma diferente para posterior acompanhamento. As marcacdes foram
realizadas com uma caneta marcadora permanente correspondente aos nimeros ordinais de 1 a
3. Os animais foram observados quanto as diversas reacdes comportamentais relacionadas com
o0 Sistema Nervoso Central (SNC) (efeitos estimulantes e depressores) e com o Sistema Nervoso
Autbnomo (SNA).

A massa corporal de cada animal e os parametros fisiol6gicos (consumo de racao e
producdo de excretas) foram acompanhados diariamente. Ao fim do periodo de observacédo
todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e autopsiados. Foram retirados 0s 6rgaos
(figado, baco, rins e pulmdo), lavados e fixados em formaldeido a 10% durante 24 horas, e
posteriormente lavados com &gua destilada e processados em concentracdes crescentes de
alcool (70, 80, 90 e 100 %), embebida em parafina e corados pela técnica de hematoxilina-

eosina (HE) subsequentemente foram analisados em microscopia.

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL in vivo.

Os experimentos com os animais foram conduzidos de acordo com o protocolo da
Comissdo de Etica em Experimentacdo e Uso Animal (CEUA) da UFPE, Processo ne
0034/2017. Para andlise da atividade antitumoral in vivo, foram utilizadas células tumorais da
linhagem Carcinoma de Ehrlich (forma sélida) e seguido o modelo proposto por Geran e

colaboradores (1972), com algumas modificacGes.

3.4.1 Animais

Os animais utilizados foram camundongos albinos Swiss, (Mus muscullus), fémeas com
idade de 35 a 60 dias e massa médio de 30,0 g, provenientes do biotério do Laboratério de
Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de Antibioticos- UFPE. Foram
mantidos no biotério a temperatura de 25 °C + 2 °C, sob ciclo dia/noite (12 h claro e 12 h
escuro), com livre acesso de agua e alimento durante o experimento e distribuidos em grupos

segundo delineamento experimental.
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3.4.2 Delineamento experimental do estudo antitumoral in vivo

As células do tumor experimental, carcinoma de Ehrlich, foram cedidas pelo
Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de Antibioticos -
UFPE. As células tumorais foram mantidas em camundongos albinos Swiss fémeas, na forma
ascitica, com frequéncia de manutencdo de 7 dias. Os animais utilizados nos testes foram
divididos em 4 grupos sendo eles: G1: Grupo controle negativo; G2: Grupo Controle positivo;
G3: Grupo tratamento EEJM (100 mg/kg); e G4: Grupo tratamento EEJM (300 mg/kg). Para
realizacdo do experimento foram retiradas células do tumor ascitico do animal doador (5,0 x
10° cél. ml 1) e inoculadas via subcutinea na regido axilar direita dos camundongos para

desenvolvimento do tumor na forma solida.

3.4.3 Tratamento e calculo de inibicéo

O tratamento teve inicio 48 h ap6s inoculacdo e foi realizado durante 7 dias
consecutivos. As solucGes de cada grupo foram administradas de forma oral por sonda
intragastrica (gavagem), com excecao do grupo controle positivo que recebeu a solucao por via
intraperitoneal. A solucdo utilizada pelo grupo controle negativo para tratamento dos animais
foi solugdo salina a 0,9 % estéril + tween; os animais do grupo controle positivo foram tratados
com cisplatina (0,5 mg/kg), os animais do grupo EEJM 100 mg/kg e 300 mg/kg, receberam
solucdo contendo salina estéril a 0,9 %, Tween 80 a 0,05 % (v/v) e as doses respectivas do
extrato, todos em idénticas condi¢Ges. Foram utilizados para a experimentacdo in vivo 20
animais divididos igualmente entre os tratamentos, ou seja, grupo 1: Solugédo Salina (5); grupo
2: Cisplatina (5), grupo 3: EEJM 100 mg/kg (5) e grupo 4: EEJM 300 mg/kg (5). Um dia ap6s
o término do tratamento, os animais foram anestesiados e consecutivamente foram sacrificados
para retirada dos tumores e 6rgdos (figado, pulmao, rins e bago) que posteriormente foram
fixados em solucdo de formol e, em seguida, submetidos a analises histopatoldgicas. A taxa de
Inibicdo Tumoral (IT %) foi determinada a partir da massa média dos grupos de animais
tratados em relagcdo ao grupo controle ndo tratado: IT % = C — T /C x100 %, onde C é a massa
média dos animais do grupo controle (solugdo salina) e T corresponde a massa media dos

animais dos grupos tratados.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados da toxicidade e da atividade antitumoral, utilizou-se o
programa Microsoft Excel, exportando os dados para o software SPSS onde foi realizada a
andlise de estatistica ANOVA (Andlise de Variancia). Quando observado variacdo estatistica
significante foi aplicado o0 método Holm-Sidak para comparacéo da distribuicdo do parametro

de interesse entre os grupos de tratamento. Considerou-se valores p < 0,05.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA

3.6.1 Preparo da solucéo inicial

No preparo da solucédo inicial, a amostra foi solubilizada em Tween 80, que foram
calculadas as seguintes proporcées: 10 mg da amostra solubilizados em 20 pul de Tween 80 e

posteriormente diluido em agua destilada, obtendo uma concentracao inicial de 1024 pg/mL.

3.6.2 Microrganismos

Os microrganismos que foram utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério
da Saude. Foram utilizadas linhagens padrdes de bactérias Escherichia coli ATCC (American
Type Culture Collection) 25922, e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e linhagens bacterianas
multirresistentes (isolados clinicos) E. coli 27 e S. aureus 358.

3.6.3 Preparo e padronizacdo de in6culos bacterianos

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4 °C em caldo Brain Heart Infusion — BHI
(Acumedia Manufacturers Inc) a 10 % (preparado segundo as especificacdes do fabricante).
Antes dos testes, as linhagens foram repassadas para 0 meio BHI e incubadas a 35 °C por 24
horas. As linhagens repicadas a serem testadas foram diluidas em solugdo salina até atingir a

concentragdo 0,5 McFarlan de equivalente a 10° céls/mL (CLSI 2014).

3.6.4 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
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Os ensaios para determinacdo da CIM do extrato foram efetuados através do Método de
Microdiluicdo em Caldo, com concentragfes variadas (NCCLS, 2003). As suspensoes
bacterianas previamente padronizadas foram diluidas 1:10 em Caldo BHI para obtencédo da
concentracéo final de 10* céls/mL (NCCLS, 2000).

As amostras foram preparadas em concentracdo dobrada em relagdo a concentracao
inicial definida (2.048 ug/mL). Em cada cavidade, havia 100 uL do meio de cultura com uma
amostra de suspensdo bacteriana diluida 1:10 e volumes de 100 L foram diluidos seriadamente
1:2 no caldo BHI 10 % a partir do primeiro poco. O esquema de distribuicdo das amostras e
bactérias est4 demonstrado na figura 7.

Os ensaios foram realizados em triplicata. Foram usados controles positivos (meio +
indculo) e controles de inibicdo utilizando o extrato em concentraces decrescentes a partir da
méaxima de 1.024 pg/mL. As placas preenchidas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Em
placa separada também foi inoculado apenas 0 meio de cultura para verificacao da esterilidade
(controle negativo) (NCCLS, 2003).

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solucdo indicadora de resazurina
sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracédo de 0,01 % (p/v). Apos a incubacéo,
20 pL da solucdo indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas passaram por um
periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente.

Figura 7 - Esquema de distribuicdo e dilui¢do seriada dos extratos vegetais na microplaca de 96 pogos.

10 11 12

o0 @ m o mo g 0 W
00000000 -
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00 00000000
00000000
00000000

Extrato + BHI + SAATCC

a de cores:

=
43
[/ =]
[4-]
=]
=

Extrato + BHI + EC27
Extrato + BHI + ECATCC BHI + Bactérias

Extrato + BHI + SA358

Fonte: Dados da pesquisa



40

3.6.5 Avaliacdo da interferéncia do extrato sobre a resisténcia aos antibioticos

aminoglicosidios

Para avaliar o extrato como modulador da acdo antibiotica, foram utilizados os
antibioticos Amicacina e Gentamicina (Sigma Aldrich Chemical Co., USA) e as cepas
resistentes das bactérias S. aureus e E. coli. A CIM foi avaliada na presenca e na auséncia do
extrato em microplacas estéreis. O extrato foi diluido em caldo BHI 10 % em concentracdes
sub inibitdrias (CIM/8). A preparacdo das solucdes de antibidticos foi realizada com a adigédo
de &gua destilada estéril em concentracdo dobrada em relacdo a concentracdo inicial definida
(1024 pg/mL) e volumes de 100 pL diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10 %. Em cada
cavidade com 100 pL do meio de cultura havia a suspensdo bacteriana diluida (1:10). Foram
utilizados os mesmos controles citados no teste da CIM (COUTINHO et al., 2008a). As placas
preenchidas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e a leitura foi evidenciada pelo uso de
resazurina sodica como citado anteriormente.

Os resultados dos testes foram obtidos em triplicata e expressos como média geométrica.
Para andlise estatistica sera aplicada a two-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni.

Considerando significancia com p< 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a realizacdo dos ensaios propostos nessa pesquisa, a seguir, estdo os resultados

obtidos através das atividades testadas.

4.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

Para a obtencgdo do extrato etandlico bruto das folhas de Jatropha mollissima (EEJM),
foram utilizados 100 g do material seco, e resultou em 13,94 g de extrato, sendo de 13,94 % a
taxa de rendimento calculada.

O Rendimento total do Extrato (RE) encontrado neste estudo estd semelhante as
encontradas na literatura em relacdo a outras espécies pertencentes a0 mesmo género. Do
Carmo e colaboradores (2017), encontraram RE de 15,56 % para extrato etanolico de J.
gossypiifolia e Santos (2014) utilizando metanol como solvente obteve 10,12 % de RE para a

mesma espécie. Entretanto, outros trabalhos, como o realizado por Rocha (2013) calculou o
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rendimento do extrato etandlico das folhas secas da J. curcas, como 21,97 %, resultado esse
que se encontra acima dos obtidos para o EEJM.

Esses resultados s@o considerados normais ao observamos que além da diferenca entre
espeécies existem indmeros outros fatores que influenciam o rendimento do extrato como por
exemplo: as condigdes ambientais em que a planta se encontra, o solvente utilizado e 0 método

de extracdo.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA

As plantas utilizadas pelo homem com a finalidades curativas tém instigado pesquisas
que pretendem avaliar as suas atividades bioldgicas e os metabolitos secundarios. Para elucidar
e caracterizar as substancias presentes nesses vegetais, tem se investido em estudos
fitoquimicos buscando registra-las e caracterizad-las. O perfil fitoquimico € um estudo
preliminar que busca detectar a presenca dos compostos de determinada planta e caracteriza-
los. Servem de base para a investigacdo de plantas medicinais e como orientacdo para anélises
mais especificas e producéo de fitoterapicos ou medicamentos de origem vegetal.

A anélise fitoquimica preliminar do EEJM coletadas em Caruaru — PE, foi realizado
utilizando duas metodologias diferentes: Prospeccao fitoquimica e Cromatografia de Camada
Delgada. Os resultados obtidos nas analises dos constituintes quimicos encontram-se descritos

nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Prospeccao fitoquimica do extrato etandlico de Jatropha mollissima.

Metabdlicos secundarios avaliados Resultado

Acidos Fixos Fortes -
Alcaléides -
Antocianinas e Antocianidinas -
Auronas e Chalconas

Catequinas (Taninos Catéquicos) +
Cumarinas +

Esteroides Livres +

Fenois -

Flavonas, Flavondis e Xantonas +

Flavanonas +
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Tabela 1 - Prospeccao fitoquimica do extrato etandlico de Jatropha mollissima.
(Continuacao)

Flavononois -

Heterosideo Cianogénicos -
Leucoantocianidinas -

Resina -

Saponinas -

Taninos Hidrolisaveis -
Taninos Condensados ou Catéquicos +

Triterpendides -
Fonte: Dados da pesquisa

Resultado positivo (+), Resultado negativo (-), N&o realizado (NR).

Tabela 2 - Metabolitos encontrados no extrato etanolico de Jatropha mollissima (Pohl) Baill. através de
Cromatografia de Camada Delgada.

Classe de metabdlitos Presenca/Auséncia
Alcal6ides -
Cumarinas +++
Flavonoides t++
Glicosideos +

Taninos -
Terpenos +++
Saponinas -

Fonte: Dados da pesquisa
Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e Resultado

positivo intenso (+++).

Os métodos quimicos e cromatograficos sdo os procedimentos preliminares de
prospeccao fitoquimica mais utilizados. Os métodos quimicos, como a prospecc¢éo fitoquimica
de Matos (1988), baseiam-se na reagdo que ocorre entre 0S COmMpOstos presentes nos extratos
vegetais e regentes que sio detectores previamente conhecidos. E a metodologia mais antiga e
tem estudos datados de 1850 e podem ser baseados em precipitagdo, mudanca de cor e formacéo
de espumas.

A cromatografia ¢ uma técnica utilizada também para identificacdo e anélise de misturas

e substancias isoladas e consiste na utilizacdo de uma fase estacionaria e uma fase movel que
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ira eluir pela estacionéria, separando os compostos em diferentes niveis. Existem varios tipos
de Cromatografia, entre elas a CCD, que pode ainda se utilizar de reveladores para confirmagéo
das substancias (SIMOES et al., 2010).

Conforme demonstrado nas tabelas 1 e 2, foram reveladas através dessas técnicas a
presenca de diversas classes de metabolitos especiais, a saber: catequinas, cumarinas, esteroides
livres, flavonas, flavondis e xantonas, flavanonas, glicosideos, taninos e terpenos. Na tabela 1,
sdo mostrados os dados obtidos através da prospeccdo fitoquimica, que foram expressos de
forma qualitativa. J& na tabela 2, encontramos as analises realizadas atraves de CCD com a
utilizacdo de reveladores para confirmagdo dos metabdlitos e seu resultado apresentado de
forma semi-quantitativa.

As duas analises corroboram com a maioria dos metabdlitos pesquisados, existindo
divergéncia apenas quanto a presenca de taninos, onde a analise realizada baseada em Matos
(1988) demonstrou a presenca de taninos, ja na analise realizada através de CCD a sua presenca
ndo foi detectada. Entende-se, que a aplicacdo dos métodos qualitativos e semi-quantitativos,
como € o caso dos dois testes, possibilita um screening inicial (MATOS, 1997), especialmente
guando ndo existem muitos estudos sobre o perfil fitoquimico da espécie. Logo, estudos mais
detalhados séo necessarios para que se esclareca a composicao do extrato testado e se esclareca
as divergéncias entre os testes preliminares.

Poucos autores realizaram estudos fitoquimicos de J. mollissima, um deles foi Ribeiro
(2014), seus resultados demonstraram a presenca de flavonoides como um dos metabdlitos
secundarios mais presentes, além de também terem sido encontrados cumarinas, esteroides,
taninos e terpenos, corroborando com os dados encontrados nesse trabalho. Porém outros
metabolitos que ndo foram encontrados nas nossas analises foram detectados, como: saponinas
e alcaloides.

Melo et al (2010) realizou a pesquisa de terpenos nas folhas de J. mollissima, pelo
método de difusdo radial e também foi detectada a presenca desse constituinte em uma
concentracdo de 2,35 mg a cada 100 mg, resultado que demonstra similaridade com os
resultados obtidos.

Branquehais et al. (2016) também realizou um estudo preliminar fitoquimico do EEJM
e detectou cumarinas, taninos e alcaloides, esses resultados demonstram semelhanga nos
resultados obtidos, como também com os relatos descritos por Mariz et al. (2010), que
utilizando extratos aquosos e organicos de partes de uma espécie de Jatropha detectou presenga

de taninos, cumarinas e alcaloides.
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As poucas diferencas a respeito dos metabolitos secundarios encontrados neste trabalho
em relacdo aos de outros autores, pode ser justificada pelo fato de que os constituintes
fitoquimicos de espécies vegetais sofrem influéncia qualitativa e quantitativa das variacdes
climaticas e geograficas a que sdo expostos (NASCIMENTO et al., 2008). A maioria dos
constituintes encontrados nesse trabalho estdo de acordo com a literatura, apesar de poucos
dados sobre a fitoquimica da espécie J. mollissima. Existe também outros relatos fitoquimicos
de espécies do mesmo género em que podemos encontrar compostos semelhantes aos que foram
detectados neste estudo.

Das e colaboradores (2009) verificaram a presenca de terpenos ao analisarem o extrato
de Jatropha multifida, resultado encontrado também por Braskarwar, Itankar e Fulke (2008),
que detectaram no extrato das cascas de Jatropha podagrica a presenca de terpenos além de
outros metabdlitos como esterdides. Ebuehi e Okorie (2009) encontraram alcaldides,
glicosideos cardiacos, glicosideos cianogénicos, taninos, flavondides e saponinas no extrato
metandlico das folhas de Jatropha. curcas. J4 Okuyama et al. (1996) isolaram flavondides e
cumarinas em espécies de Jatropha cilliata.

Dos metabdlitos encontrados no EEJM que possuem atividades bioldgicas
comprovadas, destacam-se nesta pesquisa 0S compostos que demonstram capacidade
antibacteriana e anticancer. A exemplo dos compostos que apresentam efeito tanto frente a
microrganismos patogénicos, como na redugdo de células cancerigenas, destacamos: 0s taninos,
os terpenos, os flavonoides e as saponinas (BESSA et al., 2013; LUZ et al., 2014; SIMOES et
al. 2010).

Ainda nesse sentido, evidencia-se os compostos fendlicos e as catequinas, como
antioxidantes, reduzindo o risco de tumores e processos inflamatoérios. E os esterdis, que
destacam-se como redutores da absorc¢éo do colesterol da dieta e, consequentemente, na reducéo
do risco de doengas cardiovasculares e na inibicdo do crescimento de certos tipos de tumores
malignos (BESSA et al., 2013; SALGADO, 2009).

4.3 TOXICIDADE AGUDA

No ensaio de toxicidade, a menor dose testada nesse experimento (300 mg/kg), ndo
levou nenhum dos 3 animais a apresentarem mortalidade ou morbidade nas primeiras 24 horas
ap0s a exposicdo ao extrato e nem durante o estudo. Sendo assim, seguiu-se o protocolo e

realizou a exposicdo dos animais a dose de 2000 mg/kg, onde tambeém ndo foi verificada
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morbidade ou mortalidade. A dose de 5000 mg/kg né&o foi realizada pois a OECD indica o seu
USO apenas em casos excepcionais onde exista a necessidade de sua utilizacéo.

De acordo com os resultados diante das doses testadas o extrato foi classificado na
categoria 5 de acordo com 0 GHS e sua Dose Letalso (DLso) foi estipulada como > 5000 mg.

Os sinais clinicos observados apds a exposi¢do dos animais as doses de 300 mg/kg e
2000 mg/kg foram observados em relacdo a um grupo controle (CT), onde os animais
receberam apenas solucdo salina + tween 80, na mesma proporcéo das doses. Os resultados
foram tabulados segundo MALONE (1983) e estdo demonstrados na tabela 3. Observou-se que
os efeitos mais pronunciados foram no sistema nervoso central (SNC), principalmente
desencadeando atividade estimulante, tais como aumento da ambulag&o, aumento da frequéncia

respiratoria, erecao de cauda, movimento estereotipado e reacao de fuga.

Tabela 3. Sinais clinicos e taxa de mortalidade ap6s administracdo por via oral do EEJM em
Camundongo Mus musculus.

Doses via oral (mg/kg)

Sinais Clinicos 300 2000
30 min 1lh 30 min lh
CR TM SM CR T™M SM CM LM RM CM LM RM

1. Sist. Nervoso Central

Auséncia de coord. motora - - - - - - - - - - - -
Convulséo tonica cronica - - - - - - - - - - - -
Parada cardiorrespiratoria - - - - - - - - - - - -
Refluxo - + - - - - + - - - - -
1.1 Efeitos estimulantes

Agressividade - - - - - - - - - - - -
Ambulagdo aumentada +++ 1+ 4+ + + +++ A+ A+ + +
Aumento da respiracéo + + + + - + FH+ o+
Autolimpeza - - - - - - + + - - - -
Bocejo - - - - - - - - - - - -
Erecéo de cauda ++ 4+ + + +++  HH+ - - -
Espasmos - + - - - - + ++ - - -
Frémito vocal - - - - - - - - - - - -
Inversdo de macha + - - - - - - - - - - -
Irritabilidade - - - - - - - - - - - -
Movimento circular + + - - - - + + + + + +
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Tabela 3. Sinais clinicos e taxa de mortalidade apds administragdo por via oral do EEJM em
Camundongo Mus musculus.
(Continuacéo)

Movimento das vibrissas - - - - - - - - - - .

Movimento estereotipado ~ +++ +++ ++ 4+ - + + + . _ _

Reacéo de fuga + - + - + - +++  ++ o+ -

Sacudir a cabeca - - - - - - - - - - -

Saltos acrobaticos - - - - - - - - - - .

Tremores grosseiros - - - - - - - - - - -

1.2 Efeitos depressores

Ambulagdo diminuida - - - - - - - - - - -

Ataxia - - - - - - - - - - .

Catatonia - - - - - - - - - - .

Cauda em straub - - + - - - - - - + -

Perda do reflexo auricular - - - - - - - - - - -

Ptose palpebral - - - - - - - - - - -

Prostracdo - - - - - - - - - - -

Resposta ao toque - - - - - - - - - - -

diminuida

Sedacdo - - - - - - - - - - -

2. Sist. Nervoso

Autdonomo

Cianose - - - - - - - - - - -

Contorgdes - - - - - - - - - - -

Diarreia - - - - - - - - - - R

Dispneia - - - - - - - - - - -

Distensdo abdominal - - + - - + - - - - -

Diurese - - - - - - - - - - -

Edema de focinho - + - - - + + - - - +

Excregdo fecal + + - - - - + - - + +

Piloerecéo - - - - - - - - - - -

Taquipneia - - - - - - - - - - -

Salivagéo - - - - - - - - - - -

3. Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: Dados da pesquisa
Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e Resultado positivo

intenso (+++).
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O comportamento estereotipado complexo e 0 aumento da ambulagéo observado nos
camundongos tratados com o extrato, sugere uma possivel atividade sobre o SNC considerando
que, a atividade locomotora espontanea e 0 movimento repetitivo estdo relacionados com os
niveis de excitabilidade desse sistema (DA COSTA JUNIOR et al., 2011). Prut e Belzung
(2003), relataram em seus estudos que sinais como locomogdo aumentada podem ser um
indicativo de um efeito estimulante.

Diversos autores ja relataram a capacidade de metabolitos secundarios extraidos de
plantas demonstrarem atividades nesse sistema (ALMEIDA et al., 2012; GIRARD, 2003;
MUSTAD, 2014; SILVA et al, 2017a). Alguns dos metabdlitos encontrado no EEJM s&o
conhecidos por causarem alteracdes a nivel de SNC. Um exemplo seria a classe das catequinas
que foram encontradas nessa pesquisa e que em estudo realizado por Westerterp-Plantenga
(2010) demonstrou que tanto as catequinas presentes no cha verde quanto a cafeina podem atuar
inibindo a enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) que € a responsavel pela degradacédo das
catecolaminas. Como consequéncia do acimulo de substancias como a noradrenalina 0 SNC
sera estimulado continuamente.

Maclennan, Darlington e Smith (2002) afirmam que os terpenos constituem o grupo de
metabolitos com ac¢Bes sobre 0 SNC, em seu estudo os diterpendides encontrados no extrato de
Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), atuaram modulando sistemas neurotransmissores, tais como
serotoninérgicos, noradrenérgico, dopaminérgico e colinérgico, aumentando o fluxo sanguineo.
Baseado nesse fato, podemos pressupor que esses transmissores tenham contribuido para alguns
efeitos apresentados pelos animais como: formacdo do edema de focinho e aumento da
frequéncia respiratoria.

Os terpenos também atuam estimulando a geracdo do segundo mensageiro Trifosfato
de Inositol (IP3), que mobiliza o Calcio intracelular, levando a excitotocidade celular.
Colaboram com o processo de consolidacdo de memdria e também apresentam resultados na
reducdo do tempo de sono induzido por pentobarbital sédico, aumentando assim, o tempo de
laténcia para inicio do sono (MACLENNAN; DARLINGTON; SMITH, 2002; PASSOS et al,
2009). Esses fatos podem ter contribuido e influenciado no aumento da ambulacéo, e de forma
geral nas caracteristicas de estimulagdo do SNC.

Como observado na tabela 3, ndo foi constatada mortes em nenhuma das doses testadas
estando classificado como um extrato ndo toxico, porem Branquehais (2016) realizou um teste
de toxicidade que caracterizou 0 EEJM como tdxico mesmo em baixas concentracbes. No
entanto nesse estudo o ensaio de toxicidade foi baseado na Concentragcdo Letal (CL50),

utilizando o micro crustaceo Artemia salina e no presente, utilizamos o modelo da OECD,
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buscando a DLsg em um modelo in vivo utilizando camundongos, o que pode contribuir para a
obtencédo de resultado diferentes. Associado a esse fator também soma-se o fato do material
vegetal ter sido coletado em datas e locais diferentes o que pode levar a diferentes constituicdes
fitogquimicas que poderdo gerar respostas bioldgicas divergentes.

De acordo com Beutlher et al. (2001), é possivel que plantas de diferentes variedades
possam ter resultados de toxicidade diferentes umas das outras quando comparadas, pois,
muitas vezes essas plantas sao classificadas apenas quanto a espécie e ndo quanto a variedade.
Lapa (1999) ainda retrata o fato de que além das caracteristicas genéticas da planta, a sintese
das substancias quimicas é controlada por fatores ambientais como ecossistema, iluminagé&o,
calor, constituicdo do solo, umidade, dentre outros.

A massa dos animais foi acompanhada durante 15 dias ap0s a ingestdo das doses. Como
pode ser visto no Grafico 1 foi observado que ndo houve grandes alteracdes na média das
massas do grupo controle, porém observando os animais das doses de 300 mg/kg (300MG) e

2000 mg/kg (2000MG) nota-se que houve um aumento na massa corporal.

Gréfico 1: Médias da massa corporal dos grupos utilizados no teste de Toxicidade Aguda (OECD)
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Fonte: Dados da pesquisa
SF: Grupo tratado com Solucdo Fisioldgica 0,9%. 300MG: Grupo tratado com EEJM dose 300 mg/kg.
2000MG: Grupo tratado com EEJM dose 2000 mg/kg.

Passados os 15 dias de observagéo os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e retirados figado, baco, rins e pulmao, que em seguida foram pesados e levados para
analise histologica. Com a determinacdo das massas foram calculadas as médias + Desvio
Padréo (DP) dos animais dos grupos SF09, 300MG e 2000MG, os valores estdo demonstrados

na Tabela 4.
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Tabela 4. Média + desvio padrao das massas dos 6rgdos avaliados dos grupos controle e tratado no teste
de toxicidade oral

Fator Grupo avaliado Teste

Avaliado SF09 300MG 2000MG Valor p Utilizado
MédiaxDP MédiatDP MédiatDP

Figado 1,841+0,072  2,094+0,102 2,696+0,202 0,004 ANOVA (One
Way Repeated
Measures)

Baco 0,244+0,020  0,310+0,069 0,378+0,026 0,029 ANOVA (One
Way Repeated
Measures)

Rins 0,531+0,072  0,696+0,014 0,774+0,106 0,018 ANOVA
(Kruskal-Wallis
One Way Ranks)

Pulmao 0,347+0,101  0,349+0,035 0,384+0,073 0,801 ANOVA
(Kruskal-Wallis
One Way Ranks)

Fonte: Dados da pesquisa
Se p < 0,05 a distribuigéo do fator avaliado difere significativamente entre os grupos avaliados.

Aplicou-se o método Holm-Sidak para os procedimentos de comparagdo multipla entre
0s grupos com variacao estatisticamente significante, sendo destacados os 6rgaos: figado, baco
e rins, que apresentaram diferencas na média da massa dos 0rgaos apos o teste de toxicidade.

Apds a comparagao grupo a grupo observou-se que em todos os testes a divergéncia dos
pesos dos 6rgdos ocorria quando comparados o grupo 2000MG com o grupo SF e 0 grupo
2000MG com o 300MG. A comparacao entre 0s grupos SF e o 300MG néo apresentaram
diferencas significativas.

O teste de toxicidade aguda é utilizado para classificar apropriadamente substancias de
acordo com o seu potencial de toxicidade ou letalidade (VALADARES, 2006). Desmarchelier
e colaboradores (1999) evidenciam a importancia da avaliacdo do peso corporal como um
indicador de efeitos adversos que possam ser causados por drogas e produtos quimicos. Jahn e
Gunzel (1997) relatam que o uso de animais e a avaliagdo de sua massa corporal é um forte
indicador da toxicidade de uma substancia e relata que a maioria das respostas esta ligada a
depressao ou ao ndo aumento do peso corporal, isso pode acontecer por diversos motivos, como

por exemplo, a rejei¢do alimentar.
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Neste estudo foi verificado um aumento da massa corporal dos animais tratados, tanto
em relacdo a massa total, quanto no aumento das medi¢des de massa dos 6rgdos pesquisados.
Resultados semelhantes foram encontrados por Costa (2013) e Alves (2007), onde os animais
demonstraram uma tendéncia de ganho de peso ao longo do experimento. Para esse fator Jahn
e Glinzel (1997) explicam que o ganho de massa corporal também deve ser considerado como
uma resposta toxica, e que particularmente muitas vezes este fato estd associado a reducdo de
tempo na vida reprodutiva (pelo menos nas fémeas) e a reducdo no tempo de vida.

Bezerra et al. (2008) relata que a toxicidade pode ser também avaliada investigando a
variacdo de massa dos 6rgdos e destaca como os principais 6rgdos afetados em caso de
intoxicacdo sdo figado e rins, por serem 0s 0Orgdos responsaveis pela desintoxicacdo do
organismo, e nesses casos podem ter seus volumes ou massas aumentadas.

Ainda no sentido de investigar os danos causado pelo EEJM, realizou-se a analise
histopatoldgica dos 6rgdos, onde foi possivel observar algumas informac6es importantes. O
grupo controle apresentava de forma geral 6rgdos bem preservados apenas com pequenas
alteracdes no figado, onde foram observadas algumas células com ndcleos grandes, alguns
hepatocitos binucleados e discreta cariomegalia.

J& os animais tratados com EEJM nas doses de 300 e 2000 mg/kg apresentaram
alteracfes mais significativas. Observou-se que o grupo 300MG apresentou no corte de figado
tumefacdo celular moderada e leve congestdo dos grandes vasos (Figura 8). Os hepatdcitos
apresentavam granulagdes citoplasmaticas com algumas vacuolizag¢bes, nlcleos aumentados,
hepatdcitos binucleados e anucleados e cariomegalia (Figura 8B). Foi possivel também
observar a presenca de dois granulomas. Os animais que receberam a dose de 2000 mg/kg
também apresentaram tumefacéo celular, no entanto, de forma intensa. A congestao dos grandes
vasos e as alteracdes dos hepatocitos foram semelhantes nos dois grupos, entretanto com mais
vacuolizacdes e em maior quantidade para 2000MG. Diferente da dose mais baixa essa dose
também causou proliferacdo das células de kupffer e maior nimero de granulomas. O que pode
significar um dano hepéatico maior, mas também uma tentativa de regeneracéo desse érgéo.

No baco repetiu-se o quadro de moderada congestdo na dose de 300MG e acentuada
para a dose 2000MG. Na primeira dose visualizava-se inimeros feixes de trabéculas
musculares, muitas células multinucleadas e alguns megacaridcitos. Na segunda destaca-se o
padréo linfoide evidente, formacéo de foliculos e um nimero mais elevado de megacariocitos
e células binucleadas. O fragmento de pulmdo em ambas as doses possuia padrdo alveolar

normal, sem alterages significativas.
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Figura 8 - Imagens da andlise histologica do corte de figado dos animais do grupo 2000MG

Fonte: Dados da pesquisa

(A) — Seta preta apresenta intensa congestao do vaso hepaético.

(B) — Em B corte histoldgico de figado demonstra tumefacéo celular com areas de necrose, onde ha
perda da morfologia celular. Seta azul demonstra hepatdcito binucleado; seta verde apontando
para hepatdcitos anucleados e seta vermelha apresentando megacaridcito.

Imagens coradas por HE e com aumento microscopico em 20x.

Os rins demonstravam tumefacdo do epitélio nas duas doses, com pequenos pontos
hemorragicos na dose de 300MG (Figura 9B) e moderados na dose de 2000MG (Figura 9A).
Em ambas foram evidenciados endotélio dos ramos da artéria renal reativos (Figura 9B),
demonstrando uma resposta do vaso a um estresse. Na dose mais baixa foi possivel encontrar a
presenca de alguns cilindros hialinos nos tubos coletores e na dose mais alta o rim apresentou

tumefacdo celular e tubos coletores com degeneracéao hidrdpica.

Figura 9 - Imagens da analise histoldgica do corte rins dos animais do grupo 300MG e 2000MG

Fonte: Dados da pesquisa

(A) — Setas verdes apresentam pontos hemorrégicos no tecido renal do grupo 2000MG

(B) — Em B corte histoldgico de rim do grupo 300MG, demonstra vaso renal reativo; seta verde
apontando para areas de hemorragia.
Imagens coradas por HE e com aumento microscépico em 20x.
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Esses dados corroboram com os que foram evidenciados na pesagem dos Orgaos,
demostrando um grau de toxicidade do extrato que se mostrou mais acentuado conforme o
aumento da dose, mesmo néo tendo causado mortalidade no ensaio e sendo classificado como
ndo téxico o EEJM demonstrou sinais de citotoxicidade. Foi possivel observar que os 6rgédos
mais afetados pelo extrato foi o figado, principalmente, e 0s rins, 0 que corroborou com a
discussdo do peso dos 6rgdos onde se afirma que esses sdo 0s 6rgdos que mais sofrem com
reacOes toxicas.

Sinais encontrado histologicamente no figado como a presenca de vacuolizacbes
citoplasmaticas, que aumentam o volume dos hepatdcitos, pode indicar a combinacdo de
agentes tdxicos com lipideos intracitoplasmaticos (Santos et al., 2004). Stalker e Hayes (2007)
associam a presenca da tumefacéo celular com a reacdo do hepatdcito a agressdes toxicas. Yeh
(2011), afirma que substancias toxicas podem provocar quadros inflamatorio e degeneracédo
hepatica por meio da destruicdo de mitocondrias. Quanto aos aumentos dos efeitos toxicos de
uma dosagem para outra, Maclachlan e Cullen (1998), relatam que a morfologia da lesao
hepética induzida por toxinas varia consideravelmente com o tipo, dose e a duracdo da
exposicao ao agente toxico.

Quanto as alteragdes dos rins, segundo Kumar, Abbas e Aster, (2015), 0os processos que
possam causar uma agressdo a membrana plasmatica e na bomba de Na */K*, reduzem ATP e
levam a retencdo de Na* no citoplasma, liberando K™, isto leva a um aumento da concentragédo
de agua no citoplasma celular e pode levar a degeneracdo hidrdpica e tumefacdo celular.
Podendo assim, essa ser uma das explicacdes viadveis para as alteracfes histolégicas no tecido

renal.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL in vivo.

Na anélise da atividade antitumoral ap6s 36 h da inocula¢do do tumor, os animais foram
tratados por 7 dias e os seus pesos foram acompanhados durante esse tempo. Os valores das
médias dos pesos dos grupos Solucéo Fisioldgica a 0,9 % (SF), padrdo cisplatina (CIS), tratado
EEJM 100 mg/kg (100MG) e tratado EEJM 300 mg/kg (300MG) foram calculados e estéo
demonstrados no grafico 2.



53

Gréfico 2: Médias da massa corporal dos grupos utilizados no teste da atividade antitumoral
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SF: Grupo tratado com Solug&o Fisiologica 0,9%. CIS: Grupo tratado com Cisplatina 0,5 mg/kg.
100MG: Grupo tratado com EEJM dose 100 mg/kg. 300MG: Grupo tratado com EEJM dose 300

mag/kg.

Ap0s 24 horas da Ultima dose do tratamento, os animais foram sacrificados e os tumores

extirpados, juntamente com os érgdos (figado, baco, rins e pulméo). Em seguida foram pesados

e suas laminas histoldgicas foram confeccionadas e coradas pela técnica de hematoxilina-

Eosina (HE). Apos a obtencdo dos valores das massas foram calculados as médias e o valor de

p, por meio da andlise de varidncia ANOVA. Os resultados estdo demonstrados na tabela 5.

Tabela 5. Média * desvio padrdo das massas dos 6rgdos avaliados e do tumor segundo 0s grupos de estudo

da atividade antitumoral

Fator Grupo avaliado Teste
Avaliado utilizado
SF09 CIS 100MG 300MG P
MédiaxDP Média+DP Média+DP Média+DP

Figado  2,742+0,506 2,335+0,115 2,578+0,408 2,316+0,378 0,337 ANOVA One
Way Repeated

Measures
Baco 0,325+0,062 0,225+0,095 0,339+0,067  0,279+0,047 0,112 ANOVA One
Way Repeated

Measures

Rins 0,630+0,070 0,570+0,080 0,735+0,123  0,552+0,066 0,027 ANOVA

(Friedman

Repeated

Measures Ranks)
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Tabela 5. Média + desvio padréo das massas dos 6rgaos avaliados e do tumor segundo os grupos de estudo
da atividade antitumoral
(Continuacéo)

Pulmdo  0,331+0,051 0,405+0,099 0,429+0,079  0,429+0,138 0,277 ANOVA One
Way Repeated
Measures

Tumor  1,454+0,527 0,565+0,093 0,513+0,095  0,544+0,116 0,017 ANOVA
(Kruskal-Wallis
One Way Ranks)

Fonte: Dados da pesquisa

Se p < 0,05 a distribuicdo do fator avaliado difere significativamente entre os grupos avaliados.

A massa dos 6rgdos dos animais apos o teste de atividade antitumoral foi analisada e
conforme apresentado na tabela 5, apenas as massas dos rins (p = 0,027) e do tumor (p= 0,017)
obtiveram diferenca estatistica na comparagédo entre os grupos.

Apos esse resultado foi utilizado o método Holm-Sidak para comparagdo grupo a grupo.
Observou-se que a divergéncia das massas dos rins ocorreu principalmente quando comparados
0 grupo 100MG com os demais grupos, havendo também divergéncia entre o grupo SF quando
comparado aos grupos 300MG e CIS. Quanto ao tumor apés analise grupo a grupo foi
comprovado que os grupos CIS, 100MG e 300MG tiveram redugéo significante da massa
tumoral quando comparados ao grupo SF, mostrando assim um efeito antitumoral positivo,
tanto nos animais tratados com o antineoplasicos padréo, quanto aos tratados com EEJM.

Como o EEJM demostrou diferenca significativa entre as massas dos tumores foi
calculado o percentual de Inibicdo Tumoral (IT %). Os percentuais de IT % para o Carcinoma
de Ehrlich dos grupos padrdo (cisplatina), tratado EEJM 100 mg/kg e tratado EEJM 300 mg/kg,
foram determinados em relacdo ao grupo SF e estdo demonstrados na tabela 6.

Tabela 6. Valores do IT% para os grupos controle e tratamentos avaliados.

Tratamento IT(%)
Cisplatina 0,5 mg/kg 70,95
EEJM 100 mg/kg 69,11
EEJM 300 mg/ kg 73,26

Fonte: Dados da pesquisa
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A IT % assim como a média das massas tumorais apresentou dados promissores quando
comparamos os resultados dos grupos tratados com o EEJM e os tratados com o Padréo
Cisplatina. As duas concentracfes do extrato demonstraram resultados semelhantes ao padréo,
apresentando um efeito dose dependente em relacao a taxa de inibicdo. Esse fato pode levar a
novos estudos jé que as doses utilizadas nesse experimento encontram-se bem abaixo da DLsg
que foi estipulada nessa pesquisa, através da metodologia da OECD 423, em >5000 mg.

No teste para atividade antitumoral realizado nessa pesquisa, 0s animais tiveram sua
massa corporal acompanhadas durante todo o tratamento, e conforme visto no gréafico 2 os pesos
dos grupos tratados mantiveram uma constancia. Nos grupos SF e CIS observa-se uma leve
alteracdo das massas corporeas com o decorrer dos dias. No grupo SF houve um aumento na
massa dos animais isso pode ser justificado pelo répido desenvolvimento dos tumores nos
camundongos pertencentes a esse grupo. Quando se observa a tabela 5, verifica-se que esse
grupo foi o que apresentou maior valor de massa tumoral apresentando uma média de 1, 454 g
e mostrando-se estatisticamente diferente dos demais grupos. J& o grupo CIS apresentou um
leve decréscimo de massa, esse € um fato considerado comum pois segundo autores como
Tayarani-Najaran e colaboradores (2013) a perda de massa corpdrea é um dos principais efeitos
colaterais do uso de antineoplasicos, e se dad muitas vezes em consequéncia as nauseas e vomitos
causados por esses medicamentos.

Foi realizada também a andlise histolégica dos 6rgdos e tumores dos animais que
participaram do ensaio da atividade antitumoral. Os animais do grupo controle receberam como
tratamento apenas SF, ap0s andlise histoldgica do corte de figado foi possivel observar
tumefacéo celular acentuada e granulomas. Durante a leitura das ldaminas, sempre ao lado de
vasos foram vistos nédulos com um conjunto de células infiltradas, de citoplasma escasso, de
nucleo bem destacado, apresentando células em varios formatos, mas com destaque para as
células arredondadas e alongadas, sugerindo-se células neoplasicas. Além disso, foram
encontrados hepatécitos binucleados, anucleados e com intensa vacuolizagdo citoplasmatica
(indicando grande perda proteica).

Esse conjunto de células infiltradas com caracteristicas de malignidade foram
encontradas em todos 0s outros érgdos avaliados do grupo SF, apresentando-se quase sempre
ao lado de um vaso (Figura 10B), o que se torna um indicador de metéstase e de que sua
disseminagdo aconteceu através da corrente sanguinea. O maior numero de focos de células
invasivas foi encontrado no pulmé&o (Figura 10A), o que nos faz considerar a proximidade com
o0 local de implantacdo do tumor como principal explicagdo para o fato, seguido dos rins (Figura

10B), que é o 6rgdo responsavel pela filtragdo sanguinea. O ba¢o demonstrou uma reducao das
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estruturas foliculares e algumas trabéculas musculares. O pulméo apresentou reatividade no
endotélio das artérias, congestdo e hemorragia; também foi visto uma desarrumacéo do tecido
pulmonar juntamente com a presenca das células neoplasicas demonstrando uma expansao
desse cenario. O rim, por sua vez demonstrava vasos reativos, infiltrado perivascular de células

mononucleadas e degeneracao hidrépica.

Figura 10 - Imagens da anélise histolégica do corte de pulméao e rins dos animais do grupo SF.

Fonte: Dados da pesquisa

(A) — O circulo vermelho aponta conjunto de células infiltradas com caracteristicas de malignidade em
corte de tecido pulmonar.

(B) — Em corte de tecido renal o circulo vermelho aponta conjunto de células infiltradas com
caracteristicas de malignidade; seta preta aponta para vaso reativo.

Imagens coradas por HE e com aumento microscépico em 20x.

Os o6rgaos dos animais tratados com o padrao cisplatina apresentaram nddulos de células
metastaticas apenas no pulmé&o e nos rins, porém o figado e rins demonstram altos sinais de
citotoxicidade, apresentando graves alteragdes teciduais. O figado apresentou congestdo e
tumefacdo celular, hepatdcitos anucleados, binucleado, sem limites definidas e cariomegalia.
Foram encontradas extensas areas de necrose. Nos rins além dos infiltrados celulares, o corte
histol6gico demonstrou atrofia dos glomérulos com aumento do espaco peri-glomerular (Figura
11A), acentuada degeneracdo hidrdpica e areas de necrose, dilatacdo cistica dos tibulos com
intensa presenca de cilindros hialinos.

Os danos hepaticos e renais severos causados nos o6rgaos dos animais do grupo CIS
podem ser explicados pelo farmaco padrdo utilizado. A cisplatina é uma droga antineoplasica
padrao que forma ligacdes covalentes com as proteinas plasmaticas e € amplamente distribuida
para os tecidos, principalmente rins e figado. Apesar de possuir uma farmacocinética favoravel,
foi observado que causava, assim como grande parte dos antineoplésicos, reacdes adversas
importantes, destacando-se a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. Nos rins foram propostos trés
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mecanismos de agdo: apoptose e necrose, inflamacéo e estresse oxidativo que causam reducao
da taxa de filtracdo glomerular, lesdo tubular proximal e aumento de sais. No figado aumenta
as transaminases, altera o metabolismo energético do 6rgéo, causa enrijecimento da membrana
hepatica, peroxidacdo lipidica, dano oxidativo a cardiolipina e de proteinas com grupos
sulfidrila, e morte celular hepatica (VISACRI, 2017).

Os animais dos grupos 100MG e 300MG demonstraram alteragdes bastante semelhantes
a nivel histoldgico. Foram encontradas areas de metastase em figado, pulméo e rins, porém as
areas eram menos frequentes e menores do que as encontradas no grupo SF. O figado
apresentou cogestao sinuisodal, tumefacdo celular (mais intensa perifericamente), hepatocitos
anucleados e cariomegalia. O baco apresentava perda do aspecto linfoide com auséncia de
foliculos, trabéculas musculares adelgadas. O pulmédo apresentava-se discretamente
enfisematoso com espacamento do septo interalveolar e endotélio dos vasos reativo. Uma
diferenga encontrada nesse 6rgdo em relacdo a todos os outros, inclusive de outros grupos, foi
o fato de células neoplésicas terem sido encontradas dentro do vaso e nao apenas periférico a
ele. Os rins apresentavam degeneracdo hidrdpica, cilindros hialinos nos tubos coletores. Nos
grupos tratados com EEJM os glomérulos encontram-se bem preservados (Figura 11B). A

figura 11 compara o glomérulo do grupo tratado Cisplatina e o tratado EEJM com 300 mg/kg.

Figura 11 - Imagens das analises histoldgicas dos cortes de rins, comparando 0s 6rgaos dos animais do
grupo CIS e 300MG.

Fonte: Dados da pesquisa

(A) — Corte histolégico de rins do grupo Cisplatina (CIS). Aumento microscopico em 40x.

(B) — Corte histologico de ris do grupo 300MG. As estrelas representam o espaco peri-glomerular dos
rins. As setas pretas demonstram infiltrados celulares ao lado de vasos. Aumento microscopico em 20x
Imagens coradas por HE.
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Parte das alteracBes encontradas assemelha-se com as dos 6rgaos dos animais do teste
de toxicidade aguda, visto que eles também receberam o EEJM e mesmo que no teste de
atividade antitumoral as doses estejam bem abaixo das utilizadas no ensaio de toxicidade, estes
fizeram seu uso diariamente por 8 dias. Além da citotoxidade j& demonstrada anteriormente
ainda houve alteragdes celulares causadas pela metastase celular, que apesar de menos agressiva
que no grupo SF, atingiu principalmente pulméo e rins.

Em relacdo aos tumores, os do grupo SF apresentaram, como demonstrado na figura
12A, um tumor revestido parcialmente de tecido muscular e adiposo, que recobrem uma massa
de células com pleomorfismo apresentando em sua maioria células arredondadas, de nucleos
grandes e excéntricos com citoplasma escasso e vacuolizado; cromatina granular e nucléolos
proeminentes e areas de necrose. O tumor do grupo CIS (Figura 12B) apresentou 0 mesmo
padrdo celular encontrado no grupo SF, porém apresentava mais variado formato celular. Essa
descricdo assemelha-se as caracteristicas do tumor de Ehrlich descritas no Manual Bésico de
Cancerologia Experimental: Tumor de Ehrlich (SILVA; FREITAS; DOMINGUES, 2017).

Figura 12 - Imagens das analises histoldgicas dos cortes dos tumores, comparando os grupos SF e CIS.

Fonte: Dados da pesquisa

(A) - Corte histoldgico do tumor grupo SF.
(B) - Corte histoldgico do tumor grupo CIS.
Imagens coradas por HE e com aumento microscopico em 20x.

Na anélise histologica realizada nos tumores dos grupos 100MG e 300MG foi possivel
observar areas com diferencas histologicas em relacdo aos grupos controle negativo (SF) e
positivo (CIS). E possivel visualizar na Figura 13 que o grupo 300MG (Figura 13A) apresenta
uma dessas areas, com menos celularizagdo e tecido mais frouxo, com alto nimero de células

anucleadas, apresentando também pleomorfismo celular, isso quando comparamos ao grupo
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controle CIS (Figura 13B). Observa-se também mudancas tintoriais nas 1aminas, com nicleos
menos basofilicos e coloragdes mais acidofilas. Isso pode ter ocorrido devido a alguma
mudanca na fisiologia celular acarretando mudancas bioquimicas e em como ela responde a
tintura. Como relata Gayotto, e colaboradores (2000), ha uma associacdo da perda de atividade
tintorial microscépica com uma alteracdo na conformacdo das proteinas que compdem as

citogueratinas.

Figura 13 - Imagens das analises histolégicas dos cortes dos tumores, comparando o grupo 300MG e
CIS.

Fonte: Dados da pesquisa

(A) - Corte histoldgico do tumor grupo 300MG.
(B) - Corte histologico do tumor grupo CIS.
Imagens coradas por HE e com aumento microscopico em 20x.

Esses resultados sdo vistos de forma positiva ja que os grupos EEJM apresentaram
resultados promissores na reducdo da massa tumoral (tabela 5), aumento na taxa de inbicéo
(tabela 6) e histologicamente menos citotdxicas ao figado e rins do que o controle CIS, causando
alteraces morfoldgicas e fisiologicas no tumor.

A busca por novas terapias que possam melhorar a qualidade de vida a quem sofre com
0 cancer é uma luta constante. E como visto, 0s produtos naturais apresentam-se como uma
estratégia viavel para a busca de novas ferramentas que possam ser utilizadas com esse fim.
Como exemplos de compostos anticancer desenvolvidos a partir desses produtos temos
vindesina, vinorelbina, etoposida, docetaxel e topotecan (BEZERRA et al., 2008; TAYARANI-
NAJARAN et al., 2013).
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Por tais motivos é importante desbravar a variedade compostos disponiveis nas diversas
espécies de plantas disponiveis e desvendar suas possiveis atividades terapéuticas, como por
exemplo, a atividade anticancer.

Apesar de ndo terem sido encontrados na literatura estudos que demonstrassem a
atividade antitumoral in vivo de Jatropha mollissima, existem estudos que demonstraram a
utilizacdo de metabdlitos encontrado em espécies do mesmo género que levam a reducdo de
células cancerigenas. Exemplos sdo os estudos das seguintes espécies: Jatropha gossypifolia
(DEVAPPA, MAKKAR, BECKER, 2010a), Jatropha macrorhiza (TORRANCE et al, 1976),
Jatropha divaricata (DENTON et al., 2001; KREBS et al., 2004; SUTTHIVAIYAKIT et al.,
2003), Jatropha podagrica (SANNI et al., 1988).

Os compostos responsaveis por desencadear as atividades antitumorais nas espécies do
género Jatropha listadas acima, podem ser 0s que se encontram em EEJM e que se encontram
apresentas nas tabelas 1 e 2. Os metabdlitos secundarios sdo estudados principalmente a fim de
se investigar as suas atividades bioldgicas e potenciais usos para o bem da saude humana.
Metabolitos com suas func@es ja desvendadas servem de base para investigacdo de possiveis
atividades farmacologicas de outras plantas, principalmente quando estas sdo pertencentes ao
mesmo género, pois sdo esperadas semelhancas com relagdo ao perfil fitoquimico.

Dos metabdlicos identificados nas analises alguns apresentam importantes relatos na
literatura a respeito de suas atividades metabdlicas e em especial de seu efeito antitumoral,
destacando: os flavonoides, catequinas (taninos catéquicos), taninos e cumarinas.

Bessa et al. (2013), Rocha et al. (2011) e Simdes et al. (2010) em seus trabalhos
destacam os flavonoides como 0s compostos mais numerosos nas Angiospermas e enfatizam
entre outras, as suas atividades antiproliferativas, anticarcinogénicas e antitumorais. Bessa
ainda destaca ouras classes metabolicas com essas mesmas atividades, a exemplo as catequinas,
gue sdo anticarcinogénica e dos taninos, caracterizado como compostos fenolicos, que possuem
a capacidade de neutralizar radicais livres diminuindo o risco do desenvolvimento de tumores
e processos inflamatorios.

Schmitz et al.,, (2005) também relatam as atividades biologicas das catequinas
pertencentes ao grupo dos polifendis, apresentando atividades importantes para o combate do
cancer alem da anticarcinogénica, sendo elas: antioxidantes, quimioprotetora, termogénicas e

anti-inflamatoria.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA

Atualmente, um problema de saide que vem chamando atencdo mundial sdo o0s
microrganismos considerados multirresistentes, as cepas de bactérias que ganham resisténcia,
diminuem a eficécia dos antimicrobianos disponiveis no mercado, dificultando o tratamento do
paciente com antibiéticos mais simples. Isso leva a necessidade de antibiéticos cada vez mais
potentes, que tenham um amplo espectro e que por sua vez sSdo mais caros e inacessiveis a
populacdo de baixa renda (BRASIL,2012a; TERRIVEL et al., 2013).

Devido a isso, a utilizacdo de plantas com propriedades antimicrobianas e modulatérias
ou com um possivel sinergismo destas com farmacos, vem tomando for¢a no cenario popular e
cientifico, sendo ampliado seu uso para a diminuicdo do problema da resisténcia (CHAVES et
al., 2011; COUTINHO et al., 2012; MATIAS et al., 2012).

Nas andlises microbiolégicas do EEJM foram utilizadas linhagens padrdes e
multirresistente das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os valores obtidos

apos determinacdo da CIM encontram-se apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores da CIM (pg/mL) do EEJM.

Linhagens bacterianas CIM (ug/mL)
Escherichia coli ATCC10536 >1024pg/Ml
Escherichia coli EC27 >1024pg/Ml
Staphylococcus aureus ATCC25927 >1024pg/Ml
Staphylococcus aureus SA358 >1024pg/Ml

Fonte: Dados da pesquisa

Diversos autores relacionam a presenca de alguns metabdlicos encontrados nas analises
fitoquimicas do EEJM com acéo antibacteriana. A exemplo temos: flavondides (TSUCHIYA
et al., 1996), Taninos (BESSA et al., 2013; MELLO, SANTOS, 2001; SIMOES et al. 2010;) e
terpenos (SIMOES et al. 2010; LUZ et al., 2014).

No entanto, em relacdo a analise da CIM, foi visto que o extrato, quando testados com
linhagens bacterianas padrdes e multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
nao obteve resultados significativos mostrando um valor de >1024pug/mL.

Em um estudo realizado por Camelo (2015) com o latex da J. mollissima, mostrou-se
gue 0 mesmo ndo inibia o crescimento bacteriano e também ndo apresentou atividade

bacteriostatica frente a E. coli, resultado que reforca os dados encontrados nesta pesquisa.
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Porém ainda neste estudo o latex reduziu o desenvolvimento de S. aureus, o que foi explicado
por Camelo (2015) pela diferenca da composi¢édo da membrana externa entre as duas bactérias,
esse resultado diverge dos encontrado nessa pesquisa.

Ja Branquehais et al (2016), utilizando Enterococcus faecalis, avaliou in vitro a
atividade antibacteriana do extrato etandlico das folhas de Jatropha mollissima, coletada em
Taua-CE, e constatou acao antibacteriana do extrato na concentragdo de 250 mg/mL frente a
essa bactéria.

As divergéncias de resultados da atividade antimicrobiana entre esses estudos podem
ser explicadas pelo fato da planta ter sido coletada em épocas, horarios e em regides distintas,
0 que segundo Martins (2012) pode acarretar na mudanca da quantidade e da atividade dos
metabolitos secundarios. Atualmente, sabe-se que 0os metabdlitos das plantas estdo ligados a
forma como esse organismo se adapta ao ambiente a que pertence, podendo exercer diferentes
atividades bioldgicas e farmacoldgicas, fornecendo aos estudiosos subsidios para aplicagdes na
melhoria da satide humana (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Juntamente com essa informacédo
associa-se o fato de que as cepas bacterianas e as metodologias usadas nos testes sao diferentes
das encontradas nos trabalhos citados, sendo assim, o comportamento das cepas frente ao
extrato pode ocorrer de forma diferenciada.

Além dos estudos que buscam avaliar o potencial antimicrobiano proveniente de plantas
medicinais, existe 0s que pretendem demonstraram que extratos e 6leos essenciais derivados de
plantas podem modificar a atividade de antimicrobianos e assim melhorar o seu desempenho,
diminuindo a concentracdo necessaria para que haja a inibicao do crescimento. Essas pesquisas
sdo de grande interesse para a industria farmacéutica devido ao crescente nimero de casos de
resisténcia que os microrganismos adquirem frente aos antibioticos de uso tradicional
(BOHATCH JUNIOR et al, 2016; COUTINHO et al., 2008b; MATIAS, 2010).

Com isso buscou-se analisar um possivel sinergismo do EEJM diante da interacao fisica
com os antibi6ticos utilizados no mercado e testa-los frente as cepas resistentes de E. coli e S.
aureus. Os resultados obtidos podem ser observados no Grafico 3.

A atividade modulatéria do extrato EEJM, juntamente com a Amicacina e a
Gentamicina, foi estaticamente significativo frente as cepas resistentes de Staphylococcus
aureus 358 (SA358) e Escherichia coli 27 (EC27). Porém houve sinergismo do extrato junto a
cada um dos dois antibidticos testados frente S. aureus e apenas junto a Amicacina, frente
E.coli.

A atividade sinérgica apresentada pela gentamicina associada com o extrato frente a

SA358 pode ser explicada pelo fato de que os antibioticos oriundos de vegetais parecem
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apresentar maior inibigcdo contra microrganismos Gram-positivos do que para Gram-negativos
(ALMEIDA et al, 2013).

Gréfico 3 - Atividade modulatoria do extrato etandlico das folhas de Jatropha mollissima em associacao
aos antibidticos Amicacina e Gentamicina.
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Fonte: Dados da pesquisa

Estudos realizados por Silva (2013), Aradjo (2015) e seus colaboradores confirmam os
resultados encontrados neste trabalho sobre maior sensibilidade de S. aureus aos extratos
vegetais. Segundo Bylka et al. (2004) a camada de peptidoglicano presente na parede celular
das bactérias Gram-positivas € mais espessa, em relacdo as da Gram-negativas. Além do fato
dos organismos Gram-negativas apresentarem uma outra camada externa ao peptideoglicano.
Sendo que estas diferencas estruturais podem resultar em diferentes susceptibilidades a uma
variedade de antibioticos que tem as estruturas de contorno celular como sitios de acdo.

Essa camada externa das Gram-negativas é composta de uma camada de
lipopolissacarideos juntamente com proteinas e fosfolipidios, o que pode justificar os resultados
de EC27 frente a substancias que inibem a acgéo litica (ANVISA, 2006; COSTA, 2017).

A Amicacina, ao contrario da Gentamicina, obteve resultados estaticamente significante
frente as cepas de EC27 quando utilizada em conjunto com 0 EEJM o que segundo Gamboa-
Marin et al. (2013) é um resultado satisfatério, ja que esse farmaco é comumente utilizado na

clinica contra bactérias gram-negativas, pois conseguem atravessar sua membrana externa e
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inibem a sintese proteica, gerando proteinas com perda da fungdo e toxicas, ocasionando a
morte da bactéria.

Acredita-se que um dos mecanismos que contribuem para o sinergismo entre o0s extratos
vegetais e 0s antibidticos é a capacidade do extrato de alterar a parede celular ou destruir a
membrana plasmatica facilitando absor¢do das drogas (MATIAS, 2010). Essas combinacgdes
entre produtos naturais e aminoglicosideos podem contribuir para a diminui¢do das CIMs dos
antibioticos, minimizando seus efeitos secundarios e diminuindo a dose necessaria para que se
tenha um efeito terapéutico (FIGUEREDO et al., 2013).

Apesar dos resultados da CIM ndo terem sido positivos, os metabodlitos secundarios
encontrados nas analises fitoquimicas podem estar relacionados aos efeitos positivos
apresentado na avaliacdo da atividade moduladora. Sdo necessarios mais estudo para verificar
de que forma o EEJM atua sobre a célula bacteriana e quais 0s componentes do extrato sao

responsaveis pela potencializacéo dos antibioticos padrdes.

5 CONCLUSAO

A Prospeccédo fitoquimica do Extrato Etandlico das folhas de Jatropha mollissima
(Pohl) Baill. demonstrou a presenca de varias classes de metabolitos, sendo elas: catequinas,
cumarinas, esterdides livres, flavonas, flavonois e xantonas, flavanonas, glicosideos, taninos
condensados ou catéquicos e terpenos.

O teste de toxicidade aguda, por via oral, ndo causou mortalidade e nem morbidade a
nenhum dos animais que receberam as doses testadas, sendo assim classificado na categoria 5
de acordo com 0 GHS e sua Dose Letalso (DLso) foi estipulada como >5000 mg. Entretanto, na
analise da massa dos 6rgdos e histologia dos tecidos, foi possivel observar que o EEJM
provocou lesdes nos rins e figado nas duas doses utilizadas. Esse resultado demonstra que existe
a possibilidade de intoxicacao ao se fazer uso de altas doses desse extrato.

Quanto a avaliagdo da atividade antitumoral os resultados demonstram-se promissores.
Nas analises histoldgicas o extrato mostrou-se menos hepatotoxico e nefrotoxico do que o
padrdo Cisplatina e mostrara-se semelhante quanto aos percentuais de inibigédo tumoral, bem
como na reducdo do peso do tumor. Com base nesses resultados é necessario a realizacéo de
novos estudos, buscando identificar outras linhagens sobre as quais 0 extrato seja efetivo e
investigar os possiveis mecanismos de acdo pelo qual atua.

Em relagdo a CIM, o extrato etanolico das folhas de Jatropha mollissima (Pohl) Baill,

ndo apresentou atividade relevante frente as cepas bacterianas testadas. Em contrapartida, o0s



65

testes com a modulagdo do EEJM em combinagdo com antibidticos aminoglicosideos
reduziram a CIM das cepas bacterianas resistentes, provavelmente devido as presencas de
alguns dos metabdlitos secundarios encontrados e que sao reportados como antimicrobianos.
Porém outros estudos devem ser realizados na tentativa de identificar e isolar os
compostos responsaveis pela atividade modulatoria, identificando a via de a¢&o pela qual ocorre
0 sinergismo e criando alternativas terapéuticas para o tratamento de patologias causadas por

microrganismos resistentes.
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