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folhas de Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (pinhao-bravo, Euphorbiaceae), coletada
no Municipio de Taua, Ceara, Nordeste Brasileiro
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RESUMO: A cada dia, cepas bacterianas estéo tornando-se resistentes a diversos antibiéticos, o
que faz necessaria a busca de novas substancias eficazes para o tratamento de doengas. Desta
forma, este trabalho reporta o estudo preliminar toxicolégico, antibacteriano e fitoquimico do
extrato etandlico das folhas de Jatropha mollissima (pinh&o-bravo, Euphorbiaceae), coletada no
Municipio de Taua, Ceara, Nordeste Brasileiro. Inicialmente, realizou-se o teste de toxicidade do
extrato contra Artemia salina. Na sequencia, foi realizado o ensaio antibacteriano contra quatro
cepas bacterianas Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Hafnia alvei ATCC 51873, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883) e uma cepa Gram-
positiva (Enterococcus faecalis ATCC 29212). Finalmente, fez-se a analise fitoquimica preliminar
do extrato ativo para detecgao das principais classes de metabdlitos especiais. Como resultado,
o extrato etandlico das folhas de J. mollissima se mostrou toxico para Artemia salina, pois
apresentou CL, igual 2 406,02 ug/mL. Quanto a agdo antibacteriana, o extrato se mostrou ativo
contra a bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis ATCC 29212, apresentando moderada
atividade antibacteriana (halo de inibigdo igual a 7,03 mm). Evidenciou-se no extrato bioativo
a presenca de cumarinas, fendis, taninos, flavonoides (flavonéis e flavanonas), alcaloides e
esteroides, ambas as classes reportadas como antimicrobianos. Portanto, esse extrato tem
potencial para ser usado na producéo de farmacos contra infecgdes causadas por bactérias
Gram-positivas. No entanto, as informacdes direcionam estudos futuros para o isolamento e
identificagdo dos compostos bioativos, monitorados sob a agéo antibacteriana mais expressiva.

Palavras-chave: Extrato vegetal, Jatropha mollissima, Metabdlitos secundarios, Artemia salina,
Atividade antibacteriana, Enterococcus faecalis.

ABSTRACT: Toxicological, antibacterial, and phytochemical preliminary study of the
ethanolic extract of Jatropha mollissima (Pohl) Baill (pinhdo-bravo, Euphorbiaceae)
leaves, collected in Taua, Ceara, Northeastern Brazil. Each day, bacterial strains are becoming
more resistant to various antibiotics, which requires the search for new effective substances
for the treatment of diseases. Thus, this study reports the toxicological, antibacterial, and
phytochemical preliminary study of the ethanolic extracts of Jatropha mollissima (pinh&o-bravo,
Euphorbiaceae) leaves, collected in Taua, Ceara, Northeast of Brazil. Initially, we performed
the toxicity testing of the extract against Artemia salina. Then, we conducted the antibacterial
assay against four Gram-negative bacterial strains (Escherichia coliATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Hafnia alvei ATCC 51873, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883),
and one Gram-positive strain (Enterococcus faecalis ATCC 29212). Finally, we carried out the
preliminary phytochemical analysis of the active extract to detect the main classes of special
metabolites. As a result, the ethanolic extract of J. mollissima leaves was toxic to Artemia salina,
because it presented LC,, equal to 406.02 pg/mL. Regarding antibacterial action, the extract was
active against the Gram-positive bacteria Enterococcus faecalis ATCC 29212, with moderate
antibacterial activity (inhibition zone equal to 7.03 mm). The bioactive extract had the presence
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of coumarins, phenols, tannins, flavonoids (flavanols and flavonones), alkaloids and steroids,
both classes reported as antimicrobials. Therefore, this extract has the potential to be used in
the production of drugs against infections caused by Gram-positive bacteria. However, these
information require further studies for the isolation and identification of bioactive compounds,
monitored under the more expressive antibacterial action.

Keywords: Plant extract, Jatropha mollissima, Secondary metabolites, Artemia salina,

Antibacterial activity, Enterococcus faecalis.

INTRODUGAO

Nas ultimas décadas observa-se grande
interesse pelo potencial terapéutico das plantas
medicinais. Diversos sao os estudos cientificos
que investigam moléculas antimicrobianas naturais
presentes em plantas, com resultados muito
promissores para a busca de novas substancias
bioativas. Apesar do uso de plantas para fins
terapéuticos ser muito difundido, as pessoas
desconhecem o fato de que elas podem apresentar
toxicidade, tanto para o homem, quanto para os
amimais: assim, € importante avaliar seu grau
toxicoldgico, pois mesmo possuindo atividades
medicinais, sendo toxico, seu uso se tornara inviavel
(Pereira et al., 2014).

Dados nalliteratura reportam que a ocorréncia
de bactérias resistentes a antibiéticos tém despertado
0 interesse de pesquisas para o desenvolvimento
de novas substancias antimicrobianas, pois o
fendbmeno da resisténcia bacteriana a diversos
antibiéticos e agentes quimioterapicos impde
sérias limitagdes as opgdes para o tratamento de
infecgdes bacterianas, representando uma ameagca
para a saude publica. Assim, os produtos derivados
de plantas vém ganhando destaque como fonte
alternativa de compostos antimicrobianos, como
exemplo, extratos de plantas ricos em compostos
fendlicos (De Pinho et al., 2012; De Oliveira et al.,
2011), taninos, esteroides e alcaloides (Bessa et
al., 2013; Mendes et al., 2011).

A espécie Jatropha mollissima (Pohl)
Baill., popularmente conhecida como pinh&o-bravo,
pertencente a familia Euphorbiaceae é endémica da
Caatinga. Diversos trabalhos tem demonstrado que
esta espécie tem grande importancia farmacologica,
pois apresenta efeito anti-helmintico, hipotensor
e estimulante dos musculos lisos do intestino e
do utero, antioxidante, bem como antibacteriano
(Ribeiro et al., 2014).

Baseando-se no exposto, este trabalho
reporta o estudo preliminar toxicoldgico,
antibacteriano e fitoquimico do extrato etandlico
das folhas de Jatropha mollissima (pinhao-bravo,
Euphorbiaceae), coletada em Taua, Ceara, Nordeste
Brasileiro.

MATERIAL E METODO

Amostra vegetal

Os procedimentos de coleta e herborizacao
da amostra vegetal foram realizados baseando-se
nas metodologias de Cartaxo et al. (2010). A planta
foi coletada na microrregiao dos Inhamuns (Taua,
Ceara), (040°18'05,4” W; 06°01°03,6” S), com
autorizagdo do SISBIO, conforme comprovantes
de registro para coleta de material botanico, fingico
e microbiolégico de n°® 29145-2. A identificacao
botanica foi realizada no Herbario Caririense
Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional
do Cariri-URCA, e depositada uma exsicata de n°
6675.

Bactérias
Foram utilizadas cepas bacterianas
padrbes, sendo quatro Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Hafnia alvei ATCC 51873, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 e uma cepa Gram-positiva
(Enterococcus faecalis ATCC 29212).

Obtencgao do extrato

O extrato bruto foi obtido das folhas de
Jatropha mollissima (pinhao-bravo, Euphorbiaceae),
sendo empregada a metodologia descrita por Turnes
et al. (2014), com adaptacdes. Nestas adaptacoes,
o material vegetal foi submetido a secagem a
temperatura ambiente (30+2°C), e 255,2 g de
folhas secas, foram trituradas e submersas em
700 mL de etanol comercial (96°GL) para extracéo
a frio por 96h. Em seguida, foram realizadas
filtracbes simples, sob condi¢cbes assépticas, e
apo6s evaporacao simples do solvente, em banho-
maria a 50°C (Souza et al., 2011), 22,8 g do extrato
obtido (8,93%) foram submetidos as avaliagbes
preliminares de toxicidade, atividade antibacteriana
e fitoquimica.

Toxicidade do extrato etandlico de Jatropha
mollissima sobre Artemia salina

Para analise da evolugao da toxicidade

do extrato etandlico das folhas de J. mollissima foi
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utilizada a metodologia descrita por Ribeiro et al.
(2014). O extrato bruto foi diluido em solugéo de
dimetilsulféxido (DMSO) a 1%, nas concentracdes
100, 500 e 1000 pg/mL. Utilizaram-se trés grupos
controle: GC1 (Grupo Controle 1: DMSO a 1%);
GC2 (Grupo Controle 2: Solugao salina isotbnica);
GC3 (Grupo controle 3: NaCIO a 1%). Os valores
obtidos com a média do numero de nauplios mortos
foram submetidos a analise estatistica, em que a
concentracao letal foi estimada em 50% (CL,,) das
larvas pelo método de Analise de Probit, de acordo
com o teste de Spearman-Karber com intervalos de
confianga de 95%, usando o software TRIMMED
(versao 1,5).

Atividade antibacteriana

Para a avaliagao da atividade antibacteriana
do extrato etandlico das folhas de J. mollissima
foi empregado o método de difusdo em agar para
avaliar os halos de inibicao (HI) do crescimento
microbiano, baseando-se em metodologia proposta
por De Qliveira et al. (2011), com adaptagdes. Nestas
adaptacgdes, foram utilizados discos de papel, secos
e estéreis, com 6 mm de didmetro. Tais discos foram
embebidos com 20 pL de extrato solubilizado em
etanol comercial (96°GL), nas concentragdes de 250
mg/mL e 25 mg/mL. Em seguida os discos foram
mantidos em estufa de secagem a temperatura
de 50°C, por 2 horas, tempo suficiente para
secagem. Secos, os discos foram depositados em
placas de Petri estéreis, contendo agar Mueller-
Hinton, previamente semeadas, utilizando-se
sSwabs estéreis, com os microrganismos testados
padronizados na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL). Como controle positivo foram utilizados
os antibioticos comerciais Cloranfenicol (4 mg/
mL) e Estreptomicina (1 mg/mL), enquanto que o
etanol comercial (96°GL), foi utilizado como controle
negativo. Apds todo o procedimento, as placas
foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C
por 24 horas. Em seguida, a avaliacédo da atividade
antimicrobiana foi realizada a partir da leitura dos
halos de inibigdo do crescimento bacteriano (HI, em
milimetros), feita com a utilizagéo de um paquimetro.
Os testes foram efetuados em triplicata contra
as bactérias descritas anteriormente. A atividade
antibacteriana do extrato foi classificada em sem
atividade antibacteriana (HI = 0 mm), com pouca
atividade antibacteriana (0 mm < HI <7 mm), com
moderada atividade antibacteriana (7 mm < HI <13
mm) e com elevada atividade antibacteriana (HI >
13 mm), contra as cepas bacterianas desafiados.

Andlise estatistica
Os resultados da atividade antibacteriana
foram expressos em halos de inibicdo do crescimento
celular bacteriano (HI) e analisados segundo suas

meédias e respectivos desvios-padrao, bem como
submetidos a analise de variancia (ANOVA) no
programa GraphPadPrism (versao 5.0). Diferengas
significativas (p <0,05) entre as médias foram
determinadas pelo teste de comparagdes multiplas
de Tukey.

Triagem fitoquimica

O extrato etandlico das folhas de J. mollissima
foi submetido a analise fitoquimica preliminar
baseando-se em métodos qualitativos, propostos
por Sousa et al. (2015). Nestes experimentos, a
caracterizagao das principais classes de metabdlitos
especiais foi realizada através de reagbes quimicas
que resultaram no desenvolvimento de coloragao
e/ou precipitado, apos adicdo de reagentes
especificos, caracteristicos para as seguintes
classes de metabdlitos: cumarinas, fenois, taninos,
flavonodis, flavanonas, alcaldides, esterdides
e triterpendides. Nesses experimentos, foram
preparadas solugdes dos extratos, dissolvendo-se
1,0 g de cada extrato com 100 mL de alcool 70%.
Posteriormente, aliquotas de 3 mL de cada solugao
de extrato foram adicionados em tubos de ensaios
para caracterizagéo dos grupamentos. Os resultados
foram também confirmados em cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando-se os
reveladores quimicos caracteristicos para cada tipo
de reagao. Todos os experimentos foram realizados
em ftriplicata e as classes de compostos presentes
no extrato foram classificadas em presente (+) e
ausente (-).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagcao in vitro da evolugao da
toxicidade do extrato etanodlico das folhas de
Jatropha mollissima, coletada em Taua-CE, frente
a Artemia salina, constatou-se que o extrato foi
capaz de causar mortalidade de 50% dos nauplios,
pois apresentou CL, de 406,02 pg/mL, com desvio
padrao variando entre 295,04-558,73. Esse extrato
€ considerado toxico, pois segundo Meyer et al.
(1982), sédo considerados toxicos extratos que
apresentam CL_,inferior a 1.000 pg/mL.

O resultado apresentado é considerado
importante, pois sugere que essa amostra nao pode
ser utilizada como fitoterapico, pois assim como
assinala Simdes & de Almeida (2015), se a amostra
testada se mostrou toxica para A. salina, seus efeitos
também serdo os mesmos em humanos. Porém,
segundo Bose et al. (2011), extratos vegetais toxicos
contra A. salina também podem apresentar potencial
pesticida, antitumoral, bem como antimicrobiano.

Esse resultado corrobora com a importancia
do potencial farmacolégico do extrato etandlico
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das folhas de J. mollissima, haja vista que em
nossos trabalhos anteriores (Ribeiro et al., 2014),
foi possivel detectar o efeito toxico contra Artemia
salina de extrato etandlico do caule de J. mollissima,
também coletada em Taua-CE, obtendo como
resultado, a CL,, igual a 660,80 pg/mL.

Como triagem inicial de extratos vegetais, o
teste de toxicidade sobre o microcrustaceo marinho
Artemia salina tem sido bastante utilizado, por ser de
baixo custo, facil execugéo e ndo requerer maiores
cuidados com assepsia (Andrade et al., 2014),
sendo assim, considerado parametro utilizado em
testes para a deteccdo de substancias bioativas
em extratos de plantas com efeitos antibacterianos
(Sobral et al., 2009). Dessa forma, no presente
estudo utilizou-se como parametro inicial a CL,,
dos nauplios de Artemia salina, e somente apds o
resultado investigou-se a sua ac&o antimicrobiana
sobre quatro cepas bacterianas Gram-negativas e
uma cepa Gram-positiva.

Na avaliagdo in vitro da atividade
antibacteriana do extrato etanodlico das folhas de
Jatropha mollissima, coletada em Taua-CE, frente as
cepas bacterianas testadas, foi constatado somente
a agao antibacteriana do extrato na concentragao
de 250 mg/mL, pois o mesmo apresentou 7,03
mm de halo de inibigdo (HI) do crescimento da
bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis ATCC
29212, significantemente menor (p < 0,05) que o
halo de inibicdo apresentado pelo controle positivo
estreptomicina (HI igual a 12,30 mm), Tabela 1.
Esse resultado é considerado importante, pois
assim como assinalam de Oliveira et al. (2011),
extratos vegetais que apresentam halos de inibicdo
do crescimento microbiano entre 7 e 13 mm sé&o
considerados extratos promissores com moderada
atividade antibacteriana.

Enterococcus faecalis € uma bactéria Gram-
positiva, comensal do sistema digestivo humano e
de outros mamiferos, amplamente encontrada
no ambiente, especialmente em ambientes
hospitalares, que pode causar infecgdo urinaria
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e meningite a pacientes imunocomprometidos
(Muruzabal-Lecumberri et al., 2015). Assim, os
resultados apresentados neste trabalho sao
considerados promissores, pois foi confirmada a
acao antibacteriana moderada do extrato etandlico
das folhas de J. mollissima contra esta cepa.

Este resultado corrobora com os relatos
descritos por Mariz et al. (2010) e Sabandar et al.
(2013), os quais afirmam que extratos organicos de
espécimes do género Jatropha sao considerados
antibacterianos. Desta forma, no presente estudo
utilizou-se esta agdo antibacteriana do extrato
etandlico das folhas de J. mollissima para justificar
a investigacao das principais classes de metabdlitos
secundarios, pois assim como assinala Oliveira et al.
(2012), a investigagao da constituicdo quimica dos
extratos vegetais é fundamental para a associagéo
entre os compostos bioativos presentes neles com
as respectivas propriedades farmacoldgicas.

A andlise fitoquimica preliminar do extrato
etandlico das folhas de J. mollissima, coletada em
Taua-CE, revelou a presenca de diversas classes
de metabdlitos especiais, a saber: cumarinas,
taninos, flavonoides (flavandis, flavanonas),
alcaloides e esteroides (Tabela 2). Vale salientar
que neste extrato nao foi detectado a presenca de
triterpendides.

Esse resultado corrobora com os relatos
descritos por Mariz et al. (2010), os quais afirmam
que em extratos aquosos e organicos de partes de
uma espécie de Jatropha ja foram detectados as
presengas de taninos, cumarinas e alcaloides.

Dados na literatura reportam que plantas
contendo a presenga de cumarinas (Reschke et
al., 2007), taninos (Mendes et al., 2011), flavonois
e flavanonas (De Pinho et al., 2012), esteroides
e alcaloides (Bessa et al., 2013), bem como
compostos fenolicos (Firmo et al. 2014), podem
conferir atividade antimicrobiana a um extrato, o que
nos leva a justificativa desta agéo antibacteriana do
extrato etanolico das folhas de J. mollisima contra
E. faecalis ATCC 29212, pela presenca de classes

TABELA 1. Resultado da atividade antibacteriana do extrato etandlico das folhas de J. mollissima, coletada

em Taua-CE.
Cepas Bacterianas Padroes

Amostra Concentragdes Ec Ha Ef Kp
Etanol* Comercial 96% 0,00£0,00=» 0,00£0,00=+ 0,00£0,00=» 0,00£0,00=+ 0,00£0,00=»
Clorafen.* 4 mg/mL 27,90+0,32:8 19,40+0,60¢» 28,70+1,50= 26,50+1,10:8 31,50+0,46¢
Estrep.” 1 mg/mL 16,50+1,18= 15,90+1,01=c 14,20+0,72 12,3041,31¢c 19,67+1,50cc
E. Folhas 250 mg/mL 0,00+0,0A 0,00£0,00=+ 0,00£0,00=» 7,03+0,15¢ 0,00£0,00=»
E. Folhas 25 mg/mL 0,00+0,00=+ 0,00£0,00=+ 0,00£0,00=+ 0,00+0,00=+ 0,00+0,00=+

*Controles positivos e negativo; Clorafen — Clorafenicol; Estrep- Estreptomicina; E-extrato; Ec-Escherichia coli ATCC 25922; Pa-Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; Ha-Hafnia alvei ATCC 51873; Ef-Enterococcus faecalis ATCC 29212; Kp-Klebsiella pneumoniae ATCC 13883;
Sem atividade antibacteriana (HI = 0 mm); Pouca atividade antibacteriana (0 mm < HI < 7 mm); Moderada atividade antibacteriana (7 mm
< HI <13 mm); Elevada atividade antibacteriana (HI > 13 mm); Letras pequenas iguais indicam que n&o houve diferencga significativa entre
as médias nas linhas (p < 0.05); Letras grandes iguais indicam que nao houve diferenga significativa entre as médias nas colunas (p < 0,05)
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TABELA 2. Analise fitoquimica preliminar do extrato etandlico das folhas de J. mollissima, coletada em Taua-CE.

Extrato etandlico

Classes de Metabolitos Especiais (CME)

CME1 CME2 CME3

CME4 CMES5 CME6 CME7 CMES8

+ +
Folhas

+ + + + -

CME1-cumarinas; CME2-fenéis; CME3-taninos; CME4-flavondis; CME5-flavanonas; CMEG6-alcaldides; CME7-esterdides; CMES8-

triterpendides; (+) — presente; (-) — ausente.

de metabdlitos secundarios apresentadas.

Matias et al. (2010) afirmaram que
as propriedades antimicrobianas dos taninos
parecem estar associadas com a hidrolise de uma
ligacao éster do acido galico, que serve como um
mecanismo de defesa natural contra as infecgbes
microbianas. Os autores afirmam também que
os flavonoides (flavondis e flavanonas) sao
sintetizados por plantas em resposta a infecgao
microbiana e sdo eficazes contra uma ampla
variedade de microrganismos e que sua atividade
antimicrobiana se da provavelmente devido a sua
capacidade de formar complexos com proteinas
soluveis que se ligam a parede celular bacteriana,
bem como alguns flavonoides lipofilicos podem
também causar ruptura da membrana plasmatica
de microrganismos.

Assim como assinalam Bessa et al. (2013),
os testes fitoquimicos realizados com extratos
vegetais revelam a presenca de varios grupos de
metabdlitos secundarios que podem contribuir para
a identificacdo de marcadores quimicos para as
espécies em estudo, sendo estes indispensaveis
para os testes de qualidade e integridade de
fitoterapicos, conforme preconiza a Resolugéo -
RDC n. 14/2010 - da Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria- ANVISA, do Ministério da Saude. Estas
substancias marcadoras caracteristicas tornam
a matéria prima mais conhecida, sendo fator
importante para padronizacido de fitoterapicos,
especialmente mediante a grande variabilidade
quimica das plantas medicinais. Nesta perspectiva
se tem melhorias no controle farmacogndstico
das espécies, evitando a adulteragdo e uso
inadequado das plantas medicinais.

Baseando-se no exposto, bem como no
fato de que extratos vegetais bioativos podem
ser uma alternativa aos compostos antibiéticos (De
Oliveira etal., 2011), os resultados aqui apresentados
confirmam a importancia farmacoldgica do extrato
etandlico das folhas de J. mollissima, coletada
em Taua-CE, sendo relevante no ambito da
Caatinga, bioma prioritario para conservacédo da
biodiversidade, visto a possibilidade de futuramente
verificar atividade antimicrobiana mais expressiva
desse extrato vegetal, direcionadas pela presenca
de grupos de metabdlitos secundarios de interesse.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo
confirmam que o extrato etandlico das folhas de
J. mollissima, coleta em Taua-CE, apresentou
significante atividade antimicrobiana contra a cepa
Enterococcus faecalis ATCC 29212, provavelmente
devido as presencas de varios metabdlitos
secundarios tais como cumarinas, fenois, taninos,
flavonoides (flavonois e flavanonas), alcaloides
e esteroides, ambas as classes reportadas como
antimicrobianos. Vale salientar que o extrato se
mostrou téxico contra Artemia salina e ndo deve
ser empregado como fitoterapico, porém, deve
ser utilizado como fonte de compostos biotativos
usados na producao de farmacos contra infecgdes
causadas por bactérias Gram-positivas. No entanto,
as informacgdes direcionam estudos futuros para o
isolamento e identificagdo dos compostos bioativos,
monitorados sob a acao antibacteriana mais
expressiva.
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