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RESUMO

A ocorréncia de infec¢cbdes fangicas invasivas aumentou nas Uultimas décadas,
constituindo uma grave ameaca a saude humana, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Esse cenario, estad relacionado ao reduzido numero de
antifngicos autorizados para uso e a resisténcia das cepas as op¢oes de tratamento.
Contudo, as limitacdes das farmacoterapias atuais, fizeram com que as industrias
farmacéuticas considerassem os recursos da flora brasileira como importante fonte de
matéria-prima para novos medicamentos. Dentre as espécies da flora brasileira, pode
ser citada Jatropha mollissima (Pohl) Baill, conhecida como pinhdo-bravo e
amplamente utilizada na medicina popular. Este trabalho objetivou-se avaliar o
potencial antifangico in vitro de extratos etandlico, metandlico e isopropilico de folhas
de Jatropha mollissima (Pohl) Baill frente a Cryptococcus neoformans, bem como, a
andlise fitoquimica qualitativa para a identificagcdo dos principais metabdlitos
secundarios presentes nas folhas. A avaliacdo da atividade antifangica foi realizada
através do método de microdiluicdo em caldo seguindo as recomendacdes da CLSI
M27-A2. Para a avaliacdo fitoquimica, foram realizados testes qualitativos para
saponinas, acidos organicos, alcaldides, flavonoides, flavononas, fendis e taninos. Os
resultados demonstraram a presenca de metabdlitos secundarios como &cidos
organicos, alcaloides, saponinas, flavononas, fendis e taninos. A atividade antifangica
os extratos metandlico e isopropilico de J. mollissima evidenciaram o melhor resultado
de inibig&o fungica apresentando concentragédo inibitéria minima de 250 yg/ml, sendo
classificada como moderada. Portanto, os extratos de J. mollissima tém potencial
inibitério contra o C. neoformans. Esse fator inibitério pode estar associado aos
compostos secundarios presente nas folhas, sendo necessario mais estudos para a
identificagdo do metabolito.

Palavras-chave: Atividade bioldgica; Antifangico; Extrato vegetal; Metabdlitos

secundarios.



ABSTRACT

The occurrence of invasive fungal infections has increased in recent decades,
constituting a serious threat to human health, especially in immunocompromised
patients. This scenario is related to the reduced number of antifungal agents
authorized for use and the strains' resistance to treatment options. However, as
limitations of current pharmacotherapies, it made the pharmaceutical industries
consider the resources of the Brazilian flora as an important source of raw material for
new drugs. Among the species of the Brazilian flora, one can mention Jatropha
mollissima (Pohl) Baill, known as wild jatropha and used in folk medicine. This work
aimed to evaluate the in vitro antifungal potential of ethanolic, methanolic and isopropyl
extracts of Jatropha mollissima (Pohl) Baill leaves against Cryptococcus neoformans,
as well as a qualitative phytochemical analysis to identify the main metabolites present
in the leaves. The evaluation of antifungal activity was performed using the broth
microdilution method following the recommendations of CLSI M27-A2. For a
phytochemical evaluation, qualitative tests were carried out for saponins, active acids,
alkaloids, flavonoids, flavonones, phenols and tannins. The results demonstrated the
presence of secondary metabolites such as actives, alkaloids, saponins, flavonones,
phenols and tannins. The antifungal activity of methanolic and isopropyl extracts of J.
mollissima showed the best result of reduced fungal inhibition at least 250 ug / ml,
being considered as moderate. Therefore, J. mollissima extracts have inhibitory
potential against C. neoformans. This inhibitory factor may be associated with
secondary compounds present in leaves, requiring further studies to identify the
metabolite.

Keywords: Biological activity; Antifungal; Vegetable extract, Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

A criptococose foi reconhecida na década de 1980, durante a pandemia da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), como uma grande ameaca a saude.
Essa infeccdo fangica invasiva é causada por leveduras encapsuladas de
Cryptococcus spp., que comumente estdo presentes no ambiente, podendo infectar
humanos quando seus esporos sao inalados (MAY et al., 2016; DINIZ et al., 2019;
GANDELMAN; SILVA, 2019).

Cryptococcus  Vuill,, pertencente a familia Tremellaceae, classe
Tremellomycetes e filo Basidiomycota, apresenta mais de 70 espécies identificadas,
sendo Cryptococcus neoformans, um dos principais agentes etiolégicos de
criptococose em humanos (KWON-CHUNG, 1975; SETIANINGRUM; RAUTEMAA-
RICHARDSON; DENNING, 2018).

No ambiente, C. neoformans é comumente encontrada no solo, associada a
excrementos de pombos, causando infecgdes em individuos imunocomprometidos,
principalmente pacientes com AIDS. Essa levedura € neurotropica apds causar
infeccdo pulmonar, podendo se espalhar para o sistema nervoso central (SNC)
causando a meningite criptocécica (FANG; FA; LIAO, 2015; LIMA; KLAFKE; XAVIER,
2015; CHEN et al., 2017; VIJ; CORDERO; CASADEVALL, 2018).

Anualmente, cerca de um milhdo de casos de meningite criptococica e 625.000
mortes ocorrem em todo o mundo entre individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), sendo a Africa Subsaariana e o Sudeste da Asia as
regides com maior ocorréncia (WORASILCHAI et al., 2016).

Assim como a meningite criptococica, a ocorréncia de infeccdes fangicas
invasivas aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas, constituindo uma
continua e grave ameaca a saude humana, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Estima-se que aproximadamente 1,2 bilhdo de pessoas em
todo o0 mundo séo afetadas, com pelo menos 1,5 milhdo de mortes a cada ano. Esse
cenario estéa relacionado ao reduzido nimero de antifungicos autorizados para uso e
a resisténcia das cepas as opc¢oes de tratamento impedindo ainda mais a resolucao
desse problema (MOHAMMAD et al., 2017; FUENTEFRIA et al., 2018). Portanto, é
evidente a necessidade de novos antifingicos ativos, seguros e seletivos para que se
possa ter um tratamento eficaz contra doencgas fungicas, considerando-se que a maior

parte dos antifungicos usados ndo séo completamente efetivos devido a crescente
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resisténcia, a toxicidade causada no hospedeiro e aos efeitos colaterais indesejaveis
0 gue restringem seu uso na pratica clinica (CAMPQY; ADRIO; 2017).

Diante deste contexto, os recursos da flora s&o considerados importantes
fontes de matérias-primas para a producao de novos medicamentos. No caso da flora
brasileira, podemos citar Jatropha mollissima (Pohl) Baill, espécie conhecida
popularmente como pinhdo-bravo, amplamente utilizada na medicina popular.

Atividade biologica utilizando latex de J. mollissima tem sido evidenciada em
estudos para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, assim
como, agente hemostético e antiofidico (FREITAS et al., 2015; GOMES et al., 2016;
QUEIROZ NETO et al., 2019). Essas atividades devem estar relacionadas aos
metabolitos secundarios, como os flavonoides, taninos, fendis, saponinas, entre
outros. A essas moléculas bioativas sdo atribuidas acbes capazes de modular o
processo inflamatorio, combater infeccbes e melhorar a resposta imunologica
(SABANDAR et al., 2013; SILVA et al., 2014; REZENDE et al., 2016; DIAS et al.,
2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial antifungico in vitro de extratos etandlico, metandlico e
isopropilico de folhas de Jatropha mollissima (Pohl) Baill frente a Cryptococcus
neoformans (San Felice) Vuill., bem como, a analise fitoquimica qualitativa para a

identificacdo dos principais metabdlitos secundarios presentes.

2.2 Especifico

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos etandlico,
metanodlico e isopropilico de folhas de Jatropha mollissima frente a
Cryptococcus neoformans;

¢ |dentificar os principais metabdlitos secundarios presentes nas folhas da planta,
a partir da analise fitoquimica qualitativa;

¢ Identificar qual solvente extrator apresenta melhor desempenho.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cryptococcus neoformans

Cryptococcus é representado por leveduras encapsuladas, pertencentes ao filo
Basidiomycota, composto por mais de 70 espécies, das quais algumas sé&o
patogénicas para seres humanos e alguns animais, tais como Cryptococcus
neoformans. Esse patdgeno infecta humanos e outros animais através da inalagéo de
esporos presentes no ambiente, causando pneumonia e meningoencefalite (BASTOS
et al., 2018; SETIANINGRUM; RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2018).

Cryptococcus neoformans, responsavel por causar cerca 223.000 infeccdes e
181.100 mortes anualmente em pacientes com HIV, encontra-se distribuida em todo
o mundo, sem area endémica definida. Pode ser encontrada principalmente em
excrementos aviarios, em especial de pombos. Sendo o ambiente urbano favoravel
para a permanéncia destas aves, proporcionando acumulo de excretas, considerado
a fonte de infeccdo mais importante para homens e animais. Outros reservatorios
desse fungo sdo algumas espécies de arvores (BERMAS; MCALISTER, 2020;
SOUZA; SOUSA, 2018).

A espécie apresenta duas variedades, a grubii correspondendo ao sorotipo A,
e neoformans correspondendo ao sorotipo D. O sorotipo A prevalece na clinica e em
isolados ambientais na maioria das areas, exceto no norte de paises europeus, onde
o sorotipo D é responsavel por 50% dos isolados. O sorotipo AD foi isolado do
ambiente em pacientes na América do Norte e Europa (AGUIAR et al.,, 2017;
ANGARITA-SANCHEZ et al., 2019; VILAS-BOAS et al., 2020).

Com o avanco de técnicas moleculares foi possivel determinar o genétipo de C.
neoformans, permitindo a identificacdo de quatro tipos moleculares da espécie
criptococica do mundo: VNI e VNII para C. neoformans var. grubii sorotipo A, VNIV
para C. neoformans var. neoformans isolados do sorotipo D e VNIII para hibridos entre
0s sorotipos A e D (CUOMO; RHODES; DESJARDINS, 2018; FIRACATIVE et al.,
2018).

3.1.1 Morfologia e identificacao
Espécies de Cryptococcus configuram-se como leveduras haploides,

capsuladas, ovaladas, arredondadas, de 5 a 7 ym de didmetro quando cultivadas em
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laboratorio, podendo se reproduzir assexuadamente por brotamento em vida
parasitaria ou no meio ambiente, e sexuadamente com formacéo de hifa, basidio e
basidiésporos (CHAMON JUNIOR, 2016; MAY et al., 2016; OLIVEIRA, 2017).

Em meios tradicionais de cultura, como o agar Sabouraud a temperaturas entre
28° e 37°C, as colbnias apresentam cor esbranquicada, com margens lisas e de
aparéncia mucoide. No meio de cultura agar Niger, as colonias de C. neoformans
adquirem coloracdo marrom, devido a atividade fenoloxidase em presenca de
substrato contendo compostos fendlicos (TAPIA, 2014; COLOMBO, 2015).

Durante a infeccdo, a levedura pode sofrer alteracbes em sua morfologia
originando as células atipicas, denominadas de titds, que podem ter até 100 um de
didmetro. Possuem parede celular espessa e capsula densa e reticulada quando
comparadas as células cultivadas in vitro. Além disso, estas células aumentam a
quitina da parede celular, que esta associada a uma resposta imune anti-inflamatoria
prejudicial ao organismo (MUKAREMERA, 2017).

Ressalta-se que Cryptococcus neoformans é morfologicamente bem préxima de
Cryptococcus gattii, outra espécie causadora da criptococose. Para diferencia-las,
utiliza-se canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). C.neoformans € sensivel a L-
16 canavanina, por nao utilizar a glicina como Unica fonte de carbono e nitrogénio,
assim ndo exibe mudanca na coloracdo do meio na presenca de canavanina. C. gattii,
por sua vez, utiliza a glicina como fonte de carbono e nitrogénio e por isto é resistente
a L-canavanina, sendo entdo, capaz de crescer no meio, elevando assim o pH e
alterando a cor do indicador de pH, o azul de bromotimol para azul cobalto (ARAUJO,
2015; DESTRO, 2016).

3.1.2 Mecanismos de viruléncia

Apesar de existir mais de 1,5 milhdo de fungos, apenas alguns sao capazes de
crescer a temperaturas elevadas, incluindo a temperatura do corpo humano (37°C),
como € o caso de Cryptococcus spp., as Unicas que crescem bem em altas
temperaturas. O crescimento a 37°C pode proteger essas leveduras contra o0 acimulo
de mutacdes deletérias, sugerindo um papel para essa caracteristica na estabilidade
genbmica, além de contribuir para a patogénese em um hospedeiro mamifero.
Portanto, Cryptococcus spp. apresentam inUmeros mecanismos de viruléncia, dos

quais se ressalta a propenséao de crescer a 37° C, apresentar capsula e producao de
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melanina e enzimas. Estes mecanismos, portanto, tem sido alvos de muitas pesquisas
gue visam identificar quais genes estédo envolvidos no processo de viruléncia e para
determinar o grau de patogenicidade, assim como, as caracteristicas e estado
imunologico do hospedeiro (CHAMON JUNIOR, 2016; ESHER; ZARAGOZA;
ALSPAUGH, 2015).

A melanina é sintetizada a partir de substratos enddgenos, por meio de 1,8-di-
hidroxinaftaleno (DHN) intermediario e da di-hidroxifenilalanina (L-DOPA). Desse
modo, a melanina protege as células criptocécicas contra oxidantes, derivados de
oxigénio e nitrogénio, produzidos pelas células efetoras do hospedeiro. Além disso,
células melanizadas de Cryptococcus spp. sdo mais resistentes a fagocitose e menos
propensas ao agente antifingico anfotericina B do que as células ndo melanizadas
(ALMEIDA, WOLF, CASADEVALL, 2015; BRILHANTE et al., 2017). Essa levedura
possui uma capsula que é estimulada em resposta a varias condicfes associadas ao
hospedeiro, como pH, altos niveis de CO:z e privacdo de ferro, necessarios para a
sobrevivéncia de fungos no hospedeiro. A estrutura capsuloide é composta por dois
polimeros, glucuronoxilomanano (GXM) (90%) e galactoxilomanano (GalXM), com
pequenas contribuicbes de nanoproteinas. A capsula envolve o exterior da parede
celular e a ela é ancorada por uma interacdo do GXM com a-1,3-glucana, quitina e
quitosana (ALSPAUGH, 2015; CAMACHO et al., 2017; AGUSTINHO; MILLER;
DOERING, 2018).

A enzima urease € considerada o principal mecanismo de viruléncia
criptocdcica. Catalisa a hidrélise da ureia em didxido de carbono e amdnia, e a ambnia
gerada pode servir como fonte de nitrogénio. Como a ureia € distribuida
uniformemente por todo o corpo humano, é aceitavel que seja usada como nutriente
pelos patdgenos. Além de seu papel nutricional, a urease auxilia na fuga de fungos do
pulmédo para atravessar a barreira hematoencefalica, mas ndo é necessaria para o
crescimento de fungos uma vez dentro do cérebro (ALMEIDA, WOLF, CASADEVALL,
2015; FU et al.; 2018).

A proteinase, por sua vez, é considerada um fator determinante para a
manutencao da infeccdo e disseminacgdo fungica no hospedeiro, pois € responsavel
pela degradacéo de proteinas, como colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas
e fatores do complemento originando danos nos tecidos do hospedeiro e provendo
nutrientes ao patogeno. Esta degradacéo dos componentes celulares do hospedeiro

pode proteger o patdgeno da resposta imune, assim como auxiliar as células fingicas
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a escapar dos fagolisossomos (OLIVEIRA, 2017). Ja a producdo de manitol eleva a
pressdo intracraniana em pacientes com meningoencefalite ao provocar o aumento
da pressao osmatica e de forma semelhante & melanina, o manitol interfere na morte
oxidativa realizada pelas células fagociticas do hospedeiro e a producdo de
prostaglandinas modulando a resposta imune (VIEIRA JUNIOR, 2015; ANDRADE;
SANTOS, 2017).

3.2 Criptococose e Meningite Critopcdécica

A criptococose é uma infeccdo fangica importante, que tem como agentes
principais C. neoformans e C. gattii. C. neoformans é um patdégeno oportunista que
causa mais de 90% dos casos de criptococose, acometendo principalmente pacientes
HIV positivos e com sistema imune comprometido, enquanto C. gattii afeta mais
individuos saudaveis (FANG, FA, LIAO, 2015; ARECHAVALA et al., 2018;
FIRACATIVE et al., 2018).

Embora ocorra mundialmente, estudos sobre a distribuicdo de C. neoformans e
C. gattii mostram que grande parte dos casos ocorre na Africa e Asia, seguidas da
América Central e do Sul. O Brasil ocupa o quarto lugar quanto ao nimero de isolados,
ficando atras da China, Africa do Sul e Estados Unidos (PIZANI; SANTOS, 2017).

Cryptococcus neoformans tem mais preferéncia por estabelecer doenca nos
pulmdes causando infeccdo pulmonar primaria, podendo ocasionar infeccao
disseminada que pode afetar o SNC, causando meningite, encefalite ou
meningoencefalite. As manifestacdes clinicas podem variar de uma colonizagéo
assintomatica do trato respiratério a uma septicemia, isso vai depender da situacéo
imunoldgica do hospedeiro. Outros locais que séo infectados com menos frequéncia
sdo: pele, préstata, olhos, ossos e articulagées (GULLO, 2013; MAZIARZ, PERFECT,
2016).

A meningite criptocécica, ocasionada quando o fungo atinge o SNC e as
meninges, causa cerca de 957.900 casos anualmente, resultando em 624.700 mortes
dentro de trés meses apés a infeccdo. O maior nimero de casos ocorre na Africa
subsaariana, onde é a quarta principal causa de mortalidade, sendo responsavel por
mais de 600.000 mortes por ano (ADAMS, 2016; CHIMOWA, 2018).

A infeccdo pulmonar € mais comum em pacientes imunocomprometidos.
Quando se desenvolve pode causar quadros assintomaticos ou apresentar sintomas

gue remetem a outras patologias como tuberculose, pneumonias e casos de
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insuficiéncia respiratorias. O acometimento do SNC é a implicacdo mais critica da
criptococose devido a alta letalidade e sequelas neuroldgicas extenuantes entre 0s
sobreviventes. Na pele, se apresenta na forma de papulas, abscessos, celulite, lesées
acneiformes, seios na drenagem ou inchagos subcutaneos (LIU, K. et al., 2016;
PEREIRA, 2018; HUANG et al., 2019). O principal fator de risco esta em individuos
com HIV, transplantados, com leucemias agudas ou linfomas e em terapia
imunossupressora, incluindo esteroides. Os principais sintomas sao dor de cabeca
que pode durar varias semanas, rigidez no pescoc¢o, vomito, febre e alteracbes na
funcdo cognitiva. O tempo médio desde a infec¢do até o surgimento dos sintomas é
de 6 a 12 semanas (GUO, 2016; LIU, Y. et al., 2016; WILLIAMSON, 2016; MING,;
HARRISON, 2017).

O diagnéstico pode ser feito por deteccdo do antigeno criptocécico (CrAg),
polissacarideo da cépsula criptococica que é liberada no soro e no liquido
cefalorraquidiano (LCR), portanto, um marcador da presenca do fungo. A deteccao de
CrAg depende geralmente de anticorpos monoclonais especificos usando o método
de aglutinacdo do latex (LA) ou ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)
(PERFECT; BICANIC; 2015; CHAMMARD, 2018). A identificacdo microscopica do
organismo pode ser feita usando colora¢do com tinta nangquim ou observacdo com um
microscopio de contraste de fase. A tinta nanquim vai corar o material circundante de
azul, mas néo a capsula fungica (MING; HARRISON, 2017).

A escolha do tratamento depende das condi¢des do paciente, como o0 estado
imunologico e o sitio da infeccdo, e pode variar conforme com o tipo da infec¢éo
(GULLO, 2013; PERFECT; BICANIC; 2015; PEREIRA, 2018). O tratamento de
inducéo deve incluir formulag@es lipidicas de anfotericina B e flucitosina, seguido de
fluconazol. Se na terapia ndo for possivel incluir flucitosina, entdo esta deve ser
substituida por formulacdes lipidicas de anfotericina B. Sem tratamento, a doenca
progride e os sintomas se estendem a convulsdes, nivel reduzido de consciéncia e
eventualmente coma (WILLIAMSON, 2016; CLAUSTRE, 2018).

3.3 Antifungicos

A incidéncia de infecgBes fungicas invasivas elevou-se rapidamente devido ao
aumento de individuos imunocomprometidos e com multiplas comorbidades, ao
surgimento de novas espécies fungicas e a um progresso substancial no diagnéstico

dessas infeccbes. Recentemente, foi estimado que mais de 300 milhdes de pessoas
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sdo diagnosticadas com doencas fungicas graves e cerca de 1,5 a 2 milhdes de
mortes ocorrem anualmente (LAZZARINI, et al., 2018; SAGATOVA et al., 2018).

Os agentes antifingicos sdo componentes essenciais no tratamento de
pacientes com infeccbes fungicas. Contudo, as opcOes terapéuticas s&o
extremamente limitadas devido ao numero insuficiente de classes de medicamentos
antifangicos, bem como, o uso disseminado que esta trazendo serias implicacfes para
o tratamento, devido a eclosdo de cepas resistentes que suprime as classes de
medicamentos disponiveis como opc¢des de recursos terapéuticos (COWEN et al.,
2015; FUENTEFRIA et al., 2018).

A criptococose foi classificada como a quinta doenca infecciosa mais letal, atras
da AIDS, tuberculose, maléria e diarreia. O atual arsenal antifingico disponivel para o
tratamento da criptococose € limitado a trés drogas, usadas isoladamente ou em
combinacdo: anfotericina B desoxicolato (AMB), flucitosina (5-fluorocitosina ou 5-FC)
e fluconazol (FLC) (RODRIGUES, 2018; SPADARI, et al., 2020).

A anfotericina B, desenvolvida na década de 1950, é usada nas formas mais
graves de criptococose. Contudo, o periodo de administracdo é limitado devido aos
seus efeitos nefrotdxicos e hepatotoxicos. O fluconazol, por sua vez, é utilizado no
tratamento da criptococose devido a sua alta eficacia e baixa toxicidade. Embora
esses aspectos tenham tornado a droga de escolha para o tratamento a longo prazo,
a incidéncia de resisténcia fungica estd aumentando e alguns efeitos colaterais
associados ao seu uso a longo prazo (RODRIGUES, 2018; SA et al., 2019).

E evidente que os atuais antiflingicos sdo toxicos, pois certamente interagem
com outros farmacos, que possuem um espectro de atividade restrito ou causam
resisténcia a fungos. Por conseguinte, faz-se necessario a utilizacdo de novos
antifingicos, teoricamente, mais ativos, seguros e seletivos (CAMPQOY; ADRIO, 2017;
LAZZARINI et al., 2018). Dentro desta proposta, a utilizacdo de substancias oriundas

das plantas tem sido uma excelente alternativa.

3.5 Etnoboténica

A etnobotanica busca o conhecimento sobre a relacdo entre a flora e a
humanidade, contribuindo para o conhecimento cientifico. A vista disso, os primeiros
estudos botanicos buscavam categorizar as plantas de acordo com suas
caracteristicas e uso. Portanto, o conhecimento sobre as plantas pode resultar tanto

de pesquisas voltadas para a organizacdo das informacfes sobre a utilizacdo de
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espécies pela sociedade atual, quanto da investigacao da relacédo entre a populagéo
e plantas no decorrer da histéria (PAIXAO, 2020; VIEIRA, 2021).

No Brasil, a regido semiarida conttm uma quantidade expressiva de
biodiversidade associada a diversidade cultural. Nos dltimos anos, estudos
etnobotéanicos realizados na regido semiarida brasileira apontaram que as familias
Fabaceae, Lamiaceae, Asteraceae e Euphorbiaceae sdo as mais significativas em
termos de uso. Euphorbiaceae apresenta vérias espécies que abrangem diferentes
categorias de uso, particularmente os géneros Croton L., Euphorbia L. e Jatropha L.,
sendo a categoria medicinal a mais significante para as espécies desta familia
(CREPALDI et al., 2016).

Dentre os trabalhos etnobotanicos que citam J. mollissima, tem-se o de Oliveira
et al. (2007), realizado na comunidade do municipio de Caruaru em Pernambuco, que
identificaram 21 espécies de plantas medicinais de uso local, e dentre as quais
citaram J. mollissima como apresentando em suas sementes e latex, atividade
cicatrizante de feridas; o de Linhares et al. (2015) que citam 24 espécies cultivadas
distribuidas em 16 familias, realizado em comunidades de Alcantara no Estado do
Maranhdo sobre a utilizacdo de plantas como método terapéutico, das quais
Euphorbiaceae (16,66%) foi a mais representativa em namero de espécies e sendo
as sementes da espécie J. mollissima utilizadas para tratar de dores no corpo e
trombose. Lemos e Araudjo (2015), ao analisar o uso de plantas medicinais pelos
moradores da comunidade Curral Velho, municipio de Luis Correia no Estado do
Piaui, registrou J. mollissima na utilizacéo para cicatrizacdo. Ja Medeiros et al. (2019),
registrou o uso de folhas da espécie como analgésico pela populagcdo paraibana e
Marques et al. (2020), que registraram folhas e frutos J. mollissima utilizados como
analgésicos para tratar dor de dente em comunidades ribeirinhas da llha das Oncas,

Barcarena, no Para.

3.4 Plantas medicinais e fitoterapicos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), planta medicinal é
todo vegetal que contém substancias que podem ser empregadas para fins
terapéuticos ou precursores de substancias utilizadas para tais propdsitos. O
fitoterapico, por sua vez, € o medicamento obtido utilizado exclusivamente de

matérias-primas vegetais e € caracterizado pelo conhecimento de sua eficacia e dos
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riscos do seu uso, assim como, pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(PEREIRA et al., 2015).

A eficicia desses fitoterdpicos esta relacionada as substancias produzidas
pelas plantas que séo os metabdlitos secundarios, que pode ocorrer pela via do acido
chiquimico, precursor de taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados dos
aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides, e podem ser derivados do acetato que
sdo esteroides, acidos graxos, terpenoides e triglicerideos (SILVA et al., 2017).

A humanidade ja utilizava as ervas para fins medicinais desde o inicio de sua
histéria e muito antes do surgimento da escrita. Como Hipdcrates, conhecido como o
“Pai da Medicina”, na obra Corpus Hippocratium, constata-se que para cada doenca
existe uma droga a base de planta usada como terapia. O botéanico grego Teofastro,
na obra Tratado de Odores, cita as propriedades medicinais das plantas, como
preparar e utiliza-las. Atualmente, as plantas medicinais sdo empregadas pela
populacdo como uma forma medicinal alternativa para o tratamento de diversas
enfermidades. Os produtos naturais a base de plantas medicinais tém se mostrado
uma fonte abundante de compostos biologicamente ativos, muitos dos quais tém sido
a base para o desenvolvimento de novos produtos quimicos pela industria
farmacéutica (CARNEIRO et al., 2014; ALVES; SILVA et al., 2019).

No Brasil, 0 uso de ervas para fins medicinais € uma pratica comum, reforcada
pela diversidade cultural advinda da colonizag&o por populac¢des europeias e africanas
e pelo conhecimento tradicional indigena. Atualmente, estimativas da OMS afirmam
gue 80% da populacdo mundial ainda dependem da medicina tradicional e mais de
50% dos medicamentos utilizados, tém origem de produtos naturais e seus derivados.
Além disso, apenas 1% das espécies tropicais foram estudadas e a propor¢édo é menor
para espécies nativas de areas chuvosas tropicais, representando um grande conjunto
de possiveis drogas (MELRO et al., 2020; PIO et al., 2019; VARGAS-SINISTERRA et
al., 2018).

No ano de 2006, o Ministério da Saude criou a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), oferecendo aos usuarios do Sistema Unico
de Saude (SUS), em especial na Atencdo Priméria & Saude (APS), o uso de plantas
medicinais e fitoterapia, como meios terapéuticos. No mesmo periodo foi
implementado a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que
promove e reconhece as praticas populares de uso de plantas medicinais e

fitoterapicos. Diante disso, em 2009 foi publicado a Relacdo Nacional de Plantas
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Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), partindo de uma lista preliminar de 237
espécies de plantas. Atualmente somente 71 espécies compdem essa lista, entre as
quais incluiu plantas usadas na medicina popular e cujos efeitos tém comprovacoes
cientificas. Dentre as plantas presentes na lista, algumas pertecem a famila
Euphorbiaceae, como a espécie Jatropha gossypiifolia e a Croton cajucara (CASTRO;
FIGUEIREDO, 2019; MARMITT et al., 2016 MATTOS et al., 2018, ZENI et al., 2017).

Esse cenario, associado as limita¢cdes das farmacoterapias atuais, fez com que
as industrias farmacéuticas considerassem 0s recursos da natureza como uma
importante fonte de matéria-prima para novos medicamentos. Além disso, o retorno
aos principios de tratamento de algumas doencas, bem como, a atual capacidade da
ciéncia de provar a eficicia e a seguranca das plantas utilizadas como medicamento,
também desempenha um importante papel (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO,
2019; PIO et al., 2019).

3.6 Metabdlitos secundarios das plantas

Os metabdlitos secundarios desempenham diversas fun¢des importantes para
a adaptacdo e a propagacao das espécies vegetais. De estrutura complexa e baixo
peso molecular, possuem uma gama de atividades bioldgicas importantes. Cerca de
50 mil metabdlitos secundarios ja foram descritos em espécies de angiospermas, e
sdo sintetizados em diferentes organelas, por quatro vias de biossintese, séo elas: via
do acetato malonato, do metileritritol fosfato (MEP), do 4cido mevalénico (MEV), e do
acido chiquimico (OLIVEIRA, 2015; REZENDE et al., 2016; SILVA; LIMA, 2015).
Esses elementos organicos séo encontrados em plantas de todas as regides, em toda
sua estrutura (folhas, caules e raizes) e em variadas quantidades, sua producao pode
ser estimulada através de estresses bidticos e abibticos, como, a alta temperatura,
radiacdo solar e estresse hidrico (OLIVEIRA et al., 2021).

Para a determinacdo de substancias secundarias sdo realizados testes
fitoquimicos, que mostram as principais classes desses metabdlitos, como a utilizacao
de técnicas cromatograficas e analiticas que separam e isolam 0os componentes para
o entendimento da formac¢do quimica, bem como, para a padronizagdo do insumo
vegetal e produtos relacionados (SOUZA et al., 2017).

Como exemplo de metabdlitos secundarios, temos os alcaloides, os terpenos e
os flavonoides, que representam classes quimicas extensas no grupo das substancias

fendlicas de origem vegetal. Dentre as atividades biologicas descritas para estas
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classes, citam-se; acdo antitumoral, anti-inflamatoéria, antioxidante, antibacteriana,
antiparasitaria, antiviral, dentre outras (OLIVEIRA, 2015).

As plantas possuem a capacidade de armazenar acidos organicos no interior
dos vacuolos, estes compostos secundarios possuem acao bacteriostatica em
bactérias do grupo gram-negativa e podem ser utilizados como aditivo na industria de
alimentos. Outros metabdlitos secundarios, sdo as saponinas que demostram ter
propriedades de detergentes e surfactantes. As saponinas também podem agir como
antioxidante, em que se ligam a sais biliares e colesterol no tubo digestivo, bem como,
no combate a células tumorais (CUNHA et al. 2016; MENEZES FILHO; CASTRO,
2019).

Os esteroides possuem em suas estruturas 28 a 29 atomos de carbono e a
presenca de um radical metila ou etila originando uma ramificacdo, esses compostos
se destacam por apresentarem alguns beneficios como reducdo dos niveis de
colesterol no sangue e inibicdo do aparecimento de tumores malignos. Também
podem ser atribuidos acfes farmacologicas aos taninos que sao divididos em dois
grupos hidrolisados e condensados, sdo empregados na medicina contra algumas
patologias como hipertensdo, problemas estomacais, queimaduras, assim como,
apresentam atividade antifingica, bactericida e antiviral (CUNHA et al. 2016;
OLIVEIRA, ALMEIDA, 2016).

As cumarinas apresentam uma grande variedade de atividades farmacolégicas
e bioquimicas. Dentre elas atividade antioxidante, hepatoprotetora, anti-inflamatoria,
anti-histaminica, anti-pruridica, acaricida, antiulcerogénica, antimelanogénica e sao
utilizadas no tratamento de dislipidemias (MENEZES FILHO; CASTRO 2019; SILVA
et al., 2021a).

As plantas da familia Euphorbiaceae possuem numerosos metabolitos
secundarios, como saponinas, terpenos, ésteres, taninos, alcaloides e flavonoides. O
género Jatropha, apresenta diversas fontes de metabdlitos, tais como terpenos,
peptideos ciclicos, lignanos, neolignanos, sesquineolignas, flavonoides, cumarinas,
lignanas cumarino, alcaloides e acidos eudesmenoicos (CAVALCANTE; SANTOS;
ALMEIDA, 2020 TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

3.7Jatropha mollissima (Pohl) Baill
Jatropha mollissima (Pohl) Baill, pertence ao género Jatropha, familia

Euphorbiaceae. Este género foi relatado pela primeira vez em 1737, pelo botanico
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sueco Carollus Linnaeusu. O nome Jatropha, vem do grego “iatros" significando
(médico) e “trophe” (comida), que esta relacionado com as propriedades medicinais
das plantas deste género. Este apresenta cerca de 175 espécies, amplamente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Africa e das Américas
(CAVALCANTE; SANTOS; ALMEIDA, 2020; GOMES et al., 2016).

A espécie € conhecida popularmente no Brasil como “pinhdo-bravo”, é
considerada endémica no semiarido brasileiro. Tem como caracteristicas morfolégicas
portes arbustivos com cerca de 2 a 3m de altura, apresentando latex claro, caule com
cicatrizes peciolares e folhas com cinco lobadas, de peciolos longos pecioladas e com
pilosidade nas faces pubescentes (Figura 1A) (BIGIO; SECCO; MOREIRA, 2021;
DIAS et al., 2019; LIMA, 2015). As flores sdo pentameras e diclamideas. Nas flores
pistiladas o ovario é supero e trilocular e as flores estaminadas possuem coloracéo
amarela e deiscéncia rimosa (Figura 1B). O fruto é capsular (Figura 1C), seco, com
deiscéncia longitudinal através da ruptura paralela ao eixo do fruto. Apresenta
coloracdo verde claro quando imaturo, adquirindo uma tonalidade escura conforme
amadurece. Suas sementes sao glabras (Figura 1D), com carlncula evidente, testa
lisa, brilhante e de cor marrom-ferruginea (LEAL; AGRA, 2005; VASCONCELOS et
al., 2014; WALTER, 2020).

Figural - Jatropha mollissima (Pohl) Baill. A. Detalhe da folha; B. Inflorescéncia;

C. Fruto; D. Semente.
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Fonte: Autores, 2021.
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Jatropha mollissima é empregada de diversas formas na medicina popular. O
latex e as folhas apresentam atividade antibacteriana (BRAQUEHAIS et al., 2016;
ROCHA; DANTAS, 2009). Outras propriedades sao efeito anti-helmintico,
antioxidante, hipotensor e estimulante dos musculos lisos do intestino e do utero
(BRAQUEHAIS et al., 2016). Estudando o extrato aquoso de folhas, Gomes et al.,
(2016) verificaram também potencial para o tratamento de picadas de serpentes das
espécies Bothrops erythromelas e Bothrops jararaca.

Atividade antimicrobiana foi observada no latex de J. mollissima por Camelo
(2015), que detectou CIM maior que 8192 pg/mL-1 para bactérias Gram-positivas
(Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus) e para as Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). Portanto, a atividade antimicrobiana do
latex e de extratos produzidos de folhas podem ter relacdo com a acdo de compostos
fendlicos, taninos, alcaloides, flavondis e flavanonas, presentes no latex e nos extratos
(Tabela 1). Essas moléculas bioativas causam hidrolise de ligacdes ou formam
complexos com proteinas das bactérias, causando a desagregacdo da membrana
plasmética e parede celular da bactéria, levando a destruicdo do microrganismo
(BRAQUEHAIS et al., 2016; DIAS et al., 2019; QUEIROZ NETO et al., 2019).

Tabela 1 — Presenca de metabdlitos secundérios presentes na planta Jatropha mollissima (Pohl)
Baill (Pinh&o-bravo).

Metabolitos secundarios

o ) Parte da Planta Autores/Ano
de Jatropha mollissima (Pohl) Bail
Fendis; taninos; flavonais; Folha BRAQUEHAIS et al., 2016.
flavanonas e alcaloides.
Fendis; taninos; flavonois e Latex e folha QUEIROZ NETO et al., 2019.
saponina.
Fendis; taninos; flavonais; DIAS et al., 2019.

Folha

flavanonas e saponina.

Em estudo recente, Rahu et al. (2021) investigaram a atividade antimicrobiana
de extratos de Jatropha curcas obtidos de diferentes partes da planta, constatando
atividade contra Escherichia coli, Agrobacterium tumifaciens, Klebsiella pneumoniae,

assim como, para fungos patogénicos Aspergillus niger e Pencillium notatum.
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Compostos fitoquimicos também foram analisados em diferentes partes da planta
como composto fendlico total, alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, terpenoides
e cumarina. As saponinas apresentam potencial antiviral, antifingico e desempenham
um papel importante na prevencdo do cancer e de algumas outras doengas. Os
terpenoides sdo conhecidos como agentes antioxidantes sendo fundamental na
medicina convencional e moderna para curar doencas inflamatorias.

Portanto, a realizagdo de pesquisas sobre plantas medicinais evidencia
caracteristicas quimicas e é fundamental para garantir a autenticidade, pureza e
integridade das plantas medicinais, assim como, assegurar sua efetividade e
seguranca como forma terapéutica (PEREIRA et al., 2019; SOUZA, 2017).

4 METODOLOGIA

4.1. Meios e reagentes utilizados

Os meios de cultura utilizados foram: Agar Sabouraud Dextrose e BHI (Brain
Heart Infusion) da marca KASVI e RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute). Os
reagentes usados durante os procedimentos foram: Alcool isopropilico P. A - ACS da
marca Dinamica, alcool etilico 92,8% e &lcool metilico P. A - ACS da marca Cromoline,
agua salina a 0,85%, reativo de Pascova A e B, raspas de magnésio da marca Exodo
Cientifica, solucao alcodlica de cloreto férrico (FeCl3) a 1%, acido cloridrico (HCL),

reativo de Mayer, dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% e reativo de Bouchardat.

4.2 Coleta de amostras

4.2.1 Amostras de Cryptococcus neoformans

As amostras de Cryptococcus neoformans foram obtidas no periodo de 2014 a
2016, a partir de excrementos secos de pombos e outras aves, em residéncias e
petshops da cidade de Parnaiba no Estado do Piaui, de latitude 2° 54' 14" sul e
longitude 41° 46' 35" oeste. As amostras passaram pelo processo de caracterizacao
seguindo a metodologia de Sidrim (2004) e permaneceram acondicionadas em caldo
BHI e mantidas sob refrigeracdo no laboratério de microbiologia da Universidade
Federal do Delta do Parnaiba (UFDPAR).

4.2.2 Coleta de material vegetal
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As folhas de Jatropha mollissima foram obtidas no municipio de Caxingé no
Estado do Piaui, de latitude 3° 25' 03" sul e longitude 41° 53' 46" oeste, as 10:09 horas
e enviadas para a Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPAR). Exemplar
da planta foi coletado e tombado no Herbério do Delta do Parnaiba (HDELTA) sob o

ndmero 6723.

4.3 Processamento das amostras

4.3.1 Recuperacédo das amostras de Cryptococcus neoformans

As amostras de Cryptococcus neoformans tiveram que passar por um processo
de fortalecimento, pois seus metabolismos encontravam-se inativos devido ao
acondicionamento em refrigeracdo. O meio de cultura utilizado foi o caldo BHI (Brain
Heart Infusion), utilizado para a recuperacédo de microrganismos exigentes ou ndo. O
caldo BHI possui em sua composicao infusao cérebro-coracao e peptona que servem
de fonte de nitrogénio, carbono e vitaminas, além disso, contém glicose. ApGs adicdo
do meio, as amostras foram incubadas a 37°C por 48 horas em estufa microbiologica.

Posteriormente, ao enriquecimento das amostras, foi realizado o repique em
agar Sabouraud Dextrose. Esse meio é seletivo para isolamento de fungos devido a
sua alta concentracdo de dextrose e o pH &cido, assegurando sua pureza e

viabilidade. Sendo incubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

4.3.2 Preparo dos extratos vegetais

Folhas foram coletadas, higienizadas com &gua corrente, posteriormente
desidratadas em estufa a 40°C e trituradas em um triturador elétrico.

Para a obtencédo dos extratos foliares foram usados o0s solventes extratores
alcool etilico 92,8%, alcool isopropilico P.A e alcool metilico P.A. A partir das folhas
trituradas foi obtido o pd, que para 100 ml de cada solvente foi pesado 10 g de po,
armazenados em Erlenmeyer envolto em papel madeira para que ndo ocorresse a
interferéncia da luz. Logo apos, foi realizada a agitacado desses preparos durante 24
horas, sem aquecimento. Apds agitadas, as solu¢des foram filtradas em papel filtro e
colocadas em placas de Petri em estufa com circulagao de ar durante 5 dias para a
completa secagem e eliminagcéo dos residuos dos solventes através da evaporacao.

Apoés a secagem completa, os subprodutos foram raspados, colocando-se 0,04

g em microtubos de 2 ml. Em seguida, foram diluidos em DMSO e RPMI, até a
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obtencéo de uma concentracéo de 4000 ug/ml e foram agitados em vortex. Logo apos
foram filtrados em filtro de seringa (0,22 uM). Calculou-se o rendimento total dos

extratos usando a seguinte férmula:

R (%) = (MFinal / Minicial) x 100

Onde MFinal é a massa do extrato seco e Minicial é o material vegetal utilizado

para a preparacao do extrato (10g).

4.3.3 Microdiluicdo

Para a realizagdo da microdiluicdo foi utilizado o meio sintético RPMI-1640
(com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol). A formulagéo
desse meio e sua preparacao esta de acordo com o CLSI M27-A2 (Clinical Laboratory
Standards Institute). O meio foi tamponado a pH 7,0 + 0,1 em temperatura de 25°C. E
importante selecionar uma solu¢ao tampdao que ndo antagonize o agente antifangico,
a solucdo-tampdo considerada satisfatdria nos testes de sensibilidade a antifingicos
€ o MOPS J[acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] (concentracédo final de 0,165
mol/L, pH 7,0). O pH de cada lote de meio foi verificado com um medidor de pH
imediatamente apds sua preparacdo, o pH pode variar de 6,9 a 7,1 a temperatura
ambiente (25°C).

4.3.4 Preparo do in6culo

As amostras foram repicadas em placas com agar Sabouraud Dextrose, para
assegurar a viabilidade e pureza, sendo incubadas a 37°C durante 48 horas. O indculo
foi preparado escolhendo-se col6nias isoladas de C. neoformans. Posteriormente, as
colénias foram suspensas em 5mL de solugéo salina estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl;
salina a 0,85%). A suspensao resultante foi levemente homogeneizada e a densidade
celular ajustada com espectrofotometro, acrescentando-se solucéo salina suficiente
para obter a transmitancia equivalente de uma solucdo-padrdo da escala de
McFarland 0,5, em comprimento de onda de 530nm, fornecendo uma suspensao-
padrdo contendo 1 x 10% a 5 x 108 células por ml. A suspensédo de trabalho foi
produzida fazendo-se uma diluicdo 1:100 seguida de uma diluicdo de 1:20 da
suspensao-padrdo com meio liquido RPMI 1640, resultando em concentragéo de 5,0

x 102 a 2,5 x 102 células por ml.
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4.3.5 Inoculacdo no meio RPMI

A inoculacéo no meio RPMI foi realizada na capela de fluxo laminar com todos
0s equipamentos devidamente esterilizados. Em placas de 96 pocos, foi adicionado
100 pyl de RPMI até a 112 coluna e na 122 foi pipetado 100 ul que foi o controle
negativo, pois nela foi aplicado somente o RPMI. Em seguida, 200 ul dos extratos
foram adicionados em duplicata na primeira coluna, apos a aplicacéo realizou-se a
diluicdo fracionada de 100 pl até a 102 coluna e descartado o restante da solucgéao.
Posteriormente, foram inseridos 100uL da suspenséo fungica até a 112 coluna que foi

o controle positivo do teste, presente o RPMI e o inéculo.

4.3.6 Incubacgéo e leitura dos resultados

As placas foram incubadas por 72 horas a 37°C. A leitura dos resultados foi
realizada através da comparacdo visual da presenca do precipitado no fundo dos
pocos, indicando o crescimento, com a coluna controle onde ndo houve o crescimento

do agente fungico.

4.4 Fitoquimica

Os extratos metandlico, isopropilico e etandlico das folhas de Jatropha
mollissima foram submetidos a analise fitoquimica com reagentes para cada classe
de metabdlitos, baseando-se na metodologia de Barbosa et al. (2001).

Nessa avaliacao qualitativa os resultados foram classificados em ausente (-) e

presente (+).

4.4.1 Preparacado das suspensdes

Para a realizacdo dos testes foi preparado suspensfes. As primeiras
suspensdes foram realizadas utilizando tubos de Falcon, aos quais foram adicionados
0,2 g de cada extrato bruto e 20 ml de agua destilada e para o preparo das segundas

suspensodes, foram utilizados 0,1 g de cada extrato para 10 ml de metanol.

4.4.2 Saponinas espumicida

Os tubos contendo as primeiras suspensdes foram agitados em vortex durante
2 min. ApoOs a agitacéo, se for observado a presenca de uma camada de espuma e
esta permanecer por mais de 30 minutos, o resultado sera positivo para presenca de

saponinas.



33

4.4.3 Acidos organicos

Primeiramente, foi realizado a preparacédo da solucéo reativa adicionando a um
tubo de ensaio 1 ml do reativo Pascova A e 1 ml do Pascova B. Em tubos de ensaio
contendo 1 ml das primeiras suspensdes dos extratos, foram adicionadas duas gotas
da solugcdo reativa utilizando uma pipeta Pasteur em cada tubo. Ocorrendo

descoloracéo do reativo, o resultado € positivo para acidos organicos.

4.4.4 Alcaloides

Em tubos de ensaio foram adicionados 1 ml das primeiras suspensdes dos
extratos e logo apds, duas gotas do reativo Bouchardat, resultando na presenca de
um precipitado laranja. Ja, ao utilizar duas gotas do reativo de Mayer ocorre o

aparecimento do precipitado branco, portanto, indicam a presenca de alcaloides.

4.4.5 Flavonoides

Em tubos de ensaio contendo 3 ml das segundas suspensdes dos extratos,
foram adicionadas cinco gotas de acido cloridrico (HCL) concentrado e raspas de
magnésio. Ao final das reacbes pelo término de efervescéncia, o surgimento de

coloracéo rosea, indica a presenca de flavonoides.

4.4.6 Fendis e taninos

Em tubos de ensaio foram adicionados 2 ml das primeiras suspensdes dos
extratos, em seguida duas gotas de solucéo alcodlica de Cloreto férrico (FeCl3) a 1%.
O aparecimento da tonalidade azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis, e verde,
a presenca de taninos condensados. Coloragdo variavel entre o azul e o vermelho

indica a presenca de fenais.

4.4.7 Flavononas

Em tubos de ensaio foram adicionados 3 ml das primeiras suspensdes dos
extratos, 0,5 ml de acido cloridrico (HCL) concentrado e magnésio em raspas. Apds o
término da efervescéncia, pode-se observar o aparecimento ou intensificacdo da

coloracdo vermelha, indicando a presenca de flavononas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Com a obtencdo dos extratos das folhas de Jatropha mollissima foi possivel
efetuar o célculo de rendimento dos extratos. Os resultados revelam que, o extrato
metanaolico mostrou maior rendimento em relacéo aos extratos obtidos dos solventes

etandlico e isopropilico (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado do rendimento dos extratos das folhas de Jatropha mollissima (Pohl) Baill,
proveniente do municipio de Caxingé, Piaui.

Rendimento Extratos Foliares
Etandlico Metandlico Isopropilico
% 2,59% 3,57% 1,15%

A diferanca observada no rendimento dos extratos pode estar relacionada a
diversos fatores, tais como 0 método extrativo, o tempo de extracdo e principalmente
a selecédo do solvente como relatado por Mallman et al. (2021). Ja Silva et al. (2021b),
mencionam que existe a possibilidade de um metabdlito secundario ser extraido em
maior concentracdo, por possuir maior afinidade por determinado solvente extrator.

No estudo de Tiwiari et al. (2011), observaram que o solvente metandlico é
capaz de extrair mais componentes do que o solvente etandlico, ou seja, alguns
metabdlitos bioativos tém melhor interacdo pelo solvente metandlico, como foi

constatado nessa pesquisa.

5.2 Testes Fitoquimicos

A andlise da caracterizacdo fitoquimica qualitativa dos extratos metandlico,
etandlico e isopropilico das folhas de J. mollissima, indicou a presenca de compostos
guimicos provenientes do metabolismo secundario da planta, tais como acidos
organicos, alcaloides, saponinas, flavononas, fenadis e taninos. Somente o metabdlito
secundario flavonoide né&o foi detectado em nenhum extrato. Esses compostos foram

classificados em ausente (-) e presente (+) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Andlise qualitativa da fitoquimica dos extratos das folhas de Jatropha mollissima (Pohl)

Baill, coletada em Caxingo, PI.

Metabdlito

Secundéario Extrato Metanélico Extrato Etandlico Extrato Isopropilico
Acidos organicos ++ - _

Alcaloides + + +

Fendis e taninos ++ - ++
Flavononas +++ - +
Flavonoides - - -

Saponinas espumicida +++ ++ +

Coloracéao intensa ou formacgéo abundante de espuma (+++). Coloracédo média ou formagdo moderada
de espuma (++). Coloragéo fraca ou formacéo de pouca espuma (+). Auséncia de cor ou formacao de
espuma (-).

Os &cidos orgéanicos foram positivos apenas no extrato metandlico (Figura 2).
Essa classe de composto bioativo possui importantes atribuicbes como:
antibacteriano, aditivos para alimentos, antifingico e na producéo de cosméticos feitos
a base de plantas (MENEZES FILHO; CASTRO, 2019). Estes acidos organicos ficam
acumulados nas plantas em vacuolos. Isto € comprovado no suco de frutas citricas
devido a presencga do &cido citrico. Entretanto, estes acidos ndo sdo encontrados
apenas nos frutos, mas também nas folhas de muitas plantas (DUARTE; MOTA,;
ALMEIDA, 2014).

Figura 2 - Presenca de &cidos organicos no extrato
metandlico de Jatropha mollissima (Pohl) Bail.

Fonte: Autores, 2021.
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Os testes indicaram a presenca de alcaloides em todos os extratos. Os
alcaloides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos e sdo encontrados
principalmente em angiospermas, apresentando acdo antitumoral, anestésica,
antimalérica, antibacteriana e repelente (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016). No estudo
desenvolvido por Braquehais et al. (2016), com o extrato etandlico das folhas de J.
mollissima, obteve resultado positivo para a presenca de alcaloides, assim como,
atribuiu a estes compostos atividade antimicrobiana.

A presenca de saponina em todos os extratos também foi constatada na
avaliacado fitoquimica (Figura 3). Rocha (2013), atribui a esses compostos a
capacidade de formar espuma abundante e persistente quando misturados em agua,
o que foi comprovado durante esse experimento. Ja Ribeiro (2014), confirmou a
presenca de componentes saponinicos no extrato etandlico de J. mollissima, que
apresentam acao antioxidante, citotoxica e larvicida. Além disso, Desoti, et al. (2011),
relatou que as saponinas nao contém acao antibacteriana, mas sua atividade
antifingica para fitopatégenos, como Candida sp. e dermatofitos € notéria, por meio

de interacao das saponinas com esterois de membrana.

Figura 3 - Presenca de Saponinas espumicida em extratos de Jatropha
mollissima (Pohl) Baill. A. Extrato metandlico; B. Extrato etandlico; C.
Extrato isopropilico. As setas pretas indicam a formacgéo de espuma.

Fonte: Autores, 2021.

Fendis e taninos foram detectados nos extratos metandlico (Figura 4A) e
isopropilico (Figura 4B). Esse resultado estd de acordo com o estudo de Dias et al.
(2019), que confirmaram a presenca desses metabdlitos no extrato metandlico de J.

mollissima. Oliveira e Almeida (2016), afirmam que os taninos sdo extensivamente
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empregados na medicina tradicional contra uma gama de doencas, tais como
hipertensdo arterial, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais,
problemas renais e inflamatérios, bem como, apresentam atividade antifungica,
antibacteriana e antiviral. Ja os fendis, sdo considerados importantes elementos para
a vida e adaptacao das plantas, assim como, colaboram no combate de patologias em
humanos (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016).

Figura 4 - Presenca de Fendis e taninos em extratos de Jatropha mollissima
(Pohl) Baill. A. Extrato metandlico; B. Extrato isopropilico.

Fonte: Autores, 2021.

Outro composto derivado das folhas de J. mollissima durante a triagem
fitoquimica foi flavononas (Figura 5), que exerce atividade antimicrobiana, antiviral,
antiulcerogenica, hipolipidémica, anti-hepatotdxica, hipolipidémica, antineoplasica,
antialérgica, anti-inflamatoria, assim como, antioxidante que age combatendo os
radicais livres (SILVA et al., 2009; BRUM et al., 2011).

Figura 5 - Presenca de Flavononas em extratos de Jatropha mollissima (Pohl)
Baill. A. Extrato metandlico; B. Extrato isopropilico.

Fonte: Autores, 2021.
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Com esses resultados, pode se confirmar que o extrato metandlico teve melhor
resultado em relacdo a extracdo desses compostos bioativos. Entretanto, segundo
Santos (2014), a presenca ou auséncia destes metabdlitos testados pode ser
decorrente de interacdes entre elementos do extrato ou a presengca de certo
constituinte, que pode anular a presenca de outro, dando origem a resultados falso-
positivos ou falso-negativos. Assim como, Mallman et al. (2021), relataram que
existem condi¢cdes ambientais que podem modificar a obtencdo desses metabdlitos
como: sazonalidade, temperatura, acesso a agua, altitude, ritmo circadiano, polui¢cao
atmosférica, bem como, a protecdo contra patdégenos que podem modificar a via

metabdlica e afetar na producdo dessas substancias biologicamente ativas.

5.3 Teste Antifungico
Na analise in vitro, foi possivel observar a eficiéncia dos extratos metandlico e
isopropilico de J. mollissima que demonstraram o melhor resultado de inibicdo fangica
contra o C. neoformans, enquanto o extrato etandlico apresentou desempenho inferior
aos outros extratos estudados.
Os resultados da concentragao inibitéria minima (CIM) (Tabela 4) mostraram
gue os extratos metandlico e isopropilico apresentaram uma concentracdo de 250
pg/ml, entretanto, o extrato etandlico apresentou um valor de 1000 pg/ml. Miranda et
al. (2015), ressalta que uma CIM inferior a 100 pg/mL apresenta boa atividade
antimicrobiana, de 100 a 500 ug/ mL relativamente ativa, de 500 a 1000 ug/mL pouco
ativa e maior que 1000 pg/mL, inativa. Portanto, foi constatada atividade
antimicrobiana moderada para os extratos metandlico e isopropilico e para o etandlico,

pouco ativa.

Tabela 4 - Demonstracéo da atividade antifungica dos extratos das folhas de Jatropha mollissima
(Pohl) Baill, coletada em Caxingo, PI.

Extratos Foliares

Amostra

Etandlico Metandlico Isopropilico

Amostra de C. neoformans 1000pg/mi 250ug/mi 250ug/mi
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Na literatura consultada, ndo foram encontrados relatos sobre o efeito fungicida
de extratos da J. mollissima sobre a levedura de C. neoformans. Entretanto, outros
estudos foram realizados com essa espécie e com outras do mesmo género contra
outros microrganismos.

Assim como relatado em nossa pesquisa, outros trabalhos com extratos
metandlicos provenientes de espécies de Jatropha também apresentaram resultados
significativos com o uso desse extrato para avaliagao da atividade antimicrobiana de
espécies deste género. Hamza et al. (2006), ao testarem o potencial fangico do
extrato metandlico de Jatropha multifida L., popularmente utilizada no Brasil para
tratamento de candidiase, evidenciaram inibicado de 1000 ug/ml para C. neoformans e
250 pg/ml para Candida tropicalis, corroborando com os resultados obtidos neste
presente estudo.

O solvente extrator etandlico ndo demostrou bom desempenho na inibicdo do
crescimento fungico. Entretanto, alguns autores observaram a sua eficacia, tais como,
Braguehais et al. (2016), que registraram CIM de 250 mg/ml contra as cepas de
Enterococcus faecalis; Ayanbimpe et al. (2009) ao avaliarem o extrato etanélico das
folhas de J. mollissima, constataram a inibicdo do crescimento de Aspergillus niger,
Aspergillus terreus e Penicillium expansum. A diferenca de resultado apresentado
neste trabalho em relacdo aos dos autores citados, pode estar relacionada ao fato da
planta ter sido obtida de locais e climas diferentes, o que de acordo com Costa et al.
(2018), esses fatores podem influenciar na qualidade e quantidade de metabdlitos
secundarios presentes na planta.

Apesar do extrato isopropilico ter apresentado bom resultado, na literatura foi
verificado que seu uso no preparo de extratos vegetais nao € muito rotineiro. Portanto,
diante da gama limitada de estudos com isopropilico e do resultado significativo nesta
pesquisa, é evidente a necessidade de novos estudos serem realizados para que as

vantagens de seu uso se tornem mais conhecidas.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo com o0s extratos metandlico, isopropilico e etandlico das
folhas de Jatropha mollissima, demostrou a presenca de metabdlitos secundarios, tais
como &cidos organicos, alcaloides, saponinas, flavononas, fendis e taninos, sendo o
alcool metandlico o solvente extrator que demostrou melhor desempenho. Os ensaios
da atividade antifangica in vitro mostraram que o0s extratos tem potencial inibitorio
contra o Cryptococcus neoformans. Contudo, sdo necessarias pesquisas futuras
quanto ao isolamento e identificagdo dos compostos bioativos responsaveis pela

inibicdo do crescimento fangico.
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